A Drosophila sejt-kozvetitette immunitasa (NK-101730) - Zaréjelentés (2012-2016)

(A vonatkozo sajat kozleményeket kék szinnel kiemeltem.)

A Program keretében tovabb jellemeztiik a Drosophila sejt kdzvetitette immunitasaban résztvevo sejtek
¢s szervek funkcioit és differencialodasuk szabalyozo folyamatait. Immunologiai markereket
azonositottunk ¢és jellemeztiink, genetikai rendszereket ¢épitettiink a Drosophila vérsejtképz6
szoveteinek és sejt kdzvetitette immunitasanak a vizsgalatara. Felismertiik és bemutattuk a velesziiletett
immunitas egy eddig ismeretlen sejttipusat, a sok magvi drias hemocitat, mely mind morfologiai
sajatsagait, mind leszarmazasat tekintve nagyfoki hasonlésagot mutat a gerinces Szervezetek egy
specialis immunsejtjével. A Program lehetdséget adott tovabba a velesziiletett immunitassal kapcsolatos
legujabb eredmények egyetemi oktatas keretében torténd bemutatasara és fiatal kutatok posztgradualis
képzésére, immunoldgiai kurzusok tartasat biztositotta a Szegedi Tudomanyegyetem és az MTA
Szegedi Biologiai Kutatokozpont égisze alatt, tovabba B.Sc., M.Sc. és Ph.D. fokozatok szerzését
segitette a téma kutatasaban részt vevo hallgatok szamara.

A rovarok immunrendszerének humoralis és sejtes elemei nagyfok(l hasonldsagot mutatnak a gerinces
szervezetek immunrendszerének velesziiletett immunitds moduljaval. Ez a hasonloésag részben
konvergens evolicio, részben az elemek filogenetikai konzervaltsaganak eredménye. A velesziiletett
immunitas vizsgalatdban széleskorlien alkalmazott Drosophila melanogaster egy olyan
modellszervezet, amely immunrendszerének miikodése parhuzamba allithat6 a gerincesek velesziiletett
immunitasanak a mikodésével. Mig a D. melanogaster humoralis védekezésének elemei és azok
szabalyozasa jol ismert, a sejt kozvetitette immunitas kialakuldsarol és miitkodésérol joval kevesebbet
tudunk. Laboratériumunkban, a rovarokban és a gerinces szervezetekben hasonld védekez6 funkciokat
ellatd velesziiletett immunvalasz sejt kozvetitette agat jellemezziik Drosophila modellszervezeben,
altalunk létrehozott immunoldgiai és genetikai vizsgalorendszerek kombinalasaval.

Eredmények:

i) Drosophila vérsejtek azonositasira alkalmas immunologiai markerek jellemzése és
genetikai rendszerek létrehozdsa.

Vérsejt antigének

A tumor szuppresszor mutans I(3)mbn-1 larvakbol vérsejteket izolaltunk, majd a fagocita funkcioju
plazmatocitadkon és a tokképzé lamellocitdkon kifejez6d6 antigéneket azonositottuk. A molekulak
szOveti expresszidjat és sejtes lokalizacigjat indirekt immunfluoreszcencidval, a molekulak
sejtmembran, illetve citoplazmas lokalizacidjat dramldsi citometridval, molekulatdmegiiket Western-
blot analizissel hatdroztuk meg. Az immunprecipitdcidoval izolalt fehérjéket tomegspektrometriai
analizisnek vetettiik ala.

A H2I antigén, a Drosophila BPS integrin

A vérsejteken azonositott H21 antigén tomegspektrometriai analizise és RNS interferenciaval torténd
csendesitése soran bebizonyosodott, hogy az a korabban azonositott L4 (Honti és mtsai., 2014)
antigénhez hasonléan a Drosophila myospheroid gén altal kodolt BPS integrin. A vérsejteken kifejez6d6
H4 és H6 antigének indirek immunofluoreszcenia analizise a H21 és L4 molekulakhoz nagyon hasonlo
kifejez6dési mintazatot mutatott és myospheroid specifikus RNS interferenciaval szintén csendesithet6
volt. Bar a H4 és H6 antigénekmolekulatomege Western-blot analizissel nem volt meghatarozhato,
valoszinii, hogy ezeket a molekulakat is a myospheroid gén kodolja.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a myospheroid gén sejt-kozvetitette immuvalaszban betdltott szerepét.
Eredményeink szerint a He-GAL4 meghajté elemmel vérsejtspecifikusan meghajtott myospheroid
specifikus RNS interferenciaval csendesitett utddokban a BPS integrin hidnya sem a parazitoid darazsak
elleni tokképzés hatékonysagat sem a plazmatocitak fagocitalo képességét nem befolyasolta.

Az L2 antigén



A lamellocitakban megnyilvanulé L2 antigén tomegspektometriai analizise soran azt az eredményt
kaptuk, hogy ez a fehérje az Aktin 57B2 izoforma, Ennek igazolasara a GFP-vel jelolt aktin57B2
fehérjét Hemese-GAL4 meghajtoelemmel vérsejtekben taltermeltettiik (z61d). Az anti-L2 ellenanyaggal
torténd indirekt immunfluoreszcencia analizis soran azt tapasztaltuk, hogy néhany lamellocita
kivételével a zolden fluoreszkalo, aktinS7B2 fehérjét tultermeld vérsejtek zome nem festddott az anti-
L2 ellenanyaggal (piros), ami azt mutatja, hogy a tomegspektrometriai analizis eredményét nem tudtuk
megerdsiteni.

A Nimrod kromoszoma régié, a NimC1 molekulacsalad (NimC1 és Eater), valamint a Vajk fehérjék
A NimClmolekula

Megallapitottuk, hogy a a fagocitdzis szabalyozasaban résztvevé NimC1 molekula baktériumkotd
képességgel rendelkezik (Zsamboki és mtsai., 2013). Tovabbi eredményeink szerint a Gram-negativ E.
coli baktériumot a vizsgalt rekombinans Nimrod fehérjék mindegyike, a NimA, NimB1, NimB2 és
NimC1 mig a Gram-pozitiv S. epidermidis baktériumot csak a rekombinans NimB1 képes megkdtni.
Megallapitottuk, hogy a Nimrod fehérjék baktériumkotésének hatékonysaga nem all osszefiiggésben
azok NIM doménjeinek szdmaval. A Nimrod fehérjecsalad tagjai a baktériumok elleni immunvalaszban
fagocitdzis receptorként, vagy opszoninként miikodhetnek és beillesztheték az EGF-hez hasonld,
altalunk korabban azonositott NIM domént tartalmazé fagocitozis receptorok soraba. Ugy tiinik, hogy
a NimC1 molekulanak mas altaldnos bioldgiai szerepe is lehet, mely a ,,nem-specifikus” szubsztratok
felismeréséhez és a vérsejtek kitapadasahoz kothetd. A NimC1 molekula kifejezddését vizsgalva
megallapitottuk, hogy ez a fagocitézis receptorként azonositott transzmembran receptor (Kurucz és
mtsal., Current Biology, 2010) egyes esetekben NimB tipusi molekulava alakulhat (Honti és mtsai.,
2013).

Megfigyeltiik, hogy szamos olyan Drosophila vonal Iétezik, amelyekben a plazmatocitakon kifejez6d6
NimC1 molekuldt nem ismerik fel az anti-NimC1 ellenanyagok (Pla és Plb), ami szamos
tumorbioldgiaval, fejlddésbiologidval és velesziiletett immunitassal foglalkozo laboratériumban
megneheziti a fagocitozist és plazmatocitak differencialodasanak folyamatait érintd kutatdsokat. Az
érintett vonalakat megvizsgalva megallapitottuk, hogy ezekben a vonalakban a NimC1 molekula génje
delécio(ka)t tartalmaz, ezért nem termelddik kimutathato, vagy mitkodoképes molekula. A gént érintd
mutéciot azonositottuk, molekularisan jellemeztiik, valamint rekombinacioval eldallitottunk egy a
NimC1 molekulara nézve pozitiv HmI>GFP vonalat, amely hasznos eszkozzé valhat a Drosophila
vérsejtképzését és a fagocitdzis folyamatat vizsgald kutatok szamara. Ez, az eddig nem észlelt és
altalunk publikalt (Honti és mtsai. 2013) jelenség lényegesen befolyasolja a fagocitozis folyamatat
vizsgalo kutatasokat és az eddigi eredmények egy részének Gjraértelmezését teszi sziikségessé. Ezekhez
a Vizsgalatokhoz a P1 markerre nézve pozitiv HmI>GFP vonalat (Honti és mtsai., 2013) a kutatoi
kozosség rendelkezésére bocsajtottuk.



Az Eater molekula

Az Eater molekula a Nimrod molekulacsaladba tartozé transzmembran fehérje, mely korabbi
ismereteink szerint a Gram pozitiv baktériumok bekebelezését szabalyozza. Kisérleteink igazoltak, hogy
a molekula - feltehet6en egy, a testiireeg falaban elhelyezkedé ligandhoz kapcsolodva - a szesszilis
szovet szerkezetét szabalyozza (Bretscher és mtsai., 2015). Az Eater fehérjének a szesszilis szovet
szerkezetének és a vérsejtek differencialodasanak szabalyozasaban betdltott szerepét a "Szesszilis
szovet mikroanatomiaja" fejezetben targyaljuk. Az Eater fehérje funkcidinak a vizsgalatahoz egy, az
Eater fehérjét kodold plazmid konstrukciot allitottunk eld. A rekombinans fehérjét Bakulovirus
expresszios rendszerben, Sf9 sejtekben fejeztettiik ki. A fehérje az Eater N-terminalis 204 aminosavat
hordozza, mely magaba foglalja a 40 aminosavbdl all6 szignal peptidet, a CCXGY motivumot (Kurucz
¢s mtsai., 2007) és 4 N-terminalis NIM domént, melyek szerkezetileg az Eater 28 NIM doménje koziil
a legnagyobb variabilitast mutatjak. A rekombinans fehérjét izolaltuk és vele egereket immunizaltunk.
Az egerekbdl izolalt poliklonalis savo Western-blot analizise szerint az ellenanyag az Sf9 lizatumokban
lev6 49 kDa molekulatomegii rekombinans fehérjét, és a vérsejtek lizatumaban a 128 kDa Eater fehérjét
ismeri fel, és nem reagalt az eater delécidos mutans vérsejt-lizatumaval. Egerek immunizalasat kdvetden
mintegy 400 hibridoma sejtvonalat teszteltiink azonban egy sem reagalt specifikusan az Eater fehérjével,
ezért a tovabbi vizsgalatokban a poliklonalis savot jellemezziik és hasznaljuk a fehérje kimutatasara.

A Vajk fehérjék

Korabban azonositottunk négy, egymdassal nagyfok(i homoldgiat mutaté gént a D. melanogaster 2.
kromoszomajan, a vajk géneket, melyek koziil harom a Nimrod klaszterben helyezkedik el (Somogyi és
mtsai.,2010). A gének in silico analizisével megmutattuk, hogy az altaluk kodolt fehérjék feltehet6en a
kutikula szerkezetének - a rovarok elso, fizikai védelmi vonalanak - a felépitésében jatszanak szerepet.
A kodolt fehérjéket Baculovirus rendszerben termeltettiik és veliikk szemben poliklonalis ellenanyagokat
allitottunk el6. Megallapitottuk, hogy a Vajkl and Vajk4 fehérjék az embrio fejlodo kutikulajaban és a
babban nyilvanulnak meg. A Vajkl1 fehérjét kimutattuk a fiatal adult repiiléizmaihoz vezet6 tracheolak
kutikulajaban, a Vajk 4 fehérje a test felszinének epithelialis sejtjeiben van jelen. A vajk géntermékek
RNSi-vel torténd csendesitése soran szarny és kutikula fejlédési rendellenességeket mutattunk ki.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Vajk-1 és a Vajk-4 fehérjék a patogénekkel szembeni elso, fizikai
védekez6 vonal, a kutikula felépitésében vesznek részt (Cinege és mtsai., kézirat elkésziilt).

Egyéb antigének, amelyeket a hemocitakon azonositottunk

A H18 molekula a hemociték sejtmembranjaban lokalizalodik, szoveti expresszidjanak vizsgalata soran
kimutattuk, hogy kifejezédik mindharom vérsejt-kompartmentumban: a keringd és szessilis vérsejteken,
valamint a kézponti vérképzo szervben, a lymph gland-ben, ezen kiviil a szivcsé mentén elhelyezkedd
perikardialis sejtekben is megtalalhato. Parazitoid dardzzsal torténé immunindukciot kovetden
expresszids szintjének emelkedését tapasztaltuk. A molekula dmegspektrometriai analizise és RNS
interferenciaval torténd csendesitése alapjan megallapitottuk, hogy ez a molekula a Tetraspanin 42Ed,
melynek immunvalaszban bet6ltott szerepét még nem irtak le, azonban a predikcionk alapjan szerepet
jatszhat szignalizacids komplexek 1étrehozasaban. A 3AS intracellularisan a kering6 plazmatocitak egy
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kifejezodik, és jelen van a hemolimfa alvadékban. A molekula expresszidja a vérsejt-
kompartmentumokban az immunindukci6 hatasara nem valtozik. Tomegspektrometriai analizise alapjan
a fehérjét a CG2233 gén kodolja. A molekula kolcsonhatd partnereinek azonositasra keresztkotd
agensek alkalmazasat kovetéen ko-immunoprecipitaciot végeztiink, majd a komplexeket Western-blot
majd tomegspektometriai analizisnek vetettiink ala. A komplexekben elsésorban a sériiléseket kovetden
aktivalodd melanizacios kaszkad elemei voltak jelen nagy mennyiségben. Ezen kiviil a Glutactin,
AT19513p, a larvalis szérum fehérje-1 alfa, béta és gamma lanca, a Fondue B izoformdja, a
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendaz-2, a tiolésztert tartalmazo protein Il izoformaja és a piruvat kinaz
fehérjéket azonositottuk. A 42Ed és a CG2233 szerepét RNS interferencidval térténd csendesitéssel és
delécios mutansok létrehozasaval és jellemzésével vizsgaljuk.



Genetikai vizsgalo rendszerek létrehozdsa
atillaMB®* konverzidja

Megkiséreltiik az atillaMB®** MIiET1 elemét - mely eredményeink szerint nem miikodd GAL4 gént
hordoz - miik6d6é GAL4 gént hordozd PGawB elemre kicserélni. Az elOkisérleteink soran kideriilt, hogy
a minos elem csak a testi sejtekben mobilizalhato, a csiravonalban nem ugraszthatd, ezért a tervezett
konstrukt az adott rendszerben nem hozhato létre.

A hdc-GAL4 meghajtoelem

Mivel a rendelkezésiinkre all6 meghajtoelemek a kozponti nyirokszerv sejtjeinek csupan egy részét
jelolik ki, egy olyan meghajtéelemet kivantunk Iétrehozni, mellyel a teljes vérsejtkompartmentum
kijellhetd, és az onnan szarmazé sejtek sorsa kovethetd. A rendelkezésiinkre 4llo6 hdc® allélban
talalhatd P-lacZ elem a teljes koOzponti nyirokszervben aktiv, azonban sejtvonaljelolésre nem
hasznalhatd, mivel nem tartalmaz GAL4 forrast. A P-lacZ elem és egy GAL4 forrast tartalmazo
P{GawB} elem egyidejii mobilizalasaval létrehoztunk olyan vonalakat, amelyek enhanszer csapdaként
miikddnek, és a hdc-lacZ mintazatanak megfelelden fejezik ki a GAL4 fehérjét. Ezen inszerciok
segitségével vizsgalni tudjuk a kozponti nyirokszerv sejtjeinek sorsat az immunindukciot kdvetden,
illetve a metamorfozis soran. A hdc-GAL4 meghajtoelemet a hdc gén funkcidjanak jellemzése soran is
felhasznaltuk, melyet a késébbiek soran targyalunk.

In vivo vizsgadlo rendszer létrehozdsa szeptikus sériilés dltal kivaltott immunvilasz szabdlyozdsdaban
résztvevo faktorok azonositisdra

Nagy atereszté képességili, reprodukalhato modszert fejlesztettiink ki a szeptikus sériilés és a
parazitakkal szembeni immunvalasz szabalyozasaban résztvevd faktorok azonositasara. A modszer,
amely a természetben is gyakran el6fordulo sériilést modellezi, alkalmas a szeptikus sériilést kdvetd
tulélésben szerepet jatszd gének azonositasara D. melanogasterben. A moddszer alkalmazasaval egy
iranyitott screent végeztiink, amelyben kiilonb6z6é gének mutans alléljait hordozo allatok életképességét
vizsgaltuk szeptikus fert6zést kovetden és a modszert ismert jelatviteli utak blokkolasaval validaltuk
(Kari és mtsai., 2013) és két, eddig az immunvalaszban fel nem ismert jelentéségii gént a raspberry-t
(CG1799) és a scramblasel-et (CG32056) azonositottuk. A raspberry mutansok esetében azt
tapasztaltuk, hogy Bacillus cereus fertézést kovetden szignifikansan csokkent a taléld egyedek aranya
a kontrollhoz képest, mig Escherichia coli és Serratia marcescens fertézést kovetben a mutansok
¢letképessége hasonld volt a kontrollhoz. Mivel a B. cereust a raspberry mutans D. melanogaster
vérsejtjei nem kebelezték be, feltételeztiik, hogy az inosine 5'-monofoszfat dehydrogenazt (IMPDH)
kodolo gén, a rasberry, a sejt kozvetitette immunitas altalanos regulatora is lehet, ezért a raspberry
szerepét a Leptopilina boulardi G486 parazitoid darazsfert6zést kovetd tokképz6 reakcioban is
megvizsgaltuk (Kari és mtsai., 2016). A darazsfert6zést kovetéen 72 oraval a raspberry mutansban
szignifikdnsan kevesebb volt a részlegesen és a teljesen melanizalt dardzspeték aranya az Oregon R
kontrollhoz viszonyitva. A parazitoid darazsfertézést kovetod tulélés vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy a raspberry mutans esetében kétszer annyi darazs kelt ki a Drosophila babborébdl (82%), mint az
Oregon R kontrollbol (39%). Hasonld eredményeket kaptunk, amikor Hemese-Gal4 UAS-GFP
meghajto elemmel vérsejt specifikusan csendesitettiik a raspberry gént. Mindezeken tdlmenden a
melanizacids folyamatok gyengék és a vérsejteknek a petéhez tapadasa is hianyos. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a gén a sejt kdzvetitette immunitas altalanos regulatora (Kari és mtsai., 2016). Juhasz
Gabor (MTA lendiilet kutatocsoport, ELTE-SZBK) csoportjaval egylittmiikddve jellemeztiik a vps8
mutacio okozta vérsejt fenotipust az ecetmuslica larvaban. Megallapitottuk, hogy a mutacio
vérsejtproliferaciot €s spontdn differencidlodast okoz, de funkciondlis defektet eredményez a
plazmatocitakban; a mutans larvakbol izolalt vérsejtek bekebelezik ugyan a baktériumokat, azonban
nem képesek azokat megfelel6en lebontani (Lorincz és mtsai, kézirat, 2016).

i) A vérsejtképzd szovetek szerkezete és a szervezddésiiket szabdlyozo genetikai faktorok



A sejt kdzvetitette immunvalasz soran specialis sejtek - a lamellocitak - differencialédnak, melyek
részt vesznek a testidegen részecskéknek a sajat szovetektol torténd elhatarolasaban és elpusztitasaban.
Ezeknek a sejteknek a szoveti eredetére valamint eldalakjainak a természetére és differencidlodasara
vonatkozodan tobb elmélet sziiletett, azonban nem létezett az elméletek vizsgalatara/tesztelésére
alkalmas kisérleti rendszer. A Projekt keretében a genetikai, immunolodgiai és fiziologiai modszerek
kombinalasaval létrehozott vizsgalati rendszer alapkérdések megvalaszolasat tette lehetové.

A szesszilis vérsejtképzd szovet mikroanatomidja és dinamikdja

Ujonnan kidolgozott, in vivo konfokélis videomikroszképian alapulé modszeriink (Csordés és mtsai,
2014) lehetové tette a szesszilis szovet €16 larvakban torténd vizsgalatat. Megfigyeltiik, hogy a szesszilis
szovet szerkezete dinamikus, a szesszilis szovet és a keringés kozott a vérsejtek egy része szabadon
cserélddik. Nagyfelbontasu konfokalis mikroszkopos vizsgalataink ravilagitottak arra, hogy a szesszilis
szovet sejtjei immunindukciot kdvetden citonémakat hoznak létre. A citonémak funkcidja még nem
ismert, jelenlegi elképzelésiink szerint szerepet jatszhatnak a vérsejtek nem-sejtautondm
differencialédasanak szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy az Eater fehérje jelenléte feltétlentil sziikséges
a szesszilis szovet integritdsanak fenntartasahoz. Az eater, peroxidazin, eater, lozenge, hemolektin,
hemese meghajtoelemekkel torténd csendesitésének hatasara a szesszilis szovet szerkezete felbomlik,
azonban lamellocitdk nem képzddnek. Az eater hatdsa a plazmatocitdkban sejt-autonomnak, mig
kristalysejtekben nem-sejtautondmnak bizonyult (Bretscher és mtsai, 2015).

A vérsejt kompartmentumok dinamikdja és plaszticitisa

Korabbi eredményeink (Honti és mtsai., 2010) arra engedtek kovetkeztetni, hogy az irodalomban
terminalisan differencialodott effektorsejteknek tekintett fagocita sejtek, a plazmatocitak,
immunindukciét kdvetéen nem fagocitald lamellocitakka differencialdodhatnak. Mivel szerettiik volna
ezt a folyamatot részletesebben megérteni, a laborunkban alkalmazott, GAL4/UAS vezérelte
sejtvonaljeloldé rendszert hasznaltuk fel arra, hogy a kristalysejt-leszarmazasi vonal plaszticitasat
vizsgaljuk. Rendszeriink segitségével olyan transzgéneket fejeztettiink ki, amelyeket korabbi
vizsgalatok alapjan (Zettervall és mtsai., 2004, Stofanko és mtsai., 2010) kapcsolatba hoztak a
lamellocitak differencialodasaval. Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy bar a kristalysejt-leszdrmazasi vonal
(melyet a lozenge-GAL4 elem segitségével jeloltiink meg) sejtjei a parazitoid darazsfertdzést kovetden
jellemzdéen nem alakulnak lamellocitdkka, a vonalban kifejeztetett transzgének hataséra a keringésben
immunindukci6 nélkiil is tokképzd sejtek jelentek meg. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy a
kiilonb6z6 faktorok eltér6 modon idézték el6 a lamellocitak képzOdését: a charlatan és
hemipterous.ACT kifejeztetést kovetéen nagyrészt olyan lamellocitakat figyeltiink meg, melyek a
kristalysejt-leszarmazasi vonal sejtjeib6l differencialodtak, mig az anaplastic lymphoma kinase.ACT és
a pvr.A expresszio a kristalysejt leszarmazasi vonaltol fiiggetlen lamellocitdkat is eredményezett.
Mindebbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a lamellocita differencialédas tobb 1épcsben
szabalyzott folyamat, mely nem-sejtautondm és sejtautondom szigndlok integralasaval megy végbe.
Mindezek mellett azt is megallapithatjuk, hogy bar az immunindukciét kovetdéen a kristalysejt-
leszarmazasi vonal nem vesz részt a lamellocita differencidlodasban, ez a folyamat megfeleld
transzgének segitségével mégis indukalhat6. Ezt azzal magyarazzuk, hogy a sejtvonaljel516 rendszeriink
a kristalysejt differencialédas mar olyan korai szakaszaban bekapcsol, amikor a sejtek még részben a
plazmatocitakra jellemz6 funkcionalis és génexpresszios sajatsagokat mutatnak. Ezért lehetséges, hogy
az egyes faktorok kifejeztetése ezen a korai ponton képes megvaltoztatni ezeknek a sejteknek a sorsat,
igy azokbol nem kristalysejtek, hanem lamellocitdk jonnek létre. Mivel eredményeink 6sszefliggésbe
hozhatoak a kristalysejt differencialodas korai 1épéseivel, szerettiik volna részletesebben megérteni ezt
a folyamatot. A kristalysejtek embrionalis eredete tisztazottnak tekinthetd (Milchanowski és mtsai.,
2004, Bataillé és mtsai., 2005), azonban az elmult években Leitao és Sucena (2014) él6 allatok
videomikroszkopos megfigyelésével kimutattak, hogy ez a sejttipus a larvalis élet soran a szesszilis
vérsejtképz6 kompartmentumban de novo jon létre, méghozza plazmatocitakbol. Azt viszont tovabbra



sem lehetett tudni, hogy a kozponti nyirokszervben létrejovo kristalysejtek erre a differencialodasi
utvonalra elkotelezett prohemocitakbol, vagy, mint ahogy azt a szesszilis szovetben megfigyelték,
plazmatocitakbol differencidlodnak. Ennek vizsgalatahoz sejtvonaljel6ld rendszeriinkkel kijeldltiik a
plazmatocita-leszarmazasi vonalat (a peroxidasin és eater meghajtéelemekkel, Honti és mtsai., 2010),
majd a kozponti nyirokszerv kérgi zoénajaban indirekt immunfluoreszcencia alkalmazasaval
differencialodott kristalysejteket kerestiink. Megallapitottuk, hogy a kdzponti nyirokszervben talalhaté
kristalysejtek jelentGs része a plazmatocita leszarmazasi vonalbdl eredeztethetd. Sajat eredményeink,
valamint az irodalomban megtalalhaté adatokra alapozva megalkottunk egy olyan modellt, amely
Osszefoglalja az ecetmuslica larvaban talalhato sejttipusok eredetét és leszarmazasi kapcsolatait.
(Csordas és mtsai., kézirat)

Sejttipusok:

PRE: prekurzar hemocita

PLA: plazmatocita

INT®: plarmarocita-kristalysejt
fmenet: alak

INT™: plazmatocita-lamellocita
atmeneti alak

CC: kristalyseg

LAM: lamellocita

Korabbi kisérleteink soran a larva szesszilis vérsejtképz6 szovetét jellemeztiik (Markus és mtsai., 2009,
Honti és mtsai., 2010). Ezen vizsgalataink soran az is kideriilt, hogy a szesszilis kompartmentum igen
érzékeny az invaziv fizikai behatasokra, a larvak mikroszkopos vizsgalatokhoz torténé preparalasa
sulyosan roncsolja a szesszilis szovet szerkezetét. Annak érdekében, hogy sériilés mentes szesszilis
vérsejtképzé kompartmentumban kovetéses megfigyeléseket végezhessiink egy olyan uj moddszert
fejlesztettiink ki, melynek segitségével a larvak immobilizalhatok, és konfokalis mikroszkop
segitségével vizsgalhatok (Csordas és mtsai., 2014). Ez a rendszer in vivo riporterek kifejez6désének
kovetését is lehetové teszi, amit a laboratoriumunkban azonositott molekularis markerekkel is
kombinalhatunk (Kurucz és mtsai., 2007). A modszer soran az in vivo riportereket kifejez6 immobilizalt
larvakba a vérsejteket felismerd elsddleges-, és fluorszcensen jeldlt masodlagos ellenanyagokbol
eléallitott immunkomplexet injektaltunk. Ezzel a technikéaval ¢é16 allatokban parhuzamosan kdvethetd
¢s videomikroszkopiaval rogzitheté a vérsejtekben kifejez6d6 in  vivo riporterek ¢és az
immunkomplexszel festett molekularis markerek. A rendszeriink a jovében olyan Drosophila mutansok
vizsgalataban is hasznos lehet, melyek vérsejt fenotipussal birnak, valamint olyan rovarfajok
vérsejtképzé kompartmentumainak felderitésére, amelyekben a transzgenezis még nem megoldott,
azonban a vérsejtspecifikus ellenanyagok létrehozasa megvaldsithato.

A headcase gén szerepe a vérsejtsors szabalyozdsaban

A laboratériumunkban eléallitott hdc-GAL4 driver vonalak (I. fentebb, "A hdc-GAL4 meghajtoelem"
fejezet) koziil haromban polimeraz lancreakcid, majd az azt kovetd szekvenalas segitségével
iranyban 1kB tavolsagban talalhato. A larvaban a hdc-GAL4 kifejezodési mintazata megegyezik a hdc-
LacZ expressziés mintazataval, a kdzponti nyirokszerven kiviil nem tapasztaltunk a vérsejtekben
expressziot. Immunfluoreszcencias vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a kdzponti nyirokszervben a
hdc-GAL4 meghajtoelem, valamint a Collier fehérje (a kdzponti nyirokszerv poszterior szignalizacios
kozpontjanak markere) kifejez6dési mintazata atfedést mutat. Meglepé modon, a hdc gén HmI-GAL4



meghajto elemmel torténd csendesitése mindharom kompartmentumban szignifikansan csdkkentette a
plazmatocita specifikus markert (HmI>GFP) kifejez6 vérsejtek szamat. Vérsejt specifikus
immunfestéssel kimutattuk, hogy a vérsejtek a kontrollal megegyez6 szamban tovabbra is jelen vannak
a vérsejtképzo kompartmentumokban. A HmI>hdcRNSi larvakban lamellocitak differencialodasat nem
figyeltik meg. Két, egymastol eltéré kifejezd6dési mintazatot mutatd meghajtoelemmel (Dot-GAL4 és
Col-GAL4) elvégeztiik a hdc gén kozponti nyirokszerv specifikus csendesitését. Mindkét esetben azt
tapasztaltuk, hogy a larvak keringésében lamellocitak jelentek meg. Eredményeink alapjan a Hdc
fehérje? hatasat a kdzponti nyirokszervben, vélhetéleg annak poszterior szignalizacios kdzpontjaban
fejti ki. Kisérleteink szerint a Hdc szerepet jatszhat a vérsejtek sejtautonom, illetve nem-sejtautondém
differencialodasi folyamatainak szabalyozasaban, valamint az egyes vérsejt kompartmentumok kozotti
kommunikacioban. A palyazat ezen részében elkezdett munka folytatasara - a Hdc vérsejtek
differencialédasaban betoltott szerepének részletes vizsgalatara - Honti Viktor OTKA PD palyazatot
nyujtott be, melyet idokozben elnyert (OTKA PD-115534).

A vérsejt kompartmentumok dtrendezddése a larva-bab-adult dtalakulds sordn

A COREST-tel kdcsonhatd transzkripcids faktor, a Charlatan larvalis plazmatocitakban torténd
tultermelése mind a keringésben, mind a kdzponti nyirokszervben lamellocita differencialodast indukal.
A lamellocitak megjelenése és szamuknak emelkedése a plazmatocita markerek eltiinésével megerdsiti
azt a korabbi eredményiinket, mely szerint a terminalisan differencialodottnak gondolt larvalis
plazmatocitak plaszticitassal rendelkeznek, azaz megfelel6 indukciora lamellocitava differencialodnak
(Honti és mtsai., 2010). A Charlatan fehérje HmI-GAL4 meghajtéelemmel valo thltermeltetésének
hatasara az adult vérsejtjei nem differencialodtak lamellocitakka, ami arra utal, hogy az adult
plazmatocitai terminalisan differencialédott sejtek, differencialddasi plaszticitdst nem mutatnak. Az
adult szesszilis kompartmentumban talalhatd vérsejtek - a larvahoz hasonldan - anatomiailag rendezett
szoveti szerkezetet alkotnak (Honti és mtsai., 2014); a szerkezet fenntartasdban az Eater fehérje, a larva
szesszilis szovetéhez hasonldan, kitiintetett szerepet jatszik. Kisérleteik soran azt tapasztaltuk, hogy az
eater gént HmI-GAL4 meghajtoelemmel csendesitve,az adult szesszilis szovet szerkezete felbomlott.

iii) A NimC1 transzmembrdn receptor mikrobakotd kapacitisa

Az ide vonatkoz6 eredményeket a "NimC1 molekula" bekezdésben, fentebb targyaljuk (Zsamboki és
mtsai., 2013)

iv) A Drosophila ananassae vérsejtképzo szovetének és sejt kozvetitette immunitdsdinak a vizsgdlata
(Markus és mtsai., 2015)

A Drosophilidae-k ananassae alacsoportjaba tartozé fajokban egy eddig ismeretlen sejttipust
azonositottunk, a sokmagvu 6Orias hemocitat. A sejttipus jellemzésére D. ananassae és D. bipectinata
vérsejtek alpopulacioit felismerd immunoldgiai reagenseket és D. ananassae-ban genetikai rendszereket
fejlesztettiink, melyeknek alkalmazasat sejtbiologiai modszerekkel kombinaltuk (Markus és mitsai.,
2015). Az altalunk azonositott sokmagvu orias sejtek a parazitdkkal szemben kialakulo tokképzo
reakcioban vesznek részt, melynek sordn a parazitdk petéjét beburkoljak, kornyezetiiktdl izolaljak és a
parazitat a D. melanogaster-re jellemz6 melenizacios reakcio nélkiil pusztitjak el. Az orias hemocitak
esetenként tobb szaz sejtmagot tartalmazo, sejt-sejt fizid eredményeként in vivo létrejovo sejtek, melyek
a keringésben és a szesszilis kompartmentumban elhelyezked6 plazmatocitakbodl differencidlodnak. A
baktériumok bekebelezésében nem vesznek részt, eddig megismert kizarolagos funkcidjuk a parazitak
eliminalasa. Bar a lamellocitak és a sokmagvu oriassejtek morfologiai jellemzo6i Iényegesen eltérnek
egymastol, funkcidjuk hasonld, mely feltehetden a kiilonb6z6 foldrajzi régiokban kialakuld gazda-
jellemzoit és eredetét tekintve nagyfoku hasonlosagot mutat az emldsok sokmagvi oOriassejtjével,
melyek szintén makrofagok szinciciumaként jon létre a kronikus gyulladasok egyik formaja, a
granulomaképzddés soran.



A Projekt keretében azonositott markerek, a fejlesztett reagensek és Drosophila torzsek haszndlata
széleskoriien elterjedt a Drosophila immunitdsanak a vizsgdlatiban, és minden olyan kisérleti
rendszerben, ahol a vérsejtek reakcioi (szovetformalodds, tumor képzodes, stb...) szerepet jatszanak.
Eddig tobb mint 1500 kisérleti mintat, kéztitk a laboratériumunkban elédllitott Drosophila torzseket
bocsatottunk a kutato-kozosség rendelkezésére.
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