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1. Bevezetés

A torzsfejlodés soran az élslények biologiai allandosaguk fenntartasahoz olyan
mechanizmusokat fejlesztettek ki, melyek segitségével hatékonyan tudnak védekezni a
szervezetiikbe jutd korokozok ellen. EmIGsok esetében ezt a védettséget a velesziiletett és a
szerzett immunitas egymasra épiilé rendszere biztositja. A velesziiletett immunrendszer olyan 6ési,
a torzsfejlodés korai szakaszaban kialakult védekezési forma, melynek kulcsfontossagu egységei
allandésult formaban 6rzédtek meg és adodtak tovabb az evolacié folyaman: hasonlé szerkezeti
és mitkodési elemei a novény és az allatvilagban egyarant fellelheték (1. Abra) [Medzhitov 2001;
Leulier és Lemaitre 2008; Kemmerling és mtsai., 2011; Neyen és Lemaitre 2016].
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1. Abra. Az evoliicié soran konzervalodott jelatviteli molekulak és dtvonalak
A mikroorganizmusokra jellemzé molekularis mintazat felismerésére alkalmas leucinban gazdag ismétlédéseket
tartalmazo receptorok (lila) és jelatviteli mechanizmusok mind a nsvényvilagbhan, mind az allatvilagban

megtalalhatok [Medzhitov 2001 nyoman].

A velesziiletett immunitas képezi a szervezet elsé védelmi vonalat. A tobbsejti
szervezeteket borito kutikula fizikai védelmet nyujt a betolakodokkal szemben, a kiiltakaro
felszinére kivalasztott vegyiiletek, egyes zsirsavak, enzimek és antimikrobialis peptidek a
mikroorganizmusok sejtfalanak megbontasaval akadalyozzak azok gazdaszervezetbe jutasat. A
testiiregbe keriil idegen anyagok gyors felismerését a gazdaszervezet csiravonalaban kodolt un.
mintazat felismerd receptorok végzik [Janeway 1989; Janeway és Medzhitov 2002; Gordon és
mtsai., 2002; latsenko és mtsai., 2016]. Ezek a receptorok a sejtmembranba agyazottan, vagy a
testfolyadékban keringve olyan, a mikroorganizmusok szamara létfontossagu struktarakat
ismernek fel, amelyek a gazdaszervezetben nem fordulnak eld. A mintazat-felismeré receptorok
altal azonositott ligandok lehetnek bakterialis sejtfal komponensek, mint a lipopoliszacharid
(LPS), a peptidoglikan (PGN), lipoteichoic sav (LTA), vagy a gombak sejtfalaban talalhat6 p1,3-
glukanok [Leulier és mtsai., 2003]. A mikroorganizmusokra altalanosan jellemzé molekularis
mintazat azonositasat kovetoen a receptorok ligandkatése olyan jelatviteli folyamatokat indithat
el, amelyeknek eredményeképpen az immunvalaszban szerepet jatszo gének aktivalodnak.
Véralvadashoz, komplement fehérjék aktivalodasahoz, illetve szoveti melanizaciohoz vezet6
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proteolitikus lancreakciok jatszodnak le, antimikrobialis peptidek, a stressz valaszban az
opszonizacioban és a fémion felhalmozodashan résztvevo molekulak termelddnek [Lagueux és
mtsai., 2000; Cerenius és Soderhall 2004; Cerenius és mtsai., 2010; Dudzic és mtsai., 2015;
Lemaitre és Hoffmann 2007; Ekengren és mtsai., 2001]. A testidegen részecskék felismerését
kovetden sejt-kozvetitette immunfolyamatok, a mikroorganizmusok bekebelezése illetve
granulomaképzédés jatszodhat le [Stuart és Ezekowitz 2005; Sarraf és Sneller 2005]. Bar a
velesziiletett immunrendszer nem rendelkezik a szerzett immunitashoz hasonlé komplexitassal,
de gyorsan és nagyon hatékonyan miikodik. Emellett sokszing, tulbiztositott rendszere az antigén
peptidek bemutatasaval, valamint citokinek termelésével segiti a specifikus immunvalasz
kialakulasat, ezen kiviil a szomatikus génatrendez6déssel kialakulé receptorokkal rendelkezé
magas specificitasa T és B limfocitak kialakulasaig megakadalyozza a gazdaszervezetben a
kérokozok elszaporodasat [Medzhitov és mtsai., 1997].

A velesziiletett immunrendszer evolucios jelent6ségét bizonyitja, hogy az allatvilag tébb
mint 95%-at alkoto gerinctelen allatok immunvédekezése kizarolag a velesziiletett immunitas
folyamatain alapszik. A gerinctelen allatok, igy a rovarok is antimikrobialis peptidek, fagocita
sejtek, a kettésszala RNS interferencia, a toxikus oxigén- és nitrogén metabolitok, valamint a
melanizacios reakciok hatékony egyiittmiikodésének koszonhetéen évmilliok ota sikeres talélok a
Foldon [Vilmos P and Kurucz E. 1998; Hoffmann és mtsai., 1999; Elrod-Erickson és mtsai.,
2000; Irving és mtsai., 2004; Little és mtsai., 2005].

A bioszféraban a rovarok és mikroorganizmusok egymasra hatasanak, egyiittélésének
szamtalan formaja ismert. Sok rovarfaj egyedfejlédése erjeds, rothadd szerves anyagokban
torténik, masok novényi és allati megbetegedéseket okozo mikroorganizmusok vektorai,
mikozben okologiai és gazdasagi jelentéségiik felbecsiilhetetlen. igy elméleti és gyakorlati
megfontolasok egyarant hozzajarultak ahhoz, hogy az izeltlabuak, ezen beliil elsésorban a
rovarok valtak a velesziiletett immunitas vizsgalatanak legnépszeriibb modellszervezetévé
[Kounatidis és Ligoxygakis 2012].

1.1 A velesziiletett immunrendszer miikodése Drosophilaban

Mivel szamos rovarfaj természetes élettere patogén mikroorganizmusokkal fert6zott, a
rovarok valtozatos és hatékony modszereket fejlesztettek ki a korokozok tavoltartasara, illetve
szervezetiikbol torténé kikiszobolésére. A rovarok kutikulaja elsé védelmi vonalként fizikailag
akadalyozza meg a kérokozok szervezetbe jutasat. A taplalékkal elfogyasztott korokozo
mikroorganizmusok invaziojat részben a kitinnel fedett tapcsatorna, részben savas kémhatasu
anyagok, kiilonbozo enzimek, valamint a fert6zés kornyezetében helyben kivalasztott
antimikrobialis peptidek és reaktiv oxigén gyokok gatoljak (2. Abra), melyek sok esetben
onmagukban akadalyozzak meg a korokozoknak a testiiregbe jutasat. A kiiltakarot és a
tapcsatornat éré szoveti sériilések kornyékén az emlgsok véralvadasi reakciojahoz hasonlo helyi
proteolitikus lancreakciok indulnak meg, ami a rovarok testfolyadékanak, a hemolimfa
fehérjéinek kicsapodasahoz illetve melanizacios reakciokhoz vezet [Theopold és mtsai., 2014].
Ezek a helyi védekezo reakciok legtobbszor megakadalyozzak a fertézés tovabbterjedését
[Ferrandon és mtsai., 2013].
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2. Abra. Lokalis védekezési reakciok Drosophilaban
A tapcsatornaba kivalasztott reaktiv oxigén gyokok és antimikrobialis peptidek [Lemaitre és Hoffmann 2007.
nyoman]

Amennyiben a szoveti sériiléseken keresztiil a korokozok a rovarok nyilt keringési
rendszerébe a szovetkozti testfolyadékba, a hemolimfaba jutva elarasztjak a gazdaszervezetet, az
immunrendszerének teljes repertoarjat mozgositja, azaz humoralis faktorok és immunsejtek
egyittmikodésén alapulé szisztémas immunvalaszt produkal [Elrod-Erickson és mtsai., 2000;
Ferrandon és mtsai., 2007]. Emellett a nyilt keringési rendszerii rovarok kutikula sériiléseinek
gyors gyogyulasa is Iétfontossaga az egyed talélése szempontjabol. A sériilés kozelében
koagulacios lancreakcio aktivalodik, mely a hemolimfa alvadasahoz vezet és a keletkez6
halozatos szerkezetii alvadék egyrészt elzarja a sebet, masrészt a baktériumok megkaotésével
akadalyozza azok bejutasat és elszaporodasat a testiiregben [Bidla és mtsai., 2005; Bidla és
mtsai., 2009; Krautz és mtsai., 2014, Theopold és mtsai., 2014]. A Drosophila hemolimfa
koagulaciojaban a gerincesek majaval analog szerv, a zsirtest altal termelt, valamint vérsejt
eredetii alvadasi faktorok vesznek részt, amelyek mas izeltlabtakban, mint példaul a
selyemhernyoban (Bombix mori), vagy az atlanti térfarka rakban (Limulus poliphemus)
azonositott alvadasi faktorokkal mutatnak szerkezeti és funkcionalis hasonlosagot [lwanaga és
mtsai., 1998; Theopold és mtsai., 2004; Loof és mtsai., 2011]. A megalvadt hemolimfaban
legnagyobb mennyiségben a fagocita sejtek altal termelt Hemolectin fehérje van jelen, amely az
emberi Xllla/von Willebrand véralvadasi faktor homologja, valamint a transzglutaminaz enzim
és annak szubsztratja a Fondue molekula [Goto és mtsai., 2001; Lesh és mtsai., 2007; Lindgren
és mtsai., 2008]. A sériilést kovetden a hemolimfa megfeleld fehérjéi rovid idon beliil
koagulalnak, a végleges hemolimfa alvadék a kristalysejtek citoplazmajabol felszabadulo
profenoloxidaz (proPO) enzim kézremitikodésével alakul ki, melynek soran az alvadékba melanin
épiil be majd a keresztkostott fehérjealvadék megszilardul [Lorand és Graham 2003; Wang Z és
mtsai., 2010; Bidla és mtsai., 2005].

A kérokozok gazdaszervezetbe jutasat koveto néhany percen belil aktivalodik a
szerinproteaz-profenoloxidaz proteaz lancreakcio, amely toxikus molekulak, a melanin, illetve
fenol szarmazékok képzodéséhez vezet [Soderhall és Cerenius 1998; Dudzic és mtsai., 2015,
Hillyer 2016] (3. Abra).
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3. Abra. Szerinproteaz-profenoloxidaz proteaz lancreakcié [Hillyer 2016 nyoman]

Ezt kovetoen a hemolimfaban antimikrobialis peptidek jelennek meg és az antimikrobialis
aktivitas akar napokig fennmaradhat [Boman és mtsai., 1972]. Az els6, immunindukcié hatasara
termelédé  antimikrobialis  peptidet, a cecropint a Hyalophora cecropia larvajanak
hemolimfajabdl izolaltak, Drosophila melanogasterben el6szér egy cecropin homolégot, majd a
kilencvenes évek elejére egy sor egyéb antimikrobialis hatassal rendelkezé peptidet koédold gént
azonositottak (4. Abra). Ezen Kiviil arra is fény deriilt, hogy az antimikrébialis peptidek az
evolucio 6si fegyvereiként mind a névényvilagban, mind az allatvilagban hatékonyak a
mikroorganizmusok elleni harcban [Steiner és mtsai., 1981; Hultmark és mtsai., 1983; Lemaitre
¢s Hoffmann 2007; Medzhitov 2001].
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4. Abra. Antimikrobialis peptidek Drosophilaban [Lemaitre és Hoffmann 2007. nyoman]

Az antimikrobialis peptidek képzédésével fémjelzett humoralis immunvalasz
vizsgalatahoz kiilonbozé fertézési modelleket dolgoztak ki. Ezek egyrészt a tapcsatornan
keresztiil etetéssel, masrészt tomény baktérium szuszpenzioba martott mikrokapillarissal okozott
sériilésen keresztiil jutattak be a baktériumokat a kifejlett ecetmuslicak testiiregébe Ezek a
modszerek lehetévé teszik a kiilonboz6 patogének virulencia faktorainak azonositasat és a
gazdaszervezet védekezési mechanizmusaiban szerepet jatszo egyéb faktorok tanulmanyozasat is
[Nehme és mtsai., 2007; Lemaitre és mtsai., 1997, Akhouayri és mtsai., 2011; Neyen és mtsai.,
2014].

Az antimikrobialis peptidek a kiilonb6zé mikroorganizmusokra szelektiven hatnak.
Génkomplementacios és kettésszala RNS interferencian alapulo géntermék csendesitési
vizsgalatok eredményekeént kideriilt, hogy a Gram-negativ, illetve a Gram-pozitiv baktériumok és
gombak egymastol eltéré aktivacios utakat és antimikrobialis peptideket indukalnak. Az
antimikrobialis peptidek szintézise a teljes atalakulassal fejlédé rovarokban, igy a Drosophila
esetében is transzkripcio szinti szabalyozas alatt all. A fertézést kovetéen a zsirtest nagy
mennyiséga antimikrobialis peptidet termel, és azt a hemolimfaba iiriti [Levashina és mtsai.,
1995; Ekengren és Hultmark 1999; Imler és Bulet 2005]. Mas szévetek, pl. a gyomor ¢és a trachea
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epitéliuma, vagy a vérsejtek, a hemocitak, szintén elallithatnak antimikrobialis peptideket, ezek
azonban elsésorban lokalisan, az azt termel6 szovet kornyezetében fejtik ki hatasukat. Az
antimikrobialis peptideket kodolo gének szabalyozo régioiban olyan szekvencia motivumokat
talaltak, amelyek nagyon hasonléak az emlésok immunvalaszaban szerepet jatszo gének
szabalyozo régioiban 1évé NF-xB transzkripcios faktorokat koté motivumokhoz [Engstrom és
mtsai., 1993; Kadalayil és mtsai., 1997; Li és Verma 2002]. A Drosophila humoralis
immunvalaszanak nagy Iéptéki hirvivé RNS és fehérje szintii vizsgalata soran megfigyelhetd,
hogy a szoveti sériilést kovetd fertézésekre a Drosophila dramai modon megnévekedd
génatirassal valaszol. A zsirtest az antimikrobialis peptideken kiviil mas immunfunkcioval biro
anyagokat, opszoninokat, a melanizacioban és a véralvadasban szerepet jatszo molekuléakat,
valamint stressz fehérjéket is termel [Uttenweiler-Joseph és mtsai., 1998; Yoshiga és mtsai.,
1999; De Gregorio és mtsai., 2001; Vierstraete és mtsai., 2003; Ekengren és mtsai., 2001].

A mintazat felismer6 receptorok, a proteaz kaszkad reakciok és az antimikrobialis
peptidek transzkripcios szinti szabalyozasanak megismerésében elért eredmények egyarant
hozzajarultak ahhoz, hogy az egyedfejlédési és genetikai vizsgalatokban hosszua id6 ota
kiemelkedd jelentéséggel bird és széleskoriien jellemzett Drosophila melanogaster valt a
velesziiletett immunitas vizsgalatanak legnépszeriibb és leggyakrabban hasznalt
modellszervezetévé [Hultmark 2003; Hoffmann 2003; Brennan és Anderson 2004; Vilmos és
mtsai., 2004]. A Drosophila genetikailag konnyen modosithato, géntermékei a kettésszalia RNS
interferencia modszerével csendesitheték, tovabba a napjainkban széleskoriien alkalmazott
CRISPR/Cas9 rendszerrel torténé genomszerkesztés is rendelkezésre all az immunvalasz
kiilonboz6 folyamataiban szerepet jatszo gének funkcidinak meghatarozasahoz és a velesziiletett
immunitasban szerepet jatszo jelatviteli utvonalak azonositasahoz [Fire és mtsai., 1998;
Hammond és mtsai., 2000; Mello és Conte 2004; Sternberg és mtsai., 2014, Rubin és Lewis
2000, Duffy és mtsai., 2002]. A Drosophila modellrendszer egyediilall6 lehetéségeket biztosit a
gének és géncsaladok kialakulasanak vizsgalataban is, hiszen napjainkig a Drosophila
melanogasteren kiviil tovabbi 21 Drosophila faj teljes genom szekvenciaja valt ismerté [Adams
és mtsai., 2000; Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007].

Drosophilaban az antimikrobialis peptid gének atirasat elsésorban a Toll és az "Immune
deficiency" (Imd) jelatviteli utvonalak szabalyozzak, mitkdésiik l1étfontossagu a mikrobialis
fert6zések lekiizdésében [Lemaitre és mtsai., 1995; Lemaitre 2004]. A Toll és Imd autvonalak
egyes komponensei nagyfoku hasonlésagot mutatnak az emlésok interleukin-1 (IL1), a Toll-
szerii receptorok (TLR) és a tumor nekrozis faktor (TNF) jelatviteli utvonalaihoz, ami ezen
jelatviteli utvonalak 6si eredetére utal.

Drosophilaban a kiilonb6z6 tipust mikroorganizmusok egymastol eltéré jelatviteli
utvonalakat aktivalnak [Medzhitov és mtsai., 1997; Akira és mtsai., 2003; Gay és Keith 1991,
Rutschmann és mtsai., 2000; Lemaitre és mtsai., 1997, Royet és mtsai., 2005, Cherry és
Silverman 2006] (5. Abra). A Gram-pozitiv baktériumok és a gombak elsésorban a Toll
receptoron keresztiili jelatviteli utvonalat, mig a Gram-negativ baktériumok a peptidoglikan
receptorokon (PGRP) keresztiil az Imd jelatviteli Gtvonalat aktivaljak [Lemaitre és mtsai., 1996;
Belvin és Anderson 1996; Rutschmann és mtsai., 2000; Valanne és mtsai., 2011, Mellroth 2003;
Steiner 2004; Gottar és mtsai., 2002]. A Gram-pozitiv lizin tipusi és Gram-negativ
diaminopimelinsav (DAP) tipusu baktériumok specifikus felismerésének alapja a baktériumok
sejtfalaban 1évé peptidoglikan (PG) szerkezetének kiilonbozésége [Kleino és Silverman 2014]. A
Toll és az Imd jelatviteli ttvonalak az NF-xB transzkripcios faktor Drosophila homologjainak, a
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"Dorsal-related immunity factor” (Dif), illetve a Relish (Rel) transzkripcios faktoroknak a
sejtmagba juttatasaval aktivaljak a kiilonb6z6 antimikrobialis peptideket kodolé géneket
[Lemaitre és mtsai., 1995b; Ip és mtsai., 1993; Dushay és mtsai., 1996; Hedengren és mtsai.,
1999; Choe és mtsai., 2002].
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5. Abra. A Toll és az Imd jelatviteli atvonalak Drosophildban [Cherry és Silverman 2006. nyoman]

A sériilésekkel egyiitt jaro stressz folyamatok, valamint a virusfertézések a Janus family
kinase/Signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) jelatviteli atvonalat
aktivaljak [Wang és mtsai., 2010]. A Drosophila Domeless jelatviteli atvonala az emlésok
JAK/STAT jelatviteli ttvonalaihoz hasonléan a hemocitak, a zsirtest, valamint kiilonb6z6
szolubilis faktorok, citokonek [Vanha-Aho és mtsai., 2016] egyiittmiikodésén alapul. A
hemocitak altal termelt Unpaired (Upd3) fehérje a zsirtest sejtjein a Domless receptorhoz katédve
a JAK/STAT jelatviteli utvonalon keresztiil aktivalja a fagocitozis szabalyozasaban szerepet
jatsz6 TurandotA (TotA) fehérjét [Ekengren és mtsai., 2001] (6. Abra).
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6. Abra. A JAK/STAT jelatviteli utvonal szerepe az emlésok és a Drosophila immunvalaszaban

(A) Emlésokben a JAK/STAT jelatviteli utvonal a virusfertézések lekiizdésében, (B) Drosophildban a virusfert6zés
mellett a sériilésekkel egyiitt jaro fert6zésekre és stresszre adott valaszban jatszik szerepet. Szeptikus sériilés esetén a
hemocitak altal termelt Upd3 ligand k6tédik a Dom receptorhoz, virusfertézés esetén egy interferon szerti molekula
kotédik egy eddig ismeretlen receptorhoz, melyek aktivaljak a JAK Drosophila homologjat, a Hopscoch (Hop)
molekulat. A Hop a STAT Drosophila homolog STAT92E/Marelle aktivalasan keresztiil a virusfert6zés
lekiizdésében szerepet jatszo Vir-1, illetve a fagocitozis szabalyozasaban résztvevo TotA fehérjéket kodolo gének
atirodasat idézi el6 [Wang és Ligoxygakis 2006. nyoman].

Természetes éléhelyén a Drosophila larva fiirkészdarazsak timadasainak is Ki van téve.
Ezek a parazitoidok tobbnyire a larva testiiregébe helyezik petéiket, és fejlédésiik soran a
gazdaszervezet testnedveivel és szoveteivel taplalkoznak. Sikeres immunvalasz esetén a
Drosophila larva vérsejtjei a darazspete koriil tobbrétegti melanizalodott tokot képeznek és
elpusztitjak a tamadot, sikertelen immunvalasz esetén az ecetmuslica babbérébél a darazs kel ki
(7. Abra.) [Nappi és mtsai., 2004].

Sikeres immunvalasz

A daries pete
- ..‘D‘"mm felismerése

Melanizdit tok a
parazivoid pete kdndd

Sikertelen immunvélasz
E16 darirs Meva \%
t 1 L 5. el
Dardzs

7. Abra. A Drosophila parazitoid darazsfertézést kiveté sejt-kozvetitette immunvalasza [Nappi és mtsai., 2004
nyoman].
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1.2 A Drosophila vérsejtjei, a hemocitak

Az emlésok sejt-kozvetitette immunvalasza mieloid és limfoid eredetii immunsejtek
egyittmukodésén alapul. Az eml6sok velesziiletett immunitasanak sejtes elemei a professzionalis
fagocitak, a neutrofil granulocitak, makrofagok és denditikus sejtek a csiravonalban kodolt
mintazatfelismer6 receptorokkal azonositjak a mikroorganizmusokra jellemzé molekularis
mintazatot [Takeuchi és Akira 2010]. Adaptiv immunvalaszuk végrehajté sejtjei a limfocitak,
melyek specifitasanak repertoarja szomatikus génatrendezédés eredményeként alakul ki [Cook és
Tomlinson 1995; Krangel 2009].

A Drosophila  velesziiletett immunitasanak effektor sejtjei, a hemocitak
mikroorganizmusokat belebelezik, a parazitak altal a testiiregbe helyezett nagyobb méreti peték
koriil tobb sejtrétegbdl allo tokot képeznek [Rizki és Rizki 1984, Rizki és Rizki 1992; Carton és
Nappi 1997, Meister 2004]. Ez a tokképz6 folyamat az emlésok gramuloma képzéséhez
hasonloan zajlik [Sarraf és Sneller 2005].

A Drosophila hemaocitainak mintegy 90%-at az eml6sok fagocita sejtjeinek megfelelé
plazmatocitak alkotjak. A teljes atalakulassal fejlédé Drosophila (8. Abra) embrionalis élete
soran a feji mezodermaban kialakulo ,,embrionalis makrofagok” fejlédéstanilag meghatarozott
atvonalakon vandorolnak az embrioban (9. Abra). Elsésorban a természetes sejthalalt szenvedett
sejteket tavolitjak el, de l1étfontossagu szerepiik van az idegrendszer kialakulasaban az
extracellularis matrix fehérjék, tobbek kozott a peroxidazin termelésében [Tepass és mtsai., 1994;
Sears és mtsai., 2003, Evans és mtsai., 2010, Pearson és mtsai., 2003]. Az apoptotikus sejtek
felismerésében és bekebelezésében az embrionalis fagocita sejtekben megnyilvanulé human
CD36 homolog Croquemort fehérje, valamint a Draper molekula jatszik kulcsfontossagu szerepet
[Franc és mtsai., 1999, Manaka és mtsai., 2004, Mattner és mtsai., 2005, Awasaki és mtsai.
,2006]. A Drosophila embrionalis makrofagjai nemcsak az egyedfejlédés soran vandorolnak,
hanem az embrié szeptikus sériilése esetén is a sériilés kornyékére csoportosulnak [Stramer és
mtsai., 2005].
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8. Abra. A Drosophila egyedfejlédése
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9. Abra. A Drosophila embrionalis hemocitainak vandorlasa az egyedfejlédés soran

(a) A feji mezodermaban kialakulo embrionalis hemociték (zold) vandorlasa az embrionalis élet soran. (b) Az
embrionalis hemocitak (zold) vandorlasat a hasi idegksteg mentén a platelet-derived growth factor (PDGF)/ vascular
endothelial growth factor-related factor (VEGF) ligandjat a Pvf3-t (kék) és Pvf2-t (piros) kodolo gének szabalyozzak
[Wood és Jacinto 2007].

A Drosophila larvaban és a kifejlett egyedben a plazmatocitak elsésorban a
gazdaszervezet immunvédekezését szolgaljak. A plazmatocitak a  betolakodo
mikroorganizmusokat bekebelezik (10. Abra, A), illetve antimikrobialis peptideket és
extracellularis matrix fehérjéket termelnek, de a larvat éré parazitoid darazsfert6zést koveto
tokképzo reakcioban is szerepet jatszanak [Samakovlis és mtsai., 1990, Martinek és mtsai., 2008,
Charroux és mtsai., 2009, Defaye és mtsai., 2009, Honti és mtsai., 2014]. A plazmatocitak altal
termelt lizoszomalis fehérje, a Psidin, a bekebelezett baktériumok lebontasan kiviil részt vesz a
szisztémas humoralis immunvalasz aktivalasaban is, a bakterialis fertézés hirvivéjeként a
zsirtestet a Defenzin antimikrobialis peptid termelésére készteti [Brennan és mtsai., 2007].

A Drosophila hemacitainak 5%-at az un. kristalysejtek képezik [Lanot és mtsai., 2001,
Milchanowski és mtsai., 2004, Gajewski és mtsai., 2007]. Ezek a kisméretii, torékeny, szférikus
sejtek neviiket a citoplazmajukban 1évé black cells (Bc) gén altal kodolt profenoloxidaz Al
kristalyokrol kaptak [Rizki és Rizki 1980] (10. Abra, E). Az embrionalis kristalysejtek a
proventriculusban helyezkednek el, szerepiiket még nem ismerjiik. A larvaban a kristalysejtek a
szoveti sériilések esetén szétesnek, citoplazmajukbol oxidoreduktazok szabadulnak fel, amelyek a
melanizacio folyamatat katalizaljak.

A vad tipusa genetikai hattérrel rendelkezé D. melanogasterben a késéi harmadik
stadiumu larvak keringésében elvétve eléfordul néhany nagymeéretii, kiteriilt hemocita, az un.
lamellocita. Ezek a vérsejtek sem az embrioban, sem a kifejlett egyedben nem talalhatok meg,
azonban  alarvaban parazitoid darazzsal tortént  fert6zést  kovetden nagy szamban
differencialodnak (10. Abra, B) és tobb rétegben bevonjak a gazdaszervezetbe keriilé darazspetét
(10. Abra, D), mely késébb melanizalodik (10. Abra, E).
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10. Abra. A Drosophila hemocita tipusai

(A) A baktériumokat (z6ld) fagocitalé plazmatocitak (piros), (B) Plazmatocitak (piros) és a parazitoid darazsfert6zés
hatasara differencialodo lamellocitak (zold) a keringésben. (C) A plazmatocitak (piros) és (D) lamellocitak (piros) a
darazspete koriil tobbrétegii tokot képeznek. (E) A tokba zart darazspete melanizalasaban (barna) a profenoloxidaz
zarvanyt (zold) tartalmazo kristalysejtek is részt vesznek [Markus R.].

Egyes Drosophila  mutansokban  darazsszaras — nélkiil is nagy mennyiségben
differencialédnak lamellocitak (11. Abra B) és ezekben az allatokban legtobbszor melanotikus
pszeudotumorok is megfigyelhetsk (11. Abra A) [Minakhina és mtsai., 2006]. Ezek a mutaciok
altalaban tumor szuppresszor géneket érintenek, illetve a JAK/STAT, vagy a Toll jelatviteli
atvonalak aktivalasat ksvetéen lamellocitak differencialodasat eredményezik (11. Abra) [Konrad
és mtsai., 1994, Harrison és mtsai., 1995, Lagueux és mtsai., 2000, Luo és mtsai., 2002, Meister
¢s mtsai., 2004, Lemaitre 2004, Qiu és mtsai., 1998, Lavine és Strand 2002].

A B

11. Abra. Az 1(3)mbn-1 tumor szuppresszor mutans Drosophila larvak és keringé hemocitaik
(A) Melanotikus tumorok az 1(3)mbn-1 larvakban. (B) A larvak hemolimfajaban immunindukcié nélkiil is sok a
lamellocita (piros) [Kurucz E.].
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12. Abra. A Drosophila immunvalaszaban szerepet jatszé jelatviteli atvonalak [Bordenstein Lab, NSF DEB-
1046149 nyoman]

1.3 A hemocitak képzédése

Az evolucié folyaman a rovarok és az emlésok fejlédése tobb millio évvel ezel6tt valt el
egymastol, vérsejtképzésiik szabalyozasa mégis hasonlosagokat mutat. A vérsejtek képzodése
mind a Drosophila, mind az eml6sok esetében térben és idében tobb hullamban térténik. A
vérsejt eléalakok fenntartasaban és a kiilonb6z6 vérsejt populaciok leszarmazasi vonalainak
meghatarozasaban egymassal homolog, a transzkripcio szintjén szabalyozoé elemek vesznek részt,
a kiillonbozo funkcioju immunsejtek kozos eldalakokbol fejlédnek és a vérsejtek kialakulasaban
szerepet jatszo jelatviteli utvonalak egyes elemei is evolacios konzervaltsagot mutatnak.

A Drosophila egyedfejlédése soran a hemocitak képzédése térben és id6ben két jol ismert
hullamban, az embridban és a larvaban torténik, de egyes kutatasok szerint a felnétt allatok
potrohanak dorsalis részén szintén megfigyelhet6k olyan, hemocitakat és hemocita el6alakokat
tartalmazé képzédmények, melyeknek szerepiik lehet a hematopoezisben [Ghosh és mtsai., 2015,
Ramond és mtsai., 2015, Letourneau és mtsi., 2016, Parsons és Foley 2016]. Az embriogenezis
korai szakaszaban a feji mezoderma sejtjeibdl képz6do hemocitak, a larvalis élet soran két
kompartmentumot alkotnak, a nyilt keringési rendszerben aramlé hemocitakat, azaz a keringé
hemocitakat, valamint a testiireg falahoz és a szovetekhez kitapadt un. szesszilis szovetet. Az
embrio6 kardiogén mezodermajabol alakul ki a Drosophila larva harmadik hemocita
kompartmentuma, szivcsé mentén elhelyezkedd kett6tol 6t paros lebenybdl allo szerv, a kdzponti
vérképzo szerv, a lymph gland (13. Abra A).

A Drosophilaban a hemocitak kialakulasat az emlsok GATA, RUNX és Friend-of-
GATA csaladba tartozo transzkripciés faktorok (13. Abra B) Drosophila homolégjai (13. Abra
C) szabalyozzak (1. Tablazat). Az embridban a hemocita iranyban elkételezett prohemocitak a
GATA csaladba tartozé Serpent (Srp) transzkripcios faktort termelik. Az embriogenezis soran
mind a plazmatocitak, mind a kristalysejtek a Serpent-t kifejez6 prohemocitakbol fejlédnek, a
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kristalysetek az emlés RUNX homolég Lozenge (Lz) iranyitasaval, a plazmatocitak a Glial cells
missing (Gem) és Glial cells missing-2 (Gem2) kozremiikodésével [Lebestky és mtsai., 2000,
Duvic és mtsai., 2002, Fossett és mtsai., 2003, Waltzer és mtsai., 2003, Mandal és mtsai., 2004,
Bataille és mtsai., 2005, Ferjoux és mtsai., 2007].

1. Tablazat.

A vérképzésben résztvevé transzkripciés faktorok Drosophildban és gerincesekben

Drosophila Gerinces homolég
Serpent
vérsejt identitas patkany GATAL,2,3 eritropoezis,
megakariopoezis,
T-sejt limfopoezis
U-shaped kristalysejt sors gatlas patkany FOG1 eritropoezis
megakariopoezis,
Lozenge kristalysejt sors patkany RUNX1 definitiv hematopoiesis
kialakitas megakariocita differencialodas
Gem/Gem2  plazmatocita sors patkany Gem1,2 funkcié nem ismert
Collier lamellocita sors patkany EBF1 B sejt limfopoezis
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13. Abra. Hemocita képzédés Drosophildban

(A) A hemocitak identitasat korai embrioban a GATA faktor Serpent (Srp) kifejez6dése hatarozza meg. Az
embrionalis élet kozépsé szakaszaban a hemocitak a Srp-t kifejez6 pro-hemocitakbol alakulnak ki a Notch (N), a
Glial-cells-missing (Gem), valamint a Runx homolog Lozenge (Lz) transzkripcios faktorok segitségével.
Ugyanekkor alakul ki a kardiogén mezoderma is, a Heartless (Htl), Decapentaplegic (Dpp), Wingless (Wg) és Noch
(N) jelatviteli atvonalak kozremiikodésével. A késé embrionalis, korai larvalis stadiumban az érett hemociték a
vascular endothelial growth factor (VEGF) jelatviteli itvonal iranyitasaval bebarangoljak a testiireget, mikozben a
kardiogén mezodermabdl kifejlédik a szivesé a perikardialis sejtekkel és a szivess két oldalan paros lebenyekbél
allo, prohemocitakat tartalmazo kozponti hemocita képzé szerv, a lymph gland. A késéi larva stadiumban Srp-t
kifejezd prohemocitak a N, Toll (TI) és Hopscotch (Hop) jelatviteli utvonalak kozremiikodésével élénken osztodnak,
majd a N, Gem, és Lz faktorok segitségével plazmatocitakka, vagy kristalysejtekké differencialédnak, minek
kovetkeztében a lymph gland lebenyeinek mérete megné. A kiilonbozé hemocita leszarmazasi utvonalak
kialakulasanak sszehasonlitasa (B) emlésokben és (C) rovarokban [Evans és mtsai., 2003. nyoman]. (D) A
kiilonboz6 sejtsorsok, kristalysejt (piros) plazmatocita (kék) és lamellocita (z6ld) kialakitasaban szerepet jatszo
transzkripcios faktorok és jelatviteli utvonalak. A PVR receptor tirozin kinaz és harom ligandja a PVF1, PVF2 és
PVF3 az embrioban a hemocitak fennmaradasaban, a lymph glandban pedig a hemocitak proliferaciojat
szabalyozzak. A friend-of-GATA homolog U-shaped az embridban a kristalysejtek differencialodasat gatlo faktor. A
lymph gland-ben a lamellocitak differencialodasat a JAK/STAT és a Toll jelatviteli atvonalak, valamint a Collier
transzkripcios faktor szabalyozza [Wood és Jacinto 2007].

Az embrioban megkozelitéleg 700 plazmatocita és 30 kristalysejt alakul ki. A zolden
fluoreszkalo GFP fehérjével jelolt embrionalis hemocitakat jeloletlen embriokba tiltetve (14.
Abra A) az GFP fehérjével jelslt embrionalis eredetii hemocitak talélik a metamorfozist, majd
kimutathatok mind a larva keringésében lévé hemocitak kozott (14. Abra B), mind a korai
babban (14. Abra C) és a kifejlett egyedben (14. Abra D) [Holz és mtsai., 2003].

14. Abra. Hemocita transzplantacié Drosophiaban
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(A) Egyetlen transzplantalt zolden fluoreszkalo GFP fehérjével jelolt embrionalis hemocita utodai a GFP jeloletlen
17. stadiuma embridban, (B) késéi harmadik stadiumua larvaban, (C) pre-pupéaban és a (D) 14 napos kifejlett egyed
fejében.[Holz és mtsai., 2003].

Sokaig egyeduralkodo volt az a nézet, hogy a larvalis vérképzés kizarolagos helye a
kozponti vérsejtképzo szerv, a lymph gland. A harmadik larva stadiumban a lymph gland két elsé
lebenye a szerkezetileg tagolodik, a medullaris részét éretlen prohemocitak alkotjak, melyek
progenitor statuszat a JAK/STAT jelatviteli rendszer tartja fenn [Agaisse és Perrimon 2004]. Ez a
progenitor sejtpopulacio szignifikansan magasabb koncentracioban tartalmaz reaktiv oxigén
modosulatokat (ROS), ami a Janus kinaz (JNK) jelatviteli tvonalon keresztiil differencialédasra
készteti a prohemocitakat. A lymph gland progenitor sejtjeib6l csak a harmadik larvalis
stadiumban kezdenek differencialodni a plazmatocitak, kristalysejtek és lamellocitak, melyek a
kortikalis régiot népesitik be. Az elsé lebeny hatulso részén talalhato egy jelatviteli kozpontot, a
posterior hematopoietic center (PSC), amely a hemocitak homeosztazisat sejtnyalvanyok, un.
citonémak kozvetitésével iranyitja. A PSC feltételezések szerint a gerinces hematopoetikus
ossejtfészkhez (niche) hasonloan miikodik (15. Abra) [Krzemien és mtsai., 2007, Mandal és
mtsai., 2007, Owusu-Ansah és Banerjee 2009, Evans és mtsai., 2014].
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15. Abra. A lymph gland szerkezete a korai és késéi larvalis élet soran [Owusu-Ansah és Banerjee 2009.
nyoman]

A lymph gland-b6l hemocitak csak a larvalis élet legvégén, a babozodas elétt, annak
felbomlasa soran jutnak a keringésbe, ahol talnyomo tobbségiik elsésorban a metamorfézis soran
lebomlo szovetek bekebelezését végzi [Grigorian és mtsai., 2011]. Ez azt jelenti, hogy a kozponti
vérsejtképzo szervben zajlo hematopoezis a korai larvalis stadiumokban nem jarul hozza a
keringd hemocitakhoz, ami egy tovabbi larvalis vérsejtképzo kompartmentum létezését
valoszintsiti.

A hemocitak proliferaciojat a gerincesek platelet-derived growth factor (PDGF) és
vascular endothelial growth factor (VEGF) Drosophila homologja, a Pvr tirozin kinaz receptor,
valamint a Ras/Raf jelatviteli utvonal szabalyozza [Bruckner és mtsai., 2004]. A Ras/Raf
jelatviteli utvonal talaktivalasa mind emlésokben mind rovarokban, amint azt korabban
csoportunk kozremiikodésével igazoltuk [Asha és mtsai., 2003], kontrollalatlan vérsejt
proliferaciohoz vezet. Az emlésok vérképzésében és immunvalaszaban szerepet jatszo
JAK/STAT jelatviteli atvonal talmiikodése Drosophila larvakban a plazmatocitak proliferaciojat
és lamellocitak képzoédését eredményezi [Harrison és mtsai., 1995; Sorrentino és mtsai., 2002]. A
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Drosophila Toll jelatviteli utvonal, amely hasonlésagot mutat a gerincesek Toll-like receptorok
altal indukalt jelatviteli utvonalahoz, szintén szerepet jatszik mind a kozponti vérsejtképzo
szervben, mind a keringésben 1évé hemocitak proliferaciojanak és differencialodasanak a
szabalyozasaban [Qui és mtsai., 1998]. Az immunsejtek képzédésében és funkciojaban tapasztalt
nagyfoku hasonlosag olyan tavoli taxonomiai csoportok kézott, mint az emlésok és a rovarok,
szintén alatamasztja a Drosophila modellrendszer Iétjogosultsagat azokban az 6sszehasonlito
vizsgalatokban, amelyek a velesziiletett immunitas folyamatainak megismerésére iranyulnak
[Gold és Briickner 2015].

1.4 A Drosophila sejt-kozvetitette immunitasa

A Drosophila sejt kozvetitette immunvalasza a bekebelezés és a tokképz6 reakcio [RizKi
és Rizki 1984, Mackenzie és mtsai., 2011]. A Drosophila fagocita sejtjei, a plazmatocitak, a
gerincesekhez hasonléan a mikroorganizmusok bekebelezését végzik. A nagyméretii és nem
fagocitalhato testidegen anyagokat, igy a testiiregbe keriilé parazitoid darazsak petéit a
Drosophila hemocitai tobb rétegben koriilvéve tokba zarjak. Ebben a tokképzo reakcioban
minden tipust immunsejt részt vesz, el6szor a plazmatocitak tapadnak a pete felszinére, ezt
kovetben a plazmatocitak és a lamellocitak beburkoljak azt, majd a kristalysejtekbdél, illetve a
legujabb eredmények szerint a lamellocitakbol is felszabadul6 oxido-reduktaz enzimek altal
kivaltott melanizacio- soran képz6do toxikus anyagok elpusztitjak a petét [Williams és mtsai.,
2005, Williams és mtsai., 2006; Williams 2007, Dudzic és mtsai. 2015].

A fagocitozis a kiilonb6z6 anyagok felismerésének, megkotésének, bekebelezésének és
lebontasanak 6sszehangolt folyamata [Metchnikoff 1908, Aderem és Underhill 1999]. A
fagocitozis egyarant jol bevalt formaja az egysejtiiek taplalkozasanak, az egyedfejlédés folyaman
a természetes sejthalalt szenvedett sejtek lebontasanak, valamint az velesziiletett immunitas soran
a mikroorganizmusok eltavolitasanak [Greenberg és Grinstein 2002; Desjardins és mtsai., 2005].
A fagocita sejtek legkifinomultabb mitkodése az emlésokben torténd antigén feldolgozas és
bemutatas, mellyel a fagocitak a specifikus immunvalasz végrehajto sejtjei, a limfocitak szamara
az antigén felismerését teszik lehetévé [Kovacsovics-Bankowski és Rock 1995, Medzhitov és
mtsai., 1997, Houde és mtsai., 2003, Barral és Brenner 2007]. Az eml6sok professzionalis
fagocita sejtjei a makrofagok és a neutrofil granulocitak, melyeknek Drosophila megfelel6i a
plazmatocitak [Gordon és mtsai., 1986, Stuart és Ezekowitz 2005]. A fagocitozis folyamata az
emlésokben és rovarokban hasonléan zajlik, igy a receptorok, az opszoninok, az aktin sejtvaz
atrendezgdése és a fagoszomak szintjén is hasonlosagokat mutat. A fagocita sejtek rendkiviil
valtozatos receptor molekulakkal kiilonboztetik meg a sajat és nem sajat struktarakat, illetve az
apoptotikus sejteket (16. Abra) [Stroschein-Stevenson és mtsai., 2005].
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16. Abra. A mikroorganizmusok és apoptotikus sejtek felismerésében és megkotésében szerepet jatszé
receptorok [Stuart és Ezekowitz 2005. nyoman]

A receptor molekulak ligandkotése kiilonbozé jelatviteli utvonalakon keresztiil az aktin
sejtvaz és a sejtmembran atrendezédéséhez vezet, a megkotott testidegen részecske a
fagoszomaba zarva a sejt citoplazmajaba keriil (17. Abra) [Swanson és mtsai., 2004, Castellano
¢és mtsai., 2001, Antonny és mtsai., 2006].
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17. Abra. A fagocitozis dsszetett folyamata
A kiilonb6zé receptor molekulak kozvetlentiil, vagy opszoninok kozremiikodésével kotik a mikroorganizmusokat. A

receptorok ligandkatése soran aktivalodo jelatviteli utvonalakon keresztiil a fagocitozist eldsegité, illetve gatlo
impulzusok érik a fagocita sejteket.

A fagoszéma ezutan endoszomakkal és lizoszomakkal egyesiil és savas hidrolizissel
bontja le a bekebelezett részecskéket. A fagoszomak rendkiviil komplex sejtorganellumok. A
Drosophila fagoszoma legalabb hatszaz olyan fehérjét tartalmaz, amely szerepet jatszik a
mukodésében, ezek hetven szazalékanak emlés ortologjait is azonositottak, ami arra utal, hogy a
Drosophila a fagocitozis vizsgalatara is alkalmas modellrendszer (18. Abra) [Garin és mtsai.,
2001, Desjardins 2001, Desjardins 2003, Stuart és mtsai., 2007].
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17. Abra. Proteomikai médszerekkel azonositott fagoszémalis fehérjék [Desjardins 2003]

A fagocitozis komplex folyamatanak vizsgalata, elsésorban a kulcsfontossaga
komponenseinek redundanciaja miatt, nem egyszeri feladat. Az eml6sok fagocita sejtjein
megnyilvanulo receptor molekulak szerepének tisztazasara e receptorokat elsésorban a COS-7
afrikai zold majom vese sejtvonalban, vagy génkiiitott egerekbdl szarmazo sejtekben fejeztették
ki [Ezekowitz és mtsai., 1991]. igy deritettek fényt tobbek kozott az Fc receptorok fagocitozisban
betoltott szerepére is [Indik és mtsai., 1995]. Mivel a Drosophila is rendelkezik fagocita sejtekkel
és genetikai rendszere az emlésokénél konnyebben kezelhet6, kézenfekvonek latszott a
fagocitozis folyamatat és a fagocitozishan résztvevo receptorokat Drosophila modellrendszerben
tanulmanyozni [Ramet és mtsai., 2002].
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Drosophildban a fagocitozisban résztvevs molekulak (19, 20 Abra) és folyamatok
vizsgalatara elsésorban az embrionalis makrofagokbol alapitott Schneider2 (S2) sejtvonalat
hasznaljak [Ramet és mtsai., 2001b, Ulvila és mtsai., 2006]. Az S2 sejtekben a teljes genomot
atfedo kettésszalu RNS interferenciaval torténd géntermék csendesitéssel azonositottak a
fagocitozisban szerepet jatszo géneket. Ezzel a modszerrel tobb olyan génterméket sikeriilt
azonositani, amelyek a vezikula transzportban, vagy az aktin sejtvaz atrendezédésében vesznek
részt [Ramet és mtsai., 2002, Stuart ¢s mtsai., 2005, Philips és mtsai., 2005, Stroschein-Stevenson
¢és mtsai., 2005, Agaisse és mtsai., 2005, Cheng és mtsai., 2005, Kocks és mtsai. 2005]. Szintén e
modszer alkalmazasaval talaltak meg a Gram-negativ baktériumok fagocitalasaban szerepet
jatszo peptidoglilan receptor membranba agyazott formajat (PGRP-LC), valamint az elsé
Drosophila scavenger receptort (SR-CI) is [Takehana és mtsai., 2004, Rdmet és mtsai., 2001b,
Pearson és mtsai., 2005]. Tovabbi kett6sszali RNS interferencian alapul6 vizsgalatok olyan
fagocitozisban szerepet jatszo molekulak azonositasahoz vezettek, mint az opszoninként
funkcionalo tioészter tartalmu fehérjék (TEP), amelyek szelektiven kétik a C. albicans-t (MCR),
az E. coli-t (TEPII) és a S. aureus-t (TEPIII), vagy a baktériumokat k6té, epidermalis novekedési
faktorhoz (EGF) hasonlo ismétlédo szekvenciakat tartalmazo Eater receptor molekula [Levashina
és mtsai., 1995, Stroschein-Stevenson és mtsai., 2005, Kocks és mtsai., 2005, Chung és Kocks
2012].

Drosophilaban eddig két, a human CD36-hoz hasonldé molekulat azonositottak. Az egyik
a Croquemort (CRQ), nevének jelentése, temetkezési vallalkozo, az embrio egyedfejlédése soran
természetes sejthalalt szenvedett sejtek eltavolitasaban jatszott szerepére utal [Franc és mtsai.,
1996, Franc és mtsai., 1999, Philips és mtsai., 2005]. A Croquemort kifejlett allatokban t6rténé
megnyilvanulasa ravilagitott a molekula egy masik funkciojara, a Staphilococcus aureus-t kot
képességére. Ez a felismerés vezetett el ahhoz, hogy késébb az emlgsokben is kimutattak a CD36
molekula S. aureus koté képességét és kozremiikodését a TLR2 és TLR6 jelatviteli utvonalakban
[Stuart és mtsai., 2005, Hoebe és mtsai., 2005]. A masik human CD36 homolog a Peste
molekula, amely a sejten beliil szaporodé opportunista patogén Mycobacterium fortuitum
megkatését végzi Drosophildban és, mint késobb kiderilt, emberben is [Philips és mtsai., 2005].
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19. Abra. A Drosophila fagocitézisaban szerepet jatszé molekulak [Cherry és Silverman 2006. nyoman]
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20. Abra. A Drosophila fagocitézisaban szerepet jatszé molekulak domén szerkezete

[Ferrandon és mtsai., 2007. nyoman]

A baktériumok széles skalajat megkotni képes Down syndrome cell adhesion molecule
(Dscam) molekula rendkivili diverzitasat négy exonja alternativ kivagodasa biztositja, amely
elméletileg harmincnyolc-ezer féle fehérje izoformat képes létrehozni (21. Abra) [Schmucker és
mtsai., 2000, Watson és mtsai., 2005, Meijers és mtsai., 2007]. Ez a diverzitas elsésorban a
molekula extracellularis régiojaban talalhato immunglobulin- és fibronektin szerti egységeit
érinti. A plazmamembranba agyazott formajan kiviil a hemolimfaban oldott allapotban
opszoninként is mitkodik, a gombakon talalhaté b-1,3-glucan-t koté Gram negativ baktériumkoté
fehérje (GNBP) molekulakhoz, vagy a PGRP receptorokhoz hasonléan.

24



dc_1441_17

AN SR RN FEH TR oo

wm HITHEH n K e DSCAM

— Immunglcbulin-szend domén Fibranektin domén Transzmembran
domén

W PSCAM r R
7 '-\'I D. rielanoyaster ( \
l\ nemocita ' 8-zt

[ /"‘)wlhuu l

(O' @ Plazmasejt

"Vﬁw

L, Szekretéit
DSCAM

Opszonizélés  Opszonizids

d ) Patcaén
\ _—L_ felvétele

/
o

DSCAM
receptor? \

/"‘ ‘L\ f"“ __'_/’:7,1‘

&y " &
oo o

Aktivalt Emiés Emlév.
hemocitak makrofagok B-sajtek

FcR

21. Abra. A DSCAM molekula és az emlés immunglobulin molekulak

(A) A Drosophila DSCAM molekula és a Dscam gén szerkezete. (B) A Drosophila DSCAM molekula az emlésok
immunglobulin molekulaihoz hasonléan ismeri fel a testidegen antigéneket, mind sejthez kétott, mind szekretalt
formaban. [Stuart és Ezekowitz 2008. nyoman].

A Drosophila sejt-kozvetitette immunvalaszanak masik formaja a tokképzés, amelyet a
larvaba bekeriil6 nagyméretii, ezért nem fagocitalhato testidegen részecskék valtanak ki. A
Drosophilaba helyezett parazitoid darazspeték hatasara a larvaban hirtelen megemelkedik a
hemolimfaban keringé vérsejtek szama [Russo és mtsai., 1996]. A darazspete kornyezetében
plazmatocitak gyiilekeznek, melyek ellaposodva ratapadnak a petére, mikozben kifejlédik egy j
tipusi hemocita, a lamellocita [Rizki és Rizki 1992, Carton és mtsai., 1997, Letourneau és mtsai.,
2016]. A plazmatocitak adhéziojaban és alakvaltoztatasaban az integrinek [Irving és mtsai.,
2005], valamint a kis GTP-4az Rac2 molekula jatszik kitiintetett szerepet (22. Abra) [Williams és
mtsai., 2005, Williams és mtsai., 2006, Avet-Rochex és mtsai., 2007, Fauvarque és Williams
2011].
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22. Abra. A hemocitak alakvaltozasaban szerepet jatszé reakcio utak

(A) A darazspetéhez tapado hemocitakban a kilenc transzmembran doménnel rendelkezé Drosophila nonaspanin
TMOISF, a human L1CAM homolog Neuroglian (Nrg) és a BPS integrinek a kis GTP-az Rac2 kozremikodésével
valtjak ki a sejtalak megvaltoztatasahoz sziikséges F-aktin citoszkeleton atrendezdését.

(B) A fagocitozis folyamataban még nem ismerjiik azokat a ko-receptorokat, (talan az integrinek lehetnek ilyen ko-
receptorok) amelyek a fagocitézis receptorok ligand kotését koveten a bekebelezéshez sziikséges citoszkeletalis
atrendez6désekhez elengedhetetlen jeleket szolgaltatjak a kis GTP-az Racl, Rac2, a Scar aktin nukleaciot elésegitd
faktoron, és az Arp2/3 actin-related proteinen keresztiil [Fauvarque és Williams 2011. nyoman].

A plazmatocitakkal koriilvett darazspetére ezutan lamellocitak tapadnak, és tobb rétegi
tokot képeznek a parazita koriil (23. Abra), amely végiil a kristalysejtekbdl és a lamellocitakbol
felszabadulo profenoloxidaz katalizalo hatasara melanizalodik [Soderhéll és Cerenius 1998,
Dudzic és mtsai., 2015]. A Drosophildban azonositott harom profenoloxidaz izoforma koziil
kett6 kristalysejtekben (DoxAl, DoxA3), mig a harmadik (CG8193) lamellocitakban termel6dé
zimogén formaban is aktiv, ami arra utal, hogy a lamellocitak 6nmagukban is képesek
melanizaciot Kivaltani [Irving és mtsai. 2005]. A parazita peték enkapszulaciojanak folyamataban
még szamtalan kérdés megvalaszolasra var. Nem tudjuk, hogy mely molekulak teszik lehetévé a
fejlédéstanilag ilyen kozelallo rovarfajok kozott a testidegen struktarak azonositasat és azt sem,
hogy melyek azok a lamellocitakon megnyilvanulé receptor, illetve adhéziés molekulak, amelyek
szerepet jatszanak a tokképzés folyamataban.
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23. Abra. A parazitoid darazspete koriil kialakulé tokképzé reakcié folyamata [Williams 2007. nyoman]
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A velesziiletett immunitas a virusok ellen is védelmet nyujt (24. Abra). Az emlésok a
virusok strukturfehérjéire, illetve nukleinsavaira specifikus mintazatfelismeré receptorokkal
rendelkeznek. Egyes Toll-szerii molekulak szintén a virusok megkaotésére specializalodtak. A
sejten beliili kettosszalu RNS felismerését citoplazmatikus mintazat felismero receptorok végzik
és Toll-szert receptorok altal hasznalt jelatviteli mechanizmusok aktivalasaval, az NF-xB
transzkripcios faktoron keresztiil az 1-es tipust interferonok termelédéséhez vezetnek. Az RNS
interferencia, amely egy altalanos antiviralis mechanizmus, Drosophildban az endogén
retrotranszpozonok mozgasat és aktivalodasat is gatolja, mellyel ellenérzés alatt tartja a mutacios
frekvenciat.
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24. Abra. Drosophila védekezése a virusok ellen

A virusfertézés soran a virus életciklusanak minden Iépéséhez a gazdasejt eréforrasait hasznalja (kék). A virus RNS
replikaciojanak kovetkeztében a sejtben megjelené kettssszalu virus eredetit RNS molekulakat a gazdasejt RNS
interferencia mechanizmusa lebontja (z61d), de a virusok a gazdasejt antivitalis folyamatait gatlé faktorokat
termeltetve csokkenthetik ennek hatékonysagat (piros). A kiilonb6zé virusfertézések hatasara kiilonbozo jelatviteli
utvonalak aktivalédhatnak, pl. a Drosophila X virus fert6zése a Toll, a Drosophila C virus fertézése a JAK/STAT
jelatviteli utvonalakat inditja be, melynek kovetkeztében virus ellenes faktorok termelédnek [Cherry és Silverman
2006. nyoman].

1.5 Hemocita alpopulaciok azonositasa Drosophilaban

A Drosophila larva hemocitait korabban kizarolag morfologiai jegyeik alapjan
kiilonboztették meg egymastol. A plazmatocitak és kristalysejetek 10-15 um atméroja szférikus
sejtek, de a kristalysejtek altalaban zarvanyokat is tartalmaznak, mig a lamellocitak 30-50 um
atméréjii lemezszertien ellapult sejtek (25. Abra). A morfologiailag jellemzett hemocitakhoz
késébb funkciot is sikeriilt kapcsolni; a plazmatocitak bekebelezik a mikrébakat és az apoptotikus
sejteket, a lamellocitak tumorokban fordulnak elé és a parazitak petéi koriil tokot képeznek, mig
a kristalysejtek a melanizaciohoz sziikséges enzimeket szolgaltatjak.
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24. Abra. A Drosophila larva hemocitai [Rizki és Rizki 1980]

A Drosophila tipikus hemocita alakjai mellett a keringésbhen és a testiireg falahoz tapado
szesszilis szigetekben a hemocitak kozo6tt szamtalan morfologiai atmenet figyelheté meg és a
morfologiai jellemzék nem minden esetben egyeznek a meghatarozott funkcioval. A szilard
fazishoz kitapado plazmatocitak ellapulva nagyobbnak tiinnek, a lamellocitak differencialodasuk
soran szintén valtoztatjak alakjukat és méretiiket és a kristalysejtek sem minden esetben
tartalmaznak zarvanyokat, ezért vilagossa valt, hogy a hemocitak rendszerezéséhez és funkcioik
meghatarozasahoz molekularis markerekre van sziikség.

Munkatarsaimmal a kilencvenes évek kozepén sziiletett meg az az elhatarozasunk, hogy a
velesziiletett immunitas tanulmanyozasat az emberi, a bovin és a porcin hemocitak CD (Cluster
of Differentiation) rendszerének létrehozasaban végzett munkaink [Andé és mtsai., 1984, Kurucz
¢és mtsai., 1993, Vilmos és mtsai., 1996] tapasztalatait felhasznalva, a nagy multa és széleskoriien
jellemzett genetikai hattérrel rendelkezé Drosophila modellszervezetben folytatjuk tovabb.

2. Célkitiizések

Munkank soran a Drosophila melanogaster kiilonbozé tipusa hemocitain specifikusan
megnyilvanulé molekularis markerek azonositasat és a molekulak funkcioinak a megismerését
terveztiik. A markerek alkalmazasaval a vérsejtképz6 szovetek és a differencialodasi vonalak
azonositasat kivantuk megvalositani, tovabba reméltiik, hogy a hemocita-funkciok és a funkciok
szabalyozasanak a megismerésére is lehetéségiink nyilik.

A Drosophila larva testiiregébe helyezett parazita peték a hemocitak aktivalodasat és
differencialodasat valtjak ki. Ennek az in vivo immunindukciés rendszernek a felhasznalasaval a
sejt-kozvetitette immunvalasz soran differencialodo tokképzé sejtekben, a lamellocitakban
megnyilvanulé géneket azonositasat és azok funkciojanak meghatarozasat tiztiik ki célul.

A lamellocitak differencialodasat kivalto tényezoéket, valamint a lamellocitak
differencialodasaban szerepet jatszo géneket és jelatviteli utvonalakat kivantunk azonositani.

28



dc_1441_17

A Drosophilaban kifejlesztett GAL4>UAS rendszert felhasznalva olyan hemocita
specifikusan miikodé meghajto elemeket akartunk létrehozni, amelyek segitségével a hemocitak
kompatrmentalizacioja, illetve immunindukciot koveto differencialodasa in vivo koriilmények
kozott is vizsgalhato.

Meg kivantuk vizsgalni a szesszilis szovet hematopoezisben betoltott szerepét.

A Drosophila  fagocita sejteken megnyilvanulé molekulakat, valamint
mikroorganizmusok bekebelezésében szerepet jatszé uj gének azonositasat is célul tiiztiik ki.

A Drosophila természetes koriilmények kozott eléforduléd szeptikus sériilésének
laboratoriumi modellezésével a sériiléseket kovetd bakterialis fertézések elleni védekezéshen
résztvevo ujabb géneket, valamint a mikroorganizmusok patogenitasat kivantuk meghatarozni.

3. Eredmények és az eredmények megbeszélése

3.1 A hemocitakon kifejez6dé molekulak azonositasa

A Drosophila larva hemaocitainak azonositasahoz hemocita specifikusan kifejez6d6
molekulakat, a hemocitak kiilonbdz6 alosztalyainak immunvalaszban betoltott szerepének a
vizsgalatahoz a plazmatocitakon, a kristalysejteken, illetve a lamellocitakon szelektiven
megnyilvanulé molekulakat azonositottunk. A Drosophila hemocitainak minden tipusat és
fejlodési allapotat egy id6ben reprezentalé hemocita taltermel6 I(3)mbn-1 tumor szuppresszor
mutans [Konrad és mtsai., 1994] harmadik stadiumu larvaibol izolalt hemocitakkal egereket
immunizaltunk és monoklonalis ellenanyagokat (mAb) allitottunk el [Kurucz és mtsai., 2007a].
A hibridoma feliiluszokkal az I(3)mbn-1 mutans és a vad tipusa Oregon R larvak hemocitait
festettiik. Az ellenanyagok altal azonositott antigének egy része minden hemocitan kifejez6dott
(H1, H2, H3), masok a morfologiai és funkcionalis kritériumok alapjan meghatarozott hemocita
populacioknak megfelelden a fagocital6é plazmatocitakon (P1, P3), a tokképzé lamellocitakon
(L1, L2, L3, L4, L5, L6) vagy a kristalysejteken (C2, C3, C4, C5) nyilvanultak meg (1. Tablazat).
Az antigének molekulatomegét Western blot analizissel hataroztuk meg (1. Tablazat). Epitop
analizissel a P1 molelulan két epitopot (P1la és P1b), az L1 molekulan harom epitopot (L1a, L1b,
L1c) azonositottunk.

A Drosophila immunsejtjeinek heterogenitasat definialé6 molekularis markereket a human
leukocitakon monoklonalis ellenanyagokkal azonositott markerekhez hasonloan klaszterekbe
soroltuk (1. Tablazat) [Kurucz és mtsai., 2007a].
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1.Tablazat.

Drosophila hemocitain azonositott molekularis marker molekulak

Hemocita tipus Molekulatomeg Monoklonalis ellenanyagok
(kDa) (mAb)

Larvalis hemocitakon kifejez6d6é markerek:
H1 minden hemocita 150 anti-H1 (H11) 1gG1
H2 minden hemocita 30-60 anti-H2 (1.2) 1gG2a
H3 minden hemocita 16 anti-H3 (4A12)  1gG1
Pla plazmatocita 95 anti-Pla (N1) IgG1
P1b plazmatocita 95 anti-P1b (N47) IgG1
P3 plazmatocita alpopulacio * anti-P3 (8B1) IgG1
Lla lamellocita 16 anti-L1a (H10) 1gG1
L1b lamellocita 16 anti-L1b (7A6) IgG1
Llc lamellocita 16 anti-L1c (29D4) 1gG1
L2 lamellocita 20, 50, 110 anti-L2 (31A4) 1gG2a
L4 lamellocita 86 anti-L4 (1F12) IgG1
L5 lamellocyta alpopuléacio 90, 240 anti-L5 (4B8) IgG1
L6 lamellocyta alpopuléacio * anti-L6 (H3) IgM
C2 kristalysejt * anti-C2 (21D3) ND
C3 kristalysejt * anti-C3 (10D2) ND
C4 kristalysejt * anti-C4 (9C8) ND
C5 kristalysejt * anti-C5 (1.19) ND

A kifejlett egyed hemocitain kifejez6dé marker:
Adl minden felnétt hemocita 8 anti-Ad1 (7C8) 1gG3

* Western blot analizissel nem detektalhato; az ellenanyag minden bizonnyal olyan konformacio fiiggé epitopot
ismer fel, melynek szerkezete denaturalé korilmények kozott megvaltozik.
ND: Nem lett meghatarozva [Kurucz és mtsai., 2007a nyoman].

3.2. A parazitak elleni tokképzé reakcié molekularis vizsgalata
3.2.1. A Hemese gén szerepe a lamellocitak kialakulasaban

A laboratoriumunkban eldallitott ellenanyagok tesztelése soran azt tapasztaltuk, hogy a
H2 antigén a Drosophila egyedfejlédése soran az embrioban nem, de a larvaban hemocita
specifikusan fejezodik ki. A larva keringésében minden tipusa hemocitan, a plazmatocitakon
(PL), a lamellocitakon (L) és a kristalysejteken (CRC) (1. Tablazat és 1. A abra) is megnyilvanul,
a kozponti vérsejtképzé szervben 1évs hemocitakon (1. C Abra), valamint a testiireg falahoz
kitapadt szesszilis hemocitakon szintén kifejezédik, de egyéb szovetekben nem mutathato ki. A
H2 molekula a babban talalhato hemocitakon még megfigyelhetd, de a felnétt egyedek vérsejtjein
mar nincs jelen. Az él6 hemocitak indirekt immunfluoreszcencia festést koveté mikroszkopos (1.
Abra B) és aramlasi citometrias vizsgalata (1. Abra E) megmutatja, hogy a H2 antigén a
hemocitak sejtmembranjaba agyazédo molekula, mely mind a vad tipusa Oregon R larva (1. Abra
E, piros), mind az I(3)mbn-1 mutans (1. Abra E, fekete) keringd hemocitainak tobb mint 98%-an
jelen van.
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1. Abra. A H2 molekula széveti lokalizaciéja és aramlasi citometriai analizise

Az I(3)mbn-1 larvakbol izolalt hemocitakat (A) és lymph gland-et (C, D) fixalas utan anti-H2, StreptABComplex HRP-
Duet kit ellenanyaggal (A, C, D) reagaltattuk. Az él6 sejteket (B, E) anti-H2 ellenanyaggal és FITC-tal jelolt anti-egér
ellenanyaggal tettiik lathatova. A H2 molekula az 6sszes keringé hemocitaban, a lamellocitakban (L), a
plazmatocitakban (PL) és a kristaly sejtekben (CRC), valamint a lymph gland-ben (Lg) is kifejezédik. Az Oregon R
(piros) és az 1(3)mbn-1 mutans (fekete) él6 hemocitainak indirekt immunfluoreszcenciat kovetd aramlasi citometriai
vizsgalata soran a kering6 hemocitakat anti-H2 ellenanyagot tartalmazo hibridéma felillaszéval és FITC-tal jelzett
anti-egér ellenanyaggal festettiink. A negativ kontrol mintak esetében (Oregon R: zold; 1(3)mbn-1: kék)
szovettenyészté médiumot és FITC-tal jelzett anti-egér ellenanyagot hasznaltunk (E).

[Kurucz és mtsai., 2003 nyoman]

A H2 antigén molekulatsmegét Western blot analizissel hataroztuk meg (2. Abra A). Vad
tipusu Oregon R és 1(3)mbn-1 mutans teljes larvakbol és a larvakbol izolalt hemocitakbol kivonat
készitettiink, negativ kontrollként a hemocita hianyos domino és I(3)hem torzseket hasznaltuk. A
hemocitakat tartalmazé mintakban (2. Abra A 1-4) 37-70 kDa molekulatomeg kozatti
tartomanyban erés jelet kaptunk, mig a hemocita hianyos domino és I(3)hem mutansok larvaibol
készitett kivonatban a H2 molekula jelenléte nem volt kimutathato, tehar a H2 molekula a
hemocitak jelenlétéhez kotheto.

A H2 molekulat koédolo gén azonositasahoz az 1(3)mbn-1 mutans larvakbol expresszios
génkonyvtarat hoztunk Iétre (Anyagok és Modszerek) és azt a H2 molekulat felismer6
monoklonalis ellenanyaggal teszteltiik. A génkonyvtarbol harom olyan, egymastol fiiggetlen,
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cDNS klont izolaltunk, melyek szekvenciajuk alapjan transzmembran fehérjét kodolnak. Az
azonositott cDNS-ek Nothern blot analizise (2. Abra, B) hemocita specifikus kifejezédést
mutatott. A Drosophila larva és bab 6sszes hemocitajan megnyilvanulo H2 molekulat kodolo
gént, a magyarok 6sanyjarol, Emesérdl neveztiik el, a "H" betii a hemocitakon térténd
kifejezédésre utal.

A Hemese gén egyedfejlédés soran torténé RNS szintii kifejez6dését, vad tipusa Oregon
R larvaban (2. Abra B 1. minta), Enterobacter cloacae baktériummal fertdzétt vad tipusa Oregon
R larvaban (2. Abra B 2. minta), babban (2. Abra B 3. minta), felnétt egyedekben (2. Abra B 4.
minta) valamint Enterobacter cloacae baktériummal fertdzott felnétt egyedekben (2. Abra B 5.
minta) vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a Hemese gén transzkripcioja a H2 antigén
kifejezédéséhez hasonloan, kizarolag a larvalis és bab egyedfejlédési stadiumokban torténik meg.
A Hemese gén felnétt egyedekben nem nyilvanul meg. Az 1(3)mbn-1 mutans esetében a Hemese
gén transzkripciojat tapasztaltuk mind a teljes larvakban (2. Abra B 10. minta) mind az I(3)mbn-1
larvakbol izolalt hemocita mintakban (2. Abra B 12. minta). A kivéreztetett larva maradvanyban
(carcas) is jelentés mennyiségii Hemese mRNS-t talaltunk (2. Abra B 11. minta), ami
valosziniileg a testiireg falara kitapadt szesszilis hemocitakbol és a kozponti vérsejtképz6 szerv
hemocitaibél szarmazott. A hemocita hianyos domino mutans (2. Abra B 7. minta), és az 1(3)hem
homozigota larvakban (2.Abra B 9. minta) a heterozigéta kontrollokkal (2. Abra B 6. és 8. minta)
osszehasonlitva csak kis mennyiségii Hemese mRNS-t detektaltunk. A Hemese cDNS klénok
kozel azonos nagysagu poliadenilalt inszerteket tartalmaznak, a transzkript teljes hossza 673
nukleotid, amely megfelel a Nothern blot analizissel kapott 0.7-0,8 kb értéknek. Bar a Hemese
gén szekvenciaja nem illett ra egyetlen, a Drosophila genom szekvencia adatbazisban talalhatd
prediktalt gén szekvenciajara sem, viszont harom un. expressed sequence tag (EST)
szekvenciaban és egy publikalatlan adatbazisban (GenBank accession nos. Al534405, BI1633401,
B1636404, AY034881) felleltiik. Ennek alapjan a Hemese gén a Drosophila 2. kromoszomajan a
34E1-2 citologiai régioban talalhato. A Hemese traszkript egyetlen 156 aminosavbol allé open
reading frame-t (ORF) tartalmaz, ami egy transzmembran régioval rendelkezd, a szignalpeptidet
leszamitva 15 kDa molekulatomegii fehérjét kodol (2. Abra D). A 86 aminosavbol allo N-
terminalis sejten kiviili régio 29 potencialis O-glikozilacios helyet tartalmaz; feltehetéen az erés
O-glikozilacionak koszonhetd a Western blot analizissel kapott molekularis heterogenitas. A
Hemese fehérje erésen hidrofob transzmembran régiojat egy rovid, sejten beliili domén koveti,
amely egy potencialis tirozin és egy potencialis szerin foszforilacios helyet tartalmaz.
Immunprecipitaciot koveté Western blot analizissel anti-foszfotirozin ellenanyag segitségével
kisérletesen is kimutattuk a Hemese molekula tomegének megfelelé tartomanyban a tirozin
foszforilciotjat (2. Abra C).

Bar az adatbazisokban BLAST kereséssel nem talaltunk Hemese homologokat, a magas
O-glikozilacio (szialsav) alapjan a Hemese fehérje az emlésok glikoforinjaival mutat
hasonlésagot, melyek a vorosvértestek membranjaba agyazodott glikoproteinek. A
glikoforinokhoz hasonléan a Hemese is egy kisméreti erésen O-glikozilalt transzmembran
fehérje, mely az intracellularis régiojaban tartalmaz egy, a glikoforin C Band4.1 fehérjét koté
szekvenciahoz hasonlé révid szekvenciat [Marfatia és mtsai., 1995]. Néhany glikoforinra
jellemzo, hogy SDS-ellenallé homodimereket képeznek, ezért valoszinisithetd, hogy a Western
blot analizis soran kapott 50-70 kDa-os erételjes jelek (2. Abra A) dimerizacioval keletkezett
termékek.
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2. Abra. A Hemese gén kifejezédése és szekvenciaja

(A) A hemocitakon megnyilvanulé H2 molekula Western blot analizise vad tipusa Oregon R (ORE) és hemocita
taltermel6 [(3)mbn-1) larvakbol szarmazo hemocita (hc) (1. és 2. minta), valamint teljes larvakbol (3. és 4. minta)
szarmazo6 mintakban, illetve a hemocita hianyos domino (dom) (5. minta) és hemocita hianyos 1(3)hem (I(3)h)
mutansokbol (6. minta) készitett kivonatokban, anti-H2 ellenanyag felhasznalasaval.

(B.) Vad tipusa Oregon R larvakbol (L) (1. minta), Enterobacter cloacae baktériummal injektalt (inj) Oregon R
larvakbol (L) (2. minta), Oregon R babokbol (P) (3. minta), Oregon R felnétt egyedekbél (A) (4. minta),
Enterobacter cloacae baktériummal injektalt (inj) Oregon R felnétt egyedekbél (A) (5. minta), a hemaocita hianyos
domino és I(3)hem mutansok heterozigéta (6. és 8. minta) és homozigéta (7. és 9. minta) larvaibol, valamint a
hemocitakat taltermel 1(3)mbn-1 mutans larvaibol (10. minta), I(3)mbn-1 mutans kivéreztetett larva maradvanybol
(carc) (11. minta), illetve az 1(3)mbn-1 mutans izolalt hemocitaibél (12. minta) teljes RNS-t izolaltunk és Hemese
cDNS probaval Nothern blot analizist végeztiink (felsé sor). Az izolalt RNS-k mingségét és mennyiségét az etidium-
bromid kontroll szemlélteti (alsé sor).

(C) A Hemese fehérje tirozin foszforilacioja. A Hemese fehérjét I(3)mbn-1 hemocitak kivonatabol
immunprecipitaltuk, majd gélelektroforézist kovetéen Western blot analizisnek vetettiik ala anti-H2 (2. minta), és
anti-foszfotirozin ellenanyag (3. minta) alkalmazasaval. Az 1. és 3. minta (vak) képe a negativ kontrollként hasznalt,
hemocita lizatummal nem inkubalt ProteinG Szefar6zhoz kotott ellenanyag Western blot analizisét mutatja.

(D) A Hemese gén altal kodolt fehérje aminosav szekvenciajaban fellelhet6 hidrofob szakaszokat, a szignal peptidet
és transzmembran régiot alahuzassal emeltiik ki, mig a lehetséges glikozilacios helyeket csillaggal, a foszforilacios
helyeket pedig pontokkal jeloltik.

(E) A Hemese fehérje és a human glikoforin C (GLP C) molekula konzervalt motivumai. A nyilak a glikoforin C
molekulanak a Band 4.1 fehérjével torténd kapcsolodasi régiojat szemléltetik.

[Kurucz és mtsai., 2003 nyoman]

Annak igazolasara, hogy a Hemese fehérjét valoban a Hemese gén kodolja, a fehérje
kifejezodését kettosszalu RNS interferencian alapuld géntermék csendesitéssel gatoltuk. Az
Oregon R ¢és I(3)mbn-1 mutans embriokat Hemese specifikus kettésszali RNS-sel injektaltuk,
negativ kontrolként egy semleges fehérje, a zolden fluoreszkalo fehérjére (GFP) specifikus
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kettésszala RNS-t hasznaltuk. Eredményeink szerint a Hemese specifikus kett6s szali RNS
injektalasa jelentésen csokkentette az 1(3)mbn-1 hemocitakon a Hemese fehérje kifejezédését,
amit egyrészt az é16 hemocitak aramlasi citometriai analizisével (3. Abra A), masrészt a
hemocitakbol készitett kivonat Western blot analizisével (3. Abra C) mutattunk ki. A Hemese
fehérje kifejez6désének gatlasa a kozponti vérsejtképzo szervben, a lymph gland-ben is
kimutathato (3. Abra B). Ezen eredményeink azt igazoljak, hogy a Hemese fehérjét valoban a
Hemese gén kodolja.
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3. Abra. A Hemese fehérje kifejezédésének gatlasa kettésszali RNS interferenciaval

(A) Az abran az I(3)mbn-1 mutans larvabol szarmazo hemocitak aramlasi citometriai analizise lathato az anti-H2 és
anti-egér FITC ellenanyagokkal torténd indirekt immunfluoreszcencia festést kovetden (fekete), negativ kontrollként
szovettenyészté tapfolyadékot hasznaltunk (kék). A Hemese kettésszala RNS-sel injektalt allatokbol szarmazo
hemocitak aramlasi citometriai analizise anti-H2 ellenanyaggal (piros), illetve szovettenyészté médiummal (zold)
tortént inkubalast kovetéen.

(B) A lymph gland immunhisztokémiai festodése anti-H2 és StreptABComplex HRP-Duet kittel a kontroll (piros
festodés, vilagos hattér), illetve a Hemese kettsszali RNS-sel injektalt larva (sotét hattér) esetében.

(C) A felsé foton a Hemese fehérje megnyilvanulasanak Western blot analizise lathato az 1(3)mbn-1 larvakbol
szarmazo hemocita kivonatokban (Hc) (1. minta), négy egyedi GFP kettésszala RNS-sel injektalt kontroll larva (2.-
5. minta) és négy egyedi Hemese kettésszala RNS-sel injektalt larva (6.-9. minta). Az also képen ugyanezeknek a
mintaknak az 6sszfehérje tartalmat tiikkr6z6 Ponceau S festését mutatjuk be.

[Kurucz és mtsai., 2003 nyoman]

Kisérleteink szerint a Hemese géntermék kett6sszala RNS interferenciaval torténé
csendesitése a larva hemocita kompartmentumainak fejlédését nem befolyasolta, a lymph gland
lebenyek szama és mérete, a keringé hemocitak szama és morfologiai jellemz6i nem valtoztak.
Parazitoid darazs altal kivaltott immunvalasz soran viszont, mind a teljes hemocita szam, mind a
lamellocita szam emelkedését tapasztaltuk. Az egymastol fiiggetlen kisérletekben az egyes

34



dc_1441_17

allatok immunvalaszanak erésségében ugyan kiilonbségeket mértiink (2. Tablazat), de a Hemese-
csendesitett egyedekben mindig erésebb hemocita proliferaciot és differencialodast észleltiink.
Mind az 6ssz hemocita szam, mind a Leptopilina boulardi (L. boulardi) darazsfertézés hatasara
differencialodo lamellocita szam joval meghaladta a negativ kontrollként hasznalt GFP specifikus
kettds szalu RNS-sel oltott egyedekben kapott értékeket (4. Abra A és 2. Tablazat).

2. Tablazat.

L. boulardi darazsfertézés hatasara differencialodo lamellocitak szama RNS interferenciaval csendesitett és
kontroll allatokban

Larvaszam Kettdsszala L. boulardi G486 Osszes hemocita Lamellocita
RNS darazsfertézés
1. Kisérlet
6 Nem Nem 889+133 NS 0
3 Hemese Nem 897+94 0
12 Nem Igen 2237+£715 P <0.05 49+37 P <0.001
11 Hemese lgen 4894+1116 975+281
2. Kisérlet
12 Nem Nem 559+63 NS (P =0.4) 0
12 GFP Nem 570+38 NS (P=0.2) 0
12 Hemese Nem 498+42 0
12 Nem Igen 553+50 P <0.05 101+29 P < 0.001
12 GFP Igen 527+43 P <0.05 97421 P < 0.001
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4. Abra. A Hemese géntermék csendesitésének hatasa a Drosophila larva hemocitaira

(A) Hemese kett6sszali RNS-sel és kontrollként GFP kettdsszalu RNS-sel injektalt embriokbol szarmazé hemocitak
és parazitoid darazzsal fert6zott Oregon R larvak hemocitainak immunhisztokémiai festése az anti-L1a lamellocita
specifikus  [Kurucz és mtsai., 2007a], és StreptABComplex HRP-Duet Kittel. A Hemese fehérje
megnyilvanulasanak gatlasa megemeli a parazitoid darazsfert6zés hatasara differencialodo lamellocitak szamat.

(B) A Hemese gén csendesitett 1(3)mbn-1 larvakban a melanotikus tumorok képzédése is fokozodik. [Kurucz és
mtsai., 2003 nyoman].
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Az magas hemocita szammal és melanotikus tumorok képzédésével jellemzett 1(3)mbn-1
mutans larvaiban a Hemese kettds szalt RNS-sel torténd csendesitést kovetéen a hemocita szam
tovabbi novekedését és a tumor képzodés felgyorsulasat tapasztaltuk. A Hemese-csendesitett
allatokban mar a hatodik napon megjelentek a tumorok, amelyek a 12. napon az allatok
pusztulasat okoztak (4. Abra B alsé kép), mig a kontroll allatokban csak a 12. napon indult meg a
tumorok kifejlédése (4. Abra B felsé kép).

Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Drosophila larva hemocitaiban
megnyilvanulé Hemese gén a lamellocitak differencialodasanak gatlasaval fontos szerepet jatszik
a parazitoid darazsfertézés altal kivaltott sejt-kozvetitette immunvalasz szabalyozasaban [Kurucz
és mtsai., 2003].

3.2.2 A Drosophila Filamin-240 a lamellocita differencialédas szuppresszora

Az eléallitott ellenanyag panel (1. Tablazat) tovabbi vizsgalata soran azt talaltuk, hogy az
anti-L5 mind az 1(3)mbn-1 mutans (5. Abra A nyil), mind a L. boulardi parazitoid darazs altal
indukalt vad tipusa Oregon R larvaban (5. Abra C nyil) differencialods, acetonnal fixalt és
permeabilizalt lamellocitak egy részét ismeri fel. Az anti-L5 ellenanyag ¢l6 hemocitakkal nem
reagalt, ami arra utal, hogy egy sejten belil megnyilvanulé molekulat azonosit. Az L5 molekula
Western blot analizise soran azt tapasztaltuk, hogy az anti-L5 ellenanyag a lamellocitakat termel6
I(3)mbn-1 mutans larvakbol készitett kivonatban egy 90 és egy 240 kDa molekulatomegti
fehérjével reagal (5. Abra E 1. minta), mig a lamellocitakat nem tartalmazo vad tipusa Oregon R,
illetve a hemocita hianyos homozigota domino: mutans larvak kivonataban kizarélag egy 90
kDa-os fehérjét azonosit (5. Abra E 2. és 3. minta). A 240 kDa-os fehérje kizarolag a
lamellocitakat is tartalmazo 1(3)mbn-1 mutéans hemocitaibol (5. Abra F 1. minta) és a
lamellocitakat is tartalmazé darazzsal fert6zott Oregon R larvak hemocitaibol készitett mintakban
(5. Abra F 2. minta) volt jelen, mig a lamellocitakat nem tartalmazo Oregon R larvak
hemocitaibél szarmazo kivonatban (5. Abra F 3. minta) nem volt kimutathato. Eredményeinkbél
arra kovetkeztettiink, hogy az anti-L5 ellenanyag altal felismert 240 kDa molekulatémegii
molekula a lamellocitak jelenlétéhez kotott.

E Wa F kDa
240 —p’ 240 -b. .
- _.. -h 90—

5. Abra. Az L5 molekula hemocitikon térténé megnyilvanulasa és Western blot analizise
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(A) Az I(3)mbn-1 mutans és (C) L. boulardi darazs altal indukalt Oregon R larvak keringd hemocitainak indirekt
immunfluoreszcencia festése anti-L5 és anti-egér-Cy3 ellenanyagok (piros) segitségével. A festddé sejteket
nyilakkal, a negativ sejteket a nyilhegyekkel jeloltiik. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék). (B, D)
Nomarski felvételek. (E) Teljes larva kivonatok (1. minta I(3)mbn-1, 2. minta Oregon R, 3. minta dominoz) és (F)
larvakbol izolalt hemocitak kivonatanak (1. minta I(3)mbn-1, 2. minta darazzsal indukalt Oregon R, 3. minta nem
indukalt Oregon R ) Western blot analizise anti-L5 és anti-egér HRPO ellenanyagok felhasznalasaval.

[Rus és mtsai., 2006 nyoman]

Az L5 molekulat kodolo gén azonositasahoz az 1(3)mbn-1 larvakbol készitett expresszios
génkonyvtarat az anti-L5 ellenanyaggal is teszteltiik. Ennek soran 6t olyan cDNS-t izolaltunk,
amelyek a Drosophila Filamin molekulat kodolé cheerio gén exonjaira illettek és azt az un.
Filamin-folding domént hataroztak meg, amelynek konszenzus szekvenciajat a 1étez6 husz
Filamin ismétl6dés szekvenciaja alapjan alkottak meg. A Drosophila Filaminnak négy
izoformaja ismert (FlyBase Accession Nos. FBpp0088478, FBpp0088480, FBpp0088965,
FBpp0003455), melyek a cheerio génrél alternativ kivagodassal létrejové mRNS-ekrél jonnek
Iétre.

Aktinkstd |, Rdd I|.Rud Dimerizalé
domén domén
Drosophila il ] 2210 Aminosav
filamin
240 Drosophila 3 G
filamin 90 838 Aminosav

6. Abra A Drosophila Filamin-240 és Filamin-90 szerkezete.[Sokol és mtsai., 1999. nyoman]

A Drosophila Filamin révidebb izoformaja, az aktin k6té doménnel nem rendelkezé
Filamin-90 funkcidja még nem ismert, a Filamin-240-es izoforma a felnétt egyedek
petefészkének gyiricsatornaiban az aktin filamentumokat kapcsolja a sejtmembranhoz [Sokol és
mtsai., 1999]. Eleszté két-hibrid rendszerben vizsgalva kimutattak, hogy a Filamin
kolcsonhatashan all a Drosophila immunvalaszaban és vérképzésében résztvevd Toll jelatviteli
utvonal Toll receptoraval és Tube fehérjéjével [Edwards és mtsai., 1997; Govind 1999]. A Toll
jelatviteli utvonal komponenseinek, a Toll receptornak, illetve a Cactus molekulanak mutans
alléljairol ismert, hogy azok a lamellocitak differencialodasat és melanotikus tumorok képzédését
okozzak [Qui és mtsai., 1998].

A human Filamin f6 funkcioja az F-aktin keresztkotése, de az aktin citoszkeleton
szabalyozasan keresztiil sszetett szerepet jatszik a sejtadhézio, a sejtalak valtoztatas és
sejtmigracio folyamataiban [Popowicz és mtsai., 2006]. A tallin-integrin kapcsolat gatlasan
keresztiil az integrinek affinitasat is szabalyozza, sét, a vimentin foszforilaciojanak serkentésével
eldseqiti az integrinek plazmamembranba torténd recirkulaciojat, ami fokozza a sejtek adhéziojat
és kiteriilését [MacPherson és Fagerholm 2010] (7. Abra), ezen kiviil a Drosophila Filamin
tumorképzodésben betoltott szerepére is fényt deritettek [Kiilshammer és mtsai., 2013].
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7. Abra. A Filaminok dsszetett szerepet jatszanak a sejtek adhézisjaban, alakvaltoztatasaban és
mozgékonysagaban [MacPherson és Fagerholm 2009. nyoman]

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az L5 molekula valoban azonos-e a Filamin magas
molekulatomegt izoformajaval, a Filamin-240-nel. Az 1(3)mbn-1 mutans larvabol szarmazo
kering6 lamellocitakat az anti-L5 és az anti-egér Cy3 ellenanyaggal piros sziniire, mig a Filamin
C-terminalis 810. aminosava ellen termeltetett poliklonalis Drosophila anti-Filamin C
ellenanyaggal [Sokol és Cooley 1999] és anti-patkany FITC ellenanyaggal zéldre festettiik (8.
Abra, A, B, C, D). Kisérletiink soran azt tapasztaltuk, hogy ez a kétféle ellenanyag a kering
hemocitakon azonos fest6dési mintazatot mutatott.

A Drosophila Filamin-240 izoformat érint6 mutansokban a shi kong (sko) és a cheerio
(cher) [Sokol és Cooley 1999, Li és mtsai.,1999] esetében a gyiriicsatornakban az aktin
osszeszerelodése zavart szenved, kisméretii, életképtelen peték képzédnek, ami néstények
sterilitasat idézi el6. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusa Oregon R egyedekben
az anti-L5 és az anti-Filamin C ellenanyagok a gyiirticsatornakkal reagéltak (8. Abra E, G), mig a
homozigota cher: mutans gyiriicsatornait egyik ellenanyag sem festette (8. Abra, F, H). Western
blot analizissel szintén azt tapasztaltuk, hogy az anti-L5 monoklonalis és az anti-Filamin C
poliklonalis ellenanyagok ugyanazokon a fehérjéken, a Filamin-240-en és a Filamin-90-en
megnyilvanulé epitopokat ismernek fel (8. Abra 1, J).
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anti-C-Fil. anti-C-Fil.

8. Abra. Az anti-L5 és anti-Filamin ellenanyagok altal azonositott epitépok kolokalizacioja és
immunprecipitatumok Western blot analizise.

(A) Az I(3)mbn-1 hemocitainak indirekt immunfluoreszcencia festése anti-L5 és anti-egér Cy3 (piros) valamint (B)
anti-Filamin C és anti-patkany-FITC (zold) ellenanyagokkal. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék).
(C) Az egyesitett képen a sarga szin a kettss festédést mutatja. (D) Nomarski felvétel. (E, G) Oregon R és (F, H)
homozigota cher1 néstényekbdl szarmazo petefészkek festése (E, F) anti-L5 és anti-egér Cy3, valamint (G, H) anti-
Filamin C ¢és anti-patkany-Cy3 ellenanyagokkal, a nyilhegyek a gyiriicsatornak festédését mutatjak. (1) Az 1(3)mbn-
1 hemocita lizatum és az (J) anti-L5 ellenanyaggal immunprecipitalt mintak Western blot analizise (1. minta) anti-
L5, (2. minta) anti-Filamin ellenanyagokkal. A 3. és 4. mintak az 1gG kontrollok reakcioit mutatjak be [Rus és
mtsai., 2006 nyomany].

Eredményeink szerint a Filamin-240 és a Filamin-90 izoformak a Drosophila hemocitain
sejt-tipus specifikusan nyilvanulnak meg, ezért a Filamin-240 izoforma kifejezédését parazitoid
darazsfert6zést kovetd lamellocita differencialodas soran is megvizsgaltuk a cher: homozigota,
cher1 heterozigéta, valamint a Filamin-240 izoformat kodolo teljes hosszasagu cheerio gén
beépitésével létrehozott fenotipus menekitett (P[hs-FLN1-20]) cher: homozigota egyedekben (9.
Abra). Indirekt immunfluoreszcencia festést kvetden azt tapasztaltuk, hogy az anti-L5
ellenanyag a cher: homozigota larva hemocitait még a darazsfertézést kovetéen sem ismerte fel,
mig a cher: heterozigota, és a (P[hs-FLN1-20]) cher: homozigoéta allatokban differencialodo
lamellocitakkal viszont reagalt. A cher: homozigota, cher: heterozigota, és (P[hs-FLN1-20])
chert homozigoéta larvakbol készitett kivonatok Western blot analizise azt mutatta, hogy a
Filamin-240 izoforma kizarolag a darazzsal fert6zott azaz lamellocitakat tartalmazoé cher:
heterozigotakban mutathato ki (9. Abra M 4. minta).
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9. Abra. A Filamin-240 izoformajanak kifejezédése a lamellocitakban

A cher1 homozigota, cher: heterozigota, valamint fenotipus menekitett (P[hs-FLN1-20]) cher: larvak hemocitainak
indirekt immunfluoreszcencia (A-L) és Western blot (M) analizise anti-L5 és anti-egér Cy3 ellenanyagokkal (A-F)
nem fert6zott kontroll és (G-L) darazzsal fertdzott larvak esetében. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova
(kék). A Filamin-240 izoformat kifejezé lamellocitakat nyilakkal, az anti-L5 ellenanyaggal nem fest6d6
lamellocitakat nyilhegyekkel jelsltiik [Rus és mtsai., 2006 nyoman].

Miutan belattuk, hogy a Filamin-240 a lamellocitakban nyilvanul meg, arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a Filamin-240 izoforma szerepet jatszik-e a lamellocitak
differencialodasanak szabalyozasaban. Kisérleteinkhez kontroll (10. Abra A, C, E) és darazzsal
immunindukalt (10. Abra B, D, F, J, K, L) homozigéta chers, homozigota fenotipus menekitett
(P[hs-FLN1-20]) chers, valamint a vad tipusu Oregon R keringdé hemocitait hasznaltuk.
Eredményeink szerint a homozigota cher: mutansba bejuttatott teljes hosszusagu cheerio cDNS
nemcsak a Filamin-240 izoforma lamellocitakon torténé megnyilvanulasat idézi els (10. Abra I,
L), hanem a darazsfertézés hatasara differencialodé lamellocitak szamat is csokkenti (10. Abra F,

).
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10. Abra. A Drosophila Filamin izoformainak sejttipus specifikus megnyilvanulasa

(A, C, E) Normal és (B, D, F, J, K, L) L. boulardi parazitoid darazzsal fert6zott (A, B, J) cher: homozigoéta, (C, D,
K) Oregon R ¢és (E, F, L) fenotipus menekitett (P[hs-FLN1-20]) cher: larvak hemocitainak indirekt
immunfluoreszcencia festése a lamellocitakat festd anti-L1 és anti-egér Cy3 ellenanyaggal, valamint Western blot
analizise az anti-L5 és anti-egérHRPO ellenanyagok felhasznalasaval. (A csillag a 240 kDa molekulatomeg
poziciojat jeloli.) A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék).

(G) A cher1 homozigota larvak keringésében tobb hemocitat és ezen beliil tobb lamellocitat talaltunk, mint a (H) vad
tipusu Oregon R larvakban, mig a (1) fenotipus menekitett (P[hs-FLN1-20]) cherz larvakban a (G) cheri homozigota
larvakhoz képest kevesebb lamellocitat szamoltunk [Rus és mtsai., 2006 nyoman].

Ezekbol az eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a fenotipus menekitett (P[hs-
FLN1-20]) cher: egyedek lamellocitaiban, a petefészkekhez hasonléan [Sokol és Cooley 2003], a
Filamin fehérje a szokasos poszttranszlacios modositason megy keresztiil, valamint a Filamin
magas molekulatémegti izoformaja, a Filamin-240, a lamellocitak differencialodasanak
szuppresszalasaban jatszik szerepet [Rus és mtsai., 2006].
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3.2.3. Tokképzé hemocitakban kifejez6dé molekulak azonositasa

A Drosophila melanogaster a sejteknél nagyobb méreti testidegenként felismert
részecskéket  (tumorokat,  parazitak petéit) egy specialis, a gerincesek idegentest-
granulomaképzéséhez hasonlé védekezési mechanizmussal, a tokképzési reakcioval hatarolja el a
kornyezé szovetektol. Az immunindukciot kovetéen a larva hemocita kompartmentumai
atrendezédnek; a prekurzor tipust sejtek morfologiai valtozasokon mennek keresztiil és
immunolégiai sajatsagaik is alapvetéen megvaltoznak. A larvalis keringésben a kis szférikus
sejtek egy része elészor diszkoidalis, majd nagyméretii kiteriilt lamellocitakka alakul. A
differencialodas folyaman bekovetkezo génexpresszios valtozasok egy részét immunologiai
maodszerekkel is nyomon kovethetjiik a laboratoriumunkban eléallitott ellenanyagokkal definialt,
lamellocita specifikusan megnyilvanulé markerek expresszios mintazatanak kovetésével [Kurucz
és mtsai., 2007a)]. Ezek a marker molekulak az Oregon R lavaban a darazsfert6zést kovetd
differencialodasi folyamat soran képzédd lamellocitakon szekvencialisan jelennek meg (11. Abra).
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11. Abra. A L. boulardi parazitoid darazsfertézést kivetéen kifejez6dé molekularis markerek az Oregon R lava
keringé hemocitain

Az L1 (kék rombusz), L2 (piros négyzet), L4 (sarga haromszog) és L6 (zold kereszt) molekulak megjelenése a
kering6 hemocitakon a darazsszarast koveté 1, 3, 5, 8, 16, 24, 48 és 72 6raban. A grafikon a feltiintetett idépontokban
a fest6dé hemocitak %-os aranyat abrazolja [Honti és mtsai., 2010. nyoman].

3.2.3.1. A Drosophila BPS integrin (L4)

Az Oregon R larvaban a darazsfert6zését kovetéen el6szor az L4 molekula jelenik meg a
kering6 hemocitakon. Az L4 molekula az immunindukciot koveté 4 ora elteltével a kis szférikus
sejteken, 16 ora elteltével a diszkoidalis lamellocitakon, 72 éra utan pedig a nagyméreti, Kitertilt
lamellocitakon figyelheté meg (13. Abra képek). Ot éraval a fertézés utan az L4 molekula a
keringé kis kerek hemocitak tobb mint 80%-an megnyilvanul, 16 6raig még tovabbi 10%-ot
emelkedik az L4 pozitiv sejtek szama, majd fokozatosan csokkenve 72 éranal a sejteknek mar csak
a hemocitak kb. 10%-n mutathaté ki, ami megfelel az ebben az idépontban megfigyelheté
nagyméretii, kiteriilt lamellocitak aranyanak (12. Abra grafikon).
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12. Abra. Az L4 molekula kifejezédése Oregon R larva keringé hemocitain a parazitoid darazsfertézést
kovetéen

Oregon R larva keringé hemocitait a L. boulardi (Lb) darazsfert6zést kovetden 5, 8, 12, 16, 24, és 72 éra elteltével
anti-L4 és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal festettiik majd megszamoltuk a festddé sejteket (piros), és az
6sszes hemocita DAPI-val festett sejtmagjait (kék). A grafikon a feltiintetett idépontokban az L4 kifejezédést mutato
hemocitak %-os aranyat abrazolja [Honti és mtsai., 2010. nyoman].

13. Abra. A keringé hemocitak parazitoid darazsfertzés hatasara bekiovetkezé morfolégiai atalakulisa
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Oregon R larva keringd hemocitainak indirekt immunfluoreszcencia festése az anti-L4 és anti-egér Alexa Fluor 568
ellenanyagokkal a darazsszarast koveté 5 ora, 16 6ra és 72 ora elteltével. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik

lathatova (kék) (méret jelzés: 20pum) [Honti és mtsai., 2010 nyoman].

Az L4 molekulat é16 keringé hemocitakon indirekt immunfluoreszcencia festést koveté
aramlasi citometriaval (14. Abra) és Western blot analizissel 88 kDa molekulatomeg, a
sejtfelszinen megnyilvanulé transzmembran fehérjeként azonositottuk.

14. Abra. Az L4 molekula indirekt immunfluoreszcenciat kéveté aramlasi citometriai analizise

Az 1(3)mbn-1 mutans larvabdl izolalt é16 keringé hemocitakat anti-L4 ellenanyaggal (piros), illetve szovettenyésztd
médiummal (fekete), majd anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyaggal festettiik, ezutan FACS Calibur késziilékkel
analizaltuk [Kurucz E]

Az L4 molekulat a hemocita taltermeld 1(3)mbn-1 mutans larvabél izolalt hemocitak
kivonatabol  immunprecipitaltuk, majd az MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpont
Tomegspektrometriai Laboratériumaban Dr. Medzihradszky Katalin csoportjaval egyiittmiikodve
MALDI-TOF tomegspektrometriai analizissel a Drosophila melanogaster BPS integrin
fehérjéjeként azonositottuk. Drosophildban a BPS integrint a myospheroid gén kodolja [MacKrell
és mtsai., 1988], ezért a myospheroid gént csendesité RNSi konstrukciot (1560R-2, Kyoto
Torzskozpont) a Hemese-GAL4 meghajto elem segitségével hemocita specifikusan kifejeztettiik,
és a parazitoid darazzsal immunindukalt egyedek hemocitain az anti-L4 ellenanyag segitségével
meghataroztuk az L4 molekula kifejezédésének a mértékét. A myospheroid gén termékének
kettésszali RNS interferenciaval torténé csendesitését kovetéen azt tapasztaltuk, hogy a wiis ;
mysRNSi/+; He>GFP/+ larvak hemocitain az L4 kifejezédése (15. Abra A) drasztikusan csokkent
a sziili torzsekbsl szarmazo hemocitakkal (15. Abra B,C) 6sszevetve.
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wi118 ; mysRNSi/+; He>GFP/ + wiiis ; He>GFP/+ wiis ; mysRNSi/+

15. Abra. A myospheroid gén csendesitése hemocitakban

(A) A Hemese-GAL4 meghajté elem segitségével hemocita specifikusan kifejeztettiik a mysRNSi (1560R-2, Kyoto
Torzskozpont) konstrukciot, majd az immunindukalt egyedek hemocitain az anti-L4 és anti-egér Alexa Fluor 568
ellenanyagok segitségével a hemocitakon megvizsgaltuk az L4 molekula kifejezédését. (B) és (C) a sziil6i torzsek
hemocitainak immunfestése. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék) [Honti V.].

Az immunindukcié hatasara a hemocitakon megnyilvanulé L4 molekulat tehat a
Drosophila BPS integrinként azonositottuk. A Drosophila pozicio specifikus (PS) antigének
csaladjaba tartozo transzmembran fehérjék, a gerinces homologjaikhoz az integrinekhez
hasonloan, a sejt-sejt és a sejt-matrix kolcsonhatasokban jatszanak szerepet. Drosophilaban a BPS
integrint kodolo lethal(I)myospheroid gén (mys) a szarny a szem és az izom fejlédéséhez
nélkiil6zhetetlen [Zusman és mtsai., 1990], tovabba mutacioja esetén zavart szenved a hemocitak
migracioja [Fauvarque és mtsai., 2011, Comber és mtsai., 2013], valamint darazsfertézést
kovetden a lamellocitak nem képesek megfelel6 tokot képezni a parazita petéje koriil [Irving és
mtsai., 2005]. Eredményeink szerint a BPS integrin az immunindukciot kovetéen elészor a kis
szférikus sejteken, majd késébb a diszkoidalis lamellocitakon is kifejezddik, viszont a
darazsfert6zés késoi szakaszaban kizarolag a nagyméreti kiteriilt lamellocitakon mutathaté ki. A
lamellocita differencialodas soran kifejezodé BPS integrin anti-L4 ellenanyaggal térténé nyomon
kovetésével fehérje szinten sikeriilt megerésiteniink Irving és munkatarsai azon megallapitasat,
hogy a lamellocitak tokképz6 reakciojahoz a myospheroid gén transzkripcioja elengedhetetleniil
sziikséges [Irving és mtsai., 2005].
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3.2.3.2. Az Atilla fehérje (L1) a Ly6 csalad tagja

Az L1 molekula a Drosophila larva darazsfertozését kovetéen harom oraval mar
megjelenik a hemocitakon, elészor a kis kerek sejteken (16. Abra képek 5-12 6ra), majd a
differencialodo diszkoidalis (16. Abra képek 16 ora) és nagy, elnyult lamellocitakon (16. Abra
képek 24-72 ora) figyelhet6 meg. A fert6zést koveto 24 ora elteltével az L1 pozitiv hemocitak
szama alig haladja meg a teljes hemocitaszam 30%-at, ezutan az L1 pozitiv hemocitak szama
fokozatosan csokken majd a 48. orat kovetéen az L1 molekula kifejezédése a nagy elnyalt
lamellocitakra korlatozodik (16. Abra grafikon).

%

100

eLl(Lb)

ora

5 dra 8 dra 12 éra 16 dra 24 ¢6ra 48 éra 72 6ra

16. Abra. Az L1 molekula kifejezédése Oregon R larva keringé hemocitain L. boulardi parazitoid
darazsfertozést kovetéen

Oregon R larva keringé hemocitait a darazsfertézést kovetéen 5, 8, 12, 16, 24, és 72 6ra elteltével anti-L1 és anti-
egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal festettiik és szamoltuk a fest6d6 sejteket (piros). A sejtmagokat DAPI
festéssel tettiik lathatova (kék). A grafikon a feltiintetett idpontokban az L1 kifejezédést mutatéo hemocitak %-0s
aranyat abrazolja [Honti és mtsai., 2010 nyoman].

Az L1 molekula kifejezodését a keringé hemocitakon kiviil a larva masik két hemocita
kompartmentumaban, a szesszilis szovetben (17. Abra, A) és a kozponti vérsejtképzé szervben, a
lymph gland-ben (17. Abra, B) is megvizsgaltuk Hemese>GAL4 meghajto elemmel vezérelt
UAS>GFPnls (Hemese>GFPnls) [Zettervall és mtsai., 2004], a sejtmagjukban GFP-t kifejezo
larvakban és azt tapasztaltuk, hogy a szesszilis szovetben az L1 molekula darazsfertozést kovetod
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72 6ra eltelte utan (17. Abra, A 72 6ra, 96 6ra) mig a kozponti vérsejtképzd szervben (17. Abra, B)
96 ora utan nyilvanul meg a differencialodé lamellocitakon.

A

24 6ra 48 ora 72 6ra 96 ora

24 6ra 48 o6ra 72 6ra 96 6ra

17. Abra. Az L1 molekula L. boulardi darazsfertézést kivetd kifejezédése a szesszilis hemocitakon és a kizponti

vérsejtképzé szervben

(A) A Hemese>GFPnls larva hemocitai (z6ld) a szesszilis szévetben valamint (B) a kozponti vérsejtképz6 szervben
anti-L1 és anti-egér Cy3 ellenanyagokkal festve (piros) a darazsszarast kovetd 24, 48, 72 és 96 ora eltelte utan. A
szoveteket Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A nyilak a GFP-t kifejez6 hemocitakat jelolik. A
sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék) [Markus R.].

Az |(3)mbn-1 hemocita taltermeld mutans larva keringéseben az L1 molekula a
lamellocitakon (18. Abra A, B) és néhany kis kerek hemocitan (18. Abra B nyilak) fejezédik ki.
Az ¢él6 hemocitak aramlasi citometriai analizisével azt talaltuk, hogy az L1 molekula a hemocitak
plazmamembranjaba agyazottan nyilvanul meg (18. Abra C) és az immunologiai epitopok a
sejtmembran kiilsé feliletén helyezkednek el.

18. Abra. Az L1 molekula kifejezédése az 1(3)mbn-1 mutans larva keringé hemocitain

47



dc_1441_17

(A, B) Az I(3)mbn-1 hemocita taltermelé mutans larva keringé hemocitait acetonos fixalas utan anti-L1 és anti-egér
Alexa Fluor 488 ellenanyagokkal festettiik (zold). A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék). A nyilak a kis
kerek sejtek festodését mutatjak. (C) Az I(3)mbn-1 €16 keringé hemocitait kiilon-kiilon festettiik az anti-L1a (piros),
anti-L1b (kék) és anti-L1c (narancssarga), valamint anti-egér Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal [Laurinyecz B.,
Kurucz E.].

Az anti-L1a és anti-L1b ellenanyagokkal kereszt-immunprecipitaciot koveté Western blot
analizist végeztiink és azt talaltuk, hogy az L1a és L1b epitopok ugyanazon a 16 kDa-0s
molekulan fejezddnek ki (19. Abra). Redukalo agensek jelenlétében torténs gélelektroforézist
koveté Western blot analizis soran nem kaptunk jeleket, ami arra utal, hogy a molekulat
intramolekularis diszulfid hidak stabilizaljak és az ellenanyagok a 16 kDa-os molekulan
konformacié fiigg6 epitopokat ismernek fel.

e @ 16 kDa

IP: L1aLib Li1alib

A, | 44 I 4k

19. Abra. Az L1 molekula immunprecipitalasa és molekulatémegének meghatarozasa Western blot analizissel
Az L1 molekulat az anti-L1a és anti-L1b ellenanyagokkal az I(3)mbn-1 hemocitak kivonatab6l immunprecipitaltuk,
majd azokat az L1a és L1b ellenanyagok felhasznalasaval Western blot analizisnek vetettiik ala [Laurinyecz B.,

Kurucz E.].

Az immunprecipitalt 16 kDa-os L1 molekulat az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont
Tomegspektrometriai Laboratériumaban Dr. Medzihradszky Katalin csoportjaval egyiittmiikodve
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriai analizissel (LC-MS/MS) analizaltuk,
melynek soran harom olyan peptidszekvenciat is talaltunk (AGTIVSR - [120-126], IDSASNIR —
[82-89], DKIDSASNIR — [80-89]) amelyek egy eddig ismeretlen Drosophila fehérjét, az
CG6579-PA (accession number: Q9VK99) hataroztak meg. Az L1 molekulat kodolé Drosophila
gént atilla-nak neveztiink el. Az atilla gén a Drosophila 2. kromoszémajanak bal karjan
helyezkedik el, citolégiailag a 33D2 savban lokalizalodik.

Az atilla gén hemocitakban torténé kifejez6dését a lamellocitakat nagy mennyiségben
tartalmazé 1(3)mbn-1 larva keringé hemocitaiban és a lamellocitakat nem tartalmazé Oregon R
larva keringd hemocitaiban vizsgaltuk. Az I(3)mbn-1 és Oregon R larvakbol készitett teljes RNS-
eken random hexamer primerekkel reverz transzkripciot végeztiink, majd az igy kapott cDNS
templaton az atilla specifikus primerekkel polimeraz lancreakcioval (PCR) a lamellocitakat is
tartalmazoé hemocita populaciobol szarmazo cDNS templaton tudtuk amplifikalni az annotalt
génnek megfelel6 DNS szakaszt, mig a lamellocitakat nem tartalmazo mintakban nem kaptunk
terméket. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az atilla gén atirodik a lamellocitikban (20. Abra).
Kontrollként a hemocitak minden alpopulaciojaban megnyilvanulé Hemese (He) gén kifejezédését
vizsgaltuk.
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20. Abra. Az atilla gén transzkripciéja Oregon R és [(3)mbn-1 larvak hemocitaiban

A lamellocitakat nem tartalmazé Oregon R és a lamellocitékat tartalmazé 1(3)mbn-1 mutans harmadik stadiumi

larvainak kering6é hemocitaibol teljes RNS-t izolaltunk, majd az atilla, illetve Hemese specifikus primer-ek
felhasznalasaval RT-PCR-t végeztiink [Laurinyecz B].

Az atilla gén 2436 bp hossz1, 3 exonja egy 834 nukleotid hosszasagun mRNS-t hataroz
meg, melynek 429 nukleotid nagysagu része irodik at fehérjévé. Az Atilla fehérje N-terminalis
részén talalhaté elsé 21 aminosav a szignal szekvencia, a sejten kiviili domén 100 aminosavat
tartalmaz, a 22 aminosavat tartalmazo C-terminalis rész transzmembran hélixet alkot, sejten beliili
régioval nem rendelkezik (21. Abra). A fehérje aminosav szekvenciaja alapjan szamitott
molekulatomege 15,6 kDa, amely kozelitéssel megfelel a Western blot analizissel meghatarozott
16 kDa molekulatomegnek.

1 22 121-123 143

DKIDSASNIR AGTIVSR

21. Abra. Az atilla gén és az Atilla fehérje szerkezete.
Az atilla gén exonjainak transzlalodo régioi (sziirke), az Atilla fehérje szignal peptid (zold), sejten kiviili domén
(narancssarga), GPI-horgonyzo hely (sarga) és transzmembran domén (kék) [Laurinyecz B].

Az Atilla transzmembran régioja egy glikozilfoszfatidilinozitol (GP1) hasito helyet tartalmaz, ami

arra utal, hogy GPI-hez kapcsoltan agyazodik be a sejtmembran koleszterolban és
szfingolipidekben gazdag mikrodoménjeibe, az un. lipid tutajokba (22. Abra).
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22. Abra. A GPI-kapcsolt fehérjék elhelyezkedése a sejtmembranban

(A) A GPI-kapcsolt fehérjék nem hidrofob aminosavak altal horgonyzodnak a sejtmembranba, hanem kovalensen
kotott amfipatikus glikozil-foszfatidil-inozitolon (GPI) keresztiil. A transzaminaz enzim az eredeti hidrofob horgony
szekvenciat, ezzel egyiitt a C-terminalis szekvenciakat is eltavolitja, majd a maradék fehérjét egy GPI horgonyhoz
szallitja. [Mayor és Riezman 2004 nyoman]. (B) A membran fehérjék elhelyezkedése a lipid tutajokat tartalmazo
sejtmembranban [Paulick and Bertozzi 2008 nyoman].

A sejtmembran mikrodomének, vagy lipid tutajok kiilonbozo  jelatviteli
mechanizmusokban szerepet jatszo6 receptor molekulak funkcionalis komplexeit tartalmazzak.
Ezek a plazmamembranban szervez6dé sejtmembran mikrodomének lehetévé teszik az egyes
fehérjék lateralis szegregaciojat, igy a jelatviteli folyamatokban résztvevé molekulak
sejtmembranban torténé kompartmentalizalodasat. A sejtmembran mikrodoménekben egyes
molekulak koncentralodnak, masok kizarodnak [Nosjean és mtsai., 1997], a lokalizalodo
komponensek allandé valtozasaval szabalyozva a jelatviteli folyamatokat. A sejtmembran
mikrodoménekbe agyazott human GPI-kétott immunreceptorok pl. a bakterialis mitogén
lipopoliszaharid receptor CD14 [Schmitz és Orso 2002], az Fc receptor CD16 [McVicar 2008], a
CD48 [Moran és Miceli 1998] és CD58 [Ariel és mtsai., 2009] adhézios, vagy kostimulacios
molekulak. Bar a GPI-kotott fehérjék nem rendelkeznek a citoplazmaba nyulé régioval,
extracellularis doménjeiket ellenanyagokkal keresztkotve, vagy a receptor-ligand kapcsolodas
eredményeként létrejovo oligomerizaciojuk soran mégis képesek a sejtmembran mikrodomének
citoplazmatikus oldalahoz kapcsoloédo Src-csaladba tartozo acilalt, nem receptor tipusu tirozin
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kinazokat aktivalni egy feltételezett, a sejtmembran mikrodoménekhez allandéan kapcsolodo
adaptor molekulan keresztiil [Cheng és mtsai., 2001].

Mivel az evolucio soran konzervalodott sejtmembran mikrodomének a Drosophilaban is
fellelhetok [Rietveld és mtsai., 1999], megvizsgaltuk, hogy az Atilla fehérje az emlés GPI-
kapcsolt fehérjékhez hasonloan a hemocitak plazmamembranjanak mikrodoménjeiben
lokalizalodik-e. A sejtmembran mikrodomének glikoszfingolipid komponense szelektiven kéti a
kolera toxin B alegységét, mely egy altalanosan hasznalt sejtmembran mikrodomén marker, ezért
¢16 sejteken fluoreszcens kettsfestéssel megvizsgaltuk a sejtmembran mikrodomén (FITC-kolera
toxin B) és az Atilla molekula egyiittes elhelyezkedését (23. Abra).

23. Abra. Az Atilla és a kolera toxin B egyiittes megnyilvanulasa lamellocitikon

(A) Az Atilla fehérje kifejezddése (anti-Atilla [anti-L1a+anti-L1b+anti-L1c] és anti-egér Alexa Fluor 633 piros), (B) a
FITC-tal jelolt kolera toxin B (CTB z6ld) és (C) egyiittes kifejezédésiik az 1(3)mbn-1 mutans larva lamellocitain. A
felvételek Olympus FV1000 konfokalis mikroszképpal késziiltek [Kurucz E.].

Az Atilla fehérje és a kolera toxin B alegységének egyiittes kifejezédése szazalékos
aranyat FV10-ASW 1.6 Olympus konfokalis programmal hataroztuk meg. A hemocita taltermel6
I(3)mbn-1 mutans lamellocitain az Atilla és CTB molekulak egyiittes megnyilvanulasanak aranya
76(+2)%, (n=16), az in vivo immunindukcionak Kitett, parazitoid darazzsal fert6z6tt Oregon R
torzs lamellocitain ez az arany 74(+£3)% (n=7).

A lipid tutajok dinamikus képz6dése és megsziinése lehetéséget ad a jelatviteli komplexek
létrejottére. Amennyiben az Atilla lipid tutajokkal asszocialt, a molekulaval lateralisan
kolcsonhaté molekulak kiill6nb6z6 tavolsagokban kémiai keresztkotést 1étesité homobifunkcionalis
reagensekkel hozzakétheték. Disuccinimidyl suberate (DSS) keresztkoto reagens alkalmazasaval,
a hemocitak kivonatabol a 16 kDa molekulatomegi Atilla molekula mellett egy 20 és egy 25 kDa
molekulatomegt (toémegspektrometriai analizissel eddig nem azonosithato) fehérjét ko-
immunprecipitaltunk (24. Abra), amely arra utal, hogy az Atilla molekula a lipid tutajokban egyéb
molekulakkal léphet lateralis kolcsonhatasba.

Mw IP IP IgG

P2 e
25 —

20 —s

16 — .
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24. Abra. Az Atilla molekulaval lateralisan kélcsonhaté molekulak kimutatasa
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Az 1(3)mbn-1 mutans larvakbol ¢16 hemocitakat izolaltunk, DSS keresztk6t6 agenssel kezeltiink a lizatumban 1évé
fehérjét anti-Atilla ellenanyaggal immunprecipitaltuk, majd anti-L1 és anti-egér HRPO ellenanyagok felhasznalasaval
Westen blot analizist végeztiink. Kontrollként a keresztkotés nélkiili immunprecipitatumot és a Protein G Sepharose-
hoz kétott ellenanyagot hasznaltunk [Kurucz E.].

Az Atilla fehérjében kozvetleniil a transzmembran domén elétt GPI hasitohelyre utalo
szekvenciat azonositottunk, ezért megvizsgaltuk, hogy a GPI-kotott fehérjéket hasitd
foszoszfatidilinozitol foszfolipaz C (P1-PLC) emésztéssel [Halova és mtsai., 2002] (25. Abra A)
az Atilla fehérje eltavolithato-e a hemocitak plazmamembranjarol. A PI-PLC emésztést kovetéen
aramlasi citometriaval az Atilla fehérje csokkent mennyiségét mértiik a kezelt hemocitakon (25.
Abra B piros gorbe) a kezeletlen kontrollhoz képest (25. Abra B zold gorbe). Kontrollként a
Hemese transzmembran fehérje [Kurucz és mtsai., 2003] kifejezédését vizsgaltuk, amely a Pl-
PLC emésztés soran nem valtozott (25. Abra C).
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25. Abra. A PI-PLC emésztés hatasa a hemocitakon megnyilvanulé Atilla és Hemese fehérjék mennyiségére
E18 hemocitakat izolaltunk az 1(3)mbn-1 mutans larvakbol, melyeket PI-PLC emésztést kivetden (A) anti-Atilla és
anti-egér Alexa Fluor 633, illetve (B) anti-Hemese és anti-egér Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal torténé festést
kovetsen aramlasi citometriaval analizaltunk [Kurucz E.].

Az atilla gén immunvalaszban betdltott szerepét delécios mutansok Iétrenozasaval
vizsgaltuk. A mutansokat két olyan EP-elem kiugratasaval allitottuk eld, amelyek két gén kozotti
nem kodolo régioban helyezkednek el kb. egy kilobazis tavolsagra az atilla gén 3’ végétol. Az EP
elemek remobilizacioja soran eléfordulhat, hogy a genombol valé kiugraskor a P-elem un. ,,local
hop”-pal magaval visz egy DNS darabot a kérnyezetébdél, deléciot hagyva maga mogott, amely
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érintheti a kornyezo géneket is. A homozigota életképes EP364 inszercio mobilizacioja soran
képzaodatt nyolc delécios jelolthol torzseket alapitottunk, melyek mindegyike (atillaao, atillaas,
atillazzs, atillasos, atillasss, atillasri, atillaszs, atillassr) homozigota életképes volt. A deléciok
toréspontjainak meghatarozasa utan a tovabbi kisérleteinkben a legnagyobb méreta deléciot
hordozo atillasos allélt, kontrollként pedig a P elem pontos kivagodasaval létrejott atillasss excizios
allélt hasznaltuk. Az atillasos és atillasss torzsek masodik stadiumu larvaiban darazsszarassal
lamellocita differencilodast indukaltunk, majd a hemocitak anti-L1 ellenanyaggal végzett indirekt
immunfluoreszcencia festése utan azt tapasztaltuk, hogy az Atilla fehérje az atillasos delécios
torzsben nem mutathato ki (26. Abra A), mig a kontrollként hasznalt atillasss torzs lamellocitaiban
jelen van. Bar a delécios mutansban a lamellocitak az Atilla fehérjét nem fejezik ki, egy masik, a
lamellocitakat festé ellenanyaggal az anti-L2-vel kimutattuk, hogy az atillasos delécios térzsben a
lamellocitak differencialodasa és tokképzése zavartalan (26. Abra A also képek), a lamellocitak
tobb rétegben koriilveszik a parazita petét (26. Abra B felsé képek), valamint a tok melanizacioja
is maradéktalanul végbemegy (26. Abra B alsé képek).

A

atilla =~ atilla ~*"

26. Abra. Az atillasss és atillasos mutansok keringé hemocitainak, valamint tokképzé sejtjeinek fenotipusa

Az atillasss és atillazos mutansok kering6é hemocitainak, valamint tokképz6 sejtjeinek immunhisztokémiai festédése
anti-Atilla és anti-egér Alexa Fluor 568, illetve anti-L2 és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal. A sejtmagokat
DAPI festéssel tettiik lathatova (kék) [Laurinyecz B., Kurucz E.].
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Eredményeink szerint az Atilla fehérje hianya nem befolyasolja sem a lamellocitak
differencialodasat, sem a lamellocitak tokképzo reakciojat. A velesziiletett immunitasban szerepet
jatsz6 molekulak funkcioinak vizsgalatat megneheziti, hogy ezek a védekez6 folyamatok gyakran
talbiztositottak, ezért egy-egy molekula kiesése nem okozza a rendszer miikodéséne 6sszeomlasat,
hanem azok szerepét sok esetben akar szerkezeti homologok is képesek atvenni. Szisztematikus
homoldégia keresésekkel a Drosophila melanogaster genomjaban 24 , atilla-szerii” gént talaltunk,
melyek egy része a masodik kromoszoma bal karjan, egymas kozelében négy klasztert alkotva
helyezkedik el (27. Abra).
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27. Abra. Az ,atilla-szerii” gének genomi elhelyezkedése a Drosophila melanogaster genomjaban.

(A) A Kklaszterben 1évé géneket vonallal kotottiik 6ssze és az egyes klaszterek szerint szineztiik. A fehér szinii gének
nem ,,atilla-szerii”-ek.

(B) Klasztereken kiviili gének (fekete) [Somogyi K.]

A legtobb atilla-szerii génrél atforditott fehérje szekvenciaja GPI hasitasi helyet, valamint
az u-PAR/Ly-6 toxin csaladra jellemz6 domént tartalmaz. A fehérjék kozotti kapcsolatok
kialakitasaban szerepet jatszo Ly6 domént tartalmazo fehérjék alkotjak a Ly6 fehérje
szupercsaladot. A human Ly6 fehérje szupercsaladba tartozo fehérjék koziil eddig mindossze
néhanynak a funkciojat ismerjiik. Ezek a sejtadhézioban, proliferacioban és migracioban szerepet
jatszo urokinaz plasminogén aktivator receptor (UPAR) [Blasi és Carmeliet 2002], vagy a
komplement aktivitast gatlo CD59 molekula [Davies és mtsai., 1989].

Homoloégia kereséseinkkel atfedé eredményeket kaptunk Hijazi és munkatarsai
eredményeivel, akik a Drosophila genomjaban 36 korabban még nem jellemzett olyan gént
talaltak, amelyek egy vagy tébb Ly6 motivumot tartalmazo fehérjét kodolnak [Hijazi és mtsai.,
2009].

Klaszterekbe csoportosulo ,,atilla-szerii” géneket talaltunk egyéb rovar genomokban is, a
D. melanogasteren kiviil egyéb Drosophilidaekben, tovabba az Anopheles gambiaeben, Tribolium
castaneumban és az Apis melliferaban (28. Abra). A kétdimenzios csoportositas eredményeként a
legtobb Drosophila gén klaszter egymas kozelében lokalizalodott, kivéve a 29F-et, amely azt
valészinusiti, hogy azok még kdzelebbi rokonsagban allnak egymassal.

54



dc_1441_17

o=~

B Drosophila, chuster 29A
B Drazophiia, chuster 29F
B Drosophila, cluster 33D
[0 Drazophiia, chaster 38F
[7) Other imsect, clustered
B 2ot chustered

Nizarod

28. Abra. Az atilla-szerii szekvenciak kétdimenziés csoportositisa

A Drosophila gének szinezése megegyezik a 27. Abra szinkédjaval, a tbbi rovar fajban azonositott atilla-szeri
szekvenciat sarga szinnel jeloltiik. A kontrollként hasznalt, az atilla-szerii szekvenciaktol fiiggetlen Drosophila -
nimrod (3.4.1) szekvenciak elhelyezkedését rozsaszinnel abrazoltuk (CLANS version 09.0ct.2006) [Somogyi K.].

A rovarok atilla-szerti szekvenciainak felhasznalasaval filogenetikai leszarmazasi fat

szerkesztettiink (29. Abra), amelynek analizise azt mutatja, hogy a jelenlegi génklaszterek
kialakulasaban az evolucio soran egész klaszterek duplikacioja is kozrejatszhatott.

55



dc_1441_17

B Drezophila, :l‘.;lek

B Dresophila, chaster 29F
B Drecophila, ehuster 33D
) Drozaphtia, cluster 38F
[ ] Other meect, chustered

B ot clusterad -

29. Abra. A rovarok atilla-szerii szekvenciainak Maximum Likelihood filogenetikai faja

A Drosophila géneket a klaszterek szerinti szinekkel, az egyéb rovarokat sargaval, a klaszteren kiviili géneket
feketével jeloltik. A szamitasokat PhyML (version 2.4.4; WAG+G modell, 4 gamma categories, 100 bootstrap
replications) segitségével végeztiik [Somogyi K.].

A lamellocitak é16 allatban torténé tanulmanyozasahoz, illetve hemocitak jelatviteli
utvonalaiban szerepet jatszo gének lamellocitakban torténd taltermeléséhez lamellocita
specifikusan miikodé meghajto elemet kivantunk Iétrehozni. Az atilla gén 5' regulator régioja igen
nagyméreti, kozel 30 kb, ezért az atilla gén promoterétol 5' iranyban elhelyezkedo 6t, egyenkeént 6
kb hossztsagt, egymassal atfedé DNS szakaszt valasztottunk ki az atilla gén kifejezodését
tiikr6z6 GAL4 meghajto elemek eléallitasara. A regulator szakaszokat CaSpeR vektorba
klénoztuk és white embriokba injektaltuk, majd a white marker gén alapjan azonositottuk az
inszerciot hordozo egyedeket. Ezutan a himeket UAS-GFP konstrukciot hordozo sziizekhez
kereszteztiik. Az utodokat parazitoid darazzsal immunindukaltuk és lamellocita specifikusan GFP-
t kifejez egyedeket kerestiink. Lamellocita specifikusan megnyilvanulé GFP-t egyetlen beépiilés
esetében sem talaltunk, ezért a Flybase adatbazisaban kerestiink potencialis enhanszer csapdazé
inszerciokat. Ilyen az atilla gén 5' nem transzlalodé régiojaban talalhaté minos (MIiET1) inszerci
(30. Abra).
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30. Abra. Az atilla gén genomi kérnyezetében talalhaté minos (MiET1) inszercié
MIET1 inszercié (piros nyil) [Fly Base nyoman].

A MIET1 elem enhanszerek csapdazasra képes [Metaxakis és mtsai., 2005], az elemben talalhato
egy 3xP3 promoterrel ellatott EGFP riportergén és egy hsp70 prométer altal vezérelt GAL4 gén.
Kisérleteink soran mind a L. boulardi parazitoid darazs pete altal kivaltott immunindukcio soran
differencialodott lamellocitak, mind a 1(3)mbn-1 hemocita tumoros genetikai hattéren képz6d6
lamellocitak kifejezik a GFP riporter gént, ami arra utal, hogy a Mi[ET1]CG6579MB03539 jelt
inszercio valoban csapdazza az atilla gén lamellocita specifikus enhanszerét [Honti és mtsai.,
2009].

Bar az inszercioban talalhato GAL4 gén aktivitasat genetikai rendszerekkel nem tudtuk kimutatni
igy ez az inszercio nem hasznalhato lamellocita specifikus meghajto elemként, mégis egyedi
eszkozként szolgal a lamellocitak in vivo torténé nyomon kovetésében (31. Abra), tovabba egyéb
hemocita specifikusan kifejez6dé GAL4 forrasokkal kombinalva az inszercié in vivo kettés
jeloléses rendszerekben is alkalmazhaté [Honti és mtsai., 2009].
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31. Abra. Lamellocitak az Mi[ET1]CG6579[MB03539] larvaban

A L boulardi darazsfertézést kovetden differencialodo GFP-t kifejezé lamellocitak (nyilak) jol lathatoak az él16 larva
kutikulajan keresztiil. Az egyes szervek MIiET1 elemre jellemz6 hattér fluoreszcenciajat [Metaxakis és mtsai., 2005]
a nyilhegyek mutatjak (Méret jelzés: 100 um) [Honti és mtsai., 2009 nyoman].

3.2.3.3. Az aktinnal kapcsolt L2 molekula

Vizsgalataink szerint az L2 molekula a darazsindukciot koveté 16 ora elteltével jelenik
meg eldszor a kisméretii, de mar lamellocita morfologiaju hemocitakon, melyek a keringé
hemocitak kozel 10%-at teszik ki ebben az idopontban. A darazsfertézést koveto 24 oraig az L2-t
kifejezo lamellocitak szama és mérete fokozatosan emelkedik (32. Abra).
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32. Abra. Az L2 molekula kifejezédése a L. boulardi darazsfertézés hatasara differencialédé hemocitiakon
Oregon R larvak keringé hemocitainak indirekt immunfluoreszcia festése anti-L2 és anti-egér Alexa Fluor 568
ellenanyagokkal a L. boulardi darazsfert6zést koveté 1, 3, 5, 8, 12, 16, 24, 48 és 72 oraban. A grafikon a feltiintetett
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idépontokban az L2 kifejezédést mutato hemocitak %-o0s aranyat abrazolja. A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik
lathatova (kék) [Honti és mtsai., 2010. nyoman].

A nagyméretii, kiteriilt lamellocitakon megnyilvanulé L2 molekula fluoreszcens
mikroszkopiaval (33. Abra, A) és aramlasi citometriai analizissel (33. Abra, C) kizarélag a
hemocitak permeabilizalasa utan mutathato ki, ami arra utal, hogy az L2 molekula a lamellocitak
citoplazmajaban fejezédik Ki.

A C

33. Abra. Az L2 molekula kifejezédése I(3)mbn-1 larva keringé hemocitain

(A) Acetonnal fixalt hemocitak fluoreszcens mikroszképos, (B) Nomarski, valamint (C) az él6 hemocitak (piros),
paraformaldehiddel fixalt hemocitak (fekete), tovabba paraformaldehiddel fixalt és Triton X- permeabilizalt
hemocitak aramlasi citometriai analizise (A) anti-L2 és anti-egér Alexa 568 illetve (C) anti-egér Alexa 633
ellenanyaggal torténé festést kovetden [Kurucz E.].

Az L2 molekulat I(3)mbn-1 larvakbol izolalt hemocitak kivonatabol immunprecipitaltuk
és a 45-55 kDa molekulatomegti immunprecipitalt mintaban MALDI-TOF tomegspektometriai
analizissel Drosophila Aktin 57B CG10067-PA, izoforma A (376AA) molekulara ill6 peptideket
azonositottunk.

Az aktin a sejtekben 42 kDa-0s molekulatémegt gobularis monomer G-aktin és az aktin
monomerekbdl felépiil6 polimer F-aktin formaban fordul elé. A aktin haldzat fontos szerepet tolt
be a sejtek alakjanak, polaritasanak meghatarozasaban, az intracellularis vezikulak
transzportjaban, a sejtmozgasokban, a sejtalak valtozasokban, a lamellipodium és filopodium
képzésében. Ezen folyamatok altalaban olyan F-aktin koté fehérjék kozremitkodésével mennek
végbe, mint a filamin, vagy az a-aktinin, melyek hatasara az F-aktin filamentumok
kiilonbozoképpen rendezédnek [Pollard és mtsai., 2000].

Bar a természetben az aktinnak tobb mint 100 egyedi szekvenciaju formaja létezik,
azonban ezek koziil a térszerkezeti, illetve funkcionalis izoformak kiemelkedé homologiaja
mellett a kiilonbozo ¢élélényekben eléfordulé azonos izoformak kozel 100%-os szekvencialis
konzervativizmust mutatnak [Sheterline és mtsai., 1999]. Az emldsokben eléfordulo aktin
izoformak koziil az a-izoformak az izomsejtekben, a B-izoformak a nem-izomsejtekben
fordulnak elé. A gyilkos galocaban termel6dé falloidin toxin szelektiven és nagy affinitasal
kotodik az F-aktinhoz, ezért a fluoreszkalé konjugatumaival a sejtek aktin halozata lathatova
tehets. Az 1(3)mbn-1 larva keringd hemocitaiban (34. Abra A, B, C) és az izomszovetben (34.
AbraD, E, F) az F-aktint a Alexa Fluor 488 phalloidinnal zoldre (34. Abra, A, D), az L2
molekulakat anti-L2 ellenanyaggal pirosra (34. Abra B, E) festettiik. Az F-aktin és az L2
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molekula a lamellocitak citoplazmajaban (fokuszokban) (34. Abra C) és a larvak izomszovetében
is kolokalizaciot mutatott (34. Abra F).

A B C

Phalloidin

| Phalloidin

34, Abra. Az L2 molekula és az F-aktin ko-lokalizaciéja hemocitakban és izomban

Az I(3)mbn-1 larvakbol izolalt hemocitak kettds festése (A) Alexa Fluor 488 phalloidin (z6ld) valamint (B) anti-L2
és anti-egér Alexa Fluor 563 (piros) ellenanyagokkal. (C) Ko-lokalizacio (sarga), Dapi (kék).

Az I(3)mbn-1 larvak izomszovetének kettds festése (D) Alexa Fluor 488 phalloidin (z6ld) valamint (E) anti-L2 és
anti-egér Alexa Fluor 563 (piros) ellenanyagokkal. (F) Ko-lokalizacio (sarga) A felvételek Olympus FVV1000
konfokalis mikroszkoppal késziiltek. [Vilmos P.]

Az egyetlen kozolt aktin mutanst, a Drosophildban a drxex8 actin57B torzset [Davis és
mtsai., 2003], sajnos nem tudtunk megszerezni, ezért az Act57B géntermék kifejezodését
kettésszalu RNS interferenciaval gatoltuk. A kettésszali RNS interferencia konstrukciot
tartalmazo torzs létrehozasahoz az aktins7B gén 3'UTR-bol épitettiink be egy szakaszt CaSpeR
vektorba, a hajtiikanyar képzéséhez mindkét orientacioban, mert a Drosophila aktin molekulak
koziil az aktin57B génre nézve kizarolag ez a szakasz rendelkezik egyedi szekvenciaval. Az UAS-
aktin57B RNAIi hemaocita specifikus kifejeztetéséhez a Hemese>GAL4 meghajto elemet
hasznaltuk. A Hemese>aktin57B RNSi utédokban a L. boulardi parazitoid darazs immunindukcio
hatasara képz6dott lamellocitakon az L2 molekula kifejezédését vizsgalva azt talaltuk, hogy a
molekula kifejez6dése a sziil6i torzsekbol szarmazé lamellocitak L2 Kifejez6déséhez képest nem
valtozott. Mivel az RNS interferenciaval nem minden esetben gatolhato a géntermék képzoédése,
egy masik megkdozelitési moddal is megprobalkoztunk: UAS-aktin GFP fazios transzgéneket
[Roper és mtsai., 2005] fejeztettiik ki hemocitakban a Hemese>GAL4 meghajto elem
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alkalmazasaval. A Hemese>aktin GFP torzsek parazitoid darazzsal immunindukalt larvaiban a
hemocitak dontd tobbsége zolden fluoreszkalt (35. Abra A), azaz kifejezte a GFP fuzios fehérjét,
de L2 festddés kizarélag a lamellocitakon volt megfigyelhetd (35. Abra B), ami azt jelenheti,
hogy az L2 molekulat azonosito anti-L2 ellenanyag nem kozvetlenil kétodik az aktin
molekulahoz, hanem valoszintileg egy aktinnal asszocialt molekulat ismer fel.

35. Abra. Az L2 molekula kifejezédése a L. boulardi parazitoid darazzsal fert6zott Hemese>aktin GFP larvak
keringé hemocitaiban

(A) Hemese>aktin GFP (He>Act57B:GFP) larvak keringd hemocitaiban (z6ld) a (B) L2 molekulat anti-L2 és anti-
egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal festettiik (piros), a sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék). (C)
Nomarski optikaval késziilt felvétel. (D) Az A és B kép egymasra helyezése [Honti V.].

A tovabbiakban az L2 molekulat kodolo gént az [(3)mbn-1 térzs hemocitaibol Iétrehozott
expresszios génkonyvtarbol is megkiséreltiik meghatarozni, azonban az anti-L2 ellenanyaggal L2
fazios fehérjét kodolo cDNS-t nem sikeriilt izolalni. Bar jelenleg is nyitott kérdés, hogy az L2
molekula milyen szerepet jatszhat a lamellocitak altal kozvetitett immunvalaszban a molekulat
felismer6 lamellocita specifikus ellenanyag a hemocitakat tanulmanyozo laboratériumokban
széleskoraen hasznalt reagens.
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3.2.3.4. A terminalisan differencialodott lamellocitakon kifejez6dé L6 molekula

Az L6 molekula a vad tipusta Oregon R larva keringésében a darazsfert6zést koveté 24.
ora koriil a hemocitak 15%-an, a megjelend nagy kiteriilt lamellocitak egy alpopulaciojan
fejezodik ki, de a fertézés késsbbi szakaszaban sem éri el az 6sszsejtszam 20 %-4t (36. Abra).
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36. Abra. Az L6 molekula megnyilvanulisa keringé hemocitakon L. boulardi darazsfertézést kivetéen
Oregon R larvak keringé hemocitainak indirekt immunfluoreszcencia festése anti-L6 és anti-egér Alexa fluor 564
ellenanyagokkal (piros) a L. boulardi darazsfertézést kovetd 1, 3, 5, 8, 12, 16, 24, 48, és 72 6raban. A sejtmagokat
DAPI festéssel tettiik lathatova (kék). A grafikon a feltiintetett idopontokban az L6 kifejezédést mutato sejtek %-0s
aranyat abrazolja [Honti és mtsai., 2010. nyoman].

Az L6 molekula megnyilvanulasat a kiilonb6z6 hemocita kompartmentumokban a
hemocitakat kijel616, a sejtmagjukban GFP fehérjét tartalmazé Hemese>GFPnls larvakban
vizsgaltuk. Az L6 molekula a darazsfertézést kovetd 96. oraban a keringé és a szesszilis
lamellocitak egy részében nyilvanul meg, mig a kézponti vérsejtképzé szervben, a lymph gland-
ben, nem talaltunk L6 fest6dést mutato lamellocitakat. Az L6 molekula az I(3)mbn-1 mutans larva
keringd hemocitai koziil a nagyméretii, Kiteriilt lamellocitak egy alpopulacijan (37. Abra, A), a
sejtmembranba agyazottan nyilvanul meg, ahogy ezt az €16 sejtek indirekt immunfluoreszcenciat
kovetd aramlasi citometriai analizise mutatja (37. Abra, B).
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Counts

37. Abra Az L6 molekula kifejezédése I(3)mbn-1 mutans larva keringé hemocitain

(A) Az I(3)mbn-1 mutans larva acetonnal fixalt keringé hemocitainak anti-L6 és anti-egér Alexa Fluor 568
ellenanyagokkal torténé festést kovets fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata. A nyilak anti-L2 ellenanyaggal fest6d6
(piros) és nem fest6dd (fehér) lamellocitakat jeloinek. (B) Az I(3)mbn-1 larva él6 keringé hemocitai anti-L6 és anti-
egér Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal torténo festést koveto aramlasi citometriai vizsgalata (piros gorbe), a fekete
hisztogram az IgM izotipus kontrollt mutatja [Kurucz E].

Az L6 molekulatomegét SDS-poliakrilamid-géleletroforézist koveté Western blot
analizissel nem tudtuk meghatarozni, ezért feltételezhet6, hogy az anti-L6 monoklonalis
ellenanyag az L6 molekulan konformacié fiiggé epitopot ismer fel. Ezért az L6 molekulat kodolo
gént az I(3)mbn-1 térzs hemocitaibol létrehozott expresszios génkonyvtarbol  probaltuk
azonositani, azonban az anti-L6 ellenanyaggal atvizsgalt 10e baktériumtelep egyike sem adott
pozitiv reakciot.
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3.3. A lamellocita differencialédas vizsgalata

A Leptopilina boulardi G486 parazitoid darazs petéje a Drosophila larvaban sejt-
kozvetitette immunvalaszt valt ki, a hemocitak szama megemelkedik és uj tipust hemocitak,
nagymeéreti, lapos, tokképzo lamellocitak jelennek meg a keringésben. A lamellocitak
kialakulasanak vizsgalata soran a kovetkezé kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.) a darazsszuras soran mi az a minimalis inger, ami a lamellocitak differencialodasat kivaltja,

2.) mely sejtpopulaciobol differencialodnak a lamellocitak,

3.) az immunindukcio utan mikor észlelhetd elészor lamellocitak differencialodasa,

4.) a kozponti nyirokszerv mellett létezik-e olyan hemocita képzé kompartmentum, mely
lamellocita eléalakokat tartalmaz.

3.3.1. A lamellocita indukcié alapveté feltétele

Az eddigi ismeretek szerint a parazitoid darazsfert6zés soran a Drosophila larva
kutikulajanak sériilése, valamint a larvaba helyezett darazspete egyiittesen valtjak ki a lamellocitak
differencialodasat [Rizki és Rizki 1992, Russo és mtsai., 1996]. Kisérleteink soran arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a darazsszuraskor képz6dé mechanikai sériiléshez hasonlo, laboratoriumi
koriilmények kozott kivaltott steril szaras a darazs pete hianyaban is eléidézheti-e a lamellocitak
képzodését. Ossszehasonlitottuk a kapillarissal, illetve darazzsal szart larvakban a lamellocitak
differencialédasanak kinetikajat és adhézios képességiiket.

Masodik fejlédési stadiumu vad tipusa Oregon R larvakat steril kapillarissal megszuarva
(38. Abra B), illetve L. boulardi darazzsal megszaratva (38. Abra A) azt talaltuk, hogy a steril
szaras 6nmagaban szintén kivaltja a lamellocitak képzodését (39. Abra). Mivel a lamellocitak a
darazspetét tobb rétegben veszik koriil, mindkét esetben megvizsgaltuk a lamellocitak kitapadasi
képességét és azt tapasztaltuk, hogy a darazzsal szdratott, illetve sterilen szart larvakbol szarmazé
lamellocitak egyforma hatékonysaggal tapadnak ki az tiveg, vagy polisztirén feliilethez és
morfologiai sajatsagaikban sem kiilonboztek egymastol. A steril szaras illetve a darazs altali
peterakast koveto 48, 72, 96 és 120 ora elteltével a larvakban keringé hemocitak és ezen beliil a
lamellocitak szamaban nem talaltunk szignifikans kilonbséget. Ebbél arra kovetkeztethetiink,
hogy a kutikula mechanikai sériilése és feltehet6en az ezzel jaro bazalis lamina karosodasa mar
elegendd ingert szolgaltat a lamellocitak differencialodasa és a sejtes immunvalasz kivaltasahoz.

N

38. Abra Leptopilina boulardi G486 parazitoid darazs
(A) Leptopilina boulardi G486 parazitoid darazs tojocsove és (B) a kapillaris, amelyet a steril szarashoz hasznaltunk
[Markus és mtsai., 2005].
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39. Abra. Steril kapillarissal sziirt és darazzsal szaratott larvakban differencialéde lamellocitak

A keringé hemocitak fenotipusa az (A) szaratlan, (B) steril kapillarissal szurt és a (C) darazzsal szaratott Drosophila
larvakban 72 6raval a szarasok utan. A hemocitakat a lamellocitakkal reagalo anti-L1 és anti-egér Cy3 (aMCy3)
ellenanyagokkal festettiik, a sejtmagokat DAPI festéssel (kék) tettiik lathatova (felsé képek). Alsé sorban a Nomarski
optikaval késziilt felvételek [Markus és mtsai., 2005].

A természetben a kutikula sériilését gyakran bakterialis fertézés koveti, ezért azt is
megvizsgaltuk, hogyan valtozik a keringé hemocitak és ezen beliil a lamellocitak szama, miutan
kapillarissal él6 E. coli baktériumokat injektaltunk a masodik stadiumu larvakba. Vizsgalataink azt
mutattak, hogy a baktériumokkal tortént fertézés utan a larvakban a kering6é hemocitak szama
megemelkedett, azonban a lamellocitak differencialodasa a sterilen szart kontrollokéhoz
hasonléan zajlott.

Eredményeink szerint a Drosophila larva bazalis membranjanak sériilését okozo steril
sziras 6nmagaban is képes kivaltani a lamellocitak differencialédasat. A zsirtestet borité bazalis
membran hianya a Drosophila tuw mutansban el6idézi a hemocitaknak a zsirtest koriili
csoportosulasat, majd a zsirtest melanizalodasat [Rizki és Rizki 1974]. Az a megfigyelésiink, mely
szerint a steril szaras onmagaban is kivaltja a lamellocitak kialakulasat arra utal, hogy a hemocitak
a bazalis lamina sériilését érzékelve aktivalodnak.
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3.3.2. A Drosophila vérsejtképzé kompartmentumai

A Drosophila larvaban a hemocitak a kozponti vérsejtképzé szerben, a lymph gland-ben
helyezkednek el (40. abra LG kék, 41. Abra), ezen kiviil a hemolimfaban szabadon aramlanak (40.
Abra sarga), vagy a testiireg falan az epitélialis szovetekhez tapadva szelvényenkénti savos
elrendezédésben alkotjak a szesszilis szovetet (40. Abra ST z6ld). Vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy a larva utolsé szelvényében a szesszilis hemaocitak kiilonosen feldusulnak és

nagy csomokba rendezédnek. Ezt a hemocita csomét poszterior hematopoetikus szovetnek (40.
Abra PH) neveztiink el.
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40. Abra. A Drosophila larva hemocita komparmentumai

A larva illusztraciojan (felsé kép) a kozponti vérsejtképzo szerv, a lymph gland (LG, kék), a keringé hemocitak
(sarga) és a szesszilis hemocitak (ST, zold) lathatoak, melyek a poszterior részen csomoba rendezédnek (PH). Az é16
larvaban a hemocitakat a kozponti nyirokszervben (LG), a szesszilis szovetben (ST) és a keringésben a hemocita

specifikus Hemolectin>GFP (HmI>GFP) meghajto elemmel [Goto és mtsai., 2001] a hemocitakban kifejeztetett GFP
teszi lathatova (z6ld) [Markus R., Csordas G.].

A Drosophila larvalis vérképzés kutatasanak ,,kozponti dogmaja” szerint a Drosophila
larvaban a hemocitak kizarolag a kozponti nyirokszervben differencialodnak: az éretlen hemocitak
az eliilsé lebeny medullaris zonajaban, mig a differencialodott plazmatocitak, kristalysejtek és
lamellocitak a kortikalis lebenyben helyezkednek el. A poszterior szignalizacios kozpont (PSC)
feladata a medullaris zonaban a hemocitak naiv allapotanak fenntartasa (41. Abra).
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41. Abra. A kézponti vérsejtképzé szerv szerkezete

A kozponti vérsejtképzd szerv a szivesd két oldalan talalhato paros lebenybdl all. Az elsé lebeny medullaris zoénajaban
(MZ) az értetlen prohemocitak, mig a kortikalis zonaban (CZ) a terminalisan differencialédott hemocitak
helyezkednek el. A poszterior szignalizacios kozpont (PHC) a hemocitak differencialédasanak szabalyozasaban vesz
részt. A kozponti vérsejtképzé szerv lebenyei kozott perikardialis sejtek talalhatok (PC) [Jung és mtsai., 2005.
nyoman].

Darazsfertézés hatasara a Drosophila larva keringésében megemelkedik a hemocitak
szama és megjelennek a nagymeéretii tokképz6 hemocitak a lamellocitak. Irodalmi adatok szerint a
lamellocitak a darazsfert6zést kovetden széteso kozponti vérsejtképzo szerv kortikalis zonajabol
szarmaznak [Krzemien és mtsai., 2007], mi azonban azt tapasztaltuk, hogy a lamellocitak a
darazsfertzést kovetéen mar a kozponti vérsejtképz szerv szétesése el6tt megjelennek a larva
keringésében. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy a kézponti nyirokszerven kiviil is kell, hogy
legyen egy funkcionalis hemocita képzé kompartmentum, melybél immunindukciot kovetéen a
differencial6dé hemocitak a keringésbe keriilnek, majd a parazita petére tapadnak.

A darazsszuarast kovetéen a keringésbe keriil lamellocitak eredetét tobb oldalrol is
megvizsgaltuk. Elsé megkozelitésként a szesszilis és keringé hemocitak mennyiségének és
fenotipusanak valtozasat mértiik a darazsszurassal kivaltott immunindukcio soran. Kisérleteinkhez
a hemocitak kozel 85%-aban a sejtmagban zo6lden vilagitdo Hemese>GFPnls konstrukciot
hasznaltuk. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a darazzsal nem indukalt larvakban a szesszilis
hemocitak savokba rendez3dve tapadnak a larva testiiregének falahoz (42. Abra A) és a szesszilis
hemocitak egy része kifejezi a plazmatocitakra sejtekre jellemzé NimC1 molekulat [Kurucz és
mtsai., 2007b] (42. Abra C), de a lamellocitakra jellemzd Atilla (L1)[Kurucz és mtsai., 2007a]
molekula nem nyilvanul meg rajtuk (42. Abra E). A darazsfertézést kovetoen a szesszilis
kompartmentum savozott elrendezédése megsziinik (42 Abra B) és a larva keringésében
lamellocitak jelennek meg (42. Abra F).
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42. Abra. A szesszilis hemocitak morfolégiaja és immunolégiai fenotipusa a naiv, és a darazzsal fertézott
larvakban

(A) A naiv larvakban a Hemese>GFPnls sejtmagfestéssel megjelolt szesszilis hemocitak szelvényenkénti savokban
tapadnak a testiireg falahoz (a larva poszterior vége néz folfelé). (B) A darazzsal fert6zott larvakban 72 ora utan
megszinik a hemocitak savos elrendezédése. A szesszilis szovet festése indirekt immunfluoreszcenciaval a
plazmatocitakkal reagalo anti-NimC1 (P1) és anti-egér Alexa Fluor 568 (C, D), illetve a lamellocitakat kijelo16 anti-
L1(Atilla) és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal (E, F) tortént. A nyilak a NimC1-t, illetve L1-t kifejezd
sejteket, a nyilhegyek a festédést nem mutato sejteket jelolik. (Méret jelzés: A, B 100 um, C-F 20 um.) [Markus és
mtsai., 2009].

A 43. Abran az A panelen azt abrazoltuk, hogy mikozben darazsindukcio hatasara (1) a
larvak szesszilis szovetében (Ses) a hemocitak szama csokkent, addig a keringésben (Cir) a
darazsszurast kovetéen emelkedett sejtszamot mértiink. A szesszilis hemocitak fenotipusanak
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy indukcio hatasara jelentésen csokkent a NimC1 negativ
prohemocitak szama (43. Abra B), de a plazmatocita iranyban elkételezett NimC1 pozitiv
sejtekbol is kevesebbet talaltunk, mint a nem ferézott larvakban (C) (43. Abra C).
Megfigyeléseink szerint a darazsindukcio hatasara a keringésben tapasztalt hemocitaszam
emelkedésért (43. Abra A Circ) a differencialodo, lamellocita iranyban elkotelezédé L1 pozitiv
sejtek felelosek (43. Abra D Circ).
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43. Abra. A hemocitak fenotipusanak és szamanak alakulasa darazsfertézést kovetsen

A hemocitak szama a szesszilis szovetben és a keringésben a (C) naiv és (1) darazzsal indukalt Hemese>GFPnls
larvakban. (A) A hemocitak szama a szesszilis szovetben (Ses) és a keringésben (Cir). Darazsfert6zés hatasara
larvanként atlagosan 349 sejt tiint el a szesszilis szévetbdl (a kontroll allatokban atlagosan 424 sejtet, az indukalt
larvakban atlagosan 75 sejtet szamlaltunk), ugyanakkor a keringésben atlagosan 331-gyel nétt a sejtszam (az indukalt
allatokban szamlalt 1025 és a kontroll allatokban szamlalt 694 kilonbsége). (B) A NimC1 negativ és (C) NimC1
pozitiv hemocitak szama. (D) Az L1 (Atilla) molekulat kifejezé szesszilis és keringé hemocitak szama [Markus és
mtsai., 2009].

Kisérleteink szerint a darazsindukcié hatasara a szesszilis szovetben bekovetkezo
hemocitaszam csokkenés szamszertien is megfelel a keringésben megjelené hemocitaszam
emelkedésnek, tovabba anti-foszfohiszton H3 festéssel azt tapasztaltuk, hogy a darazsfert6zés nem
befolyasolja a szesszilis komparmentumban a hemocitak osztédasanak a mértékét. Ezekbél az
eredményeinkbél arra kovetkeztettiink, hogy a keringésben a darazsfert6zés hatasara megjelend
lamellocitak elsésorban a szesszilis szovetbél szarmaznak.

A lamellocitak eredetének tovabbi vizsgalatahoz fizikailag, ligataraval valasztottuk el a
larva eliilsé harmadaban elhelyezked6 kozponti vérsejtképzo szervet a larva poszterior
egyharmadara lokalizalodo szessszilis szovettol. Ezt a kisérletet a masodik stadiumos larvakban
végeztiik, mivel az egyedfejlédés larvalis szakaszaban a szeszilis szévet a larva poszterior végétol
elorefelé haladva fokozatosan alakul ki (44. Abra) és a masodik stadiumos larvakban még nem ér
el a kozponti vérsejtképzo szerv régidjaba.
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44, Abra. A szesszilis szovet kialakulasa a larva egyedfejlédése soran

A Hemese>GFPnls larvakban lathato szesszilis hemocitakat a nyilak jelolik az elsé (48h), masodik (96h) és harmadik
(120h) fejlédési stadiumban. A nyilhegy a ligatara majdani helyét mutatja. A Hemese>GFPnls larvakban a
hemocitakon kiviil ektopikus GFP kifejezddés lathato a nyalmirigyben és a gyomorban is. (Méret jelzés: 100 um.)
[Markus R].

Darazzsal immunindukalt (45. Abra D,E) és nem indukalt (45. Abra B,C) masodik
stadiumu larvakon ligataraval elvalasztottuk a kozponti vérsejtképzo szervet a szesszilis szovettol
(45. Abra A). Negyvennyolc ora elteltével, amikor a larvak kozponti vérsejtképzo szerve még
intakt allapotu, azaz nem kezdddott meg a darazsszaras hatasara bekovetkezo szétesése, a
ligaturanal kettévagtuk az allatot és a kozponti vérsejtképzo szervet tartalmazé anterior és a
szesszilis szovetet tartalmazé poszterior részbdl szarmazo keringé hemocitakat izolaltuk, majd
megfestettiik az 6sszes hemocitaval reagalo anti-Hemese és a lamellocitakkal reagalo anti-L1
ellenanyagokkal (45. Abra B-E). A nem indukalt larvak poszterior felében megjelend lamellocita
(45. Abra C nyil) ujabb bizonyitékot szolgaltatott arra a korabbi megfigyelésiinkre, miszerint
bazalis lamina sériilése, amit ebben az esetben a ligatara okozott, 5nmagaban is kivalthatja a
lamellocitak differencialédasat [Markus és mtsai., 2005]. Ugyanakkor a darazzsal indukalt larvak
poszterior felében sokkal tobb lamellocita képzédatt (45. Abra E), mint a szaratlanokéban. A
darazzsal indukalt larvak poszterior részében megfigyelheté nagyszamu lamellocitaval (45. Abra
E) szemben, a larvak kozponti vérsejtképzo szervét tartalmazé anterior részben nem talaltunk
lamellocitakat (45. Abra D). Ez azt jelenti, hogy a kzponti vérksejtépzé szervet ebben az
idépontban még nem hagyjak el lamellocitak, vagyis a keringésben el6szér megjelend
lamellocitak nem innen szarmaznak. Szamszerasitett kisérleti eredményeinket diagramon mutatjuk
be (45. Abra F): a darazzsal indukalt larvak poszterior részében szignifikansan tobb lamellocitat
talaltunk, mint a nem indukalt allatok esetében. Azt is megfigyeltiik, hogy lamellocitakat abban az
esetben is a larva poszterior részében talaltunk, amikor a darazs a larva anterior részébe helyezte a
petéjét ahol a peték lamellocitak hianyaban nem is melanizalodtak (45. Abra, G nyilak). Osszesen
harminc darazzsal fert6zott larvaban vizsgaltuk meg a peték koriili tokképzodést. Hat esetben
talaltunk petéket a ligataratol anterior iranyban, de ezek egyike koriil sem képz6datt tok, mig a
poszterior oldalon minden petét melanizalt tok burkolt.

70



dc_1441_17

anterior anterior

posterior

F Ligatara Darazs+Ligatara
Anterior Posterior Anterior Posterior
LY A \!
*
* -
-
s
o
B
b4 «
.
< ° »
-
! -
v 4| i
*
0 H < $ % $ Py
Al Lam All Lam Al Lam All Lam

Atiag: (5) (0) (195) (22) (82) (1) (482) (103)

45. Abra. Lamellocitak differencialédasa a nem indukalt és a darazzsal indukalt, ligataraval ellatott
Hemese>GFPnls larvakban

(A) Az anti-Hemese és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal pirosra festett kozponti vérsejtképzo szerv (nyil) a
ligataratol (nyilhegy) anterior iranyban helyezkedik el. A nem indukalt (B, C) és a darazzsal szaratott (D, E) larvak a
ligataratol anterior (B, D) és a ligataratol poszterior (C, E) részébél izolalt hemocitak (zold sejtmag) festése
lamellocita specifikus anti-L1 és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal (piros). A sejtmagokat DAPI festéssel is
lathatova tettiik (kék). A nyilak (C,E) a GFP-t és L1 molekulat egyiittesen kifejezé sejteket jelolik. (F) A diagram a
kontroll és darazzsal indukalt allatok ligataraval elvalasztott anterior és poszterior részébél szarmazo 6sszes hemocita
(All) és ezen belil a lamellocitak (Lam) szamat abrazolja (Tiz kisérlet atlaga). (G) A larvaban a ligataratél anterior
iranyban elhelyezett pete nem melanizalodik (nyilak). (Méret jelzés: A, G, 100 um, B, C, D, E, 20 um.) [Markus és
mtsai., 2009].

A tovabbiakban harom kiilonb6zé megkozelitéssel is megvizsgaltuk, hogy a szesszilis szovetben,
illetve a kozponti vérsejtképzo szervben darazsfertozést kovetéen mikor kezdodik a keringésbe
keriil6 lamellocitak differencialodasa. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy kozponti
vérsejtképzo szerv a darazsszaratast koveto 24 és 48 ora elteltével ép, morfologiai sajatossagai
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nem valtoznak (46. Abra A, B), 72 éra elteltével azonban az elsé lebenyek szétesnek, a
hemocitak a keringéshe keriilnek és csak a duzzadt masodik lebenyek lathatok (46. Abra C). Az
L1 (Atilla) molekulanak a kozponti vérsejtképzé szervben és a keringé hemocitakon torténd
kifejezodésének dinamikajat vizsgalva megallapitottuk, hogy a darazsszarast koveto 24 ora
elteltével a larvak nagy részének kozponti vérsejtképzo szervében nem tapasztaltunk lamellocita
differencialodast (46. Abra A), addig a keringésben megjelentek L1 (Atilla) pozitiv vérsejtek
[Honti és mtsai., 2010] (46. Abra D). A darazsfertézést kovetd 48 ora utan a kozponti
vérsejtképzé szervben is megjelent néhany L1 (Atilla) pozitiv hemocita (4. Abra B nyil) (10
larvabol 5-ben), azonban ebben az idépontban az 6sszes megvizsgalt larva keringésében az L1
(Atilla) pozitiv lamellocitak szama megemelkedett (46. Abra E).

24 éra 48 ora 72 6ra

46. Abra. Az L1 (Atilla) molekula kifejezédése a kizponti vérsejtképzé szervben és a keringé hemocitakban a
darazsszarast kovetéen

A lymph gland és a keringé hemocitak fenotipusa a Hemese>GFP larvakban a darazsfert6zést koveté 24 ora (A, D),
48 ora (B, E) és 72 6ra (C, F) elteltével anti-L1 és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal torténé festést kovetoen
(piros). A lymp gland-ek konfokalis Z stack felvételei (A, B, C) és ugyanazon allatok keringé hemocitainak felvételei
(D, E, F). A sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova (kék). A nyilak az anti-L1 ellenanyaggal festett keringd
lamellocitakat mutatjak, a csillag egy megduzzadt masodlagos lebenyt jelol. (Méret jelzés: 20 pm) [Markus és mtsai.,
2009].

Mivel a kozponti nyirokszerv elsé lebenyébdl is szarmaznak lamellocitk, az elsé lebenyt a

Collier markerrel jeloltiik (Crozatier és mtsai., 2004) és az els6 lebenyben valamint a keringésben
differencial6do lamllocitakat az L1 markerrel kovettitk nyomon (47. Abra A, B, C). A
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darazsfertézést kovetd korai idépontokban, a megvizsgalt 13 allat mindegyikében (47. Abra, A),
48 ora elteltével 16 allatbol 15-ben (47. Abra B) valtozatlannak talaltuk az elsé lebenyt, egy
egyedben lattunk néhany L1 pozitiv hemocitat. A darazsindukciot kovetd 72 ora elteltével azonban
a larvak kétharmadaban a kdzponti vérsejtképzo szerv eliilsé lebenye felbomlott, csak a PSC
Collier-t kifejezé sejtjei és a csillaggal megjelslt megnagyobbodott masodlagos lebenyek voltak
lathatok (47. Abra C), mig a keringésben a darazsfertézést kovet minden vizsgalt idépontban (24,
48 ¢és 72 6ra) L1 (Atilla)-t kifejezo lamellocitakat talaltunk (47. Abra D, E, F, nyilhegyek).

47. Abra. A kézponti vérsejtképzé szerv és a keringé hemocitak morfolégiajanak valtozasa darazsszirast
kdvetden

A kozponti vérsejtképzo szerv (A, B, C) eliilsé lebenyének hatulso részén talalhaté PSC-ben kifejez6dé Collier fehérje
(nyil) festédése anti-Collier és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal (piros), valamint a keringésben 1évo L1-et
(Atilla) kifejez6 hemocitak (nyilhegy) festése anti-L1 és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal (piros) (D, E, F) a
darazsszurast koveto 24. (A, D), 48. (B, E) és 72. (C, F) éraban (Méret jelzés:20 um) [Markus és mtsai., 2009].

A lamellocitak eredetének vizsgalata soran harmadik megkdozelitésként egy olyan
enhanszer csapdazo mutanst, a hdcss larvait [Weaver és White 1995] hasznaltunk, amelyben a
kizarolag a kozponti vérsejtképzo szerv eredetii hemocitak fejezik ki a hdc expressziot jelzé
marker p-galaktozidaz gént, a szesszilis és keringé hemocitakban az enzim nincs jelen (48. Abra).
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Circulation

48. Abra A headcase-LacZ megnyilvanulasa a hdces larva kizponti vérsejtképzé szervben, a szesszilis szévetben
és a keringé hemocitakban

A headcase-LacZ kifejezédését nyalban termeltetett anti-B-galaktozidaz és anti-nyal Alexa Fluor 488 ellenanyagokkal
tettiik lathatova (zold). (Méret jelzés: 10 um) [Markus és mtsai., 2009].

A darazsindukciot koveto 24 és 48 ora elteltével a keringésben nem talaltunk -
galaktozidazt kifejez6 hemocitakat, viszont 72 6ra utan, amikor a kozponti vérsejtképzé szerv
eliilsé lebenye mar szétesett (49. Abra, A, C), a keringésben 1évé, L1 (Atilla) pozitiv hemocitak
8%-a ¢s a plazmatocitak 11%-a fejezte ki a B-galaktozidazt a sejtmagjaban (49. Abra, B, D).

49. Abra. A hdcss larva és kizponti vérsejtképzé szerve keringé hemocitai a darazsfertézést kivet 72 éra
elteltével

(A, C) A P[lacZ-un1]hdcB5 enhanszer csapdazo mutans larvak kozponti vérsejtképzo szervének és (B, D) keringo
hemocitainak konfokalis mikroszképos képe. A headcase-LacZ megnyilvanulasat anti-p-galaktozidaz és anti-nyal
Alexa Fluor 488 ellenanyaggal tettiik lathatova (zold), a lamellocitakat anti-L1 és anti-egér Alexa Fluor 568
ellenanyagokkal festettiik (piros). (C) A kozponti vérsejtképzo szerv és a (D) kering6 hemocitak DAPI festése és
faziskontraszt képe egymasra illesztve. (Méret jelzés: 20 um) [Markus és mtsai., 2009].

Ugyanezen sejtek anti-Hemese ellenanyaggal torténé festédése igazolja azok hemocita identitasat
(50. Abra).
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50. Abra. A hdcss larva keringé hemocitai a darazsfertézést kiveté 72 éra elteltével

(a) A headcase-LacZ kifejez6dését anti-p-galaktozidaz és anti-nyal Alexa Fluor 488 ellenanyaggal tettiik lathatova
(zold), (b) a hemocitakat anti-Hemese és anti-egér Alexa Fluor 568 ellenanyagokkal festettiik (piros). (c) A keringé
hemocitak DAPI festése és faziskontraszt képe egymasra illesztve. (d) Az a és b kép egymasra illesztve. (Méret jelzés:
50 um) [Markus és mtsai., 2009].

Az enhanszer csapdazo hdess mutans larva hemocita kompartmentumainak vizsgalata
soran kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a darazsfert6zott larvakban a keringésébe keriil6
hemocitak csekély hanyada szarmazik a kozponti vérsejtképzé szervbél és ezek a sejtek csak a
fert6zés késoi szakaszaban jarulnak hozza a keringé hemocita populaciohoz.

Az egymastol alapvetéen kiilonbozé indirekt megkozelitéssel végzett, a lamellocitak
eredetének feltarasara iranyul6 valamennyi kisérletiink eredménye azt sugallta, hogy a
lamellocitak a szesszilis szovetbdl is kialakulhatnak, és elobb keriilnek be a keringésbe, mint a
kozponti vérsejtképzo szervbol szarmazo lamellocitak.

A lamellocitak szesszilis eredetének nyomon kovetésére egy direkt megkozelitést is
alkalmaztunk. A Hemese>GFPnls larva poszterior részén az epidermisz alatt 1évé poszterior
vérsejtképzo szovetbdl GFP-t kifejez6 szesszilis hemocitakat izolaltunk és azokat fluoreszkalo
hemocitakat nem tartalmazo Oregon R larvakba transzplantaltunk. Ez a megkdazelités lehetévé
tette a GFP-t kifejezd szesszilis eredetii sejtek direkt azonositasat az Oregon R larvaban (51. Abra
A nyil). Az Oregon R larvakba transzplantalt zélden fluoreszkald hemocitak a larva kutikulajan
keresztiil is jol lathatoak voltak (51. Abra, A). A transzplantaciot kovets 72 ora elteltével a
larvakbol hemocitakat gytjtottiink és a keringd hemocitakL1 kifejezédését vizsgaltuk (51. Abra,
D). A vad tipusti Oregon R larvaban a transzplantaciot kovets 72 ora elteltével a GFP-t (51. Abra,
B nyil) és lamellocita specifikusan megnyilvanul6 L1 (Atilla) molekulat egyiittesen kifejezé
sejteket is talaltunk (51. Abra, D), ami egyértelmiien bizonyitja, hogy a Hemese>GFPnls-t
kifejezo szesszilis sejtekbol lamellocitak is differencialédnak az Oregon R recipiens larvaban; a
transzplantalt larvaban talalt 53 zolden fluoreszkalo sejtbél 15 az L1(Atilla) molekulat is kifejezte
¢s ezek nagy része lamellocita morfologiaju, nagymeéreti Kiteriilt hemocita volt. A transzplantalt
sejtek eredetileg nem fejezték ki az L1 (Atilla) fehérjét, viszont a larva szurasa elegendé ingert
jelentett a lamellocitak képzodésének kivaltasahoz [Markus és mtsai., 2005].
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51. Abra. Vad tipusi Oregon R larvaba transzplantalt Hemese>GFPnls-t kifejezé szesszilis hemocitak
morfolégiaja

(A) Az Oregon R larvéaba transzplantalt Hemese>GFPnls-t kifejez6 szesszilis hemocitak magjai zolden fluoreszkalnak
a befogado Oregon R larvaban (nyilak). A nyilhegy a transzplantacioval el6idézett sériilés melanizalodasat jeldli.

(B) A transzplantalt larva keringésébdl gyiijtott hemocitak egy része kifejezi a GFP-t (nyil) és az (D) L1 (Atilla)
molekulat (nyil). (C) A hemocitak sejtmagjainak DAPI festése (kék). (Méret jelzés: A 100 um, B, C, D 20 um)
[Markus és mtsai., 2009].

A Drosophila larva kozponti vérsejtképz6 szervét eddig a lamellocitak Kizarélagos
forrasanak tekintették [Lanot és mtsai., 2001, Sorrentino és mtsai., 2002, Evans és mtsai., 2003,
Crozatier és mtsai., 2004, Jung és mtsai., 2005, Crozatier és Meister 2007, Krzemienet és mtsai.,
2007]. Eredményeink szerint azonban a larva testiiregének epidermiszéhez tapadt szesszilis
hemocitak szintén vérsejtképz6 kompartmentumként funkcionalnak. Az immun indukciét
kovetéen a keringésben mar akkor megjelennek lamellocitak, amikor a kzponti vérsejtképzo
szerv még teljesen intakt allapotban van. A GFP-vel jel6lt szubepidermalis szesszilis hemocitak
transzplataciojaval pedig direkt méodon is sikeriilt igazolnunk, hogy a kézponti vérsejtképzé
szerven kiviil, a larva kutikulajanak falahoz tapadé szesszilis hemocitakbol is differencialédhatnak
lamellocitak, melyek a keringésbe keriilve idében megelézik a kdzponti vérsejtképzo szervben
differencial6do lamellocitak megjelenését.
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3.3.3. A hemocita aktivalodas szabalyozasanak ttjai

A Drosophila larvakban a parazitoid darazsak petéi hemocita proliferaciot és a
lamellocitak differencialodasat valtjak ki. A lamellocitak differencialodasat szabalyozo aktivacios
utak térképezésére az UAS-GALA4 rendszer [Duffy 2002] alkalmazasaval elséként, hemocita
specifikus aktivalo/gatlo rendszer alapjat képezé hemocita specifikus meghajto elemet hoztunk
létre. Az elem segitségével jelatviteli utvonalakban szerepet jatszo gének expressziojat
moédositottuk, majd jellemeztiik a hemocitak fenotipusaban bekovetkez6 valtozasokat.

A hemocitak jelatviteli utvonalaiban szerepet jatszo gének hemocitakban torténo
taltermeléséhez elészor egy hemocita specifikus meghajto elemet hoztunk Iétre a larva 6sszes
hemocitajaban  megnyilvanulo6  Hemese gén (Id. 3.2.1. fejezet) upstream  régiojanak
felhasznalasaval. Az upstream régiot az éleszt6 GAL4 génnel fuzionaltattuk, majd Drosophildba
juttatva olyan Hemese>GAL4 transzgenikus vonalat hoztunk létre, mely a hemocitak
fenotipusanak konnyebb meghatarozasa érdekében a sejtmagban kifejez6d6 GFP-t kodolo
P[UASGFP.nlIs]8 GFP riporter gént is hordozza (Hemese>GFPnls), igy a keringé és a szesszilis
hemocitak az ¢16 larva kutikulajan keresztiil is vizsgalhatok (52. Abra). A larva epidermisze alatt
a szegmentek mentén kitapadt szesszilis hemocitak, valamint a larva posterior végén lathato
posterior hematopoetikus szévetben csoportosulé hemocitak morfologiailag a keringé
hemocitakhoz hasonlitanak. A Hemese>GAL4 meghajto elem a Hemese gén endogén
kifejezédési mintazatatol eltéréen a kozponti vérsejtképzé szervben gyengén nyilvanul meg és a
keringé hemocitaknak kb. 80%-aban aktiv, ami azzal magyarazhat6, hogy a Hemese>GAL4
konstrukcio valoszintileg nem tartalmazza a Hemese gén teljes szabalyozo régiojat. A
Hemese>GAL4-el meghajtott transzgén a hemocitakon kiviil ektopikusan kifejezédik még a
nyalmirigyben és a kozépbél egyes szakaszaiban is. Ehhez hasonl6 jelenséget egyéb GAL4
konstrukciok esetében is megfigyeltek [Duffy 2002, Gerlitz és mtsai., 2002], amelyet a Hemese
esetében valosziniileg a vektorban talalhato hsp70 gén maradék promoter aktivitasa idézi eld.

52. Abra. A GFP fehérje kifejezddése a Hemese>GFPnls ¢l larva hemocitaiban

(a) Erés GFP kifejezddés lathaté a Hemese>GFPnls larva poszterior részén szegmentalisan elhelyezkedé szesszilis
hemocitakban (nyilhegyek).

(b) Poszterior hemocita csomo és

(c) Szesszilis hemocitak [Zettervall és mtsai., 2004].
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Munkank soran a Drosophila hemocitainak aktivalasaban résztvevo jelatviteli
utvonalakat, valamint a Drosophila larva hemocitainak proliferaciojat és a lamellocitak
differencialodasat szabalyozo6 géneket kivantunk azonositani. Ehhez 6tvenhét UAS transzgént
hordozo torzset valasztottunk ki, amelyeket a rekombinans GFP-t expresszaléo Hemese>GAL4
vonallal kereszteztiik és az utddokban a hemocita szamot és a lamellocita differencialodast
vizsgaltuk. A 3. Tablazatban bemutatott konstrukciok voltak azok, amelyek kisérleteink szerint a
sziiléi kontrollokhoz képest hemocita fenotipus valtozast okoztak.

3. Tablazat.
Hemocita fenotipust okozé konstrukciék

Gén Konstrukcio Tipus  Prolif. Lam. CRC. Megjegyzés
Alk P[UAS-AIK] WT + + 0
P[UAS-AIk.ACT] CA + 0 0
aop P[UAS-aop.ACT] CA + + + Melanotikus gobok
Egfr  P[UAS-Egfr.B]32-26-1 WT + 0 0
hep P[UAS-hep.CA] CA 0 + 0 Melanotikus gobok
hop P[UAS-hop.Tum] CA 0 + 0 Melanotikus gobok
pan P[UAS-pan.dTCFAN]4 DN + + 0 Melanotikus gobok
pnt P[UAS-pnt.P1] WT + 0 0 Melanotikus gobok
Pvr P[UAS-Pvr.é] CA + + 0 Melanotikus gobok
P[UAS-Pvr.DN] DN - 0 0
Racl P[UAS-Racl.L] WT + + 0 Melanotikus gsbsk
P[UAS-Rac1.N17]1 Mut 0 * - Sokmagvi sejtek
P[UAS-Rac1.V12] Mut Halalos
Ras85D P[UAS-Ras85D.V12]TL1 WT + 0 0 Melanotikus gobok
sgg P[UAS-sgg.S9A]MB14 WT 0 + 0 Melanotikus gobok
Toll P[UAS-TI.10b:11] CA + + 0 Melanotikus gobok

Prol. proliferacio; Lam. lamellocitak; Crys., kristalysejtek; WT, vad tipus; CA, allandéan aktiv;

DN, dominans-negativ; Mut, mas mutans; +, novekedés; 0, nincs valtozas; , csokkenés; (+), alacsony penetranciaja
novekedés*; Sok magva sejtek, amelyek nem fejeznek ki lamellocita specifikus marker molekulakat. aop, anterior
open; alk, anaplastic limfoma kinaz;alk-CA, allandoan aktiv anaplastic limfoma kinaz; Egfr, Epidermalalis
novekedési faktor receptor; hep, hemipterous; hop, hopscoch; pnt, pointed; PvrPGF és VGF-Receptor Related; Racl,
kis GTP-az; Ras, Ras oncogén; sgg, shaggy; T1.10b, Toll:ob [Zettervall és mtsai., 2004].

Vizsgalataink megerésitették azt a korabbi megfigyelést, mely szerint a Toll és a
JAK/STAT utvonal szerepet jatszik a lamellocitak differencialodasaban [Hanratty és Dearolf
1993]. Elsoként igazoltuk, hogy két tirozin kinaz receptor, az Alk és a Pvr, tovabba a wingless
szignalizacio két negativ regulatora, a Shaggy és a Pangolin, tovabba a mitogén-aktivalt protein
kinaz (MAPK) szignalizacios utvonalban szerepet jatszo tovabbi hét gén is szerepet jatszik ebben
a folyamatban (53. Abra).
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53. Abra A Drosophila larva hemocitainak proliferaciéjat és differencialédasat a kovetkezé gének és jelatviteli

atvonalak befolyasoljak [Zettervall és mtsai., 2004.]

A Drosophila Alk [Lorén és mtsai. 2001] az emberi anaplastic lymphoma kinase (Alk)
homologja, melyet a human NPM-ALK 2;5 kromoszoma transzlokacio kapcsan azonositottak, és
amely  6sszefiiggést mutat a non-Hodgkin's
transzformaciokhoz vezets hemocita proliferacio és differencialodas valtozasaival [Morris és
mtsai., 1994; Kuefer és mtsai., 1997].
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54. Abra. A Drosophila és a human/egér Alk molekulak altal kozvetitett jelatviteli itvonal [Palmer és mtsai.,

2009. nyoman].
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Eredményeink szerint az Alk Drosophila hemocitakban tortén6 ektopikus expresszioja
hasonlo kovetkezményekkel jar, azaz a hemocitak dramai fenotipus-valtozasan kiviil tumorok
képzédése is megfigyelheté. A Drosophila és a human/egér Alk molekulak altal kozvetitett
jelatviteli utvonalat az 54. Abran mutatjuk be. Bar az Alk fehérje jelenlétét a hemocitakon
ellenanyag-festéssel ki tudtuk mutatni, az alk mutacio embrié letalis hatasa miatt az alk
funkciojat normal hemocitakban nem tudtuk megvizsgalni. Kisérleteink soran a Pvr, a human
platelet-derived growth factor (PDGF) vascular endothelial growth factor (VEGF) receptorok
Drosophila homologjanak, hemocitakban torténd taltermeltetése a hemocitak proliferacojanak
fokozodasat valtotta ki. Ez a megfigyelés 6sszhangban all Munier és munkatarsai eredményeivel,
akik nemcsak kimutattak a Pvr fehérje jelenlétét a hemocitakon, hanem ligandjat, a Pvf2-t,
taltermeltetve a cirkulalé hemocitak szamanak emelkedését tapasztaltak [Munier és mtsai., 2002].
A Pvr és Alk hemocitakban torténé taltermeltetése nemcsak a hemocitak szamanak emelkedését
okozta, hanem a hemocitak lamellocitakka torténd differencialodasat is kivaltotta. Ez a
megfigyelés azt mutatja, hogy ezek a tirozin kinaz receptorok mas jelatviteli utvonalakat is
aktivalhatnak. Elképzelheté hogy a Pvr és Alk kinazok ugyanazokat a molekulakat foszforilaljak,
mint a Drosophila JAK homolog Hopschoch, hiszen a JAK/STAT 1tvonal hopscotchtum
[Hanratty és Dearolf 1993] taltermeltetésével torténd aktivacioja élénk lamellocita
differencialodast valt ki. Egy masik lehetdség, hogy a Pvr és Alk a Jun specifikus MAPK
utvonalat aktivalja, hiszen a Drosophila Jun kinaz kinaz Hemipterus aktivalt formajanak
taltermeltetése erés lamellocita fenotipust indukal, mig a Jun kinaz atvonalat aktival6 vad tipusa
Racl csak kisebb mértéka lamellocita differencialodast okoz.

A Drosophila Anterior open (Aop), melyet gyakran Yan-nak is neveznek egy ETS faktor,
mely transzkripcios represszorként miikodve gatolja a differencialodasi folyamatokat, ezaltal
verseng az aktivalo szereppel biro Pointed molekulaval. Az Aop-t a 6 citoplazmatikus jelatviteli
utvonal, a Sevenless/Ras/MAPK modulalja, melynek bonyolult kaszkad reakcioi végiil a Pointed
aktivalodasahoz és az Aop inaktivalodasahoz vezet. A kisérleteinkben hasznalt aop. ACT
mutansban az 6sszes lehetséges MAPK foszforilacios hely mutaciot szenvedett, ezért a Pointed
konstitutiv represszoraként mikédve anti-proliferativ hatast varnank. Ezzel szemben e mutans
esetében vizsgalataink soran jelentés lamellocita differencialodast és hemocita proliferaciot
tapasztaltunk. Mivel az Aop a Ras/MAPK 1tvonalon kiviil a Jun Kinaz jelatviteli utvonal is
szabalyozza, lehetséges, hogy kiilonb6zé6 MAPK-k szabalyozzak azt a nagyon érzékeny
egyensulyt, amely végiil a két EST faktor eltér6 foszforiaciojan keresztiil a hemocitak
proliferaciojahoz vagy lamellocitak differencialodasahoz vezet [Palmer és mtsai., 2009].

Kisérleteink soran lamellocita differencialodast tapasztaltuk tovabba a human Ternary
complex faktor (TCF) transzkripcios faktor Drosophila homolégja, a Pangolin dominans negativ
formajanak vizsgalata, valamint a 3-catenin homolég Armadillo negativ regulatora, a Shaggy
esetében. Bar a Shaggy konstrukcio vizsgalata esetében kisebb és nagyobb szorassal biro
lamellocita szam novekedést tapasztaltunk, ezek az eredmények arra utalnak, hogy a wingless
jelatviteli utvonal a lamellocitak differencialodasanak negativ regulatora.

Kisérleteink eredményeibél egyértelmiien arra kovetkeztethetiink, hogy a Drosophila
larvaban a hemocitak szamat és a lamellocitak differencialodasat egymastol fiiggetlen folyamatok
szabalyozzak. Bar a lamellocitak differencialodasat elsésorban a receptor tirozin kinazok altal
képviselt Rass/MAPK jelatviteli utvonal iranyitja, ez a folyamat olyan 6sszetett modon zajlik, hogy
egyéb, elsésorban a citokinek termelédéséért felelds jelatviteli itvonalak is befolyasolhatjak.
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3.4. A Drosophila mikroorganizmusok elleni védekezésének uj egysége, a nimréd gén- és
fehérje csalad

3.4.1. AnimC1 gén azonositasa és szerepe a sejt-kozvetitette immunvalaszban

A Drosophila larva  hemocitainak  talnyomo tébbsége a mikroorganizmusok
bekebelezésére képes plazmatocita. A keringé (55. Abra A, B, C, H) és a szovetekhez tapadt
szesszilis plazmatocitakon (55. Abra E), valamint a kdzponti vérsejtképzé szerv eliilsé
lebenyében (55. Abra D) az anti-P1a és anti-P1b monoklonalis ellenanyagink segitségével
azonositottuk egy transzmembran fehérjét (55. Abra A), a P1-et. A két ellenanyag a P1 fehérjén
két kiilonbozé epitopot ismer fel (55. Abra H). A P1 molekula a larvalis egyedfejlddés kiilonbozé
szakaszaiban a keringd hemocitak egy részén nyilvanul meg (55. Abra C), melyek mitotikusan
aktivak (55. Abra F) és bekebelezik a kornyezetiikben 1évé baktériumokat (55. Abra G). A P1
negativ lamellocitak a baktériumok bekebelezésében nem vesznek részt (55. Abra G nyil L) és
mitotikusan inaktivak. Kisérleteink soran a késéi harmadik stadiuma larvakban P1 molekulat
kifejez6 sejteket nem csak a kozponti vérsejtképzé szerv eliilsé lebenyén talaltunk (55. Abra D),
hanem a szesszilis szigetekben is (55. Abra E).

55. Abra. A P1 molekula széveti lokalizaciéja
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(A) A P1 molekula immunfestése az anti-P1a és anti-P1b ellenanyagok keverékével (anti-P1), valamint anti-egér
FITC-tal az I(3)mbn-1 hemocita taltermelé mutans és vad tipusa Oregon R larvakbol szarmazé keringé hemocitakon.
A nyilak a plazmatocitakat (P), a kristalysejteket (C) és a lamellocitakat (L) jelolik.

(B) Az I(3)mbn-1 keringé hemocitainak immunfestése és FACS analizise Pla (a hemocitak 78%-a festodik),

valamint P1b (a hemocitak 80% fest6dik), ellenanyagokkal, tovabba indifferens 1gG1 ellenanyaggal (negativ
kontroll) és az anti-Hemese ellenanyaggal (a hemocitak 98%-a festédik. A masodik ellenanyag anti-egér FITC..

(C) Els6, masodik és harmadik stadiumua Oregon R larva keringé hemocitainak immunfestése (Id. A) és DAPI
sejtmagfestése acetonnal tortént fixalas utan. A nyilak a P1-negativ sejteket jelolik.

(D-E) Késdi harmadik stadiuma Oregon R larva kozponti vérsejtképzé szervének (D) és szesszilis hemocitainak (E)
immunfestése anti-P1 és anti-egér-HRPO-aminoetilkarbazol (AEC) felhasznalasaval.

(F) Az I(3)mbn-1 larvakbol szarmazé P1 molekulat kifejezé hemocitak (piros) mitotikus aktivitasat (nyil) anti-
foszfohiszton és anti-egér FITC festéssel (zold) mutattuk ki.

(G) Az I(3)mbn-1 larvak hemocitait FITC-tal jelslt S. aureus baktériummal inkubaltuk, targylemezre tapasztas és
fixalas utan anti-P1 és anti-egér Streptavidin-Cy3-mal festettiik (piros). A sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova
(kék). A képen a konfokalis mikroszkoppal készitett fluoreszcens és faziskontraszt kép egybeolvasztva lathato. (Méret
jelzés: 20 um)

(H) Az ¢él5 hemocitak festédése a Pla, P1b, illetve a P1 ellenanyagokkal (Id. B). A FASC analizis soran mért mean
fluoreszcencia intenzitas értéke a P1 esetében kozel kétszeresére emelkedett, amely azt mutatja, hogy az anti-Pla és
anti-P1b ellenanyagok két kiilonb6z6 epitopot ismernek fel a P1 molekulan [Kurucz és mtsai., 2007b].

A P1 molekulat kodolo gén azonositasahoz a P1 fehérjét Sepharose gyongyokhoz kotott
anti-P1  ellenanyaggal immunprecipitaltuk (56. Abra A), majd  SDS-poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden a molekulatomegnek megfelelé géldarabot izolaltuk (56. Abra A
nyilhegy) és tartalmat tomegspektrometriai vizsgalatnak vetettiik ala. Az analizis eredményeként
kapott VIPYQHR aminosav szekvenciaju peptid a Drosophila egy eddig ismeretlen funkcioju
génjét (CG8942) azonositotta, melyet nimrédnak (nimC1) neveztiink el. Errél a génrél egy 620
aminosav hosszusagua, 65 kDa molekulatomegi fehérje képzodik, amely N-terminalis szignal
peptidet, 548 aminosav hosszu sejten kiviili domént melyen 46 potencialis glikozilacios hely
valosziniisithetd, egy transzmembran régiot és egy 23 aminosav terjedelmii sejten belili domént
(56. Abra B) tartalmaz. A Western blot analizissel meghatarozott molekulatsmeg a feltételezheté
poszt-transzlacios modositas, a glikozilacié miatt lehet magasabb, mint az aminosav 6sszetételbél
szamitott érték (56. Abra A).

A B nimC1 gén: 2637 bp
1. exon: |ntron: 2. exon:
Weslern blot Ezlistfeslés 213bp 597 bp 1647 bp

— -
: RN y g/
5'u N\ 7" nimC1 mRNS: 2040 bp .~ 3'UTR
64 bp e

.&eiggo < NimC1 fehérje: 620 AS|

(Val-lle-Pro-Tyr-GIn-His-Arg

igG  P1-IP qC  P1-IP

56. Abra. A P1 molekula immunprecipitalasa és a kédolé gén azonositasa

(A) Az I(3)mbn-1 larva hemocitakbal készitett kivonat immunprecipitalt minta Western blot analizise és eziist festése.
(B) A MALDI-TOF tomegspektrometriai analizissel meghatarozott peptidszekvencia altal meghatarozott nimC1 gén
és transzkript [Kurucz és mtsai., 2007b].
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Annak igazolasara, hogy a P1 fehérje valoban a nimC1 gén terméke, a P1 kifejezodést nem
mutato, Drosophila embrionalis makrofag eredetii Schneider 2 (S2) sejtvonal sejtjeit a kijavitott
(Id. Anyag és Modszer) nimC1 cDNS felhasznalasaval késziilt pMT-nimC1/V5-HisA vektorral
transzfektaltuk és a P1 fehérje kifejezodését anti-Plellenanyag immunfestéssel és Western blot
analizissel vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a nimC1 génrdél atirodott NimC1 fehérjét az anti-P1
ellenanyagok mind az ¢16 sejtek plazmamembranjaban (57. Abra, A, B), mind a sejtekbél készitett
kivonatban (57. Abra, C) felismerték. Ez azt jelenti, hogy az anti-P1 ellenanyagokkal azonositott
fehérje valoban a nimC1 génrél irodik at. Az, hogy a NimC1 molekulat kifejezé S2 sejtek
aggregatumokat képeztek arra enged kovetkeztetni, hogy a NimC1 molekula a sejt-sejt
kolcsonhatasok kialakulasaban, a sejtadhézidban is szerepet jatszhat.

100
kDa

57. Abra. A NimC1 fehérje kifejeztetése a Drosophila Schneider 2 (S2) sejtvonalban

(A) A pMT-nimC1/V5-HisA vektorral transzfektalt S2 sejtek Nomarski-optikaval késziilt felvétele és (B) a NimC1
fehérje indirekt immunfluoreszcencia festése anti-P1 és anti-egér FITC ellenanyagokkal. (Méret jelzés: 20 um)

(C) A NimC1 fehérje kimutatasa a pMT-nimC1/V5-HisA vektorral transzfektalt S2 sejtekb6l Western blot analizissel,
anti-P1 és anti-egér HRPO ellenanyagokkal. Az 1. és a 3. minta két, egymastol fiiggetlen transzfekciobol szarmazo
S2 sejt kivonata, a 2. minta az tires vektorral transzfektalt S2 sejtek kivonata [Kurucz és mtsai., 2007b].

A nimC1 gén termékének RNS interferenciaval torténé csendesitésével (58. Abra) harom
egymastol figgetlen transzformans vizsgalata soran is azt tapasztaltuk, hogy a Hemese>nimC1-IR
konstrukciot tartalmazo larvak fagocita sejtjein nagymértékben csokkent az P1 molekula
kifejezddése (59. Abra A, B), ami ugyancsak azt igazolja, hogy a P1 molekulat a nimC1 gén
kédolja.

A NimC1 fehérje RNS interferenciaval torténd csendesitése soran a hemocitak
Staphilococcus aureus (S. aureus) és Escherichia coli (E. coli) bekebelez6 képességét is
megvizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a NimC1 kifejez6désének gatlasa jelentdsen csokkentette
a sejtek S. aureus bekebelez6 képességét, a fagocitozis index a kontroll allatokban mért érték
egyharmadara esett (59. Abra C) mig az E. coli fagocitézisat szignifikansan nem befolyasolta.

A NimC1 fehérjét S2 sejtekben kifejeztetve azt tapasztaltuk, hogy a NimC1 az S2 sejtek
plazmamembranjaban torténé megnyilvanulasaval (57. Abra B) parhuzamosan az S2 sejtek E. coli
és S. aureus fagocitalé képességét jelentdsen fokozza (59. Abra D). A bemutatott funciovesztéses
és funkcionyeréses kisérletek eredményeibdl arra kovetkeztettiink, hogy a NimC1 a baktériumok
fagocitalasaban jelentds szereppel biro sejtfelszini molekula.
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58. Abra. A NimC1 fehérje csendesitése RNS interferenciaval

A NimC1 csendesitéséhez a kettdsszalit RNS-t (dsRNS) termelé transzgenikus torzset ugy allitottuk eld, hogy a 403
bp nimC1 cDNS fragmentet mindkét orientacioban, egy 1177 bp-os indifferens DNS-sel, a wingless gén intronjaval
elvalasztva, beillesztettiik egy modositott pUAST vektorba, majd azt P elem kozvetitette transzformacioval juttattuk
be a vad tipusi Drosophila wi11s ivarvonalaba. A transzformansokat a vektorban 1évé white szemszin marker alapjan
szelektaltuk, majd a Hemese>GAL4 transzgenikus vonallal kereszteztiik. A Hemese-GAL4>UAS-nimC1-IR utédokban
a wingless gén intronjanak kivagodasaval nimC1 szekvencia specifikus kettésszalu, majd egyesszalt RNS molekulak
képzédnek melyek a RISC komplexel kapcsolodva szekvencia specifikusan ismerik fel és bontjak le a nimC1 génrél
atirodott mRNS molekulakat [Kurucz E]
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59. Abra. A NimC1 szerepe a baktériumok bekebelezésében

(A) Kettosszala RNS interferenciaval csendesitett NimC1 molekula kifejez6désének fluoreszcens mikroszkopos és
aramlasi citometriai analizise He-GAL4XUAS-nimC1-IR (He>nimC1-IR) allatok hemocitainak anti-P1 ¢s biotinalt
anti-egér/Streptavidin-Cy3 vagy (B) anti-egér FITC festését kovetéen. (Méret jelzés: 20 um). A kettésszala RNS
interferencia konstrukciot tartalmazo He>nimC1-IR allatokban megfigyelheté néhany P1-et (NimC1) kifejez6
hemocita (A), ami azzal magyarazhato, hogy a Hemese>GAL4 meghajto elem [Zettervall és mtsai., 2004], igy az
RNS interferencia is a hemocitak kb. 80%-ban mikodik. Az aramlasi citometriai analizis esetén (B) mért
fluoreszcencia értékek kiilonbsége mennyiségileg is meghatarozza a sziil6i és RNS interferenciaval csendesitett
He>nimC1-IR allatok hemocitain kifejez6dé NimC1 molekulat.

(C) FITC-tal jelolt S. aureus baktériumok fagocitozisanak aramlasi citometriai analizise a sziil6i torzsek (kék, zold) és
a kettésszala RNS-sel kezelt, csokkent NimC1 molekulat kifejezé hemocitakon (piros). A fagocitozis indexet (P1 Id.
[Kocks és mtsai., 2005]) ugy hataroztuk meg, hogy a fagocitalé hemocitakat, azaz a kapuzott populaciot (M2)
megszoroztuk annak mean intenzitasaval és a UAS-nimC1-IR kontroll értékét 100%-nak vettiik.

(D) Kontroll S2 sejtek (zold) és NimC1-t kifejezd S2 sejtek (piros) FITC-tal jelslt E. coli és S. aureus fagocitozisa
(felsé hisztogramok), valamint FITC-tal jelolt E. coli és S. aureus kotése (alsé hisztogramok). A kontroll S2 sejteket
és a NimC1-t kifejez6 sejteket egyazon tranziens kifejezést eredményez vektorral transzfektaltuk, de ezek indukcio
hianyaban nem fejezték ki a NimC1-et. A (PI) fagocitozis indexet és a (BI) kotési indexet ugyantagy szamitottuk ki,
mint (C) a teljes sejtpopulacio (M3) figyelembe vételével, hiszen a baktériumok, ha nem is keriiltek bekebelezésre,
kotédtek a plazmatocitakhoz [Kurucz és mtsai., 2007b].

A NimC1 fehérje a kodolo génszekvencia alapjan egy transzmembran fehérje, melynek
sejten kiviili régiojaban tiz Epidermalis Novkedési Faktor (EGF)-hoz hasonlé ismétl6do
motivumot [Campbell és Bork 1993; Wouters és mtsai., 2005] tartalmaz, melyek mindegyike hat
cisztein aminosavat hordoz, ezt egy cisztein gazdag régio, majd a transzmembran domén €s egy
rovid sejten beliili domén (60. Abra) koveti. A CXPXCxxXCXNGXCxxPxxCxCxxGY konszenzus
szekvenciat tartalmazo EGF-hez hasonlé ismétldé motivumot (repeat) NIM repeat-nek neveztiik
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el. A nimC1 gén a Drosophila melanogaster 2. kromoszomajanak 34E régidjaban helyezkedik el,
kozvetlentil a hemocita specifikus Hemese gén [Kurucz és mtsai., 2003] mellett, attol 5°
iranyban.

3.4.2. A nimréd géncsalad azonositasa

A nimC1 gén kdzelében tovabbi kilenc olyan gént azonositottunk, amelyek NIM repeat-et
tartalmazé fehérjét, valamint kozvetleniil az els6 NIM repeat el6tt egy konzervalt CCxGY
motivumot kodolnak. Hasonlo szekvenciakat talaltunk a Drosophila malanogaster fagocita
sejteken megnyilvanulo Draper és Eater fehérjékben. A Draper az apoptotikus sejtek
felismerésében és bekebelezésében vesz részt [Manaka és mtsai., 2004], az Eater fehérje [Kocks és
mtsai., 2005] pedig a kézelmultban kozolt eredményeink szerint a Gram pozitiv baktériumok
fagocitalasan kiviil a hemocitak szesszilis szovethez torténé kitapadasaban jatszik fontos szerepet
[Bretscher és mtsai., 2015].

A tiz nimréd gén harom tipusba sorolhato fehérjét kodol, melyek mindegyike szignal
peptidet is tartalmaz (60. Abra).
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60. Abra. A Nimrod fehérje és géncsalad Drosophila melanogasterben

A nimrgd gének, a nimA (kék), nimB1-5 (zold) és a nimC1-4 (piros) a Hemese gén (fekete) kozelében csoportosulnak
a Drosophila melanogaster 2. kromoszomajanak 34E régiojaban. A Nimrod fehérjék, valamint az Eater és a Draper
szerkezete [Kurucz és mtsai., 2007b].

A NimA fehérje egyetlen NIM repeat-et és ketto, 8 cisztein tartalma EGF-hez hasonlo
domént tartalmaz. Sejten kiviili régidjaban talalhato még, egy EMI domén, amely a fehérjék
kozotti kapesolatok kialakitasaban szerepet jatszo motivum [Callebaut és mtsai., 2003]. A NimA
transzmembran doménjét egy viszonylag nagyméreti sejten beliili régié koveti. A nimB gének
altal kodolt NimB1-5 fehérjék egytél nyolc NIM doménnel és az amino-terminalis végiikon egy
kevéshé konzervalt szekvenciaval rendelkeznek. A NimB tipusu fehérjéknek nincs
transzmembran régiojuk, viszont szignal peptiddel rendelkeznek, igy elképzelhetd, hogy az
opszoninokhoz hasonléan szolubilis formaban, a hemolimfaban keringve funkcionalnak. A

86



dc_1441_17

nimC1-4 gének, egy kivételtol eltekintve, transzmembran fehérjéket kodolnak, melyek 2-16 NIM
doménnel rendelkeznek.

A nimrad géncsaladhoz hasonléan a nimréd homolog gének csaladba szervezdését
talaltuk egyéb rovarokban is, igy pl. az Anopheles gambiae-ban [Holt és mtsai., 2002] (61. Abra
A) és az Apis mellifera-ban [The Honeybee Genome Sequencing Consortium 2006] (61. Abra B).

A
Anopheles T
l.
i |
3
! 3
l 3
2L 3R 3L
= Fou ® Nw <
& v ~
2t 23 § 3% d
| N
A e
—
o=
B C
Apis Egyéb fajokban talalhaté rokon fehérjék
1
] 1
-
y ]
Un.1319 1 i
Un.132 i 1510 . _ 59 . % =
E E EE 2 = N w
5 F X 8.,.';3 ¥ Fcpg 8C8g
N AR L3865 S, ETE uiE
e dhiois SEELEE 38325 ass

61. Abra. A Nimréd homolégok és rokon fehérjék osszehasonlitasa

(A) Az Anopheles gambia-ben a masodik kromoszéma bal karjan (2L) talalhato a Draper homologot kodolé gén, a
harmadik kromoszoma jobb karjan (3R) egy nimA (kék), egy nimB (zold) és két nimC (piros) gén alkotja a
géncsaladot és a harmadik kromoszéma bal karjan (3L) is egy nimC-tipusa gén talalhaté. (B) Apis mellifera-ban
egyetlen Draper tipusu fehérjét kodolé gén talalhato, a nimraéd gén csaladot itt egy nimA (kék), egy nimB (zold) és két
nimC gén (piros) képviseli (C) [Kurucz és mtsai., 2007b].
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Ezekben a fajokban, a nimrod géncsalad joval kevesebb tagbol all. Az Anopheles gambiae és az
Apis mellifera esetén is egyetlen nimA, egyetlen nimB és két nimC1 gén alkotja a géncsaladot.
Hemese gént ezek a géncsaladok nem tartalmaznak, draper homoloégokat viszont igen. Az
Anopheles gambiae genomja a nimraéd géncsaladon kiviil még egy nimC szeri gént kodol, amely
feltehet6en az eater homologja.

Az adatbazisokban torténd szekvencia-keresések azt mutatjak, hogy a CCxGY motivum,
valamint egy vagy tobb NIM domén emlés szervezetekben is fellelhetd, tobbek kozott az
emberben is. Ezekrél a fehérjékrol kevés adat all rendelkezésre, azonban az eddig megismert
funkciok a mikroorganizmusok katésével és a fagocitozissal kapcsolatosak.

A Kkét legrészletesebben tanulmanyozott, CCxGY motivumot és NIM domént tartalmazo
fehérje az Eater és a Draper a baktériumok és az apoptotikus sejtek kotésével jarul hozza a
fagocitozis folyamatahoz [Manaka és mtsai., 2004; Kocks és mtsai., 2005; Hashimoto és mtsai.,
2009]. A Caenorhabditis elegans NimA-szerii CED-1 fehérjéje (61. Abra C) szintén az
apoptotikus sejtek felismerését végzo receptor molekula [Mangahas és mtsai., 2005]. Hasonlo
funkcioval birnak az emlésok genomjaban talalhato ced-1 szert gének altal kodolt receptorok
[Callebaut és mtsai., 2003], az emberben a MEGF10 és az egérben a Jedi (61. Abra C). A nimB
gének rokonai a Bombyx mori és a Holotrichia diomphalia fajokban is talalhatoéak [Matsunaga és
Fujiwara 2002; Ju és mtsai., 2006].

3.4.3. A NIM domén és a nimrdd géncsalad evolucioja

A Nimrod fehérje- és géncsalad Kialakulasat a fehérje domének szintjén is megvizsgaltuk.
Az egyetlen NIM domént tartalmazo fehérjék az izeltlabuakban és a gerincesekben altalanosan
elterjedtek, viszont a tobb NIM doménnel rendelkez6 fehérjék kizarolag a teljes atalakulassal
fejlods rovarokra jellemzéek. Ezért a parszimonia elve alapjan, ami azt jelenti, hogy amennyiben
egy jelenség egyszert és bonyolult hipotézissel is magyarazhato, célszerti az egyszeriibbet
valasztani, azt feltételezziik, hogy az egyetlen NIM doménnel rendelkezé Draper fehérje az 6sibb,
és bel6le alakultak ki a rovarokra jellemzé tobb NIM domént tartalmazo Nimrod fehérjecsalad
tagjai. A Draper és a NimA fehérjék az N-terminalis végiikon a szignal peptidet kovetéen egy EMI
domént hordoznak, ezt kéveti a Nimrod fehérjékre jellemzé CCxGY motivum, majd a NIM
domén. Tobb Drosophila faj Draper és NimA fehérjéibél Hidden Markov modellt (HMM) alkotva
(62. Abra A) szembetiinéen hasonlo eredményt kaptunk, mint két, egymas mellé helyezett EGF
domén esetében (62. Abra C). Az elsé EGF domén elsé harom ciszteinje megfeleltethets az EMI
domén harom ciszteinjének, a negyedik és az 6todik ciszteinb6l szarmaztathaté a CCxGY
motivum, mig a hatodik cisztein aminosav a masodik EGF domén elsé 6t ciszteinjével alakitja ki a
NIM domén hat ciszteinjét. A HMM abrakon lathato, hogy az erésen konzervalt ciszteinek kozott
talalhato gyengébben konzervalt, elsésorban glicin, tirozin és aszparagin aminosavak segitenek az
egyes NIM doménekben talalhato ciszteinek az EGF domén ciszteinjeinek megfeleltetésében (62.
Abra B). Ebbdl azt feltételeztiik, hogy az EMI domén és a NIM domén két EGF doménbél jott
Iétre, inszerciok és deléciok eredményeként, megérizve az EGF doménekre jellemzd konzervalt
cisztein aminosavakat. E modell alapjan a NIM domén és az EMI domén is modosult, 4j funkciot
szerzett EGF doménnek tekinthet6, amelyek egy tobb EGF domént tartalmazé fehérjében
alakultak ki. A Nimrod fehérjecsalad alapitoja igy minden bizonnyal egy Draper-tipusu fehérje
volt, amelybdl a NIM domén duplikacioival és az EGF domének delécisival alakultak ki a NimC,
majd a transzmembran domén deléciojaval a NimB fehérjék. Szekvencia analizisiink alapjan a
NIM domén és az EMI domén valosziniileg két, szorosan egymas mellett talalhato EGF doménbdl
johetett Iétre (62. Abra C).
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62. Abra A NIM domén felépitése és kialakulasa [Somogyi és mtsai., 2008].

A nimrad géncsalad a Drosophila immunvalaszban fontos szerepet jatszik, hiszen tagjai olyan
fontos immunfolyamatokban résztvevé fehérjéket kodolnak, mint a baktériumok, vagy apoptotikus
sejtek bekebelezése. A nimrod gének a Drosophilan kiviil szintén csaladokba tomériilve
helyezkednek el az Anopheles gambiae (Diptera), Apis mellifera (Hymenoptera), Tribolium
castaneum (Coleoptera), Pediculus humanus (Phthiraptera) és Daphnia pulex (Cladocera)
genomjaban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Nimrod klaszterbe tartozo gének, a Centaurin
gamma (cenG), Angiotensin converting enzyme (ance), a Vajk (vajk), valamint a Nimrod A
(nimA), Nimrod B (nimB), és a Nimrod C (nimC), az evolucié soran valamilyen szelekciés nyomas
kovetkeztében egymassal kapcsoltan oroklodtek (63. Abra) [Somogyi és mtsai., 2010]. A vajk
géncsalad tagjairol a kézelmultban megjelent kozleményiinkben mutattuk be, hogy ezek a gének a
szervezet els6, mechanikai védelmi vonalat biztosito kutikularis elemek kialakulasaban téltenek be
fontos szerepet [Cinege és mtsai., 2017].
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63. Abra. A Nimréd klaszter genomi szervezédése [Somogyi és mtsai., 2010. nyoman]

(A) A kiilonbozo fajokban a cenG (fekete), ance (kék), vajk (zold), a draper tipusa nimA (piros), a nimB tipusa
(narancssarga), a nimC tipusu (rozsaszin) és egyéb gének (fehér). (B) A gének sorrendje a kromoszoman a
szinkddokkal, 12 Drosophila fajban konzervalt szintenikus régiok [Bhutkar és mtsai., 2008], azok egyiittes
kifejez6dése [Spellman és Rubin 2002], a klaszterek szervezett megnyilvanulasa a Drosophila fajokban [Mezey és
mtsai., 2008], Class | inzulator helyek [Negre és mtsai., 2010], polikomb fehérjéket koté domének [Tolhuis és mtsai.,
2006], Eve transzkripcios faktor kétohelyek [de Wit és mtsai., 2008].

3.4.4. A nimréd gén- és fehérje csalad biologiai funkciéjanak vizsgalata

A Drosophila melanogaster fagocita sejtjein megnyilvanulé NIM domén tartalmu
fehérjék a fagocitozis receptorok 1uj csaladjat alkotjak. A Drosophila genomja a Nimrod fehérjék
mellett tovabbi NIM domént tartalmazo receptorokat is kodol, ezek a Draper, az Eater és a Six-
microns-under (SIMU). A SIMU az apoptotikus sejtek eltavolitasat végzi [Kurant és mtsai.,
2008], a Draper az apoptotikus sejteken kiviil [Manaka és mtsai., 2004], a Staphylococcus aureus
(S. aureus) baktérium sejtfalaban a lipoteichoic savat felismeré receptorként is funkcional
[Hashimoto és mtsai., 2009]. Az Eater fagocitozis receptor kdzvetleniil koti a nativ Gram-pozitiv
S. aureus és Enterococcus faecalis (E. faecalis) baktériumokat, viszont a Gram-negativ E. coli,
Serratia marcescens (S. marcescens) ¢s Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) baktériumokat
csak akkor képes megkotni, ha azok sejtmembranjat a kationos cecropin A antimikrobialis peptid
eldzetesen megbontotta [Chung és mtsai., 2011].
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3.4.4.1. ANimC1 fehérje baktériumkotésének vizsgalata

A 3.4.1. fejezetben bemutatott funkciovesztéses és funkcionyeréses vizsgalataink
eredményei szerint a NimC1 molekula a baktériumok fagocitalasaban jatszik szerepet, ezért a
tovabbiakban a Nimrod fehérjék baktériumkaotését vizsgaltuk, és ehhez egy uj, indirekt
immunfluoreszcencian és aramlasi citometrian alapulé vizsgalati médszert dolgoztunk ki (64.
Abra) [Zsamboki és mtsai., 2013].

Elsodleges ellenanvag

Drosophila fehérje

64. Abra. A Drosophila fehérjék baktérium katésének vizsgalatara kidolgozott mérési médszer elve

A vizsgalni kivant baktériumokat hével elsltik, majd FITC-tal jeloltik. A Drosophila fehérjét kisérleteinkben az
1(3)mbn-1 mutans larvabol szarmazo hemocitak lizatuma, illetve a rekombinans Nimrod fehérjéket termelé Sf9
lepkesejt lizatuma tartalmazta, amit egy éjszakan keresztiil a FITC-tal jel6lt baktériummal, majd a hemocitakban
megnyilvanulo NimC1 fehérjét felismeré anti-P1, vagy a rekombinans fehérjék FLAG epitopjat felismerd anti-
FLAG és anti-egér Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal inkubaltunk. A FITC-tal jelolt baktériumokat aramlasi
citometriaval, zold fluoreszcenciajuk alapjan azonositottuk, majd a Drosophila fehérje baktériumokhoz torténé
kotédését anti-NimC1 (anti-P1) és az anti-egér Alexa 633 tavoli voros fluoreszcenciajanak mérésével hataroztuk
meg. Az indirekt immunfluoreszcencia festések negativ kontrolljaként az anti-P1 ellenanyagokkal azonos izotipusa
(lgG1) anti-L1 ellenanyagot hasznaltuk [Zsamboki J.].

A NimC1 fehérje E. coli és Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) kotésének
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a hemocita lizatummal kezelt és anti-P1 valamint anti-egér
Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal festett E. coli baktériumok fluoreszcencia intenzitasa (65. Abra
A) az izotipus kontrollhoz képest (65. Abra A) tobb mint kétszeresére emelkedett. Ebbél arra
kovetkeztettiink, hogy a hemocita lizatumban talalhato NimC1 fehérje kotodik a Gram-negativ E.
coli-hoz. A S. epidermidis esetében azt tapasztaltuk, hogy a baktériumsejtek tavoli voros
fluoreszcenciaja nem kiilonbozik szignifikansan az izotipus kontrolltol, azaz a NimC1 nem
kotodik a Gram-pozitiv S. epidermidis-hez (65. Abra B). Biologiai negativ kontrollként a Hml-
Gal4.4,2XUAS-EGFP;I(3)mbn-1 torzs hemocitait hasznaltuk, errél a térzsrél kimutattuk, hogy
egy spontan hattér mutacio kovetkeztében az anti-P1 ellenanyagokkal a NimC1 fehérje nem
mutathato ki [Honti és mtsai., 3013]. E torzs hemocitaival végzett baktériumkaotési kisérletben
azt talaltuk, hogy az anti-P1 ellenanyagokkal festett minta fluoreszcencia intenzitasa az izotipus
kontrollhoz hasonlé mértékii (65. Abra B).
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65. Abra A NimC1 fehérje E. coli és S. epidermidis baktérium kitésének vizsgalata

Az 1(3)mbn-1 hemocita lizatummal inkubalt E. coli, illetve S. epidermidis anti-P1 (piros) és izotipus kontroll anti-L1
(kék) elsédleges, valamint anti-egér Alexa Fluor 633 masodlagos ellenanyagokkal torténé festést kovetd aramlési
citometrias analizise. A baktériumkotés jellemzésére az anti-P1 ellenanyaggal festett baktériumokon mért
fluoreszcencia intenzitas szamtani kozépértékének (MFInimc1), valamint az anti-L1 ellenanyaggal festett
baktériumokon mért fluoreszcencia intenzitas szamtani kozépértékének (MFladiia) a hanyadosat valasztottuk
(MFInimc1/ MFlatina), amit relativ fluoreszcencia intenzitasnak (RMFI) neveztiink el. A kapott MFI értékeket
statisztikailag elemeztiik és azt a kolcsonhatast fogadtuk el baktériumkotésnek, ahol a Student t-teszt eredménye <
0,05, vagyis az anti-P1 ellenanyaggal festett minta MFI értéke szignifikansan kiilnbozik az anti-L1 MFI értékétsl. A
harmadik hisztogram Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; I(3)mbn-1 trzs hemocitainak E. coli baktériumkotését, a
negyedik a puffer kontrolt abrazolja [Zsamboki és mtsai., 2013 nyoman].

A tovabbiakban megvizsgaltuk a NimC1 kotédését a Gram-negativ Serratia marcescens
(S. marcescens), Xanthomonas campestris (X. campestris), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), valamint a Gram-pozitiv Bacillus cereus var. mycoides (B. cereus), Micrococcus
luteus (M. luteus) és Bacillus subtilis (B. subtilis) baktériumokhoz és azt talaltuk, hogy a NimC1
fehérje kotodik az altalunk vizsgalt 6sszes Gram-negativ baktériumhoz, mig a vizsgalt Gram-
pozitiv baktériumok koziil, a B. cereus-t koti (4. Tablazat). A baktériumok Gram festédésiik
alapjan torténé osztalyozasa nem jelenti azt, hogy az egyes csoportok sejtfala azonos 6sszetétel,
hiszen pl. a B. cereus és B. subtilis baktériumokat a Gram festédésiik alapjan a Gram-pozitivok
kozé soroltak, viszont a peptidoglikanjukban diaminopimelinsavat tartalmazo peptidek
talalhatoak, igy ebbdl a szempontbol jobban hasonlitanak a Gram-negativ, mint az L-lizin
tartalmu tetrapeptideket tartalmaz6 Gram-pozitiv baktériumokra [Reith és Mayer 2011].

4. Tablazat. A NimC1 fehérje Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumkotése

RMFI p n
Gram-negativ baktériumok
Escherichia coli 2,2600,17 10,020 |5
Serratia marcescens 2,403 £0,436 | 0,0002 |4
Xanthomonas campestris 2,053 +0,603 | 0,010 (4
Pseudomonas aeruginosa 1,867 £0,206 | 0,003 (4
Gram-pozitiv baktériumok
Bacillus cereus var.mycoides 1,463 +0,161 | 0,028
Micrococcus luteus 1,005 0,104 | 0,493 | 4
Bacillus subtilis 1,195 +0,096; | 0,130 | 4

A NimC1 fehérjéhez szignifikansan kotédo baktériumokat piros szinnel jeloltik (n: esetszam, student t teszt p<0.05)
[Zsamboki és mtsai., 2013 nyoman].
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Miutan belattuk, hogy a NimC1 mind Gram-negativ, mind Gram-pozitiv baktériumokhoz
kotodik, meghataroztuk a baktériumokon felismert strukturak alapveté biokémiai jellemzéit. Az
E. coli baktériumokbol készitett kivonattal elokezeltiik a NimC1 fehérjét tartalmazo hemocitak
kivonatat, majd ezt kovetéen inkubaltuk FITC-tal jelzett E. coli-val. Az E. coli kivonattal torténd
elokezelés hatasara dramaian csokkent a NimC1 baktériumkatd képessége (66. Abra A zsld),
tehat az E. coli kivonat valamely komponense verseng a NimC1 fehérjével a FITC-tal jelzett E.
coli baktériumon Iévé ligand molekulaért. EIGszor a két legkézenfekvobb baktérium sejtfal
komponenst, a lipopoliszaharidot (LPS) és a peptidoglikant vizsgaltuk meg, mint NimC1 ligand
jelolteket, azonban sem az ultra tiszta LPS (66. Abra B zold), sem az ultra tiszta PG (66. Abra C
z6ld) el6kezelés nem csokkentette a NimC1 baktériumkoté képességét.
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66. Abra A NimC1 baktériumkétésének vizsgalata E. coli lizatum, LPS-dal vagy PG-nal térténé elékezelést
kovetden

(A) E. coli lizatummal, (B) LPS-dal (200 pg/ml ) és (C) PG-nal (153 pg/ml) el6kezelt hemocita lizatumokkal
inkubalt E. coli baktériumsejtek tavoli voros festodésének aramlasi citometriai analizise a kompetitorok jelenlétében
(zold) valamint hianyaban anti-P1 és anti-egér Alexa fluor 633 (piros), vagy az izotipus kontroll anti-L1 és anti-egér
Alexa fluor 633 (kék) ellenanyagokkal torténd festést kovetden [Zsamboki és mtsai., 2013 nyoman].

Csonkolt LPS molekulat bioszintetizalo funkciovesztéses LPS mutans WaaC E. coli (67.
Abra A, B) és a teljes hosszusagt LPS-t termel LacY E. coli vizsgalata esetén (67. Abra C) azt
tapasztaltuk, hogy a NimC1 mindkét baktériumot kototte, ami szintén arra utal, hogy a NimC1
molekulanak nem az LPS a ligandja.
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67. Abra. A NimC1 kétédése csonkolt és normal LPS molekulat kifejezé baktériumokhoz

(A) Az LPS molekula bioszintézisét katalizal6 glikoziltranszferaz enzimek funkcidvesztéses mutansaiban csonkolt
LPS molekula képzédik [Chen és Coleman 1993; Heinrichs és mtsai., 1998; Qimron és mtsai., 2006].

(B) A csonkolt LPS-ot termelé WaaC E. coli mutans és a teljes LPS-ot bioszintetizalo LacY E. coli mutans
baktériumok festése anti-P1 (piros), vagy anti-L1 (kék) és anti-egér Alexa Fluor 633 ellenanyaggal a hemocitak
lizatumaval torténé kezelés utan. Az inszercios mutagenezissel el8allitott WaaC torzsben a WaaC gént egy
kanamicin rezisztencia gént tartalmazo kazettaval helyettesitették, mig az ennek kontroljaként hasznalt (C) teljes
hosszsaga LPS-ot termel LacY E. coli térzs a kanamicin rezisztencia gént a laktoz-permeaz enzimet kodolo LacY
génjében hordozza.[Zsamboki és mtsai., 2013 nyoman].

A NimC1 ligandjanak tovabbi vizsgalata soran a NimC1 kat6helyekért versengé
komponenst tartalmazo E. coli lizatumot fenollal precipitaltuk (68. Abra A), illetve proteinaz K
emésztésnek (68. Abra B), vetettiik ala. Az ily modon fehérjementesitett E. coli lizatumok mar
nem kompetaltak a NimC1 kotéhelyekért a baktériumokon, amibél arra kovetkeztettiink, hogy a
NimC1 receptor egy fehérje természetii ligandot ismer fel. Drosophilaban eddig még nem
azonositottak bakterialis fehérjét felismer6 fagocitozis receptort. Bar a Draper fagocitozis
receptor egyik ligandja a Pretaporter molekula fehérje természetii, ez a molekula nem
baktériumokon, hanem az apoptaotikus sejteken nyilvanul meg [Kuraishi és mtsai., 2009].
Gerincesekben viszont tobb olyan mintazat-felismer6 receptort is ismeriink melyek a
mikroorganizmusokon fehérje ligandokat ismernek fel. llyen a human Toll-like receptorok (TLR)
koziil a TLR-2, melynek ligandja két, az E. coli sejtfalaba integralodo lipoprotein, a Lip 19 és a
Lip12 [Lee és mtsai., 2002], vagy a TLR-5, melynek ligandja a bakterialis Flagellin [Gewirtz és
mtsai., 2001]. A TLR-4 receptor egyik ligandja szintén fehérje, az E. coli-n kifejez6d6 FimH
molekula, amely egy mannoéz specifikus adhesin [Mossmann és mtsai., 2008]. A TLR-11 és
TLR-12 receptorok ligandjai szintén fehérjét, a Toxoplasma gondii Profilin molekulajat ismerik
fel [Koblansky és mtsai., 2013; Yarovinsky és mtsai., 2005].
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68. Abra. A NimC1 baktériumkotésének vizsgalata fehérjementesitett E. coli lizatummal torténé elékezelés
utan

(A) Fenollal kezelt, vagy (B) proteinaz K-emésztett E. coli lizatummal el8inkubalt (z6ld), illetve kezeletlen E. coli
lizatummal eléinkubalt (piros) hemocita lizatumokban inkubalt E. coli baktériumok tavoli voros fluoreszcenciajanak
aramlasi citometrias analizise anti-NimC1(zéld, piros), vagy anti-L1 1gG1 izotipus kontroll (kék) és anti-egér Alexa
Fluor 633 festést kovetéen [Zsamboki J].

3.4.4.2. A rekombinans Nimréd fehérjék baktériumkotésének vizsgalata

Mivel a Nimrod fehérjék koziil egyediil a NimC1 fehérjét felismeré ellenanyaggal
rendelkeziink, a tovabbi Nimrod csaladba tarozo fehérjék baktériumkotésének vizsgalatahoz j
megkozelitést alkalmaztunk. A NimA, NimB1, NimB2 és a NimC1, fehérjék FLAG epitoppal
ellatott extracellularis doménjeit rekombinans fehérjeként termeltettiik meg a baculovirus alapa
Bac-to-Bac eukariota expresszios rendszerben. A baktériumkotési kisérletekhez negativ
kontrollként a lamellocitakon megnyilvanulo Atilla fehérje FLAG epitoppal ellatott
extracellularis doménjét, pozitiv kontrollként pedig az apoptotikus sejtek és a S. aureus
baktériumot k6t Draper fehérje [Shiratsuchi és mtsai., 2012] FLAG epitoppal kiegészitett
extracellularis doménjét allitottuk elé (69. Abra A). A bakulovirus alapa eukariota expresszios
rendszerben megtermeltetett rekombinans Nimrod fehérjék Western blot analizise soran azt
tapasztaltuk, hogy a rekombinans fehérjék molekulatomege az aminosavszekvencia alapjan
szamitott molekulatomeget egy kissé¢ meghaladja (69. Abra B), ami azzal magyarazhato, hogy
ezek a fehérjék az Sf9 lepke-sejtvonalban valosziniileg poszt-transzlacios modositason eshettek
at; aminosav szekvenciajukban glikozilacios helyek jelenlétére utalé motivumokat talaltunk.

95



dc_1441_17

A B
NimC1 NimA
CExaY ECaBY kDa
'] 1 1] ] -
d | t mE i 3 73-
NimCI-FLAG NimA-FLAG
CCxGY FLAG CCxGY FLAG
010 9100810 01081011 o) w —" Szigndl peptid 50-
» - . 34 = NIM domén -
27 2 m EGF domeén
cc:ov\ imB1 N ”"%c%ov Iranszmembran 2 i 28
[ I || domén ~
5 Y Lo T
NimB1-FLAG NimB2-FLAG
CCxGY FLAG CCaayY
! ! 25-
Draper” ” Atilla ;
CCx0Y
I o o o o o 0 0 | =] 20-
Draper-FLAG - "Atilla-FLAG —
gy P FLAG FLAO 7,// 1/// l;, ff;o 4;/ /)/}
107 1 Y, 7 E
| | 6%, %, Yy

1 1 ” "

69. Abra. A Nimréd fehérjék és a rekombinans Nimrod fehérjék doménszerkezete valamint molekulatémege
(A) ANimC1, NimA, NimB1, NimB2, Draper, ¢s Atilla fehérjék és a FLAG epitoppal ellatott rekombinans Nimrod
fehérjék doménszerkezete; szignal peptid (sarga), NIM domén (piros), EGF domén (kék), transzmembran domén
(zold) FLAG epitop (fekete). (B) A rekombinans Nimrod fehérjék Western blot analizise: Atilla 15 kDa (13,6 kDa),
NimC1 52-60 kDa (50,4 kDa), NimA 32-42 kDa, (36,3 kDa), NimB1 30-39 kDa, (30,1 kDa), NimB2 34-37 kDa,
(35,3 kDa), Draper 60-80 kDa, (59,5 kDa) (A zarojelben feltiintetett értékek az aminosav szekvencia alapjan
szamitott molekulatomegek.) [Zsamboki és mtsai., 2013].

A rekombinans NimC1 fehérje E. coli baktérium kotését a rekombinans NimC1 fehérjét
termeld ST sejtek lizatumaval vizsgaltuk (70. Abra A, B, C piros hisztogram), kontrollként az
Atilla fehérjét kifejezo Sf9 sejtek lizatumat hasznaltuk (70. Abra A, B, C kék hisztogram). Az E.
coli baktériumhoz kotédott FLAG epitoppal ellatott rekombinans fehérjéket anti-P1 vagy anti-
FLAG és anti-egér Alexa 633 ellenanyagokkal festettiik és azt tapasztaltuk, hogy a rekombinans
NimC1 fehérjével torténé inkubalas utan az E. coli baktérium tavoli voross fluoreszcenciaja mind
az anti-P1 (70. Abra B piros), mind az anti-FLAG ellenanyaggal (70. Abra C piros) torténé
festést kovetéen magasabb a rekombinans Atilla fehérjével kezelt baktériumok tavoli voros
fluoreszcenciajanal (70. Abra B, C kék). Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy a hemocitakon
megnyilvanulo NimC1-hez hasonléan a rekombinans NimC1 fehérje is koti az E. coli
baktériumot, amely mind a NimC1 fehérjét felismeré ellenanyaggal (70. Abra B piros) mind a
FLAG epitopot felismeré ellenanyaggal (70. Abra C piros) kimutathato.
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70. Abra Rekombinans NimC1-FLAG és rekombinans Atilla-FLAG fehérje baktériumkatésének
osszehasonlitasa anti-Atilla, anti-NimC1 és anti-FLAG ellenanyagokkal torténd festést kovetéen

Az E. coli baktériumot rekombinans NimC1-FLAG fehérjét kifejez6 (piros), illetve rekombinans Atilla-FLAG
fehérjét kifejezé (kék) ST9 sejtek lizatumaval kezeltiink, majd (A) anti-Atilla (anti-L1), (B) anti-NimC1 (anti-P1),
vagy (C) anti-FLAG ellenanyaggal és anti-egér Alexa Fluor 633 ellenanyaggal festettiik. A baktériumok tavoli voros
fluoreszcenciajat aramlasi citometriaval mértiik [Zsamboki J.].

A tovabbiakban a NimC1-FLAG, NimA-FLAG, NimB1-FLAG és NimB2-FLAG
rekombinans fehérjék baktériumkaotését vizsgaltuk, pozitiv kontrollként az ismert fagocitozis
receptort a Drapert, negativ kontrollként pedig a lamellocitakon megnyilvanulo Atilla molekulat
termeltiik meg rekombinans fehérjeként. Eredményeink szerint a Gram-pozitiv E. coli
baktériumot a rekombinans NimC1-FLAG, NimA-FLAG, NimB1-FLAG és NimB2-FLAG
mindegyike (71. Abra A-E), mig a Gram-negativ S. epidermidis baktériumot csak a rekombinans
NimB1-FLAG kétotte (71. Abra H) szignifikans mértékben (p< 0,05,). Kisérleteink eredményei
azt mutatjak, hogy a Nimrod fehérjék baktériumkatésének hatékonysaga nem all 6sszefiiggésben
azok NIM doménjeik szamaval, hiszen a tiz NIM domént tartalmazo rekombinans NimC1-FLAG
(71. Abra A) fehérje és az egyetlen NIM doménnel rendelkezé rekombinans Draper-FLAG
hasonlé RMFI értékkel koti az E. coli baktériumot (71. Abra E), valamint a négy NIM domént
hordozo NimB1-FLAG joval magasabb RMFI értékkel kéti az E. coli baktériumot, mint az 6t
NIM doménnal rendelkezé NimB2-FLAG.

2 A 2 8 = B
’ . - v . Nimi2 G 7 soer-FLAG |
A,\ NewC | -FLAG B NenA-Fl \(ln ( NimBl-F1 \(‘. D imi2 '.l A\ # [: Drager-Fl '“,
0 E ooli o £ cudf % £ ool x E coll E ooli
8 £ -] g g
RMF1+3,54 2] RMFI=1.92 £0.45 RMF1+-263 2054 RMFI=)1.55 2008 RMFI=3.24 1,60
v P07, ne=$ 2 pe0LO1), =S 3 0.9, =S % p=0.043, 0§ ] p0.024, n=5
£ { { { {
8 3 4 4 "
b | g A 9 ' o ol |
% ] R N
’ ' 1w 7..»' ' of w w W W 107 W' w >-?‘ " T I w " L W
LM e rLan s s
- — s B - - o - —— T ——
“iF NeoC1LFLAG G NmA-FLAG H NimB1-FLAG 11 NimBLFLAG | © ) DragerFLAG |
N S epidkeramiells ¢ S epiddermilis s S, epledermile g S epidermmioks i S epideranilin
RMFP223 2102 RMEI=1,25 £0.3 RMFI-222 20463 RMFI~1.38 £0.39 RMEI=1.67 £}
1 prO0a2, n-s ¢ p 0219, o5 M prO014, 08 3 prL 165, 08 24 P25 o
2 £ g f t
H ? H i 2
'3 “ s ¢ O9d
R =4 R R4
R er— v seer e B LR ey S X e e v ey ————v—
@ ] ! w Yo' ~ w i 1o ] oo R o .
Lan ™ L e

71. Abra. NimC1-FLAG, NimB1-FLAG, NimB2-FLAG, NimA-FLAG, és a Draper-FLAG rekombinans
fehérjék E. coli és S. epidermidis kotése

97



dc_1441_17

A NIimC1-FLAG (A, F), NimA-FLAG (B, G), NimB1-FLAG (C, H), NimB2-FLAG (D, I) és a Draper-FLAG (E, J)
rekombinans fehérjéket kifejezd Sf9 sejt lizatumokkal kezelt (piros), illetve a kontrollként hasznalt Atilla-FLAG
rekombinans fehérjéket kifejez6 Sf9 sejt lizatumokkal kezelt (kék) FITC-E. coli (A-E), valamint FITC-S.
epidermidis (F-J) baktériumok tavoli voros fluoreszcenciajanak aramlasi citometriai analizise az anti-P1 és anti-egér
Alexa Fluor 633 ellenanyagokkal tortént festést kovetéen [Zsamboki és mtsai., 2013].

Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a Nimrod fehérjecsalad tagjai a baktériumok elleni
immunvalaszban fagocitozis receptorként mitkddnek és beilleszthetok az EGF-hez hasonlé NIM
domént tartalmaz¢é fagocitozis receptorok, (72. Abra) [Stuart és mtsai., 2008], valamint a
Drosophila melanogaster fagotozisaban szerepet jatszo (5. Tablazat) molekulak soraba [Stuart és
Ezekowitz 2008]. A transzmembran doménnel rendelkezé NimA és NimC fehérjék valoszintleg
a mikrobak felismerésében és fagocita sejthez rogzitésében, mig a transzmembran régioval nem
rendelkezé NimB fehérjék a hemolimfaban keringé opszoninként mitkodhetnek, a
mikroorganizmusok felszinéhez kotédve segithetik azok bekebelezését [Zsamboki és mtsai.,
2013].

|Egyéb cisztein és
- 'CCxGY tartalmd domének
EGF domén (6 cisztein)
CEGF domén (8 cisztein)

EMI domn
[

“2  Nimrod Bl LRP

T

OO0
Q0
Q0

&
Eater Nimrod Cl
Nimrod A
Draper
(CED-1) MEGFIO
SREC <pec2
Drosophila melanogaster  Holotrichia Homo sapiens

diomphalia
Nature Reviews | Immunology

72. Abra. EGF-hez hasonlé NIM domént tartalmazo fagocitozis receptorok és opszononok
[Stuart és mtsai., 2008. nyoman]
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5. Tablazat. A Drosophila melanogaster fagocitézisaban szerepet jatszé receptorok és opszoninok
[Stuart és mtsai., 2008. nyoman]

Drosophila receptorok Ligand Rokon emlés molekulak
TEP ek

TEPVI {(MCR) Candida albicans Komplementrendszer elemei
TEPIHI Staphylococcus aureus

TEPI Escherichia coli

Scavenger receptorok

Croquemort Apoptotikus sejtek és 5. aureus CD36

Peste 5. aurueus, Listeria monocytogenes  SR-BI

SR-Cl 5. aureus, E. coll &s dsRNS ND

NIM domént tartalmazé receptorok

Eater 5. aureus, L. monocytogenes, E, coli MEGF10,MEGF11,CD91,5REC
Draper Apoptotikus sejtek. axon pruning Stabilinl, Stabilin2

NimredC1 E. coli&s 5. aureus

Egyéb receptorok

PGRP-LC E coli Emlés PGRP -k

PGRP-SA (oldott) S. aureus

A napjainkig feltérképezett tizenkét Drosophila faj genomszekvenciajanak ismeretében
lehet6vé valt annak vizsgalata, hogy a természetes szelekcidé milyen hatassal volt az egyes
géncsaladok mintazatanak alakulasara és a velesziiletett immunrendszer kiil6nb6z6
komponenseinek szekvencia divergenciajara. A NIM domént tartalmazo fagocitozis receptorok,
az Eater és a NimC1 estében nyilvanvalova valt, hogy ezek a receptorok a kiilonb6z6 fajokban
egymastol fiiggetleniil terjedtek el (73. Abra a).

A nimrad géncsalad genomi régiojan beliil foglal helyet a Hemese gén [Kurucz és mtsai.,
2003] is, amely az Eater-hez és NimC1-hez hasonldan a hemocitak sejtmembranjaban
megnyilvanulo fehérjét kodol. A Hemese fehérje nem tartalmaz NIM domént, rovid sejten Kiviili
doménje O-glikozilalt, szerinben és treoninban gazdag. Bar a melanogaster csoporton kiviil a
Hemese gén homolégjai nem azonosithatok, a Drosophila willistoniban egy NimC1 paralég, a
NimCla a Hemeséhez hasonlban szerinben és treoninban gazdag régiot és erésen redukalt szamu
NIM domént tartalmaz (73. Abra b). Valésziniisithet6 tehat, hogy a Hemese gén egy olyan
redukalodott nimC1 paralog, mely idével az 6sszes NIM doménjét elveszitette [Sackton és mtsai.,
2007].
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73. Abra. A nimrod és eater gének vazlatos térképe 12 Drosophila fajban [Sackton és mtsai., 2007]
(a) A nimrod ¢és eater gének genomi szervezddése. A nimA (vilagoskék), nimB (zold), nimC (piros), nimD (narancs),
nimE (lila), Hemese (fekete), eater (s6tétkék). A pszeudogének iires nyilakkal vannak abrazolva és csillaggal
jeloltek. A Hemese paralogok szammal, a nimC1 paralogok also indexii szammal vannak jelélve. dmel, D.
melanogaster; dsim, D. simulans; dsec, D. sechellia;dyak, D. yakuba; dere, D. erecta; dana, D. ananassae; dpse, D.
pseudoobscura; dper, D. persimilis; dwil, D. willistoni; dmoj, D. mojavensis; dvir, D. virilis; dgri, D. grimshawi.
(b) A Nimrod és Eater fehérjék fobb tipusainak domén 6sszetétele D. melanogasterben, kivéve a NimCla, NimD és
NimE.

3.5. A szeptikus sériilést koveté immunvalaszban résztvevé gének azonositasa Drosophilaban

3.5.1. Egy uj szeptikus sériilési médszer kidolgozasa Drosophilaban

A Drosophila a természetes él6helyén patogén mikroorganizmusokkal fert6zédhet,
amelyek a tapcsatornan, vagy sériiléséken juthatnak be a testiiregbe. Laboratériumunkban olyan
szeptikus sériilési modszert kivantunk kidolgozni, amely az irodalomban eddig leirt drasztikus
ttiszarasnal jobban modellezi a természetben is el6fordulo sériilést. A felnétt allatok elsé par
labain a tarzalis izeket eltavolitottuk, majd az allatokat zold fluoreszcens fehérjét (GFP) termel6
E. coli baktérium pazsitra helyeztiik. A testiiregbe juto baktériumokat négy ora eltelte utan
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és fluoreszcens baktériumokat talaltunk mind a melanizalt
seb felszinén (74. Abra A, B, E nyilhegy), mind a testiiregben (8. Abra. B, C, D nyilak), azaz a
mesterségesen elbidézett sériilésén kresztiil a baktériumok fertozhetnek.
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74. Abra. E. coli-GFP baktériumok a laboratériumi kériilmények kozétt okozott sériilésen keresztiil bejutnak
a Drosophila testiiregébe. A GFP-t termel E. coli baktériumok kimutathatoak a sériilés helyén képzédott
alvadékban (A, B nyilhegyek) valamint a testiiregben (B, C, D nyilak). A sériilés helyén képzddott alvadék
melanizalodasa (E nyilhegy) [Kari és mtsai., 2013].

Eutan azt vizsgaltuk meg, hogy az altalunk el6idézett sériilés milyen hatassal van az
ecetmuslicak életképességére. A steril korilmények kozott tartott egyedek a életképességét a
sériilés nem befolyasolta. Sériilt allatokat E.coli,, B. cereus, és S. marcescens baktérium pazsitot
tartalmazo fiolakra helyezve, meghataroztuk a sériilt egyedek talélési ratajat (75. Abra).

A w18 with cut legs B wite

R —— + N . 1005 é s —

1" e iy 8
Tal- * - -
élés
(%) 40 & e E. cOl

20 2 B. corous

5. marcescens
0 L)
5 29 53 77 (6ra) 5 29 53 77 (6ra)

75. Abra. Sériilt és sértetlen allatok életképességének vizsgalata baktériumpazsiton. A sériilt (A) és sértetlen (B)
vad tipusu wiis allatokat 5 oran at E. coli (kék), B. cereus (barna) illetve S. marcescens (z6ld) baktérium pazsiton
tartottuk, majd standard Drosophila taptalajra helyezve figyeltiik az allatok talélését. A kisérleteket haromszor
ismételtiik meg, a diagram a harom kisérlet adatait foglalja 6ssze. Minden csoport kisérletenként legalabb szaz
egyedet tartalmazott. A hibavonalak a standard hibat jelolik [Kari és mtsai., 2013].
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Eredményeink szerint a sériilt allatok talélését az E. coli (75. Abra. A), és B. cereus (9.
Abra. A) kevéssé befolyasolta, az allatok tulnyomo tobbsége (93,9%-a, és 80,1%-a) a a fertézést
kovet6 77 ora eltelte utan életben volt. A D. melanogasterre erésen patogén S. marcescens
baktérium mar 29 oran beliil az allatok pusztulasat okozta (75. Abra. A), amibél arra
kovetkeztettiink, hogy a sériilt allatok mindegyike megfert6z6dott a S. marcescens baktériummal
és a wi1s egyedek pusztulasat a baktériumokkal torténd fertézés okozta. A sértetlen wiiis allatok
talélését az E. coli (75. Abra. B) és a B. cereus (75. Abra. B) baktériumkezelés nem befolyasolta,
mig a S. marcescens (75. Abra. B) kezelést kovets 77 ora elteltével az allatok 10%-a pusztult el.
Ezekbol az eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a sériilésen keresztiil bejuto baktériumok
fertézést és kiillonbozé mértéki letalitast okoznak.

A mesterségesen el6idézett sériilésén alapulé modellt a szeptikus sériilés altal kivaltott
immunvalaszban szerepet jatszo gének azonositasara kivantuk felhasznalni, ezért
alkalmazhatosagat el6szor az immunvalaszban mar ismert szereppel biré gének mutans alléljait
hordozo ecetmuslicakon teszteltiik. A spdtzle (spz2/spz4) a Toll jelatviteli utvonalban a Toll
receptot ligandja, a Relish (RelE20) és a Dredd (DreddE1412) az Imd jelatviteli utvonalban
jatszik szerepet, mindharom gén az antimikrobialis peptidek termel6dését szabalyozza, a
Hmlrssza2 viszont a hemocitak altal termelt Hemolectin fehérjét kodolja, amelynek koagulacios
faktorként fontos szerepe van az ecetmuslica larva véralvadasaban. Kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy a vad tipusa wii1s Drosophilahoz hasonloéan a sértetlen mutans allatok
életképességét az E. coli, B. cereus és S. marcescens baktériumkezelés nem befolyasolta
szingifikansan (76. Abra B,D,F).
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76. Abra. Ismert immungénekben mutans Drosophila térzsek vizsgalata a szeptikus sériilési teszttel

Sértetlen és sériilt Drosophila mutansok talélési gorbéi E. coli (B,C), B .cereus (D,E) és S. marcescens (F,G)
baktériumkezelést kovetéen. A kisérleteket haromszor ismételtiik meg, a diagramok a harom kisérlet adatait foglaljak
6ssze. Minden kisérleti csoport legalabb szaz egyedet tartalmazott. A statisztikai analizist a fertézést kovetéen 77
oraval rogzitett adatok felhasznalasaval végeztiik. A p<0.05 alatti értékeket szignifikansnak tekintettik. A
hibavonalak a standard hibat jelolik [Kari és mtsai., 2013].
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A sériilt allatokban steril kériilmények kozott kizarolag a hemolimfa koaguacioban
érintett Hmloss74 mutans allatok esetében figyeltiik meg a talélés szignifikans csokkenését (76.
Abra. A vilagoskék), ami nem megleps, hiszen ebben a ,,vérzékeny” mutanshan a sebzarodas a
hemolimfa koagulaciojanak zavara miatt nem torténik meg és a hemolimfa vesztése okozza az
allatok életképességének csokkenését.

Az E. coli fertézést kovetsen a Dreddepis12 (76. Abra. C barna) és a Hmlwssa (76. Abra. C
vilagoskék) mutansok életképességének szignifikans csokkenését tapasztaltuk, mig a B. cereus
fertdzést kovetden a Dreddepiai2 (76. Abra. E barna), a spzz/spzs (76. Abra. E lila), a Hmlross7
(76. Abra. E vilagoskék) valamint a Relezo (76. Abra. E zold) mutansok egyedeinek életképessége
csokkent szignifikansan.

Fenti eredményeink azt mutatjak, hogy a kifejlesztett szeptikus sériilési teszt alkalmas
Drosophila sériilésének gyogyulasaban és a fert6zések legy6zésében szerepet jatszo uj gének
azonositasara, ezért egy iranyitott screen keretében olyan gének mutans alléljait hordozo6 egyedek
¢életképességét vizsgaltuk szeptikus sériilést kovetéen, amelyeknek irodalmi adatok, illetve
szekvencia homologiak alapjan szerepiik lehet a sebgyogyulashan illetve fert6zések
lekiizdésében. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy scramblase 1 (scramblevor7a4), a
multicopper oxidase 3, (MCOscsse), valamint a raspberry (rasz) gének mutans alléljait hordozé
allatok életképessége szignifikansan (p<0,05) csokkent B. cereus fertézést kovetéen. A
scramblase 1 génnek a foszfolipid transzlokacioban van szerepe. Sériilés kovetkeztében olyan
negativ toltéssel rendelkezé foszfolipidek, mint a foszfatidil-szerin, amelyek jellemzéen a
plazmamembran belsé lipid rétegében helyezkednek el, a kiilsé rétegbe transzlokalodnak és
ezaltal aktivaljak a sebgyogyulasban szerepet jatszo jelatviteli utvonalakat [Theopold és mtsai.,
2002]. A multicopper oxidase 3 a polifenolok oxidaciojat katalizalja, a sebgyogyulasban és a
melanizacioban lehet szerepe [Theopold és mtsai., 2002]. A raspberry a Drosophila inosin-5'-
monofoszfat dehidrogenaza (IMP), a de novo GMP szintézis kulcsenzime, mely emberben az
szerepet jatszik az immunvalasz szabalyozasaban [Sollinger és mtsai., 1992].

3.5.2. A raspberry gén szerepe a Drosophila immunvalaszban

A szeptikus sériilési modell felhasznalasaval azonositott, raspberry génrél korabban
kimutattak, hogy a gén Drosophilaban az S2 sejtek fagocitozisaban jatszik szerepet [Stroschein-
Stevenson és mtsai., 2005] és taltermelése esetén a hemocitak feldusulnak a szivesé mentén
[Stofanko és mtsai., 2008], ezért a raspberry ras: alléljat tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala.
El6szor a rasz fagocitozishan betoltott szerepét vizsgaltuk, de a larvakbol szarmazo vérsejtek
fagocitozis indexe nem kiilonb6zétt szignifikansan a vad tipusa kontroll allatokban mért
értekektol.

Ezek utan a tokképzési reakciot vizsgaltuk meg a rasz mutans allatokban. L. boulardi
(G486 parazitoid darazzsal torténé fertézést kovetéen 6sszehasonlitottuk a Drosophila larvakbol
kikel6 ecetmuslicak vagy darazsak szamat a rasz mutans és a kontroll Oregon R esetében. Azt
tapasztaltuk, hogy a fert6zott ras2 mutansok babbérébol szignifikansan tobb darazs kelt ki, mint a
fertézott Oregon-R larvakbol (77. Abra. A barna). A darazzsal szart Oregon R esetében viszont
szignifikansan tobb volt azoknak a baboknak a szama, amelybdl sem ecetmuslica sem darazs nem
kelt ki (76. Abra. A zold).
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Darazsfertézés nélkiil a rasz mutans és a vad tipust Oregon R babokbdl kikel6 ecetmuslicak
szamaban nem volt szignifikans kiilonbség (76. Abra. B kék). Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a raspberry gén szerepet jatszik a parazitoid darazs elleni védekezésben.
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76. Abra. Az ecetmuslicak és darazsak kikelési aranya a vad tipusa Oregon R babokbél, a ras: mutans
babokbél, valamint ras specifikus kettésszali RNS interferenciaval géncsendesitett allatok babjaibol
parazitoid darazsfertézést kovetéen.

(A) L. boulardi G486 parazitoid darazzsal fert6zott és (B) nem fert6zott Oregon R és ras2 mutans babokbol kikelé
ecetmuslicak, illetve darazsak %-os aranya. Az oszlopok alatt a kisérletek soran vizsgalt ecetmuslica babok szamat
tantettik fel, amelyekb6l meghataroztuk a kikel$ ecetmuslicak (kék) vagy darazsak (barna) illetve az elpusztult
egyedek (zold) aranyat. (Standard error *p<0.05,**p<0.01)

(C,D) Két kiilonbsz6, a ras géntermékre specifikus kettésszala RNS interferencia konstrukcioval csendesitett és
darazzsal fertgzott allatok babjaibol kikel6 ecetmuslicak, illetve darazsak %-os aranya [Kari és mtsai., 2016].

Mivel a ras2 mutansban a sériilt GTP szintézis mind a sejtek, mind a szervezet szintjén alapveté
folyamatokat befolyasolhat, annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a parazitoid darazzsal
szemben kialakulé gyengébb immunvalaszt a hemocitak szintjén tortént valtozasok, vagy a
szervezet altalanosan csokkent GDP/GTP szintje okozza, a hemocitakban RNS interferenciaval
csokkentettiik a rasberry génterméket. Kisérleteinkben a lamellocitakban és a lamellocita
eléalakokban aktiv msnF9mo-Gal4 [Tokusumi és mtsai., 2009a, Tokusumi és mtsai., 2009b] (18.
Abra), valamint a hemocitak megkozelitéleg 80%-ban kifejez6dé Hemese>Gal4 [Zetterwall és
mtsai., 2004] (19. Abra) meghajtoelemeket és két RNSi vonalat, a y1 v1; P{TRIP.JF01446}
attP2, valamint a y1 sc* v1; P{TRIP.HMCO03250} hasznaltuk. A raspberry géntermékre
specifikus kettésszalu RNS interferencia konstruktokat hordozé allatokat vérsejt-specifikus
meghajto elemeket hordozo allatokhoz kereszteztiik és az utodok L.boulardi darazsfertézését
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kovetéen meghataroztuk a Drosophila babokbol kikelé ecetmuslicak és darazsak aranyat (76.
Abra C,D).

Mivel mind a ras2 mutansesetében, mind a ras géntermék RNS interferenciaval torténé
csendesitését kovetéen nagyobb aranyban keltek ki darazsak a babbérbél, arra a kovetkeztettiink,
hogy ezekben az allatokban csokkent a parazitoid darazsfertézésre adott immunvalasz
hatékonysaga. A Drosophila larvaba oltott a parazitoid darazsak petéi koriil hemocitaibol tobb
rétegii tok képzodik, amely a testiregben elhatarolja, majd a melanizacios reakcio soran képz6do
szabad gyokok segitségével elpusztitja a betolakodot. Kisérleteink soran a L. boulardi
darazsfert6zést koveto 48 és 72 ora elteltével a rasz és az Oregon R kontroll larvakban a
tokképzés kiilonb6z6 stadiumaiban 1évé darazslarvakat talaltunk. El6fordultak részlegesen
melanizalodott darazs peték, tejesen melanizalodott darazs peték és él6 darazs larvak (77. Abra).

A kiboncolt darazspetével fert6zott Oregon R illetve ras: larvakban altalaban 1 vagy 2 él6
larvat vagy melanizalt darazs petét talaltunk, de a darazs peték szamaban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget, azaz a vad tipushan és a mutansban hasonlé volt a fertézottség mértéke,
ezért az él6 larvak illetve melanizalt peték aranyabol kovetkeztetni lehetett a sejt-kozvetitette
immunvalsz, azaz a tokképzés hatékonysagara. A rasz mutans allatokban az immunindukciot
kovetSen mar 48 ora elteltével is szignifikansan magasabb volt az é16 darazs larvak (77. Abra A)
és a részlegesen melanizalt peték (77. Abra A) szama, valamint szignifikansan kevesebb volt a
teljesen melanizalt darazspeték szama (77. Abra A), mint az Oregon-R kontroll allatokban. A 72
6ras mintakban hasonlé eredményeket kaptunk [Kari és mtsai., 2016]. Mind a ras2 mutans,
mind az RNS interferenciaval géncsendesitett allatokban tobb é16 larvat figyeltiink meg, mint a
kontrollban, amibél arra kovetkeztettiink, hogy a hemocitak kevésbe hatékonyan ismerik fel a
parazitoid darazspetéket, vagy nem képesek megfeleléen kitapadni azok felszinére. A részlegesen
melanizalt darazs peték magasabb szama arra utal, hogy a tokképzés és a melanizacio folyamata
is lelassult.
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77. Abra. A ras2 és az Oregon-R kontroll valamint ras specifikus kettésszalia RNS interferenciaval
géncsendesitétt allatok tokképzése a parazitoid darazsfertézést kovetéen

Kisérleteink soran két egymastol fiiggetlen, a ras géntermékre specifikus RNS interferencia torzset hasznaltunk,
amelyeket az msnF9mo-Gal4 driverrel hajtottunk meg. A tokképzés hatékonysagat a darazzsal térténé immunindukciod
utan 48 oraval vizsgaltuk. Az oszlopok felett a vizsgalt ecetmuslica larvak szamat tintettiik fel. (Standard
error*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) [Kari és mtsai., 2016].

A darazsfertozést kovetoen az ecetmuslica larvakat boncolva olyan darazspetéket talaltunk,
amelyeket a lamellocitak szorosabban (78. Abra. A) vagy lazabb rétegben (78. Abra. B) vették
kordl és azt tapasztaltuk, hogy a laza szerkezetii tokok aranya a rasz mutans larvakban
szignifikansan magasabb volt, mint az Oregon R larvikban (78. Abra. C).
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78. Abra. A lamellocitak darazspetéhez torténé tapadasa.

A L. boulardi darazzsal immunindukalt (A) Oregon R és (B) rasz larvakbél szarmazo petékhez tapado lamellocitak
indirekt immunfluoreszcencia festése anti-Atilla (L1) és CF568-cal jelolt anti-egér ellenanyaggal festettiik. (C). A L.
boulardi darazzsal immunindukalt larvakbol a hemocitakat izolaltunk a darazsszurast kovetéen 72 ora elteltével majd
anti-Atilla (L1) és CF568-cal jelolt anti-egér ellenanyaggal festettiik. Az oszlopok felett a részlegesen és teljesen
melanizalt darazspeték szamanak 6sszegét tintettiik fel. Méretjel: 20 um. (Standard error*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001) [Kari és mtsai., 2016].

A raspberry génterméket az He>Gal4 (78. Abra. D, E) vagy msnF9mo>Gal4 [Kari és
mtsai., 2016] driverrel csendesitve az RNSi vonalakban, azt tapasztaltuk, hogy az utoédokban a
darazspeték koriil kialakulo laza szerkezetii tokok aranya megemelkedett a sziil6i torzsekben talalt
értékhez képest. A laza szerkezetii tokok aranya a darazsszarast kovet 48 ora utan is magasabb
volt mind a ras2 mutansban, mind a ras géntermék RNS interferenciaval torténé csendesitését
kovetden a kontrollokhoz viszonyitva [Kari és mtsai., 2016]. Ezek az eredményeink azt mutatjak,
hogy a laza szerkezetii tok kialakulasat a lamellocitaknak a tokhoz térténé gyenge tapadasa
okozza. A Drosophila parazitoid darazspeték koziil Kialakitott tokképz6 reakciojanak molekularis
mechanizmusa részleteiben még nem ismert, de ebben a folyamatban olyan adhézios és sejt-sejt
kapcsolatokat kialakitd molekulak vesznek részt, mint az integrinek vagy a Neuroglian [Irving és
mtsai., 2005; Williams, 2009]. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy darazsfert6zést kovetéen
mind a rasz mutansban, mind a raspberry géntermék kettésszali RNS-sel torténd vérsejt
specifikus csendesitését kovetden tobb a laza szerkezeti tok képzodik, mint a kontroll allatokban.
A Drosophila larva a parazitoid darazspetéken kiviil a tumorosan transzformalodott hemocitak
kordil is tokot képez. A ras2 mutanshoz hasonlo fenotipust figyeltek meg a tumor képzédésben
szerepet jatsz6 JAK/STAT jelatviteli atvonalban résztvevé GTP-koto fehérje, a heterotrimerikus G
protein a alegysége, a Ga73B szintjének Hoprs2 hattéren torténo csokkentése soran is [Bausek és
Zeidler, 2014]. Ez esetben a Hoprs2-ban megfigyelt pre-tumorokhoz képest, az alacsony Ga73B
szint kovetkeztében csak lazan kapcsolodo sejt aggregatumok keletkeztek és nem alakultak ki a
Hoprs2adultokban megfigyelt tomor szerkezetii melanizalt tumorok [Bausek és Zeidler, 2014].
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4. Uj eredmények dsszefoglalasa

Els6ként azonositottunk Drosophila hemocitain és hemocita alpopulacioin specifikusan
megnyilvanulé olyan molekularis markereket, melyek lehetévé teszik a Drosophila sejt-
kozvetitette immunvalaszanak vizsgalatat.

Drosophilaban azonositottuk az els6 hemocita specifikusan megnyilvanulo
transzmembran fehérjét kodolo gént, a Hemese-t, mely a lamellocitak differencialédasanak
gatlasaval szabalyozza a tokképzé reakciot. A Hemese gén altal kodolt fehérjét a szialoforin
csalad uj tagjaként azonositottuk.

A Hemese gén upstream régiojanak felhasznalasaval vérsejt specifikus meghajto elemet
és riporter konstruktokat hoztunk létre, melyeknek segitségével iranyitott genetikai screenekben
az immunvalasz soran zajlé lamellocita differencialédas szabalyozasaban, valamint melanotikus
tumorok képzédésében szerepet jatszo géneket azonositottunk, és jelatviteli utvonalakat tartunk
fel.

Drosophilaban meghataroztuk a filamin molekula magas molkultémegii izoformajanak
sejt-kozvetitette immunvalaszban betoltott immunszuppresziv szerepét.

A darazsfertézéssel kivaltott immunindukcio soran differencialodé lamellocitakon
szekvencialisan megjelené molekulakat azonositottunk és jellemeztiink. Megallapitottuk, hogy a
lamellocitak differencialédasuk soran morfolégiai atalakulasukkal parhuzamosan funkcionalis és
molekularis mintazat valtozason mennek at.

Megallapitottuk, hogy a darazsfertézés hatasara differencialodo lamellocitakon megjelend
korai marker molekula a Drosophila myospheroid gén altal kodolt BPS integrin, mely a
sejtadhézioban jatszik meghatarozo szerepet.

Immunologiai és proteomikai eszkozokkel azonositottuk a darazsindukcio hatasara
kifejez6d6 atilla gént, amelyrél belattuk, hogy egy glikozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt, az u-
PAR/Ly-6 toxin csaladba tartozo6 transzmembran fehérjét kodol. A D. melanogaster genomjaban
24 , atilla-szery” gént talaltunk, melyek egy része egymas kozelében négy klasztert alkotva
helyezkedik el. A legtobb atilla-szerti génrél atforditott fehérje szekvenciaja GPI hasitasi helyet,
valamint az u-PAR/Ly-6 toxin csaladra jellemzé domént tartalmaz. Klaszterekbe csoportosulo
,atilla-szerii” géneket talaltunk egyéb Drosophilidae fajokban, tovabba az Anopheles gambiae
szanyogban, Tribolium castaneum kukorica-kislisztbogarban és az Apis mellifera mézel6
méhben.

Megallapitottuk, hogy a Drosophila larva steril sebzése lamellocita differencialodast idéz
eld, amivel tovabbi lehetoséget teremtettiink a lamellocita prekurzorok és a lamellocitak terminalis
differencialodasanak a vizsgalatara.

A Drosophilaban egy uj funkcionalis hemocita kompartmentumot azonositottunk, a
szesszilis vérsejtképzo szovetet. Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a szesszilis szovetbdl is
szarmazhatnak lamellocitak és ezek a sejtek a kozponti vérsejtképzo szerv, a lymph gland
szétesése el6tt megjelennek a larva keringésében.
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Drosophilaban egy uj géncsaladot azonositottunk, a nimrod géneket, melyek EGF
doménhez hasonlo, de annal szigorabb konszenzusszekvenciaja NIM doméneket tartalmazo
szerkezeti homolog fehérjéket kodolnak. A nimrod géncsalad altal kodolt fehérjék a
sejtmembranba agyazottan vagy szolubilis formaban fordulnak el6. A nimrod homolog gének
csaladba szervezodését talaltuk egyéb rovarokban is, igy az Anopheles gambiaeban, valamint az
Apis melliferaban.

Jellemeztiik a Nimrod fehérjékre jellemzé uj tipusi domén, a NIM domén szerkezetét és
vizsgaltuk lehetséges evoluciojat. Megallapitottuk, hogy az egyetlen NIM domént tartalmazo
fehérjék az izeltlabtiakban és a gerincesekben altalanosan elterjedtek, viszont a tobb NIM
doménnel rendelkezé fehérjék kizarolag a teljes atalakulassal fejlédé rovarokra jellemzéek.

Megallapitottuk, hogy a Nimréd fehérjecsalad tagjai a baktériumok kotésével jarulnak
hozza a Drosophila sejt-kozvetitette immunvalaszhoz.

Szeptikus sériilést kovetd gazda-patogén kolcsonhatasban szerepet jatszo gének
azonositasara alkalmas uj in vivo fertézési tesztet hoztunk Iétre Drosophila melanogaster
modellrendszerben. A maodszer kontrollalt laboratoriumi kérillmények kozott kivaltott sériilésen és
fertézésen alapszik és megbizhatoan alkalmazhato a velesziiletett immunitasban szerepet jatszo
gének azonositasara.

Megallapitottuk, hogy a Drosophila raspberry gén a lamellocitak parazita petékhez torténd
tapadasat el6idézve fontos szerepet jatszik a Drosophila parzitoid darazsak elleni sejt-kovetitette
immunvalaszaban.

5. Az eredmények gyakorlati hasznosulasanak lehetdségei

A velesziiletett immunitas szabalyozasaban résztvevé gének varhatéan potencialis
terapiascélpontokként, vagy a diagnosztikaban alkalmazasra keriil6 markermolekulakként
alkalmazhatok.

A Drosophila hemacitain és a hemocita alpopulaciokon megnyilvanulé molekularis
markereket felismer6 ellenanyagainkat a tudomanyos kozosség vilagszerte rutinszerien
reagensként és nemzetkozileg elismert sztenderdként alkalmazza.
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8. Anyagok és modszerek

Ellenanyagok:

Egérben termelt monolonalis ellenanyagok:

Hemocita specifikus anti- Hemese (H2), [Kurucz és mtsai., 2003].

Plazmatocita specifikus anti-NimC1 (P1a, P1b), [Kurucz és mtsai., 2007].

Lamellocita specifikus anti-Atilla (L1a, b, ), anti-L2, anti-mioszferoid (L4), anti-L6, [Kurucz és mtsai., 2007b].
A kristalyejt specifikus monoklonalis ellenanyagot anti-C1 Prof Tina Trenczek Giessen University, Germany.
Az 1gG izotipus kontrollként hasznalt (T2/48) ellenanyag [Ando és mtsai., 1984] mely a human leukocitakon
kifejez6dd CD45 molekulat ismeri fel.

Masodlagos ellenanyagok és reagensek:
Anti-GFP antibody (Mol. Probes, 1:2000)
Anti-egér-FITC Ig (DAKO, 1:100)

Anti-egér Alexa Fluor 488 (Mol. Probes, 1:1000)
Anti-egér Alexa Fluor 568 (Mol. Probes, 1:1000)
Anti-egér AlexaFluor 633(Mol. Probes,1:1000)
Biotinnal konjugalt anti-egér Ig (Dako, 1:500)
Anti-egér HRPO (Amersham, 1:5000)
Streptavidin-HRPO (Dako, 1:3000)
Streptavidin-Cy3 (Dako, 1:3000)
Streptavidin-Cy3 (Amersham, 1:500)

Drosophila torzsek

Oregon R: vad tipus.

white1118: vad tipus.

A Headcase-LacZ [Weaver és White 1995] t6rzs enhanszer csapdazassal késziilt. Ezekben a larvakban az adult
primordialis szovetekben, és a kozponti nyirokszervben a bakterialis p—galaktozidaz fejezodik ki, ez a kifejezédési
mintazat a headcase gén kifejez6dési mintazatat koveti.

1(3)mbn-1 (lethal (3) malignant blood neoplasm) [Konrad és mtsai. 1994]. Az I(3)mbn-1 tumor szuppresszor gén
EMS indukalta recessziv letalis mutacioja. Az I(3)mbn-1 egy hemocitakat taltermel§ torzs, a larvaban a hemocitak
minden tipusa, és fejlddési alakja jelen van. A homozigotak a 3. larvalis stadiumban, vagy a babozodaskor
pusztulnak el. A homozigota I(3)mbn-1 larvak hemocita szama a vad tipusi Oregon R larvak hemocita szamanak
150-szerese [Gateff és mtsai. 1977]. Az I(3)mbn-1 homozigota larvakban melanizalt tumorok fejlédnek. A
kisérletekhez 3. stadiumu larvak hemocitait hasznaltuk.

Hemese>Gal4 (w[*]; P{w[+mC]=He-GAL4.Z}85) [Zettervall és mtsai. 2004]. A larva hemocitain megnyilvanuld
Hemese gén [Kurucz és mtsai. 2003] promoterének 1 kb hosszusagu szakaszat tartalmazza, mely a konstruktban a
GAL4 ¢éleszt6 transzkripcios faktor génjének expressziojat aktivalja. Ez a konstrukcio hemocita specifikus Gal4
expressziot eredményez és a larvakban a hemocitak tobb mint 85% -a kifejezi a GFP-t.

He>GFPnls (p{UAS-GFP.nlIs}GFP) a Hemese>Gal4 rekombinans torzs a riporter P{UASGFP.
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nis}8 konstrukcidt is tartalmazza a harmadik kromoszoman, ami - a hemocitakban sejtmagi GFP expressziot
eredményez.

1560-R2 RNSI/CyO,Kr-GFP a CyO,Kr-GFP balanszer kromoszoma felett hordozza a mioszferoid RNS interferencia
konstrukciot, aminek kifejezodését az UAS szekvencia szabalyozza.

Y81 cecropin Al promoéterrel meghajtott Lac-Z transzgenikus toérzs [Roos és mtsai. 1998]

domz P elem indukalta hemocita hianyos Drosophila mutans, melynek harmadik larva stadiumaban melanizalodik a
lymph gand-je.

cher1 funkciovesztéses mutans, melyben a Filamin-240 izoforma hianyzik, a néstények sterilitasat a gyiiriicsatornak
szervezddési hibaja okozza. [Sokol és mtsai. 1999, Li és mtsai. 1999].

P[hs-FLN1-20];cher: menekit6 torzs [Sokol és Cooley 2003], amelyben a hsp 70 promoéter hajtja meg a teljes
hosszusaga cheerio cDNA-t a cher1 homozigéta mutans hattéren.

hmI<GFP (hml-GAL4, UAS-GFP).

Headcase>LacZ [Weaver és White 1995],

HmI>Gal4.4, UAS-2XEGFP; I(3)mbn-1 [Goto és mtsai., 2003].

Parazitoid darazs torzs:
Leptopilina boulardi G486

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 (SzMC 0042), Micrococcus luteus (SzMC 0264), Serratia marcescens SZMC 0567,
Szegedi Egyetem mikrobiolégiai Gytjteménybdl. WaaC E. coli,WaaC CGSC#11805; JW3596-1 ,LacY
CGSC#11893; JW0334-1, Keio mutans gyiijtemény [Baba T és mtsai. 2006] az E. coli, E. coli-GFP, BL21 Genetic
Resources at Yale CGSC, The Coli Genetic Stock Center-bél.

Monoklonalis ellenanyagok eléallitasa

Az 1(3)mbn-1 hemocita taltermelé mutansboél izolalt 2 x 106 hemocitaval néstény BALB/c egereket immunizaltunk
harom alkalommal, harom hetes id6k6zokkel. Az utolsé immunizalas utan harom nap elteltével az egerek
1épsejtjeibol 5% borjaszérumot és 10 mM glutamint tartalmazo RPMI-1640 szévettenyészté médiumban
szuszpenziot készitettiink. A lépsejteket Sp2/0 egér myelomasejtekkel fuzionaltattuk polietilén-glikol (PEG-1540)
jelenlétében. A hibridoma sejteket HAT médiumon szelektaltuk és tenyésztettiik [Kohler és Milstein 1976].
Kisérleteinkben a tobbszaorosen klonozott hibridoma sejtek feliiluszojat, illetve a feliiluszokbol ProteinG Sepharose
(GE Healthcare Life Sciences) oszlopon tisztitott ellenanyagokat hasznaltuk.

Schneider 2 (S2) sejtvonal [Schneider 1972]: Az S2 sejtvonal kései Drosophila embriobol szarmazik. A sejtvonalat
tobbféle sejt keveréke alkotja, makrofag és epithél szerii sejtekbdél all, melyek szemi-adherens kultarat képeznek.

Hemocitak izolalasa Drosophila larvabél
A larvakat Drosophila Ringer oldattal torténé mosast kovetéen jéghideg 30 pl 0,1 mg/ml, 1-fenil 2-tiourea (PTU)
Drosophila Ringer oldatban, 12 lyuka mikroszkopos targylemezen (Hendley Ltd., Essex, GB) bontottuk.

Immunhisztokémia

A Drosophila hemocitakat 12 minta felvitelére alkalmas mikroszképos targylemezre (Hendley Ltd., Essex, GB)
tapasztottuk 45 percig, majd 15 percig 2%-o0s paraformaldehiddel, vagy 6 percig acetonnal fixaltuk. A mintakat PBS-
ben 3 x 5 percig mostuk, 0,1% bovine serum albumin (BSA) PBS oldattal 20 percig telitettiik, majd a hibridoma
felilaszéval 1 6raig szobahémérsékleten, nedves kamraban inkubaltuk. Ezutan a mintakat 3 x 5 percig mostuk, 1
oran keresztiil nedves kamraban biotinnal konjugalt anti-egér ellenanyaggal (1:500 higitas 0.1% BSA-PBS-ben)
inkubaltuk. Az tjabb 3 x 5 perces PBS-ben torténd mosast kovetden 1 6ran at inkubaltunk Streptavidin-HRPO-val
(2:300). A mintakat 3 x 5 percig PBS-ben, majd 10 percig 1 M Na-acetat pufferben (pH 4,6) mostuk, majd amino-
etil-karbazol (AEC) kromogén oldattal (1,5 ml Na-acetat puffer, 75 ml 1%-os AEC térzsoldat, 1 ml H202 szubsztrat
oldat) festettiik. A mintakra beagyazé médiumot [3,6 ml 1M Tris (pH 8,6), 9 ml glicerin, 26,4 ml dH20]
cseppentettiink, majd a targylemezeket mikroszkopos fedélemezzel fedtiik.
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Indirekt immunfluoreszcencia

A modszer megegyezik az immunhisztokémianal leirtakkal, azzal a kiilsnbséggel, hogy a biotinalt anti-egér
ellenanyaggal tortént inkubalas utan, a 3 x 5 perces PBS mosast kovetden Streptavidin-Cy3-t adtunk a mintakhoz.
Ezt 45 perc inkubacié kovette szobahémérsékleten, nedves kamraban. A sejtmagvakat DAPI -val (Lifetechnologies,
1:300 higitas) tettiik lathatova. A mintakat beagyazo médiummal és mikroszkopos feddlemezzel fedtiik. A mintakat
Zeiss Axioskope mikroszképpal vizsgaltuk.

Elé hemocitak indirekt immunfluoreszcencia festése

Szovettenyésztd lemez (Corning Life Sciences) mélyiileteibe harmadik stadiuma larvakbol izolalt 2 x 10s hemocitat
helyeztiink, 20 ul, 10% borjuszérumot tartalmazé Schneider’s rovar szévettenyészté (Life Science Technologies)
tapfolyadékban. Az elsédleges ellenanyaghbol mintanként 50 pl-t mértiink majd 45 percen 4t inkubaltuk jégen. A
sejteket haromszor mostuk jéghideg Schneider’s taptalajban, majd hozzaadtuk a masodlagos ellenanyagot, FITC-tal
jelolt anti-egér immunglobulint (Sigmal:100), vagy Alexa Fluor 633 - jelolt anti-egér immunglobulint
(Invitrogen1:1000), vagy Alexa Fluor 488 jelslt anti-egér immunglobulint (Invitrogen1:1000), majd 45 percen at
jégen inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk jéghideg Schneider’s taptalajban, majd a fluoreszcencia
intenzitasukat FACSCalibur aramlasi citométerrel hataroztuk meg. A mintékat Zeiss Axioskope mikroszkoppal és
2MOTepifluorescent and an Olympus FVV1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

Parazitoid darazzsal torténé immunindukcié

A Drosophila ngstényeket petéztettiik, majd 72 ora elteltével 50 larvat 8 Leptopilina bouladri G486 néstény
darazzsal 2 6ran at inkubaltuk 25°C-on, majd a darazsakat eltavolitottuk. A larvakat standard Drosophila taptalajon
tartottuk 25°C-on. A fertzott larvakat a darazsszaras helyén lathaté melanizalt heg, vagy a larvakban talalhato
melanizalt darazs peték illetve tokok alapjan azonositottuk. Kontrollként darazzsal nem immunindukalt, a fertézott
larvakkal egykoru egyedeket hasznaltunk.

Drosophila larva steril sebzése

A masodik stadiuma Drosophila larvakat steril fiilkében, Drosophila Ringer oldattal térténé mosast kovetéen 10
percig 75%-o0s alkoholba helyeztiik. Ezt kovetéen a larvakat steril mikroszkopos targylemezre helyeztiik. Az alkohol
parolgasa kovetkeztében a larvak a targylemezhez tapadtak. A darazs tojocsovéhez hasonld méreti steril mikro-
kapillarissal a larvak poszterior végét megszartuk, majd a larvakat sterilizalt, sziirépapirral bélelt, nedves kamraba
helyeztiikt. Két oraval a szarast kovetéen a larvakat standard Drosophila taptalajra helyeztiik.

Ligatara

A darazsfertdzést kovet6 16 ora elteltével a Drosophila larvak anterior és poszterior részét a test kozépsé részére
helyezett miianyagszal segitségével Iétrehozott ligataraval elvalasztottuk, majd a larvakat két napig, 25°C-on, nedves
kamraban tartottuk. Ezutan az anterior illetve a poszterior részt kiilon boncoltuk.

Kutikula preparatumok készitése

A kiilonbozé kord, illetve kiillonbozé kezelésnek alavetett larvakat gumi alapu boncolo korongon, minutia rovartiik
és csipeszek segitségével boncoltuk. A larvak kutikulajat hosszanti iranyban bontottuk, a szivesé, a kozponti
vérképzo szerv, és az agy kivételével valamennyi belsé szervet eltavolitottunk, majd fixalé oldattal (2%
paraformaldehid, 0,05% Triton-X 100 PBS-ben) rogzitettiik. Az igy elokészitett preparatumokat 2 x 10 perces, PBS-
ben torténé mosast kovetéen indirekt immunfluoreszcencia festésnek vetettiik ala.

Hemocita transzplantacié

A Cg>GAL4 x Hemese>GAL4, UAS>GFPnls sziiloktél szarmazo F1, sejtmagi GFP markerrel jelolt donor larvakat
Drosophila Ringer oldatban boncoltuk. A hemocita transzplantaciéhoz sziikséges GFP-vel jelslt hemocitakat,
transzplantacionként két donor larvabol izolaltuk. A larvakat mikroszkopos targylemezre bontottuk, a kifolyo
hemolimfat mikrokapillarisba felszivtuk, majd azonnal a recipiens harmadik stadiuma vad tipusa Oregon R larvaba
injektaltuk. Az injektalt larvakat nedves kamraban két orara sziirdpapirra helyeztiik, majd a larvak talélését
epifluoreszcens binokularis mikroszképpal (Leica) ellenériztiik. A recipiens larvakban a transzplantalt hemocitak a
kutikulan keresztil is lathatok.

Western blot analizis

A hemocita mintakat redukalo, vagy nem redukalo minta pufferben féztiik 5 percig, centrifugaltuk, majd SDS
poliakrilamid gélelektroforézisnek (SDS-PAGE) vetettiik ala. A gélben elvalasztott fehérjéket 4°C-on nitrocellul6z
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filterre vittiik at. Ezutan a nitrocellulozt zsirmentes tejporbol készitett oldatban 1 oran keresztil telitettiik, majd a
hibridoma felilaszokban inkubaltuk. Ezt kovetden a nitrocellulézt Trissel pufferelt fiziologias sooldatban (TBS)
mostuk 3 x 10 percen at, majd az anti-egér-HRPO-val (1:5000, 1% BSA-TBS-ben) 1 éran keresztiil inkubaltuk. Ezt
3x10 perces mosas kovette TBS-ben, majd a reakciot ECLplus oldattal (Amersham) a gyarté utasitasai szerint hivtuk
eld.

Immunprecipitacié

Az ellenanyagot Protein-G Sepharose gyongyokhoz kotottiik, majd 20 mM Dimethyl pimelimidate dihydrochloride-
del (DMP) kovalensen keresztkotottik. A gyongyoket ezutan TBS-sel 3 x mostuk, majd a sejtlizatummal egy
¢éjszakan at 4°C -on inkubaltuk. A feliiluszé eltavolitasa utan a gyongyoket lizis pufferrel mostuk, SDS
mintapufferben felvéve 1 6ran at 56°C-on inkubaltuk, majd 6t perces forralast kovetéen SDS-PAGE-n futtattuk.

Tirozin foszforilacié kimutatasa

A hemocitdkbol 20 mM NaF és 5 mM NaVO4 tartalmu lizis pufferrel kivonatot készitettiink, amelyet
immunprecipitalast koveté Western-blot analizisnek vetettiink ala egér anti-foszfotirozin (PY20) (Abcam) és
tormaperoxidazzal konjugalt anti-egér (Abcam) ellenanyagokat felhasznalva.

Az atilla mutansok létrehozasa
Az atilla mutansokat a Szegedi Drosophila Térzskozpontban elérheté EP(2)364 homozigota életképes inszercio
remobilizalasaval hoztuk Iétre, amely az atilla gén 3 végétsl 1 kb tavolsagra helyezkedik el. A régioval atfed6

nagyobb méretii deléciot hordozé Df(2L)Prl/CyO térzset a transzpozaz forrast biztosité Sp/CyO; A2-3Sh/TM6Ubx
torzzsel kereszteztiik. A keresztezéshol kivalasztottuk azokat a himeket, amelyek a 2. kromoszoman a deléciét, a 3.
kromoszoman pedig a transzpozaz gént hordozzak. Ezeket a himeket kereszteztiik a homozigéta életképes
EP(2)0364 P-elem inszercios néstényekkel. A keresztezésbél a jumpstarter himeket, azaz olyan sarga szemi himeket
gytjtottiik, melyek a 2. kromoszomajukon a P-elem inszerciét, a 3. kromoszomajukon pedig a transzpozaz gént
hordoztak. A jumpstarter himeket egyedenként a 2. kromoszomas balanszert hordozé SM6b/Sco sziiz néstényekkel
kereszteztiik. A P-elem kivagddasat a szemszin markert elvesztése jelzi. A fehér szemii egyedi himekbél genomi
DNS-t izolaltunk és a deléciot az EP elem 5° oldalara (K) és a gén 5” elejére (L) tervezett primerek felhasznalasaval
polimeraz lancreakcioval hataroztuk meg. Mivel az SM6b balanszer az atilla génben téréspontot tartalmaz, ami az L
primer komplementer szekvenciajanak elvesztésével is jar, a P-elem pontos kivagodasat SM6b balanszer felett a vad
tipusu fragment hianya jelezte. A felhasznalt primerek szekvenciai:

K (forward): 5’-TACTTCTTATATGACCGCCTACGA-3’,

L (reverse): 5>-GAGATTTTCCGAACCTTGACGA-3’,

CG6579 F reverse primer (a gén intronjaban): 5°- GAGCCTGTGACTCATTTAGAAG-3’,

Pry4 P-elem specifikus primer: 5’-CAATCATATCGCTGTCTCACTCA-3’.

A P-elem remobilizacio soran kapott deléciok: atillaso, atillas1, atilla2zs, atillasos, atillasss,

atillas7s, atillasze, atillass7 és az atilla gént nem érint6 kontroll exciziok:

atillaze7, atillaze1, atillasai, atillasaz, atillasss, atillassa.

Genomi DNS izolalas

Szaz felnétt egyedet -80°C-on lefagyasztottunk, majd 2 ml grinding pufferben (0.2 M szukroéz, 0.1 M Tris, pH 9.2,
50 mM EDTA, 0.5% SDS) homogenizaltunk, és 30 percig 65°C-on inkubaltunk. Ezutan 300 pl 8 M K acetatot
adtunk a mintahoz, melyet szuszpendaltunk, 30 percen at jégen inkubaltunk, majd 10 percen at szobahémérsékleten
Eppendorf centrifugaban (11200 g) centrifugaltunk. Ezutan a mintahoz azonos mennyiségii -20 °C-o0s 95%-os etanolt
adtunk, felszuszpendaltuk és 5 percen at centrifugaltuk (11200 g). A DNS iiledéket -20°C-os 70%-os etanollal
mostuk, ezutan szaritottuk, végiil 300 ul TE pufferben oldottuk és -20°C-on taroltuk.

Teljes RNS izolalasa larvabél és hemocitakbél

Az RNS tisztitasahoz az tivegedényeket DEPC tartalmi desztillalt vizben aztattuk egy éjszakan at
szobahémérsékleten, majd a DEPC eltavolitasa érdekében 30 percig autoklavoztuk. A larvakat, illetve a sejteket
TRIzol reagensben (Invitrogen) homogenizaltuk (80 mg larva /1 ml TRIzol reagens, 8 x 106 sejt /Iml TRIzol
reagens), 5 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd a mintahoz kloroformot adtunk (0,2 ml kloroform /1ml
TRIzol). A homogenizatumot 15 mp-ig erételjesen raztuk, 3 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 15 percig
4°C-on centrifugaltuk (11200 g) A vizes fazist friss csébe téve az RNS-t izopropil-alkohollal kicsaptuk, majd 30
percig 4°C-on centrifugaltuk (16100 g). Az iledéket 1 ml 70% etanolban mostuk, majd 5 percig 4°C-on
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centrifugaltuk (6300 g). A feliluszot eltavolitottuk, az iiledéket levegdn szaritottuk, majd 50 pl DEPC kezelt vizben
oldottuk fel, majd az RNS koncentraciojanak meghatarozasat kovetéen a mintakat -80°C-on taroltuk.

Az atilla specifikus mMRNS kimutatasa hemocitakban

Az atilla gén lamellocitakban torténd RNS szintd atirodasat az atilla génre specifikus primerpar felhasznalasaval
reverz transzkripcioval kapcsolt polimeraz lancreakcio modszerével vizsgaltuk. A forward primert az 5° nem
transzlalodo régioba, a reverz primert a kodolo szakasz 3° végére terveztiik, annak érdekében, hogy a kozbeesd
intronszekvencia miatt a cCDNS-rél szarmazo PCR termék a mérete alapjan megkiilonboztethetd legyen a genomikus
DNS-rél szarmazé PCR fragmenttdl.

Expresszios génkonyvtar készitése és tesztelése

Teljes RNS izolalasa

A teljes RNS izolalasahoz a TRIzol Plus RNA Purification Kit-et hasznaltuk, a gyarté hasznalati utasitasa szerint. Az
1(3)mbn-1 genotipusi larvakbol szarmazo 1,18 x 10s hemocitat 8 ml TRIZOL reagenssel lizaltuk, a mintahoz 6t
perces szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan 2 ml kloroformot adtunk, majd keverés utan ajabb 2 percig
inkubaltuk. Ezt kovetden a mintat 15 percig 4 oC-on centrifugaltuk (11200 g), melynek soran az RNS a fels vizes
fazisba kertilt. Az RNS-t 5 ml izopropil-alkohollal csaptuk ki. Tiz perc szobahémérsékleten torténd inkubacio utan az
elegyet 15 percig 4 oC-on centrifugaltuk (11200 g). Az RNS gélszerii csapadékként jelent meg a centrifugacsé
oldalan, a feliilusz6t eltavolitottuk, az RNS tiledéket 75%-os etanollal mostuk, majd 5 percig 4 «C-on centrifugaltuk
(6300 g). Az RNS mintat szaritas utan DEPC kezelt vizben felszuszpendaltuk, majd az oldat RNS koncentraciojat,
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel 260 nm-en mért optikai denzitasa alapjan hataroztuk meg.
Poli(A)+RNS izolalas

A poly(A)+RNS izolalast az Amersham illustraTM mRNA Purification Kit-tel végeztiik, a gyarto hasznalati
utasitasa szerint. A teljes RNS mintékat 5 percig inkubaltuk 65 oC-on, majd jégen lehiitéttiik, és 200 pl minta puffert
hozzaadva oligo dT cellul6z oszlopokra vittiik. Az oszlopokat 2 percig centrifugaltuk (350 g) majd kétszer mostuk
250 ul magas sokoncentracioja pufferrel (Kit), haromszor pedig 250 ul alacsony sokoncentraciéju pufferrel (Kit),
amivel eltavolitottuk a dT oszlophoz nem ko6tédott, nem poliadenilalt RNS-eket. Ezutan az oszlopokat 250 pl 650C-
os elucios pufferrel négyszer mostuk. A frakciokat 6sszegytijtottiik, és 100 ul mintapuffer, 10 pl glikogén oldat és
2,5 ml jéghideg etanol hozzaadasat kovetéen két oran keresztiil -20 oC-on inkubaltuk. A kicsapott RNS-t DEPC
kezelt vizben szuszpendaltuk.

cDNS szintézis

A cDNS szintézishez és az expresszios génkonyvtar el6allitasahoz a ZAP Express cDNA Synthesis Kit and ZAP
Express cDNA Gigapack 111 Gold Cloning Kit—et (Stratagene) hasznaltuk a gyarto utasitasai szerint. A cDNS
szintéziséhez 8,2 ng MRNS hasznaltunk. Az elsé szal szintéziséhez 5 ul 10-szeres toménységii elsé szal puffert, 3 pl
metilalt ANTP keveréket, 2 ul linker primer oldatot, 1 ul RNaz inhibitor oldatot, 37,5 ul DEPC kezelt vizzel higitott
mRNS oldatot (5 pg mRNS) elegyitettiink, majd ezt az elegyet 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezutan
hozzaadtunk a keverékhez 1,5 pl AccuScript RT enzimet. A reakcioelegyet keverés utan centrifugaltuk, majd egy
oran keresztiil 420C-on inkubaltuk. A masodik szal szintéziséhez 20 pl 10-szeres toménységii masodik szal puffert, 6
ul dNTP keveréket (nem metilalt), 114 ul steril desztillalt vizet, 2 pl RN4az H-t és 11ul DNS polimeraz I-t
elegyitettiink, majd az elegyet dvatos keverés utan centrifugaltuk, ezutan 16 oC-on 2,5 6ran at inkubaltuk.

cDNS végek feltoltése

A jégen tartott reakcioelegyhez 23 pul feltoltd dNTP keveréket és 2 pl Pfu DNS polimerazt adtunk. Az elegyet
ovatosan kevertiik, majd Eppendorf centrifugaban 2 masodpercig centrifugaltuk (16100 x g) és 30 percig 72 oC-on
inkubaltuk. Az inkubalas utan 200 pl fenol:kloroform 1:1 v/v aranyu keverékét adtuk hozza és ovatosan elkevertiik.
A mintat két percig, szobahémérsékleten centrifugaltuk (16100 x g), majd a cDNS-t tartalmazo felsé vizes fazist
egyenlé térfogata kloroformmal kevertiik 6ssze és az elegyet Gjabb két percig centrifugaltuk (16100 x g). A felsé
fazishoz 20 ul 3 M Na-acetatot és 400 pl 100%-o0s etanolt adtunk, 6sszekevertiik, majd egy éjszakan at -20 oC-on
inkubaltuk. Masnap, 16 ora elteltével, a jégen felolvasztott mintat 1 6ran keresztiil, 4 oC-on, centrifugaltuk (16100 x
), a feliilaszot eltavolitottuk, és a csapadékot 500 pl 70%-os etanollal 6vatosan mostuk. Ezutan a mintat 2 percig
szobahémérsékleten centrifugaltuk (16100 x g). A csapadékot szaritast kovetéen 9 pl EcoRlI restrikcios hasito hellyel
ellatott adapter molekulat tartalmazo oldatban hagytuk feloldodni, majd 30 percig 4 oC-on inkubaltuk.

Adapterek ligalasa

A cDNS-t és EcoRl restrikciés hasito hellyel ellatott adapter molekulat tartalmazoé szuszpenziohoz 1 pl tizszeres
toménységl T4 ligaz puffert (Stratagene), 1 ul 10 mM ATP-t és 1 ul T4 DNS ligaz oldatot adtunk, majd 2 percig
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centrifugaltuk (16100 x g). Ezt kovet6en a mintat egy éjszakan at inkubaltuk 8 0.C-on, majd a ligaz enzimet 30 percig
700C-on inaktivaltuk.

EcoRI végek foszforilalasa

Az EcoRI adapterrel ligalt cDNS-t tartalmazo mintat 2 percig centrifugaltuk (16100 x g), ezutan 5 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk, majd hozzaadtunk 1 pl tizszeres toménységii ligaz puffert (Stratagene), 2 pl 10mM
rATP-t, 5 pl steril tridesztillalt vizet és 2 ul T4 polinukleotid kinazt. Az elegyet 2 percig 37 oC-on centrifugaltuk
(16100 x g), majd 70 0C-on 30-30 percig inkubaltuk, 2 percig ismét centrifugaltuk (16100 x g) és ezt kovetéen 5
percig szobahémérsékleten inkubaltuk.

Xhol emésztés

A foszforilalt EcoRI hasito helyben végzédé cDNS-t tartalmazé mintdhoz hozzaadtunk 28 ul Xhol puffert és 3 ul
Xhol restrikcios endonukleaz enzimet, majd masfél oraig 37 oC-on inkubaltuk. Ezutan hozzaadtunk 5 pl tizszeres
toménységl STE puffert és 125 ul 100%-os etanolt, majd egy éjszakan at -20 oC-on inkubaltuk. Masnap 4 oC-on egy
oran keresztiil centrifugaltuk (16100 x g). A feliiluszot eltavolitottuk, a csapadékot megszaritottuk, majd 14 pl
egyszeres toménységii STE pufferben felszuszpendaltuk és 3,5 ul toltépuffert adtunk hozza.

Méret szerinti frakcionalas

A cDNS mintakat STE pufferrel atmosott Sepharose CL-2B oszlopon frakcionaltuk. Miutan meghataroztuk az egyes
frakciok DNS koncentraciojat, a frakciokbol vett mintakat agaréz gél-elektroforézisnek vetettiik ala. A kettds szala
DNS-t tartalmazo frakciokat 6sszegyiijtottiik és a cDNS-t precipitaltuk.

cDNS precipitalasa

A cDNS mintahoz azonos mennyiségii fenol-kloroform 1:1 aranyu elegyét adtuk, majd keverés utan két percig
szobahémérsékleten centrifugaltuk (16100 x g). A felsé vizes fazishoz azonos térfogati kloroformot adtunk,
osszekevertiik és két percig centrifugaltuk (16100 x g), majd kétszeres térfogata 100%-os etanollal egy éjszakan at -
200C-on precipitaltuk, a precipitalashoz sziikséges NaCl-t a STE puffer tartalmazta. Masnap (16 ora elteltével) a
mintakat egy oran keresztiil 4 oC-on centrifugaltuk (16100 x g. A feliiliszo eltavolitasa utan a csapadékot 200 pl
80%-0s etanollal évatosan mostuk, majd 2 percig centrifugaltuk (16100 x g). A feliiluszét eltavolitottuk, az tiledéket
szobahémérsékleten szintelenedésig szaritottuk, majd 5 pl steril vizben felszuszpendaltuk. A mintak DNS tartalmat
agaroz gélelektroforézissel ellenériztiik, a DNS koncentraciojat Nanodrop késziilékkel (Thermo Scientific)
hataroztuk meg. Az 1(3)mbn-1 hemocitakbol készitett minta 2,4 ug cDNS-t tartalmazott.

Polimeraz lancreakcié (PCR)

A reverz transzkripcio ellenérzésére mind az egyes, mind a kettés szali mintakbol 0,5 pl-t hasznalva PCR-t
végeztiink, kontrollként az rp49 riboszémalis fehérjére specifikus primereket hasznaltunk. A PCR termékeket 1%-0s
agaroz gélen futtattuk.

A cDNS inszert ligalasa

A 100 ng cDNS-t tartalmazo szuszpenziéhoz 0,5 ul tizszeres toménységi ligaz puffert (Stratagene), 0,5 pl 10 mM
ATP-t, 1 ul ZAP Express EcoRI és Xhol restrikcios endonukleazokkal eléemésztett vektort és 0,5 ul T4 DNS ligaz
enzimet adtunk, majd a reakcioelegyet egy éjszakan at 12 oC-on inkubaltuk.

Fertézokeépes fag in vitro ésszeallitasa

A fagfehérje kivonathoz (Gigapack 111 Gold Packaging Extract) 2,5 pl klonozévektorba ligalt cDNS-t tartalmazo
mintat adtunk, ovatosan 6sszekevertiik, két masodpercig centrifugaltuk (16100 x g), majd két 6ran keresztiil szoba
hémérsékleten inkubaltuk, mialatt a klonozo vektort tartalmazo fertéz6képes fagok képzédtek. Ezt kovetéen a fag
szuszpenzidhoz 500 ul SM puffert és 20 pul kloroformot adtunk, majd ovatos keverés utan 2 masodpercig
centrifugaltuk (16100 x g). A fagkonyvtarat tartalmazé feliiliszot titraltuk és kék-fehér analizisnek vetettiink ala.
Titralas és kék-fehér szelekcié

Tetraciklinnel kiegészitett LB agar lemezen egy éjszakan at 37.C-on novesztett XL1-Blue MRF’ baktérium telepbél
50 ml-es folyadékkultarat készitettiink (ODsoo 1,0). A baktériumkultarat 10 percig szobahémérsékleten
centrifugaltuk (1000 x g). A baktérium tiledéket 25 ml 10 mM MgSOa oldatban felszuszpendaltuk és ODeoo 0.5-re
higitottuk. A baktérium kultarat egy éjszakan at 4 .C-on inkubaltuk, majd 200 pl baktérium szuszpenziéhoz az
elsédleges fagkonyvtarbol 1 pl-t, egy masik 200 pl baktérium szuszpenzidhoz a tizszeresre higitott elsédleges
fagkonyvtarbol szintén 1 pl-t adtunk. A faggal fert6zott baktériumkultirakhoz 15 perces 37 oC-on torténd inkubalas
utan 3 ml 48 0C-o0s 15 pl 0,5M IPTG-t és 50 pl 250 mg/ml X-galt tartalmazo 0,6%-0s NZY fedéagart adtunk, amit
1,5 %-0s NZY agarlemezre szélesztettiink és 37 oC-on egy éjszakan at inkubaltunk. Masnap megszamoltuk a kék és
a fehér telepeket és a kit hasznalati utasitasaban megadott képlet alapjan (Plakkok szama x higitas x teljes pakolasi
térfogat (520 pl)/teljes bepakolt DNS mennyiség (ng) x szélesztett térfogat (ul) meghataroztuk a fagkonyvtar titerét
(1,9 x 106 plaque-forming unit (pfu) /ml).
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Konyvtarak amplifikalasa

Az elsédleges expresszios génkonyvtarak instabilitasa miatt egy héten belil elvégeztiik a génkonyvtar amplifikalasat.
Az XL1-Blue MRF’ baktérium kultara (ODsoo 0,5) 600 pl-es aliquotjait 5 x 104 faggal fertdztiik, majd 15 perces 37
°C-on torténd inkubalas utan 6,5 ml 48 0C-0s 0,6%-0s NZY fedéagarral elkeverve 1,5 %-0s NZY agarlemezre
szélesztettiik. Ezt kovetden a lemezeket 6 oran keresztiil 37 oC-on inkubaltuk, majd a feddagar feliletére 8 ml SM
puffert vittiink fel, és egy éjszakan at 4 oC-on vizszintesen mozgatva inkubaltuk a lemezeket. Masnap a lemezekrél
6sszegyjtottiik a baktériumokbol kiszabadult fagokat tartalmazé SM puffert, azaz a fagkonyvtarat és titraltuk (1,6 x
109 pfu /ml).

A cDNS expressziés génkonyvtarak ellenanyaggal torténé tesztelése

Az XL1-Blue MRF’ baktérium kultara (ODsoo 0.5) 600 pl-éhez az 1(3)mbn-1 hemocita cDNS expresszios
génkonyvtarbol 104 fagot tartalmazo szuszpenziot adtunk. A keveréket 15 percig 37 oC-on inkubaltuk, majd 6,5 ml
480C-0s 0,6%-0s NZY fedé agarral osszekevertiik, és 37 oC-ra elémelegitett 1,5%-0s NZY agar lemezre
szélesztettiik. A lemezt 5,5 oran keresztiil 37 oC-on inkubaltuk a tiiszarasszerii tarfoltok megjelenéséig. Ezutan a fedo
agarra 100 mM izopropil-B-D-thiogalaktopiranoziddal (IPTG) kezelt HyBond C nitrocellul 6z filtert tettiink, és igy
inkubaltuk a lemezt egy éjszakan at 37 C-on. Masnap a nitrocelluléz filtert levettiik a lemezrél, és egyszeres
toménységti TBS pufferrel lesblitettiik. A telitést 5%-o0s tejpor-TBS oldatban végeztiik egy oran keresztiil,
folyamatos himbalassal. Ezt kovetéen a filtert ismét TBS pufferrel oblitettiik, majd az elsédleges egér monoklonalis
ellenanyaggal 3 6ran keresztiil szobahémérsékleten, majd egy éjszakan at 4 oC-on inkubaltuk. Masnap a nitrocellul6z
membrant TBS pufferben haromszor mostuk, majd 1%-o0s BSA-TBS oldatban tormaperoxidazzal konjugalt anti-egér
ellenanyaggal (1:1000) egy oran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk. Az inkubalas utan a membrant haromszor
mostuk TBS pufferben, majd az ECL Plus reagens (Amersham) segitségével 5 perc inkubalas utan 6lomkazettaba
helyezve rontgenfilmre vetitettiik és a rontgenfilmet el6hivtuk. A rontgenfilmen megfeketedé foltoknak megfelel6
tarfoltokat a lemezeken visszakerestiik, és kivagtuk a feddagarbél. A tarfoltokbol a fagokat 500 ul SM pufferben
kioldottuk és 1,5 ul kloroformmal kiegészitve 4 oC-on taroltuk. Az azonositott fagokat kisebb koncentracioban
kétszer egymas utan ujra teszteltiik annak érdekében, hogy a tarfoltok egymastol kell6 tavolsagban helyezkedjenek el
ahhoz, hogy homogén, azaz egyféle cDNS-t hordozé fagokat izolaljunk.

Az azonositott cDNS-t tartalmazé fagok felszaporitasa

A Kkétszeresen izolalt faggal fer6zott XL1-Blue MRF’ baktérium kultara felhasznalasaval a fent ismertetett modon
fedGagart szélesztettiink. A lemezeket 6 oraig 37 oC-on inkubaltuk, majd 5 ml SM puffert vittiink fel a lemezek
feliiletére és 24 oran at vizszintesen mozgatva inkubaltuk azokat 40C-on. A lemezekrél az SM pufferbe kioldodott
fagokat osszegyiijtottiik, a baktériumokat centrifugalassal eltavolitottuk és a felilluszoban titralassal meghataroztuk a
fagok koncentraciojat.

In vivo excizio:

Az azonositott cDNS inszertet tartalmazo pBK CMV fagmidet a ZAP Express vektorbol interferencia rezisztens
helper fag segitségével vagtuk ki, mivel a pBK CMV fagmid fonalas fag formaban képes fert6zni az XLOLR E. coli
torzset, és abban plazmidként felszaporithato. Tetraciklinnel kiegészitett LB agar lemezen egy éjszakan at 37.C-on
novesztett XL1-Blue MRF’ és XLOLR baktériumtorzsekbol 50-50 ml-es kultarakat készitettiink (ODeoo 1.0). A
kultarakat 10 percig szobahémérsékleten centrifugaltuk (1000 x g). A feliiluszot eltavolitottuk, az iiledéket 10 mM
MgSOa oldatban felszuszpendaltuk és ODsoo 1.0-ra higitottuk, majd 200 pl XL1-Blue MRF’ kultarat 10s fagot
tartalmazo szuszpenzioval és 10s ExAssist helper faggal fertéztiink. A keveréket 15 percig 37 oC-on inkubaltuk, majd
hozzaadtunk 3 ml kiegészitett LB tapoldatot, és harom oran keresztiil 37 oC-on razatva inkubaltuk. Ezt kovetéen
husz perc 70 oC-on torténé inkubacio soran lizaltuk a sejteket, igy a fagmid vektor fonalas fag formajaban az oldatba
kertilt. Ezutan a keveréket 15 percig centrifugaltuk (1000 x g). A fonalas fagot tartalmaz¢ feliillaszo 100 ul-ével 200
ul XLOLR kultarat (ODeoo 1.0) fertdztiink, és a keveréket 15 percig 37 oC-on inkubaltuk. Ezt koveten hozzaadtunk
300 ul NZY tapoldatot, és 45 percig 37 oC-on kevertetve inkubaltuk. A keverékbdl 200 pl-t kanamicinnel
kiegészitett LB agarlemezre szélesztettiink, és egy éjszakan at 37 oC-on inkubaltuk. A lemezen kinétt telepekbdl
plazmid DNS-t izolaltuk.

Plazmid DNS izolalasa ,,alkalikus lizis miniprep” modszerrel

Egyedi baktériumtelepeket LB taptalajban egy éjszakan at 37 C°-on razatva inkubaltuk, majd 1,5 ml
baktériumszuszpenziot egy percen 4t centrifugaltuk (18900 rpm). Az iiledékhez 100 pl 00C-os I. oldatot (50 mM
gliikoz, 25 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) adtunk, majd vortex-szel szuszpendaltuk. A szuszpenziéhoz
hozzaadtunk 200 pl frissen készitett 1. oldatot (0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS), majd 6vatosan sszekevertiik. Ezutan
a mintahoz hozzaadtunk 150 pl jéghideg I11. oldatot (60 ml 5 M Kalium-acetat, 11,86 ml Ecetsav (96%), 28,14 ml
desztillalt viz), majd ovatosan 6sszekevertiik. A keveréket 6t percen at szobahémérsékleten inkubaltuk, majd egy
percig centrifugaltuk (12000 g). A feliilaszohoz 1 ml etanolt (96%) adtunk, vortex-szel kevertiik, husz percen at -20
C°-on inkubaltuk, majd husz percig 40C-on centrifugaltuk (12000 g). A feliiluszot eltavolitottuk, majd a DNS
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csapadékot 200 pl etanollal (70%) mostuk. Ezt kovetden ot percen at centrifugaltuk (12000 g). A DNS iledéket
szobahémérsékleten szaritottuk, majd 50 ul TE pufferben feloldottuk és 1 pl 10 mg/ml RN4z A oldatot adtunk hozza.
Restrikciés emésztés és agaroz gélelektroforézis

Az egyedi baktériumtelepekbdl készitett plazmid DNS preparatumokat restrikcios endonukleazokkal (EcoRlI, Xhol)
torténé emésztés utan agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk. A 2 pl palzmid DNS-t tartalmaz6 mintahoz
hozzamériink 2,5 ul 10X puffert (Fermentas), 20,1 ul desztillalt vizet, valamint 0,2 pl EcoRI és 0,2 ul Xhol
restrikcios endonukleazt (10U/ul Fermentas). Az oldatot egy 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd az emésztési
termékeket etidium-bromid jelenlétében agaréz gélelektroforézist kovetéen UV fényben tettiik lathatova. A gélképek
alapjan kivalasztottuk a reprezentativ mintakat és azokat megszekvenaltattuk.

Szekvenalas

EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit -tel (Bio-Basic) a szekvenalasra kivalasztott plazmid preparatumok 60 pl-
ébol visszaizolaltuk a DNS-t, amelyet 50 pl elualé pufferrel (2mM TRIS-HCI pH 8.0) oldottunk le az oszloprol. Az
izolalt DNS-t T3 és T7 primerek felhasznalasaval az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont Nukleinsav szekvenalo
laboratoriumaban szekvenaltattuk meg, majd az igy kapott szekvenciakkal BLAST Kkeresést végeztiink.

Géntermék csendesités kettésszala RNS interferenciaval

A nimC1 gén RNS inhibiciojahoz egy kettésszala RNS (dsRNS) konstruktot készitettiink (AB186054), amelyben a
nimC1 gén 5' nem transzlalodo régiojanak egy 403 bazispar hosszasagh szakaszat hasznaltuk, amelyet mindkét
orientacioban egy pUAST vektorba klonoztuk, a wingless gén 1177 bazispar hosszisagu intronjaval elvalasztva. A
konstruktot P-elem transzpozaz enzimet kodolo helper plazmid segitségével juttattuk a waiiis t6rzs genomjaba. A
kivalasztott szakasz, amelybdl a kettésszali RNS kialakul, mely egyetlen egyéb D. melanogaster génnel sem
tartalmaz tizenhat bazisparnal hosszabb egyezést.

A NimC1 fehérje kifejeztetése a Schneider2 sejtvonalban

A nimC1 gén kédolé régiojat hordozo LP05465 vektorban, annak ellenérzésekor azt tapasztaltuk, hogy a nimC1
kédolé régio a genomi szekvenciahoz képest két bazispar deléciot tartalmaz az 1564. bazisparnal, aminek hatasara a
cDNS-r6l csonkolt NimC1 fehérje irodik at. A hiba javitasahoz, a nimC1 génben talalhato BamHI hasitohelytél
downstream iranyban 1,8 kilobazis méretii szakaszt amplifikaltunk polimeraz lancreakcioval a genomi DNS
templatrol, majd ezt a fragmentet klonoztuk a pMT/V5-HisA vektorba. A nimC1 pMT/V5-HisA vektort Effectene
reagenssel (Quiagen) transzfektaltuk a Schneider-2 sejtekbe és a NimC1 fehérje kifejez6dését réz-szulfat
hozzaadasaval indukaltuk.

FITC-tal jelolt baktérium készitése

A baktérium sejteket (10 ml ODsoo 1,5) haromszor mostuk PBS-ben és forrasban 1évé vizben 1 6ran at inaktivaltuk.
A hével elslt baktériumot 10 ml 0,25 M karbonat-bikarbonat pufferben (pH 9,0) szuszpendaltuk, amelyben
cseppenként hozzaadva, 100 ul DMSO-ban oldott 0,5 mg FITC-et oldottunk fel. A baktérium szuszpenziét egy
¢éjszakan at forgatva inkubaltuk (4 °C), majd nyolcszor mostuk PBS-ben.

Fagocitozis tesztek

In vivo fagocitozis

Mikrokapillaris segitségével 1 ul FITC-el jelolt baktérium szuszpenziot injektaltunk az €16 larvak testiiregébe. A
hemocitakat az injektalast kovets 30 perc elteltével izolaltuk és fenotipusukat indirekt immunfluoreszcenciaval
hataroztuk meg.

In vitro fagocitozis

A hemocitakat (2x106) FITC-el jelslt baktériumokkal szobahémérsékleten inkubaltuk 20 percig, majd a sejtekhez
tapadt baktériumok fluoreszcenciajanak kioltasara 0,2% tripankéket adtunk a sejtszuszpenziohoz. A hemocitak altal
fagocitalt baktériumokat fluoreszcens mikroszkoppal, vagy FACSCalibur aramlasi citométerrel vizsgaltuk.

A rekombinans Nimréd fehérjék kifejeztetése bakulovirus alapua eukariéta expressziés rendszerben

FLAG-taget kédolé plazmid készitése

A FLAG epitopot és az Xbal és Notl restrikcios endonukleazok hasitohelyét két oligonukleotidként szintetizaltattuk,
mint 5-CAATCTAGAGATTACAAAGACGACGACGACAAATAGTAAGCGGCCGCAAC-3' és a
komplement szekvenciaja. Mindkét oligonukleotidbol 1 nmol-t hasznaltunk és tiz percig 95 °C-on inkubaltuk, majd
egy percig 70 °C-on, 1 percig 60 °C-on, egy percig 50 °C-on, két percig 40 °C-on, ahhoz, hogy, a két egyesszali DNS
szakasz kettésszalo DNS molekulakat hozzon létre. Az oldathoz 0,6 ul Notl (Fermentas) és 0,6 pl Xbal (Fermentas)
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enzimet, valamint 2 pul BamHI puffert (10X, Fermentas) és 6,8 ul desztillalt vizet adtunk, majd két 6ran keresztiil
37°C-on inkubaltuk. A restrikcios endonukleaz enzimeket hasz percen at 80 °C-on inaktivaltuk, majd az inszertet egy
Notl-Xbal emésztett pBKSII+ vektorba klonoztuk. A kapott klonokat T3 és T7 primerek segitségével szekvenalassal
ellenériztiik. Az inszert tervezésekor ugyeltiink arra, hogy a FLAG epitopot kodolo szakaszon a két STOP kodon a
pBluescriptll plazmid klonozo helyén talalhato B-galaktozidaz a-fragmensét kodolo géntél kiilonboz6 leolvasasi
keretbe keriiljon. A B-galaktozidaz gén leolvasasi keretében igy nincsenek STOP kodonok, a plazmidrol
milkodoéképes B-galaktozidaz fehérje irodik at és a pB-FLAG kék-fehér szelekciora is alkalmas.

A rekombinans fehérjéket kodolo baculovirus eléallitasa

A Nimrod fehérjék sejten kiviili doménjét kodolé inszerteket polimeraz lancreakcioval éllitottuk eld. A felhasznalt
primerek a Sall, vagy Xbal restrikcios endonukleazok hasitohelyét, a forward primerek egy START (ATG) kodont is
tartalmaztak:

NimC1 forward: 5-CAAGTCGACATGATTTGTAACCGATCGCAGG-3'

NimC1 reverse: 5-CAATCTAGATACCTCGCTGGTTGATGTCTG-3'

NimA forward: 5-CAAGTCGACATGATACCATTGGGATCAGGACAAAACAG-3'

NimA reverse: 5-CAATCTAGAGGCCTCACCTCCAACGAATCC-3'

NimB1forward: 5-CAAGTCGACATGACGCTGGTGGCATTTCCTG-3'

NimB1lreverse: 5-CATTCTAGATAGATATCCTTCGCGGCAGTGAC-3'

NimB2 forward: 5-CAAGTCGACATGAAGACGGCTGGCATCAAGACAC-3'

NimB2 reverse:5'-CAATCTAGACAAACCGGAAGCGCACTCACAG-3'

Draper forward: 5-GTTGTCGACATGTTGCCGGTAATCCTCATAGC-3'

Draper reverse: 5-CAATCTAGAGTCGCACTGGCACTTCTGG-3'

Atilla forward: 5'-CAAGTCGACATGCACAGTGCATCGGCCATCAAG-3'

Atilla reverse: 5-CAATCTAGATGCACTGACCGCCACAAAG-3;

A NimA inszert eléallitasahoz templatként a teljes RNS mintabol reverz transzkripcioval el8allitott cDNS mintat
hasznaltunk, a tobbi inszert eldallitasahoz a kovetkezé cDNS plazmidokat hasznaltunk templatként: pMT/V5-hisA
(NimC1), GH07762 (NimB1), HL01444 (NimB2), RE50156 (Atilla), IP15264 (Draper). A polimeraz lancreakciok
termékeit Sall és Xbal restrikcios endonukleazokkal emésztettiik, majd a pB-FLAG vektorba klonoztuk. Az inszertek
szekvenciajat T3 és T7 primereket hasznalva szekvenalassal ellenériztiik. A FLAG epitoppal ellatott rekombinans
fehérjéket baculovirus expresszios rendszerben fejeztettiik ki (Bac-to-Bac, Invitrogen). Az inszerteket a pB-FLAG
vektorbol a Sall és Notl restrikcios endonukleazok felhasznalasaval pFastBacDual vektorba klonoztuk. A
pFastBacDual-atilla, pFastBacDual-nimA, pFastBacDual-nimB1, pFastBacDual-nimB2, pFastBacDual-nimC1 és
pFastBacDual-draper plazmidokkal DH10Bac kompetens sejteket transzformaltunk, amelyek egy shuttle vektort,
mas néven bacmidot hordoznak, amely egy fert6z6képes baculovirus genomjat tartalmazza. Az inszertek a
pFastBacDual vektorokon Tn7 rekombinacios szignalszekvenciak kozott talalhatoak, a shuttle vektor is tartalmaz
Tn7 szignalszekvenciakat egy lacZ génben, a DNH10Bac baktériumsejtek pedig kifejezik a sziikséges rekombinaz
enzimet, igy a DH10Bac torzsben az inszert a pFastBacDual vektorrol a shuttle vektorra rekombinal. A sikeresen
rekombinalédott inszert miikodésképtelenné teszi a bacmid lacZ génjét, igy a sikeres rekombinacio termékei kék-
fehér szelekcioval azonosithatoak. A fehér szinii telepekbél 7 telepet valasztottunk ki, amelyeket kanamicinnel,
tetraciklinnel, gentamicinnel, IPTG-vel, X-Gal-lal kiegészitett LB agarlemezre szélesztettiik és 24 6ran at 37 °C-on
inkubaltuk. A kinétt telepek koziil kivalasztottuk a fehéreket, amelyeket 2 ml kanamicinnel, tetraciklinnel és
gentamicinnel kiegészitett LB taptalajba oltottunk, majd ezeket a kultarakat egy éjszakan at 37 °C-on razattuk. A
baktérium szuszpenziokbol alkalikus lizissel plazmid DNS-t izolaltuk, majd az inszert beépiilését az izolalt bacmid
DNS-en végzett polimeraz lancreakcioval ellenériztiik, pUC/M13 forward (5'-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3') és reverse (5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3') primerek
segitségével. Az inszertet tartalmazé bacmidot hordozé klonokat kanamicinnel, tetraciklinnel és gentamicinnel
kiegészitett 60 ml folyékony LB taptalajba oltottuk, majd a baktériumkultarakat ODeoo 1,5 denzitasig novesztettiik. A
bacmid DNS-t Qiagen Plasmid MIDI KIT segitségével izolaltuk, majd TE pufferben oldottuk fel.

Fertézoképes baculovirus eléallitasa

A vektor DNS-sel Spodoptera frugiperda (Sf9) lepke eredetii sejtvonalat transzfektaltunk. Az Sf9 lepke sejtvonal
sejtjeit TNM-FH taptalajban 60-70%-0s denzitasig szaporitottuk, majd szérummentes TNM-FH taptalajban
haromszor mostuk. A 1,5 ug bacmid DNS-t és 12 ul Cellfectin Il reagenst (Invitrogen) tartalmazé szérummentes
TNM-FH taptalajt 15 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 300 pl szérummentes TNM-FH taptalajhoz
keverve a mosott Sf9 sejtekkel szobahémérsékleten 12 6raig himbalva inkubaltuk. A sejteket ezutan szérummentes
TNM-FH taptalajban mostuk és 72 oraig 26 °C-on inkubaltuk. A sejtkultara feliliszoja tartalmazta a fert6zéképes
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baculovirus részecskéket (P1 virus torzsoldat), mellyel Gjabb Sf9 sejteket fertéztiink, melynek a feliiluszéjaban
termel6dé baculovirus részecskék képezték a P2 virus torzsoldatot, ezzel ismét Sf9 sejteket fertéztiink melynek a
feliiluszojaban 1évé baculovirus részecskék adtak a P3 virus torzsoldat, ezzel fertézve az Sf9 sejteket azok
feliiluszoja lett a P4 virus torzsoldat.

Sf9 sejtek fertdzése és lizise

Az Sf9 sejtkultarat P4 baculovirus torzsoldattal fertéztiik, majd 72 oran at 25 °C-on inkubaltuk. A rekombinans
fehérjéket termel6 sejteket lizispufferben felszuszpendaltuk, a mintat szonikaltuk, folyékony nitrogénben
fagyasztottuk-olvasztottuk, majd 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk (18000 x g).

A Nimréd fehérjék baktériumkotésének tesztelése aramlasi citometriaval

A FITC-el jelslt baktériumokat (5-10ul) 4 percig 4 °C-on (11200 x g) centrifugaltuk és 400 ul hemocita lizatummal,
vagy a rekombinans fehérjéket termel6 SF9 sejtek lizatumanak 800 pl-éval egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk
allando fogatas mellett. Ezutan a baktériumsejteket 4 percig 4 °C-on (11200 x g) centrifugaltuk és haromszor mostuk
PBS-ben. A baktérium tiledékhez 1 ml elsédleges ellenanyagot P1la és P1b monoklonalis egér ellenanyagok
keverékét (Kurucz és mtsai. 2007a), L1a és L1b egér monoklonalis ellenanyagok keverékét (Kurucz és mtsai.
2007a), vagy anti-FLAG egér monoklonalis ellenanyagot (1:1000 higitas 5% FBS RPMI-ben) adtunk. Fél perc
intenziv keverés utan a mintat két oran at forgattuk 4 °C-on, majd haromszor mostuk 5% szérummal kiegészitett
RPMI taptalajban, majd centrifugaltuk. A baktérium tiledékhez masodlagos ellenanyagként 1 ml Alexa Fluor 633
fluorokrommal jelGlt anti-egér 1gG-t (Invitrogen) (1:600 higitas 5% FBS RPMI-ben) adtunk, 45 percen at forgattuk 4
°C-on majd centrifugaltuk. Miutan a baktériumpelletet haromszor mostuk 5% szérummal kiegészitett RPMI
taptalajban és kétszer PBS-ben, a baktériumsejtek fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometriaval hataroztuk meg.
A baktériumsejteket az FL-1 csatornan mért FITC (zold) fluoreszcenciajuk alapjan kiilonitettiik el a tormeléktol, és a
kapuzott sejtpopulacio Alexa Fluor 633 (tavoli voros) fluoreszcencia intenzitasat az FL-4 csatornan mértiik egy
FACSCalibur aramlasi citométerrel.

A vizsgalt fehérjék baktériumkotésének statisztikai elemzése

A vizsgalt fehérjék baktériumkotését a tavoli voros tartomanyban mért fluoreszcencia intenzitasok szamtani
kozepével (MFI) jellemeztiik. A NimC1 fehérjét felismeré ellenanyaggal festett minta MFI értékét elosztva a
kontroll minta MFI értékével szamitottuk ki a minta relativ MFI értékét (RMFI). Minden abran feltiintettik az RMFI
értékek standard deviaciojat (SD), a minta adatok szorédasat az atlag koriil. Az aramlasi citometriaval mért MFI
értékeken Student t-tesztet végeztiink. A baktériumkotésnek fogadtuk el azt az értéket ahol a minta MFI értékei
szignifikansan kiilonboznek a kontroll MFI értékeitol.

Szeptikus sériilési teszthez baktérium pazsit eléallitasa

A baktérium pazsit elkészitése soran a hosterilezett Drosophila tenyészto fiolakba 2 ml 2%-os LB taptalajt ontottink.
A megszilardult LB médium felszinén szétszélesztettiink 20 pl baktérium szuszpenziét, majd éjszakan at 37 oC-on
inkubaltuk.

A szeptikus sériilés kivaltasara alkalmazott médszer

A sériilést 1-5 napos D. melanogaster néstények elsé par végtagja tarzalis izeinek eltavolitasaval idéztiik elé
szemsebészeti olloval, szén-dioxidos altatasban. Fiolanként 30 sériilt egyedet helyeztiink a baktérium pazsitot
tartalmazo fiolakba. Az allatokat 5 ora elteltével standard Drosophila taptalajt tartalmazo fiolakra helyeztiik, majd a
tuléls egyedek szamat 3 napig rogzitettiik. A sériilésnek az életképességre gyakorolt hatasat steril LB taptalajt
tartalmazo fiolak alkalmazasava hataroztuk meg.

A szeptikus sériilési tesztek kisérleti eredményeink kiértékelése

A tulélési gorbék készitéséhez hasznalt adatok legalabb harom egymastol fiiggetlen kisélethél szarmaztak. A
kiilonboz6 kisérleti csoportokban, amelyeket kiillonbozé baktérium torzsekkel fertéztiink, legalabb 100 egyed talélését
vizsgaltuk. A mutans allatok talélését a kontrollként hasznalt wiiie egyedek taléléséhez viszonyitottuk. A kontroll és a
mutans allatok talélésének vizsgalatat egymassal parhuzamosan végeztiik. A statisztikai értékelést a Microsoft Excel
Student’s t-test (nem egyenld mintaeloszlas) programjanak segitségével végeztik. A talélési gorbéket [Charroux és
Royet 2009] munkaja alapjan készitettiik. A hibavonalak (error bars) a standard hibat jel6lik. p<0.05 érték esetében a
kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik.
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Az Drosophila és a parazitoid darazs talélésének vizsgalata

A darazs fertézést kovetden 48 oraval a darazzsal szart larvakat ecetmuslica taptalajt tartalmazo fiolakra helyeztiik.
Két nap elteltével rogzitettiik a fiolakban fellelheté babok, majd a babokbol kikeld ecetmuslicak illetve darazsak
szamat. A kisérleteket legalabb haromszor megismételtiik és genotipusonként legalabb 150 egyedet vizsgaltunk.

A tokképzési reakcio vizsgalata

A darazsszurast kovet6 48 illetve 72 6ra utan a larvakat 12 lyuki targylemezen boncoltuk és rogzitettiik az é16, nem
melanizalt, a részlegesen melanizalt és a teljesen melanizalt darazslarvak szamat. Meghataroztuk azoknak a tokoknak
a szamat, amelyeket a lamellocitak lazan, illetve szorosan vettek koriil. Azokat a larvakat, amelyekben nem volt
melanizalt tok, vagy nem figyeltiink meg melanizalt pontokat a kutikulan szintén kiboncoltuk és megvizsgaltuk, hogy
van-e benniik é16 darazs larva. Ezt kovetéen genotipusonként meghataroztuk az €16, nem melanizalt darazs larvak,
illetve a részlegesen melanizalt ¢és a teljesen melanizalt darazs peték szamat. Meghataroztuk a fert6zottség mértékét is,
vagyis az ecetmuslica larvajaban 1évé parazitoidok szamat. Az atlag darazs larva szamot a kovetkezé képlettel
szamoltuk ki: atlag darazs larva=6sszes darazs larva/osszes ecetmuslica larva.

A tokok immunfestése

A Leptopilina boulardi G486 darazssztrast kveté 48 illetve 72 6ra utan a larvakat kiboncoltuk és izolaltuk a
parazitoid darazs petéket 5% magzati borju szérumot (FBS) és PTU-t tartalmazé Schneider’s médiumban, majd 5
percig mostuk PBS-ben. 12 percig fixaltuk 2%-os paraformaldehidben majd haromszor mostuk PBS-ben. A mintakat
20 percig telitettiik 0,1%-0s marha szérum albumint (BSA) tartalmazo PBS-ben és ¢éjszakan at 4°C-on inkubaltuk az
elsédleges ellenanyagot tartalmazé hibridoma feliilaszoban, majd haromszor mostuk PBS-ben. Ezutan 45 percig
inkubaltuk a CF-568 (Sigma-Aldrich) masodlagos ellenanyaggal (1:1000 higitas). A sejtmagvakat 1:400 higitott
DAPI-val (Sigma-Aldrich) jeloltik. A mintakat harom alkalommal 5 percig mostuk PBS-ben, ezutan a mintékat
fedémédiummal fedtiik (Flouromount G, SouthernBiotech) és Zeiss Axioscope 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk.
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10. Koszonetnyilvanitas

Ez a munka azért johetett Iétre, mert a MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpontot az
intézetalapito Straub F. Brané az ujszegedi parkvarosba, a sportuszoda t6szomszédsagaba
almodta meg. A mult szazad nyolcvanas éveiben az egyetemi doktori cimem megszerzését és
gyermekem sziiletését kovetden, épp az uszodaba tartottam, amikor észrevettem, hogy nincs
nalam a pénztarcam, igy beugrottam a Genetikai Intézetbe Monostori Evatol kérni egy ,,huszast”
a belépodre. Ekkor Ando Istvan feltette nekem a kérdést, lenne-e kedvem a csoportjahoz
csatlakozni, ahol korabban néhany honapig vendég kutatoként dolgoztam. Nem telt bele fél év és
a GYEST megszakitva, valamint a ,,munkaero-csabitas” problémakorét lekiizdve csatlakoztam a
kutatocsoport munkajahoz.

Kaészonom Ando Istvannak, hogy meghivott a csoportjaba, kutatova nevelt és tamogatott
a palyam soran. Koszonet Monostori Evanak a csoport munkajaba valé beilleszkedésben nyujtott
segitségért. Koszonetemet fejezem ki Oravecz Tamasnak az emberi, Vilmos Péternek a
szarvasmarha és bivaly leukocitakon megnyilvanulé markerek azonositasa soran végzett k6zos
munkaért.

A kilencvenes évek kdzepén kutatocsoportunk elhatarozta, hogy az elsédleges
immunvalasz tanulmanyozasat 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.

Koészonom Dan Hultmarknak a svédorszagi Umea Egyetem professzoranak, hogy a
laboratoriumaban toltott tanulmanyutam soran segitette munkamat.

Koszonet a csoportunk korabbi és jelenlegi tagjainak, Markus Rébertnek a mikroszkopos,
Honti Viktornak és Csordas Gabornak a genetikai, Zsamboki Janosnak és Cinege Gyongyinek a
molekularis, Arva Aginak és Kovalcsik Olganak a biokémiai munkakban nyujtott segitségért.
Tapai Szilvia és Balazs Anita a Drosophila torzsek fenntartasaval és az allatok boncolasaval
jarult hozza munkam sikeréhez.

Koszonom az SZBK Tomegspektrometriai Laboratoriuma vezetéjének, Medzihradszky
Katalinnak és munkatarsanak Darula Zsuzsannanak, hogy tomegspektrometriai analiziseikkel
elésegitették a hemocitakon megnyilvanulo molekulakat kodolo gének azonositasat.

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

Koszonetemet fejezem ki sziileimnek, akik elsé generacios értelmiségiként hittek a tudas erejében,
ezt a hitet plantalva belém buzditottak az egyetem elvégzésére és a kutatoi élet megprobaltatasai soran
mindig mellettem alltak. Készénet Maté fiamnak megérté timogatasaért.
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11. Roviditések jegyzéke

Ab Ellenanyag

Alk Anaplastic limféoma kinaz

Alk-CA Allandéan aktiv anaplastic limfoma kinaz
AML1 Acute myeloid leukemia 1 fehérje

Ance Angiotensin converting enzim

ANK Ankirin

Aop anterior open

AprA Metalloproteaz

Arp2/3 Actin-related proteinen

bp Bazis par

Bc Black cells

CD Cluster of Differentiation

CenG Centaurin gamma

Col Collier

CR komplement receptor

CRC Kristalysejt

CRQ Croquemort

CTB Kolera toxin B

Cz Lymph gland kortikalis zéna

Cy3 Cyanine festék

DAP-PGN Diaminopimelic savat tartalmazé peptidoglikan
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole fluoreszkalo DNS festék
Dom Domeless receptor

DoxA1Profenoloxidaz izoforma
DoxA3Profenoloxidaz izoforma

DN Dominans-negativ

Dpp Decapentaplegic

Dredd Death related ced-3/Nedd2-like protein

DSS Disuccinimidyl suberate

Dscam Down syndrome sejtadhézios molekula

dDuox Drosophila dual oxidaz 1

dsRNA Kettésszala RNS

dUevlA Drosophila ubiquitin-conjugating enzim 1A varians
Dif Dorsal-related immunity factor

DmIKK Drosophila IkappaB kinaz

ECL Western blot el6hivé reagens

EGFR Epidermalalis novekedési faktor receptor

EMI EMILIN csaladba tartozo fehérjékre jellemzé domén
FADD Fas-associated death domain

FcR Fc Receptor

FilGAP Filamin A (FLNa)-binding RhoGTPase-aktivalo fehérje
FITC Fluoreszcein izotiocianat

FOG1 Frend of GATA

GAL4/UAS  Elesztd transzkripciot aktivalo fehérje/ Upstream Activation Sequence, egy olyan
enhancer elem, amelyhez a GAL4 specifikusan kotédve aktivalja a génatitodast.
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Gem Glial cells missing

Gem2 Glial cells missing-2

GFP Green fluorescein protein

GNBP Gram negativ baktériumkoto fehérje
GPI Glikozilfoszfatidilinozitol

He>GFP Hemese>GAL4 elemmel meghajtott UAS>GFP.
Hep Hemipterous

Hop Hopscoch

HRPO Tormaperoxidaz

HmI>GFP Hemolectin>GFP

Htl Heartless

IFN Interferon

IFNR Interferon receptor

IL1 Interleukin 1

IMP Inosin-5-monofoszfat dehidrogenaz
IMD Immune deficiency jelatviteli utvonal
IP Immunprecipitatum

IR Inverted repeat

Ird5 Immune response deficient 5
JAK/STAT  Janus kinase/signal transducers and activators of transcription
JNK Jun-N-terminal kinaz

kDa Kilo Dalton molekulatémeg

Lg Lymph gland

LPS Lipopoliszacharid

LTA Lipoteichoic sav

LYS-PGN Lizint tartalmazé peptidoglikan

L Lamellocita

Lz Lozenge

mAb Monoklonalis ellenanyag

MBL Mannoz koté lektin

MFI Mean fluorescence intensity

MR Mannoz receptor

MYD88 Myeloid differentiation primary response gén
MZ Lymph gland medullaris zéna

Mut Mas mutans

mys lethal(I)myospheroid gén

N Notch

NF-xB Nuclear factor-kappa B transzkripcios faktor
NimA Nimrod A

NimB Nimrod B

NimC Nimrod C

nls Sejtmagi lokalizacios szignal

Nrg Neuroglian

PAK1 Serine/threonine-protein kinaz

PC Perikardialis sejtek

PDGF Platelet-derived growth factor

PGN Peptidoglikan
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PGRP

PGRP-SA,SB

PGRP-LC
PHT
PI-PLC
PKC
PL

PM

pnt

PS

PS integrin
PSC
PCR
Pvf

Pvr
Racl, Rac2
Ras
RelC
RelN
RMFI
RNSi
ROS
RUNX
PPA
Pro-ppA
S?2

SDS
Sg9
SIMU
Sna
SPE
SPzZ
SR
SREC
Srp
TAK1
TEP
T1.10b
TMISF
TLR
TNF
Twi
Ubcl3
Ub
u-PAR
Upd3
Ush

Peptitoglikan receptor

Szolubilis peptitoglikan receptor
Sejtfelszini peptitoglikan receptor
Posterior hematopoetikus szovet
foszoszfatidilinozitol foszfolipaz C
Protein kinaz C

Plazmatocita

Plazma membran

pointed

Foszfatidil szerin

position-specific (PS) integrins
Posterior signaling center
Polimeraz lancreakcio

PDGF and VEGF-Receptor Related
PGF and VGF-Receptor Related
Kis GTP-az

Ras oncogén

Relish C terminus

Relish N terminus

Relative mean fluorescence intensity
Kettésszala RNS alapt géntermék csendesités
Reaktiv oxigén gyokok
Runt-related transcription factor
Prophenoloxidaz

Prophenoloxidaz aktivalé enzim
Schneider 2 sejtvonal

Sodium dodecyl sulfate

shaggy

Six-microns-under

Snail

Spatzle-processing enzim

Spatzle, Toll ligand

Scavanger receptor

Scavanger receptor

Serpent

Transforming growth factor-beta-activalt kinaz
Tioészter tartalmu fehérjék

Tollob

Nonaspanin

Toll-szert receptor

Tumor nekroézis faktor

Twist

Ubiquitin konjugalé enzim
Ubiquitin

Urokinaz plasminogén aktivator receptor
Unpaired 3

U-shaped
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VEGF Vascular endothelial growth factor—related factor
WB Western blot

Wg Wingless

Whnt Whnt oncogén analég

WT Vad tipus
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