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1. Bevezet6

Az evolicid sordn a patogénekkel torténd folyamatos kolcsonhatasok - a patogén
valtozékonysaga és annak tamadasara a gazdaszervezet altal adott reakciok - alakitjdk az
¢lovildgban az immunvalasz valtozatos formait (1). Az immunvalasz leg6sibb szerkezeti
egysége a velesziiletett immunitds, melynek sejtes elemei a vérsejtek. A magasabb renda
¢lolényekhez hasonldéan a Drosophild-nak is vannak vérsejtjei, melyek részt vesznek a
koérokozok elleni kiizdelemben, a véralvadasban és a sebgyogyulasban, igy biztositva a
szervezet egységét. A velesziiletett immunitas sejtes elemei széleskorlien vizsgaltak gerinces és
gerinctelen szervezetekben. Jol ismert, hogy a Drosophila vérsejtjei morfoldgiai jegyeikben és
miikddésiikben, mint példaul a bekebelezés €s a parazitdkkal szembeni védekezés, nagyfoku
hasonlosdgot mutatnak a gerincesek vérsejtjeivel (2). Az egymastol kiilonbozo vérsejtek
miukddésiikkel kiegészitik egymast €s biztositjak a kisméretli részecskékkel (baktériumok) és a
nagyobb betolakodokkal (parazitdk) szembeni védekezést. A baktériumokat a makrofagok -
Drosophila-ban a plazmatocitak -bekebelezik, mig a parazitdk tamadasat kvetden a vérsejtek
egy specialis formdja differencialodik, mely kozponti szerepet jatszik azok elhatarolaséban és
elpusztitasaban (3, 4).

A parazitak elpusztitdsanak részletesen tanulmanyozott és jol ismert modja a Drosophila
melanogaster parazitoid darazsakkal szembeni védekezése. A D. melanogaster vérében, a
hemolimfaban, plazmatocitdk és kristalysejtek keringenek. A parazitoid darazsakkal szembeni
védekezésben a fagocitdlo plazmatocitdk nagyméretli, lapos sejtekké, lamellocitakka
differencidlodnak, melyek a plazmatocitakkal és kristalysejtekkel egyiittesen tokot képeznek,
és elzarjak a parazitdit a kornyezd szovetektdl. Ugyanekkor, egy enzim-lancreakcid
eredményeként melanin képzddik, melynek szintézise sordn toxikus vegyiiletek, szabad gyokok
szabadulnak fel, és részt vesznek a parazita elpusztitasaban (5).

Laboratoériumunkban olyan Drosophila fajokat azonositottak, melyekben a parazitoidokkal
szembeni védekezés hatékonysdga magasabb, mint a D. melanogaster-ben (6), azonban a
védekezés mechanizmusa ismeretlen. Az eddig vizsgalt fajokban kozds, hogy a fertdzést
kovetden nem lamellocitak, hanem sokmagv oridssejtek jonnek 1étre, melyeknek vizsgalata, a
védekezési folyamatokban és a hatékony immunvalaszban valo részvételének modja képezi a
kutatésok alapjat.

A Drosophilidae-k és egyéb rovarfajok vérsejtjeinek, azonositasara €s jellemzésére alkalmas és
sz¢éleskortien alkalmazott, immunoldgiai és genetikai rendszereket fejlesztettek (7, 8),

melyeknek alapjan meghatiroztdk a sokmagvll Oridssejtek alapvetd immunologiai és
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molekuléris biologiai sajatsagait. Eldzetes kisérletek alapjan megallapitottdk, hogy a
Drosophila willistoni-ban i1s sokmagvu orassejtek differencialodnak a parazitoid fertozést
kovetden, ezért vizsgalataink célja a fertdzést kdvetd immunoldgiai valtozasok megismerése.
A D. willistoni-ban, a D. melanogaster-rel ellentétben, naiv allapotban is tobbféle, morfologiai
jegyek alapjan meghatarozott vérsejttipust azonositottak (9), azonban a sejtek funkcioira
vonatkoz6 direkt adatok, a fertdézést kovetd sejtes immunvalasz soran a vérképben torténd
valtozasok és a valasz hatékonysadga sem ismertek. Tovabba, mivel az eredeti nevezéktan
alkalmazédsa zavaré és nem illeszkedik az wjabb eredményekhez, ennek alkalmazéasatol

eltekintlink. Az 0j nevezéktan kidolgozasa ¢és elfogadtatasa folyamatban van.

2. Célkitiizések:
Kisérleteim célja a D. willistoni sejt-kdzvetitette immunvalaszanak a megismerése.
2.1. A parazitoidokkal szembeni védekezés hatékonysaganak a meghatarozasa.
2.2. Vérsejttipusok azonositdsara alkalmas immunologiai panel 1étrehozasa.
2.3. A vérsejttipusok azonositasa.
2.4. A kiilonbozo vérsejttipusok azonositasa a sejt kdzvetitette immunvalasz soran
- a vérkép (kvantitativ és kvalitativ) jellemzése naiv és parazitoidokkal fert6zott
egyedekben
- baktériumok bekebelezésében résztvevo sejtek azonositasa
- kiilonb6zd parazitoidokra adott sejtes immunvalasz jellemzése a kifejlesztett
markerek alkalmazasaval
2.5. A markerek expresszidjanak jellemzése a kozponti nyirokszervben.
2.6. Tavolabbi céljaim kozott szerepel az ellenanyagok altal felismert molekularis
markerek azonositdsa majd ezt kovetden informatikai és genetikai vizsgalatok végzése,
az adott molekuldknak az immunologiai folyamatokban ¢s a védekezésben betoltott

szerepének a vizsgalata.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Drosophila torzsek fenntartasa

A Drosophilidae csaladba tartozo vad tipusu D. willistoni (14030-0811.24) térzset a UC San
Diego Drosophila torzskdézpontbol rendeltiik. Kisérleteinkhez kontrollként vad tipust D.

melanogaster (Oregon-R) torzset haszndltunk, mely a Bloomington Drosophila



torzskozpontbdl szarmazik. Mindkét torzset 25°C-on standard ecetmuslica taptalajon

tenyésztettiik.

3.2. Parazitoid darazs torzsek fenntartasa

A munka soran alkalmazott Leptopilina boulardi G486, Leptopilina heterotoma 14 ¢és
Leptopilina victoriae UNK parazitoid dardzstorzseket Prof. Todd Schlenke (University of
Arizona) bocsatotta a kutatdcsoportunk rendelkezésére. A parazitoid darazsak fenntartdsa vad
tipusu D. melanogaster-en tortént. A parazitoidok fenntartasara eldallitott taptalaj 10% gliikkoz
¢s 1.5% agart tartalmaz, melyet a tdptalajra szlirpapiron elhelyezett vegyes viragmézzel

egészitettiink ki.

3.3. Parazitoid darazsfertdzés

A Drosophila larvakat ndstény parazitoid darazsakkal fertéztiink (10). Standard ecetmuslica
taptalajon 70, korai masodik stddiumos Drosophila 1arvat, 25°C-on ¢éjszakan at szurattunk 15
parazitoid darazs nésténnyel. Ezt kdvetden a parazitoidokat eltavolitottuk, majd a fertézott
larvakat tovabb inkubaltuk 25°C-on. A dardzsfertézés hatékonysagat a szlratast kovetd 72.
ordban ellendriztiik. A taptalajbol ecsettel 6vatosan kimosott Drosophila larvékat Drosophila
Ringer oldatba helyeztiik, majd mikroszkop alatt vizsgaltuk. Az immunindukalt allatokat a
darazsszaras helyén keletkezett kutikula-melanizacié alapjan kiilonitettiik el, majd hasznaltuk
az egyes kisérletekhez. A kiilonbozd vizsgalatokhoz kontrollként hasonlé mdédon mosott és
athelyezett naiv allatokat alkalmaztunk. A dardzsfert6zést kovetd kelési tesztek esetében a
fioldban talalhato 70 sztratott larvabol a beavatkozéast kovetd 72. érdban random modon
kivalasztott 10 Drosophila larvaban megvizsgaltuk a melanizalt szardsnyom jelenlétét.
Amennyiben mindegyik larva kutikuldjan jelen volt a szurds melanizalt helye, az adott fiolat
100%-ban szurtnak mindsitettiik és a fioldban maradt 60 larvat alkalmasnak tartottuk a kelési
vizsgalatokhoz, ezért az adult rovarok babokbdl valo kikeléséig tovabb inkubaltuk 25°C-on. A
babozddast kovetd negyedik napon egyes babokbol legyek, masokbdl a 12-20. napon parazitoid
darazsak keltek ki. Eredményeinkhez minden esetben legalabb harom egymastol fiiggetlen
kisérletet végeztiink, mintanként 60 larvaval. A kelési aranyokat az adott kisérletben hasznalt

egyedek szazalékdban fejeztiik ki.

3.4. Statisztikai elemzés
A statisztikai elemzéshez T-probat alkalmaztunk. Amennyiben P <0.05, a kiilonbséget

szignifikansnak tekintettiik.



3.5. Hibridoma eldallitas és specifikus ellenanyag tesztelés

BALB/c néstény egereket harom alkalommal immunizaltunk L. boulardi parazitoid dardzzsal
immunindukalt D. willistoni 1arvakbol izolalt vérsejtekkel. Ezt kdvetden az immunizalt egerek
1épét izolaltuk, 5% magzati borjuiszérumot (FBS) tartalmazd6 RPMI-1640 szdvettenyésztd
tapfolyadékban szétbontottuk és 1épsejt szuszpenziot készitettiink, majd a Iépsejteket Sp2/0
myeloma sejtekkel fuzionaltattuk (11.). A hibridsejteket HAT médiumban (hypoxanthine-
aminopterin-thymidin) szelektaltuk, melyben kizarolag a hibridsejtek képesek szaporodni. A
sejtfizid eredményeként 1étrejott hibridoma sejtek egy része megdrzi a myeloma sejtek osztdédod
képességét, termeli a HAT médiumban szaporodast lehetové tévo HGPRT enzimet, valamint a
Iépsejt (plazmasejt) ellenanyag termeld képességét is hordozza. Mivel a hibridoma sejtek
kiilonb6z6 ellenanyagtermeld sejtekbdl szarmaznak, kiilonb6zé fehérjék mas-mas epitdpjai
ellen termelnek ellenanyagot. Az igy keletkezd 960 hibridoma klonbol a vérsejt specifikus
ellenanyagokat termeldket indirekt immunofluoreszcencids vizsgalatokkal valasztottuk ki a

tovabbi kisérletekhez.

3.6. Hibridoma sejttenyésztés

A hibridoma sejteket szuszpenzids tenyészetben 37 °C-on, 5%-o0s CO:2 koncentracioval
rendelkezd termosztatban neveltiik. Az adott hdmérséklet és megfeleldé CO2 koncentracid
fontos volt, mivel az emlds sejtek mitkodéséhez €s szaporodasahoz az €16 szervezethez hasonld
kortilményeket biztosit. A megfeleld ellenanyagokat termeld6 HAT médiumban ndvekvd
klonokat komplett RPMI médiumra sziikséges atszoktatni. Komplett RPMI (KRPMI) esetében
az RPMI (Gibco) alapt taptalaj, 0.137 mM Streptomycint, 0.175 mM Penicillint, 4 mM
glutamint és 5% magzati borjuszérumot (FBS) tartalmazott. A HAT médiumrol a KRPMI
meédiumra vald atszoktatdshoz HT médium sziikséges. A HT, olyan KRPMI médium, mely
natrium-hipoxantint és timidint is tartalmazott. At szoktataskor a hibridoma sejteken 1évé HAT
medium felét HT médiumra cseréltiik. Ezt a folyamatot 3 napon at végeztiik, majd a negyedik
napon a sejteken 1év0 taptalajt teljesen eltavolitottuk és helyére azonos mennyiségii 37 °C-os
KRPMI-t pipettaztunk. Ezt kovetéen a klonokat KRPMI médiumon nodvesztettik. Az
ellenanyagok nagyobb mennyiségii eldallitasa érdekében a hibridoma kultirakat nem higitottuk
a sejtek optimalis szaporodasi igényeihez igazitva, hanem tulndvesztettiik. A termelddott

ellenanyagok nagy mennyiségben szekretalodtak a hibridoma sejtek feliiluszojaba.

3.7. Hibridoma fagyasztas és felolvasztas
Az adott klonok biztos fennmaradidsa érdekében klononként bizonyos mennyiségii

sejtszuszpenzidt lefagyasztottunk. A fagyasztani kivant hibridoma sejtszuszpenziot steril



korilmények kozott 1400xg-vel 8 percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A feliiliszo
eltavolitasa utan a leiilt sejteket jéghideg 10% dimetil-szulfoxidot (DMSO) és 10% FBS-t
tartalmazd HAT vagy KRPMI (amiben az adott klon ndvekedett) taptalajban szuszpendaltuk,
majd fagyaszto csovekbe pipettaztuk. A fagyasztod csdveket gyors mozdulattal athelyeztilk mar
elokészitett polisztirol dobozokba, majd -80 °C-on taroltuk. Huszonnégy oOra mulva a
fagyasztott mintdkat athelyeztiik a folyékony nitrogéntaroloba, ahol koriilbeliil -196 °C-on
évtizedekig biztonsagosan tarolhatok. Sziikség esetén az adott fagyasztd csdvekben talalhatod
mintak felolvaszthatok. A sejtek jo életképességének megtartdsa érdekében a felolvasztasi
folyamatnak révid ideig kell tartania. A felolvasztani kivant sejtek taptalajanak fliggvényében
10 ml HAT vagy KRPMI tapfolyadékot pipettdzunk egy steril centrifugacsébe. A
nitrogéntarolobdl kiemelt fagyasztd csévet 37 °C-os vizfiirdoben gyorsan felolvasztjuk. Ezt
kovetden a fagyasztd cso tartalmat steril koriilmények kozott atpipettdzzuk egy eldkészitett
HAT vagy KRPMI téptalajt tartalmaz6 centrifuga csébe és 1400xg-vel szobahdmérsékleten 5
percig centrifugdljuk. A feliiliszot Pasteur pipettaval eltdvolitjuk, majd a sejtekhez 1 ml HAT
vagy KRPMI médiumot adunk. A sejteket &évatosan szuszpendaljuk, majd 24 Ilyukd
szovettenyésztd lemezre helyezziik és 37 °C-on, 5% CO2 koncentraci6 alatt termosztatban

novesztjik.

3.8. Vérsejt és kutikula preparatumok eldallitasa, indirekt immunofluoreszcencia

A Drosophila larvékat 6vatosan haromszor mostuk Drosophila Ringer oldattal, majd leitattuk
¢és 12 lyukt Hendley- Essex (PTFE&specialised coatings) targylemezen, 30 ul 5 % FBS-t és a
melanizacios folyamatokat meggatold fenil-tioureat (PTU) tartalmaz6 Schneider médiumban
bontottuk (12). A testliregbdl tavozo vérsejteket egy oran at szobahdmérsékleten tapasztottuk.
A targylemezhez torténd tapasztast kvetden 6 percig acetonnal fixaltuk, majd megszaritottuk.
A kutikula preparatumokat a kozponti nyirokszervek vizsgalatdhoz készitettiik. A larvakat 5 %
FBS tartalma Schneider médiumban boncoltuk ugy, hogy a dorzalis oldalon huz6d6 kdzponti
nyirokszerv ¢érintetleniil felszinre keriiljon, majd a mintdkat 10 percen keresztil 2 %
paraformaldehiddel fixaltuk. Ezt hdromszor 6t percig tarté PBS-sel mosas kovette, majd 0.01
% Triton-X 100 és 0.1 % BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban 20 percen at telitettiik. A fixalt vérsejt
mintakat 0.1 % BSA-t tartalmazo6 PBS oldatban telitettiik. A vérsejt és kutikula prepardtumokat
indirekt immunofluoreszcencias vizsgalatoknak vetettiik ala.

Higitatlan hibridéma feliiluszokat alkalmaztunk elsédleges ellenanyagokként, melyekkel
szobahdmérsékleten két oran keresztiil inkubaltuk a mintakat. Majd haromszor 6t percig tartd

PBS-es mosast kovetden masodlagos ellenanyagként kecskében eldallitott anti-egér IgG (H+L)



Alexa Fluor 488-at (Invitrogen) alkalmaztunk 1:1000 higitasaban. Az ellenanyagot a megfeleld
telitd oldatban higitottuk. A sejtmagok azonositdsa céljabol, a masodlagos ellenanyagokban
DAPI-t (4’-6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid, SIGMA) alkalmaztunk 2.5 pg/ml
koncentracioban. Az igy el6készitett masodlagos ellenanyag-DAPI oldatot a mintékra
helyeztiik, majd s6tétben szobahdmérsékleten 45 percig inkubaltuk, ezutdn haromszor 5 percig
PBS-ben mostuk a mintakat. Ezt kovetden a kutikula preparatumokat is dvatosan targylemezre
helyeztiik és Fluoromount G médiumba agyaztuk, mikroszkopos fedélemezzel lefedtiik, majd
Zeiss Axioscope 2 MOT epifluoreszcens vagy Olympus FV1000 konfokalis LSM mikroszkdp

segitségével vizsgaltuk.

3.9. Sejtszam meghatarozas

A vérsejtek szamanak meghatarozasa fluoreszcens mintakrol készitett képeken alapszik. Az
adott larvdk kifolyatott vérsejt mintaibol hisszoros nagyitassal random poziciokban
készitettiink 3-3 felvételt. A sejtmagvak (DAPI, kék) illetve az adott ellenanyaggal reagalo
vérsejtek (Alexa 488 konjugalt, zold) fluoreszcencidja alapjan a sejtszdm meghatarozast az

ImagelJ program (http://imagej.nih.gov/ij/) segitségével végeztiik.

3.10. Baktériumok FITC jelolése

A fagocitozis kisérletekhez alkalmazott Escherichia coli (SzMC 0582) baktériumokat a Szegedi
Tudomanyegyetem Természettudoményi és Informatikai Kardnak Mikrobiologiai Tanszéke
bocsajtotta rendelkezésiinkre. A baktériumok Fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) torténd
jeloléshez a baktérium kultirdkat éjszakdn at 20 ml LB médiumba razatva 37 °C-on
novesztettiik, majd 1400xg-vel szobahdmérsékleten 15 percen at centrifugaltuk. A feliiluszot
eltavolitottuk és a baktérium iiledéket 10 ml PSB oldatba szuszpendaltuk majd ismét
centrifugaltuk. Ezt kdvetden a feliiliszot ismét eltavolitottuk és a baktérium tiledéket 1.5 ml
PBS oldatban szuszpendaltuk és 1 oran keresztiil foztiik. A hdvel elpusztitott baktériumokat 15
percig 1400xg -vel szobahOmérsékleten centrifugaltuk és a baktérium iiledéket 10 ml koto-
oldatban (1M Na2CO3; 1M NaHCO3; 0.14M NaCl) vortex segitségével szuszpendaltuk.
Mintanként 100 pl 5 mg/ml FITC oldatot allitottunk el6 DMSO-ban, melyet cseppenként,
keverés kozben hozzdadtunk a baktérium szuszpenzidhoz. A baktériumok FITC tartalmu
szuszpenzidjat éjszakan at 4 °C-on kevertettiikk. Szobahdmérsékleten 15 percen at 1400xg-vel
centrifugaltuk, majd a baktérium iiledéket 7 alkalommal PBS oldattal mostuk. Végiil a FITC
jelolt baktériumokat 0.1 % Na-azidot-ot tartalmazd1.5 ml PBS-ben szuszpendaltuk, majd 4 °C-

on, sotétben taroltuk.


http://imagej.nih.gov/ij/

3.11. Fagocitozis teszt

A D. willistoni méasodik stadiumos larvakat L. boulardi néstény parazitoid darazsakkal éjszakan
at fertéztiink, majd 72 ora elteltével a kutikulan lathaté melanizalt szarasnyomot hordozd
egyedeket kivalogattuk. A valogatott larvakat haromszor mostuk Drosophila Ringer oldattal. A
4 °C-on 0.1 % Na-azidos PBS oldatban tarolt FITC jelolt baktériumokat haromszor mostuk PBS
oldattal, ugy hogy 1400xg -vel szobahdmérsékleten centrifugéltuk, a feliiliszot eltavolitottuk
¢és ujabb Na-azid mentes PBS oldatra cseréltiik majd szuszpendaltuk és ismét centrifugaltuk. A
mosott Escherichia coli-FITC baktérium iiledéket 10 %-os toménységiire allitottuk be PBS
oldat segitségével. Négy mosott, naiv vagy parazitoid darazzsal indukalt D. willistoni 1arvat
targylemezen, 100 pl 5 % FBS-t és a melanizacios folyamatokat meggatolé néhany kristaly
fenil-tioureat (PTU) tartalmaz6 Schneider médiumban bontottuk, majd a kifolyatott vérsejteket
30 percen at tapasztottuk. Ezt kdvetden a vérsejtekhez 5 pl 10%-os mosott FITC jelolt
baktériumot adtunk, majd szuszpendaltuk és a fagocitozis folyamatdnak vizsgalata céljabol 45
percig szobahdmérsékleten tovabb inkubaltuk. Ezt kdvetden Ovatosan eltavolitottunk 75 pl
médiumot, majd a maradék 30 pl taptalajhoz 30 pl, Schneider médiumban készitett 0.4%-os
tripankék oldatot adtunk és dvatosan szuszpendaltuk. A mintékra feddlemezt helyeztiink, majd
a kiilonboz6 morfologiaval rendelkez6 vérsejtek fagocitalo képességét Zeiss Axioscope 2 MOT
epifluoreszcens mikroszkop segitségével detektaltuk. A tripankék kioltja a vérsejtek altal be
nem kebelezett baktériumok fluoreszcenciajat, azonban az €p sejtmembrannal rendelkezd, €16
vérsejtek belsejébe nem hatol be igy a kiértékelés soran a mintdkban csupan a bekebelezett

baktériumok fluoreszkalnak.

4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A D. willistoni hatékonyan védekezik a parazitoid darazsakkal szemben

A D. willistoni parazitoid darazsak elleni védekezési hatékonysagat vizsgaltuk. Harom
parazitoid darazstorzset hasznaltunk: L.boulardi G486, L. heterotoma 14 és L. victoriae UNK.
Kontrollként a jol ismert D. melanogaster-t alkalmaztuk. Ugyanakkor viszonyitéasi alapként,
parazitoid darazzsal nem indukalt, azonban ugyanolyan koriilmények kdzott novesztett allatok
esetében is megvizsgaltuk az adultok kelési aranyat. Eredményeink alapjan kideriilt, hogy
mindhdrom parazitoid darazsfaj eset¢ben a D. willistoni hatékonyabban védekezik a

parazitoidokkal szemben mint a D. melanogaster (1. Abra).
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1. Abra. Kelési aranyok parazitoid darazsfertézést kovetéen. D. willistoni hatékonyan
védekezik a parazitoidokkal szemben. A hibasavok harom egymastol fiiggetlen kisérlet

standard devidcioja alapjan késziiltek.

Megfigyeltiik, hogy mindharom parazitoiddal torténd fertézést kovetden D. willistoni-bol tobb
légy (kékkel jeldlve) és kevesebb dardzs (vordssel jeldlve) kel ki, mint D. melanogaster-bol.
Az észlelt hatékony védekezés kovetkeztében, kivancsiak voltunk a D. willistoni vérsejtek
szerkezeti és miikodési sajatossagaira. Ehhez a vérsejtek azonositdsara alkalmas markerekre
volt sziikség. A vérsejtek kiilonbozé formai meghatarozasanak leghatékonyabb modja a

sejttipusokat felismerd monoklonalis ellenanyagok alkalmazasa.

4.2. A D. willistoni vérsejtjeivel reagalo ellenanyagok kiilonb6z6 vérsejt alpopulaciokat
hataroznak meg

Monoklénalis ellenanyagokat termeld hibridomakat hoztunk létre, melyeknek feliiltiszoit a
vérsejteken adott reakcidik alapjan csoportokra (klaszterekre) osztottuk. L. boulardi-val
fertézott larvak targylemezekre kitapasztott vérsejtjein 960 hibridoma sejt feliiluszojat
teszteltlik indirekt immunofluoreszcenciaval melyek koziil 824 reagalt minden vérsejttel (pan-
hemocita), 54 jelzett heterogenitast és 82 nem reagalt. Az ellenanyagok egy része nemcsak
vérsejtekkel, hanem a hemolimfa egyes fehérjéivel is reagélt. A hasonlo reakciét mutatod
ellenanyagokat egy klaszterbe soroltuk. Az egy klaszterbe tartozo ellenanyagok koziil a

legerételjesebb reakciot adokat mutatom be (2. Abra).
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2. Abra. A jellegzetes festdést mutato ellenanyagok reakcioi.

1. Klaszter: minden hemocitaval reagalé ellenanyag (1F1) a vérsejtek attekintésére és a
fénymikroszkopos morfologiai jegyekkel torténd 0sszehasonlitasra alkalmas.

2. Klaszter: hemolimfaval finom szemcsés reakciot add és minden vérsejttel reagalod
ellenanyagok (2F1, 3G12).

3. Klaszter: hemolimfaval és egyes sejtekben vezikuldkkal reagalé ellenanyagok (2D9).

4. Klaszter: hemolimfaval és kis sejtekkel er0sebben reagdlo ellenanyagok, melyek a nagy
sejtekkel gyengén reagalnak, vagy heterogenitast mutatnak (7C8, 10G9).

5. Klaszter: kristalysejtekkel reagalo ellenanyagok (3E3).
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7. Klaszter: kis sejtekkel reagélo ellenanyagok (3H6).
8. Klaszter: nagy sejtekkel reagald ellenanyagok (10C5). Ezeknek a nagy sejteknek egy

része két, vagy tobb sejtmaggal rendelkezik és nem jellemzd rajuk a fagocitdzis

képessége (3. Abra, fehér nyil).

3. Abra. A nagy sejtekre nem jellemzo a fagocitozis képessége. A kerek morfologiaja sejtek
baktériumokat fagocitalnak (z6ld nyil). A nagy, megnyult sejtek nem kebeleznek be E. coli-t
(fehér nyil).

A vérsejt alpopulaciokat hatarozottan jelz0 ellenanyagok birtokaban a tovabbi vizsgalatokat
négy ellenanyaggal (7C8, 3E3, 8GS5, 10CS5) végeztiik. Ezzel az ellenanyag kombinacioval a
parazitoid darazsakkal tortént fert6zést kovetden a vérkép alakulasa és a 6 vérsejt populaciok

nyomon kovethetdk.

4.3. A kozponti nyirokszerv reakcioja a fertézést kovetoen

A parazitoid darazsakkal tortént fertézést kovetden D. melanogaster-ben a kozponti
nyirokszerv (6) megduzzad, a tokképz0 sejtekre jellemzd differencialodasi antigének jelennek
meg a sejtek felszinén, majd a szerv szétesik €s a parazita koriili tok kialakitasaban résztvevo
sejtek, lamellocitdk jutnak a keringésbe (13). Megvizsgaltuk, hogy a hasonlé folyamat D.
willistoni-ban is lezajlik-e, azaz specidlis, feltehetden tokképzésben, vagy a parazitaval
szembeni védekezésben szerepet jatszo sejtek jelen vannak-e a kozponti nyirokszervben. Mint
a 4. Abra mutatja, a nagy sejtekkel reagalé ellenanyag a naiv egyedek kdzponti
nyirokszervének néhany sejtjével reagalt. A fertdézést kdvetden a szerv megduzzadt, sejtes
allomanya gyarapodott, és a sejtek nagy részén megjelent a nagy sejtekre jellemzé 10CS5
antigén. A szerv felbomlasat azonban nem észleltiikk. Ez arra utal, hogy - bar a kozponti

nyirokszerv sejtjei reagalnak a fertézésre, kifejezik a nagy sejtekre jellemzo antigént - beldle
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szamottevé mennyiségii sejt nem jut a keringésbe. A 4. Abran az is megfigyelhet6, hogy a D.
willistoni kozponti nyirokszerve joval kisebb, és kevesebb sejtet tartalmaz, mint a D.
melanogaster analdg szerve. A kdzponti nyirokszerv D. willistoni-ban reagéal a parazitaval
tortént fert6zésre, azonban f6 funkcidja valoszinileg nem a védekezés, hanem a fejlodés
késObbi szakaszaiban, a larva-bab-imago6 atalakulas soran az elhalt szovetek emésztése és
szabalyozott fehérje-lebontas révén alapanyagok biztositdsa az jonnan képzddd szovetek

szamara.

D. melanogaster D. willistoni

Indukalt _ Indukalt

4. Abra. A D. willistoni kozponti nyirokszerv kiilonbozik a D. melanogaster analég
szervétol. A L. boulardi darazsfertézést kovetéen megduzzad, azonban nem bomlik fel. Col:
Collier, a D. melanogaster kdozponti nyirokszervének elsé lebenyét - mely a fertézeést kovetden

felbomlik - jelz6 marker.

4.4. A vérsejtek szama és az alpopulaciok aranya a parazitoid darazsfertzést kovetéen
megvaltozik

A természetben a szervezetek sokféle parazitaval taldlkoznak, melyekkel torténd kdlcsonhatés
azok specifitdsat. Ezért a kiillonb6z6 parazitdkkal torténd fertdzésekre kiilonbozé védekezd
reakciok alakultak ki. Ennek ismeretében haromféle parazitoid dardzzsal fertdztik a D.
willistoni 1arvéakat és jellemeztiik a vérképben észlelhetd valtozasokat. A harom darazsfaj koziil
kettd (L. heterotoma és L. victoriae) kozmopolita, azaz minden foldrajzi régidban elterjedt, egy

pedig endémias, csak meghatarozott régioban terjedt el (L. boulardi). Az 5. Abra A részében
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lathato, hogy L. boulardi fert6zést kovetden a vérsejtszam nem valtozik, mig a L. victoriae
fertézés eredménye a vérsejtszam enyhe emelkedése. L. heterotoma-val torténd fertézés a

vérsejtszadm dramai csokkenését eredményezi €s a megmaradt sejtek is a pusztulas jeleit

.,
mutatjak.
A B
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Naiv L. boulardi L. heterotoma L. victoriae Naiv L. boulardi L. heterotoma L. victoriae
Fk p<0.003
Fekk p<0.001
n.s. nem szignifikans

5. Abra. A D. willistoni vérsejtek szama és Osszetétele megvaltozik parasitoid
darazsfertozést kovetden. A. A teljes vérsejtszam erdsen lecsokkent L. heterotoma-val vald
fertdzés utan, L. victoriae esetében pedig enyhén megemelkedik. B. A 10C5 pozitiv sejtek
szama szignifikansan megnovekszik L. boulardi és L. victoriae fertdzést kovetden, szamuk
pedig lecsokken L. heterotoma fertézés utan. A hibasavok 12-24 larvabol szamolt adatok

.....

Amennyiben p <0.05, a kiilonbséget szignifikansnak jeldltiik.

A vérsejttipusonként vizsgalva markans valtozasokat észleltiink. Elsésorban a 10C5 pozitiv
sejtek aranya és morfologiai jegyei valtoztak meg. L. victoriae és L. boulardi fert6zés hatasara
a 10C5 pozitiv sejtek sokmagvu oOridssejtekké differencidlodtak, melyek szadma is
szignifikdnsan megndvekedett a naiv allatokban megtaldlhaté 10C5 pozitiv sejtekéhez képest

(5. Abra B, 6. Abra).
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6. Abra. A vérsejtek mintizata parazitoid darazsfert6zést kovetGen megvaltozik. A
bemutatott képeken 10C5 ellenanyagot hasznaltunk és a vérsejteket a fertdzést kdvetd 72.
ordban vizsgaltuk. Naiv, megfeleld kort larvdkban az ellenanyag egy vagy két sejtmaggal
rendelkezd sejtekkel reagalt. L. boulardi és L. victoriae parazitoidokkal fert6zott larvakban
10C5 pozitiv sokmagvu orias vérsejtek jelentek meg. L. heterotoma fertézést kovetden a
larvakban nagymértékii sejtpusztulas volt észlelhetd. A 10C5 ellenanyag elvétve 1-2 sejtet
festett.

4.5. A vérsejtek reakcioja a parazitoid darazsakkal torténd fertozést kovetéen

Mig a D. melanogaster a parazitara szorosan simuld, melanizalo sejtes tokkal zarja koril a
parazitoidot (14), D. willistoni-val végzett kisérleteinkben ehhez hasonld, kifejezett
melanizaciot mutato tokot nem észleltiink. L. boulardi és L. victoriae fert6zés esetében, ahol a
vérképben nem latszodott a sejtek nagyaranyl pusztuldsa, a vérsejteket kimutattuk a
parazitoidok felszinén. A L. boulardi fertdézést kovetd 72. oraban a D. willistoni larvakbol
szétesOben 1évo, méretiik alapjan koriilbeliil 30 6ras dardzslarva fejlettségi fokdnak megfeleld,
vérsejtekkel boritott parazitoidot talaltunk (7. Abra). A L. boulardi parazitoidok korai
elpusztuldsa arra utal, hogy a védekezd rendszer gyorsan és nagyon hatékonyan mikdodik,
melyben a 7C8 és 10C5 pozitiv sejtpopulaciok kiemelt szerepet jatszhatnak (7. és 8. Abra). L.

victoriae fertdzést kovetden a 72. Ordban D. willistoni larvanként altaldban 3-5 elpusztult
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parazitoidot izolaltunk, melyeket vérsejtek boritottak (7. Abra). A L. heterotoma - mellyel
torténd fertdézés a vérsejtek dramai pusztuldsat okozta - talélt a Drosophila larvéban, és

vérsejtek sem boritottak a parazitoidot (7. Abra).

L. boulardi L. victoriae L. heterotoma

2
8. Abra. A 10C5 ellenanyag reakcibja L. boulardi larvan. Az elpusztult larvat részlegesen

melanizalt vérsejtek boritjak.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a parazitoidokkal torténd fert6zés nemcsak a vérsejtek
szadmanak altalanos emelkedését vagy pusztulasat idézi eld, hanem a vérsejt alpoulaciok

egymashoz viszonyitott ardnyat is megvaltoztatja; kiilonosen a 10C5 markerrel jellemezhetd
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sejtek aranyanak emelkedését idézte eld L. boulardi és L. victoriae fertdézést kovetden. A L.
heterotoma fertézés ezzel szemben a vérsejtek pusztulasat idézte eld, feltehetéen a
dardzspetével a larvaba juto, a vérsejteket specifikusan pusztitdé méreganyag altal (15). Ezek a
kisérleti eredmények ramutattak arra, hogy a vérsejtek, esetleg azoknak egy alpopulécioja, mely
a 10C5 ellenanyag reakcidjaval jellemezhetd, 1ényeges szerepet jatszanak a parazitoidok elleni
sikeres védekezésben. Adataink megvilagitjdk a védekezés hatékonysdgaban mutatkozo

kiilonbségek okait és magyarazzak a L. heterotomd-val szembeni védekezés hianyat.

5. Osszefoglalas

- A D. willistoni eddig ismeretlen mddon, kivételes hatékonysaggal védekezik a parazitoidokkal
szemben.

- A védekezésben kozponti szerepet jatszanak a vérsejtek, melyeknek fagocitald, tokképzo és
melanizal6 csoportjait kiilonitettiik el.

- A kiilonb6z6 funkcioju vérsejtek azonositasara alkalmas reagens-panelt hoztunk létre.

- A naiv D. willistoni egyedben a vérsejtek heterogenitdst mutatnak. Parazitoid fertézést
kovetden a vérsejtek szama enyhén, nem szignifikdnsan megemelkedik, 0j vérsejttipus nem
jelenik meg. A keringésben jelenlévo, a markerekkel jellemzett vérsejt alpopulaciok aranyaban
lényeges valtozas all be, mely korrelal a darazsfajokkal szembeni magas rezisztenciaval. A
tokképzd sejt alpopuldcidban lényegesen megemelkedik a sokmagvl oOriassejtek ardnya. L.
heterotoma fertdzést kovetden a tokképzésben résztvevd sejtek elpusztulnak, ami a darazsfajjal
szembeni védekezés hianyaval parosul.

- A parazitoid fertdzés a kozponti nyirokszervben sejtszaporodast és differencialodast valt ki.
- A D. willistoni a kiilonb6z6 parazitoidokkal szemben kiilonb6zd stratégiakat alkalmaz,
melynek részletei ismeretlenek.

- A vérsejtek differencialddasanak és funkcidinak megismerése lehetdséget nytjt nemcsak a D.
willistoni hatékony immunvalaszanak jobb megértéséhez, hanem egy olyan modellszervezet
alkalmazasadnak lehetdsége is korvonalazddik, mely lehetdséget nytjt a velesziiletett

immunitasban szerepet jatszo, eddig ismeretlen és bioldgiailag hatékony faktorok vizsgalatara.

6. Koszonetnyilvanitas
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A 36. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHI’VASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE
TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
Alulirott Fodor Kinga nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyujtott A Drosophila willistoni

robusztus velesziiletett immunvalaszanak egyedi és altalanos sajatossagai cimi

palyamunkamban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat” A részvétel mértéke

(6tfokozath skalan” jellemezve)

Veérsejtek izolalasa D. willistoni-bol. 5

A vizsgalando preparatumok elokészitése, feldolgozasa. 5

Indirekt immunofluoreszcencia optimalizasalsa, végzése és

o 1 5
az adatok kiértékelése.
Fagocitozis teszt végzése. 5
Az adatok statisztikai feldolgozasa 5
Hibridoma tenyészet fenntartdsa, hibridsejt szelekcio, 5
feliiluszok gytijtése indirekt immunofluorszcencia
végzésehez.
Parazitoid darazs és Drosophila torzsek fenntartasa 5

Drosophila willistoni és D. melanogaster torzsek fertozése |5
L. boulardi, L. heterotoma és L. victoriae parazitoidokkal.
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