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2. Bevezetés

2.1. A velesziiletett immunitas és az ecetmuslica

Az evolucid soran a soksejtli szervezetek megjelenésével elengedhetetlentil sziikségessé valt
egy hatékony védekez6 rendszer kialakulasa, mely megdrzi a tobbsejtli szervezet homeosztazisat az
azt fenyegetd parazitdkkal és mikroorganizmusokkal szemben. Ennek a feladatnak az ellatisara
alakult ki a tobbsejtii allatokban a velesziiletett immunrendszer, melynek humoralis és sejtes elemei,
az antimikrobidlis peptidek termelése, a bekebelezés, és a testidegen részecskék elhatarolasa az
allatvilagban altalanosan elterjedt védekezési folyamatok (Hartenstein, 2006).

Mai ismereteink szerint a gerinctelen szervezetek kizarolag elsédleges immunrendszerrel
rendelkeznek, mig a gerincesekben a velesziiletett és a szomatikus rekombinacion alapuld adaptiv
immunrendszer egylittmiikodése biztositja az egyed talélését (Williams, 2007). A velesziiletett
védekez6 rendszer jol vizsgalhato tehat gerinctelen modellorganizmusok segitségével.

Az immunitas szempontjabol legjobban jellemzett gerinctelen allatok a rovarok, a tobb mint
fél évszazados multra visszatekinté kutatasoknak koszonhetéen (Rizki, 1957; Krieg, 1958). Az
alapvetd védekez6 reakciok mindegyikét megfigyelték mar ebben az allatcsoportban: a bakterialis
vagy gombas fertézések hatasara a zsirtestbdl antimikrobidlis peptidek szabadulnak fel, a vérsejtek
pedig képesek bekebelezni a mikrobakat és tokképzés segitségével elzdrni a hemolimfatol a
nagyméreti testidegen részecskéket (Hoffmann, 1990; Hoffmann, 2003).

A Drosophila melanogastert jol jellemzett fizioldgiai és genetikai hattere, valamint teljes
genomszekvencidjanak ismerete kiemeli a potencialis rovar modellszervezetek koziil, és kivaloan
alkalmassa teszi az elsdédleges immunrendszer vizsgéalatara. Az ecetmuslica védekezésében szerepet
jatszo6 szamos génrdl kideriilt, hogy a humén immunfolyamatokban is jelentds szereppel bir.
Bebizonyosodott, hogy az ember és a Drosophila immunvalaszanak alapelemei funkciondlisan és
molekularisan is erésen konzervaltak (Evans és mtsai, 2003). Am az ecetmuslica immunitdsa nem
csak modellrendszerként érdekes - védekezd folyamatainak egyedi vonasai, kiilonleges
vérsejtieinek kialakulasa és miikodése onmagukban is megismerésre érdemessé teszik ezt az

allatfajt.

2.2. A Drosophila melanogaster immunvalasza:

Az ecetmuslica védekezO folyamatait humoralis és sejtes komponensek egyiittmiikodése

alakitja ki. A humoralis jelenségeket a hemolimfa faktorai altal megvalositott véralvadés, a



fenoloxidaz altal beinditott melanizacios kaszkad, valamint az antimikrobialis peptidek termelése
jelentik. A sejtes immunvalasz alapvetd jelenségei a mikrobak bekebelezése és a nem fagocitalhatod

méretli veszélyes részecskék koriili tok képzése, megvaldsitoi pedig a vérsejtek (hemocitak).

2.3. A Drosophila larva vérsejtképzo kompartmentumai és vérsejtjei:
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1. 4bra: a Drosophila melanogaster larva
hemocitdi as vérsejtképzé kompartmentumai.
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Az ecetmuslica larvajaban a hemocitak harom vérsejtképzé kompartmentumba rendezédnek:
a keringé hemocitdk, a szesszilis szovet és a kozponti nyirokszerv. Ez a harom szdvet egyarant
képes a végrehajtd sejttipusok, a plazmatocitdk, a kristalysejtek és a lamellocitdk képzésére (1.

abra).

2.3.1. A keringé hemocitak:

A hemolimfaban keringé hemocitdk harom funkcionalisan, morfoloégiailag és immunologiai
markerekkel is egymastol elkiilonithetd tipusat irtak le: a plazmatocitakat, a kristalysejteket és a

lamellocitakat.

A plazmatocitak kisméretli (10p), kerek morfologiaju, professzionalis bekebelezd sejtek (2.

abra), az embrioban az apoptotikus tormel€k eltavolitasat végzik (Franc és mtsai, 1996), majd a
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larvalis és adult életszakaszokban a mikrobdk bekebelezése az elsddleges feladatuk (Hoffmann,
1995). Ezen kiviil extracellularis matrix komponenseket és antimikrobialis peptideket is termelnek.
A larva keringésének f6 tomegét, a sejtek mintegy 95%-at a
plazmatocitak teszik ki. A larvalis plazmatocitak kifejezik a
NimC1 molekulat, amelynek a mikrobdk bekebelezésében van

szerepe (Kurucz és mtsai, 2007a).

A kristalysejtek  szintén kisméreti  (10-12u), de
bekebelezést nem végzd hemocitak (3. dbra). Citoplazmajukban

profenoloxidaz kristalyokat hordoznak, aminek aktiv formaja, a 2 4bra: a plazmatocitik kifejezik a
NimC1 (P1) molekulat.

fenoloxidaz a melanizacios kaszkad kulcsenzime. A
melanizacionak a tokképzo reakcioban €s a sebgyogyulasban van alapvetd szerepe. A kristalysejtek
a naiv larva keringd hemocitainak 5%-at teszik ki, specifikus

markeriik a C1 molekula (Kurucz és mtsai, 2007b).

A vérsejtek harmadik csoportja, a vad tipust larvaban
immunindukcié kdvetkeztében megjelend lamellocita (4. abra).

Ezek a nagyméreti (20-50w), kiteriilt, L1, L2, L4, L6

markereket kifejez0 sejtek (Kurucz ¢s mtsai, 2007b) a .
3. bra: kristalysejtek kifejezik a C1
markert.

parazitoid darazs larvaja, vagy mas, veszélyes részecske koriili
tok kialakitasaban vesznek részt. Sejtvonal jeloléses
vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a korabbi elképzelésekkel ellentétben a lamellocitaknak csak egy
része szarmazik prekurzor sejtekbdl, jelentés hanyaduk a korabban terminalisan differencalédottnak
vélt plazmatocitakbol képzoédik (Honti és mtsai, 2010).
Kisérleteinkbdl az is kideriilt, hogy a Lozenge transzkripcios
faktor altal meghatarozott kristalysejt-vonal sejtjei nem | '
alakulnak lamellocitava. A tokképz6 reakcid a harom sejttipus 7
egyiittes részvételével zajlik: a plazmatocitak és lamellocitak
alkotta tobbrétegli tokban a kristalysejtekbdl felszabaduld

fenoloxidaz  altal inditott kaszkad soran képzodott |

szabadgyokok elpusztitidk a parazitoid darazs petéjét, 4. ébra: a lamellocitik kifejezik az L1
- e de o i . fehérjét.
mikdzben a tobbrétegii tok melanizalodik (Nappi, 1973). enenie



2.3.2. A kozponti nyirokszerv:

A kozponti nyirokszerv a szivesé két oldalan elhelyezkedd, bazalis membrannal
kortilhatarolt, paros lebenyes szerv. Az elsddleges lebenyt poszterior iranyban tobb masodlagos

lebeny koveti, az egyes lebenyeket a kozponti nyirokszervvel azonos embriondlis eredetii

perikardidlis sejtek valasztjdk el egymastol. Az
) , L Z PSC

elsédleges  lebenyt  helyzetén  kivil  jol v P.LC

megfigyelhetd szerkezete is megkiilonbozteti a . Mg ;, @)

tobbitdl (5. abra): kérgi zondjaban érett hemocitak — S’Z}Y'C-S?},_{ -~ @8  Gaa
I‘"\;—@zf 4 "z"l:x ;;3:

talalhatok, mig a veldallomanyt differencialatlan X 7 g

prohemocitak alkotjak (Jung és mtsai, 2005). Az mésodlagos lebények

elsddleges lebeny poszterior részén elhelyezkedd elsédleges lebeny

poszterior SZlgnahzaCIOS kozpont (PSC) sejtjei S. dbra: a kozponti nyirokszerv felépitése. CZ- kérgi

nyﬁlvényokat bocséjtanak a Veléélloményba, és zéna, MZ- veldallomany, PSC- poszterior szignalizacios
kozpont, PC- perikardialis sejt (Jung és mtsai, 2005)

az ott elhelyezkedd sejtek differencialatlan

allapotanak fenntartasat biztositjak (Krzemien €s mtsai, 2007). A tobbi lebenyben ez a strukturalis
tagoltsag nem figyelhetd6 meg. A koOzponti nyirokszerv immunindukcié hidnydban a larvalis
¢letszakasz végéig meglrzi integritdsat, azonban indukcio, példaul parazitoid darazsfertézés
hatasara a szerkezete felbomlik, sejtjei a keringésbe keriilnek,
¢s részt vesznek a darazspete elpusztitdsaiban (Markus és mtsai,

2009; Honti és mtsai, 2010).

2.3.3. A szesszilis szovet:

A Drosophila  larva  harmadik  vérsejtképzo
kompartmentumat, a szesszilis szdvetet a testiireg falara
kitapadt, a szelvényeknek megfeleld savozott mintazatban
elhelyezkedé  progenitorsejtek  ¢€s  fagocitdlo  sejtek
(plazmatocitak) alkotjak. Immunindukcid hatdsara a szesszilis

szovet szerkezete felbomlik (6. abra),

a hemocitak differencialéodnak, és a 6. 4bra: az immunindukcié hatisira a szesszilis szovet szerkezete

felbomlik. A: harmadik stddiumu larva szesszilis szdvetének savozott
tobbi kompartmentum sejtjeivel mintdzata. B: az immunindukcidt kdvetéen a szesszilis szovet szerkezete
felbomlik. C-F: a plazmatocitak (C és D) és a lamellocitak (E és F)
immunologiai jelolése NimCl1-, illetve L1-specifikus ellenanyaggal, naiv (C
és E) és indukalt (D és F) larva szesszilis szovetében. (Markus és mtsai, 2009)

egyiittmikodésben részt vesznek az

immunvalasz kialakitdsdban (Markus



¢s mtsai, 2009). Laboratériumunkban kimutattuk, hogy a szesszilis vérsejt populacidé mintazata az
embriondlis és larvalis fejlédés soran fokozatosan alakul ki. Azt is kimutattuk, hogy a larva
szesszilis szovetében sejtosztodas zajlik, valamint, hogy a kompartmentumot plazmatocitdk ¢és
prekurzor jellegii sejtek alkotjak. Szamos, a szesszilis szovet szerkezetét befolyasoldo gént
azonositottak (Stofanko és mtsai, 2008), azonban a szesszilis szovet kialakulasanak és strukturalis

valtozasainak molekularis hattere és pontos mechanizmusa nem ismert.

2.4. A hemocitak leszarmazasi vonalai és a vérsejtképzo kompartmentumok fejlodése:

Az ecetmuslica vérsejtképzése az emldsdkéhez hasonléan mér az embrionalis fejlodés korai
szakaszaban megkezdddik és kompartmentumokhoz kototten, tobb hullamban zajlik. A folyamatot
konzervalt epigenetikai és transzkripcids faktorok iranyitjak (Holtz és mtsai, 2003; Evans €s mtsai,
2003). A hemocita sejtsors az 0todik embridostadiumban determinalodik: a feji mezoderma sav
teriiletén osztodo sejtek két vérsejt populaciot hoznak létre: az embrionalis makrofagokat és az
embrionalis kristalysejteket. A makrofagok bejarjak a teljes embriot és bekebelezik a fejlédés soran
keletkezd apoptotikus tormeléket. Az embriondlis kristalysejtek a kdzépbél poszterior szakasza
kozelében két sejtcsoportot alkotnak, funkcidjuk ebben a stadiumban nem ismert. Ez a két
sejtpopulacio a larvaban osztédas révén két vérsejtképzd kompartmentumot hoz létre: a keringd
hemocitakat ¢és a testiireg falara kitapadt szesszilis vérsejteket. A Drosophila larva harmadik
hematopoietikus kompartmentuma, a kdzponti nyirokszerv, a masik kett6tdl elkiiloniilten fejlodik a
kardiogén mezoderma sejtjeib6l, azonban ugyancsak képes a végrehajtd sejtek képzésére (Honti és
mtsai, 2010). A metamorfozis soran a szesszilis szovet és a kOzponti nyirokszerv szerkezete
felbomlik, a hemocitak a keringésbe keriilnek, és a fagocita sejtek részt vesznek a szovetek
atrendezddése soran keletkezd apoptotikus tormelék elimindlasaban. A kifejlett egyedben két
vérsejt-kompartmentum figyelheté meg: a keringd hemocitdk és a szesszilis szovet. A két
populaciot a két leszarmazasi vonal (a feji- és a kardiogén mezoderma vonala) kdzosen alakitja ki
(Honti személyes kdzlés). Jelenlegi ismereteink szerint ebben az életszakaszban vérsejtképzés nem

torténik.

A hemocita sejtsors meghatarozasaért a Drosophila vérsejtképzésével kapcsolatban elsdként
azonositott transzkripcios faktor, a Serpent (Srp) a felelds (Lebestky és mtsai, 2000), mely a GATA
transzkripcios faktor fehérjecsalad tagja. Ebbe a csaladba szdmos, az emlésokben ¢és az
ecetmuslicdban azonositott transzkripcios faktor tartozik, és koziilik tobbnek a miikodését a
vérsejtképzés soran figyelték meg és jellemezték a legjobban. A csaladra jellemz0, hogy a fehérjék

legalabb egy, de tobbnyire két cink-ujj motivumot tartalmaznak: a ,,C-ujj” (ez minden GATA
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faktornak része) a WGATAR konszenzus DNS szekvencia felismeréséért és megkotéséért, az ,,N-
ujj” pedig a kotés stabilizalasaért és mas fehérjékkel torténd interakcioért felels. A feji mezoderma
¢s az embriondlis és larvalis kdzponti nyirokszerv progenitor sejtjeiben kifejez6d6 Srp-nek két,
alternativ splicing révén keletkezd, aktiv izoformajat azonositottak, melyek kiillonb6z6 kdlcsonhatd
partnerekhez kapcsolodnak és kiillonb6z6 gének aktivitasat fokozzak (Fossett és mtsai, 2003).

Az emldésok vérsejtképzésében szintén alapvetd fehérjecsalad, a FOG (Friend Of GATA)
csalad tagja, a Drosophilaban a U-shaped, amely a Serpent korepresszoraként, azzal kapcsolodva
gatolja a kristalysejt-sors determinaciojat (Fossett és mtsai, 2001). A Srp hatasara kifejezodd
Gem/Gem2, valamint a Serpent és a U-shaped egyiittesen felelds a makrofag iranya
determinacioért.

A kristalysejt fejlodési vonal meghatarozo, alapvetd transzkripcidos faktora a RUNX
csaladba tartoz6 Lozenge (Lz). A csaladba tartozd gének jelentds része szerepet jatszik az emldsok
a feji mezoderma Srp-t kifejez6 sejtjeinek egy részében aktiv, és ezekben a sejtekben a Serpenttel
egyiittmiikodve indukalja a kristalysejt irdnyba torténd fejlodést. A Lz negativ sejtek makrofagokka
differencialédnak (Muratoglu és mtsai, 2006).

2.5. A sejtsorsok vizsgalatahoz alkalmazott kisérleti rendszeriink:

Munkank soran a vérsejtek differencialodéasat szabalyozo faktorokat azonositunk, valamint

vizsgédljuk a kompartmentumok egyiittmiikodésének és plaszticitdsanak molekularis hatterét és a

D
o

UAS faktor/faktorRNSi
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7. abra: a vizsgalt faktorok tiltermelése, illetve csendesitése. A vérsejt-specifikus meghajtoelem miikodése révén termelodd
GALA4 az UAS szekvenciakon keresztiil biztositja a riporter GFP és a tultermeld, vagy a csendesitd transzgén kifejezédését.




szerkezetiik kialakuldsanak ¢és fenntartasanak mechanizmusait. Ehhez kétféle modszert
alkalmazunk: az egyik modszer szerint genetikai meghajtéelemek segitségével olyan faktorokat
termeltetiink tal, illetve csendesitiink a vérsejtekben, amelyek feltehetden szerepet jatszanak
ezekben a folyamatokban. A hemocitdk in vivo kovetésére UAS-GFP riporter konstrukciot

alkalmazunk, igy a beavatkozasok hatasa az €16 larvaban is megfigyelhet6 (7. abra).

A faktorok tultermelését, illetve csendesitését teljes vérsejtvonalakra is ki tudjuk terjeszteni
a laboratériumunkban alkalmazott sejtvonaljel6ld rendszer alkalmazasaval (8. abra, Honti és mtsai,
2010). A rendszer alapjat a FLP-FRT rekombinacids rendszer és egy, a sejtosztodastol és
differencialodastol fiiggetleniil, kikapcsolhatatlanul miikodé promoter képezi. Az FLP enzim
termel0dését egy tetszOleges vérsejt-specifikus meghajtdéelem biztositja. Ennek kdvetkeztében a
hemocitakban az FRT szekvenciak kozott szomatikus rekombinacid torténik, ami a vonaljel6ld
konstrukciobol a yellow markergént tartalmazoé stop kazetta kivagdodasat eredményezi. A
rekombinacid kovetkeztében a konstitutivan mitkkddé actic promoéter a GAL4 kodold szekvenciaja
kozelébe kerdil, és annak folyamatos kifejezodését serkenti. A kikapcsolhatatlanul termeldé GAL4
a riporterként alkalmazott GFP és a taltermeld vagy csendesito transzgén kifejezodését konstitutiv

modon biztositja.

@ faktor/faktorRNSt

UAS

act5c yellow

UAS

8. dbra: a beavatkozasok Kiterjesztése teljes vérsejt-vonalakra. A meghajtéelem a FLP rekombinaz vérsejt-specifikus
termel6dését biztositja. Az enzim mitkddésének kovetkeztében az FRT szekvencidk kozott szomatikus rekombinacio torténik, ami
a stop kazetta kivagodasat eredményezi. A kazetta eltdvolitdsa utdn az actSc promoter milkodésének kovetkeztében a Gal4
kifejez6dése konstitutivva valik, és a sejtek differencialodasatol és osztodasatol fliggetleniil fennmarad. Ennek koszonhetden a
transzgének kifejezddése is allandosul (Honti és mtsai, 2010).
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Dolgozatomban két faktornak, a Headcasenek és az Eaternek a vérsejt differencialodas
szabalyozasaban, illetve a szesszilis szovet szerkezetének kialakitasaban betoltott szerepét mutatom

be.

2.6. A headcase, a differencialodas szabalyvozo faktora:

A vérsejt-differencialodés szabalyozasaval kapcsolatban altalunk vizsgalt egyik szabalyozo
faktor a Headcase. Ez a citoplazmatikus fehérje volt az elsd, amelyrdl leirtdk, hogy minden
imaginalis szovetben kifejezddik, ezaltal lehetévé valt az adult szerv- és szovetkezdemények korai
azonositasa és morfogenezisilk nyomon kovetése az embriotol a kifejlett egyedig (Weaver és White,
1996). A Headcase aminosav sorrendje nem tartalmaz egyértelmii, konzervalt motivumokat, ismert
funkcidhoz kothetd szekvenciakat. Az mRNS-ében talalhato egy bels6 UAA stop kodon, és igy egy
ismeretlen ,,readthrough” mechanizmusnak koszonhetéen kétféle polipeptid képzddik rdla, bar
funkciot eddig csak a hosszabb izoformahoz tudtak kotni (Steneberg és mtsai, 2001). Kozponti
szerepét eddig két folyamatban igazoltak. Az imaginalis szovetekben kifejezddd Headcase gatolja
ezen szovetek sejtjeinek differencialodasat. Kifejezodése a fejlodoé szervkezdeményekben az utolsd
mitotikus osztddasig fennmarad, majd a metamorfozis kezdetén a gén aktivitisa megsziinik, és a
kifejlett egyedet kialakitd struktarak sejtjei differencidlodésnak indulnak (Weaver és White, 1996).
Masik funkciojat a trachea fejlédése soran tolti be: a tracheaelagazasok csucsi sejtjében kifejezodd
Headcase nem-autoném modon gatolja a tovabbi elagazasok képzodését (Steneberg és mtsai, 1998).
A Hdc fehérje human homologjanak, a HECA-nak tumorszuppresszor hatasat figyelték meg fej- és
nyak tumorokbdl szdrmazd sejtvonalak vizsgalata
soran, illetve kivald markernek bizonyult vastagbél
tumorok diagndzisaban (Dowejko és mtsai, 2009,

2011; Chien és mtsai, 2006).

A hdc gén Kkifejez6dési mintazatdit mutatd

LacZ tartalm@ enhanszercsapdazé inszercié (hdc™) C
vizsgalata soran megfigyeltik €és megerdsitettiik,
hogy a Headcase nem kizardlag az imaginalis
szovetekben, hanem a kdzponti nyirokszervben is
kifejezédik (Weaver és White 1996). . s
9. dbra: az immunindukcié hatdsdra a kozponti nyirokszervet elhagyo és

Azt is megallapitottuk, hogy az differencidlédé hemocitakban a hdc kifejezédése megsziinik. A és C: a

. . ., L, kozponti nyirokszerv elsédleges lebenye, B ¢és D: az immunindukciot
immunindukei6 hatdséra 4 Kkovetden a kozponti nyirokszervbol kilépd vérsjetekben a riporter LacZ

. ” . . tinik (Markus és mtsai, 2009).
nyirokszervbél felszabaduld és kifejez6dése megsziinik (Markus és mtsai, 2009)

11



differencialodé hemocitadkban a gén aktivitasa megsziinik (9. abra). Ez azt sugallta, hogy a hdc a
kozponti nyirokszervben részt vesz a vérsejtek érésének szabalyozasaban. Fontos megjegyezni,
hogy sem a keringd hemocitakban, sem pedig a szesszilis vérsejtekben nem figyeltiink meg Adc

expressziot.

2.7. Az Eater a fagocitozis receptora:

Az Eater a plazmatocitak altal kifejezett, EGF-szerti ismétlddéseket tartalmazo,
transzmembran molekula. Az Eater fehérje baktériumkoté tulajdonsaga révén részt vesz a
baktériumok bekebelezésében, igy az ecetmuslica antimikrobidlis védekezésének nagyon fontos
eleme. Hidnyaban a fagocitdzis nagymértékben csokken, és fokozodik a bakteridlis fert6zések
es¢lye. Azonban az Eater nem csak a baktériumok bekebelezésében jatszik szerepet, hanem a
hemocitak testfalhoz tapaddsahoz is sziikség van erre a faktorra: az eater gént atfedé deléciok
kombinacidjat hordozo larvak szesszilis szovetében a vad tipushoz képest nagymértékben lecsokken
a vérsejtszam (Kocks €s mtsai, 2005). Megfigyeltiik, hogy az eater kifejez6dés vérsejt-specifikus
csendesitésének hatasara (Hml-Gal4, UAS-GFP; UAS-eaterRNSi/TM3) szintén felbomlik a
szesszilis szovet, valamint megemelkedik a keringd vérsejtek szdma (10. dbra). A vizsgalataink
soran az is kideriilt, hogy a korabbi elképzeléssel ellentétben a szesszilis szovet levalasa nem

indukalja a lamellocita differencialodast.

HmI>GFP , HmI>GFP

10. abra: az eater csendesitésének hatisara a szesszilis szovet szerkezete felbomlik. A: Hml-Gal4, UAS-GFP B: Hmi-
Gal4, UAS-GFP; UAS-eaterRNSi/TM3.
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3. Célkitizések

A hematopoietikus kompartmentumok differencidlodésaban és miikodésében szerepet jatszo

faktorok azonositasa és az azonositott faktorok (a Headcase és az Eater) szerepének tisztazasa.

Az egyes vérsejtképzo kompartmentumok kialakulasaban szerepet jatszo autoném és nem-autondém

szabalyozo6 folyamatok vizsgélata.

A szesszilis szovet struktirdjanak nagy felbontasu, idébeni vizsgélata.
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4. Anyagok és modszerek

4.1.Felhasznalt anyagok:

4.1.1.Pufferek, vegyszerek:

Schneider’s médium

PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na;HPO,, 3mM NaH,PO4, pH 7,4

BSA (Sigma): marha szérum-albumin.

Fluoromount G (SouthernBiotech): fedé médium.

PTU (Sigma): 1-fenil-2-tiourea, gatolja a melanizaciot.

DAPI (Sigma): 4°,6’-diamidino-2-phenylindole 20mg/ml, fluoreszcens DNS festék.
Dichlorvos (Flukar): acetil-kolin észteraz gatld

Heptan

Voltalef olaj

4.1.2.Felhasznalt ellenanyagok:

Human leukocita antigén specifikus: T2/48 (Vilmos és mtsai, 2004), negativ kontroll
Hemese specifikus: 1.2/1 (Kurucz és mtsai 2003), els6dleges ellenanyag

L1 specifikus ellenanyag keverék: H10/9, 7A6, 29D4 feliiliszok elegye (Kurucz és mtsai
2007b), elsddleges ellenanyag

Alexa568 konjugalt, kecskében termeltetett anti-egér Ig masodlagos ellenanyag (Molecular

Probes) 2 mg/ml

4.2.Felhasznalt Drosophila torzsek:

w!'%: a szemszin kialakulasaért felelés gén mutacioja, az allatok szemszine fehér.

HmI>GFP: (w[1118]; P{w[+mC]=HmlIA-GAL4} P{w[+mC]=UAS-2xEGFP}) a He>GFP-
hez hasonloan a hemocitakban GFP-t kifejez6 torzs, de a riporter expresszido nem csak a kering6 és
szesszilis vérsejtek 80%-aban, hanem a kozponti nyirokszerv kérgi részének sejtjeiben is
megfigyelhetd. A Gal4 kifejez6dését a von Willebrand-faktor homoldgjaként leirt hemolectin gén
szabalyoz6 régioja vezérli, és a konstrukcid ektopikus kifejezédése figyelhetdé meg a kifejlett

egyedek petevezetékében és szajszervében (Goto és mtsai, 2003).
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He>GFP: (w[*]; P{w[+mC]=He-GAL4.Z}85, P{w[+mC]=UAS-GFP.nls}) a torzs a pan-
eléallitott He-Gal4 meghajto elemet és egy UAS-GFP konstrukciot hordoz, igy az ¢l6 allatban is
megfigyelhetok a vérsejtek. A larvak szesszilis szovetének egyes populacioi és a keringd hemocitak
mintegy 70%-a mutat GFP kifejezddést, azonban a kdzponti nyirokszervben a meghajtd elem csak

néhany sejtben aktiv (Kurucz és mtsai, 2003).

UAS-hdcRNSi: (w'''%; P{GD8578}) a hdc csendesitésére alkalmas kettés szali RNS-t
kodolo konstrukciot hordozo torzs. A dsRNS kifejezodését UAS elem biztositja.

UAS-2xEGFP: (y[*] w[*]; P{w[+mC]=UAS-2xEGFP})AH3) a torzs a harmadik
kromoszéman olyan erdsitett GFP konstrukciot hordoz, melynek a vezérlését UAS elem végzi.

Meghajto elemek kifejez6dési mintdzatanak vizsgalatara alkalmaztuk.

hdc®: (w; hdc® P{GawBj} /TM3 Sb, Ser, e) a headcase szabalyozé régidja altal vezérelt Gal4-
es meghajtd elemet tartalmazo enhanszer csapddzd inszerci6. Az inszerciot génkonverzidval
allitottuk eld, kifejez0dési mintazata megegyezik a hdc ismert mintazataval, és a headcase amorf
alléljahoz hasonloan recessziv letalis fenotipust mutat: a homozigota egyedek a bab stadiumban

elpusztulnak.

Sejtvonaljelold torzs: (v/*], w[*], UAS-Flp; act5cFRT(y")Gal4, UAS-GFP) a teljes, Flp-
FRT rekombinacios rendszeren alapuld sejtvonaljelolé rendszert hordozo torzs. Az actinSc-Gal4
konstitutivan aktiv meghajtd elem miikodését az FRT szekvencidk kozé épitett yellow™ kazetta
gatolja, melyet egy altalunk alkalmazott meghajtoelemmel termeltetett Flp rekombinaz eltavolit.
Ennek kdszonhetden a kivalasztott meghajtd elem altal kijelolt sejtekben és azok utddsejtjeiben

allando GFP kifejezddés figyelheté meg (Honti és mtsai, 2010).

Iz sejtvonaljeldlé torzs: (y/*], w/*], UAS-Flip Iz P{GawB); act5cFRT(y')Gal4, UAS-GFP)
olyan vonal, melyben a lozenge altal meghatarozott differencidlodési vonal sejtjei konstitutivan
kifejezik a GFP riporter gént, igy ezek in vivo megfigyelésére alkalmas. A torzset kontrollként

alkalmaztuk.

w; SM6b/Sco: Sco dominans markerrel jelolt masodik kromoszémat SM6b balanszer
kromoszoma felett hordozo vonal. Rekombindns masodik kromoszoméat hordozd tiszta vonalak

eléallitasahoz hasznaltuk.
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w; TM3/TM6D?: két harmadik kromoszoémaés balanszert hordozod torzs. Harmadik

kromoszomas inszerciok balanszirozasahoz hasznaltuk.

wy; HmI>GFP; UAS-eaterRNSi/TM3: a Hml mikodésének koszonhetden GFP-t kifejezd
torzs, amely az eater csendesitésére alkalmas konstrukciot is hordozza. A csendesités hatasara a

larvak szesszilis szovete felbomlik, a keringd sejtek szama megemelkedik.

4.3. Modszerek:

Drosophila larvak in vivo vizsgalata: Olympus FV 1000 konfokalis, illetve Leica MZ FL
I UV-sztereomikroszkop segitségével, GFP sziirdn at figyeltiikk meg az ¢10 larvakat és kifejlett

egyedeket.

hdc-Gal4 vonalak létrehozasa P-elem mobilizalason alapulé génkonverzidval: w;,
P{GawB}; hdc® himeket w; SM6b/Sp; TM342-3/CxD sziiz néstényekhez kereszteztiik. Az utédok
kdziil w; P{GawB}/SM6b; hdc®/TM342-3 genotipusu, jump starter sziizeket gyiijtottiink, annak
érdekében, hogy a konverzidhoz esetlegesen sziikséges rekombinacidos mechanizmus muikodését
biztositsuk. A sziizeket parkeresztezésbe vittiik w''’® himekkel. Az utodok koziil a w; SM6b/+;

18 s7iizekhez. A szegregicio alapjan

hdc-Gal4/+ genotipusu (piros szemil) himeket kereszteztiik, w
kromoszémara térképeztiik a beépiiléseket. Harmadik kromoszémasnak tekintettiik az inszerciot, ha
az SM6b balanszer kromoszomatol és a nemtdl fliggetleniil szegregalt. A jeldlteket y, w, UAS-
2xEGFP sziizekhez, a kifejez6dési mintazat ellendrzése érdekében. A harmadik kromoszémas, Adc-
nek megfeleld kifejez6dési mintizatot mutato vonalak him egyedeit w; TM3/TM6D’ sziizekhez

kereszteztiik, és az inszercidt balanszer kromoszoma felett torzsbe allitottuk (1. fliggelék).

Immunindukcio: a masodik larvastadiumban 1évé egyedeket Leptopilina boulardi G486
parazitoid dardzzsal fertéztik: 50 larvahoz 8 megtermékenyitett ndstény darazsat helyeztiink a

fiolaba. A fert6zéseket 3 oran at 25°C-on végeztiik.

w; HmlI>GFP, UAS-hdcRNSi torzs eloallitasa és ellendrzése: w;, Hm!>GFP himeket w;
UAS-hdcRNSi nostényekkel kereszteztiink, majd az elsé utddnemzedékbdl w;, Hmi>GFP/ UAS-
hdcRNSi genotipust rekombindld sziiz ndstényeket gyiijtottiink, és azokat w; SM6b/Sco himekhez
kereszteztiik. Az utdodok kozill azokat a legerGsebb szemszini himeket kereszteztiik tovabb w;
SM6b/Sco néstényekhez, amelyek GFP kifejez6dést mutattak. Az els6 utdédnemzedékbol SM6bH
balanszer kromoszoma felett vittiikk tovabb a rekombindns kromoszémaékat, majd a balanszer

elhagyasaval homozigota torzseket hoztunk 1étre. A rekombinacid igazolasa érdekében a torzseket
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letalitas tesztnek vetettiik ala, melyhez a hdc® recessziv letalis allélt hordozo torzset alkalmaztuk: az
UAS-hdcRNSi/+; hdc®/+ egyedek nem élik tal a bab stadiumot (2. figgelék).

w; UAS-hdcRNSi; He>GFP torzs eloallitasa: Két keresztezési vonalon indultunk el.
Egyfelol w; SM6b/+; He>GFP/TM3 genotipust ndstényeket allitottunk eld w; +;He>GFP himek
és w; SM6b/Sp;, TM3/CxD néstények keresztezésével, masfelol w, UAS-hdcRNSi/Sp; CxD/+
himeket valogattunk w,; SM6b/Sp;, TM3/CxD himek és w, UAS-hdcRNSi; + néstények utodai
kozil. A fenti genotipusu himek és ndstények keresztezésének F1 utddnemzedékébdl w, UAS-
hdcRNSi/SM6b; He>GFP/CxD himeket €s sziiz néstényeket gyiijtottiink, és ezek w; UAS-hdcRNSi;
He>GFP genotipusu utddaibol allitottuk be a homozigota torzset (3. fiiggelék)

A Kkeringé vérsejtek vizsgalata indirekt immun-fluoreszcenciaval: a hemocitakat
harmadik stadiumu naiv, illetve, a parazitoid darazsfert6zést kdvetéen 72 oOraval, immunindukalt
larvakbol izolaltuk 12 lyukti Hendley-Essex targylemezre, Schneider’s médium segitségével. A
larvak kutikulajat egy csepp, PTU-t tartalmazd Schneider’s médiumban feltéptiik, majd enyhén
megraztuk, igy a vérsejtek a folyadékba keriiltek. Az izolatumokat ezt kovetden nedves kamraban,
szobahdmérsékleten, 45 percig inkubaltuk, ekozben a sejtek a targylemez felszinéhez tapadtak. A
PTU-t tartalmazé S&S cseppek eltavolitasat kovetéen a mintakat 2% paraformaldehidben 10 percig,
vagy acetonban 6 percig fixaltuk szobahdn. Ezutan a preparatumokat 0,1% BSA-PBS-sel telitettiik,
majd egy oOran keresztiil, nedves kamraban, szobahdmérsékleten inkubdltuk az elsddleges
ellenanyaggal. Az inkubécids id6 letelte utdn a mintdkat PBS-ben mostuk, és a masodlagos
ellenanyaggal nedves kamraban, szobahdémérsékleten, 45 percig inkubaltuk. Elsodleges
ellenanyagként harom L1 specifikus ellenanyag keverékét hasznaltuk a lamellocitdk jelolésére
(H10/9, 7A6, 29D4), valamint Hemese specifikus 1.2 ellenanyagot, mint pozitiv, és human
leukocita antigén specifikus T2/48 ellenanyagot, mint negativ kontrollt. Masodlagos ellenanyagként
Alexa568 konjugdlt anti-egér immunglobulint alkalmaztunk 1:1000 higitdsban. A sejtmagok
jelolésére hasznalt DAPI-t a masodlagos ellenanyaggal egyiitt adtuk a mintakhoz 1:10000
higitasban. Végiil a preparatumokat fedomédiummal fedtiik és fluoreszcens mikroszkopiaval

vizsgaltuk.

Fluoreszcens mikroszkopias vizsgalat: a vérsejt mintdkat Zeiss Axioskop2 MOT
fluoreszcens mikroszkoppal tanulmanyoztuk, a felvételeket AxioVision szoftver segitségével

rogzitettiik.
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Kozponti nyirokszerv, illetve szesszilis szovet preparatum készitése: a harmadik
stadiumt larvakat gumiparnan egy csepp Schneider’s médiumba helyeztiik, feji és farki végiiket
rogzitettiik, majd csipesszel a feji-farki tengely mentén feltartuk. A kiszabadulé hemocitaktol és
egyéb tormeléktdl mosassal szabadultunk meg, majd a vizsgalni nem kivant szerveket ¢és szoveteket
csipesz segitségével eltavolitottuk. PBS-sel torténd mosast kdvetéen a preparatumot mikrotiter
lemez egy lyukéaba helyeztiik, 2%-o0s paraformaldehidben 10 percig fixaltuk, majd PBS-sel mostuk.
Ezutan 0,1% BSA-PBS-ben telitettiik, majd egy oran keresztiil inkubaltuk a Hemese specifikus
elsddleges ellenanyaggal (1.2). Ezt Gjabb PBS-ben torténé mosas kovette, ami utan 45 percig
inkubaltuk a mintat a DAPI-val kiegészitett (1:10000) masodlagos ellenanyaggal (Alexa568
konjugalt anti-egér Ig 1:1000), majd PBS-sel torténé mosast kovetden a preparatumot targylemezre
helyeztiik, FluoromountG fedémédiumban fedélemezzel lefedtiik és konfokalis mikroszkopiaval

vizsgaltuk.

Konfokalis mikroszképias vizsgalat: a nyirokszerv és a szesszilis szovet preparatumokat,
valamint az ¢l6 larvakat Olympus FV 1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, a felvételeket
Olympus Fluoview 1000 program segitségével készitettiik.

In vivo konfokalis videomikroszkopias vizsgalat: a harmadik stadiumu, acetilkolin-
észteraz gatloval megbénitott larvakat heptanban oldott ragasztoval kezelt petricsészére helyeztiik,
majd Voltalef olajjal lefedtiik. A vizsgalatokat Leica LSM mikroszkoppal végeztiik a LAS AF Lite
szoftver segitségével. A felvételeket 15 perces intervallumban készitettilk, 5 masodperces

felbontasban, 1,7-szeres nagyitas mellett.

GAL4-fiiggetlen HmI-GFP vonalak létrehozasa mikroinjektaliassal: az injektalashoz
sziikséges konstrukciot Lukacsovich Tamas (UCLA, Irvine, USA) készitette: a piggyBac plazmid a

crcr

szabélyozasa alatt 4ll6 GFP gént tartalmazta. 230, w''’® embriot injektaltunk, majd a kikels

18 egvedekkel. Az utdd larvakban UV-sztereomikroszkoppal

egyedeket parkeresztezésbe vittiik w
vizsgaltuk a cherry marker és a Hml-GFP kifejez6dését. A jeldlteket kromoszomara térképeztiik, €s

torzsbe allitottuk. A vonalak expresszios mintazatat konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A hdc Kkifejezodésének in vivo kovetése:

P-elem mobilizalason
alapuld génkonverziés screen
soran a hdc® allélt hde-Gald
meghajtéelemekké konvertaltuk.
A Iétrehozott mintegy 50 hdc
expressziot mutatd  inszercid
koziil tovabbi vizsgalatokra az 6t
legerdsebb  GFP  expressziot
mutatd vonalat valasztottuk ki

(hdc®, hdc", hdc', hdc! és

hdc™). A vonalak mindegyikében észleltik a hipomorf hdc

allélokra jellemzd fejtok fejlodési rendellenességeket. Ezen kiviil

L

10. abra: a hdc" és a hdc® headcase C
allélok interakciéi (hdc'?/hdc™). A:
humeralis szérhiany, B: fejletlen
szkutellum, és szkutellaris sz6rhibak,
C: a hati zarodas hibaja.

megfigyeltiink elégtelen hati zarodast, csokevényes szkutellumot és hianyos humeralis, illetve

szkutellaris szérnovekedést is (10. abra). A kivalasztott vonalak GFP kifejez6dési mintazataban

nem figyeltink meg
kiilonbségeket.

Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a
konverzié sikeres volt, a
kivalasztott  konvertans
vonalak mitkodése hiien
koveti a hdc kifejez6dési
mintazatat (11. &bra). A
hdc aktivitasat az
imaginalis szovetek
mellett a kozponti
nyirokszervben is
megfigyeltiik, azonban a

hdc®-héz hasonldéan a

h
hdc>GFP hdc>GFP

hdc>GFP

11. 4bra: a hdc’-Gal4 meghajtéelem kifejez6dési mintazata. A meghajtoelem koveti a
hdc mintazatat, kifejez6dik az imagindlis szovetekben és a kozponti nyirokszervben is. A:

imag6 korongok (w- szarny, 1- 14b, h- billér), B: ivarlemez, C: abdominalis hisztoblasztok,
keringd  és  szesszilis  D:agy (b) és kozponti nyirokszerv (Ig).
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hemocitakban nem tapasztaltunk GFP kifejezédést.

5.2. A hdc csendesito konstrukcio hatékonysaganak vizsgalata:

A hdc vérsejt-kompartmentumokban betoltott funkcidjanak vizsgalatdhoz a gén
kifejez6dését RNS interferencia alkalmazéasdval kivantuk csendesiteni, ezért megvizsgaltuk a
csendesitdé  konstrukci6  hatékonysagat. A laboratériumunkban  létrehozott  Ahdc-Gal4
meghajtoelemek, a hipomorf Adc allélokhoz hasonléan recessziv letalis fenotipust mutatnak, a
homozigétdk a bab staddium sordn elpusztulnak. A headcase hdc-Gal4 éltal vezérelt csendesitése
szintén bab-letalitast okozott: a w; UAS-hdcRNSi/+; hdc®/+ genotipusi egyedek baballapotban

elpusztulnak.

5.3. A hdc csendesités lamellocitak differencialodasara gvakorolt hatasanak vizsgalata:

Korabbi megfigyeléseink alapjan a kdzponti nyirokszervbdl immunindukciéo hatdsara a
keringésbe keriilé hemocitdkban a hdc kifejezddése fokozatosan megsziinik. Ezzel parhuzamosan a
nyirokszerv eredetl sejtek egy része lamellocitava alakul. Ez azt sugallta, hogy a hdc a kdzponti
nyirokszervben gatolja a lamellocitak differencialodasat, a gatlas megsziinése pedig lehetoveé teszi a
tokképzo sejtek képzését.
Hogy  ellendrizziik a
hipotézisiinket, Hml-Gal4,
UAS-GFP/UAS-hdcRNSi
heterozigota larvak

vérképét vizsgaltuk naiv és

immunindukalt allapotban
(12. abra). A larvak keringd
vérsejtszama nem valtozott
jelentésen a  Hml-Gal4,
UAS-GFP/+ genotipusi
kontroll larvakéhoz képest.

A naiv larvakban nem

figyeltiink meg lamellocita

12. dbra: Hml-Gal4 UAS-GFP/UAS-hdcRNSi genotipusu larva kering6 vérsejtjei:
differencialodast, mig q  maiv (A ésC), és indukalt (B és D) larvak hemocitéi.
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darazsfertézést kovetéen a kontrollnak megfeleld aranyban jelentek meg lamellocitdk a
hemolimfaban. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a hdc nem vesz részt a lamellocitak

képzésének szabalyozasaban.

5.4. A hdc hatasa a plazmatocitak érésére:

A hdc csendesitésének hatasat mindharom vérsejtképzé kompartmentumban megvizsgaltuk
az altalunk Iétrehozott Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi homozigota vonal segitségével.
Megfigyeltiik, hogy a Hml-Gal4, UAS-GFP kontroll larvdkhoz képest a hdc csendesitésének
hatasara mindegyik hematopoietikus szovetben nagymértékben csokkent a GFP riportert kifejezo
sejtek szdma, mikozben a kompartmentumokat alkoté6 hemocitdk szama nem valtozott jelentdsen
(13. ébra). A kisérlet soran meghajtéelemként hasznalt Hml-Gal4 expresszio az €rett plazmatocitak

markere, igy a GFP kifejez6dés csokkenése az érett plazmatocitdk alacsony szamaval

HmI>GFP . Hmi>GFP HmI>GFP

HmI>GFP HmI>GFP HmI>GFP HmI>GFP

13. dbra: a hdc csendesités hatisa a hematopoietikus kompartmentumokban. A kontroll Hm/>GFP larva szesszilis szovete
in vivo (A) és kutikula preparatumon (C), kering6 vérsejtjei (B) és kdzponti nyirokszerve (F). 4 HmI>GFP, UAS-hdcRNSi larva
szesszilis szovete in vivo (C) és kutikula preparatumon (G), keringd vérsejtjei (D) és kdzponti nyirokszerve (H).

magyarazhat6. Ez alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a ~dc nem a lamellocitdk, hanem a
plazmatocitak differencialodasanak szabalyozasaban vesz részt. Mivel a fehérje jelenlegi
ismereteink szerint nem fejezodik ki sem a keringésben, sem pedig a szesszilis szdvetben,
elképzelhetd, hogy a Headcase a kdzponti nyirokszervben autoném, mig a masik két szovetben nem
autonom modon szabalyozza a plazmatocitak érését. Mindez alatamasztja azt a megfigyelést, hogy
a hdc mutécidja, illetve csendesitése szuppresszalja az egyes tumoros vonalak szesszilis szovetében
megfigyelhetd fenotipust (Martin Schmid, UCMP, Umeé, Svédorszag, személyes kozlés). Ez
egyben azt is feltételezi, hogy a kialakuldsuk sordan a kompartmentumok kozott kommunikaciod
zajlik.
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5.5. Az UAS szekvenciak kozotti esetleges kompeticié vizsgalata:

Annak érdekében, hogy kizarjuk annak a lehetdségét, hogy a megfigyelt jelenség (a GFP
kifejez6dés csokkenése) az UAS elemek kozott a GAL4 forrasért fellépd kompeticio

kovetkezménye, tobb kisérletet is elvégeztiink.

Megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a fenotipus, ha azonos dozisu GAL4 forras mellett

megnoveljiik az UAS-GFP transzgének aranyat a csendesitd konstrukciohoz képest. A Hml-Gal4,
UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+; UAS-2xEGFP/+ transzgént hordozo larvakban a Hml-Gal4, UAS-
GFP, UAS-hdcRNSi/+ kontrollhoz hasonloan megfigyelheté volt a GFP kifejez6dés nagymértéki

csokkenése (14. abra).

14. abra: az UAS-GFP transzgének arianyanak novelése nem valtoztatja meg a GFP kifejezodés mértékét. A: Hml-Gal4,
UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+, B: Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+; UAS-2xEGFP/+.

Ha azonos d6zisu GAL4 forras mellett az UAS-hdcRNSi transzgén aranyat noveltiik az UAS-

Hm!>GFP
15. abra: az UAS-hdcRNSi transzgén-arany novelésének hatasa. A: Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+, B: Hml-Gal4,
UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/UAS-hdcRNSi.

22



GFP-hez képest (Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/UAS-hdcRNSi) a fenotipus szintén a Hml-
Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+ kontrollhoz hasonl6 volt (15. abra).

Abban az esetben, amikor mind a riporter konstrukcid, mind pedig a meghajtoelem aranyat
megnoveltiik a csendesitd transzgénhez képest (Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/Hml-Gal4,
UAS-GFP), a kontrollhoz (Hml-Gal4, UAS-GFP) viszonyitva szintén csokkent a GFP kifejezddés
(16. abra).

HmI>GFP HmI>GFP
16. abra: az UAS-hdcRNSi transzgén aranyanak csokkentése is GFP kifejezédés csokkenést okoz. A: Hml-Gal4,
UAS-GFP; B: Hnl-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/Hmli-Gal4, UAS-GFP.

Megvizsgaltuk, hogy mas vérsejtspecifikus meghajtoelem alkalmazasa esetén is
tapasztalunk—e hasonld jelenséget. Létrehoztunk egy UAS-hdcRNSi; He-Gal4, UAS-2xEGFP
homozigdta vonalat, azonban a He-Gal4, UAS-2xEGFP vonal szesszilis szovetének mintazatahoz
képest ebben az esetben nem tortént valtozas, a GFP kifejez0dés mintazata €és erdssége megegyezett

a két vonal larvaiban (17. abra).

He>GFP

17. abra: a hdc vérsejt-specifikus csendesitése He-Gal4 meghajtéelemmel. A: He-Gal4, UAS-2xEGFP; B: UAS-
hdcRNSi; He-Gal4, UAS-2xEGFP.
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Megvizsgaltuk azt is, hogy mi torténik abban az esetben, ha a laboratériumunkban
kifejlesztett sejtvonaljelold rendszer segitségével konstitutivva tessziik a Gal4 kifejezodését a Hml-

sejtvonalban (18. abra). A y, w, UAS-Fip/+; Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/AFG genotipusu

18. dbra: a hdc csendesitése a Hml vonalban. A: y w UAS-Flp; Hml-Gal4, UAS-GFP/AFG, B: y w UAS-Flp; Hml-Gal4,
UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/AFG.

larvakban tehat egyszerre megnoveltik és folyamatossa tettiik a rendelkezésre allo Gal4
mennyiséget, valamint biztositottuk a csendesitd és a riporter transzgének folyamatos kifejezodését.

A jellegzetes fenotipus, azaz a GFP kifejez0dés csokkenése ebben az esetben is megjelent.

Abban az esetben, amikor a lozenge-sejtvonalban csendesitettiik a hdc kifejezodését a y, w,
Iz-Gal4, UAS-Flp/+; AFG/UAS-hdcRNSi larvak szesszilis hemocitaiban a GFP kifejez6dés a y, w,
lz-Gal4, UAS-Flp/+; AFG/+ larvakhoz képest nem valtozott jelentésen (19. ébra). Egy
vérsejtfiiggetlen meghajtoelemmel (eyeless-Gald) torténd hdc-csendesités soran nem valtozott a

GFP kifejez6dés mintazata.

19. abra: a hdc csendesitése a Iz vonalban. A: y, w, [z-Gal4, UAS-Flp/+; AFG/+, B: y, w, [z-Gal4, UAS-Fip/+;
AFG/UAS-hdcRNSi
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a megfigyelt jelenség nem az UAS elemek kozotti

kompeticionak, hanem valoban a hdc csokkent mennyiségének kdvetkezménye.

5.6. A szesszilis szovet szerkezetének in vivo vizsgalata:

A szesszilis szovet szerkezetének ¢€s valtozasainak vizsgalatdhoz in vivo konfokalis
videomikroszkopiat alkalmaztunk. A korabbi elképzelések szerint a szesszilis kompartmentum egy
statikus struktura, amit a vérsejtek csak indukcid hatdsara hagynak el. A Hml-Gal4, UAS-GFP
larvak vizsgéalata sordn azonban kideriilt, hogy a szesszilis szovet szerkezete folyamatosan,
dinamikusan valtozik: kitapadt hemocitdk hagyjak el a helyiiket, és 1épnek a keringésbe, a
hemolimfabol pedig keringd sejtek tapadnak ki a testiireg faldhoz (20. ébra). Bar ez a dinamikus
atrendez6dés folyamatosan zajlik, a felvételek alapjan megallapithatjuk, hogy a szesszilis
vérsejteknek csak egy része vesz részt ebben a folyamatban, mig a szovet sejtjeinek masik hanyada

statikusan megtartja poziciojat.

HmI>GFP

HmlI>GFP HmI>GFP

20. abra: a szesszilis szovet dinamikusan valtozé struktirija osszekapcsolja a kompartmentumot a keringéssel. A képek
a Hml-Gal4, UAS-GFP larva szesszilis szovetérdl készilt konfokalis videofelvétel pillanatképei. A nyilak a testfalhoz a
keringésbdl kitapado sejteket jelolik.
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5.7. A hdc csendesitésnek a szesszilis szovet felépitésére gvakorolt hatasa:

Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a hdc csendesitése a szesszilis szovet dinamikus
strukturajara. A kisérletet a Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi larvakon végeztiik, és kontrollként
a Hml-Gal4, UAS-GFP vonalat hasznaltuk. A vizsgdlat soran nem figyeltiink meg a kontroll
larvakhoz hasonlo valtozasokat: a testfalhoz tapadt sejtek nem hagytak el a szovetet, és keringd
sejtek kitapaddsa sem volt észlelhetd, a szovet szerkezete statikussa valt (21. ébra). Ez alapjan
valdszinii, hogy a hdc-nek a plazmatocitak érésén tal szerepe van a szesszilis szovet struktirajanak
kialakitasaban is. Azonban a jelenségnek lehetséges magyarazata az is, hogy a beavatkozés hatasara
csokken a GFP-t kifejez6 sejtek, vagyis az in vivo megfigyelhetd sejtek szama, igy annak az esélye

is csokken, hogy mozgd hemocitakat észleljiink.

HmlI>GFP HmI>GFP

HmI>GFP HmI>GFP
21. abra: a hdc csendesitésének hatasara a szesszilis szovet statikussa valik. A képek a Hml-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi
larva szesszilis szovetérol késziilt konfokalis videofelvétel pillanatképei. A képek idoben egymast kovetik.

5.8. Az eater csendesités hatasa a szesszilis szovet szerkezetére és dinamikajara:

Az Eatert kordbban a fagocitdzis receptoraként irtdk le. Csoportunkban megfigyeltik és
megerdsitettiik, hogy a fehérje a szesszilis szovet struktirajanak fenntartasaban is szerepet jatszik:
az eater vérsejt specifikus csendesitésének hatdsara a szesszilis hemocitdk levalnak a testiireg
falarol, a keringd sejtek szama pedig megemelkedik. Megfigyelésiink szerint a szesszilis szdvet

mobilizalédasa nem vezet lamellocitak differencialddasahoz a Hml-Gal4 UAS-GFP; UAS-
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eaterRNSi/TM3 larvak keringésében. A szesszilis szovet szerkezetének valtozasait in vivo
konfokalis videomikroszkopia segitségével kovettiik nyomon. Kontrollként ismét a Hml-Gal4 UAS-
GFP torzset alkalmaztuk. A felvételekbdl kideriilt, hogy az eater csendesitésének hatdsara a
szesszilis szigetek mobilizdlodnak, és a sejtek egymassal asszocialodva a testfal mentén mozognak

(22. 4bra).

HmI>GFP Hml>GFP

HmI>GFP HmI>GFP
22. abra: a szesszilis szigetek az eater csendesitésének hatasara mobilizalodnak. A képek Hmi-Gal4, UAS-GFP; UAS-
eaterRNSi/TM3 larva szesszilis szovetérdl késziilt konfokalis videofelvétel pillanatképei. A képek id6ben kdvetik egymast. A
nyilak a mobilizal6do, egymassal dsszekapcsolodd, majd egymastol elvalo szesszilis szigetek mozgasanak iranyat mutatjak.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az Eater fehérje nem csupan fagocitdzis
receptorként miikodik, hanem fontos szerepet jatszik a szesszilis szOvet szerkezetének
megtartdsdban. Az eater csendesitése soran tapasztalt jelenségek is aldtdmasztjdk azt a
megfigyelésiinket, hogy habar a szesszilis szovet szerkezetének felbomlasa és a lamellocitak
differencialodasa az immunindukci® hatdsdra egymast kovetve zajlik, molekularis

mechanizmusaikat tekintve a két jelenség szabalyozasa fiiggetlen egymastol.
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5.9. A GAL4-fiiggetlen Hml-GFP konstrukciot hordozé vonalak vizsgalata:

Mivel jelenlegi ismereteink szerint a Headcase nem fejezddik ki sem a keringésben sem
pedig a szesszilis szdvetben, elképzelhetd, hogy a kozponti nyirokszervben kifejez6d6 Hdc nem-
kompartmentum autoném modon a masik két kompartmentumban is szabalyozza a plazmatocitak
érését. Ahhoz, hogy a hdc gén nem-kompartmentum autoném szabalyozé szerepét vizsgalni tudjuk,
olyan transzgenikus konstrukciokat hordoz6 vonalakat hoztunk létre, melyekben a riporter GFP
kifejezodését kozvetleniill a Hml gén promotere biztositja (23. abra). A 230 embrid
mikroinjektalasat kovetden 25 esetben kaptunk beépiilést. A konstrukcid megfelelden miikodott: a

larvalis hemocitak kifejezték a GFP-t, mig a tobbi szovetben Cherry expresszio volt megfigyelhetd.

UAS faktor/faktorRNSi

Y

| meghajiiclem Gt

7mG
Target mRNA substrate

RISC

Slicing

eAAAN

23. abra: a GFP meghajtoelemtdl fiiggetlen kifejezodésének biztositasa Hml-GFP transzgén segitségével. A kozvetleniil a
GFP kodolo szekvencidja elé klonozott Hm! promoter a meghajtoelemtdl, illetve a GAL4-UAS rendszertdl fiiggetleniil biztositja a
GFP kifejez6dését.

Az eddigi vizsgalatok szerint a konstrukcidt hordozd vonalak alkalmasak a kisérletek

elvégzésére: a hemocitak a vart mintazatban fejezik ki a Hml-GFP markert (24. abra).
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Hml-GFP Hml-GFP

24. abra: a Hml-GFP transzgén kifejezodési mintdzata. A GFP marker kijeloli a szesszilis szovet vérsejtjeit.
Ezen vonalak felhasznaldsaval a GFP expresszigjatol fliggetleniil tudjuk vizsgalni a

kiilonb6zé kompartmentum-, illetve vérsejttipus specifikus Gal4 forrasokkal kifejeztetett, illetve

csendesitett faktorok nem-autondm hatasat.
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6. Osszefoglalas

A Drosophila melanogaster kivaldé modellrendszer a vérsejtek €s a hematopoietikus
kompartmentumok kialakuldsdnak é¢s miikodésének a vizsgalatara. A rendelkezésre allo vérsejt- és
kompartmentum specifikus genetikai meghajtoelemek, valamint csendesitd ¢és tultermeld
transzgenikus konstrukciok felhasznalasaval a differencialodasi és szervezddési folyamatok
részletesen €s szamos megkdzelitési irdnybol, akar in vivo is vizsgalhatoak.

Az emlitett elemekbdl épitkezd kisérleti rendszeriink segitségével vizsgaltuk a szesszilis
hematopoetikus kompartmentumban talalhatoé vérsejtek idobeli viselkedését. Megfigyeltiik, hogy a
szesszilis szovet sejtjei a kozponti nyirokszervben talalhatd sejtektdl eltéréen, képesek a keringésbe
lépni, illetve keringd sejtek a szovetbe kitapadni.

Tanulmanyoztunk két olyan fehérjét, (a Headcase-t és az Eater-t) tanulmanyoztunk, amelyek
kisérleteink szerint szerepet jatszanak a szesszilis szovet differencidlodasanak és mitkodésének
szabalyozasaban.

A hdc® allél hde-Gal4 meghajtoelemmé valé konverzidja lehetévé tette a gén kifejez6dési
mintazatanak idobeli kovetését. Megfigyeltiik a hdc funkcidjat a hemocitak differencialodasa soran:
a faktor csendesitése gatolta a plazmatocitdk érését a larva mindhdrom hematopoietikus
kompartmentumaban. Vizsgalataink alapjan a Headcase nem kizardlag a vérsejt-differencialodas
regulatora, hanem szerepe lehet a szesszilis szovet dinamikus struktarajanak fenntartasaban is.
Mivel a headcase sem a keringésben, sem pedig a szesszilis szovetben nem fejezddik ki, hatasa
azonban ezekben a kompartmentumokban is érvényesiil, valdszinli, hogy a faktor a kozponti
nyirokszervben kompartmentum autoném, mig a masik két szdvetben nem-kompartmentum
autoném moédon szabalyozza a hemocitak érését. Ez megerdsiti azt az elképzelést, mely szerint az
egyes hematopoietikus kompartmentumok kialakulasuk és miikodésiik soran kommunikalnak
egymassal.

A nem-autondém mikodés vizsgdlatdhoz eldallitottunk olyan transzgenikus vonalakat,
melyekben a GFP riportergén kifejez6dését nem egy genetikai meghajtoelem, hanem kozvetlenil a
Hml gén promotere biztositja. Ezaltal lehetdségiink nyilik a kiillonb6z6 kompartmentum specifikus
meghajtéelemek alkalmazasaval - a GFP expressziotol fliggetleniil - vizsgalni a headcase és egyéb
faktorok nem kompartmentum autoném hatasat.

Egy fagocitdzis receptor, az Eater vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy a fehérje nem csak a
baktériumok bekebelezésében jatszik fontos szerepet, hanem a szesszilis szovet integritdsanak

fenntartasaban is: a faktor csendesitésének hatdsara a szesszilis szigetek mobilizalodtak. Azonban a
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kisérletek soran lamellocitak differencialodasat nem figyeltiink meg, igy megallapithatjuk, hogy a
szesszilis vérsejtek testfalrol torténd levalasa és a tokképzd sejtek képzdodése - az eddigi
elképzelésekkel ellentétben - egymastol fiiggetlen folyamatok.

Eredményeink alapjan a Drosophila melanogaster vérsejtjeinek differencialodasa, illetve
hematopoietikus kompartmentumainak kialakuldsa és miikddése sejt- €s kompartmentum-autoném,

valamint nem-autoném moédon hato szabalyozasi folyamatok egyiittmiikodésének eredménye.
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8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkOszonni csoportvezetdmnek, Ando Istvannak, hogy a csoportjaban

dolgozhattam. K6szondm a segitséget és a bizalmat.

Koszonom Honti Viktornak, témavezetomnek a rengeteg szakmai és emberi segitséget, amit
a munkamhoz nyujtott. Koszonet a vezetésért, a tanacsokért, a gondolatokért és az idejében kapott

s. rgasokeért.

Koszonettel tartozom korabbi témavezetdmnek, Kurucz Evanak, hogy a kutatas rogos titjain

elinditott, és rajta is tartott.

Koszonet jar Csordas Gabornak a tanacsokért, oOtletekért, az informatikai problémak

megoldasaért és az Egérért.

Koszonom Bajusz Izabellanak, Cinege Gyongyinek, Markus Robertnek és Zsamboki

Janosnak a szakmai segitséget, otleteket.

Szeretném megkoszonni Baldzs Anitdnak a sziizeket, Tépai Szilvidnak a preparatumok

elkészitésében nyujtott segitséget €s Kovalcsik Olganak a vegyszereket és a beugrasokat.

Koszonet jar a csoport tobbi tagjanak, Abonyi Csillanak, Gabor Erikanak, Kari Beatanak és

Lerner Zitanak a nem csak szakmai segitségért.

Ko6szonom Jankovics Ferencnek az in vivo konfokalis videokat, Krausz Ildikoénak az

injektalast és Lukacsovich Tamasnak a transzgenikus konstrukciokat.

Szeretném megkoszonni az SZBK CI laborjanak a konfokalis mikroszkép hasznalatdban

nyujtott segitséget.
Ko6szonom az SZBK Drosophilas kozosségének a termékeny kozeget.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszondom a csaladomnak, hogy mogdttem alltak. Neélkiilitk

nem késziilt volna el ez a dolgozat.

35



Nyilatkozat

Alulirott Varga Gergely Istvan, Biologia MSc szakos hallgatd kijelentem, hogy a TDK
dolgozatomban foglaltak sajat munkdm eredményei, és kizarolag a megjelolt hivatkozasokat

hasznaltam fel.
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