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1 Bevezetés

1.1 Vérsejtképzés és vérsejt tipusok az ecetmuslicaban
A vérsejtképzés soran a hematopoetikus Ossejtek (hematopoietic stem cells, HSC)
differencialodasukkal biztositjak, hogy a szervezet rendelkezzen az immunrendszer
milkodéséhez, a betolakodok elleni védekezéshez sziikséges sejttipusokkal. Az ember
embriogenezise soran a vérsejtképzés a szikholyagban kezdddik (primitiv vérsejtképzés), majd
fokozatosan a magzati maj, a 1ép és a csecsemOmirigy is részt vesz a folyamatban (defenziv
vérsejtképzés), végiil pedig a sziiletést kovetden a csontveld valik a vérsejtképzés kdzpontjava
(Mikkola és mtsai, 2006). A HSC-k a csontveld specialis mikrokdrnyezetében talalhatok, az
ugynevezett HSC niche-ben, ahol mas hematopetikus- illetve, egyéb sejtekkel is
kolcsonhatasba 1épnek. Ezek a kolcsonhatasok elengedhetetlenek a szamuk és a

differencialodasi képességiik szabalyozasahoz (Morrison és mtsai, 2014).

A hemocitak, a Drosophila vérsejtjei, miikodésiikben hasonloak az emlés mieloid
immunsejtekhez; az ecetmuslicaban a limfoid vonalhoz tartozé sejtek nincsenek jelen
(Hultmark és mtsai, 1994; Akira és mtsai, 2006; Kleino és mtsai; 2014). A larva keringésében
lévé hemocitak harom tipusba sorolhatoak; ezek a plazmatocitak, a kristalysejtek ¢és a
lamellocitak (Honti és mtsai, 2014; Rizki és mtsai, 1978).

cres

keringésében 1év0 vérsejtek mintegy 90-95%-at teszik ki. Funkcidjuk a mikrobak és
apoptotikus sejtek fagocitdzisa, valamint antimikrobidlis peptidek és extracellularis matrix
(ECM) fehérjék szekrécigja, amelyek koziil ez utobbiak nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a
szovetkarosodasok helyreallitasaban (RizKi és mtsai, 1978; Irving és mtsai, 2005; Kurucz és
mtsai, 2007) (1.abra).

A kristalysejtek a hemocitdk 2-5%-at teszik ki, morfologidjukat és meéretiiket tekintve
hasonldéak a plazmatocitdkhoz. Ezek a sejtek profenoloxiddz kristalyokat hordoznak a
citoplazmajukban, mely fontos szerepet jatszik a sebgyogyulashoz nélkiilézhetetlen
melanizacios folyamatban. Ezenkiviil a kristalysejtek kulcsfontossagtiak a korokozok elleni
védekezésben, mivel a melanizacidos kaszkad melléktermékeiként -citotoxikus reaktiv

oxigénformakat (ROS) termelnek (Rizki és mtsai, 1978; Nappi és mtsai, 1995) (1.4abra).

A lamellocitdk nagyméretti, kiteriilt sejtek, melyek a naiv (immunindukcié nélkiili) larvaban

nincsenek jelen; de immunindukcié hatasara nagy tomegben, részben a kézponti nyirokszerv



progenitoraibol, részben a keringd plazmatocitak transzdifferencialodasaval keletkeznek (Honti
¢s mtsai., 2010, 2014). Feladatuk a parazitoid darazs larvaja, vagy mas, nem fagocitalhatd
mérettartomanyba esd veszélyes részecske koriili tobbrétegli tok kialakitasa. A tok
melanizalodik és a folyamat soran keletkezd reaktiv oxigénformak elpusztitjdk a parazitat
(Nappi és Vass, 1998) (1.4bra). Erdekes modon, azok a mutaciok, amelyek - példaul az egyes
jelatviteli utak aktivacidjaval - vérsejt tumorokat idéznek elé, a magasabb fokt proliferacio
mellett szinte mindig lamellocitak képz6déséhez is vezetnek (Asha és mtsai., 2003; Zettervall
¢és mtsai., 2004; Minakhina és mtsai., 2006).

Kozponti nyirokszerv Szesszilis kompartmentum

/

1.abra. A Drosophila larva 3 hematopoietikus kompartmentumat abrazolé sematikus abra.
A 3 kompartmentum kozé tartozik: a kdzponti nyirokszerv, a szesszilis kompartmentum és
a keringés. A keringés 3 féle differencialt hemocitat tartalmaz: plazmatocitak (P1 antitesttel
jelolve), kristalysejtek (C1 antitesttel jelolve) és a lamellocitak (L1 antitesttel jeldlve)
(Kurucz és mtsai., 2007; Banerjee és mtsai., 2019).

Az ecetmuslicaban, akarcsak az emberben, a vérsejképzés két hulldimban megy végbe. Eldszor
az otodik embrio stddiumban keletkeznek hemocitdk, melyek két vérsejt populaciot hoznak
létre: az embriondlis makrofagokat és az embriondlis kristalysejteket. Az embrionalis
makrofagok migrald sejtek, a feji mezodermabol az embrid poszterior részébe vandorolnak,
majd innen tovabb haladnak és bejarjak a teljes embriot (Holz és mtsai, 2003; Briickner és

mtsai, 2004; Wood és mtsai, 2006; Siekhaus éa mtsai, 2010; Parsons és Foley, 2013). Ezen



sejtek o feladata az apoptotikus tormelékek bekebelezése, de sziikségesek az embrionalis
idegrendszer megfeleld fejlodéséhez is. Ezzel szemben az embriondlis kristalysejtek nem
vandorolnak, hanem két helyt iilé sejtcsoportot alkotnak a kozépbél anterior szakasza
kozelében. Funkcidjuk ebben a stadiumban nem ismert (Franc és mtsai, 1996; Lebestky ¢és

mtsai, 2000; Kurant és mtsai, 2008; Evans és mtsai, 2010; Fujita és mtsai, 2012).

A masodik vérsejtképzési hullam az embrionalis fejlodés kozépsod szakaszaban kezdddik. A
lateralis mezodermabdl indulva immunsejtek keletkeznek, amelyek csoportosulva alakitjak ki

a larva vérképz06 szervének - a kdzponti nyirokszerv - kezdeményét (Holz és mtsai, 2003).

Ezek alapjan lathato, hogy a vérsejtek - a gerincesekhez hasonloan az ecetmuslicaban is -
minden egyes fejlddési stddiumban vérsejtképzd kompartmentumokba rendezddnek, ahol a
hematopoiezis folyamatai - az osztddas, illetve differencialodas - zajlanak. A larvaban talalhato
vérsejképz6 kompartmentumok a kozponti nyirokszerv, a szesszilis vérsejtképz6
kompartmentum és a keringés (Holz és mtsai, 2003; Honti és mtsai, 2010 és 2014; Lanot és
mtsai, 2001) (1.4abra).

A fent emlitett hasonldésagokon til, az ecetmuslica és a gerincesek vérképzését szabalyozo
jelatviteli tvonalak, transzkripciés ¢és epigenetikai faktorok nagyfokti evolucios

konzervaltsagot mutatnak (Evans és mtsai., 2003).

1.2 A kozponti nyirokszerv

A kozponti nyirokszerv a szivesd két oldalan elhelyezkedd paros lebenyes szerv, amely az
embrionalis koézponti nyirokszerv kezdeménybdl fejlodik ki. Az elsddleges lebeny harom
funkcionalisan kiilonallo régidra oszthatd, melyek a poszterior szignalizacios kozpont (PSC), a
kérgi zona (CZ) és a velballomany (MZ) (Jung és mtsai, 2005) Az MZ és a CZ kozott
helyezkedik el az intermedialis zona (1Z). Az 1Z koztes allapotd progenitorokat tartalmaz,
amelyek érettebbek, mint az MZ-ben 1év6 progenitorok - mivel bizonyos CZ markert
expresszalnak - ugyanakkor nem teljesen differencialt CZ sejtek, mert még expresszalnak
néhany MZ markert (Spratford és mtsai, 2021; Girard és mtsai, 2021). (2. abra).
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2.abra. A kozponti nyirokszerv felépitésének sematikus abraja. Az elsddleges lebeny harom
funkcionalis egységre tagolhatd: a kérgi zonaban (CZ) differencialodott vérsejtek, a
veléallomanyban (MZ) progenitorok helyezkednek el; a poszterior szignalizacios kdzpont
(PSC) pedig maga a vérsejtképz6 niche. Az MZ és a CZ kozott helyezkedik el az
intermedidlis zéna (IZ) hivnak. Az intermedialis progenitorok az MZ ¢és a CZ sejtjeire
jellemz6 markereket egyarant expresszaljak (Spratford és mtsai, 2021; Girard és mtsai,
2021). A masodlagos lebenyek kisebb méretiick és normalis koriilmények kozott csak
progenitorokat tartalmaznak. Szerepiik az elsédleges lebenyek immunindukciot kovetd
szétesése utan van. Ekkor a masodlagos lebenyek megnagyobbodnak és a progenitoraik
differencialt hemocitakat képeznek (Banerjee és mtsai., 2019; Kharrat és mtsai., 2022).

1.2.1 A poszterior szignalizaciés kozpont
A poszterior szignalizacios kozpont (PSC) 20-40 sejtbdl épiil fel. A PSC sejtek olyan jeleket
bocsatanak ki, amelyek szabalyozzdk a progenitorok differencidlodasat. Ezen tulajdonsaga
miatt a PSC-t vérképz6 niche-nek nevezték el a Drosophilaban (Krzemien és mtsai; 2007,

Benmimoun és mtsai., 2015)

A PSC-t az embri6 korai szakaszaban az Antennapedia (Antp) kifejezdése homeotikus gén
hatarozza meg. A PSC sejtjei hosszt sejtnytlvanyokat, Gn. citonémakat bocsatanak a
veldallomany sejtjei koze, és feltételezhetden ezeken keresztiil tovabbitjak a differencidlodast
gatlo jeleket a prohemocitdk felé (Mandal és mtsai, 2007). A PSC-bdl szarmaz6 fontos
szignalok koz¢é tartoznak a Decapentapelagic (Dpp) és a Hedgehog (Hh) morfogének. Mig a



Dpp az embrionalis stadiumtol kezdve keletkezik, a Hh csak késobb szintetizalodik. Feladatuk,
hogy gétoljak a hemocita prekurzorok korai differencialodasat a veléallomanyban a Thickveins
(Tkv) és Patched (Ptc) receptoraihoz kotédve (Mandal és mtsai, 2007; Dey és mtsai, 2016).
Ezenkiviil a PSC a Pv{/Pvr jelatviteli atvonal ligandjat is termeli (Pvfl), ami a kérgi zéona (CZ)
receptoraihoz kdtddve negativ visszacsatolast eredményez, amely elengedhetetlen az MZ-ben

1év6 progenitorok fenntartasahoz (Mondal és mtsai, 2011).

A PSC méretét tobb jelatviteli utvonal és transzkripcios faktor is szabalyozza, beleértve magat
az Antp-t is, amely a PSC fenntartasaért felelés (Mandal és mtsai, 2007). Ezen szabalyozok
kozé tartozik a Dpp és a Wingless (WQg). A wg taltermelése, illetve a dpp csendesitése noveli a
PSC méretét, mig a wg csendesitése, illetve a dpp taltermelése esetén pedig ellentétes hatas
figyelhetd meg (Pennetier és mtsai, 2012; Sinenko és mtsai, 2009). A PSC mérete szisztémas
tényezoktol is fiigg, példaul az agy inzulintermeld sejtjeibol (IPC) szekretalt inzulinszeri
peptidek (DILP), amelyek aktivaljak az inzulin Gtvonalat a PSC-ben, képesek novelni annak

méretét is (Benmimoun és mtsai, 2012).

1.2.2 A veléallomany
progenitorok differencidlodésaval alakulnak ki a kérgi zondban (CZ) talalhaté funkcionalis

hemocitak.

Az els6dleges lebenyeken beliil szamos faktor expresszidos mintazata az MZ-re korlatozodik.
Ilyen példaul, a Domeless (Dome), a JAK/STAT utvonal egyetlen receptora a Drosophildban.
A JAK/STAT utvonal fontos szerepet jatszik a progenitorok fenntartaisiban a MZ-ben. Az
utvonal csendesitése a progenitorok differencialodashoz vezet, mig talaktivalasa megndveli a

progenitorok szamat ¢s az MZ méretét (Gao és mtsai, 2009; Krzemien és mtsai, 2007).

A MZ-ben talalhatdé progenitorok kozotti sejt-sejt kapcsolatok szintén hozzajarulnak a
prohemocita allapot fenntartasahoz. Az E-cadherin (E-cad) adhéziés molekula egy adherens
junction fehérje, amely magasabb szinten expresszalodik az MZ-ben, mint a PSC-ben és a CZ-
ben, ezért ezen zona markereként hasznalhato. Az E-cad elcsendesitése a progenitorok
differencialodasat indukalja, mig taltermelése a progenitorokat differencialatlan allapotban
tartja (Gao és mtsai, 2013).

A MZ hemocitai képesek a PSC-t6] fiiggetleniil is reagélni a kdrnyezeti jelekre. Példaul a felvett
tapanyagok megvaltozasa a DILP-ek szintjének valtozasahoz vezetnek, ami aktivalja az

inzulin/mTOR utvonalat a progenitorokban. Ennek az utvonalnak mind gatlasa, mind



tulaktivalasa kedvez a harom hemocitatipus differenciadlédasanak a progenitorok rovésara, ami
arra utal, hogy a progenitorok fenntartasa kiegyensulyozott tapanyagbevitelt igényel (Sinenko
¢és mtsai, 2009; Benmimoun ¢és mtsai, 2012). A progenitorok képesek érzékelni az oxidativ
stresszt, differencialédasukhoz a reaktiv oxigéngyokok (ROS) jelenléte sziikséges. A ROS-
molekulak MZ-sejtekbdl vald eltavolitasa blokkolja a progenitorok differencidlodéasat, mig a
ROS-szint novelése differencialodast és lamellocita termelést indukal a Jun N-terminalis kindz

(JNK) utvonal aktivalasaval (Owusu-Ansah és mtsai, 2009).

Az MZ sejtek heterogének, a sejtmarkerek eltéré expresszidja alapjan harom alpopulaciora
oszthatoak. Ezek a bels6 progenitorok, a disztalis progenitorok és az intermedier progenitorok,
melyek marker expresszidjukat tekintve is elkiiloniilnek (Blanco-Obregon és mtsai, 2020;
Sinenko és mtsai, 2009). A belsé progenitorok az elsddleges lebenyek medialis részéhez kozel,
az intermedier progenitorok a kérgi zoéna mellett, a disztalis progenitorok pedig ezek kozott
helyezkednek el (Blanco-Obregon és mtsai, 2020). A kozelmultban megjelent publikaciok azt
sugalljak, hogy az intermedier sejtek kiilonallo zonat, az ,,intermedier zoénat” (IZ) alkotjak
(Spratford és mtsai, 2021; Girard és mtsai, 2021).

1.2.3 A kérgi zéna
A kérgi zoénat (CZ) differencialt hemocitdk alkotjdk. Normadlis koriilmények kozott itt
plazmatocitak és kristalysejtek talalhatok, azonban immunindukcié hatasara lamellocitdk is
megjelennek. A CZ a masodik stadiumu larvaban kezd kialakulni, majd a progenitorok
differencialodéasaval folyamatosan novekszik, végiil a bebdbozodas soran szétesik €s tartalmat
a keringésbe juttatja, ahol ezek a sejtek segitik a baktériumok és sejttormelékek fagocitdzisat

(Jung és mtsai, 2005).

A legkorabbi markerek ebben a zonaban a Hml és a Pxn, mig mas markerek az egyes effektor
sejtvonalakra specifikusak, mint példaul a plazmatocitdk altal expresszalt NimC1 és Eater
fagocit6zis receptorok (Jung és mtsai., 2005; Kurucz és mtsai., 2007; Bretscher és mtsai., 2015).
A kristalysejtek két profenoloxidaz (PPO) enzimet expresszalnak, a PPOl-et és a PPO2-,
specifikaciojukhoz sziikséges transzkripcios faktor a Lozenge (Lz) (Binggeli és mtsai., 2014;
Dudzic és mtsai., 2015; Lebestky és mtsai., 2000). A lamellocitak azonosithatéak az Atilla (L1)
Misshapen (Msn) és Puckered (Puc) kifejez6désérdl, amelyek a JNK jelatviteli tvonal
komponensei. Ez az tutvonal alapvetd fontossagu a lamellocitak differencialodasaban

(Zettervall és mtsai., 2004; Nam és mtsai., 2008; Kurucz és mtsai., 2007; Honti és mtsai., 2009).



1.3 A Headcase fehérje
A Headcase (Hdc) citoplazmatikus fehérje, amely minden - a feln6tt allat testrészeit kialakito -
imaginalis szovetben jelen van, és sejtautonom modon gatolja ezen szovetek sejtjeinek
differencialodasat. A Hdc a fejlodo szervkezdeményekben az utols6 mitotikus osztodasig
expresszalodik, majd a metamorfozis kovetden a gén aktivitdsa megsziinik, és a kifejlett
egyedet kialakitd szovetek sejtjei differencialodasnak indulnak. A hdc letalis fenotipusanak

feltehetd oka ezen szdvetek 1d6 elotti differencialodasa (Weaver és White, 1995).

A Hdc fehérje human homologja a HECA, amely tumorszuppresszor hatassal rendelkezik.
Sejtosztodast gatlo hatasat valdsziniileg ciklinekkel vald kolcsonhatésa révén fejti ki (Chien ¢€s

mtsai, 2006; Dowejko és mtsai; 2012).

A Hdc fehérje fontos szerepet jatszik az ecetmuslica here dssejt niche fenntartasdban; az ott
fellelhet6 egyik szomatikus sejttipusnak az tn. ,,hub” sejteknek a tulélését szabalyozza. A Hdc
az mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasan keresztiil hatdssal van a kiillonbozd szovetek
novekedésére, sejtjeik osztodasara és differencialodasara (Resende és mtsai, 2013; Avet-

Rochex és mtsai, 2014).

Korabban megfigyelték, hogy a hdc az imaginalis szoveteken kiviil, a kdzponti nyirokszervben
is kifejezodik. A larvalis fejlédés soran a kdzponti nyirokszerv elsédleges lebenyében a hdc
korai kiterjedt kifejez6dési mintazata a larva életszakasz végére fokozatosan csokken. Mig a
masodik larva stddiumban a gén a kozponti nyirokszerv minden sejtjében kifejezddik, a
vandorlo larvak nyirokszervének elso lebenyében teljesen megsziinik a gén aktivitasa (Varga

¢és mtsai., 2019) (3.abra).

A homozigédta hdc mutans larvakban, - ahogyan a hdc PSC specifikus csendesitése soran is -
immunindukcié hianyaban, spontan lamellocita differencialédas zajlik, ami arra utal, hogy a
Hdc a lamellocita sejtsorsot gatld faktorként vesz részt a hematopoiezis szabalyozasaban.
Tovabbi kisérletek soran kideriilt, hogy a Hdc a niche-ben a Dpp, a Hh és a JAK/STAT
jelatviteli Gitvonalakat szabalyozva tartja fent az MZ progenitorainak differencidlatlan allapotat
(Varga és mtsai., 2019). Legujabb eredményeink szerint a Hdc gatolja az inzulin/fmTOR
jelatviteli tvonal mikodését, ezaltal is hozzajarulva a progenitorok fenntartdsdhoz. A gatlo
hatds hidnydban a PSC sejtek ROS szintje megemelkedik, ami a progenitorok

differencialodasahoz vezet (Bayan Kharrat személyes kozlése) (3. abra).
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3.abra. (A) A hdc expresszios mintazata a kdzponti nyirokszervben a larva fejlddés soran.
A szaggatott vonal az elsddleges lebenyt jelzi. Masodik stadiumu larvaban a hdc kifejezédik
az elsddleges lebeny nagy részében és a masodlagos lebenyekben is. A mintazat a harmadik
stadiumu larva elsédleges lebenyében fokozatosan tiinik el. Vandorlo larvaban a hdc
expresszidja az elsddleges lebenyben tovabb csokken, és végiil a PSC-bdl is eltiinik. A
masodlagos lebenyekben azonban megmarad hdc expresszioja (Varga és mtsai., 2019). (B)
Lamellocita differencialodas a hdc funkciovesztése esetén. A lamellocitak (L1
immunfluoreszcencia, piros) megfigyelhetéek a kozponti nyirokszervben (bal oldali kép) és
a keringésben (jobb oldali kép) egyarant. Lépték: 20 um (C) A Hdc jelenlétének és
hianyanak kovetkezményei a kozponti nyirokszervben. A Hdc a Hh, a Dpp és az
inzulin/mTOR jelatviteli utvonalakon keresztiil fejti ki a progenitorok differencialodasat
gatlo nem sejt-autonom hatasat. hdc csendesitett, illetve mutans larvakban azonban az
inzulin/mTOR jelatviteli utvonal talzott aktivitadsa kovetkeztében megemelkedett ROS szint
a progenitorok differencialodasat eredményezi, mely egyuttal - egy eddig ismeretlen
mechanizmuson keresztiil - befolyasolhatja a Hh és Dpp szekréciojat is.



Az eddigi eredmények alapjan a Hdc PSC-ben betoltott szerepe megkérddjelezhetetlen. Az a
tény azonban, hogy a hdc korai larvaban a teljes kozponti nyirokszervben kifejezddik
ugyanakkor azt sugallja, hogy a Hdc-nek a nyirokszerv mas sejtjeiben, esetleg magukban a
progenitorokban is - sejt-autoném - szabalyoz6 funkcioja lehet. TDK munkam soran a Hdc ezen
lehetséges sejtautonom szabalyozo feladatanak felderitésével foglalkoztunk az ecetmuslica

genetikai eszkoztaranak felhasznalasaval.

1.4 Az UAS-Gal4 rendszer

Az egyik legaltalanosabban hasznalt genetikai eszkdz Drosophila-genetikaban az UAS-Gal4
rendszer, melynek segitségével megvalosithatd az altalunk kivalasztott gének sejt-, illetve
szovet specifikus kifejeztetése, valamint csendesitése. A rendszer két komponensbdl all: a
Gal4-forras tartalmazza a sejt-, illetve szovet specifikus kifejezodést biztositd promotert és a
Gal4 transzkripcios faktor fehérjét kodolo szekvenciat, mig a masodik elem tartalmazza a Gal4
célpontjaul szolgald UAS szakaszt és a kifejeztetni kivant gént. Mivel a rendszer két elembdl
all szabadon kombinalhatdak a specificitast biztositdé promoterek €s a kifejeztetni kivant gének

(Brand és mtsai., 1993).
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2 Célkitizes

Mivel az ecetmuslica és az emlésok vérsejtképzése nagyfoki hasonldsag figyelheté meg, ezért
fontos megérteni, hogy miként torténik ezen folyamat szabalyozasa. A Drosophila
vérképzésben szerepet jatsz6 faktorok azonositasara szolgald vizsgalatok soran
laboratériumunk azt talalta, hogy a hdc gén a kozponti nyirokszervben a hemocita progenitorok
differencialodasanak szuppresszoraként muiikodik. Korabban mar megfigyelték, hogy a Hdc
nem sejt-autondm modon gatolja a progenitorok lamellocitava torténé differencialodasat a
PSC-ben aktiv Hh és Dpp (Varga és mtsai., 2019), valamint az inzulin/mTOR jelatviteli
utvonalokon keresztiil (Bayan Kharrat személyes kozlése). A Hdc sejt-autonom funkcidjat a
progenitorokban azonban eddig még nem vizsgaltak. TDK munkam célja, a Hdc fehérje sejt-

autonom szerepének tisztazasa. Munkank soran a kovetkezo célokat tliztik ki:

1. Megvizsgalni, hogy a Hdc-nek van-e sejt-autonom szerepe az MZ-ben a Korai
progenitor differencialodas gatlasaban. Ehhez MZ specifikus driver (domeMESO)
segitségével csendesitettiik a hdc gént. L1 lamellocita specifikus ellenanyaggal
vizsgaljuk a lamellocitdk esetleges megjelenését a kdzponti nyirokszervben, illetve a
keringésben.

2. Mivel korabbi kisérletek arra utalnak, hogy a hdc a PSC specifikus csendesitése a ROS
szint megemelkedéséhez vezet, megvizsgaltuk, hogy a hdc mutans allatokban a MZ-ban
is megndvekszik-e a ROS szintje.

3. Megvizsgalni, hogy a PSC-ben tapasztaltakhoz hasonloan a Catalase (egy ROS-t
lebontd enzim) és a FOXO (a ROS-t lebontd enzimeket szabalyozd transzkripcios
faktor) tiltermelése az MZ-ban menekiti-e a hdc funkcidvesztése esetén megfigyelhetd
lamellocita differencialodast. Ehhez olyan torzset allitottunk eld, amely hordozza mind
a domeMESO meghajtoelemet, mind a hdc RNSi-t, majd ennek hatterében vizsgaljuk az
UAS-Cat és az UAS-foxo hatasat. A megfeleld larvak kivalasztasa utan L1
ellenanyaggal immunfluoreszcens festést végziink a larvak kozponti nyirokszervén és
kering0 vérsejtjein.

4. Megvizsgalni, hogy a PSC-ben megfigyeltekhez hasonléan menekithet6-e a hdc MZ
specifikus csendesitése a Hh, a Dpp taltermelésével, illetve az inzulin/mTOR jelatviteli
ut gatlasaval. Ehhez a korabban eldallitott - a hdc MZ specifikus csendesitését biztositd

- vonalat, illetve a jelatviteli utvonalak komponenseit taltermeld, illetve gatld

11



konstrukciokat haszndljuk fel. A vizsgalatba mas jelatviteli utvonalak (pl. EGFR)
elemeit is bevonjuk. A lamellocitdkat L1 festéssel detektaljuk.

5. Az E-cad adhézidés molekula taltermelésével megvizsgalni, hogy a progenitorokat
Osszetartd sejtadhézids erék megnovelésével menekitheté-e a progenitorok hdc

funkcidvesztés kovetkeztében torténd differencidlodasa.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

3.1.1 Pufferek, vegyszerek
Schneider’s médium (Sigma S0146-500mL)

FBS (EuroClone ECS183L): borju vérszérum

PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na,HPQO4, 3mM NaH2POg4, pH 7,4

BSA (Merck 126575-10GM): marha szérum-albumin

Fluoromount G (SouthernBiotech 0100-01): feddmédium

PTU (Sigma-Aldrich P7629-10G): N-Phenylthiourea, gatolja a melanizaciot

DAPI (Sigma-Aldrich D9542): 4°,6’-diamidino-2-phenylindole 1 mg/ml, fluoreszcens DNS
festék

TritonX-100 (Serva 37238.01): permeabilizald agens
Paraformaldehid (PFA) (Sigma-Aldrich P6148-500G)
Aceton

3.1.2 Ellenanyagok
Attila specifikus ellenanyag keverék (L1): H10/9, 7A6, 29D4 hibridoma feliiluszok elegye

(Kurucz és mtsai 2007), a lamellocitak jeldlésére hasznalt elsédleges ellenanyag.

Alexa Fluor 568-hoz konjugalt, kecskében termeltetett anti-egér IgG masodlagos ellenanyag
(Invitrogen A11004), 1:1000-hez higitasban alkalmaztuk.

3.1.3 Drosophila torzsek

A vizsgélatok soran hasznalt Drosophila torzsek:

w8 (BDSC#9505), UAS-hdcRNAi (VDRC#v45069), domeMeso-GAL4,UAS-2XxEGFP
(Oyallon és mtsai., 2016), UAS-hdcRNAI; domeMeso-Gal4,UAS-2xEGFP/Tm6Tb (ebben a
dolgozatban), hdc?®* /TM3KrGFP  (Varga és mtsai., 2019), gstD-GFP (D. Bohmann,
University of Rochester, USA), gstD-GFP; hdc*®/ /TM6Tb (ebben a dolgozatban), UAS-Cat
(BDSC#24621), UAS-foxo (BDSC#9575), UAS-AKtRNAI (BDSC#31701), UAS-RaptorRNAI
(BDSC#31528), UAS-hh (ajandék Matusek Tamastol), UAS-EgfrDN (BDSC#5364), UAS-E-
Cadherin (ajandék G. Longmore-t6l, Washington University)
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A felhasznalt torzsek tartasat és a keresztezéseket standard kukaricaliszt-€élesztd taptalajon

végeztiik 25 °C-on.

3.2 Modszerek:

3.2.1 A keringd vérsejtek vizsgalata
A vérsejteket naiv vandorld larvakbdl izoldltuk 12 lyuku targylemezen (Hendley-Essex
SMO11). A larvak kutikulajat feltéptik 30 pul PTU-t tartalmazo 5% FBS-sel kiegészitett
Schneider’s médiumban, majd enyhén megraztuk a larvakat, igy a vérsejtek a folyadékba
kertilnek. A mintakat ezt kdvetden szobahémérsékleten, nedves kamraban egy oran keresztiil
inkubaltuk, hogy a sejtek a targylemez felszinéhez tapadhassanak. A PTU-t tartalmazo
Schneider’s médium cseppek eltavolitasat kovetden a mintakat 6 percig fixaltuk acetonban
szobahdmérsékleten. Ezutan a preparatumokat 0,1% BSA-t tartalmazo PBS-ben telitettiik és
egy Oran keresztiil, nedves kamrdban, szobahémérsékleten inkubaltuk az elsddleges
ellenanyaggal (els6dleges ellenanyagként harom L1 specifikus ellenanyag keverékét
hasznéltuk a lamellocitak jelolésére (H10/9, 7A6, 29D4)). Az inkubécids id6 letelte utan a
mintakat 3x5 percig PBS-ben mostuk, majd ezt kovetéen a masodlagos ellenanyaggal 45 percig
szobahdmérsékleten, nedves kamraban inkubaltuk. Mésodlagos ellenanyagként Alexa Fluor
568 konjugalt kecske anti-egér IgG-t alkalmaztunk, melyet 1:1000 aranyban higitottunk 0,1%
BSA-PBS-ben. A sejtmagokat jelolé DAPI-t, 1:400 higitdsban a masodlagos ellenanyaggal
egyiitt adtuk a mintakhoz. A preparatumok fedéséhez FluoromontG fedémédiumot hasznaltunk
és a kész mintakat fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk. A hemocitak szamat a DAPI
jelolés, a lamellocitak aranyat pedig az L1 festddés alapjan hataroztuk meg az ImageJ szoftver

segitségével.

3.2.2 Kozponti nyirokszerv preparatum készitése
A harmadik stadiumu larvakat fekete gumiparnan 30 ul, PTU-val és 5% FBS-sel kiegészitett
Schneider’s médiumba helyeztiik, feji és farki végiiket tlik segitségével rogzitettiik, majd
csipesszel a feji-farki tengely mentén feltartuk a kutikulajukat. A preparatumokat 2%-0S
paraformaldehidben 10 percig fixaltuk, majd a vizsgalni nem kivant szerveket és szoveteket
csipesz segitségével eltavolitottuk. A tormelékeket 3x5 perces PBS-es mosassal eltavolitottuk
aztan a mintakat mikrotiter lemez egy lyukaba helyeztiik, ami 0,01% Triton X-100-zal 0,1%
BSA-PBS-t tartalmaz. gy telitettik a preparatumokat 20 percig, majd az elsddleges
ellenanyagot hozzaadva 12-16 6ran keresztiil inkubaltuk 4 °C-on. Ezt Gjabb 3x5 perces PBS-

ben torténd mosas kovette, majd a mintakat 45 percig szobahdmérskleten inkubaltuk a DAPI-
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val kiegészitett (1:400) masodlagos ellenanyaggal (Alexa Fluor 568 konjugalt kecske anti-egér
1gG (1:1000)). Végiil PBS-sel torténd mosast kovetden a preparatumot targylemezre helyeztiik,
Fluoromount G fedémédiumban fedélemezzel lefedtiik és konfokalis mikroszkop segitségével

vizsgaltuk.

3.2.3 UAS-hdcRNAI; domeMeso-Gal4,UAS-2xEGFP/TM6TDb torzsek
létrehozasa

A torzs elkészitését az alabbi keresztezési séma alapjan végeztiik el:

+ R3 - Hml — Gald hde*™ domeMESO — Gald,UAS — 2zEGFP CyoGFP TM3

@ : SM6b S rareTs X +;UAS — hdeRN Ai; +; + 43 TMG6 - X H——p i oxp’ "
.~ UAS — hdcRN Ai + X ) 4 _domeMESO — Gald,UAS - 2zEGFP
@ o Smébb "TM6Th '™ : I 'yoGFP'’ TM3 .
UAS — hdeRNAi  domeMESO - Gal4,UAS - 2zEGFP X . UAS — hdcRN Ai  domeMESO — Gald,UAS — 2cEGFP .

@ DT CgGFP TMO6Tb b ' CGFP ! TM6Tb

dome MESO — Gal4,UAS — 2z EGFP
TM6Th ’

+;UAS — hdcRN Ai;

Mivel a hdc szerepet jatszik a here Gssejt niche fenntartasaban, ezért a himek gyakran sterilek,
ami nagyban megneheziti a torzs fenntartasat. Az elébb emlitett okbol adéddan minden
szignalizacios utvonal teszteléséhez dsszeallitott keresztezéshez UAS-hdcRNAI; domeMeso-

Gal4 sziizeket hasznaltunk.

3.2.4 gstD-GFP-t hordozo hdc mutans vonal létrehozasa

A torzs elkészitését az alabbi keresztezési séma alapjan végeztiik el:

R ’ "y AS4 + hde®34 Z CyoGFP TM3
:l(.l I{rnI (.(:Il;fr.tlt g X t:gstD — GFP: +;+ & o e X i Ak s
@ SM6b TM6Th § = TM3KrGFF SP 'CXD
_gstD-GFP_ + = 4 hde®H
@ "TTSM6b ' TM6Tb' - ‘CyoGFP’' TM3 '
_gstD — GFP_hde™ \, _gstD — GFP _hde®
@ "' T CyoGFP 'TM6TH' T """ CyoGFP ' TM6Tb'"
hdc3%

+:gstD — GFP;

TM6Th'

3.2.5 Mikroszkodpia és képfelvétel
A mintakrol a képek a keringé vérsejtek esetében Zeiss Axio Imager Z1 mikroszkdppal, a
kozponti nyirokszerv esetében pedig Zeiss LSM800 konfokalis mikroszkoppal késziiltek.
Mindegyik nyirokszervrél 10 rétegben késziiltek képet, és a képeket az Imagel/Fiji (US
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National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) képfeldolgoz6 szoftver segitségével
egyesitettiik (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-counter.html).

3.2.6 Sejtszamlalas és statisztika

A lamellocitak szamlalasa manualisan tortént az ImageJ/Fiji (US National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) szoftver segitségével. A sejtmagok megszamolasa a ‘cellcounter’
algoritmus felhasznalasaval automatikusan tortént. Minden kisérletet legalabb kétszer
megismételtiink. Az eredmények kiértékelése a Microsoft Excel és GraphPad Prism szoftver
6.0-4s verzidjaval tortént. Az atlagok Osszehasonlitdsa az egyes kisérletek és a megfeleld
kontrollok k6zott a Welches’s Student T-teszttel tortént. A p < 0,05 értékeket szignifikansnak
fogadtuk el (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p< 0,0001). ns: nem szignifikans
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4 Eredmények és értékelésiik

4.1 A hdc csendesitésének hatasa a vel6allomanyban
A szakirodalmi adatok szerint a hdc a vérsejtképz6 kompartmentumok kozil egyediil a
kozponti nyirokszervben fejezédik ki, azonban immunindukcié hatdsara a nyirokszervbdl a
keringésbe juto és differencialédd hemocitakban a gén aktivitasa lecseng (Weaver és White,
1995; Markus és mtsai., 2009). Kutatdocsoportunk megfigyelte, hogy a gén kifejezddési
mintdzata a kozponti nyirokszerv fejlédése soran fokozatosan csokken, a vandorld larva

stadiumra teljesen vissza is huzodik (Varga és mtsai., 2019).

A hdc funkciovesztéses és a hdc csendesitett naiv larvakban lamellocita differencialodas megy
végbe, emellett a keringésben csokken a plazmatocitdk ardnya, amely megerdsiti azt az
elméletet, miszerint a hdc szerepet jatszhat a lamellocita sejtsors visszaszoritasaban a kdzponti
nyirokszervben Kutatocsoportunk eredményei szerint a PSC-ben a Hdc nem-sejt-autoném
hatasa révén, a Hh, a Dpp és az inzulin/mTor utvonalakon keresztiil szabalyozza az MZ

progenitorainak fenntartasat (Varga és mtsai., 2019; Bayan Kharrat személyes kozlése).

Nem ismerjiik azonban, hogy milyen sejt-autondm szabalyozasi hatast fejt ki magunkban a MZ-

ban elhelyezked6 prohemocitakban.

Hogy megvizsgaljuk a hdc hidanyanak hatasat a veléallomanyban, domeMESO meghajtelemet
hasznaltuk, melynek kifejez0dése specifikus a nyirokszerv medullaris zoéndjara. A
meghajtoclem segitségével csendesitettiik a hdc gént, majd megvizsgaltuk a larvak kering6
hemocitait, illetve kozponti nyirokszervét. A lamellocitdk detektalasdhoz L1 antitesttel torténd
immunfestést alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy MZ specifikus csendesités hatdsara mind a
kozponti nyirokszervben, mind a keringésben lamellocitak jelentek meg, ami arra utal, hogy a
Hdc sejt-autondm modon is részt vesz a MZ progenitorainak fenntartasaban (4.abra, Statisztika:

10.4bra).
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¢ domeMESO>GFP | B domeMESO>GFP>hdcRNAi

domeMESO>GFP

domeMESO>GFP B’ domeMESO>GFP>hdcRNAi

4.abra. A hdc csendesitésének fenotipusa a kdzponti nyirokszerv veléallomanyaban. (A-
A’) A kontroll larvakban sem a kdzponti nyirokszervben (lamellocitat tartalmazo kozponti
nyirokszervek szazalékos aranya: 0% (n=6)) (A) sem pedig a keringésben (lamellocitak
szazalékos aranya: 0,12%(n=34)) (A’) nem tapasztaltunk lamellocita differencialodast. (B-
B’) A hdc hidanya a vel6allomanyban lamellocitak differencialodasat eredményezte
(lamellocitak piros szinnel), amelyek a kozponti nyirokszervben (lamellocitat tartalmazo
kozponti nyirokszervek szazalékos aranya: 80% (n=10)) (B) és a keringésben (lamellocitak
szazalékos aranya: 4,4075% (n=69)) (B’) egyarant megfigyelhetéek. A sejtmagokat a DAPI
(kék) jeloli.

Lépték: 20 pm

4.2 A ROS szint emelkedése a hdc funkcidvesztéses nyirokszervben
A reaktiv oxigénfajtak (ROS) destruktiv dgensként miikddnek. Abszolut szintjiik és az altaluk
okozott oxidativ stresszre adott nem megfeleld valasz egyarant felelds a degradalo hatasukért.
Bar a pontos hatasmechanizmus tovabbra sem ismert, a ROS szamos ¢161ényben az 6regedés

felgyorsulasahoz vezet (Finkel és mtsi., 2000).

Az ecetmuslica kdzponti nyirokszervében 1év6 progenitorok differencidlodasahoz sziikséges a
reaktiv oxigénfajtak (ROS) jelenléte. A ROS-szint emelkedése a Jun N-terminalis kinaz (JNK)
utvonal aktivalasaval indukalja, ugyanakkor a ROS-molekulak MZ-sejtekbdl valo eltavolitasa
blokkolja a progenitorok lamellocitakka torténd differencialédasat (Owusu-Ansah és mtsai,
2009).
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Hogy megvizsgaljuk a ROS valtozasat hdc funkciovesztéses larvak kozponti nyirokszervében,
létrehoztunk egy olyan torzset, amely hordozza mind gstD-GFP (ROS-riportert), mind a hdc8*
null all¢lt (Varga és mtsai., 2019). Mig a kontroll allatokban a riporter expresszidja nem volt
megfigyelhetd, a mutans larvak nyirokszervének csaknem minden sejtjében erds GFP
expressziot tapasztaltunk (5. abra). Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a hdc a

ROS szint szabalyozasan keresztiil fejti ki hatasat a MZ zdna progenitorainak fenntartasa soran.

gstDGFP | B gstDGEP; hdc484

5.abra. A hdc funkciovesztése a ROS szintjének emelkedéséhez vezet. (A-B) Ellentétben
a kontroll allatok nyirokszervével (megvizsgalt kdzponti nyirokszervek szama: n=5) (A) a
ROS riporter expresszidja megfigyelheté a hdc mutans larvak kozponti nyirokszervében
(megvizsgalt kozponti nyirokszervek szama: n=5) (B).

Lépték: 20 um

Mivel azt feltételeztiik, hogy a PSC-ben megfigyeltekhez hasonléoan a MZ-ban is fontos
szerepet jatszik a ROS a progenitorok differencialédasanak indukaldasaban, megvizsgaltuk a
ROS szint visszaszoritasanak hatasat a hdc funkciovesztéses larvakban. Ehhez el6szor a
Forkhead box O (Foxo) transzkripcios faktor tultermelésének hatasat vizsgaltuk meg. A FOXo
olyan transzkripcios faktor, amely az antioxidans enzimek expressziojat szabalyozza (Nemoto
és Finkel, 2002). Korabban mar megfigyelték, hogy foxo funkciovesztéses allatok rendelkeznek

hiperszenzitivek az oxidativ stresszre (Jiinger és mtsai., 2003).

A vizsgalathoz 1étrehoztunk egy torzset, amely hordozza mind a domeMESO meghajtoelemet
(Anyagok és modszerek 3.2.3), mind a hdc RNSI-t, majd ennek hatterében vizsgaljuk a foxo
taltermelésének hatdsat. A lamellocitdk differencidloddsanak detektalasahoz a kozponti

nyirokszervet és a keringé vérsejteket L1 immunfluoreszcenciaval jeloltiik. Azt tapasztaltuk,
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hogy a foxo taltermelése menekitette a hdc MZ specifikus csendesitésének hatasat, kontrollal

szemben kevesebb lamellocita volt detektalhaté (6.abra, Statisztika: 10.abra).

Hogy hipotézisiinket alatamasszuk, hasonl6 elrendezésben megvizsgaltuk a Catalase-t (Cat) - a
hidrogén peroxidot vizzé és oxigénre bontd - antioxidans enzim tultermelésének hatasat is.
Korabban kimutattdk, hogy a Cat tultermelése megnovelte az ecetmuslicak ¢élettartamat,
tovabba csokkentette a fehérjék oxidativ karosodasat (Orr és mtsai., 1994). A hdc RNSi-t és a
domeMESO meghajto elemet hordoz6 allatokat UAS-Cat ecetmuslicakkal kereszteztiik, majd
L1 festéssel vizsgaltuk a larvak keringését és kozponti nyirokszervét. A domeMESO=>hdcRNAI
kontrollhoz képest azt tapasztaltuk, hogy a Cat thltermelése szintén menekiti a hdc

hematopoietikus fenotipusat (6.abra, Statisztika: 10.4abra).

domeMESO>GFP>hdcRNAi domeMESO>GFP>hdeRNAi>foxo | C domeMESO>GFP>hdcRNAi>Cat

domeMESO>GFP

domeMESO>GFP>hdcRNAi domeMESO>GFP>hdcRNAi>foxo domeMESO>GFP>hdcRNAi>Cat

6.abra. A hdc mutans fenotipus menekitése a foxo és a Cat tultermeléssel. (A-A”) A hdc
veldallomanyban torténé elcsendesitésének fenotipusa. (B-B’) A foxo taltermelése
menekitette a lamellocita (pirossal) fenotipust a kézponti nyirokszervben (lamellocitat
tartalmazo kozponti nyirokszervek szazalékos aranya: 33,3% (n=9)) (B) és a keringésben
(lamellocitak szazalékos aranya: 0% (n=22)) (B’) egyarant. (C-C’) A Cat taltermelése
szintén menekitette a fenotipust a kodzponti nyirokszervben (lamellocitat tartalmazo
kozponti nyirokszervek szazalékos aranya: 50% (n=8)) (C) és a keringésben (lamellocitak
szazalékos aranya: 0,2% (n=24)) (C’). A sejtmagokat a DAPI (kék) jeloli.

Lépték: 20 um

A fenti eredmények megerdsitették azt a hipotézisiinket, hogy a hdc funkciovesztése a ROS

szint emelkedésén keresztiil idézi eld a progenitorok lamellocitava torténd differencidlodasat.
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4.3 Az inzulin/mTOR, a Hh és az EGFR 1tvonalak szerepe a hdc

fenotipusanak kialakitasaban
Az inzulin/mTOR jelatviteli utvonal dontd szerepet jatszik az ecetmuslica vérsejtképzésére a
kozponti nyirokszervben. Ezen tGtvonal szabalyozza, mind a niche méretét és aktivitasat, mind
pedig a progenitorok sejt-autonom fenntartasat. Miikodése a tapanyagbeviteltdl fiigg
(Benmimoun ¢és mtsai.,, 2012). A szénhidratban gazdag étrend az inzulin/mTOR utvonal
aktivitasat kovetéen a mitokondriumok tulmiikddését eredményezi, amely kovetkeztében a

reaktiv oxigénfajtak (ROS) jelennek meg (Rovenko és mtsai., 2015).

Mivel laboratériumunk korabbi eredményei alapjan az inzulin/mTOR ttvonal aktivitasanak
gatlasa - vélhetéen a ROS szintjének csokkentésén keresztiil - menekiti a hdc hematopoietikus

fenotipusat a PSC-ben, megvizsgaltuk, hogy hasonl6 hatas megfigyelhet6-e az MZ-ben is.

A vizsgalathoz a hdcRNAI és a domeMESO meghajtoelem hattérre keresztezéssel bejuttattuk az
UAS-AKtRNSI, illetve UAS-raptorRNSI konstrukciokat. A ketts csendesitett larvakban (hdc-
Akt, illetve hdc-raptor) L1 festéssel vizsgaltuk a kdzponti nyirokszervet, illetve a keringd
vérsejteket. Erdekes modon, az inzulin/mTOR vizsgalt komponenseinek csendesitése az MZ-
ben - a PSC-ben tapasztaltakkal ellentétben - nem menekitette a hdc funkcidvesztéses

fenotipusat (7.abra, Statisztika: 10.abra).
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domeMESO>GFP>hdcRNAi | B domeMESO>GFP>hdcRNAi>AkiRNAi 3 domeMESO>GFP>hdcRNAi>raptor

RNAi

domeMESO> GFP>hdcRNAiI B’ domeMESO> GFP>hdcRNAI>AktRNAi C’ domeMESO>GFP>hdcRNAi>raptorRNAi

7.abra. Az inzulin/mTOR utvonal vizsgalata hdc mutans allatokban. (A-A’) A hdc
veléallomanyban torténd elcsendesitésének fenotipusa. (B-B’, C-C’) Az inzulin/mTOR
utvonal kiilonb6z6 komponenseinek (Akt, raptor) csendesitése nem menekiti a fenotipust.
(B-B’) Az Akt csendesitésekor lamellocitak (pirossal) figyelhetéek meg mind a kozponti
nyirokszervben (lamellocitat tartalmazé kdzponti nyirokszervek szdzalékos aranya: 87,5%
(n=8)) (B) mind a keringésben (lamellocitak szazalékos aranya: 5,37% (n=17)) (B’). (C-C’)
A raptor csendesitésekor is lamellocitak (pirossal) jelennek meg a kézponti nyirokszervben
(lamellocitat tartalmazo kézponti nyirokszervek szazalékos aranya: 100% (n=7)) (C) és a
keringésben (lamellocitak szazalékos aranya: 2,48% (n=22) (C’). A sejtmagokat a DAPI
(kék) jeloli.
Lépték: 20 pm
A Hedgehog (Hh) a PSC-bél felszabadulva az MZ progenitorainak differencialatlan
allapotanak fenntartasaért felelds. Hatasat a veléallomany sejtjein 1évé Patched (Ptc)
transzmembran receptorokhoz kétve fejti ki, amelyek aktivaljak a Ci transzkripcios faktor. Ez
utobbi a prohemocita allapot fenntartasahoz sziikséges expresszios mintazat kialakitasaért felel
(Jung és mtsai, 2005; Yao és mtsai, 2006; Mandal és mtsai, 2007). A hh taltermelése a PSC-

ben menekitette a hdc muténs fenotipust (Varga és mtsai., 2019).

Az jelatviteli utvonal aktivalasanak hatdsat a MZ-ben is megvizsgaltuk. A
domeMESO>hdcRNSi allatokat kereszteztiik UAS-hh ecetmuslicakkal, majd az utdd larvak
kozponti nyirokszervét és keringését az el6zéekhez hasonléan, L1 festéssel vizsgaltuk. A
domeMESO>hdcRNSi kontrollhoz viszonyitva - a PSC-ben tapasztaltakkal ellentétben - a Hh

tultermelése nem menekitette a lamellocita fenotipust (8.abra, Statisztika: 10.4bra).
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A tovabbiakban - az el6z6 kisérletek soran alkalmazott modszerrel - megvizsgaltuk az EGF
(epidermalis novekedési faktor) jelatviteli utvonal szerepét is a hdc fenotipusanak kialakulasa
soran. Az EGFR jelatviteli utvonal szerepet jatszik a progenitorok fenntartasaban a
vel6allomanyban. Parazitoid darazsfertézést kovetéen a PSC-bol szekretalodd liganduma, a
SPITZ aktivalja az MZ-ben kifejez6d6 receptort, ami lamellocitak differencialodasahoz vezet.

Ez a fenotipus menekitheté az EGFR csendesitésével (Sinenko és mtsai., 2011).

Az EGFR jelatviteli Gtvonal vizsgalatahoz a domeMESO>hdcRNSI transzgéneket az egfr

rrrrr

keringését és kozponti nyirokszervét megvizsgalva nem tapasztaltunk lamellocita
differencialodast a kontrollhoz képest. Ebb6l arra kovetkeztettiink, hogy az EGFR tutvonal

gatlasa sikeresen menekiti a hdc fenotipust (8.abra, Statisztika: 10.4bra).

domeMESO>GFP>hdcRNAi | B domeMESO>GFP>hdcRNAi>hh C domeMESO>GFP>hdcRNAi>EgfrDN

k‘;‘}l
&

domeMESO>GFP

domeMESO>GFP>hdcRNAi domeMESO>GFP>hdcRNAi>hh C’ domeMESO>GFP>hdcRNAi>EgfiDN

8.abra. A hh jelatviteli utvonal aktivalasa nem, az Egfr gatlasa azonban sikeresen menekiti
a hdc fenotipusat. (A-A’) A hdc veléallomanyban torténé csendesitésének fenotipusa. (B-
B’) A hh taltermelése nem gatolja a lamellocitak (pirossal) differencialodasat sem a
kozponti  nyirokszervben (lamellocitat tartalmazd kozponti nyirokszervek szazalékos
aranya: 100% (n=6)) (B) sem a keringésben (lamellocitak szazalékos aranya: 3,19% n=21))
(B’). (C-C’) Az Egfr jelatviteli utvonal gatlasa esetén nem tapasztalhato lamellocita
(pirossal) differencialodas sem a kozponti nyirokszervben (lamellocitat tartalmazo kdzponti
nyirokszervek szazalékos aranya: 0% (n=8)) (C), sem pedig a keringésben (lamellocitak
szazalékos aranya: 0% (n=24)) (C’). A sejtmagokat a DAPI (kék) jeloli.

Lépték: 20 um
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A kapott eredmények alapjan a hdc MZ-ban megfigyelt funkcié vesztéses fenotipusa - a PSC-
ben tapasztaltaktol eltérden - nem kapcsolhatd sem az inzulin/mTOR, sem a Hh jelatviteli
utvonalak hibas miikkodéséhez. Az inzulin/mTOR gatldsa esetében a hatds elmaraddsanak
azonban elképzelheté egy masik magyardzata is. Ismert, hogy a progenitorok nagyon
érzékenyek ezen utvonal aktivitasanak valtozasara, igy lehetséges, hogy az utvonal gatlasa a
hdc hatasatol fiiggetleniil lamellocita differencialodashoz vezet, igy az esetleges kompenzalod
hatas nem érvényesiil (Shim és mtsai., 2012; Benmimoun és mtsai., 2012). Annak vizsgalatara,
hogy a ROS megemelkedett szintjének hatasat az inzulin/mTOR ttvonal miikodése kozvetiti-e
vagy sem, a jovében olyan ellenanyagokat fogunk hasznalni (foszfoAKT ¢s foszfo s6k) a
kozponti nyirokszervben végzett immunfestésekhez, amelyek az inzulin Gitvonal aktivitasanak

riportereiként szolgalnak (Giannios és Casanova., 2021).

A hh tultermelése sem menekitette a hdc fenotipust a PSC-ben tapasztaltakhoz képest. Ennek
oka feltételezhetéen az, hogy a Hh, csak a PSC-n keresztiil — nem sejt-autonom modon - képes
kifejteni hatasat az MZ sejtjeire.

Az EGFR jelatviteli ut gatlasa azonban sikeresen menekitette a hdc fenotipusat, amibdl arra
kovetkeztetiink, hogy a Hdc részt vehet ezen ttvonal szabalyozasaban a veléallomanyban

talalhat6 progenitorok allapotanak fenntartasa soran.

4.4 E-cad szerepe a progenitorok fenntartasaban
Az E-cadherin (E-cad) adhézios molekula, amely sziikséges az embrionalis fejlodéshez és a
szovetek integritasanak megdrzéséhez a szervezet élete soran (Van Roy és mitsai., 2008).
Kimutattak, hogy az E-cad az embrionalis 6ssejtek pluripotencidjanak megtartasaért felel
(Soncin és mtsai., 2009). Ecetmuslicaban a csiravonal éssejteket a cadherinek a niche-hez kotik
(Song és mtsai., 2002). A progenitorok szoros kapcsolodasa a veléallomanyban az E-cadherin
altal kozvetitett sejtadhézio eredménye. Differencialodas soran az E-cad mennyisége csokken,

mig a fehérje thltermelése az dssejteket differencialatlan allapotban tartja (Gao €s mtsai, 2013).

A vizsgalathoz az UAS-E-cad hatasat vizsgaltuk domeMESO>hdcRNAI hattéren, a larvak
keringésének és kdzponti nyirokszervének L1 festésével. Az E-cad tultermelése menekitette a

hdc fenotipusat (9.abra, Statisztika: 10.4bra).
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domeMESO>GFP>hdcRNAi | B domeMESO>GFP>hdcRNAi>E-cad

domeMESO>GFP>hdcRNAi>E-caa

9.abra. Az E-cad tultermelése menekiti a hdc fenotipust. (A-A’) A hdc veléallomanyban
torténd elcsendesitésének fenotipusa. (B-B’) Az E-cad taltermelésekor nem tapasztalhato
lamellocita (pirossal) differencialédas a kdzponti nyirokszervben (lamellocitat tartalmazo
kozponti nyirokszervek szazalékos aranya: 12,5% (n=8)) (B) ¢s a keringésben (lamellocitak
szazalékos aranya: 0,03% (n=19)) (B’) egyarant. A sejtmagokat a DAPI (kék) jeloli.
Lépték: 20 pm

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a vel6allomanyban a sejtek kozotti
kapcsolatoknak nagy jelentdsége van a progenitorok differencidlatlan allapotanak
megorzéseében, a fehérje tultermelése feltehetden a sejtek kozotti kapcsolatok erdsitése révén
kompenzalja a hdc funkciovesztéses fenotipusat. Korabban azt tapasztaltdk, hogy a
megnovekedett ROS szint az e-cad szint csokkenéséhez vezet (Gao és mtsai., 2014), ami
magyarazatot adhat kisérleti eredményeinkre. A jelenség tovabbi vizsgalatara a jovoben E-cad

elleni antitestet, illetve E-cad-GFP transzgenikus riportert terveziink hasznalni.
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10.abra. Az interakcios kisérletek eredményei. (A) A vizsgalt genotipusokban megjelend
lamellocitak szazalékos aranya a keringésben. Az atlagok Osszehasonlitasat az egyes
kisérleti csoportok és a megfelelé kontroll kozott Welches’s Student T-teszttel végeztiik,
ahol p < 0,05 értékeket szignifikansnak fogadtuk el (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;
**** p< 0,0001). ns: nem szignifikans (B) A lamellocitakkal rendelkezé kozponti
nyirokszervek szazalékos aranya a kiilonbdzé genotipusokban.
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5 Osszefoglalas

Kisérleteink soran a Hdc sejt-autoném funkciojat vizsgaltuk az ecetmuslica larvak kdzponti
nyirokszervének veldallomanyaban. A hdc gén velGallomanyra specifikus kifejez6désti
domeMESO meghajtoval torténd csendesitése lamellocita differencialédast eredményezett, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a Hdc sejt-autonom miikddése sziikséges a progenitorok
differencialatlan allapotanak fenntartasdhoz (4.4bra). Annak tesztelésére, hogy a Hdc funkciojat
mely jelatviteli utvonalak szabalyozasan keresztiil latja el, létrehoztunk egy hdcRNS-

interferenciat és a domeMESO meghajt6 elemet egyarant hordozé vonalat.

Hasonloan ahhoz, ahogy a hdc csendesitése a ROS szint emelkedését okozza a PSC-ben (Bayan
Kharrat személyes kozlése), a hdc?® null mutinsban emelkedett ROS szintet tapasztaltunk a
teljes nyirokszervben, ami arra utal, hogy a hdc funkcidvesztése sejtszintii stresszhez vezet
(5.abra). Ez a megfigyelés 0sszhangban van azzal, hogy a progenitorokban jelentkezé magas
ROS szint azok differencialodasat eredményezi, amit a Jun jelatviteli utvonal kozvetit (Owusu-

Ansah és mtsai, 2009) (11.4bra).

Eredményeink szerint a Cat, illetve a foxo titermelése menekiti a hdc fenotipusat, mely
vélhetdleg annak kdszonhetd, hogy - kozvetlen, illetve kdzvetett modon - csdkkentik a ROS

szintjét, ami kompenzalja a hdc funkciovesztésének hatasat (6.abra, 11.4bra).

Az inzulin/mTOR utvonal csendesitése - a PSC-ben megfigyeltekkel ellentétben - nem menekiti
a Hdc mutans fenotipust az MZ-ban (7.abra). Ez magyarazhat6, hogy a progenitoroknak a
jelatviteli at aktivitdsara vald erds érzékenységével, ami a Hdc mikodésétdl fliggetleniil

lamellocitak differencialodasahoz vezethet (Benmimoun és mtsai, 2012) (11.4abra).

A PSC-ben tapasztaltaktol eltéréen a hh tiltermelése szintén nem menekitette a hdc fenotipusat
(8.abra). Ennek oka feltehetben a Hh nem sejt-autondém mikédésében keresendo.
Eredményeink alapjan a Hh-nak a niche-bdl kell szekretalodnia a progenitorok differencialatlan

allapotanak fenntartasahoz, a progenitorok Hh termelése irrelevans (11.4bra).

Azt talaltuk, hogy az EGFR jelatviteli utvonal gatlasa menekiti a hdc mutans fenotipusat, ami
azt sugallja, hogy a Hdc az MZ-ben ezen utvonalon szabalyozasaba vehet részt (8.abra,
11.4bra).
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Azon eredményiink alapjan, mely szerint az E-Cad tultermelése menekiti a hdc fenotipusat az
MZ-ban, az arra kovetkeztetiink, hogy a hdc funkcidévesztése soran megemelkedé ROS szint
(9.4bra, 11.abra).

elengedhetetlenek a differencialatlan allapot fenntartasahoz (Gao és mtsai, 2013).

gyengitheti a progenitorok sejtkapcsolatait Ezen kapcsolatok
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11.abra. A Hdc jelenlétének és hianyanak kovetkezményei a kozponti nyirokszervben. Vad
tipusban a Hdc gatolja az inzulin/mTOR jelatviteli Gtvonalat, illetve aktivalja a Hh és Dpp
szignalizaciot. Hdc mutans allatokban azonban a megemelkedett ROS-szint a progenitorok
differencialodasat okozza. A ROS megjelenéséért az inzulin/mTOR utvonal talmiikodése,
az EGFR utvonal aktivalodasa, valamint a sejtkapcsolatok gyengiilése felelds.

A TDK munkdm eredményei azt sugalljak, hogy a Hdc fehérje sejt-autonom szabalyozéd
funkcidja a kozponti nyirokszerv veldéallomanyaban eltér a niche-ben betoltott -eddig
megismert - szerepétél. A jovébeni terviink, hogy részletesen felderitsik a Hdc altal
szabalyozott differencialodasi folyamatok mechanizmusait. Reméljiik, hogy eredményeink
mind a Drosophila, mind a gerinces vérsejtképzé Ossejt niche milkddésének alaposabb

megértéséhez vezetnek.
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8 Tételes szerzoi hozzajarulas

A 36. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Virdg Nikolett nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyijtott A Headcase fehérje
funkciojianak vizsgilata az ecetmuslica kizponti nyirokszervének veléallomanyiban cimi

pdlyamunkdmban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke

UAS-hdcRNAi; domeMeso-Gal4, UAS-2xEGFP/TM6Th
torzs létrehozasa

gstd-GFP-t hordozoé hde mutans vonal létrehozdasa
Kozponti nyirokszerv prepardtum készitése
Keringd vérsejtek izoldlasa

Mikroszkopia és képfelvétel

Az adatok statisztikai feldolgozasa
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