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Bevezetés

A Drosophila melanogaster, mint modellszervezet:

A Drosophila melanogaster, azaz ecetmuslica, szdmos olyan tulajdonsaggal
rendelkezik, melyek az egyik legkedveltebb modellszervezetté tették. Laboratoriumban
kdnnyen fenntarthato, rovid az életciklusa, alacsony kromoszémaszdmmal rendelkezik (négy
par), egyes mutéciok fenotipusa koénnyen észrevehetdé és markerként hasznalhato, ami
megkdnnyiti mutaciok izolalasat és fenntartasat, valamint rendkivil ellendlldo a genetikai
modositdsokkal szemben. Ezen tulajdonséagai lehetdvé tették, hogy szdmos, szinte valamennyi
génre kiterjedd6 mutansgyijtemények eldallitasat, amelyek a genetikai analizis alapjaul
szolgalnak. Mivel az ecetmuslicdban konnyen kdvethetok a fenotipikus valtozasok, egyes
mutaciok hatasai in vivo is tanulmanyozhatdk. Az in vivo vizsgalatok egy Ujabb szintjét
jelentette a GAL4/UAS alapu transzgenikus rendszer létrehozéasa (Phelps és Brand, 1998),
mellyel lehetévé valt a génexpresszidos mintazatok kovetése az €16 allatban, valamint a

szovetspecifikus mintazatban torténé géncsendesités illetve fehérje-tultermelés.

A D. melanogaster védekez6 rendszere a természetes (velesziletett) immunitas
elemeibdl épiil fel, mely gerinces szervezetekben is hasonlo egységekbdl all, azonban ez
utdbbiaknal az 6si természetes immunitas szoros egyiittmiitkddésben van a filogenetikailag
Ujabb, kizarélag a gerincesekre jellemzé adaptiv immunitassal. A természetes immunitas
elemei erdsen konzervaltak (pl.: bekebelezés, antimikrobialis peptid termelés stb.), amely
lehet6vé teszi, hogy a D. melanogastert modellszervezetként hasznaljuk a velesziletett
immunitas vizsgélatdban, és az eredményekb6l az egész allatvilagra érvényes

kovetkeztetéseket vonjunk le.
A Drosophila melanogaster természetes immunitasa:

A természetes immunitas mechanizmusait ket csoportra kulonithetjuk el. Az els6
csoportba a humoralis elemek tartoznak, mint az antimikrobialis peptid termeles, a
melanizacios folyamatok, és a proteolitikus lancreakciok miikodése (Hultmark, 2003). A
masik csoportot a sejt kozvetitette immunreakciok képzik. Ide tarozik a bekebelezés és
tokképzés folyamata, melyeknek végrehajtd elemei a vérsejtek, azaz a hemocitdk. A
Drosophila melanogasterben harom fajta effektor vérsejt talalhatd: a plazmatocitak, a
kristalysejtek és a lamellocitak (Rizki és Rizki, 1980; Brehélin, 1982).



A Drosophila melanogaster vérsejttipusai:

Az ecetmuslica vérsejtjeit kezdetben a morfoldgiai kilonbségek, majd funkcionalis
vizsgélatok alapjan kategorizaltak. A hemocitakat négy kulénbozé osztalyba soroljuk. A kis,
kerek sejtek a plazmatocitédk, a kristaly-zarvanyokat tartalmazo kristalysejtek, a nagy, lapos
elongélt lamellocitak és a hemocita prekurzor sejtek (Rizki és Rizki, 1980; Brehélin, 1982).
Munkacsoportunk létrehozott egy molekularis panelt, melynek segitségével a vérsejtek
génexpresszids mintadzatuk alapjan  kiilonboztethetok meg, ¢és igy a kiilonbdzo

differencialtsagi szinten 1év6 vérsejtek is elkiilonithetévé valnak (Kurucz és mts.-i, 2007b).

A plazmatocitak kicsi, (8-10 um) szférikus sejtek
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termelésében is részt vesznek (Brehélin, 1982; Evans és | 1.4abra: Plazmatocitak

mts.-i, 2003). A plazmatocitdk felszinén tobb, a fagocitozisban résztvevd transzmembran
receptor talalhatdé (Somogyi és mts.-i, 2008), tobbek kdzott a Nimrod C1 (NimC1), amely
utobbi plazmatocita-specifikus expresszidja lehetdvé teszi plazmatocita-markerként torténd
hasznélatat. A NIimC1l EGF-szerii ismétléseket (NIM-repeat-eket) tartalmaz, és egy
transzmembran régidja van (Kurucz és mts.-i, 2007a). A NimC1 gén a rovarokban rendkivil
konzervalt nimrod géncsaladba tartozik (Somogyi és mts.-i, 2008), mely egy felteheten
funkcionalis egységet képezé kromoszOmarégiot is meghataroz (Somogyi és mts.-i, 2010).
Kiemelked6 jelentdségli az Eater receptor, melynek kifejez6dése a vérsejtekre korlatozodik,

és elsédleges szerepe van a sikeres és hatekony bekebelezésben (Kocks és mts.-i, 2005).

A kristalysejtek mérete és alakja hasonlit a e -
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larvalis, mind az adult stadiumban (Rizki és Rizki, 1959; Nappi és mts.-i, 1995). (Ezen sejtek



specifikus markerei a C1 [Tina Trenczek, Giessen, Németorszag, személyes kozlés], C2, C3,
C4, C5 [Kurucz és mts.-i, 2007b]).

A lamellocitdk, melyek a tokképzésben vesznek

, : : R !

részt, a legnagyobb immunsejtek D. melanogasterben, | ¢+ & \
% “

atmérsjiik 25-40 pm (Brehélin, 1982)(3. 4bra). Ez a | | o \\;\1“""3 b L

sejttipus csak larvaban figyelheté meg, adultban nem fordul R

5
Y y b ¢
‘ LY 4 8
ST My
| 1
:

eld. Ezek a sejtek immunindukcid nélkiil csak rendkiviil kis " & \
szamban talalhatok meg harmadik stadiumd larvakban, | F0 ’ 1 *)} AR AR
3. &bra: Lamellocitak

kozvetlenil babozdédas el6tt. Immunindukcié hatdsara

azonban szdmuk, részben a plazmatocitak lamellocitava torténd differencialodasanak
eredményeként (Honti és mts.-i, 2010), megemlekedik. A folyamat molekularis hattere alig
ismert, az azonban bizonyitott, hogy bizonyos fagocitézisra képes, kis, kerek sejtek
atalakulnak diszkoidalis sejtekké, melyek egy része még képes fagocitalni, illetve a
plazmatocitakra jellemz6 markereket hordoz. Ezekbdl a differencialodas végére ellaposodott,
elnyult vérsejtek keletkeznek, melyek elveszették bekebelezd képességiiket, és génexpresszios

mintazatuk is a lamellocitakra jellemz6 (Honti és mits.-i, 2010).
A veérsejtek eredete:

A rovarok vérsejtképzésben szerepet jatszd transzkripcios faktorok az evollcid soran
erOsen konzervaltak, az ezeket kodolo genek homologjai megtalalhatok a gerinces
szervezetekben, igy az emldsokben is. Ezek kozé tartozik a GATA transzkripcids faktor
csaladhoz tartozé serpent gén, melynek emldsokben megtalalhatd homologja a GATA, illetve
ezek kofaktora Drosophilaban a U-shaped, emlésben pedig a Friend of GATA (FOG). A
Serpent minden embriondlis hemocita prekurzor sejtben expresszalodik, amelyek késobb

plazmatocitakka és kristalysejtekké differencialodnak (Fossett és Schulz, review, 2001).

A hemocitak a ko6zépsé csiralemezbdl, azaz az embrionalis mezoderméabol
szdrmaznak. Keletkezésiik két hullamban torténik, két kiillonb6zé mezoderma szegmensbol.
Az els6 vérsejt-populacié a korai embrionalis allapotban, mar blasztoderma stadiumban
determinalddik a feji (prokefalikus) mezodermabdl. Ebbdl a mezoderma savbol embrionalis
makrofagok és kristalysejtek szarmaznak (Holz, 2003). Az embriondlis makrofagok egy
genetikailag determinalt utvonalat jarnak be az embri6 fejlédése soran, mely Gtvonal mentén a

szovetek fejlodése soran elpusztuld sejtekbdl szarmazo apoptotikus tormeléket kebelezik be

(Tepass és mts.-i., 1994; Traver és Zon, 2002). A kristalysejtek nem vandorolnak, hanem az
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anterior kozépbél terliletén maradnak (Lanot és mts.-i., 2001; Lebestky és mts.-i., 2000). A
masodik differencidloédési hullam az embridgenezis vége eldtt torténik a lateralis kardiogén
mezodermabol, mely sejtpopulacio a kdzponti nyirokszervet fogja felépiteni (Evans, és mts.-i,
2003; Holz és mts.-i, 2003). A kiilonb6z6 mezoderma szegmensekbdl szarmazo vérsejtek
késébbi sorsa nehezen volt kovetheté (Holz és mits.-i, 2003), azonban napjainkban mar
rendelkezésre all egy olyan sejtvonal jelold rendszer, amely lehetdvé teszi a kiilonbozo
sejttipusok eredetének a meghatarozasat (Honti és mts.-i, 2010). Az embrionalis
makrofagokban aktiv croquemort-GAL4 (crg-GAL4) és az embrié kozponti nyirokszervében
kifejez6d6  Dorothy-GAL4  (Dot-GAL4) meghajtoelemek  felhasznalasédval  végzett
sejtvonaljeldlésnek koszonhetéen bizonyitast nyert, hogy a kdzponti nyirokszerv a szesszilis

szovettdl és a keringéstol fizikailag és eredetét tekintve is elkilonult niche-t képez.

A lamellocitava torténé differencialodas képességét sokaig a kozponti nyirokszervben
talalhato  prekurzorsejteknek tulajdonitottdk (Crozatier és mts.-i, 2004), azonban
munkacsoportunkban elvégzett anatomiai (Markus és mts.-i, 2009) és genetikai (Honti és
mts.-i, 2010) kisérletek egyontetiien ramutattak, hogy a lamellocitdk eredhetnek mind a

kozponti nyirokszervbdl, mind pedig a szesszilis szovetbdl és keringésbol.

A laboratériumunkban korabban elvégzett kisérletek ravilagitottak, hogy a baballapot
soran mind a szesszilis szovet, mind pedig a kdzponti nyirokszerv felbomlik és sejtjei a
keringésbe kerlilnek, igy az adult keringésében jelenlévé hemocitak mindkét sejtvonalbol

szarmaznak.

A Drosophila melanogaster vérsejt-kompartmentumai

A Drosophila melanogaster larva
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szervezOdnek (4. abra). Az elsd a

kozponti nyirokszerv, mely a szivcsd

koril helyezkedik el, és négy-hat par 4. dbra: A larva vérsejt-kompartmentumai. LG: kdzponti
nyirokszerv; S: szesszilis szovet; K: kering6 vérsejtek

lebeny épiti fel (Lanot és mts.-i, 2001).

Az elsédleges lebeny 3 funkcionalis zonéara kiilonithetd el. A belsd medullaris zonat
differencialatlan, osztddasra képes prohemocitak épitik fel. A kiils6 rész a kortikalis zona,
melynek sejtjei féleg plazmatocitak és kisebb hanyaduk kristalysejt. Ennek a lebenynek a
poszterior végen talalhatd egy kituntetett régio, a poszterior szignalizacios kozpont (PSC)(5.

abra), melynek pontos feladata még nem tisztazott, de feltételezik, hogy nyulvanyokkal
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kapcsolddik a medulléris zéndhoz, és a prohemocitak differencialatlan allapotéat tartja fenn a
Hedgehog jelatviteli uton keresztll (Mandal és mts.-i, 2007). A kdzponti nyirokszerv a tobbi

versejt-kompartmentumtol elszigetelt mikrokornyezetet
alkot.

Immunindukcié hatasara a medulléris zéna mérete
csokken, mig a kortikalis zondé megnovekszik, mivel a
prohemocitdk gyors differencialédasnak indulnak. Ezt
kovetden a kdzponti nyirokszerv szerkezete felbomlik,

hemocitdk valnak le a Kkortikalis zénardl, melyek a

keringésbe Kkerlilve részt vesznek az immunvalasz

kialakitdsdban  (Sorrentino  és  mts.-i,  2002).
. L ) o ) L 5.abra: A kdzponti nyirokszerv
Immunindukcié nélkil a babozddas soran szintén | sematikus abraja CZ: kortikélis zéna
felbomlik, és adultban nem alakul ki Gjra (Holz és mts.-i, | MZ: medullaris zona PSC: posterior
szignalizacios kdzpont

2003).

A masodik kompartmentumot a kering6é vérsejtek alkotjak. Az izeltldblak nyilt
keringési rendszerrel rendelkeznek, azaz a hemolimfa szabadon kering a testiiregben. Az
immunsejtek nagy részét itt is a plazmatocitadk adjak, és a kristalysejtek kisebb szazalékban
vannak jelen. A keringé vérsejtek szama a larva fejlédése soran folyamatosan novekszik:
kezdetben korilbelul 200 sejtbdl all, mig késéi harmadik (vandorlo) stidiumban mar tobb
mint 1000 sejt talalhat6 ebben a kompartmentumban.

A harmadik kompartmentumot a testiireg falara kitapadt vérsejtek alkotjak, melyet
szesszilis szovetnek nevezink. A kutikula alatt a sejtek kisebb szigetcsoportokat alkotnak,
melyek plazmatocitakbol, kristalysejtekb6l, valamint az eddig hasznélt differencialodasi
markereket (Kurucz és mts.-i, 2007b) nem hordozo, prekurzor-szerii sejtekbdl allnak. A
szesszilis szovet elrendezddése szabalyos savozottsdgot mutat vad tipusu larvaban. A larva
poszterior végén egy sejtcsoportosulds, a PHT (posterior hematopoietic tissue) figyelhetd
meg, melynek jelent6sége még ismeretlen. Parazitoid darazs altali immunindukcio hatésara a
kitapadt vérsejtek a keringésbe keruilnek, mely folyamatnak a molekularis hattere kevésse
ismert (Markus és mts.-i; 2009, Honti és mts.-i, 2010). A szesszilis szévet immunindukcio
nélkiil a harmadik larvastadium végén felbomlik, és a baballapot végén rendez6édik jja (6.
dbra). Az adultra jellemz6 szesszilis szOvet anatOmiai mintdzata azonban alapvetéen
kilonbozik a larvaétdl. A dorzalis oldalon elszortan talalhatok a kitapadt sejtek, mig a

ventralis oldalon egy hosszanti savba rendez6dtek. Laboratoriumunkban sikerllt kimutatni,
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hogy az adult szesszilis vérsejtjei is bekebelezik a baktériumokat, valamint BrdU (5-bromo-2-
deoxyuridine) beépiilésével végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy mig a larva szesszilis
szovetében intenziv sejtosztodads zajlik, addig az adult allatban ez nem figyelhetd meg.
Tovabbi kilonbség a larva és az adult szesszilis szovete k6zott, hogy mechanikai indukcio
hatasara (szurés steril kapillarissal) a larva szesszilis szdvete mobilizalodik, mig a kifejlett

egyedben ez a jelenség nem figyelheté meg (Csordas Gabor, személyes kozlés).

Kézponti >

nyirokszerv

Szesszilis
szovet

Keringés 4—,

b -

HmI>GFP

6. abra: A larva, bab és adult vérsejt-kompartmentumai




El6zmények ¢és celkitlizés

Az védekez0 mechanizmusokban szerepet jatsz6 gének azonositasan D.
melanogasterben szamos kutatocsoport dolgozott (Rorth, 1996; Bellen és mts.-i, 2004;
Zettervall es mts.-i, 2004;). Vizsgélatok folynak az evollcio soran konzervalt homoldg gének,
a szabalyozasi mechanizmusok és differencidlodasi lepések felderitésére. Munkacsoportom
kutatasai nagy részét D. melanogasteren végzi. Célunk feltarni és megeérteni, hogy hogyan
mitkodik ennek a fajnak az immunrendszere, mely teriileten még szdmos a megvalaszolatlan

kérdés.

A D. melanogaster larvdjaban a

A wt distribution
vérsejtképzd szovetek, sejtek és a védekezd

mechanizmusok a 1étez6 molekularis, és in vivo

&
T1 T2 T3 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

markereknek  kdszonhetSen,  viszonylag  jol | B Pisrupted dorsal sessile compartments

B8R & B &

ismertek. Szamos D. melanogaster veérsejt-
specifikus meghajtéelem létezik (pl.: Hemese,
Hemolektin, Peroxidasin), melyeknek segitségével
lehet6séglink van egyes géntermékek
taltermeltetésére vagy expresszio szintjének és/vagy
mintazatanak a meghatarozasara. A

kutatocsoportunk altal létrehozott sejtvonal-jel6lo

rendszer alkalmas a Vvérsejt-vonalak fejlédésének
vizsgélatara, és a sejtek tovabbi sorsanak
megfigyelésére (Honti és mts.-i, 2010). A

kdzelmdltban egy genetikai screenben szamos, a T ey,

kompartmentumok szerkezetét szabalyozd gént | 7. abra:  Kiilonbdz86  gének
tllterimetetése altal okozott fenotipus-

sikerllt azonositani larvaban (Stofanko és mts.-i, | kategoriak larvaban (Stofanko, 2008)
2008). A Kkisérleteikben Peroxidasin-GAL4, UAS-

GFP rendszert hasznaltak, hogy tultermeltessenek kiilonb6zé géneket. . A kiilonbozd
kompartmentumok szerkezetében bekovetkezett fenotipus-valtozasokat kategdriakba soroltak
(7. abra). Markus Robert csoportunknal folytatott kisérletei soran dertlt fény az Eater
fagocitdzis receptor tovabbi szerepére D. melanogaster larvaban. Kiderilt ugyanis, hogy az
Eater RNS interfenciaval valo csendesitése drasztikus hatassal van a larva szesszilis
szovetére. Az RNS interfenercia konstruktot a vérsejt-specifikus HmI-GAL4



meghajtoelemmel kifejeztetve megfigyeltik, hogy a szesszilis szovet jellemz6 mintazata nem
alakul ki, azonban a keringésben megemelkedik a vérsejtek szama. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az Eater receptor feladata nem csak a bekebelezés, hanem fontos

szerepe van a hemocitak testlireghez torténd tapadasaban is.

A szesszilis szdvetet sokaig csak larvaban siker(lt azonositani (Lanot eés mts.-i, 2001),
azonban munkacsoportunknak sikertlt adult allatokban is igazolni jelenlétét. A D.
melanogaster adultjdban igy két versejt-kompartmentum figyelheté meg: a szesszilis szOvet
¢és a keringés. Eddig még nem voltak ismereteink arrél, hogy miként szervezdédik 0jja a
szesszilis szOvet, és hogy milyen faktorok, gének befolyasoljak annak szerkezetét.
Kisérleteim kozéppontjaban az adult szesszilis szovet vizsgalata all. Céljaim kozott szerepelt,
egy olyan genetikai rendszer létrehozasa, amely alkalmas az adult szesszilis szdvetének
szerkezetét befolyasol6 gének azonositasara, és a fenotipus Kkialakitasaban jatszott
szerepiiknek a vizsgalatara. Tovabbi kiséerleteinkben pedig az Eater receptor adultban betoltott

szerepét vizsgaljuk.
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Anyagok es modszerek

Drosophila torzsek:

HmMI>GFP: (hemolectinAGAL4, UAS-GFP). ebben a vonalban a vérsejtek a hemolectin-

regulalé elem vezérleseével fejezik ki a riporter-fehérjet.
w; HmI>GFP; I(3)mbn-1/TM3SerGFP
w; SM6b/Sp; CxD/TM3

Tovabbi torzsek: Bloomington Drosophila Stock Centerbdl szarmazé kiilonb6z6 P{EP}(EP)

és P{EPgy2}(EY) transzpozon inszerciokat tartalmazo térzsek:

yl W67023; P{EngZ}CR31044EY03350
yl W67023; P{Epgyz}CG10585EYOOO37

yl W67023; P{Epgyz}CG12316EY07889
yl W67023; P{Epgyz}CG11226EY16243

R

Homozigo6ta vonalakat hozunk létre, melyekben megtaldlhatd a vérsejt-specifikus
Hml-Gal4 meghajtéelem UAS-GFP riportergénnel kapcsolva, illetve a vizsgalni kivant gént
taltermelni képes transzgén (EP elem), melyet a meghajtéelemiinkkel tultermeltetiink, avagy
csendesitiink. A rendszerben 1évé GFP riportergén segitségével megfigyelhetjiik a szesszilis

szovetben bekovetkezd valtozasokat (8. abra).

ol e —
- target gene
Ay
 Hml Gal4 -
i »Gja‘l4 A

- target gene RNAI

4

Gal4

8. dbra: Gal4-UAS rendszer Hml meghajtéelemmel
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Eddig vizsgalt torzsek:
1. w; HmI>GFP; + - kontroll torzs
CG31044
CG10585
CG12316
CG11226

tum

© g k~ w D

Hop
7. w; HmI>GFP; eaterRNSi/TM3SerGFP
Anyagok:

Drosophila Ringer oldat: 7,5g NaCl, 0,359 KClI, 0,21g CaCl,, 1000ml dH,0, pH 7,0
PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na,HPO,4, 3mM NaH,PO,, pH 7,4

Fed6 médium: 3,6 ml 1M Tris (pH 8,6), 9 ml glicerol, 26,4 ml dH,0

PTU: 1-fenil-2-tiourea (Sigma)

DAPI: 4°,6’-diamidino-2-phenylindole (3mg/ml) (Sigma)

Moébdszerek:

EIé dllat vizsgalata (in vivo):

Leica fluoreszcens sztereo-mikroszkop segitségével, GFP sziirdn at figyeltiik meg a larva
illetve az adult szesszilis szovetének felépitését, és digitalis felvételeket készitettiink a
QCapture programmal.

Kutikula-prepardatumok készitése és keringd vérsejtek izolaldasa:

A felndtt allatok szesszilis szovetét a potroh kutikuldjanak feltdrasaval is
megvizsgaltuk. Eterrel altatott felnétt egyedek potrohdnak poszterior végén Kis bemetszést
ejtettiink Az allat toraba szurt iveg kapillarison keresztiil Ringer-oldatot folyattunk keresztil

az allat testliregében, izolalva ezzel a kering6 vérsejteket.

Az innen szarmazé mintahoz 5 pl PTU-t tartalmazo Ringer-oldatot adtunk, a
melanizacids folyamatok megakadalyozasa végett. Az immunsejteket 45 percig tapasztottuk
mikroszkopos targylemezre nedveskamraban. A mintakat 2%-os paraformaldehiddel fixaltuk
12 percen keresztil. Az els6 mosast PBS-sel végeztik 5 percig, a masodikat DAPI-t
tartalmazd PBS-sel 10 percig, majd ismét PBS-sel mostuk 5 percig. A mintakat ezt kovetéen

Fluoromount fedomédiummal fedtiik.
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A keringd vérsejtek eltavolitdsa utdn az allat potrohdnak dorzalis oldaldn hosszanti vagast
végeztunk, a kutikuldt dvatosan széthajtogattuk es minutia-tikk segitségével rogzitettik. A
szesszilis szOvetet az ovarium, a zsirtest, és bélrendszer) eltavolitasaval tettik lathatova. A
preparalast Drosophila Ringer oldatban végeztik. A szétnyitott kutikulat 2%-0s
paraformaldehiddel 12 percen at fixaltuk. A mintat ezutdn a vérsejtprepardtumokkal
megegyez6 modon mostuk. A preparatumokat targylemezre helyeztiik, és fedé-médiummal
rogzitettiik, és konfokalis mikroszkdppal vizsgaltunk. A mintdk képét digitalis felvételek

formajaban rogzitettik.
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Eredmények
El6 allat vizsgalata:

Az eddigi megfigyelések alapjan az adultban a szesszilis szOvet mintazatat a
hatoldalon szétszértan kitapadt, mig a hasi oldalon k6zépen, hosszanti savba rendez6dott
versejtek alkotjak. Részletes vizsgalataink soran azonban megfigyeltiik, hogy ez a minta
egyedenként jelentds eltérést mutathat. Ezért megvizsgaltuk, hogy a mintazatot mennyire
befolyasolja a vizsgalt allatok kora. Megfigyeléseinkbdl kideriilt, hogy a kifejlett allat
szesszilis szovetének szerkezete az életkorral dinamikusan valtozik (9. abra). A fiatal (0-2
nap) adultokra jellemz6 a tipikus mintazat (a hasi hosszanti sav és hati diffuz elrendez6dés),
azonban nehezen vizsgalhatd az er6s autofluoreszcencia miatt. Késobb (2-6 nap) ez a mintazat
a hasi oldalon is szétszort eloszlast mutat. A kovetkez6 napokban (6-9. nap) fokozatosan
helyredll a hasi oldal mintdzata, és ismét megfigyelheté a kezdeti fenotipus, azonban jobban
észlelheté, mert ekkora a kutikula autofluoreszcencidja megszinik. igy vizsgilatainkat 9

napos vagy anndl iddsebb allatokon végeztiik.

HmI>GFP

9. abra: A szesszilis szovet szerkezetének valtozasa idoben
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A CG31044; CG10585; CG12316 és CG11226
gének expresszidjanak emelése larvaban kiilonb6z6

fenotipusokat eredményezett. A CG31044 és CG10585 o
gén fokozott kifejezddése a larva szesszilis szovet

szerkezetének felbomlasahoz vezetett (7.B abra), és az -
utobbi esetén csokkent veérsejtszamot is eszleltek. A | ESEEE

CG11226 és CG12316  gének  termékeinek

tultermeltetése esetén a testireg falahoz kitapadt

vérsejtek szama megemelkedett (7.D abra)(Stofanko és | e

mts.-i, 2008). Vizsgélatink sordn azonban nem
tapasztaltunk véltozast az adult szesszilis szovet
szerkezetében. Megfigyelhetd volt az &llatokban a ==
szesszilis szovet atrendezddése, és a 9. napra kialakult a

jellemz6 szesszilis szovet mintazat (10. abra). Ez a

CG11226

megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a larva és | 10. abra: a) Kontroll fenotipus; b)

o , L, CG31044- ; c) CG10585-; d)
adult szesszilis szovet szerkezetének Kialakitasaban | cg12316-: e) CG11226 gének

kiilonbozd faktorok jatszanak szerepet. ;ﬁltermeltétese altal megfigyelhetd
enotipus

A Hop"™; HmI>GFP genotipust larvakban a

0. nap 9. nap

keringd vérsejtszam sokszorosdra emelkedik, dm a
szesszilis szovet szerkezete megegyezik a kontroll
larvaéval (HmI>GFP). A Kkifejlett egyedek szesszilis
szovetére azonban az a jellemzd, hogy a kitapadt
versejtek szama drasztikusan csokkent, ezért nincs
megfigyelhetd mintazata (11. abra). Ebbol arra
kovetkeztetiink, hogy a Hop"™ allél altal okozott
JAK/STAT aktivacidjanak emelése, eddig ismeretlen

okbol, géatolja adultban a vérsejteknek a testlireg

falahoz torténd kitapadasat. Hop™™,
11. bra: A Hop"™ allél hatésa a
szesszilis szovet szerkezetére

Az eater gén RNS interferenciaval tortén6 csendesitése (HmI-GAL4, UAS-GFP; UAS-
eaterRNAI/TM3) mind larvaban, mind adultban a szesszilis szévet mintazatanak felbomlasat

eredmenyezi: a kifejlett allat testiiregének faldn csak elvétve figyelheték meg kitapadt

-15-



versejtek (12. abra). A kutikulapreparatum és az
izolalt keringd vérsejtek vizsgalata sordn figyeltiink
meg vérsejtekbdl allo aggregatumokat (13.a abra). A
konfokalis mikroszkopos analizis soran lattuk, hogy
az immunsejtek egymashoz, és egyeb szdvetekhez
tapadva, vérsejtcsomoékat alkotnak, amely a kontroll
allatra nem jellemz6 (13.b abra). Az izoltalt keringd
versejtek statisztikai elemzése soran kiderlt, hogy 2-
3x tobb kering6 vérsejt talalhatd az eater csendesitett
adultokban a kontrollhoz képest (1. diagram). Ez a
tapasztalat egyezik a korabbi larvaban tett

megfigyelésekkel (Markus R., személyes kozlés).

HmIrGFP

w; HmI>GFP; |eaterRNSI/TM3

12. abra: Az eater csendesités altal
Iétrejott fenotipus a kontrollhoz képest.

w; HmI>GFP; eaterRNAI/TM3

13. dbra: a) HmI>GFP és w; HmI>GFP; eaterRNAI/TM3 kutikulapreparatumok. A piros kor
jelzi az eater csendesitett allatokra jellemz6 csomot. b) Az w; HmI>GFP; eaterRNAI/TM3
adultokban talalhat6 vérsejtcsomé konfokélis mikroszkopos felvétele
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Adult keringd vérsejtszam Larva kering6 vérsejtszam

500,0 1400,

500,0 1200,

1000,
400,0

800,0

300,0 T

00,0
200,0 - 406,6
400,0

100,0 - 200,0

0,0 -

T 0,0
HmI>GFP w;HmI>GFP;eaterRNSi/TM3 Hml>GFP w;HmI>GFP;eaterRNSi/TM3

1. diagram: A HmI>GFP és w;HmI>GFP; eaterRNAI/TM3 egyedek keringd vérsejtszamanak
Osszehasonlitasa adultban és larvaban.

Osszefoglalas

D. melanogaster a velesziletett immunitas megismerésének kdzkedvelt vizsgalati
alanya. Eddig szerzett ismereteink nagyobb része larvaban zajlé folyamatokra iranyul, mig az
adult szesszilis szovetéré szinte semmilyen ismerettel nem rendelkeziink. Nem tul régi
megfigyelés az, hogy az adult is rendelkezik szesszilis szdvettel, viszont a két vérsejt-
kompartmentum kozott szamos kiilonb6z6 tulajdonsag figyelheté meg. A larva szesszilis
szigeteinek vérsejtjei képesek osztodasra, melyek immunindukciot kovetéen a keringésbe
kertlnek, és részt vesznek az effektor sejt populacio kialakitasaban az immunreakcié soran.
Ezzel ellentétben az adult szesszilis szovetében nem figyelhetd meg sejtosztodds, €s sem

immunindukci6, sem egyéb mechanikai hatasra nem valnak vérsejtjei a testtireg falarol.

Megfigyeléseink sordn azonban kiderult, hogy az adult szesszilis szOvetben is
torténnek valtozasok, melyek oka és mechanizmusa eddig ismeretlen. Laborunknak eddig két,
az adult szesszilis szOvet szerkezetét meghataroz6 gént azonositottunk. A hopscotch gén
Hop™™ funkcidnyeréses allélja és az eater gén csendesitése egyméshoz hasonlé fenotipust
okoz adultban, ami a szesszilis immunsejtek drasztikus csokkenését jelenti. Erdekes és fontos
kérdés, melyre jelenleg még nem tudjuk a valaszt, hogy az Eater fagocitdzis receptor a
vérsejtek a testiireg faldhoz vald kitapadashoz, vagy a szerkezet fenntartasahoz sziikséges.
Kutatécsoportunkban jelenleg is zajlanak e kérdés megvalaszolasahoz sziikséges kisérletek.
Az, hogy az eater csendesitése mind larvaban, mind adultban gyakorlatilag megsziinteti a
szesszilis szovetet, arra kovetkeztetiink, hogy a szOvet sejtjei larvaban és adultban
valésziniileg ugyanazzal a mechanizmussal, hasonlé vagy azonos molekuldan keresztiil

kapcsolodnak a testiireg falahoz.
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Terveink

Szeretnek az altalunk létrehozott rendszer alkalmazasaval folytatni a genetikai screent,
és tovabbi géneket azonositani, melyek szerepet jatszanak az adult szesszilis szOvet

szerkezetének kialakitasaban.

Tovébbra is folytatjuk vizsgélatainkat az eddig azonositott két génnel (eater és

tum

Hop™), melyek drasztikus hatassal vannak a szesszilis szdvet felépitésére.

Szeretnénk megérteni, hogy az eater csendesitése miként jatszik szerepet a szesszilis
szOvet kialakitasaban. Létrehoztunk egy vizsgalati rendszert (15. abra), melynek segitségével
megvalaszolhatjuk azt a kérdést, hogy az Eater a szesszilis szdvet szerkezetének
létrehozédsahoz, fenntartasdhoz, vagy mindkét folyamathoz sziikséges. A kisérletben w;
HmI>GFP; eaterRNSI/TM3 genetikai konstrukciot kiegészitjik egy hoérzékeny fehérjét
termel6  Gal80™ transzgénnel. A hdérzékeny Galgo™ alacsony  hdémérsékleten
megakadalyozza, az eater gén lekapcsolasat a GAL4 transzkripcios faktor gatlasan keresztul.
Hoémérsékletemeléssel azonban az altalunk valasztott idépontban a Gal80™ degradélédik,
felszabaditva a GAL4 faktort, amely csendesiti az eater gént RNS interferenciaval (14. abra).
Amennyiben az Eater kizarélag a vérsejtek kitapadasahoz szikséges, akkor a szesszilis szovet
varhatéan normalis szerkezetet fog mutatni az eater gén csendesitése utan is. Azonban ha
szlikséges a szesszilis szdvet szerkezetének megtartasdhoz, akkor az eater gén csendesitésével

a szerkezet felbomlik.

/ [/ A / [ 2/
e |

v_goc | /k 25°C

14. &bra: w; HmI>GFP, Gal80'™; eaterRNSi/TM3 genetikai rendszer
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Eddigi eredményeink ravildgitanak, hogy a D. melanogaster szesszilis szovetének
tulajdonsagai mennyire kilonbdznek a larva és adult fejlédési stadiumokban. Tovabbi
vizsgalatainkkal szeretnék kozelebb kerulni a szesszilis szovet felépitésének, szerepének és

ujjaszervezOdésének teljes megértéséhez.
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