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Roviditések jegyzéke

APS: ammonium perszulfat

BSA: marha szérumbol szdrmaz6 albumin fehérje

DAPI: 4,6-diamidin-2-fenilindol

DEPC: dietil-pirokarbonét

DMSO: dimetil-szulfoxid

EDTA: 2-[2-(Bisz(karboximetil)amino)etil-(carboximetil)amino]ecetsav

FACS: aramlasi citometria (Fluorecence Activated Cell Sorting)

FITC: fluoreszcein izotiocianat

GFP: z6ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

IPTG: izopropil-béta-D-thiogalaktopiranozid

KRPMI: 5% marha szérummal kiegészitett RPMI-1640 szovettenyészto taptalaj (Roswell Park
Memorial Institute)

LB: Luria Bertani/Lysogenic Broth taptalaj

LDL: alacsony stirliségli lipoprotein (Low Density Lipoprotein)

LPS: lipopoliszaccharid

LTA: lipoteikolsav

MFTI: a fluoreszcencia-intenzitasok szamtani kézepe (Mean Fluorescence Intensity)
NP-40: Nonidet P-40 oktil fenoxipolietoxietanol

PG: peptidoglikan

PGRP: peptidoglican recognition protein

PRR: Mintazatfelismerd receptor (Pattern Recognition Receptor)

PTU: 1-fenil-2-tiourea

PVDF: poli-1,1 difluoretilén

RMFTI: relativ fluoreszcencia intenzitas (a minta MFI és a kontroll MFI értékek hanyadosa)
SDS: sodium dodecil sulphate

TEMED: tetrametiléndiamin

TRIS: 2-Amino-2-hidroximetil-propéan-1,3-diol

X-Gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid
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1. Bevezetés

1.1 A Drosophila melanogaster immunvédekezése

Az eukariota szervezetekre allando veszélyt jelentenek a kornyezetiikben nagy mennyiségben
¢l6 mikroorganizmusok, ezért homeosztdzisuk fenntartasdhoz hatékony védekezd rendszer
sziikséges. A tobbsejtli szervezetek elsé védelmi vonalat a velesziiletett immunitéas képezi, amely a
csiravonalban kodolt elemeivel azonnali immunvalasszal képes fellépni a mikrobdk ellen. A
Drosophila melanogaster, az ecetmuslica a velesziiletett immunitas egyik széles korben hasznalt
modellszervezete, immunrendszerének effektor folyamatai a bekebelezés, az antimikrobialis
peptidek termelése és a melanizalt tok képzése (Lemaitre és Hoffmann, 2007).

Az ecetmuslica nyilt keringési rendszerrel rendelkezik, a hemolimfajaban keringd vérsejtek, a
hemocitak az immunvalasz effektor sejtjei. A hemocitakat harom morfologiailag eltérd csoportba
sorolhatjuk, a keringd vérsejtek kilencvendt szazalékat a kisméretli (8-10 um), kerek plazmatocitak
teszik ki. A plazmatocitdk a mikrobak ¢és apoptotikus sejtek bekebelezésével, valamint
antimikrobialis peptidek és extracellularis matrix fehérjék termelésével jarulnak hozza a szervezet
homeosztazisanak fenntartasahoz. A kristalysejtek a plazmatocitdknal nagyobb méretii (10-12 pm)
kerek sejtek, a keringd vérsejtek ot szazalékat teszik ki, a citoplazmdjukban a vérnyirok-alvadashoz
¢s a tokképzéshez sziikséges melanin bioszintézisét végzd profenoloxiddz enzim kristalyait
tartalmazzdk. A hemocitdk harmadik tipusiba a nagyméretli (15-40 pm), lapos lamellocitak
tartoznak, amelyek a parazitoid darazsfert6zést kovetden jelennek meg a keringésben ¢€s a parazita
petéjének a feliiletére tapadva a pete koriil kialakuldé melanizalt tok képzésében jatszanak szerepet
(Evans és mtsai., 2003; Williams, 2007).

A mikrobdk elleni immunvédekezés fontos effektor folyamata a bekebelezés vagy
fagocitozis, amely az eukaridtdkra altaldnosan jellemz6 6si, az evolucid soran konzervalt
mechanizmus. A bekebelezés az eukariota egysejtickben a téplalkozashoz sziikséges, a
tobbsejtiieckben az egyedfejlédés soran a szovetek atrendezddésében valamint az
immunvédekezésben jatszik szerepet. A tobbsejtlickben a fagocita sejtek az apoptozissal elpusztuld
sajat sejteket €s a szervezet homeosztazisat felboritdé mikrobakat kebelezik be. A fagocitozis elsd
lépése a bekebelezendd részecske felismerése, melyet a csiravonalban kodolt receptorfehérjék
végeznek. Mivel ezek a fagocitozis receptorok a mikroorganizmusokra koézosen jellemzd

molekularis mintdzatot ismernek fel, mintizatfelismerd receptoroknak nevezzik Oket. A
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mintazatfelismerd receptorok a mikrobak nagyobb rendszertani csoportjain megtalalhato ligandjai
lehetnek a lipopoliszaccharid, a peptidoglikén, vagy a lipoteikolsav, azaz egyetlen, csiravonalban
kodolt receptorfehérje szamos kiilonbdzé mikroba felismerésére is képes.

A fagocitozis els6 lépése a bekebelezni kivant mikroba felismerése és megkotése. A
Drosophila melanogasterben szamos kiilonb6z6 tipusu fagocitdzis receptort irtak le eddig (Stuart és
Ezekowitz, 2005; Stuart és Ezekowitz, 2008): a scavenger-receptorokat (Stuart és mtsai., 2005), a
teljes atalakulassal fejlodo rovarokban széles korben elterjedt, egyetlen csiravonalban kdédolt génrdl
alternativ splicinggal nagy szamu kiilonb6z6 receptorfehérjét kodoldo messenger RNS-t atirni képes
DSCAM fehérjeket (Watson és mtsai., 2005), az NPC2 domént tartalmazo receptorokat (Shi és
mtsai., 2012), a PGRP-LC fehérjét (Werner és mtsai., 2000), a Tep fehérjéket (Boun Aun és mtsai.,
2011), valamint az epidermal growth factor (EGF) doméneket tartalmazé receptorfehérjéket, az
Eatert, a Drapert ¢s a NimC4-et (Kocks ¢és mtsai., 2005; Manaka ¢s mitsai., 2004). Az ismert
fagocitozis receptorok miikddésérdl szerzett ismereteink azonban sok szempontbol hianyosak:
szamos génrdl csupan annyi adattal rendelkeziink, hogy Schneider-2 sejtvonalban végzett RNS
inhibicié hatasara csokken a sejtek fagocitdld képessége ¢és sokszor a fehérjék biokémiai
vizsgalatarol sincs adatunk. Szamos fehérjecsaladnak csak egyetlen reprezentativ tagjardl
rendelkeziink adatokkal €s a hozzajuk hasonlo6 fehérjék mitkodése is gyakran ismeretlen.

A mintazatfelismerd receptorok egyik tipusa a scavenger-receptorokhoz hasonlo szerkezetii
fehérjék. Az emlds scavenger receptorok kozds tulajdonsaga, hogy képesek acetilalt vagy oxidalt
LDL ligandot kotni, de a fehérjecsaldd szamos tagja baktériumok vagy apoptotikus sejtek
felismerésében jatszik szerepet, ezek feliiletén altalaban tobb kiilonbozo, jellemezden polianionos
ligandhoz kapcsolddnak (Peiser és mtsai., 2002). Az ecetmuslica genom tobb scavenger receptort is
koédol, am ezek funkcioirol keveset tudunk. A Drosophila Scavenger Receptor-CI (dSR-CI)
modositott LDL-hez kotddik, valamint Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok fagocitalasaban
jatszik szerepet. A dSR-CI fehérjét CHO sejtvonalban kifejeztetve, a hovel elolt E. coli és S. aureus
baktériumok a sejtek felszinén aggregalodnak. Ez a baktériumkotés lipoteikolsavval gatolhato,
lipopoliszachariddal azonban nem. A dSR-CI transzkript mennyiségnek RNS inhibicidval torténd
csokkentése soran a Schneider-2 sejtvonal sejtjeinek baktérium fagocitdld képessége otodeével
csokken (Rédmet és mtsai., 2001). A dSR-CI molekula D. melanogaster genomban kodolt tovabbi
harom doménszerkezeti homologjanak (dSR-CII, dSR-CIII, dSR-CIV) funkci¢jadt még nem

ismerjiik (Rdmet és mtsai., 2001, Pearson €és mtsa., 1995).
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Az eml6sok B tipust scavenger receptoraihoz hasonld fehérjék is megtalalhatdéak az
ecetmuslicdban. A D. melanogaster genomjaban tizennégy, az emberi CD36 molekuldhoz hasonlo
fehérjét kodold gént azonositottak (Herboso és mtsai., 2011). Ezek koziil a Croquemort és a Peste
fehérjék az emlés makrofagok scavenger receptorainak feladatat latjdk el az ecetmuslica
hemocitain. Tovabbi négy CD36-hoz hasonlo fehérjét kodolo gén, az emp, ninaD, santa-maria,
SNMP szerepe ismert, 4m ezek nem rendelkeznek immunfunkcidval (Voolstra és mtsai. 2006, Pak
¢és mtsai., 2012, Jin és mtsai., 2008).

A Croquemort receptor ligandjai apoptotikus sejteken megnyilvanulé molekulédk (Franc és
mtsai., 1996, Franc ¢és mtsai., 1999). A croquemort gén RNS inhibicids csendesitése kovetkeztében
csokken a sejtek S. aureus fagocitald képessége, am E. coli fagocitald képességiik nem valtozik.
Ezen eredmények hatasara vizsgéltdk meg az emberi CD36 receptort ¢és fedezték fel, hogy az
szerepet jatszik az apoptotikus sejtek bekebelezésében. A HEK293 emberi sejtvonalban a CD36
fehérje kifejeztetése megnoveli a sejtek E. coli és S. aureus fagocitald képességét, a CD36 fehérje
hianya viszont csokkenti az egér makrofagok S. aureus fagocitaldo képességét (Stuart és mtsai.,
2005).

A Peste receptor molekula a baktériumok bekebelezésében jatszik szerepet. Megfigyelték,
hogy a peste RNS mennyiségét csokkentd kettdsszali RNS konstrukttal kezelt Schneider-2 sejtek
kisebb hatékonysaggal kebelezik be a Mycobacterium fortutium baktériumokat, viszont a Peste
fehérje nem jatszik szerepet sem az E. coli, sem a S. aureus fagocitalasaban. Az emberi HEK293
sejtvonalban kifejeztetett Peste fehérje megnoveli a sejtek M. fortutitum, valamint kis mértékben E.
coli és S. aureus telvevo képességét (Philips és mtsai., 2005).

A Dscam molekuldt eredetileg az idegrendszer fejlddésében szerepet jatszo fehérjeként
azonositottak. A D. melanogaster Dscam fehérjét kodold génrdl alternativ splicinggal elméletileg
tizenkilencezer kiilonb6z6 fehérjét kodold messenger RNS molekula képzddhet. Errdl a rendkiviil
valtozékonysaggal rendelkez6 fehérjérdl az is kideriilt, hogy a baktériumok fagocitalasaban szintén
szerepet jatszik. A Dscam fehérje a zsirtestben és a keringd hemocitdkban is kifejezédik. A
sejtmembranhoz kotott Dscam molekula mellett egy rovidebb méretli, a hemolimfaban keringd
Dscam izoformat is azonositottak. A Dscam funkcidvesztéses mutansok hemocitai kevesebb E. coli
baktériumot fagocitalnak, mint a vad tipust hemocitdk. Aramlasi citometriaval azt is kimutattak,
hogy az egyes Dscam izoformdk kiilonb6z6 affinitassal kétddnek E. coli baktériumokhoz (Watson

¢és mtsai., 2005).
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A D. melanogaster genom tobb peptidoglikdnt felismerd fehérjét (PGRP) kodold gént
tartalmaz, az altaluk kodolt PGRP fehérjék kozos jellemzdje a roluk elnevezett PGRP domén
(Werner és mtsai., 2000). A PGRP receptorok koziil az PGRP-SA, PGRP-SD, PGRP-LE elsésorban
a humordlis immunvalaszban jatszik szerepet, a fagocitozis folyamataban a molekulacsalad
egyetlen tagja, a PGRP-LC vesz részt. A PGRP-LC transzmembran fehérje kifejezddésének RNS
inhibicios gatlasa csokkenti a Schneider-2 sejtek E. coli fagocitald képességét, mig a S. aureus
bekebelezésére nincs hatassal. PGRP-LC hianyaban jelentdsen csokken a Schneider-2 sejtek altal
immunindukci6 kovetkeztében termeldédd antimikrébidlis peptidek mennyisége. Immunindukcid
hatdsara a PGRP-LC null mutins ecetmuslica egyedekben jelentésen csokkent a Diptericin
messenger RNS mennyisége és ez a mutans muslicatdrzs a vad tipustindl érzékenyebb az E. coli
fertdzésre is (Rdmet €s mtsai., 2002).

A D. melanogaster genom 06t olyan gént tartalmaz, amely az éllatvilagban erdsen konzervalt
a2Macroglobulin fehérjecsaladba tartozd Tep (thioester-contining protein) fehérjét kodol. A tep
géncsalad tagjai harmadik stddiumu larvakban immunindukcié nélkiil a lymph glandben (fepl,
tep4), a plazmatocitakban (fepl, tep2, tep3, tep4, tepo6), fejezédnek ki, am E. coli és Micrococcus
luteus baktériumok keverékével végzett immunindukcid hatdsira a ftepl, tep? és tep4 gének a
zsirtestben 1is kifejezOdnek, mig a tep6 gén kifejezddése nem valtozik. Az Mcr/TepVI
(macroglobulin complement related) mennyiségét RNS inhibicidval csokkentve Schneider-2
sejtekben csokken a sejtek C. albicans fagocitald képessége, am ezek a sejtek a kezeletlen
Schneider-2 sejtekhez hasonloan kebelezik be az E. coli baktériumokat és a gumigydngyoket (Boun
Aoun és mtsai., 2011). A kiilonboz6 Tep fehérjék kiilonbozé mikrébak fagocitalasahoz sziikségesek,
a Tepll fehérje RNS inhibicids csendesitése hatasara csokken a sejtek E. coli fagocitald képessége,
am a C. albicans és S. aureus bekebelezése nem valtozik, mig a TepIIl RNS inhibicios csendesitése
kizarolag a S. aureus fagocitozisat gatolja. Schneider-2 sejtek feliiluszdjaval vad tipusu C. albicans
torzset kezelve, az Mcr fehérje Western blot elemzéssel kimutathatdé a C. albicans sejteken
(Strochein-Stevenson és mtsai., 2000). Az E. coli, E. cloacae, S. pyogenes, S. aureus, Enterococcus
facealis, Listeria monocytogenes és M. marinum baktériumfert6zést kovetden a tepl, tep2, tep3 €s
tep4 funkcidvesztéses mutansok ¢életképessége meglepd modon megegyezik a vad tipussal illetve a
tepl, tep2, tep4, tep6 funkcidvesztéses mutansok a vad tipusuhoz hasonldé mértékben élték tal a
Beauvoriana bassiana gombafert6zést. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a Tep fehérjék
mikddése redundans, a mutans fehérjék funkcioit a tobbi Tep fehérje képes helyettesiteni, az egyes

tep gének funkciovesztéses mutansainak nincs mérhetd fenotipusa (Boun Aoun €s mtsai., 2011).
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A kozelmultban azonositottak egy uj tipust, ML (MD-2 related lipid recognition) domént
tartalmaz6 fehérjecsaladot, amelyekbdl a D. melanogaster genomja nyolcat kodol, ezeket NPC2-
szerli fehérjéknek nevezik. Prokaridta expresszios rendszerben, E. coli baktériumban kifejeztetett
rekombinans NPC2a, NPC2e és NPC2h fehérjek kotddnek lipopoliszaccharidhoz, Lipid A-hoz,
peptidoglikanhoz ¢és lipoteikolsavhoz (Shi és mtsai., 2012).

Az ecetmuslicdban harom epidermal growth factor (EGF) doméneket tartalmazo fagocitdzis
receptor ismeriink, a Draper-t, az Eater-t és a NimC4/Six microns under-t (Simu) (Ulvila és mtsai.,
2011).

A Draper fehérjét elsoként apoptotikus sejtek receptoraként irtak le. A draper messenger RNS
mennyiségét az 1(2)mbn sejtvonalban RNS inhibicié modszerrel csokkentve, a sejtek apoptotikus
sejt fagocitaldo képessége csokkent, &m a gumigydngy és a zymosan (élesztd sejtfal polimer)
bekebelezése nem valtozott. D. melanogaster embriokban a draper messenger RNS-t in vivo RNS
inhibicidval csendesitve, az embrionalis makrofagok apoptotikus sejt fagocitald képessége csokkent
(Manaka és mtsai., 2004). Az apoptotikus sejtek felszinén a Draper receptor ligandja a Pretaporter
fehérje, a pretaporter null mutansokban a hemocitdk és a gliasejtek alacsonyabb hatékonysaggal
kebelezik be a az apoptotikus sejteket az idegrendszer teriiletén (Kuraishi és mtsai., 2009). A draper
messenger RNS mennyiségét RNS inhibicioval csokkentve, a hemocitdk E. coli és a S. epidermidis
fagocitalo képessége is csokken (Cuttell és mtsai., 2008, Hashimoto és mtsai., 2009).

Az eater gén csendesitésének hatasara a Schneider-2 sejtek E. coli €s S. aureus fagocitald
képessége is csokken. Az eater null mutansok hemocitai alacsonyabb hatékonysaggal fagocitaljak a
S. marcescens ¢€s S. aureus baktériumokat, mint a vad tipust hemociték, ez a fenotipus menekithetd
az Eater fehérje kifejeztetésével. Az Eater fehérje N-termindlis 199 aminosavnyi szakaszat
rekombinans fehérjeként kifejeztetve éaramldsi citometriaval kimutathato az Eater fehérje S.
marcescens baktériumsejtekhez valo kotddése (Kocks és mtsai., 2005). Szintén dramlasi citometrids
mérésekkel lattak be, hogy a rekombinans Eater fehérje kotddik hodinaktivalt vagy etil-alkohollal
inaktivalt Gram-negativ E. coli, S. marcescens, Pseudomonas aeruginosa ¢és Gram-pozitiv
Enterococcus faecalis, S. aureus baktériumokhoz, mig Micrococcus luteus baktériumokon és C.
albicans gombakon nem mutattak ki Eater kotédést. A rekombinans Eater fehérje kotodik €16 vagy
formaldehiddel inaktivalt E. faecalis és S. aureus baktériumokhoz, viszont nem kotddik €16 vagy
formaldehiddel inaktivalt Gram-negativ E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa baktériumokhoz
(Chung és Kocks 2011a). A Cecropin A antimikrobidlis peptiddel (Chung és Kocks 2011a) vagy

lizozim enzimmel (Chung és Kocks 2011b) kezelt €16 E. coli baktériumokat viszont koti az Eater
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molekula. Ennek a jelenségnek valdsziniileg az a magyardzata, hogy az ép bakteridlis membranon
beliil rejtve marad az Eater receptor ligandja és a membran fellazitasa sziikséges ahhoz, hogy a
ligand az Eater receptor szamara hozzaférhetévé valjon (Nehme és mtsai., 2011).

A NimC4/Simu (Kurant és mtsai., 2008) fehérjérdl kimutattdk, hogy a gliasejteken valamint
az embrionalis makrofagokon fejezddik ki és a kdzponti idegrendszer érése soran az apoptozissal
elpusztuld sejtek fagocitdzisdban jatszik szerepet. A NimC4 null mutdnsa homozigdta életképes,
fejlddési rendellenességgel nem rendelkezik, am az embriondlis idegrendszer fejlodése sordn ebben

a mutansban az apoptotikus sejtek eltakaritasa késik (Kurant és mtsai., 2008).

1. tablazat: A Drosophila melanogaster fagocitdzis receptorok

Receptor Gram-negativ | Gram-pozitiv gomba | apoptotikus sejt
baktérium baktérium

dSR-CI + + NA NA
PGRP-LC + - NA NA
MCR/TEP6 - NA + NA
TEPII + - - NA
TEPIIL - + - NA
Peste + + NA NA
Croquemort + + NA +
Dscam + NA NA NA
NPC2a, 2e, 2h +? +? NA NA
NimC4/Simu NA NA NA +
Draper + + NA +
Eater + + NA NA

(NA=nincs adat)

A Drosophila melanogasterben eddig azonositott fagocitozis receptorok jelentés mértékben
redundans funkciokkal rendelkeznek, példaul E. coli baktériumok fagocitalasaban a PGRP-LC,
TEPII, Peste, Croquemort, Dscam, Draper és Eater fehérje is szerepet jatszik. A legtobb adatunk a
Schneider-2 sejteken végzett funkciovesztéses vizsgalatokbol szarmazik, ezek azonban néhol
ellentmondanak a funkcionyeréses vizsgalatokbol szarmazo adatoknak. A croquemort RNS
inhibicioval torténd csendesitése hatdsara példdul a Schneider-2 sejtek S. aureus fagocitald
képessége csokkent, am E. coli fagocitalo képességiik nem valtozott, mig a croquemort gént emberi
sejtvonalban kifejeztetve, a sejtek S. aureus és E. coli fagocitald képessége is emelkedett. Tobb
fagocitdzis receptor esetében csak arrdl rendelkeziink adatokkal, hogy a lehetséges ligandok egyik

osztalyanak a bekebelezésében jatszik szerepet, igy példaul az Eater molekula kotédik Gram-
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negativ és Gram-pozitiv baktériumokhoz is, de arrdl nincs adat, hogy a gombak vagy az apoptotikus
sejtek fagocitozisdban szerepet jatszik -e (1. tdblazat).

Az RNS inhibicios vizsgalatok alapjan arrdl is vannak ismereteink, hogy az egyes receptorok
milyen ardnyban vesznek részt a fagocitozisban. Az eater, croquemort, Dscam, PGRP-LC és SR-CI
gének egyidejli csendesitése koriilbeliil 90%-kal csokkentette a Schneider-2 sejtek E. coli és S.
aureus fagocitalo képességét (1. abra), azonban az eafer gén csendesitése dnmagaban 50%-kal
csOkkentette a sejtek fagocitald képességét, a tobbi receptor szerepe ehhez képest 1ényegesen
szerényebb. A croquemort, Dscam, PGRP-LC ¢és SR-CI gének egyiittes lecsendesitése kisebb
mértékben csokkenti a sejtek fagocitald képességét, mint dnmagaban az eater gén csendesitése

(Ulvila és mtsai., 2011).
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1. abra: Az eddig ismert fagocitozis receptorok szerepe Schneider-2 sejtek fagocitozisaban

Az eddig leirt fagocitozis receptoroknak a bekebelezés folyamataban betoltott szerepét
Schneider?2 sejtvonalban végzett RNS inhibicioval hasonlitottik ossze. Az eater gén RNS inhibicios
csendesitése csokkenti legnagyobb mértékben az E. coli és a S. aureus baktériumok fagocitozisat,
mig a croquemort, Dscam, PGRP-LC, SR-CI szerepe Iényegesen kisebb e két baktérium
bekebelezésében (Ulvila és mtsai., 2011).

1.2 A NimC1 fehérje doménszerkezete és a nimrod géncsalad

A D. melanogaster hemocitai molekularis markerek segitségével is azonosithatéak (Kurucz és
mtsai., 2007a). Az elso, kizarolag a plazmatocitdkra jellemzd transzmembran fehérje az altalunk
azonositott NimC1 (Kurucz ¢és mtsai.,, 2007b). A NimCl1 fehérje a transzmembran fehérjékre
jellemzé doménszerkezetet mutat: Rendelkezik szignal peptiddel, extracellularis, transzmembran ¢és
intracellularis régidkkal. Az extracellularis régio szamos prediktalt O- és N-glikozilaciés hellyel

rendelkezik, mig az intracellularis régid szdmos prediktalt szerin, treonin €s tirozin foszforilacios
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helyet tartalmaz (Blom ¢és mtsai., 1999). Az extracellularis régié a szamitdgépes predikcio szerint tiz
EGF domént tartalmaz, &m a NimC1 fehérjében taldlhat6 EGF domének a tobbi ismert EGF
doménhez képest konzervaltabbak, szigorubb konszenzusszekvenciaval irhatoak le, igy ezt a
domént elneveztik NIM doméneknek. A NIM domén, (konszenzusszekvencidja:
CxPxCxxxCxNGxCxxPxxCxCxxGY) ¢s az EMI domén feltételezhetéen két EGF domén

atrendezddésével jott 1étre (Callebaut és mtsai., 2003; Somogyi és mtsai., 2008).

= Szignal peptid/transzmembran domén Extracellular Intracellular
EMldomen =~ NmA CG31841 + CG31765*
== Egyéb N-terminalis domének ___ NimB1 CG33119
' CCxGY B2 CG31839
© NIM domén B3 CG34003
@ EGF szerli domén 8 cisztein % 88?2;172'
@ EGF domén 8 cisztein
ey Hemese CG31770
Egyéb cisztein gazdag szakasz NImC1 CG8942
4L O-kotott glikozilacio C2 CG18146-PB
C3 CG16880*
C4 CG16876

= OD(WH* Draper CG2086*
G * | I
n—»-oooooooooooooooooooooooooo«)~o—ﬁ» Eater CG6124 e

2. abra: A Drosophila melanogaster genomban kédolt NIM domént tartalmazo feheérjék

A Nimrod fehérjéek mindegyike rendelkezik szignal peptiddel, legalabb egy NIM doménnel és
egy CCXGY szekvenciaval. A NimC feherjek 2-16 NIM doménjiik mellett transzmembran doménnel
rendelkeznek, kivéve a NimC3 fehérjét, amely nem rendelkezik transzmembran doménnel, am a
génklaszteren beliili elfoglalt helye és szekvenciajanak a a NimC fehérjékhez mutatott hasonlosaga
alapjan a NimC fehérjék kozé soroljuk. A NimB fehérjék 1-9 NIM doménnel rendelkeznek, am nem
tartalmaznak transzmembran domént, igy valosziniisithetoen szekretdltak. A NimA tipusu Draper és
a NimC tipusu Eater fehérjéket kodolo gének a klasztertdl tavol talalhatoak a genomban.

A Drosophila melanogaster genomja szamos NIM domént tartalmazd receptormolekulat
kodol (2. &bra). A nimC1 gén kozvetlen genomi kdrnyezetében kilenc NIM domént hordoz6 fehérjét
kodolod gén taldlhatd, amelyek a munkacsoportunkban azonositott Nimrod fehérje- és géncsaladot
alkotjak, melyek mindegyike tartalmaz egy rovid CCxGY motivumot, valamint egy szignal
peptidet. A nimrod géncsalad tagjai az altaluk kodolt fehérjék doménszerkezeti jellegzetességei
alapjan harom csoportra oszthatdak. A NimA fehérje a Draper fehérjéhez hasonléan egyetlen NIM
doménnel és tobb EGF doménnel rendelkezik, valamint transzmembran domént is hordozo
sejtfelszini molekula. Az 6t NimB tipusu fehérje egy-nyolc NIM doménnel rendelkezik és nem
tartalmaz transzmembran domént, igy ezek valoszinilileg szekretalt fehérjék. A négy NimC tipusu
fehérje kettd-tizenhat NIM domént tartalmaz, valamint koziiliik harom transzmembran doménnel is
rendelkezik. A NimC3 fehérje nem rendelkezik transzmembran doménnel, &m a génjének a
klaszteren belill elfoglalt helye és a tobbi NimC fehérjéhez vald hasonlosdga alapjan a NimC

tipusba soroltuk (2. abra).
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A nimrod géncsalad genomi kornyezetén kiviil talalhatd tovabbi két NIM domént tartalmazo
fehérjét kodold gén, a draper és az eater. A Draper fehérje egyetlen NIM domént tartalmaz és
tizenét EGF domént, bar megtaldlhaté benne a nimrod géncsaladra jellemzd szignal peptid, a
CCxGY motivum €s transzmembran domén, igy doménszerkezete alapjan a NimA tipust fehérjék
kozé tartozik (2. abra), de mivel a fehérjét kodolo gén nem a nimrod génklaszter teriiletén talalhato
a genomban, igy nem soroljuk a Nimrdd fehérje- és géncsaladba.

Az Eater fehérje huszonhat NIM domént hordoz, emellett rendelkezik szignal peptiddel,
CCxGY motivummal és transzmembran doménnel, doménszerkezete a NimC fehérjékéhez hasonlo
(2. ébra), am mivel az eater gén nem a nimrod génklaszterben taldlhatd, nem soroljuk a Nimrod

fehérje- és géncsaladba.
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3. dbra: A nimrod géncsalad szerkezete

A nimA (kék), nimB1-5 (zold), nimC1-4 (piros) gének a Drosophila melanogaster masodik
kromoszomajan helyezkednek el egy 88 kilobazispdarnyi genomi szakaszon beliil. Ugyanerre a
genomi szakaszra térképezodik a korabban altalunk azonositott Hemese transzmembran fehérjét
kodolo gén is (Kurucz és mtsai., 2003). Az egyes nimC gének kozott egyéb, NIM domént nem
hordozo fehérjéket kodolo gének is megtalalhatoak (sziirke).

A Nimréd fehérje- és géncsalad minden jel szerint 6nallo egységet alkot: A Nimrod fehérjéket
kodolo gének egymas kozvetlen genomi kornyezetében talalhatéak a D. melanogaster masodik
kromoszémajan (3. abra). Ez a genomi régio tizenkét Drosophila faj genomjanak 6sszehasonlitd
elemzése alapjan az egyik legnagyobb szintenikus régiot alkotja (Bhuktar és mtsai., 2008), egyes
elemzések alapjan a nimrod gének kifejezOdése azonos mértékben valtozik kiilonb6zd
stresszhatasokra és immunindukcid hatasara, ez azt valoszinisiti, hogy kozos szabalyozas alatt
allhatnak. Szamos izeltldbu genomban megtalalhatd a nimrod génklaszter (Somogyi és mtsai.,
2010). Az Anopheles gambiae maléariaszinyogban, Tribolium castaneum lisztbogarban és az Apis
mellifera mézeld méhben is egymas kozvetlen genomi kornyezetében talalhatoak a NimA, NimB és

NimC gének (4. abra).
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4. abra: A nimrod géncsalad erdsen konzervalt a teljes dtalakuldssal fejlodo rovarokban

Bar a teljes datalakulassal fejlédé rovarok gemomjaban a génklaszter tagjainak a szdama
kiilonbozo, a nimrod genklaszter felépitése azonos: ance gének, az egyik ance gén intronjaban
talalhato vajk gének, majd a nimA, a nimB gének és végiil a nimC gének alkotjak. Bar a gének
szama az ecetmuslicaban (D. melanogaster), malariaszunyogban (A. gambiae) és a mézelo méhben
(A. mellifera) kiilonbozo, ezekben a fajokban az oriasi evolucios tavolsdag ellenére a gének
sorrendje erosen konzervalt, ami arra utal, hogy valosziniileg szelekcios nyomas hat a klaszter
felbomlasa ellen (A). A nimrod géncsalad szintenikus régiot alkot és arra vonatkozoan is
rendelkezésiinkre dllnak adatok, hogy az itt talalhato gének kozos szabdlyozas alatt dllnak (B)
(Somogyi és mtsai., 2010).

A nimrod génklaszter szervezddése az ecetmuslicai¢hoz hasonld az Apis mellifera mézeld
méhben és az Anopheles gambiae malariasziinyogban is. A mézeld méh és a maldriasziinyog
genomjaban egyarant egyetlen NimA, egyetlen NimB és két NimC tipusu fehérjét kodold gén
alkotja a nimrod klasztert. A klaszteren kiviil talalhat6 egy-egy Draper homoldgot kodold gén, am a

nimrod klaszteren kiviil nem talalhatdé NimC tipust fehérjét kodold gén (5. ébra).
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5. abra: A nimrod génklaszter a meézelé méh és a maldariaszunyog genomjaban

Az Apis mellifera mézelo méh és a Anopheles gambiae maldriaszunyog nimrod génklasztere
egyarant négy nimrod gént tartalmaz, egyetlen NimA, egyetlen NimB valamint két NimC tipusu
fehérjét kodolo gén talalhato egymas kozvetlen genomi kornyezetében. Mindkeét genomban egyetlen
Draperhez hasonlo molekulat kodolo gén talalhato a klaszteren kiviil.

A NimB ¢és NimC tipusu fehérjéknek nem ismertek gerinces homolodgjai, ezek a fehérjék
valoszinlileg a teljes atalakulassal fejlodd rovarok kozos Osében jelenhettek meg, am tobb mas
gerinces fehérje is a NimA és a Draper fehérjékkel egyez6 doménszerkezetet mutat. Ilyen az egér
Jedi/PEARI1 fehérje és ortologja, az emberi MEGF10 fehérje, melyek N-terminalis végiikon szignal
peptiddel rendelkeznek, egy-egy EMI domént és egy-egy NIM domént tartalmaznak, valamint
CCXGY motivummal rendelkeznek. Az egyetlen NIM doménjiik mellett szdmos EGF domént is
hordoznak. Ezek a fehérjék valosziniileg a fagocitozis folyamatdban jatszanak szerepet, hiszen az
egér Jedi/PEAR-1 vagy az emberi MEGF10 fehérjét HEK 293 sejtvonalban kifejeztetve a sejtek a
kontrollhoz képest tobb apoptotikus idegsejttormeléket kotnek meg a felsziniikon, a jedi gén RNS
inhibicidval torténd csendesitése csokkenti a fagocitozis hatékonysagat (Wu és mtsai., 2009),
valamint az emberi MEGF10 fehérje HeLa sejtekben kifejeztetve megnoveli a sejtek apoptotikus
sejt fagocitald képességét. Az emberi MEGF10 fehérje a GULP fehérjével alkot heterodimert,
ahogy a MEGFI10 C. elaegans ortologja, a CED-1 a GULP ortologjaval, a CED-6-tal képez
komplexet. Az emberi MEGF10 fehérje képes menteni a C. elaegans CED-1 fehérje hianyat, igy

egyértelmilen annak ortologjaként jellemezhetd (Hamon és mtsai., 2006).
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2. Célkituzések

A Pl antigén tomegspektrometriai elemzésének eredményeként kapott peptid egy
transzmembran fehérjét kodold gént azonositott, amelyet nimCl génnek neveztiink el.
Funkciovesztéses és funkcionyeréses vizsgalatokkal kivanjuk bizonyitani, hogy az ellenanyag altal

felismert P1 antigént valoban a nimC1 gén kodolja.

Az in silico mddszerrel azonositott nimrod génklasztert alkotd nimrod gének szerepének
vizsgélata soran meg kivadnjuk hatdrozni a nimrod gének transzkripcids aktivitasat. Ezzel
kizarhatjuk a tovabbi vizsgalatokbol azokat az esetlegesen a génklaszterben talalhato

pszeudogéneket, amelyekrdl nem képzddik messenger RNS.

Azonositani kivanjuk a NimC1 fehérje funkciojat. Mivel a NimC1 doménszerkezete hasonld
az FEater mintazatfelismerd receptoréhoz, ezért elképzelhetd, hogy a NimCl molekula
mintazatfelismerd receptorként milkddve a mikrébdk felismerésében jatszik szerepet.
Baktériumkotési kisérletekkel kivanjuk megmérni, hogy a NimC1 képes-e a kiilonb6zo baktérium

torzsek sejtjeivel komplexet képezni.
A nimrod génklasztert alkotd tovabbi nimrod gének immunvélaszban betoltott szerepének

meghatarozasahoz eukariota rendszerben rekombinadns Nimrod fehérjéket allitunk el6 és vizsgaljuk

azok baktériumkotési kapacitasat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Anyagok

4X Mintapuffer: 2,6 ml desztillalt vizhez adtunk 1 ml 0,5 M TRIS-t (pH=6,8); 2 ml glicerint
(87%), 1,6 ml 10 % SDS-t és 1 szemcse bromfenolkéket, majd az oldatot 8 ml-re egészitettiik ki
desztillalt vizzel.

Alkalikus lizis 1. oldat: 50 mM gliikoz; 25 mM Tris-Cl (pH=8.0); 10 mM EDTA (pH=8.0).

Alkalikus lizis II. oldat: Minden esetben frissen készitettiik. 0,2 M NaOH; 1% (w/v) SDS.

Alkalikus lizis III. oldat: 60 ml 5 M Kalium-acetatot és 11,89 ml 96%-o0s ecetsavat adtunk
28,14 ml desztillalt vizhez.

Ampicillin felhasznalasa: 100 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink a por alakii ampicillinbdl,
a, 70%-os etanolban oldva. Ebbdl a torzsoldatbol 1 pl-t haszndltunk a taptalaj minden egyes
milliliteréhez.

DEPC kezelt H,O: 0,05% dietil-pirokarbonattal egy ¢éjszakan at kezelt, majd autoklavozott
desztillalt viz.

Futtatéopuffer: 0,25 M TRIS, 1,94 M Glicin, 1% SDS.

Gentamicin felhasznalasa: 10 mg/ml torzsoldatot készitettiink a por alaki gentamicinbdl,
desztillalt vizben oldva, majd sziiréssel csiramentesitettiik. A torzsoldatbol 140 pl-t hasznaltunk 200
ml LB taptalajhoz.

Hemocita lizispuffer: 50 mM TRIS (pH= 7.0), 150 mM NaCl, 0,5% Nonidet P-40, 0,2%
natrium deoxikolat, I mM PMSF ¢és Complete protease inhibitor cocktail (Roche).

IPTG felhasznalasa: 100 mM-os torzsoldatot készitettiink a por alaku IPTG-bdl (Fermentas).
Egy agarlemezre 40 pul 100 mM-os IPTG oldatot szélesztettiink.

Kanamicin felhasznalasa: 75 mg/ml torzsoldatot készitettiink a por alaki kanamicinbdl,
desztillalt vizben oldva, majd szliréssel csiramentesitettiik. EbbOl a torzsoldatbol 33 pul-t
hasznaltunk 50 ml LB taptalajhoz.

LB taptalaj: 10 g triptont, 5 g élesztokivonatot, 5g NaCl-t adtunk 1 liter desztillalt vizhez,
majd az oldat pH-jat 7,0-7,5-re allitottuk be NaOH-val, és autoklavoztuk. Szilard LB téptalajhoz
literenként 20 g Bacto-agart adtunk.

Lipopoliszaccharid (LPS): A K12 E. coli térzsbdl szdrmazé lipopoliszaccharid (Invivogen

#tlrl-peklps).
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Loading puffer: 690 pl 87%-os glicerint és 120 pl 0,5 M EDTA-t adtunk 189 pl desztillalt
vizhez. Az oldathoz bromfenolkék torzsoldatot adtunk, amig halvany kékeslila szini nem lett.
Felhasznalaskor 5 pl puffert adtunk 25 pl DNS oldathoz.

Peptidoglikan (PG): A K12 E. coli torzsbdl szarmazo peptidoglikdn (Invivogen, #tlrl-kipgn).

S19 lizispuffer: 150 mM NaCl, 40 mM TRIS pH=7,5, 10% glicerin, 0,1% NP40, 5 mM
EDTA, 1 mM PMSF ¢és PIC.

SOB taptalaj: 10g triptont, 2,5 g élesztokivonatot, 0,2922 g NaCl-t, 0,0932 g KCI-t, 500 ml-
re kiegészitettiik desztillalt vizzel, majd autoklavoztuk. Felhasznalas el6tt hozzdadtunk: 5 ml 1M-os
sterilre sziirt gliik6z oldatot, 5 ml 1M-os sterilre szirt MgCl, oldatot, 5 ml 1M-os sterilre szirt
MgSO; oldatot.

TB puffer: 10 mM HEPES-t, 15 mM CaCl,-t, 250 mM KCI-t egészitettiink ki 500 ml-re. A
kész oldatot pH=6.7-re allitottuk be KOH-dal, majd autoklavoztuk. Felhasznalas el6tt minden 500
ml-éhez 11 ml 2,5M-os sterilre sziirt MnCl, oldatot adtunk.

Tetraciklin felhasznalasa: 10 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink a por alaku tetraciklinbdl,
desztillalt vizben oldva, majd szliréssel csiramentesitettiik. Ebbdl a torzsoldatbol 150 pl-t
hasznaltunk 100 ml LB taptalajhoz.

TNM-FH insect medium: (Sigma T1032) Felhasznalas el6tt minden literét kiegészitettiik 0,1
g Streptomicinnel, 0,065 g Penicillinnel valamint 10% marha szérummal és 5 mM glutaminnal.

"Ultra pure" lipopoliszaccharid (LPS): A K12 E. coli térzsbdl szdrmazo lipopoliszaccharid
(Invivogen, # tlrl-peklps).
dimetil formamidban feloldva a por alakti X-Galt. Ebbdl az oldatbol 40 pl-t szélesztettiink egy 10

cm atmérdjii agarlemezre.

Drosophila melanogaster torzsek

Oregon-R: Vad tipusu torzs.

I(3)mbn-1 (lethal (3) malignant blood neoplasm): EMS indukalt recessziv letdlis mutacio, a
homozigotak a 3. larvalis staddiumban vagy a babozdodaskor pusztulnak el. Az [(3)mbn-1 gén egy
tumor szuppresszor fehérjét kodol, a homozigota mutans egyedeknek a vad tipustindl szazotvenszer
tobb vérsejtie van (Gateff, 1977). A larva hemocitdi melanizalt tumorokat fejlesztenek. A

kisérletekhez 3. stadiumu larvakat hasznaltunk. A torzset TM6 balanszer kromoszomaval tartottuk
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fenn, a homozigotdk az ezen taldlhatd Tubby (Tb) marker alapjan kiilonboztethetok meg a
heterozigéta larvaktol (Konrad és mtsai., 1994).

Hml-Gal4.4, UAS-2XEGFP; [(3)mbn-1: Hemocita taltermeld torzs, amelyben
ellenanyagainkkal nem mutathatd ki a NimC1 fehérje. A torzs egy, a transzgénektdl fiiggetlen
hattérmutaciot tartalmaz a transzgéneket is hordozé masodik kromoszéméjan. A spontan létrejott,
vélhetdleg egy mozgékony genetikai elem helyvaltoztatasakor keletkezett delécio a nimCIl gén
masodik exonjanak egy szakaszat érinti és leolvasasi keret eltolodast okoz. A mutdns génrdl egy, a
vad tipusunal rovidebb RNS molekula irodik at. A mdasodik kromoszoman hordozott hemolectin
meghajtéelem a hemocitdkban fejezi ki a GFP fehérjét, igy azok zold fluoreszcenciajuk alapjan

azonosithatdéak aramlasi citometrias mérésekben (Goto és mtsai., 2003).

Felhasznalt sejtvonalak

Schneider-2: A sejtvonalat Oregon-R, vad tipusu Drosophila melanogaster torzsbol szarmazo
embriok szoveteibdl alapitottdk. Sejtjei szilard feliilethez tapadnak és egyetlen sejt vastagsagu
réteget hoznak létre, &m konnyedén lemoshatdak, tripszinkezelés nélkiil is. A sejtvonal sejtjeit
embrionalis makrofag jellegliként irtdk le, a sejtek nagy mennyiségben fagocitalnak mikrobékat,
ezért a fagocitodzis vizsgalatdban elterjedt modellrendszer a Schneider 2 sejteken végzett in vitro
fagocitozis vizsgalata. A sejtvonal 1ényeges tulajdonsaga, hogy ellenanyagainkkal nem mutathat6 ki
a NimCl1 fehérje kifejezédése a sejtek felszinén.

Sf9: A sejtvonal Spodoptera frugiperda molylepke petefészkébdl szarmazik. A sejtek
milanyag Petri-csészében szilard feliilethez tapadnak, am tripszinkezelés nélkiil is lemoshatoak, de
razatott kulturdban szuszpenzidként is fenntarthatéak. Az Sf9 sejtvonal érzékeny az Autographa
californica multiple nuclear polyhedrosis virus fertdzésére, ezért alkalmas a baculovirus alapi

fehérjetermelésre.

Baktériumtorzsek

OmniMAX2 T1 torzs: Invitrogen C8540-03

F' {proAB+ lacl® lacZAM15 Tnl0(TetR) A(ccdAB)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
080(lacZ)AM15 A(lacZYA-argF) U169 endAl recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA panD

DH10Bac: Invitrogen 10359-016

F—mcr A A(mrr -hsd RMS-mcr BC) @ 80lac ZA M15 A lacX74 rec Al end Al ara D139 A
(ara, leu )7697 gal U gal K A— rps L nup G/bMONI14272/pMON7124
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WaaC E. coli torzs: CGSC#11805; JW3596-1 (Baba ¢s mtsai., 2006)
LacY E. coli torzs: CGSC#11893; JW0334-1 (Baba ¢s mtsai., 2006)
Escherichia coli: SzZMC 0582

Serratia marcescens: SzZMC 0567

Xanthomonas campestris: SZMC 6181

Staphylococcus epidermidis: SZMC 14531

Bacillus subtilis: SzZMC 0209

Bacillus cereus var. mycoides: SZMC 0042

Micrococcus luteus: SZMC 0264

3.2 Modszerek

Plazmid DNS izoldlasa alkalikus lizissel: Egy egyedi baktériumtelepet oltottunk le 2 ml
antibiotikummal kiegészitett LB taptalajba. A baktériumokat 37 °C-on razatva egy ¢éjszakan at
novesztettiik. 1,5 ml sejtszuszpenziot centrifugaltunk (13.000 rpm, 1 perc, 4 °C), majd eltavolitottuk
a feliiluszot. A pellethez 100 pl jéghideg 1. oldatot adtunk, majd felszuszpendalasig vortexeltiik.
Hozz4adtunk 200 pl frissen készitett II. oldatot, majd 6vatosan Osszekevertiik. Hozzadadtunk 150 pl
jéghideg III. oldatot, majd dvatosan dsszekevertiik. Ot percen 4t szobahdmérsékleten inkubaltuk,
majd centrifugaltuk (13.000 rpm, 1 perc, 4 °C). A feliiltiszot tiszta Eppendorf-csébe helyeztiik, majd
1 ml etanolt (96%) adtunk hozza. Vortexeltiik és negyven percen at -20 °C-on inkubaltuk, majd
centrifugaltuk (13.000 rpm, 20 perc, 4 °C). Eltavolitottuk a feliiluszot, majd a DNS pelletet 200 pl
etanollal mostuk (70%), centrifugaltuk (13.000 rpm, 5 perc, 4 °C), majd eltavolitottuk a feliiluszot.
Az tledéket szobahdmérsékleten szaritottuk. A DNS pelletet 30-70 ul TE pufferben oldottuk fel. 1
ul 10 mg/ml RN4az A oldatot adtunk hozza.

DNS emésztése restrikciés endonukleaz enzimmel: 2 pl alkalikus lizissel izolalt plazmid
DNS oldathoz hozzadmértiink 2,5 pl, az emésztésre hasznalt enzimnek megfeleld 10X puffert
(Fermentas), 20,3 ul desztillalt vizet, valamint 0,2 pl restrikcios endonukleazt (10 U/ul Fermentas).
Az oldatot egy oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd agardz gélelektroforézissel tettiik lathatova az
emésztés termekeét.

DNS preparativ emésztése restrikcios endonukleaz enzimmel: 30 pl alkalikus lizissel
izolalt plazmid DNS oldathoz hozzamértiink 10 pl 10X puffert (Fermentas), 56 ul desztillalt vizet,
valamint 4 pl restrikcidos endonukleazt (10U/ pl Fermentas). Az oldatot 2,5 oran at 37 °C-on

inkubaltuk.
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DNS ligalas: A ligaz reakciot 20 ul végtérfogatban végeztiik, a plazmid €s az inszert DNS
mennyiségét minden egyes reakcid soran egyedileg hataroztuk meg, az oldatok DNS tartalma
alapjan, amelyet agar6z gélelektroforézissel hataroztunk meg. Példaként 4 pl plazmid DNS oldatot
¢és 3 ul inszert DNS oldatot hasznal6 reakciot irunk le: 4 pl plazmid DNS oldat; 3 pl inszert DNS
oldat; 2 ul ligdz puffer (10X Fermentas); 1 ul T4 DNS ligaz enzim (1 U/ pl, Fermentas); 10 ul
desztillalt viz. A reakcioelegyet két oran keresztiil 18 °C-on inkubéltuk, majd egy aliquotnyi (100
ul) kompetens sejtet transzformaltunk vele.

Ragados végekkel rendelkezd inszertek ligalasakor egy kontrollreakciot is végeztiink,
amelyben az inszertet kivéve minden sziikséges OsszetevO megtalalhatd volt. Csak azoknak a
ligdtumoknak a telepeibdl dolgoztunk tovabb, amelyek az inszert nélkiili kontrollreakcioval
transzformalt kompetens sejteknél legalabb kétszer tobb telepet eredményeztek.

Plazmid DNS izolalasa oldatbdl: A plazmid DNS oldatb6él EZ-10 Spin Column PCR
Purification Kit-tel (Bio Basic inc. BS353) izolaltuk a plazmid DNS-t, kdvetve a gyarto altal adott
receptet. Az oszloprol 30 ul Elucids Pufferrel (10 mM TRIS-HCI1 pH=8,5) elualtuk a plazmid DNS-
t.

Plazmid DNS izolalasa gélbél: A visszaizoldlni tervezett DNS-t SybrSafe festékkel
kiegészitett agaroz gélen (1:10000 higitasban hasznaltuk) valasztottuk el. Az agar6z gélben a
SybrSafe festéket gerjesztd 470 nm hullimhosszu kék fénnyel tettiik lathatova a DNS-t. Pengével
kimetszettiik a kivant savot, a kimetszett géldarabbol EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit-
tel izolaltuk a DNS-t, kovetve a gyartd receptjét. Az oszloprol 30 pl Elucios Pufferrel (10 mM
TRIS-HCI pH=8,5) elualtuk a DNS-t.

Kompetens sejt transzformalisa: Egy aliquotnyi (100 pl) kompetens sejtet a -80 °C
hémérsékletii hiitébol kiemelve azonnal jégbe helyeztiink, ami husz perc alatt lassan felolvadt.
Megfeleld mennyiségli plazmid DNS-t adtunk hozza, alkalikus lizissel izolalt cirkularis plazmid
DNS-b6l 0,1-1 pl-t, ligalt plazmid DNS-bdl a teljes 20 pl-nyi ligatumot, majd dvatosan felkevertiik.
Harminc percen at jégen inkubaltuk, majd 45 masodpercre 42 °C vizflirddbe helyeztiik. Harom
percen at jégen inkubaltuk, majd 900 pl steril folyékony LB téaptalajt adtunk hozza. 37 °C-on
inkubaltuk negyvenot percen at, majd a sejtszuszpenzidbol 100 pl-t agarlemezre szélesztettiink. A
maradék 900 pl-t centrifugaltuk (13.000 rpm, 1 per, szobahdmérséklet), eltavolitottuk a feliiliszot,
majd 200 pl LB taptalajban folvéve a baktériumiiledéket, egy agarlemezre szélesztettiik. A két

agarlemezt egy ¢éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.
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DH10Bac kompetens sejt transzformalasa: Egy aliquotnyi (100 ul) kompetens sejtet hlisz
perc alatt lassan jégen kiolvasztottunk. Minden egyes aliquothoz 30 pl alkalikus lizissel izolalt DNS
oldatot adtunk, majd harminc percen at jégen inkubdltuk, 45 masodpercre 42 °C vizfiirdobe
helyeztiik és két percen at jégen inkubaltuk. Hozzdadtunk 900 pl steril LB taptalajt, majd négy o6ran
at 37 °C-on razattuk. A baktérium szuszpenziot kanamicinnel, tetraciklinnel, gentamicinnel, IPTG-
vel, X-Gal-lal kiegészitett LB agarlemezre szélesztettiik és 48 o6ran 4t 37 °C-on inkubaltuk.

Kompetens sejtek készitése: Egy egyedi baktériumtelepbdl indultunk ki, ezt 5 ml, a
megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB taptalajba oltottuk le. A kulturat egy €jszakan at razatva
inkubaltuk 37 °C-on. Masnap a kultarat kettéosztottuk és 250-250 ml SOB téptalajhoz adtuk, majd
18 °C-on 150 rpm-mel rdzatva inkubdltuk a kultarakat, amig el nem érték a 0,6-0,8-as optikai
denzitast, 600 nanométer hullamhosszisagli fényben mérve. A sejtszuszpenziokat steril
centrifugacsovekbe toltottiik, majd tiz percen at jégen inkubaltuk. A kultardkat centrifugaltuk (5000
rpm, 10 perc, 4 C°), eltavolitottuk a feliilasz6t, majd a baktériumpelleteket 80 ml jéghideg TB
pufferben szuszpendaltuk fel. A szuszpenzidt tiz percen at jégen inkubaltuk, majd centrifugaltuk
(4000 rpm, 10 perc 4 °C). Eltavolitottuk a feliiluszot, majd a sejtpelleteket 20 ml jéghideg TB
pufferben szuszpendaltuk el. Lassan, folyamatos keverés mellett hozzdadtunk 7%-nyi
végkoncentracioban DMSO-t. A sejtszuszpenzidkat tiz percen at jégen inkubaltuk, majd minden
Eppendorf-csébe 100 pl-t mértiink ki beldliik, amelyeket azonnal folyékony nitrogénbe ejtve
fagyasztottunk, majd-80 °C-on taroltunk.

El6 hemocitik aramlasi citometrias elemzése: Egy 96 lyuka lemez egy lyukaba harmadik
stadiumt larvakbol izolalt 2x10° hemocitat helyeztiink, 20 pl tiz szazaléknyi marha szérummal
kiegészitett Schneider taptalajban. Az elsddleges ellenanyagbol 50 pl-t mértiink egy mintdhoz
majd 45 percen at inkubaltuk jégen. A sejteket hdromszor mostuk jéghideg Schneider taptalajban,
hozzaadtuk a masodlagos ellenanyagot, 1:100 higitasban FITC jelolt anti-egér immunglobulint
(Sigma) vagy 1:1000 higitasban Alexa Fluor 633 jeldlt anti-egér immunglobulint (Invitrogen), majd
45 percen at jégen inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk jéghideg Schneider taptalajban, majd a
fluoreszcencia intenzitdsukat egy FACSCalibur aramlasi citométerrel mértiik meg.

Indirekt immunfluoreszcencia: Harmadik stadiumu larvakat véreztettiink ki PTU-val
kiegészitett Drosophila Ringer oldatba. A hemocitakat 45 percen at inkubaltuk szobahon,
nedveskamraban, hogy a sejtek kitapadjanak a targylemezhez. A kitapadt sejteket 2%-os
paraformaldehid oldatban fixaltuk 12 percen at, majd haromszor mostuk PBS-ben. A mintat 0,1%

BSA-t tartalmazd PBS-ben telitettiik, 15 percen at. Az elsddleges ellenanyaggal egy ¢jszakan at
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inkubaltuk a mintdt nedveskamrdban, majd haromszor mostuk PBS-ben. Masodlagos
ellenanyagként 45 percen at inkubaltuk 0,1% BSA-PBS oldatban 1:300 higitott fluoreszcensen
jelolt anti-egér ellenanyagot, az oldatot kiegészitve 1:200 higitdsban DAPI DNS festékkel. A
targylemezeket haromszor mostuk PBS-ben, majd beagyazé médiummal fedtiik.

In vivo fagocitozis: Egy 96 lyukt lemez egy lyukdba harmadik stadiuma larvakbol
hemocitékat izolaltunk tizszdzaléknyi marha szérummal és PTU-val kiegészitett Schneider
taptalajba. Tiz percen at szobahOn inkubaltuk a sejteket, majd 2x10° hdével elolt, FITC-cel
fluoreszcensen jelolt baktériumsejtet adtunk hozza. Hiszpercnyi szobahdn inkubalas utan a be nem
kebelezett baktériumok fluoreszcenciajanak kioltasara tripankéket adtunk a sejtszuszpenzidhoz,
0,2% végkoncentracioban, majd azonnal megmértilk a sejtek fluoreszcencia intenzitdsat egy
FACSCalibur aramlasi citométerrel.

RNS inhibiciés konstrukt készitése: A nimCl gén RNS inhibicids csendesitésé¢hez egy
dsRNS konstruktot készitettlink (AB186054), amelyben a nimCIl gén 5' nem transzlal6do
pUAST vektorba klonoztuk, a wingless gén 1177 bazispar hosszusagu intronjaval elvalasztva. A
konstruktot P-elem transzpozdz enzimet kodold helper plazmid segitségével juttattuk a w'''® torzs
genomjaba. A kivalasztott szakasz, amelybdl a kettdsszala RNS kialakul, nem tartalmaz tizenhat
bazisparnal hosszabb egyezést egyetlen mas D. melanogaster génnel sem.

A NimCl1 fehérje kifejeztetése Schneider-2 sejtekben: Az LP05465 azonositoszamu nimC1
c¢DNS klonbol indultunk ki, az EcoRI-Xhol emésztéssel kapott inszertet klonoztuk a pMT/V5-HISA
vektorba. A vektor ellenOrzésekor azt tapasztaltuk, hogy a cDNS klon két bazisparnyi deléciot
tartalmaz a genomi szekvencidhoz képest az 1564. bazisparnal, aminek hatdsara a cDNS-rdl trunkalt
NimC1 fehérje irddik at. Hogy ezt a hibat kijavitsuk, a nimC1 génben talalhaté BamHI hasitohelyt6l
downstream irdnyban 1,8 kilobazis méretli szakaszt amplifikdltunk polimerdz lancreakcidval
genomi DNS templatrdl, majd ezt a fragmentet klonoztuk a pMT/V5-HIS vektorba. A Schneider-2
sejteket Effectene reagenssel (Quiagen) transzfektaltuk, majd a rekombindns NimC1 kifejezédését
réz-szulfat hozzéadasaval indukaltuk. A sejteket a réz-szulfat indukcié utdn négy nappal hasznaltuk
fel a kisérleteinkhez.

RNS izolalas: A Gibco BRL TRIZOL reagensét hasznaltuk RNS izolalasra, pontosan kovetve
a gyartd cég altal megadott hasznalati utasitast. 5-10 x 10° izolalt hemocitdhoz 1 ml TRIZOL
reagenst hasznaltunk, majd tobbszori pipettazadssal homogenizaltuk a sejteket. Harmadik staddiumu

larvabol 22 egyedet hasznaltunk 1 ml TRIZOL reagenshez. Az egész larvakat a TRIZOL reagensben
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homogenizaltuk, és egy kiilon tisztitasi Iépésben centrifugaltuk (12.000 rpm, 10 percig 4 °C), majd a
feliiluszot hasznaltuk. Ot perc szobahémérsékleten torténd inkubalds utan 0,2 ml kloroformot
adtunk hozzd az eredeti TRIZOL reagens minden milliliteréhez. Rovid razés, és 3 perces
szobahOmérsékleten torténd inkubalas utan centrifugaltuk (12.000 rpm, 15 perc, 4 °C). A vizes
fazist Eppendorf-csébe mérve, az eredeti TRIZOL minden mililiteréhez 0,5 ml izopropil alkoholt
adtunk. Tiz perces szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan centrifugéaltuk (12.000 rpm, 10 perc,
4 °C). A feliiluszot eltavolitottuk az RNS csapadékrol. A kapott csapadékot 75%-os etil-alkohollal
mostuk, majd centrifugaltuk (7500 rpm, 5 perc, 4 C) és levegon szaritottuk, amig gélallapotiivd nem
valt. Az RNS-t DEPC-kezelt desztillalt vizben oldottuk.

Reverz transzKripcio: 5 pg izolalt teljes RNS-t tartalmaz6 oldatbdl indultunk ki. Az oldathoz
végtérfogatra egészitettilk ki DEPC-kezelt desztillalt vizzel. A reakcioelegyet 70 °C-on tiz percen at
inkubaltuk, majd jégen hiitottilk. Hozzamértiink 10 ul 5X RT puffert (Fermentas), 4 ul 10 mM
dNTP keveréket (Fermentas), 20 U RN&4z inhibitort (Fermentas), 40 U M-MuLV reverz
transzkriptaz enzimet (20 U/ul Fermentas), majd 50 pl végtérfogatra egészitettiik ki DEPC kezelt
desztillalt vizzel. A reakcioelegyet tiz percen at szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd egy oran at
42 °C-on, majd 5 percen at 70 °C-on. A reakcioé termékét 12,5 pl-nyi aliquotokra osztottuk, majd -20
°C-on taroltuk.

Polimeraz lancreakcié (PCR): A polimerdz lancreakciokat a MJ Research altal gyartott
PTC-0200 DNA Engine-en végeztiik, olajrétegzés nélkiil, a csovek tetejét flitve. A lancreakcid elsd
Iépéseként 3 percre 95 °C-ra melegitettiik a reakcidelegyet. Maga a lancreakcio 3 1€épésbdl allt: 95
°C on 30 masodpercig denaturdltuk a DNS-t (denaturdlds), majd 58 °C-on 45 masodpercig
engedtiik, hogy a primerek megtalaljak a komplementer szekvencidkat (annealing), végiil 72 °C-on
I perc 30 masodpercet hagytunk a lanchosszabbitasi 1épésre (elongacid). Az annealing fazis
homérsékletét és az elongacios fazis id6tartamat az egyes primerparokhoz igazitottuk.

Egy 25 ul végtérfogatii reakcidhoz 14, 375 pl desztillalt vizet, 2,5 ul 10 X PCR puffert
(Fermentas), 3 pul 25 mM MgCl.t, 2,5 pl 2mM dNTP keveréket (Fermentas), 1 pul DNS templatot és
primert mértiink dssze.

Hemocita lizatum készitése: A 3. stadiumt larvak kutikuldjat sztereomikroszkop alatt

megsértve, jéghideg 5% marha szérummal kiegészitett Schneider-taptalajba csorgattuk
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hemolimfajukat. PTU-val eldztiik meg a vérsejtek melanizalédasat, mivel a PTU a fenoloxidaz
szubsztratja, kompetitiven gatolja az enzim miikdését és ez altal a hemolimfa koagulalodasat.

Egy mintat 5x10° hemocitabol készitettiink, 400 pl hemocita lizispuffer hozzaadasaval. A
sejteket haromszor szonikaltuk (1 perc), majd minden szonikalds utan folyékony nitrogénben
fagyasztottuk. A feltaras utan a sejttormeléket centrifugaldssal (18.000 x g 10 perc 4 °C) iilepitettiik,
kisérleteinkben a feliiliszot hasznaltuk fel.

FITC jelolt baktérium készitése: Tiz milliliternyi baktérium szuszpenzidbol (ODgy =1,5)
centrifugaltunk (4200 x g 20 perc 4 °C), majd hdromszor megmostuk PBS-ben ¢és forrasban 1évo
vizben inaktivaltuk a sejteket (1 6ra). A hovel elolt baktériumsejteket 10 ml 0,25 M karbonat-
bikarbonat pufferben (pH 9.0) szuszpendaltuk fel, amelyben ez utan cseppenként 100 pl DMSO-ban
oldott 0,5 mg FITC-et oldottunk fel. A baktérium szuszpenzidt egy éjszakan at forgattuk (4 °C),
majd nyolcszor mostuk PBS-ben, hosszan vortexelve.

Baktériumkatési esszé: Egy Eppendorf-csében centrifugaltuk (11.200 x g, 4 perc, 4 °C) le a
FITC-E. colit (10 pl) vagy a FITC-S. epidermidist (5 pul) és 400 pl hemocita lizatummal egészitettiik
ki, majd egy ¢jszakdn 4t 4 °C-on forgattuk. A rekombinans fehérjéket termeld SF9 sejtek
lizatumabdl 800 pl-t tettiink egy mintara. A baktériumsejteket centrifugalassal iilepitettiik (11200 x
g 4 perc 4 °C) és haromszor mostuk PBS-ben, minden mosasi 1épéskor harminc masodpercen at
vortexelve. A baktériumpellethez 1 ml elsédleges ellenanyagot adtunk, vagy Pla és Plb
monoklondlis egér ellenanyagok keverékét (Kurucz és mtsai., 2007a), vagy Lla ¢és L1b egér
monoklonalis ellenanyagok keverékét (Kurucz €s mtsai., 2007a, Honti és mtsai., 2009), vagy anti-
FLAG egér monoklonalis ellenanyagot (1:1000 higitottuk KRPMI-ben). Fél percnyi vortexelés utan
a mintat két oran at forgattuk 4 °C-on, majd haromszor mostuk 5% szérummal kiegészitett RPMI
taptalajban. A baktériumpellethez masodlagos ellenanyagként 1 ml Alexa Fluor 633 fluorokrommal
jelolt anti-egér IgG-t (Invitrogen) (1:600 higitottuk KRPMI-ben) adtunk, majd 45 percen at
forgattuk 4 °C-on. Miutan a baktériumpelletet haromszor mostuk 5% szérummal kiegészitett RPMI
taptalajban és kétszer PBS-ben dramlasi citometridaval mértiik a baktériumsejtek fluoreszcencia
intenzitdsat. A baktériumsejteket az FL-1 csatornan mért FITC (z6ld) fluoreszcencidjuk alapjan
kiilonitettiik el a tormeléktdl, és a kapuzott sejtpopulacio Alexa Fluor 633 (tavoli vords)
fluoreszcencia intenzitasat az FL-4 csatornan mértiik egy FACSCalibur aramlasi citométerrel.

Statisztikai elemzés: A vizsgalt fehérjék baktériumkotését a tdvoli vords tartomanyban mért
fluoreszcencia intenzitdsok szdmtani kozepével (MFI) jellemeztiik. A NimC1 fehérjét felismerd

ellenanyaggal festett minta MFI értékét elosztva a kontroll minta MFI értékével szamitottuk ki a
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minta relativ MFI értékét (RMFI). Minden abran feltiintettilk az RMFI értékek szordsat is. Az
aramlési citometridval mért MFI értékeken Student #-tesztet végeztiink, a baktériumkotést ugy
hatdroztuk meg, mint ahol a minta MFI értékei szignifikdnsan kiilonbéznek a kontroll MFI
értékeitdl, azaz a Student #-teszt eredményeként kapott p értek alacsonyabb 0,05-nél.

Kompeticios baktériumkotési esszé: A kompeticios baktériumkotési kisérletekben a
hemocita lizatumhoz el6szor a kompetitort adtuk hozza, majd két 6ran at 4 °C-on forgattuk, ez utan
végeztiik el vele a baktériumkotési esszét.

Baktériumlizatum készitése: Egy minta 24 ml E. coli szuszpenzidobdl (ODgy = 1,3) iilepitett
sejtekbdl készilt, amelyet 1 ml lizisufferben szuszpendaltunk fel, harminc percen at jégen
inkubaltunk, majd 6tszor szonikaltunk (1 perc) és nitrogénben fagyasztottunk, majd centrifugaltunk
(18000 x g 10 perc 4 °C).

Baktérium lizatum fehérjementesitése fenolkezeléssel: 250 pul E. coli lizdtumhoz 250 pl
fenolt adtunk, 6t percen at vortexeltiik, 6t percen at szobahdmérsékleten, majd 6t percen at jégen
inkubaltuk. Lecentrifugéltuk (11200 x g 2 perc 4 °C) és a 250 ul vizes fazist friss Eppendorf-csébe
helyeztiik. A fenolt Gjabb 250 pl friss lizispufferrel extrahaltuk, majd a masodik vizes fazist
Osszekevertiik az elsvel. Az igy kapott 500 ul vizes fazist 500 pl fenollal kétszer extrahaltuk. A
kapott kétszer 500 pl vizes fazist 6sszedntottiik €s 1 ml fenollal kétszer extrahaltuk. A kapott 2 ml
vizes fazishoz 9,1 ml 96%-os etanolt és 330 pl natrium-acetatot adtunk, majd két 6ran at -20 °C-on
inkubaltuk. Az oldatot centrifugéltuk (11200 x g 10 perc 4 °C) és a feliiluszot eltavolitottuk. Az
iiledéket 1 ml -20 °C-o0s 96% etanollal mostuk, majd 250 pl lizispufterben oldottuk fel (Mddositva
Hirschfeld és mtsai., 2000 alapjan) .

Baktériumfehérjék emésztése Proteinaz k enzimmel: 250 pl E. coli lizatumhoz 1 mM
végkoncentracidban Proteindz K enzimet (20 mg/ml, Fermentas) adtunk, majd harom 6ran at 50 °C-
on inkubaltuk. A Proteindz K enzimet 4 mM PMSF hozzdadasaval gatoltuk, majd a mintat
centrifugaltuk (18000 x g 10 perc 4 °C). A feliiliszot hasznaltuk a kompeticios baktériumkotési
esszében.

FLAG-taget kédolé plazmid készitése: A FLAG epitopot és az Xbal és Notl restrikcios
endonukledzok hasitohelyét kodold génszegmentet két oligonukleotidként szintetizaltattuk meg
mint 5'-CAATCTAGAGATTACAAAGACGACGACGACAAATAGTAAGCGGCCGCAAC-3'és a
reverz komplement szekvencidja. A DNS szakasz 5' és 3' végét is kiegészitettiik harom-harom
véletlenszeriien kivalasztott bazissal, amelyek a restrikcidés endonukledz enzimek szubsztratkotését

segitik, ugyanis szamos ilyen enzim alacsony hatékonysaggal hasit 5' vagy 3' végi szubsztarot.
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Mindkét oligonukleotidbol 1 nmol végkoncentracioban adtunk 10 pl desztillalt vizhez €s tiz percen
at 95 °C-on inkubaltuk, egy percen at 70 °C-on, 1 percen at 60 °C-on, egy percen at 50 °C-on, két
percen at 40 °C-on inkubaltuk, hogy a két egyesszali DNS szakasz kettdsszala DNS molekulakat
hozzon létre. Az oldathoz 0,6 pul Notl (10 U/ul, Fermentas) és 0,6 ul Xbal (10 U/ul, Fermentas)
enzimet, valamint 2 ul BamHI puffert (10X, Fermentas) és 6,8 ul desztillalt vizet adtunk, majd 37
°C-on inkubaltuk két oran keresztiil. A restrikcids endonukledz enzimeket husz percen at 80 37 °C-
on inkubalassal inaktivaltuk, majd az inszertet egy Notl-Xbal emésztett pBKSII+ vektorba
klonoztuk. A telepekbdl alkalikus lizis sel izolaltuk a DNS-t, amelyeket Apal és Sacl emésztéssel
ellendriztiink, a vart termékeket (102 bp inszert nélkiili vektor, 132 bp a FLAG inszertet hordozo
vektor) 2% agardz gélen futtatva kiilonitettiik el egymastol. A kapott klénokat T3 és T7 primerek
segitségével szekvenalassal ellendriztik, és egy helyes beépiilést hordoz6é plazmidot
kivalasztottunk, amelyet pB-FLAG-nek neveztiink el. Az inszert tervezésekor tigyeltiink arra, hogy
a FLAG peptidet kodold szakasz és a két STOP kodon a pBluescriptll plazmid klonozohelyén
talalhato B-galaktozidaz a-fragmensét kodold géntdl kiilonbozd leolvasési keretbe keriiljon. A f-
galaktozidaz gén leolvasasi keretében igy nem taldlhatbak STOP kodonok, a plazmidrél

miikoddképes P-galaktoziddz fehérje irodik at, a pB-FLAG alkalmas kék-fehér szelekciora is.

A rekombinans fehérjéket kédolé baculovirus eldallitisa: A Nimrod fehérjéket kodold
inszerteket polimeraz lancreakcidval allitottuk eld. A felhasznalt primerek tartalmazzak a Sall és az
Xbal restrikcios endonukledzok hasitohelyét, valamint a forward primerek egy START (ATQ)
kodont is:

NimCl1 forward: 5'-CAAGTCGACATGATTTGTAACCGATCGCAGG-3'
NimCl reverse: 5'-CAATCTAGATACCTCGCTGGTTGATGTCTG-3'

NimA forward: 5'-CAAGTCGACATGATACCATTGGGATCAGGACAAAACAG-3'
NimA reverse: 5'-CAATCTAGAGGCCTCACCTCCAACGAATCC-3'

NimB Iforward: 5'-CAAGTCGACATGACGCTGGTGGCATTTCCTG-3'

NimB lIreverse: 5'-CATTCTAGATAGATATCCTTCGCGGCAGTGAC-3'
NimB2 forward: 5'-CAAGTCGACATGAAGACGGCTGGCATCAAGACAC-3'
NimB2 reverse:5'-CAATCTAGACAAACCGGAAGCGCACTCACAG-3'
Draper forward: 5'-GTTGTCGACATGTTGCCGGTAATCCTCATAGC-3'
Draper reverse: 5'-CAATCTAGAGTCGCACTGGCACTTCTGG-3'

Atilla forward: 5'-CAAGTCGACATGCACAGTGCATCGGCCATCAAG-3'
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Atilla reverse: 5'-CAATCTAGATGCACTGACCGCCACAAAG-3";

Templatként teljes RNS mintdbdl reverz transzkripcioval eldallitott cDNS mintat hasznéaltunk
a NimA inszert eldallitasahoz. A tobbi inszert eldéllitdsdhoz a kovetkezd cDNS plazmidokat
hasznaltunk templatként: LP05465 (NimC1), GH07762 (NimB1), HL01444 (NimB2), RE50156
(Atilla), 1P15264 (Draper). Mindegyik polimeraz lancreakcio termékét Sall és Xbal restrikcios
endonukledz enzimekkel emésztettik, majd a pB-FLAG vektorba klonoztuk. Az inszertek
szekvenciajat T3 és T7 primerekkel végzett szekvenalassal ellendriztiik.

A FLAG taggel ellatott rekombindns fehérjéket baculovirus expresszids rendszerben
fejeztettilk ki (Bac-to-Bac, Invitrogen). Az inszerteket a pB-FLAG vektorbol pFastBacDual
vektorba klonoztuk Sall és Notl restrikcids endonukledzok felhasznalasaval. A pFastBacDual-atilla,
pFastBacDual-nimA, pFastBacDual-nimBI, pFastBacDual-nimB2, pFastBacDual-nimCI1 ¢és
pFastBacDual-draper plazmidokkal DH10Bac kompetens sejteket transzforméltunk, amelyek egy
shuttle vektort, mas néven bacmidot hordoznak, amely egy fertdzoképes baculovirus genomjat
tartalmazza. Az inszertek a pFastBacDual vektorokon Tn7 rekombinacids szignalszekvenciak
kozott talalhatoak, a shuttle vektor is tartalmaz Tn7 szignélszekvencidkat egy lacZ génben, a
DNHI10Bac baktériumsejtek pedig kifejezik a sziikséges rekombindz enzimet, igy a DHI10Bac
torzsben az inszert a pFastBacDual vektorrél a shuttle vektorra rekombindl. A sikeresen
rekombindlddott inszert miikodésképtelenné teszi a bacmid lacZ génjét, igy a sikeres rekombinacid
termékei kék-fehér szelekcidval azonosithatoak. A kapott telepek koziil a fehér szinliekbdl hetet
kivalasztottunk, amelyeket friss kanamicinnel, tetraciklinnel, gentamicinnel, IPTG-vel, X-Gal-lal
kiegészitett LB agarlemezre szélesztettiik és 24 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. A kindtt telepek koziil
kivéalasztottuk a fehéreket, amelyekbdl 2 ml kanamicinnel, tetraciklinnel és gentamicinnel
kiegészitett LB taptalajba oltottunk le egy-egy kacsnyit, majd ezeket a kultirdkat egy éjszakan at 37
°C-on razattuk. A baktériumszuszpenziokbol alkalikus lizissel izolaltuk a plazmid DNS-t, majd az
inszert beépiilését az izolalt bacmid DNS-en végzett polimeraz lancreakcioval ellendriztiik
pUC/M13 forward (5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3") és reverse (5'-
AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3") primerek segtségével. Az inszertet tartalmazd bacmidot
hordoz6 klonokat 60 ml kanamicinnel, tetraciklinnel és gentamicinnel kiegészitett folyékony LB
taptalajba oltottuk le, majd ODgo 1,5-ig ndvesztettiik a baktériumkultardkat. A bacmid DNS-t
Qiagen Plasmid MIDI KIT segitségével izolaltuk, majd TE pufferben oldottuk fel.
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Fertozoképes baculovirus eldallitisa: Az izolalt vektor DNS-sel Spodoptera frugiperda
lepke eredetii sejtvonalat (S9) transzfektaltunk. Az Sf9 sejtekben kifejezddnek a bacmidon kodolt
gének, igy ezek a transzfektalt sejtek fertdzoképes baculovirus részecskéket hoznak I1étre,
taptalajukat friss Sf9 sejtekre helyezve a feliiliszoban taldlhatd virusrészecskék fertdzik a lepke
sejtvonalat. Hatlyuki lemezen (Orange scientific) 60-70%-os lefedettségig ndvesztettik az St9
lepke sejtvonal sejtjeit TNM-FH taptalajban. A sejteket haromszor megmostuk szérummentes
TNM-FH téptalajban. 1,5 pg bacmid DNS-t 33 ul végtérfogat szérummentes TNM-FH taptalajban
feloldva Osszekevertiik 33 ul végtérfogat szérummentes TNM-FH-ban feloldott 12 ul Cellfectin II
reagenssel (Invitrogen), majd tizendt percen at szobahdmérsékleten inkubaltuk. A DNS oldathoz
300 pl szérummentes TNM-FH taptalajhoz kevertiik, majd a megmosott Sf9 sejtekre helyeztiik és
12 6ran 4t himbélva inkubaltuk szobahdmérsékleten. A sejteket megmostuk szérummentes TNM-
FH taptalajban, majd friss taptalajt tettiink a lemezekre €s 72 6ran at 26 °C-on inkubaltuk. A
feliiluszo6 tartalmazta a fert6zoképes baculovirus részecskéket, ez a P1 virus.

S19 sejtek fertozése és lizise: Az Sf9 sejteket 15 cm atmérdji Petri-csészébe oltottuk, majd
50-70%-o0s befedettségig ndvesztettiik 25 °C-on. A sejtkultirat P4-es baculovirussal fertdztiik, majd
72 oran 4t 25 °C-on inkubaltuk. Egy Petri-csésze tartalmat 1800 pl Sf9 lizispufferben
szuszpendaltuk fel. A mintat haromszor szonikaltuk és fagyasztottuk folyékony nitrogénben, majd
centrifugaltuk (18000 x g 10 perc, 4 °C).

Western blot: Megfeleld méretii tiveglapok kozé ontottiik ki elészor a 10%-os futtatogélt (4
ml akrilamid oldat; 4,5 ml 1M TRIS (pH=8,8); 1,3 ml desztillalt viz; 120 ul 10% SDS ; 40 ul 10%
APS; 8 ul TEMED), amelynek tetejére butanolt rétegeztiink, majd negyven percen at
szobahdmérsékleten inkubalva megvartuk, amig az akrilamid térhalosodik. A butanol felitatdsa utan
elkészitettiik az 5%-os gyujtdgélt (1,31 ml akrilamid; 1 ml 1M TRIS (pH=6,8); 6,8 ml desztillalt
viz; 80 ul 10% SDS; 40 ul 10% APS; 8 ul TEMED), amelybe fésiit illesztettiink. Az akrilamid
térhalosodasa utan a zsebekbe vittiik fel a mintainkat, majd futtatopufferben addig futtattuk a gélt,
amig a mintapufferben talalhatd bromfenolkék frontja egy-két milliméterre meg nem kozelitette a
gél als6 végét.

A gélben taldlhato fehérjéket egy éjszakan at blottoltuk 4 PVDF membranra, majd a
membrant tejporban telitettiik. Els6 ellenanyagként a FLAG epitopot felismerd monoklonalis egér
ellenanyagot hasznaltuk, masodik ellenanyagként torma peroxiddz enzimmel konjugalt egér
immunglobulint felismerd poliklonalis kecske ellenanyagot hasznaltunk. A torma peroxidaz enzimet

ECL Plus reagenssel mutattuk ki (GE Healthcare-Amersham).
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Primertervezés az RT-PCR reakcidokhoz: A templatként szolgaldé genomi DNS szakaszok a
két primer kapcsolddasi pontja kozott tartalmaznak legalabb egy intront, mivel igy az RT-PCR

végtermékekben kiilonbséget tehetiink a splicingon 4tesett messenger RNS reverz

transzkripci®jabol szarmazd cDNSrdl atirt rovidebb, illetve az esetleges genomi DNS
szennyezésbdl szarmazd hosszabb termék kozott. A kész primereket BLAST elemzésnek vetettiik
ala, Osszehasonlitottuk a primerek bazissorrendjeit az ismert Drosophila genom szekvenciakkal,
annak érdekében hogy kisziirjiik az esetlegesen egynél tobb helyre is hibridizalni képes, ezaltal fals
pozitiv eredményekhez vezetd primereket. A primerek olvadaspontjait igyekeztiink viszonylag

magasra, 50 °C f6l¢ beallitani, mivel az annealing fazisban hasznalt magas homérséklet csokkenti a

helytelen primerparosodassal kialakulé komplexek stabilitasat.

2. tablazat: A hasznalt primerek és szekvenciaik

Annealing cDNS Genomi | Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3")
hémérséklet | termék | DNS
mérete | termék
mérete
RP49 58 °C 316 bp | 378 bp | GCATACAGGCCCAAGATCCGT CAATCTCCTTGCGCTTCTTG
Hemese | 56 °C 175bp | 354bp | TCAAGTGACCGTCGTTTTCC CCGTTTCACTTGGGGTTGAA
eater 56 °C 431bp | 888bp | CGGACTCGTATCGGCTCA CCTGGGTGGTTGGATTCA
nimA 58 °C 572bp | 739bp | GCAACCGACCAGCAATGAAA GGCGAAACCACCGAGTAGAG
nimB1 56 °C 1028 bp | 1324 bp | GGCGACATAGAGAATACG GTGTTGAGATGCTGACTGA
nimB2 58 °C 657bp | 735bp | CTGCTCCGAATACCTGTGTCT CCTTGATGCCGCTCTTGAT
nimB4 58 °C 901 bp | 1120 bp | GGTGCTCCTGGTCCTGTT GGTCGTCGTATTCTTATCGTATC
nimB35 56 °C 778 bp | 1050 bp | GCGCATTCGTCTAAGTTT GCACTGGTTGTTGTCCTT
nimClI 56 °C/58°C | 769bp | 1365 bp | TGGAGTGGTTGGCAGACAAA ACTTGGGTACGCACTTCTTG
nimC2 58 °C 1063 bp | 1186 bp | AATGCGAGCCCTTCTGTCCCA ATCCCCCAATCCAATGCCCA
nimC3 56 °C 573bp | 573bp | CTGCGGCTGCTGCGTTTAGTG CCAGCTGCTCGCATCCTTGAATC
nimC4 58 °C 515bp | 515bp | GGAGACCACCGAGGACAATAC | CCAACGCCAAGGGATGAAC

A hasznalt programok: A dolgozat LibreOffice 3.5.7.2-vel késziilt, az dbrak szerkesztésére a

Gimp 2.8 programot hasznaltuk, a rekombinans fehérjéket a DOG 2.0 (Ren és mtsai.,, 2009)

programmal abrazoltuk. A DNS szekvencidkat a pPDRAW 32 a Serial Cloner 2.6 és a LaserGene

DNAStar programmal szerkesztettiik.
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4. Eredmények

4.1 A P1 molekula azonositasa

Munkacsoportunkban a D. melanogaster hemocitait felismerd monoklonalis ellenanyagokat
allitottunk elé (Kurucz és mtsai., 2007a). A Pla és P1b ellenanyagok western blot analizisben
ugyanazon fehérjemolekula két kiillonb6zo epitopjat ismerik fel. A P1 antigén kizardlag a fagocitalo
plazmatocitak feliiletén mutathato ki a vad tipusu Oregon-R ¢és a hemocita taltermeld /(3)mbn-1

Drosophila torzsekben (Kurucz és mtsai., 2007a) (6. abra).

I(3)mbn-1
m— N

Oregon-R

6. dbra: A P1 antigén a plazmatocitak sejtmembranjaban fejezodik ki

A P1 feherjét a vad tipusu Oregon-R és az [(3)mbn-1 hemocita tultermelé mutans hemocitdi is
kifejezik. A Pl antigént kizarolag a fagocitozisra képes plazmatocitak fejezik ki (P), a nem
fagocitalo lamellocitik (L) és a kristalysejtek (C) feliileten nem mutathato ki. (Kurucz és mtsai.,
2007b)

A rendelkezésiinkre allo Pla és Plb ellenanyagok keverékével [(3)mbn-1I hemocitdk
extraktumabol immunprecipitalassal izolaltuk a 90-100 kDa molekulatomegli P1 antigént, amelyet
Western blot elemzéssel azonositottunk (7. abra). Az eziistfestett gélbdl kivagott mintdban MALDI-
TOF elemzéssel az SZBK Tomegspektrometriai laboratoriuma egy olyan peptidet (VIPYQHR)
azonositott, amely kizarélag a prediktalt CG8942 gén termékében talalhatdé meg, amelyet nimC1
vagy nimrodC1 génnek neveztiink el, a gén terméke a NimrodC1 vagy NimC1 fehérje. (Kurucz és

mtsai., 2007b)
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7. abra: A PI feheérje izoldldsa
Az [(3)mbn-1 hemocitdk lizatumabol immunprecipitalassal izolaltuk a P1 molekulat, majd az
eziistfestett gélbol kivagott mintaban MALDI-TOF elemzést végeztiink. (Kurucz és mtsai., 2007b)

4.2 A NimCl1 fehérjét kodolo nimC1 gén azonositasa

A P1 antigén tomegspektrometriai elemzésének eredményeként azonositottunk egy peptidet,
amely egyetlen prediktalt D. melanogaster fehérjében taldlhaté meg. Annak igazolasara, hogy az
azonositott peptidet tartalmazd fehérje valoban a nimCl gén terméke a nimCI génterméket
rekombinans fehérjeként expresszaltattuk a NimC1 fehérjét ki nem fejez6 Drosophila Schneider-2
sejtvonalban. A nimC1 gént polimeraz lancreakcioval amplifikaltuk, majd réz-szulfattal indukalhato
promdter mogé klonoztuk a pMT/V5-HIS vektorba. A pMT/V5-HIS-nimC1 vektorral Schneider-2
sejtvonal sejtjeit transzfektaltuk. Az inszertet nem tartalmazé pMT/V5-HIS vektorral transzfektalt
Schneider-2 sejtek felszinén ellenanyagainkkal nem mutathato ki a NimC1 fehérje jelenléte, am a
pMT/V5-HIS-nimC1 vektorral transzfektalt sejtek felszinén Pla és P1b ellenanyagaink felismerték
a vektorba klonozott nimC1 génrdl kifejez6dé NimC1 fehérjét (8. abra).

P1a P1b
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8. dabra: A rekombindans NimC1 fehérje kifejezodése Schneider-2 sejteken

A pMT/V5-HIS-nimC1 plazmiddal transzfektalt Schneider-2 sejtek felszinén mind a Pla, mind
a P1b ellenanyaggal kimutathato a rekombinans NimC1 fehérje, mig az inszertet nem tartalmazo
pMT/V5-HIS vektort tartalmazo Schneider-2 sejtek felszinén nem.

A nimCI gén in vivo azonositdsdhoz nimCI funkcidvesztéses mutanst kivantunk eldallitani,
amelyhez az RNS inhibici6 mddszerét valasztottuk. Ehhez egy olyan 1égytorzset allitottunk eld,
amely egy UAS promoterrel kifejeztethetd konstruktot hordoz a genomjaban. A konstrukt a nimC1
gén egy szakaszat tartalmazza forditottan ismétlédve, igy Gal4 forrassal meghajtva a beépiilt
transzgénrdl kettdsszali RNS molekula keletkezik, amely varhatéan RNS inhibicioval csokkenti a
nimCl géntermék mennyiségét. Az UAS-nimCI-IR konstruktot a hemocitdkban kifejezdd
Hemese-Gal4 konstrukttal (Zettervall és mtsai., 2004), mint Gal4 forrassal kifejeztetve csokken a
larvakban szemikvantitativ reverz transzkripcid kapcsolt polimerdz lancreakcioval kimutathato

nimC1 RNS mennyisége a sziildi torzsekhez, mint kontrollokhoz viszonyitva (9. dbra).

-500 bp
1300 bp

RP49  nimC1 RP49 nimCl1 RP49 mnimCl
UAS-nimC1-IR  Hemese-Gald ~ Hemese-Galdx
UAS-nimC1-IR

9. abra: A nimC1 RNS relativ mennyiségéenek valtozdasa a nimC1 RNS inhibicié nyomdan

Szemikvantitativ reverz transzkripcio kapcsolt polimerdz lancreakciot végeztiink, a nimCl1
géntermék mennyiségének megallapitisahoz. Ahhoz hogy a polimerdz lancreakcioban kapott jel a
templattal ardanyos mennyiségii legyen, a reakcio ciklusszamat huszondtre csokkentettiik és a
templatot nyolcszorosara higitottuk. Kontrollként egy minden sejtben kifejezodo, L32 riboszomalis
feherjét kodolo rp49 haztartasi génre specifikus primerpart hasznaltunk. Az UAS-nimCI-IR és a
Hemese-Gal4 sziiloi torzsekben az RP49 géntermék mennyisége megegyezik a Hemese-Gal4xUAS-
nimCI-IR egyedekben meérttel, am a nimCIl géntermékbol a Hemese-GaldxUAS-nimCI-IR
egyedekben kevesebb taldlhato.

Az RNS inhibici6 nyoman csdkken a hemocitak felszinén a NimC1 fehérje mennyisége a
szlil6i torzsekhez, mint kontrollokhoz képest (10. &bra). E kisérletekkel belattuk, hogy a Pla és P1b
ellenanyagok altal felismert P1 antigén a NimC1 fehérje és a NimC1 fehérjét a nimC1 gén kodolja.
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UAS-nimC1-IR He-Gal4 x UAS-nimC1-IR

10. abra: A NimC1 fehérje mennyisége csokken a hemocitak felszinén nimC1 RNS
inhibicio hatdsara

Harmadik stadiumu UAS-nimCI-IR és Hemese-Gal4xUAS-nimCI-IR ldrvak hemocitdit
izolaltuk, majd indirekt immunfluoreszcenciaval tettiik lathatova a sejt felszinén talalhato NimCl
molekulat a Pla és P1b monoklonalis ellenanyagaink keverékét, mint elsodleges ellenanyagot és
fluoreszcens festékkel jelzett masodlagos ellenanyagot hasznalva. A nimC1 RNS inhibicio csokkenti
a NimCl1 fehérje mennyiségét a hemocitak felszinén.

4.3 A nimrod géncsalad tagjainak transzkripcioja

A nem transzlalédd pszeudogének kizarasa érdekében az in silico azonositott nimrod
génklaszter tagjainak transzkripcid szintii kifejezddését vizsgaltuk vad tipusu Oregon-R torzs elso,
masodik és harmadik stadiumu larvéaiban, valamint imagokban, illetve [(3)mbn-1 larvak izolalt
talalhatd, hemocitdkban altalanosan kifejez6dd hemese génre specifikus primerpart és a minden
sejtben kifejez6dd L32 riboszomalis fehérjét kodold rp49 haztartasi génre specifikus primerpart
hasznaltuk.

A nimrod géncsalad tagjainak kifejezddését reverz transzkripcid kapcsolt polimeraz
lancreakcidéval (RT-PCR) vizsgaltuk. A fals pozitiv eredmények kisziirésére minden egyes teljes
RNS mintabol harom templatot készitettiink: Az elsé templat esetében az izolalt teljes RNS-bol
reverz transzkripcioval cDNS-t készitettlink, ezt neveztik cDNS templatnak. A masodik templat
esetében az izolalt teljes RNS-t DNazl enzimmel kezeltiik, majd a DNzl enzim inaktivalasa utan
reverz transzkriptaltuk, ezzel a kezeléssel az esetlegesen meglévé genomi DNS szennyezés
mennyiségét csokkentettiik. Ezt a mintat neveztilk DN4z kezelt mintanak. A harmadik templat a
megfelelden higitott teljes RNS oldat, amelyet negativ kontrollként hasznaltunk. Ezzel a kisérleti
elrendezéssel vizsgalhatdak az intront nem tartalmaz6d nimC4 és nimC3 gének is, mivel a DNaz

kezelés jelentdsen csokkenti az izolalt RNS esetleges DNS szennyezettségét.

33. oldal



1500 bp

1000 bp

750 bp 1000 bp

750 bp

500 b
S0bp 500 bp

250 bp 250 bp

NS DNAzRNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS DS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS

RP49 nimC1 nimC2 nimB2 RP49 nimA nimB4 nimC4

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

GDNSDNiz RNS cDNS DNiz RNS ~ cDNS DNiz RNS cDNS DNz RNS

DNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS
nimC1 nimB1 eater

Hemese nimC1 nimC3 nimB5 Hemese
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CDNS DNiz RNS <DNS DNir RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNir RNS

nimB4 nimC4

DNS DNz RNS cDNSDNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS

RP49 nimCl1 nimC2 nimB2 RP49 nimA

1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
250 bp

DNSDNizRNS cDNS DNiz  RNS cDNSDNiz RNS cDNS DNiz RNS

DNS DNiz RNSGDNS DNz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS
Hemese nimC1 nimC3 nimB5 Hemese nimC1 nimB1 eater

11. dbra: A nimrod géncsalad tagjainak kifejezddése vad tipusu Oregon-R harmadik
stadiumu larvakban és imagokban

A nimA, nimBl, nimB2, nimB4, nimB5, nimCIl, nimC2, nimC3, nimC4 és eater gének
expresszioja egyarant kimutathato vad tipusu Oregon-R harmadik stadiumu larvakban (4) és
imagokban (B), mig a kontrollként hasznalt hemese gén kizardlag a larvaban fejezodik ki.

A 1000 bp
750 bp 1000 bp

750 bp
500 bp
500 bp

250 by
P 250 bp

GDNS DNizRNS cDNS DNz RNS cDNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS

nimB4 nimC4

DNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS  cDNSDNiz RNS

RP49 nimC1 nimC2 nimB2 RP49 nimA

1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

1000 bp
750 bp
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250 bp

DNS DNz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS DN DNiz RNS  cDNSDNizRNS cDNS DNiz RNS

Hemese nimC1 nimC3 nimB35 Hemese nimCl1 nimB1 eater

g iz NS CDNS DNaz RNS CDNS DNAZ
nimA nimB4 nimC4

CDNS DNAZRNS GDNS DNis NS DNS DNin RNS CDNS DNz RNS ——
RP49 nimC1 nimC2 nimB2 RP49
1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

DNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS DNS DNiz RNS cDNS DNiz RNS cDNS DNz RNS cDNS DNizRNS

Hemese nimC1 nimC3 nimB5 Hemese nimC1 nimB1 eater
12. dbra: A nimrod géncsalad tagjainak kifejezodése vad tipusu Oregon-R és I(3)mbn-1
hemocita tultermelé mutdns torzsek harmadik stadiumau larvaibdl izoldlt hemocitikban
A nimA, nimBl, nimB2, nimB4, nimB5, nimCI, nimC2, nimC3, nimC4 és eater gének
expresszioja egyarant kimutathato vad tipusu Oregon-R harmadik stadiumu larvakbol (A) valamint
a hemocita tultermelo I(3)mbn-1 torzs larvaibol szarmazo hemocitakban (B).
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3. tablazat: A nimrod gének Kifejezodése a vizsgalt fejlodési stadiumokban

RP49  |Hem nimC1l nimC2 wimC3 nimC4 WmimBl WwimB2 nwimB4 nimB5 leater  jnimA

Oregon-R larva + + + H H H H H H H H H
Oregon-R imagoH+ - + + H H H + H- H- - n
Oregon-R + + + + H H H H- H H- H- L
hemocita

/(3)mbn-1 3K H H H H H H H H H H i
larva

/(3)mbn-1 H- H- H- + H H - H- n n n C
hemocita

Az eredmények Osszefoglalasa a harmadik tiblazatban lathatd. A nimrod géncsalad tagjai
RNS szinten kifejezddnek a vad tipusu Oregon-R harmadik stadiumu teljes larvakban és imagdkban
(11. 4bra), mig a kontrollként hasznalt hemese gén a teljes larvakban kifejezddik, &m nem nyilvanul
meg imagokban (11. dbra). A Hemese gén transzkripcios aktivitasa (12. abra) egybevag a Hemese
fehérje kifejez6dési mintadzataval, amely kizarolag a larva hemocitdin mutathaté ki, az imago
hemocitdin nem (Kurucz és mtsai., 2003). A vad tipusi Oregon-R hemocitakbol készitett mintak
esetén a nimA primerpar a genomi DNS-bdl szarmazd, nagyobb méretli termék ezekben a
mintdkban nagyobb mennyiségben van jelen, mint a rovidebb, cDNS-b6l szarmazd termék.
Ugyanezt a jelenséget tapasztaltuk /(3)mbn-1 mutans larvak izolalt hemocitainak vizsgalatakor is,

ami a vad tipusq, illetve /(3)mbn-1 muténs teljes larvak vizsgalatakor nem volt megfigyelhetd (13.

abra).

¢DNS DNaz RNS ¢DNS DNiz RNS  (pNS DNaz RNS ¢DNS DNaz RNS ¢DNS DNaz RNS

nimA nimA nimA nimA nimA
Oregon-R  Oregon-R Oregon-R  /(3)mbn-1 [(3)mbn-1
3. larva hemocita adult 3. larva hemocita

13. dabra: A NimA transzkript a genomi DNS' szennyezésbol és a ¢cDNS-bol kimutathato
ardanya

A teljes larvakbol és imagokbol szarmazo mintakban a NimA primerpar hasznalatakor a
genomi DNS szennyezésbol szarmazo PCR termék mennyisége koriilbeliil azonos a c¢DNS-bol
szarmazo termék mennyiségével, mig a hemocitakbol szarmazo mintakban a genomi DNS
szennyezésbol szarmazo PCR termék nagyobb mennyiségben van jelen, mint a cDNS-bol szarmazo
termék.

A fenti a latszolagos ellentmondas feloldasdra szemikvantitativ RT-PCR-t végeztiink,

csokkentve a ciklusszamot. Mig a kontrollként hasznalt RP49 primerekkel mar huszonét ciklusnyi
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polimeraz lancreakci6 lathaté terméket eredményezett, a nimA primerek hasznalataval huszonot
ciklus utan nem kaptunk értékelhetd mennyiségii terméket, igy azokkal huszonhét, harminc és

harmincét ciklusnyi polimerdz lancreakcidkat is végeztiink (14. ébra).

RP49 primer
25 ciklus

¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS
Oregon-R 3. lirva  Oregon-R hemocita [(3)mbn-13.1arva  I(3)mbn-1 hemocita

1000 bp
750 bp
500 bp

nimA primer
25 ciklus
250 bp

¢DNS DNiiz RNS  ¢DNS DNz RNS ¢DNS DNiz RNS c¢DNS DNiz RNS

Oregon-R 3. Lirva  Oregon-R hemocita /(3)mbn-13.Varva  I(3)mbn-1 hemocita

1000 bp
750 bp

500 bp

nimA primer
27 ciklus

¢DNS DNdiz RNS  ¢DNS DN:iz RNS  ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS
Oregon-R 3. lirva  Oregon-R hemocita [(3)mbn-13.1arva  I(3)mbn-1 hemocita

1000 bp
750 bp

500 bp

nimA primer
30 ciklus

¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS c¢DNS DNiz RNS

Oregon-R 3. lirva  Oregon-R hemocita [(3)mbn-13.Yarva  [I(3)mbn-1 hemocita

1000 bp
750 bp

500 bp

nimA primer
35 ciklus

DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS ¢DNS DNiz RNS
Oregon-R 3. lirva Oregon-R hemocita /(3)mbn-13.1arva  I(3)mbn-1 hemocita

14. dabra: A NimA primerpar haszndlataval kapott termékek kiilonbozo ciklusszamu PCR
reakciokbol

A testi sejtekben altalanosan, nagy mennyiségben megtalalhato RP49 transzkript mar
huszonét PCR ciklus utan kimutathato mennyiségii terméket eredményez, mig a nimA messenger
RNS csak huszonhét ciklus utan hoz létre lathato mennyiségii terméket. A vad tipusu és az I(3)mbn-1
mutans teljes larvakbol szarmazo mintakban nagyobb mennyiségii nimA transzkript mutathato ki,
mint az izolalt hemocita mintakban és az I(3)mbn-1 hemocita mintaban kevesebb nimA transzkript
mutathato ki, mint a vad tipusu, Oregon-R hemocitakbol szarmazo mintakban.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az egyes templatokban eltérd
mennyiségli nimA cDNS talalhat6. Az Oregon-R ¢és az [(3)mbn-1 egész larvakbdl késziilt mintakban
viszonylag nagy mennyiségli nimA cDNS talalhato, a reakcidé sordn a cDNS-bdl szarmazo jel
erdsebb, mint a genomi DNS-bdl szdrmazd jel (13. dbra). Az Oregon-R és [(3)mbn-1 harmadik
stadiumu larvak izolalt hemocitdibol szdrmaz6é ¢cDNS mintakban jelentésen kevesebb nimA cDNS
talalhato, mint az egész larvakbol szarmazé mintdkban am a vad tipust, Oregon-R hemocitakbol
késziilt minta tobb nimA cDNS-t tartalmaz, mint az /(3)mbn-1 hemocitdkbol késziilt minta. A kapott
eredményeket azzal magyardztuk, hogy a nimA gén nem fejezddik ki hemocitakban, az izolalt
hemocitakbol kapott gyenge jel az allatok kivéreztetésekor a mintat szennyezd egyéb

szOovetdarabokbdl szarmazik. Mivel a hemocita mintdkat a sejtszdmra és az RNS mennyiségére is
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normalizaltuk, igy ugyanannyi hemocita izolalasdhoz a vad tipust egyedekbdl koriilbeliil egy
nagysagrenddel tobbet véreztettiink ki, mint a hemocita tiltermeld /(3)mbn-1 mutans egyedekbdl,
igy a vad tipusu larvakbdl szarmazé mintaban az egyéb szoveti szennyezés is tobb.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egy kivételével a nimréd géncsalad 6sszes vizsgalt tagja
kifejezodik a vizsgalt mintdkban (3. tablazat). A kivétel a nimA gén, amely izolalt hemocitakban

nem mutat transzkripcids aktivitast, de a larva valamely masik szovetében kifejezddik.

4.4 A NimCl1 szerepe a fagocitozisban

Meg kivantuk vizsgalni, hogy a D. melanogaster fagocita sejtjein megnyilvanulé NimCl
fehérje szerepet jatszik -e a fagocitozis folyamatdban? A NimC1 fehérje immunvalaszban betoltott
szerepének funkcidvesztéses vizsgalatdhoz a kettdsszali RNS interferencidval géncsendesitett
Hemese-GaldxUAS-nimCI-IR torzsbdl hemocitakat izolaltunk. Az ¢l6 hemocitakat hovel elolt,
fluoreszcensen zdlden jelolt S. aureus baktériumsejtekkel inkubdltuk, majd a hemocitak altal
bekebelezett baktériumok fluoreszcenciajat a FITC emisszids tartomanyaban aramlasi citometriaval
megmértiik. A Hemese-Gal4xUAS-nimCI-IR torzs hemocitdin az RNS inhibici6é hatdsara a sziil6i
torzsekhez képest lecsokken a sejtek felszinén kimutathatdé NimC1 fehérje mennyisége €s ezzel
parhuzamosan a sejtek S. aureus fagocitaldo képessége is csOkken (15. 4bra). Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az RNS interferenciaval eldallitott NimC1 funkcidvesztéses mutansaban a
fagocitozis hatékonysaga a NimC1 fehérje sejtfelszini megnyilvanulasanak mértékétdl fiigg.

NimC1 kifejezédés o S aureus fagocitozis
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15. abra: A nimC1 gén csendesitésének hatasara a hemocitak felszinén csokken a NimCl1
fehérje mennyisége és a sejtek S. aureus fagocitilo képesség

A nimC1 géncsendesitett Hemese-Gal4xUAS-nimC1-IR térzs hemocitdit (piros hisztogram)
illetve a sziiloi Hemese-Gal4 (zold), és UAS-nimCI-IR (kék) torzsekbdl izolalt hemocitakat Pla és
P1b elsodleges, majd biotinalt anti-egér Streptavidin-Cy3 masodlagos ellenanyaggal festve,
daramldasi citometridval mérve azt tapasztaltuk, hogy Hemese-Gal4xUAS-nimCI-IR térzs hemocitdi
(piros) kevesebb NimC1 fehérjét fejeznek ki és kevesebb S. aureus baktériumot fagocitalnak mint a
kontrollként hasznalt sziildi torzsek. Negativ kontrollként indifferens ellenanyaggal festett Hemese-

Gal4xUAS-nimCI-IR hemocitdkat (fekete) hasznaltunk.

Counts
40
Counts
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A NimCl1 fehérje fagocitozisban betdltott szerepének funkcionyeréses vizsgalatahoz a NimCl1
molekulat a Drosophila Schneider-2 sejtvonalban rekombindns fehérjeként fejeztettik ki. A
pMT/V5-HIS-nimC1 plazmidot Schneider-2 sejtekbe transzfektaltuk, majd a NimCl fehérje
kifejez0dését réz-szulfattal indukaltuk. A NimC1 fehérjét kifejez6 Schneider-2 sejteket FITC-cel
jelolt baktériummal inkubaltuk, majd &ramlasi citometriaval megmértiik a fluoreszcencia
intenzitasukat. Negativ kontrollként a pMT/V5-HIS-nimCI plazmidot hordoz6, nem indukalt
Schneider-2 sejtek szolgaltak, amelyek nem fejezik ki sem az endogén, sem a rekombinans NimCl1
fehérjét. A nem fagocitalt jelolt baktériumok hattérfluoreszcenciajat tripankék hozzaaddsaval
kiiszoboltiik ki, amely megakadalyozza a FITC molekula emissziojat, igy ebben a kisérletben csak a
sejtek fagoszomaiban taldlhatd baktériumok fluoreszkaltak. Azt tapasztaltuk, hogy a rekombindns
NimCl1 fehérjét kifejez6 Schneider-2 sejtek fluoreszcencia intenzitdsa magasabb, mint a
kontrollként hasznalt sejteké, ebbdl arra kovetkeztettilk, hogy a NimCl1 fehérje kifejezddése

megndveli mind az E. coli mind a S. aureus baktériumok fagocitozisanak hatékonysagat (16. abra).
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16. abra: A NimCl1 feherje kifejeztetése noveli a Schneider-2 sejtek fagocitalo képességet

A Schneider-2 sejtek nem fejezik ki a NimC1 fehérjét. A nimCI gén Schneider-2 sejtekben,
egy indukalhato vektor (pMTV5-His) segitségével kifejeztetve fokozza a NimCl1 fehérjét kifejezé
sejtek E.coli és S. aureus fagocitdlo képességet, (piros) az indukalatlan kontrollhoz képest (zold).

4.5 A nativ, hemocitakbol izolalt NimC1 fehérje baktériumkotése

Az el6zd fejezetben bemutatott kisérletekbdl nyilvanvalova valt, hogy a NimCl1 fehérje a
fagocitozis folyamataban jatszik valamilyen szerepet. Meg kivantuk vizsgalni, hogy a NimCl
hozzéjarul-e a fagocitozis elsé 1épéséhez, a mikrobak felismeréséhez és megkotéséhez. A NimCl1
fehérje baktériumkotésének vizsgéalatahoz a hemocita tultermeld /(3)mbn-1 harmadik staddiumu
larvakbol hemocitdkat izolaltunk, majd ezeket nemionos detergenst (NP-40) tartalmazo
lizispufferben szonikalva, majd folyékony nitrogénben fagyasztva NimCl és a fagocitozis
szempontjabol indifferens, a tokképzd lamellocitdkon megnyilvanuld Attila fehérjét (Kurucz és
mtsai., 2007b, Honti €s mtsai., 2009) is tartalmazé lizatumot allitottunk eld. Ezzel a lizatummal

hével inaktivalt, zold fluoreszcens festékkel (FITC) jelolt baktériumsejteket kezeltiink, majd a

38. oldal



baktériumsejteket megmostuk €és a NimC1 fehérjét felismeré Pla és P1b monoklonalis ellenanyag
(mAb) keverékkel, valamint negativ kontrollként az Atilla fehérjét felismeré Lla, L1b mAb
keverékkel festettiik. Az egér mAb ellenanyagok jelenlétét a baktériumokon tévoli voOrds
fluoreszcens festékkel (Alexa 633) jelolt poliklondlis anti-egér ellenanyaggal mutattuk ki. A
mintakat aramlasi citometridval mértiik, a baktériumsejteket zold fluoreszcencidjuk alapjan
azonositottuk, majd a zélden fluoreszkald részecskék tavoli vords fluoreszcencidjat hataroztuk meg.
Amennyiben a hemocita lizditumban taldlhaté NimC1 fehérje kotddik a baktériumsejtekhez, a
zo6lden fluoreszkalo részecskék tavoli voros fluoreszeencidja megemelkedik.

Elséként a NimC1 fehérje Gram-negativ E. coli és Gram-pozitiv S. epidermidis kotését
vizsgaltuk. A baktériumkotés mértékének meghatarozasara a NimC1 specifikus ellenanyagokkal
festett minta fluoreszcencia-intenzitdsanak szamtani kozepének (MFI) és az Atilla specifikus
ellenanyagokkal festett negativ kontroll fluoreszcencia-intenzitasainak szamtani kozepének
hanyadosat valasztottuk és ezt neveztiik relativ fluoreszcencia intenzitasnak (RMFI). A kapott MFI
értékeket statisztikai elemzésnek vetettik ala, azokat a kolcsOnhatasokat neveztiik
baktériumkotésnek, ahol a Student #-teszt eredménye 6t szdzadndl alacsonyabb, azaz a NimCl
ellenanyaggal festett mintdk MFI értékei szignifikdnsan kiillonbéznek a kontroll MFI értékektol. Azt
tapasztaltuk, hogy a hemocita lizitummal kezelt, NimC1 ellenanyaggal festett E. coli baktériumok
fluoreszcencia intenzitasa a kontrollhoz képest tobb mint kétszeresére emelkedett é¢s a NimCl
ellenanyaggal festett mintdk fluoreszcencia intenzitasa szignifikdnsan kiilonbozott a kontroll
fluoreszcencia intenzitasatol (RMFI=2,26 £0,17; p=0,002; n=5). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
hemocita lizdtumban talalhatdé NimC1 fehérje a Gram-negativ E. coli baktériumsejtek felszinéhez
kotédik (17. &bra). A NimC1 fehérje S. epidermidis kotését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
baktériumsejtek fluoreszcencia intenzitdsa nem kiilonbozik szignifikdnsan a negativ kontrollétol
(RMFI=0,97 £0,09; p=0,397; n=5), ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a NimC1 nem kotédik Gram-
pozitiv S. epidermidis sejtekhez (17. abra).
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17. abra: A nimCl1 fehérje kotodeése E. coli és S. epidermidis baktériumokhoz

A hemocita lizatummal kezelt, NimC1 elsodleges és tavoli voros tartomanyban fluoreszcensen
jelolt anti-egér masodlagos ellenanyaggal festett E. coli tavoli voros tartomdanyban mert
fluoreszcencia intenzitasa magasabb az Atilla elsédleges ellenanyaggal festett negativ kontrolléndl,
jelezve, hogy a NimCl1 fehérje kotddik az E. coli baktériumsejtekhez, mig az Atilla fehérje nem. A
hemocita lizatummal kezelt S. epidermidis MFI értéke kozel azonos mindkét ellenanyaggal festve,
jelezve, hogy egyik fehérje sem kotodik az S. epidermidis sejtekhez.

A NimC1 baktériumkotésének optimalis beallitdsahoz harminc, hatvan, szaznyolcvan percen,
valamint egy éjszakan at inkubaltunk E. coli sejteket /(3)mbn-1 hemociték lizdtumaban, majd az igy
kezelt mintdkat az NimC1 fehérjét felismerd elsddleges ellenanyaggal festettilk. Eredményeink
szerint a NimCl1 festett minta MFI értéke az inkubacids 1d6 ndvekedése soran eljut a telitésig (18.

abra). A tovabbiakban minden kisérletben éjszakan at inkubalast alkalmaztunk.

“ |

Fluoreszcencia intenzitas atlaga (MFT)

3060 180 perc 16 d6ra
18. abra: A NimC1 baktériumkotésének idofiiggese
Hovel elolt, FITC-jelolt E. coli baktériumokat inkubaltunk 30, 60, 180 percen és egy éjszakan
at hemocita lizatumban. Az abran az egyes mintak MFI értékét abrazoltuk.

A NimCl1 baktériumkotés negativ kontrolljaként a Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; [(3)mbn-1
larvakbol szarmazé hemocitak lizatumat hasznaltuk. A Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; [(3)mbn-1 torzs
a masodik kromoszomajan egy spontan keletkezett hattérmutaciot hordoz, amelynek hatasara
hemocitai feliiletén a Pla és P1b ellenanyagainkkal nem mutathatd ki a NimC1 fehérje jelenléte
(19. éabra). A Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; [(3)mbn-1 hemocitdk lizatumaval kezelt, NimCl1
ellenanyaggal festett minta fluoreszcencia intenzitasa hasonl6 az Atilla kontrolléhoz (RMFI=0,89

+0,17; p=0,112; n=4) (20. dbra). Hasonldéan nem mutattunk ki baktérium kotédést abban az estben,
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amikor a baktériumokat hemocita lizatum helyett pufferrel kezeltiik (RMFI=0,96 +0,14; p=0,343;
n=5) (20. 4bra).

1(3)mbn-1 hemocitak Hml-Gal4, UAS-GFP;

34 1(3)mbn-1 hemocytak

Counts
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19. abra: A Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; I(3)mbn-1 hemocitik nem fejezik ki a NimCl1
feherjet

Harmadik stadiumu larvakbol izolaltunk él6 hemocitakat [(3)mbn-1 és a Hml-Gal4.4,
2XUAS-EGFP; I(3)mbn-1 homozigota egyedekbol. A hemocitakat NimCl ellenanyaggal festettiik
(piros), negativ kontrollként az emberi CD45 fehérjét felismerd T2/48 ellenanyagot (kék), pozitiv
kontrollként a D. melanogaster minden hemocitdajan kifejezodo Hemese fehérjet felismero
ellenanyagot (zold) hasznaltuk. Mdsodlagos ellenanyagként Alexa 633 fluorokrommal jelolt, tavoli
voros tartomanyban emittalo anti-egér ellenanyagot haszndltunk. Mindkét torzs hemocitdin
kimutathato a Hemese fehérje, a NimC1 azonban kizarolag az I(3)mbn-1 hemocitakon fejezodik ki.
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20. abra: Baktériumkotési negativ kontroll kisérletek
A Hml-Gal4.4, 2XUAS-EGFP; [(3)mbn-1 hemocitdk lizatumaval és pufferrel inkubalt E. coli
sejteken nem mutathato ki a NimC1 fehérje jelenléete.

Megvizsgaltuk a NimC1 fehérje kiilonbozo baktériumtdrzsekhez kotddését és azt tapasztaltuk,
hogy a NimCl fehérje az E. coli-hoz hasonléan kotédik a Gram-negativ S. marcescens
(RMFI=2,403 +0,436; p=0,0002; n=4), Xanthomonas campestris (RMFI=2,053 +0,603; p=0,01;
n=4), Pseudomonas aeruginosa (RMFI=1,867 +0,206; p=0,003; n=4) baktériumtérzsekhez. Az E.
coli esetében megfigyeltnél alacsonyabb RMFI értékkel, am szignifikdnsan koétddik a NimCl
molekula a Gram-pozitiv B. cereus var. mycoides szervezethez (RMFI=1,463 +0,161; p=0,028;
n=4). A NimC1 molekula nem koétédik Gram-pozitiv M. luteus (RMFI=1,005 +0,104; p=0,493;
n=4) és B. subtilis (RMFI=1,195 +0,096; p=0,13; n=4) baktériumokhoz (21. ébra).
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21. abra: A NimC1 kétéodeése kiilonbozd baktériumtiorzsekhez
A NimCl1 fehérje kiilonbozé baktériumokhoz valo kétodését dsszehasonlitva, a csillaggal
jelolt Gram-negativ E. coli, S. marcescens, X. campestris P. aeruginosa és a Gram-pozitiv B. cereus
mutat szignifikans NimC1 kotést.

4.6 A NimC1 fehérje ligandjanak vizsgalata

Miutan belattuk, hogy a NimC1 fehérje kotddik az E. coli baktériumhoz, meg kivantuk
vizsgalni, mi az a ligand, amelyet felismer a baktérium feliiletén. Elséként E. coli lizatumot
készitettiink, amit hemocita lizatummal eldinkubalva azt tapasztaltuk, hogy a baktérium lizdtum
csokkentette a NimC1 kotddését a hdvel elolt baktériumsejtekhez, jelezve, hogy az E. coli lizatum
valamely alkotoeleme kompetdl a NimCl kotéhelyekért. A NimCl fehérje ligandjanak
meghatarozasdhoz peptidoglikannal (PG) és lipopoliszacchariddal (LPS) eldinkubélt hemocita
lizdtummal végeztiink kompeticids baktériumkotési kisérleteket, am azt tapasztaltuk, hogy sem a
PG sem az LPS jelenléte sem csokkenti a NimC1 baktériumkdotési kapacitasat (22. abra). Ebbdl arra

kovetkeztettiink, hogy egyik sem ligandja a NimCl-nek, hiszen nem kompetalnak a molekula

kotdhelyeiért.
8 8 8
- E. coli - E coli| ~ E. coli
3 34 34
RMFI=0.96 0.1 RMFI=2.18 +0.36 RMFI=2.93 +1.41
o] p=0.44, n=5 o] p=0.018, n=4 o] p=0.029, n=5
g " é b T g O &
Sg o . iy SE% I Sgl “p_n\‘ 'R
o ||'nF “‘. ‘\‘b {""H ‘ \‘b Jj Y \‘I
o ¥ i\ I'W ) gt | ) g
- o (U} I3 p | o “\ ! | y I % Y ‘\.
ol .-"’r Yol ¥/ Ly e i
o e L o et b, o L o e
100 To! 102 103 104 100 10! 102 108 10* 100 10! 102 103 10
FL4-H FL4-H FL4-H

22. dabra: A NimCl baktériumkotésének kompeticios vizsgalata E. coli lizatum,
lipopoliszaccharid vagy peptidoglikan jelenlétében

Az abrdkon piros hisztogram jeloli a hemocita lizatummal kezelt NimC1 ellenanyaggal festett
baktériumsejtek tavoli voros fluoreszcenciajat, a kontrollhoz viszonyitva (kék). E. coli lizatum
hozzaadasa gatolja a NimC1 baktériumkotéseét (A, zold), am a hemocita lizatumhoz 200 ug/ml LPS
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(B, zold) vagy 153 ug/ml PG (C, z6ld) hozzaadasa nem csékkenti a NimC1 ellenanyaggal festett E.
coli sejtek tavoli voréds fluoreszcencidjat.

Az LPS molekulat, mint lehetséges NimC1 ligandot egy masik modszerrel is megvizsgaltuk,
mivel nem lehet kizarni, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphatdé LPS az izoldlds soran
valamilyen kémiai modositadson esik at, amelynek nyoman mar nem képes kotdédni hozza a NimCl1
molekula. Az LPS molekula felépitésében kdzponti szerepet jatszik a hidrofob Lipid A molekula,
amelyhez hidrofil oligoszaccharidok kapcsolodnak kovalens kotésekkel. A cukormolekuldk a Lipid
A sorozatos, kiillonbdz6 membrankotott glikoziltranszferaz enzimek altal katalizalt glikozilaciojaval
épiilnek fol. Az egyes glikozilacios 1épéseket katalizald enzimek ismertek, funkcidvesztéses
mutansaik hozzaférhetéek. Megvizsgaltuk a NimC1 molekula kotédését a WaaC mutans E. coli
torzshoz, amely a sejtfalaban taldlhaté Lipid A molekulat egyetlen 3-deoxi-D-manno-okt-2-
uloszonsav glikozildlja, igy ez a baktériumtorzs a vad tipusihoz képest csonkolt LPS molekulat épit
be a sejtfaldba. Mivel a WaaC torzset inszercids mutagenezissel hoztdk létre, egy kanamicin
rezisztanciagént tartalmazé kazettat épitve a vad tipusu WaaC gén helyére, sziikséges volt az eddig
hasznalt vad tipusu E. coli torzs mellett egy ujabb kontroll alkalmazasa. Ahhoz, hogy
kikiiszobolhessiik a kanamicin rezisztancia esetleges kisérleti eredményt torzitd hatédsait, negativ
kontrollként hasznaltuk az ugyanebbdl a torzsgyljteménybdl szarmazd LacY torzset, amely
ugyanezt a kanamicin reziztanciagént hordozza a laktdz-permeédz enzimet kodold LacY génjében,
igy vad tipusu LPS molekulat épit a sejtfalaba (Chen és Coleman, 1993; Heinrichs és mtsai., 1998;
Qimron ¢és mtsai., 2006). Eredményeink szerint a nimCl molekula mindkét E. coli torzshoz

hasonldan kotédik (23. abra), valoszintsitve, hogy az LPS valoban nem a NimC1 receptor ligandja.
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23. abra: NimC1 kotodése vad tipusu, WaaC és LacY mutans E. coli torzsekhez

A trunkalt LPS molekulat kifejez6 WaaC baktériumtorzshoz és az azonos modszerrel
letrehozott LacY mutanshoz hasonloan kotodik a NimC1 molekula, valdsziniisitve, hogy az LPS nem
ligandja a NimCl receptornak. Piros hisztogrammok jelolik a NimCl, kékek a kontroll
ellenanyaggal festett mintakat.
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A NimC1 ligand kémiai természetének meghatarozasahoz fenolprecipitalassal és Proteinaz K
emésztéssel eltavolitottuk a fehérjéket az E. coli lizatumbol, majd a fehérjementesitett lizatummal
gatoltuk a NimC1 baktériumkdtését. Azt tapasztaltuk, hogy mind a fenolprecipitalt mind a Proteindz
K kezelt E. coli lizdtum kevésbé gatolja a NimC1 baktériumkotését (24. abra) mint a kezeletlen,
amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a fenolprecipitalas és a Proteinaz K emésztés egyarant eltavolitja

az baktérium lizdtumbdl a NimCl1 ligandjat, ami a ligand fehérje-természetére utal.
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24. dbra: A fehérjék eltavolitasa megsziinteti az E. coli lizatum kompeticiéjat a NimCl1
kotohelyekert

A kezeletlen hemocita lizatumbol szarmazo NimC1 molekula baktériumkotése lathato a piros
hisztogramokon, a negativ kontrollhoz viszonyitva (kék). A fenolprecipitalt (z6ld) és a Proteinaz K
enzimmel kezelt (zold) baktérium lizatum kevéssé gatolja a NimC1 baktériumkotését, jelezve, hogy a
NimCl1 ligandja fehérjetermészetii.

4.7 A rekombinans Nimrod fehérjék baktériumkotése

Mivel a Nimrod fehérjék kozil egyedill a NimCl fehérjét felismerd ellenanyagokkal
rendelkeztiik, tovabbi Nimrod fehérjék baktériumkotésének vizsgalatahoz a NimC1, NimA, NimB1,
NimB2 fehérjék FLAG epitoppal ellatott extracellularis doménjeit rekombindns fehérjeként
termeltettiik meg igy ezen fehérjék baktériumkotését anti-FLAG ellenanyag segitségével
ugyanabban a kisérleti rendszerben vizsgalhattuk, mint a NimC1 fehérjéét. Negativ kontrollként az
Atilla fehérje FLAG epitoppal ellatott extracellularis doménjét fejeztettiik ki, pozitiv kontrollként
pedig a mar korabban baktériumkotd fehérjeként leirt Draper fehérje FLAG epitoppal kiegészitett
extracellularis doménje szolgalt. A fehérjék kifejeztetésére a baculovirus alapi Bac-to-Bac

expresszios rendszert valasztottuk.
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A lepke sejtek lizditumaban a rekombinans fehérjék jelenlétét anti-FLAG ellenanyag
segitségével western blot analizissel mutattuk ki (25. 4bra). Méréseink alapjan a rekombinans
Nimrod fehérjék molekulatomege kissé nagyobbnak bizonyult az aminosav-szekvencidjuk alapjan
szamitott molekulatomegnél, amit feltehetéleg poszt-transzlacidos modositasok okozhatnak,
legvaldsziniibben a fehérjék glikozilacidja, amire a szekvencidkban talalhaté prediktalt glikozilacios

helyek jelenléte is utal.
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25. dbra: A kifejeztetett fehérjék és western blot elemzésiik

Az A oldalon a rekombinans Nimrod fehérjék doménszerkezete lathato. Sargaval jeloltiik a
szignal peptideket, pirossal a NIM doméneket, kékkel az EGF doméneket, zolddel a transzmembran
doméneket, feketével a FLAG epitopokat. Az abra B oldalan a kifejeztetett rekombinans fehérjék
Western blot elemzése lathato, a rekombinans fehérjék amindsavszekvencidja alapjan szamitott
molekulatomege kozel azonos a western blot soran mért molekulatomegiikkel. Atilla (mért
molekulatomeg: 15 kDa; szamitott molekulatomeg: 13,6 kDa); NimC1 (mért molekulatémeg: 52-60
kDa; szamitott molekulatomeg: 50,4 kDa); NimA (mért molekulatomeg: 32, 35-42, 65 kDa;
szamitott molekulatomeg: 36,3 kDa); NimBI (mért molekulatomeg: 30-39 kDa; szamitott
molekulatomeg: 30,1 kDa); NimB2 (mért molekulatomeg: 34-37 kDa; szamitott molekulatomeg:
35,3 kDa); Draper (mért molekulatomeg: 60-80 kDa, szamitott molekulatomeg: 59,5 kDa),

A rekombinans fehérjék baktériumkotd képességét a hemocitakbol szarmazo NimCl
fehérjéhez hasonloan vizsgaltuk. A fehérjéket kifejezd lepke sejtek lizdtumaval hével elolt, FITC-
jelolt baktériumsejteket kezeltiink, majd a baktériumokat a FLAG epitdpot specifikusan felismerd,
egér IgG elsddleges ellenanyaggal €és az egér ellenanyagot specifikusan felismerd, a tavoli vords
tartomanyban fluoreszkaldo Alexa 633 fluorokrommal jel6lt masodlagos ellananyaggal festettiik,
majd a baktériumok tavoli vords fluoreszcencia intenzitdsat aramlasi citometridval mértiilk. A NimA
NimB1, NimB2, NimC1 ¢és Draper fehérjéket kifejezé Sf9 sejtek lizatumaval E. coli és S.

epidermidis baktériumokat kezeltiink, majd az dramlasi citometrids méréssel kapott MFI értékekbdl
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kiszamitottuk az egyes mintdk RMFI értékeit, az Atilla fehérjét termeld Sf9 sejtlizatummal kezelt
baktériumokhoz, mint negativ kontrollhoz viszonyitva.

Az E. coli baktériumsejteket a rekombinans NimC1 fehérjét kifejezé Sf9 sejtek lizatuméaval
illetve a rekombindns Atilla fehérjét kifejezd Sf9 sejtek lizdtumaval kezeltiink, majd az Atilla, a
NimCl, illetve az anti-FLAG ellenanyaggal festettiik. A hat minta Osszehasonlitidsa soran azt
tapasztaltuk, hogy a rekombindns NimC1 fehérjével kezelt baktériumsejtek fluoreszcencia
intenzitdsa mind az anti-NimC1 mind az anti-FLAG ellenanyaggal festve magasabb a kontrollénal,
mig a rekombinans Atilla fehérjével kezelt sejtek fluoreszcencia intenzitasa az ellenanyagokkal
festve alacsony maradt (26. abra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a rekombinans NimC1 fehérje
a hemocitakbdl szdrmazd nativ NimC1 fehérjéhez hasonldan kotddik az E. coli sejtekhez és ez a
kotddés mind a NimCl fehérjét felismerd ellenanyagokkal mind a FLAG-taget felismerd

ellenanyaggal kimutathato.
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26. abra: A rekombindans NimCl fehérje baktériumkotése anti-NimCl és anti-FLAG
ellenanyaggal is kimutathato

A rekombinans NimCl fehérjét kifejezo Sf9 sejtek lizatumaval FITC jelolt E. coli
baktériumsejteket kezeltiink. A baktériumokat a NimCl1 fehérjét felismeré és a FLAG epitopot
felismerd ellenanyaggal valamint negativ kontrollként Atilla fehérjét felismerd ellenanyaggal

festettiik.
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A tovabbiakban a Draper, NimB1, NimB2, NimA rekombindns fehérjék baktériumkdotését is
megvizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a NimA, NimB1, NimB2 NimC1 és Draper fehérjék
szignifikansan kotddnek az E. coli baktériumokhoz (27. édbra). A NimCl1, a Draper és a NimBlI
fehérjék esetében magasabb RMFI értékeket mértiink, mig a NimA és a NimB2 esetében
alacsonyabbakat. A Gram-pozitiv S. epidermidis baktériumsejtekhez a vizsgalt rekombinans
fehérjék koziil egyediil a NimB1 kotédott szignifikansan. A kisérleteink alapjan a rekombinans
NimCl1 fehérje (RMFI=3,539 +1,021; p=0,007; n=5) a pozitiv kontrollként hasznalt Draperhez
(RMFI=3,224 £+1,61; p=0,024; n=5) hasonlo komplexet alakit ki E. coli baktériumokkal, am a kotés
RMFI értéke magasabb, mint a nativ, hemocitdkbol szdrmazé6 NimCl fehérjé¢ (RMFI=2,256
+0,166; p=0,002; n=5). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a baktériumkotés hatékonysaga nem
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egyenesen aranyos a fehérjemolekula NIM doménjeinek a szamaval, hiszen a rekombinans NimC1

a nativ fehérjéhez hasonloan tiz NIM domént tartalmaz, mig a Draper fehérje szamos EGF doménje

mellett csupan egyetlen NIM doménnel rendelkezik. Bér a rekombinans NimB1 fehérje négy NIM
domént hordoz, mégis a NimC1-hez hasonl6o RMFI értékkel koti az E. colit (RMFI=2,639 +0,554;

p=0,009; n=5) és a vizsgalt Nimrod fehérjék koziil kizardlag a NimB1 koti a S. epidermidis
baktériumsejteket (RMFI=2,23 +0,613; p=0,013; n=5). A masik NimB tipusu fehérje, az 6t NIM

doménnel rendelkez6 NimB2 a legalacsonyabb RMFI értékkel koti az E. coli baktériumokat
(RMFI=1,552 +0,277; p=0,043; n=5), a S. epidermidis sejteket pedig egyaltalan nem (RMFI=1,382

+0,391; p=0,165; n=5). A NimB tipust fehérjék kiilonb6z6 ligandokat is

felismerhetnek, ami

feltehetden azért van mert a génklaszter kialakulasakor az egyetlen nimB gén duplikécioi soran

1étrejott nimB gének funkcioi is elkiiloniiltek egymastol.
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27. abra: A rekombindns Nimrod fehérjék baktériumkotése

A hisztogrammok az egyes rekombindns fehérjéket kifejezé Sf9 sejtlizatumokkal kezelt FITC-
jelolt E. coli (A-E) és a FITC-jelolt S. epidermidis (F-J) baktériumsejtek fluoreszcencia intenzitdsdt
mutatjak a tavoli vorés tartomanyban. A rekombinans NimCl (A, F okkersarga), NimA (B, G
okkersarga), NimBl (C, H okkersarga), NimB2 (D, I okkersarga), Draper (E, J okkersarga)
fehérjékhez a FLAG epitop taggel kiegészitett rekombindns Atilla fehérjét kifejezé Sf9 sejtek
lizatuma szolgalt negativ kontrollként (A-J kék).
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5. Az eredmények megbeszélése

A dolgozatban kozolt vizsgalatokkal a munkacsoportunk éltal azonositott Nimrod fehérje- és
géncsalad tagjainak a fagocitdzisban betolttt szerepét kivantuk megismerni. Megvizsgéltuk a
nimrod gének kifejez0dését az ecetmuslica egyedfejlddése sordn. Reverz transzkripcid kapcsolt
polimeraz lancreakciéval mértiik az egyes nimrod gének kifejezddését. Azt tapasztaltuk, hogy a
nimA, nimB és nimC gének az elsd, masodik ¢s harmadik larvastddiumban, valamint az imdgdkban
is kifejezddnek, azonban az izoldlt hemocitdkban kizarélag a nimB ¢és nimC gének mutattak
transzkripcids aktivitast, a nimA gén a larva valamely masik szovetében fejezddik ki, hemocitdkban
nem nyilvanul meg.

Mivel az ecetmuslica genom 6t NimB és négy NimC tipust receptort kodol, valamint a NimC
tipust, am a klaszteren kiviil talalhaté Eater molekulat, feltételezhetd, hogy ezen fehérjék legalabb
részben atfedd mukodéstiek ezért, egy-egy NimB vagy NimC fehérje hidnya nem okoz nagy
mértékl fenotipusos valtozast, igy a hagyomanyos funkciovesztéses mutansok létrehozasan alapulo
genetikai analizis ebben az esetben nem kecsegtetett sikerrel.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a fagocitozis receptorok altalaban jelatviteli folyamatokban is
részt vesznek, nagyrészt RNS inhibicioval létrehozott funkciovesztéses mutansaik pleiotrop
fenotipust mutattak. A Draper fehérjérdl, amelyet eredetileg apoptotikus sejtek receptoraként irtak le
(Manaka és mtsai., 2004; Kuraishi és mtsai., 2009; MacDonald és mtsai., 2006) késobb azt is
belattak, hogy baktériumok fagocitézisaban (Hashimoto és mtsai., 2009; Cuttell és mtsai., 2008), az
axonfejlodésben (Awasaki és mtsai.,, 2006), az autofdgidban is szerepet jatszik (McPhee ¢és
Baehrecke, 2010), azaz egyetlen fehérje hidnya szamos kiilonb6zo folyamatot érinthet. A nimrod
génklaszter altal kodolt fehérjék receptor funkcidjanak tanulmanyozasara a fehérjék baktériumokkal
1étrehozott kdlcsonhatésainak in vitro vizsgalata kiilonosen alkalmas, mert egyszerre kiiszoboli ki az
esetleges atfedd miikodésti fehérjekbdl és a funkcidvesztéses mutansok pleiotrop fenotipusaibol

eredd bizonytalansagot.
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Eredményeink szerint a NimC1 fehérje szerepet jatszik a fagocitdzis folyamataban, hiszen
hianyaban csokken a hemocitak fagocitalo képessége és a NimCl receptort ki nem fejezd S2
sejtvonalban taltermeltetése noveli a fagocitdzis hatékonysagat (Kurucz és mtsai., 2007). Annak
megvalaszolasara, hogy a NimC1 fehérje a fagocitézis folyamatdban receptorként funkcionél
elséként a hemocitak altal kifejezett NimC1 fehérje kolcsonhatasat vizsgaltuk kiillonb6z6 Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumokkal. A NimCl fehérje baktériumsejtekkel kialakitott
kolcsonhatasat indirekt immunfluoreszcencias festddést kovetd aramlasi citometriaval mutattuk ki.
Eredményeink szerint a NimC1 fehérje a Gram-negativ E. coli, S. marcescens, X. campestris és P.
aeruginosa, illetve a Gram-pozitiv Bacillus cereus var. mycoides baktériumokhoz kotédik, mig a
Gram-pozitiv S. epidermidis, M. luteus és B. subtilis baktériumokat nem koti. Eredményeink szerint
a NimCl fehérje egyarant kotdédik az erdsen patogén S. marcescens és a P aeruginosa
baktériumokhoz melyek szeptikus sériilés esetén a D. melanogaster egyedek tilnyomo tobbségét
egy napon beliill elpusztitjak (Lemaitre és Hoffmann 2007), és a gazdaszervezet szamara
veszélytelen E. coli-hoz.

Meglepoének tiinhet, hogy a NimC1 a vizsgalt Gram-negativ szervezeteket hasonldan koti, mig
a vizsgalt Gram-pozitiv szervezeteket kiilonb6zéképpen, am a két mikrobacsoport Gram festés
alapjan torténd elkiilonitése nem eredményez homogén csoportokat, nem jelentheté ki
egyértelmiien, hogy a minden Gram-pozitiv baktérium sejtfala azonos szerkezetli és Osszetételii.
Példaul ismert, hogy a Gram-negativ szervezetek peptidoglikdnjaban altalaban diaminopimelinsavat
tartalmazo tetrapeptid keresztkoti az N-acetil-glikozaminb6l és N-acetil-muraminsavbol allo
cukormolekuldkat, mig a Gram-pozitiv szervezetekben L-lizin tartalmt tetrapeptidek talalhatoak
meg. Am ismert, hogy a B. cereus és a B. subtilis szervezetek, bar a Gram festés alapjan Gram-
pozitivnak szdmitanak, a peptidoglikanjukban diaminopimelinsavat tartalmazé peptidek taldlhatoak,
igy ebbdl a szempontbdl jobban hasonlitanak a Gram-negativ szervezetekre, mint a Gram-pozitiv S.
epidermidisre (Reith és Mayer 2011).

A NimCl molekula ligandjdnak azonositdsa érdekében baktériumsejteken kompeticios
kisérleteket végeztiink. Eredményeink szerint a hemocita lizatumhoz adott E. coli lizatum gatolja a
NimCl1 baktériumkotését, am a baktérium faldnak két f6 komponense, a peptidoglikdn és a
lipopoliszaccharid nem kompetal a NimC1 kotéhelyével, ami azt mutatja, hogy ezek a molekulak
nem ligandjai a NimCl1 fehérjének. A fehérjementesitett baktérium lizatummal végzett kompeticios
kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy az nem gatolja a NimCl baktériumkotését, amibdl arra

kovetkeztettiink, hogy a NimC1 ligandja fehérjetermészetii. Ez nem meglepd, hiszen a Draper
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molekula egyik ligandja szintén egy fehérjemolekula, a Pretaporter, amely a sejtek felszinén az
apoptozis soran jelenik meg, mig az életképes sejtek feliiletén nem nyilvanul meg (Kuraishi és
mtsai., 2009). Bar D. melanogasterben nem irtak még le olyan fagocitozis receptort, amely
bakterialis fehérjét ismerne fel, gerincesekben tobb mintazatfelismerd receptort is ismeriink
amelyek mikrobakbol szarmazé fehérje ligandot ismernek fol. Példdul az emberi TLR-2 receptor
ligandja két, az E. coli sejtfalaba integral6do lipoprotein, a Lip 19 és a Lip12 (Lee és mtsai., 2002).
Az emberi TLR-5 ligandja a bakterialis Flagellin (Gewirtz és mtsai., 2001), a TLR-4 fehérje egyik
ligandja az E. coli FimH fehérjéje, amely a baktérium fimbriumainak alkotéeleme (Mossmann és
ismerik fel (Koblansky és mtsai., 2013; Yarovinsky és mtsai., 2005).

A hemocitdk altal kifejezett NimC1 molekula baktérium kotését a fehérjét specifikusan
felismerd két monoklonalis ellenanyag keverékével mutattuk ki. Mivel a NimA, NimB1-5 és
NimC2-4 fehérjéket felismerd ellenanyagokkal nem rendelkeziink, e fehérjék baktériumkdotési
képességének vizsgalatdhoz rekombinans fehérjeként fejeztettik ki a NimA, NimBl, NimB2,
NimC1 ¢és kontrollként a Draper fehérjék extracellularis doménjét melyet egy FLAG epitdp taggel
egészitettiik ki. A FLAG epitopot specifikusan felismerd ellenanyag segitségével hataroztuk meg a
rekombinans fehérjék baktériumkotd képességét. ElsOként Osszehasonlitottuk a rekombinans
NimC1 baktériumkotd képességét a NimCl1 fehérjét felismerd Pla, P1b ellenanyagunk és a FLAG
epitopot felismerd ellenanyag alkalmazasaval. Azt taldltuk, hogy a két rendszerben hasonld a
rekombinans NimC1 E. coli baktériumhoz kotése, ezért a rekombinans fehérjék baktériumkotésének
FLAG epitop segitségével torténd meghatarozdsa megbizhatdé mérdrendszernek bizonyult.
Meghataroztuk a NimA, NimB1, NimB2 és a Draper fehérjék baktériumkotési képességét is, €s azt
tapasztaltuk, hogy mindegyik vizsgalt fehérje kotddik E. coli baktériumokhoz, mig S. epidermidis
baktériumsejtekhez kizardlag a NimB1 fehérje kotddott.

Ezekkel a vizsgalatainkkal kibovitettiik az eddig ismert Drosophila melanogaster fagocitdzis
receptorok korét és a harmadik tablazatban Gjra 6sszefoglaltuk a mikrobak felismerésében szerepet

jatszo ecetmuslica fehérjéket.
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3. tablazat: Az egyes Drosophila melanogaster fagocitozis receptorok ismert ligandjai

(NA=nincs adat)

Receptor Gram-negativ | Gram-pozitiv gomba | apoptotikus sejt
baktérium baktérium

dSR-CI + + NA NA
PGRP-LC + - NA NA
MCR/TEP6 - NA + NA
TEPII + - - NA
TEPIIL - + - NA
Peste + + NA NA
Croquemort + + NA +
Dscam + NA NA NA
NPC2a, 2e, 2h +? +? NA NA
NimC4/Simu NA NA NA +
Draper + + NA +
Eater + NA NA
NimA + - NA NA
NimB1 + + NA NA
NimB2 + - NA NA
NimCl1 + - NA NA

Rekombinéns fehérjék eldallitdsaval in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk meg a Nimrod
fehérjecsalad kivalasztott tagjainak baktériumkdotési képességét. Eredményeink szerint a Nimrdd
fehérje- és géncsalad tagjai a fagocitdzisban receptor funkcioval birnak. A transzmembran
doménnel rendelkezd NimC fehérjék valdsziniileg fagocitozis receptorként miikodnek, a mikrobak
érzékelésében €s a sejthez rogzitésében jatszanak szerepet. A transzmembran doménnel nem
rendelkez6 NimB fehérjék a hemolimfdban oldott opszoninként miikddhetnek, a mikrobak
felszinéhez kotddve segitik azok bekebelezését.

Az altalunk vizsgalt Nimrod fehérjék minden bizonnyal kisebb affinitassal kotddnek az E.
coli baktériumokhoz, mint az Eater fehérje, amelynek a baktériumkotésérol részletes adatokkal
rendelkeziink (Kocks és Chung 2011). Ennek a magyarazata az lehet, hogy evoluciosan eldnyosnek
bizonyulhat, ha egy szervezet tobb alacsony affinitasi receptorral ismeri fel a baktériumsejteket,
mivel a ligand, ez esetben a baktérium, a gazdaszervezetnél joval gyorsabban szaporodik.
Amennyiben egyetlen receptor felelés a mikroba felismeréséért, konnyebben szaporodnak el olyan

mutdnsok, amelyek a receptor ligandjanak egy eltérd valtozatat fejezik ki, igy konnyen elkeriilhetik
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a gazdaszervezet immunvalaszat. Amennyiben a mikrobat tobb kiilonbozd, kis affinitasa
receptorfehérje ismeri fel, egyetlen fehérje ligandjanak megvaltozasa nem juttatja dontd elényhdz a
baktériumot a gazdaszervezettel szemben és ezeknek a mutdnsoknak az életképessége kevésbé
kiilonbozik a vad tipusu egyedekétdl, ezért egy ilyen mutdcid sokkal nehezebben rdgziil a
populacioban. Ez lehet a magyarazata annak, hogy miért kodol a D. melanogaster genom 6t nimB
és négy nimC gént, az eater mellett, hiszen konnyen lehetséges, hogy az evollicio folyaméan
elényOsebb, ha a szervezet a korokozokat tobb alacsony affinitast receptorral ismeri fel, mintha
egyetlen magas affinitdsi receptorral szdl szembe a gazdaszervezetet veszélyeztetd

mikroorganizmusokkal.
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8. Magyar nyelvii 6sszefoglalo

A fagocitézis folyamata a torzsfejlédés soran mar az egysejtliekben kialakult, ahol a
taplalkozast szolgalja, tObbsejtii szervezetekben az egyedfejlodés sordan torténd szoveti
atrendezddésekben, valamint a korokozod mikroorganizmusok elleni védekezésben jatszik
kulcsszerepet. A fagocitdk, a velesziiletett immunvalasz végrehajto sejtjei, sejtfelszini receptoraik
segitségével ¢érzékelik a kornyezetikben megjelend testidegen, illetve megvaltozott sajat
struktarakat. A receptorok ligand-kotése a fagocita sejtekben olyan jelatviteli utakat aktival,
melynek sordn az aktin sejtvaz atrendez8désével a mikroorganizmusokat koriiloleld
pszeudopodiumok képzddnek, majd az igy bekebelezett részecskéket a fagoszomakban a
hidrolitikus enzimek lebontjak.

A fagocitoézis molekuldris folyamatainak vizsgalatdhoz a Drosophila melanogaster-t
valasztottuk modellszervezetnek, mivel az ecetmuslica kizarolag a velesziiletett immunités
folyamataival biztositja szervezete homeosztazisat. A Drosophila fagocita sejtjei, a plazmatocitak
az egyedfejlédés sordn mar az embridban kialakulnak, itt elsdsorban az apoptozissal elpusztuld
sejtek eltavolitasaban, ezen keresztil az idegrendszer fejlédésében jatszanak szerepet. A
plazmatocitak a larvalis és a felndtt egyedekben az immunvédekezést szolgalva, a szervezetbe jutd
testidegen mikroorganizmusok felismerését és bekebelezését végzik.

Korabban a Drosophila melanogaster fagocita sejtjein egy transzmembran fehérjét
azonositottunk, melynek kodolo génjét nimrod-nak (nimC1) neveztiik el. A nimC1 gén szekvencidja
alapjan prediktalt fehérje a transzmembran fehérjékre jellemzd szerkezetli, szingal peptiddel,
extracellularis, transzmembran ¢&s intracellularis régiokkal rendelkezik. A NimCl fehérje
altalanosan elterjedt EGF-receptor doménhez képest szigorubb konszenzusszekvencidval irhat6 le
(CxPxCxxxCxNGxCxxPxxCxCxxGY). Ezt az 0j tipust domént NIM doménnek neveztiik el.

A NimCl1 fehérje funkcidjanak vizsgalatat funkciovesztéses €s funkcionyeréses genetikai
tesztekben végeztiik el. A funkcidvesztéses vizsgalatokban RNS inhibicié modszerrel csdkkentettiik
a NimC1 fehérje kifejezddését, és ezzel egyiitt a hemocitak Staphylococcus aureus baktérium
fagocitozisanak jelentds csokkenését tapasztaltuk. A funkcionyerési vizsgalathoz a NimC1 fehérjét
a NimC1 fehérjét nem expresszald a Drosophila melanogaster eredetii Schneider-2 sejtvonalban

tultermeltettik. A NimCl molekuldnak a Schneider-2 sejtek plazmamembranjdban torténd
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megjelenésével egyidejlileg azt tapasztaltuk, hogy a S. aureus és E. coli baktériumokat fagocitald
képességiik is megnovekedett.

A Drosophila melanogaster genomjaban tovabbi tizenegy olyan gént azonositottunk, amelyek
a NimCl1 fehérjéhez hasonlo szerkezetli fehérjéket kddolnak. A NimCl1 szerkezeti homologok
mindegyike tartalmaz legalabb egy NIM domént, valamint az N-terminalis NIM domént megel6z6
CCxGY motivumot. A NimC1 homologokat kodold gének a Drosophila melanogaster masodik
kromoszémajan, a nimCI gén kozvetlen genomi kornyezetében, géncsaladot (nimrod géncsalad)
alkotva helyezkednek el. A nimrdod géncsalad altal kodolt fehérjéket szerkezetiik alapjdn harom
kategoriaba soroltuk. A NimA fehérje egyetlen NIM domént tartalmazo transzmembran molekula. A
NimB tipust fehérjék transzmembran régioval nem rendelkezd, 1-7 NIM domént tartalmazo
molekulak, a NimC tipusu fehérjék 2-16 NIM domént tartalmaz6 transzmembran fehérjék.

Az ecetmuslica genom tovabbi NIM doménnel rendelkez6 fehérjéket is kodol: Az embrionalis
makrofagok apoptozisdban szerepet jatszo Draper fehérjét, valamint a fagocita sejtek baktérium
kotésében résztvevd Eater molekulat.

A nimrod géncsalad kifejez6dését reverz transzkripcidhoz kapcsolt polimerdz lancreakcioval
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy, a nimA, nimBI1, nimB2, nimB3, nimB4, nimB5, nimCIl, nimC2,
nimC3 és nimC4 génekrél mindharom larva stddiumban az iméagokban, valamint a harmadik
stadiumu larvak vérsejtjeiben szintetizalddik RNS molekula, a nimA gén kivételével, amely a
harmadik stddiumu larvak hemocitaiban nem fejezddik ki.

A NimCl fehérje funkciojat baktériumkotési kisérletekkel vizsgaltuk. Hdvel elolt
baktériumsejteket fluorescein isothiocyanate-tal (FITC) jeloltiik, majd a NimC1 fehérjét kifejezo
hemocitdk lizatumaval kezeltiik. A FITC-el jelzett baktériumokhoz kotddd NimC1l molekulat
indirekt immunfluoreszcencia modszerrel tavoli vords tartomanyban emittald fluoreszcens festékkel
megjeldltik és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Eredményeink szerint a NimCl specifikus
ellenanyaggal festett Escherichia coli baktériumok fluoreszcencia intenzitdsa a tavoli voros
tartoményban tobb mint kétszeresére emelkedett a kontrolként haszndlt immunglobulin izotipus
kontroll ellenanyaggal festett baktériumsejtekéhez képest, ami azt jelenti, hogy a NimC1 fehérje
kotédik az E. coli baktériumsejtekhez. Vizsgélataink szerint a NimC1 fehérje az E. coli baktériumon
kiviil kotédik még a Serratia marcescens, Xanthomonas campestris, Pseudomonas aeruginosa
Gram-negativ és a Bacillus cereus var. mycoides Gram-pozitiv baktériumokhoz, viszont a Gram-
pozitiv Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus és Bacillus subtilis baktériumokat nem

koti.
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Az E. coli baktériumsejteken a NimC1 fehérjét koté molekulat kompeticios kisérletekkel
kivantuk azonositani. A NimC1 molekulat kifejezé hemocitak lizatumahoz adott lipopoliszaccharid
¢és peptidoglikan nem befolyasolja a NimC1 fehérjének az E. coli baktériumhoz torténd kotddését,
igy ezek a molekuldk nem lehetnek a NimC1 receptor ligandjai.

Tovabbi vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy az E. coli sejtekbdl késziilt lizatum
valamely komponense erdsen gatolja a NimC1 molekulanak az E. coli sejtekhez torténd kotddéseét.
Mivel a fenolprecipitalassal illetve Proteindaz K enzimkezeléssel fehérjementesitett E. coli lizatum
mar nem gatolta a NimC1 baktériumkotését, ebbdl a kisérletbdl arra kovetkeztettiink, hogy az E.
coli sejteken megnyilvanulo, NimC1-t koté molekula fehérje természetii.

A nimrod géncsalad altal kodolt fehérjék koziil a NimA, NimB1, NimB2 és NimC1 fehérjék
extracellularis doménjét FLAG epitdppal ellatott rekombinans fehérjeként fejeztettiik ki baculovirus
expresszios rendszerben. A rekombinans fehérjéket termeld Sf9 lepke sejtvonal lizdtumaval
baktériumkotési kisérletet végeztiink, elsddleges ellenanyagként a FLAG epitopot felismerd
monoklondlis ellenanyagot hasznaltunk, majd a baktériumsejtek fluoreszcenciajanak intenzitasat
aramlasi citometridval hataroztuk meg. Pozitiv kontrollként a D. melanogaster Draper molekulat,
negativ kontrollként egy, a hemocitdkon kifejez6dd, NIM domént nem tartalmazé fehérjét, az Atilla
molekulat fejeztettiik ki. Eredményeink szerint a rekombinans NimA, NimB1, NimB2, NimCl1, ¢és
Draper molekulak kotddtek E. coli baktériumokhoz, azonban a S. epidermidis baktériumsejtekhez

kizarolag a NimB1 kotodott.
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9. Summary

The process of phagocytosis has evolved early in life, in unicellular eukaryotic organisms,
where it is utilized for feeding. In multicellular organisms the main immune function of
phagocytosis is the defence against pathogenic microbes and the elimination of apoptotic cells
during histological reorganizations through ontogenesis. Professional phagocytes, the effector cells
of the innate immune response sense the foreign or altered self particles appearing in their
environment by their cell surface receptors. The ligand binding of these receptors induces signal
transduction pathways which reorganize the actin cytoskeleton, and the cell grows pseudopodia, to
engulf the target particle, which is lysed in the hydrolytic enzymes of the phagosome.

We chose Drosophila melanogaster to study the molecular processes of phagocytosis, because
the fruit fly relies only on innate immune processes to maintain its homeostasis. The phagocytes of
Drosophila, the plasmatocytes differentiate early in ontogenesis, in the embryo, where their main
function is the elimination of apoptotic cells in the developing nervous system. Plasmatocytes
recognize and engulf foreign particles in the larva and in the adult.

Previously we have identified a transmembrane protein on the plasmatocytes of D.
melanogaster, which we named Nimrod and its coding gene nimrod (nimCl1). Inferring from the
sequence of the gene the predicted NimCl protein shows a domain structure typical of a
transmembrane protein, harboring a signal peptide, extracellular, transmembrane and intracellular
regions. In the extracellular domain of NimC1 we identified a new subclass of the EGF-receptor
domain, which can be characterized with the consensus sequence
CxPxCxxxCxNGxCxxPxxCxCxxGY, we dubbed NIM domain.

We studied the function of the NimC1 protein in loss-of-function and gain-of-function genetic
tests. In the loss-of-function studies we inhibited the expression of NimC1 by RNAi, and by
decreasing the amount of NimC1 on the surface of hemocytes, their Staphylococcus aureus
phagocytic capacity also decreased. For the gain-of-function studies we expressed the NimCl1
protein in the Schneider-2 cell line which does not express NimC1. The occurrence of NimCl1 in the
membrane of Schneider-2 cells the S. aureus and Escherichia coli phagocytic capacity of the cells
increased.

We identified eleven genes in the D. melanogaster genome coding proteins with similar
domain structure. All eleven proteins harbor at least one NIM domain, and a CCxGY motif

preceding the first NIM domain. Nine from these eleven genes are located in the direct genomic
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vicinity of the nimC1 gene, constituting the nimrod gene family located on the second chromosome.
The proteins encoded by the nimrod gene family can be divided into three different types. The
NimA protein harbors a single NIM domain and a transmembrane domain. The NimB-type proteins
harbor 1-7 NIM domains, but lack a transmembrane domain, and the NimC-type proteins harbor 2-
16 NIM domains and a transmembrane domain. The fruit fly genome encodes two NIM domain
containing proteins, the Draper which plays a role in the phagocytosis of apoptotic cells and the
Eater protein involved in bacterium binding.

We studied the expression of the nimrod gene family by reverse transcription coulpled
polymerase chain reaction. We found that the nimA, nimB1, nimB2, nimB3, nimB4, nimB5, nimC],
nimC2, nimC3 and nimC4 genes are transcribed in all three larval stages and in the imago. In the
isolated hemocytes of third instar larvae nimB1, nimB2, nimB3, nimB4, nimB5, nimCI, nimC2,
nimC3 and nimC4 genes show transcriptional activity, while nimA is not expressed.

To study the function of the NimC1 protein we conducted bacterium binding experiments .
Heat inactivated, fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled bacterial cells were incubated in the
lysate of hemocytes expressing NimC1. The NimC1 molecule forming a complex with the labelled
bacterial cells were stained by indirect immunfluorescence in the far-red spectrum and measured by
flow cytometry. According to our results the far-red fluorescence of the E. coli cells treated with
hemocyte lysate and stained with NimC1-specific antibodies increased more than twofold compared
to the controll particles stained with isotype specific control antibodies, showing that the NimCl1
proteind binds E. coli bacteria. The NimC1 protein binds Serratia marcescens, Xanthomonas
campestris, Pseudomonas aeruginosa Gram-negative and the Bacillus cereus var. mycoides Gram-
positive bacteria, while does not show binding to Gram-positive Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus and Bacillus subtilis.

We intended to identify the ligand of NimC1 on bacterial cells by competition experiments.
We supplemented the lysate of NimCl expressing hemocytes with lipopolisaccharide and
peptidoglican, neither of wich competed for NimC1 binding, showing that neither of them serves as
the ligand of NimCl.

In our experiments we found that the lysate of E. coli cells effectively inhibits NimCl
binding. As the phenol precipitated and Proteinase K degraded protein-free E. coli lysates do not
inhibit NimC1 binding, we concluded that the ligand of NimC1 is a protein.

We expressed the extraellular domains of NimA, NimBIl, NimB2 and NimCl in a

baculovirus-based eukaryotic expression system as recombinant proteins with a FLAG epitope tag.
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We conducted bacterium binding experiments with the lysate of the lepidopteran Sf9 cell line
expressing the recombinant proteins, using the monoclonal antibody recognising the FLAG epitope
as the primary antibody, and measured the fluorescence intensity of the bacteria with flow
cytometry. As a positive control, we expressed the Draper protein, as a negative control, we
expressed the Atilla protein, which is expressed on the non-phagocytic lamellocytes and does not
contain NIM domains. According to our results the recombinant NimA, NimB1, NimB2, NimCl1,
and Draper bind E. coli bacteria, while only NimB1 bound S. epidermidis.
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