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Az elsédleges immunvalasz tokképzo reakcidjanak molekularis genetikai alapjai
Drosophila melanogasterben

Részletes zarojelentés

A szervezetbe jutd testidegen részecskéknek a testiiregben torténd fizikai
elhatarolasa, tokba zarasa az éldvilagban altalanosan elterjedt védekezd reakcio. Ez a
folyamat gerinces szervezetekben a talyogképzés, illetve granulomaképzés, melyhez
hasonl6 folyamat a rovarok tokképzé reakcidja (Brennan 2004). A Drosophila
melanogaster a parazitak petéit immunsejtjeivel tobb rétegli tokba zarja. A tokképzo
reakcioban minden tipusu immunsejt, azaz hemocita részt vesz, a fagocita funkcidval
rendelkez6 plazmatocitdk, a melanizacios kaszkad proenzimét kristalyos formaban
tartalmazo un. kristalysejtek, valamint a nem fagocitalhatd, nagyméretli részecskék
hatasara differencialodod vérsejtek, a lamellocitak (Williams 2007). A Drosophila larva
testiiregébe helyezett parazita darazs petéje nem fagocitalhatd, nagyméretli részecske,
mely koriil el6szor a plazmatocitak csoportosulnak, majd a lamellocitak tobb rétegli tokba
zarva elhatdroljadk a gazda szoveteitél. A tokképzés soran a lamellocitdkban ¢és a
kristalysejtekben aktivalédé fenoloxiddz lancreakcid toxikus melanin termelédéséhez
vezet, ami elpusztitja a parazita petét. Bar a sejt-kdzvetitette immunvalasz parazitak
elleni védekezésének 1épéseit mar jo ideje ismerjiik, a tokképzd reakcid részleteit még
nem sikeriilt felderiteni.

Palyadzatunk célja a sejt-kozvetitette immunvalasz tokképzé folyamatdban
résztvevo folyamatok vizsgalata volt Drosophila melanogaster modellrendszerben, a
Drosophila immunsejtjein altalunk korabban azonositott molekularis markerek, az L1, az
L4 ¢és az L2 markermolekulak (Kurucz és mtsi. 2003, Zettervall és mtsi. 2004, Kurucz és
mtsi. 2007a, Kurucz és mtsi. 2007b) alkalmazasaval.

Az L1 molekula biokémiai és funkcionalis jellemzése

Az L1 molekula a Leptopilina boulardi G486 parazita darazs altal kivaltott
immunindukciot kovetd nyolc 6ran beliil a Drosophila keringésében 1évo vérsejtek 30%-
an megnyilvanuld fehérje. A fehérje a dardzsfert6zés hatasara differencialodo lamellocita
sejteken van jelen (Kurucz és mtsi. 2007b).

Az L1 fehérje tomegspektometriai analizise (LC-MS/MS) soran kapott peptid
szekvencidk segitségével azonositottuk az L1 molekulat kodolo gént, amelyet atilla-nak
neveztiink el (Kurucz és mitsi. kézirat). Fehérjeszerkezet tervezd programok analizise
alapjan az atilla gén terméke egy glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) horgonyozo6 hellyel
rendelkez6 transzmembran fehérje, mely a Ly6 szupercsalad tagja. A Ly6 szupercsalad
tagjai olyan fehérje-fehérje kolcsonhatasban szerepet jatszo szerkezeti alegységgel
rendelkeznek, amelyek a foszfolipaz C enzimmel hasitott szolubilis forméaban toltik be
biologiai funkcidjukat. Drosophila genom 36 olyan gént tartalmaz, amely Ly6 motivumot
tartalmazo fehérjét kodol, funkciojuk nagyrészt ismeretlen, kivéve a boudin gént, amely
az epitélialis szovetek rekeszes kapcsolodasaban (septate junction) jatszik szerepet
(Hijazi és mtsi. 2009).
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A Drosophila hemocitakon megnyilvanulé Atilla fehérjét a GPI-kapcsolt
molekuldkat a sejtek felszinérél szelektiven lehasité foszfatidilinozitol-specifikus
foszfolipaz C-vel (PIPLC) emésztettik (Halova ¢és mtsi 2002), majd indirekt
immunofluoreszciaval tettiikk lathatova. A PIPLC-kezelt hemocitdk FACS analizise az
Atilla molekula expresszidjanak jelentds csokkenését mutatta, ami arra utal, hogy az
Atilla molekula GPI-hez kapcsoltan is beagyazddhat a sejtmembran koleszterolban és
szfingolipidekben gazdag mikrodoménjeibe, az un. lipid raftokba.

A lipid raftok az evolicid soran konzervalodott szerkezetek, amelyek

gerincesekben elsdsorban a kiilonbozo jelatviteli mechanizmusokban szerepet jatszo
receptor molekulak funkcionalis komplexeit tartalmazzak [Horejsi és mtsi 2005]. Annak
ellenére, hogy Drosophila-ban a lipidek kémiai szekezete az emldsokétdl eltérd, a
sejtmembran koleszterolban gazdag régioi mégis képesek lipid raftokba rendezddni
(Rietveld és mtsi 1999). A lipid raftok glikoszfingolipid komponense szelektiven koti a
kolera toxin B (CTB) alegységét, ami egy altalanosan hasznalt lipid raft marker. Ennek
felhasznalasaval €10 sejteken fluoreszcens kettdsfestéssel vizsgaltuk a lipid raftok és az
Atilla molekula egyiittes elhelyezkedését. Az Atilla fehérje és a CTB alegység
kolokalizaciojanak szazalékos mértékét egyrészt a hemocita taltermeld /(3)mbn-1 mutans
lamellocitain vizsgaltuk, ahol az Atilla és CTB molekulak egyiittes megnyilvanulasa 76%
+ 2, (n=16) volt, masrészt a parazita darazs altal az in vivo immunindukcionak kitett vad
tipustt OregonR larvak lamellocitain, ahol 74% =+ 3 (n=7)-o0s kolokalizaciot mértiink.
Az [(3)mbn-1 mutans lamellocitdin az Atilla molekula lipid-tutajhoz torténd kotddését
egy masik modszerrel (Gombos €s mtsi 20060) is jellemeztiik. A nativ lamellocitakat
enyhe, nem-ionos detergenssel kezelve a sejtmembranbol kioldottuk a lipid raftokhoz
nem kapcsolt fehérjéket. Ezutdn immunfestést koveté FACS analizissel vizsgaljuk az
Atilla molekula sejtfelszini megnyilvanulasat. Azt tapasztaltuk, hogy a detergenssel nem
kezelt kontroll mintdhoz képest a kezelt sejtek 80%-ban volt kimutathat6 az Atilla
molekula. Abban az esetben viszont, amikor a lipid raftok szerkezetét stabilizalo
koleszterint metil-béta-ciclodextrinnel kivonva a lipid raftok szerkezetét megbontottuk, a
detergens kezelést kovetden az Atilla molekula a lamellocitdk csupan 50%-an nyilvanult
meg. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az Atilla molekula GPI-hez
kapcsoltan képes beagyazodni a sejtmembran mikrodoménjeibe a lipid raftokba. Ennek
az eredménynek a nyoman az Atilla antigént az elsd olyan lipid raft asszocialt fehérjeként
azonositottuk mely a Drosophila vérsejtjein fejezddik ki.

A plazmamembranban 1évd lipid raftok lehetévé teszik a fehérjék lateralis
szegregaciojat, igy a  jelatviteli  mechanizmusban  résztvevd  molekulak
kompartmentalizalodni képesek a membranban: bizonyos komponensek koncentraldédnak
a lipid raftokban, masok kizarodnak (Zajchowski és mtsi 2002), a lipid raftokban
lokalizalédé komponensek allandé valtozasaval szabalyozva a jelatviteli folyamatokat
(Simons ¢és mtsi 2010). Kémiai keresztkotést 1étesitdé homobifunkcionalis reagensek
alkalmazasaval, az Atilla molekulaval lateralisan koélcsonhatdé molekulakat kerestiink.
Mivel az Atilla fehérje extracellularis doménjében nyolc lizin aminosav talalhato, el6szor
kiilonbozo tavolsagokban hatd lizin specifikus keresztkotd szereket hasznaltunk
diszuccinimidil-tartrate-t (DST), etilén glikol-bisz-szuccinimidil szukcinat-ot (EGS),
majd a primer aminokkal reagalo disuccinimidil-szuberate-ot (DSS). A DSS keresztkotd
reagens alkalmazédsdval a hemocitdk extraktumabol a 16 kDa molekulatomegli Atilla
molekula mellett egy 20 ¢és egy 25 kDa molekulatomegii fehérjét ko-



immunoprecipitaltunk. Bar a western blot analizis sordn mind a 20, mind a 25 kDa-s
molekulak esetén a 16 kDa molekulaval megegyezo ersségi jelet detektaltunk, sem a 20
sem a 25 kDa-os terméket nem tudtuk a tomegspektrometriai analizishez megfeleld
mennyiségben eldallitani.

A Drosophila melanogaster ~ genomjaban  kiillonb6zé homologiakereso
programokkal 24 |, atilla-szerii” gént azonositottunk; az altaluk kodolt fehérjék tobbsége
GPI-hasito helyet valmint u-PAR/Ly-6 domain-t is tartalmaz. Az , atilla-szerii” gének
egy része a Drosophila genomjaban egymas mellett, négy klasztert alkotva helyezkednek
el, néhanyukat mas Drosophilidae-hez tartozd fajban valamint Anopheles gambiae,
Tribolium castaneum and Apis mellifera fajokban is megtalaltuk.

Az Atilla (L1) fehérje sejt-kozvetitette immunvalaszban betoltott szerepének
vizsgalata deléciéos mutansok létrehozasaval

Az atilla gén immunvalaszban betoltott szerepét delécids mutansok létrehozasaval
vizsgaltuk. Ehhez rendelkezésiinkre allt két EP-elem beépiilés kb. egy kilobazis
tavolsagra az atilla gén 3’ végétdl, amelyek két gén kozotti, nem kodold régidoban
helyezkednek el. Az EP elemek re-mobilizaciéja soran gyakran eléfordul, hogy a
genombol vald kiugrds sordn a P-elem a kornyezetéb6l DNS-szakaszokat visz magaval,
deléciot hagyva maga mogott, amely érintheti a kornyezo géneket is. A genomban a
homozigbta életképes EP’™ beépiilést mobilizaltuk majd nyolc olyan delécios jeldltbél
alapitottunk tSrzset, amelyek a deléciora nézve homozigota életképes (atilla®, atilla®,
atilla®”, atilla®, atilla™, atilla®”’, atilla®®, atilla®™’). Meghataroztuk a deléciok
tdréspontjait, majd a legnagyobb méretii deléciot hordozé atilla®” allélt hordozd torzsben
és kontrollként a pontos kivagodast tartalmazéd atilla™ torzsekben dardzsszurassal
lamellocita differencialodast indukaltunk. A hemocitdk extraktumaval western-blot
analizist végeztiink és azt tapasztaltuk, hogy az Atilla fehérje a homozigota atilla®”
delécios allatokban nem fejez6dik ki, mig a kontrollként hasznalt atilla®™ tozs
hemocitaiban megnyilvanul.

Az Atilla molekulanak a sejt kdzvetitette immunvalasz tokképzdé reakcidjaban
betdltdtt szerepét a legnagyobb méretii deléciot hordozo atilla™ allélt és kontrollként a
pontos kivagodast hordozo atilla®? allélt hordozé torzsekben vizsgaltuk. A Leptopilina
boulardi G486 parazitoid darazs altal kivaltott tokképzési reakcidban eltérést nem
tapasztaltunk, ami azt jelenti, hogy az Atilla fehérje hianya nmagaban nem befolyasolja
a parazita darazs elleni immunvalaszt. Az elsddleges immunvalasz folyamataira és az
abban résztvevé molekulakra altalanosan jellemzd, hogy a korlatozott specifitast
nagymértékii redundancia ellenstlyozza. Mivel a Drosophila melanogaster genomjaban
24 atilla-szerii gént talaltunk, igy nem meglepd, hogy az Atilla fehérje hianya nem
feltétlentil jar egyiitt a tokképz6 funkcié megvaltozasaval.

Az atilla deléci6 microarray analizise

Az atilla gén sejt kozvetitette immunvalaszban betoltott szerepének
megismeréséhez microarray analizist végeztiink. Ehhez a legnagyobb méretii delécios
allélt homozigdta formaban hordozo, az Atilla fehérjét nem expresszalé atilla®” vonalat,
kontrollként pedig az Atilla fehérjét termeld pontos EP-elem kivagodassal létrehozott
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atilla® térzset hasznaltuk. Masodik stadiumu atilla®” és atilla®® larvakat Leptopilina
boulardi G486 parazita darazzsal immunindukaltuk és az immunindukciot kdvetd 24, 48,
és 72 oraval mRNS-t tisztitottunk. Az Affymetrix 2.0 microarray chipre paronként
hibridizaltuk a két torzsbol szarmazé mRNS mintdkat. Eredményeink szerint az
immunindukciot kovetd 24. oraban az attacin A antimikrobialis peptid génexpresszios
szintje a logaritmus skalan 6todére, az attacin B antimikrobialis peptid génexpresszios
szintje negyedére, tovabbi hét annotalt, eddig ismeretlen funkcioji gén expresszios
szintje a harmadara csokkent. A minibrain gén valamint két tovabbi ismeretlen funkcioju
gén expresszios szintjében viszont kozel oOtszords emelkedést mértiink. Az
immunindukciot kovetd 48. 6raban harom annotalt, eddig ismeretlen funkcidji gén
expresszios szintje kozel négyszeresére emelkedett. Az immunindukciot kovetd 72.
oraban tiz annotalt gén szintjében mértiink csokkenést és nyolc gén esetében viszont
expreszios szint emelkedést, melyek koziil négy az ekdizon vedlési hormon szabalyozasa
alatt all (Eig71Ec, Eig71Ef, Eig71Eb, Eig71Ed).

Az atilla-GAL4 meghajto elemet hordozo transzgenikus torzs létrehozasa

A tokképzé reakcidoban szerepet jatszO gének azonositasahoz elso
specifikus meghajtd elemet kivantunk létrehozni. Az atilla gén 5' regulétor régidja igen
nagyméretli, 30 kb, ezért az atilla gén promoterétdl 5' iranyban elhelyezkedd oOt,
egyenként 6 kb nagysagu, egymassal atfedd DNS szakaszt valasztottunk ki az atilla gén
kifejezddését tikroz6 GAL4 meghajtd elemek eldallitdsdra. A regulator szakaszokat
CaSpeR vektorba klonoztuk és white embriokba injektaltuk, majd a miniwhite marker gén
alapjan azonositottuk az inszerciot hordozd egyedeket, ezutan a himeket UAS-GFP
konstrukciot hordozé sziizekhez kereszteztik. Az wutddokat parazitoid dardzzsal
immunindukaltuk, és lamellocita-specifikusan GFP-t expresszalé egyedeket kerestiink.
Mivel lamellocita specifikus GFP expressziot egyetlen inszercid esetében sem talaltunk,
egy masik megkozelitést alkalmaztunk.

A Flybase adatbazisaban potencialis enhanszer-csapdazo inszercidkat kerestiink.
Az atilla gén 5' nem transzlalodd régiojaban talalhatd egy minos (MIiET1) inszercio.
Irodalmi adatok alapjan (Metaxakis és mtsi 2005) a MIET1 elem enhanszerek
csapdazasra képes; az elemben talalhatd egy 3xP3 promoterrel ellatott EGFP riportergén
¢s egy hsp70 promdter altal vezérelt GAL4 gén. Kisérleteink soran mind a Leptopilina
boulardi parazitoid darazs pete altal kivaltott immunindukcié soran differencialodott
lamellocitak, mind a /(3)mbnl vérsejttumoros genetikai hattéren képzodo lamellocitak
kifejezik a GFP riporter gént, ami arra utal, hogy a Mi{ETI1}CG6579MB03539 jelu
inszercio valdban csapdazza az atilla gén lamellocita specifikus enhanszerét (Honti és
mtsi 2009). Bar az inszercioban talalhatdo GAL4 gén aktivitasat genetikai rendszereinkben
nem tudtuk kimutatni, és igy ez az inszercid6 nem hasznalhaté lamellocita specifikus
meghajtd elemként, mégis egyedi eszkozként szolgdl a lamellocitdk in vivo
nyomonkdovetésében, tovabba egyéb vérsejt-specifikusan kifejez0d6 GAL4 forrasokkal
kombinalva az inszerci6 in vivo kettds-jeloléses rendszerekben is alkalmazhato.

Az atilla-GAL4 meghajtd elem létrehozasat nem adtuk fel, harmadik
megkozelitésként az atilla”™"* mutaciot felhasznalva, jelenleg P-elem re-mobilizacio
segitségével egy funkcioképes GAL4 forrast tartalmazo P-elemet (PGawB) kivanunk az



atilla génbe ugratni. A kisérlet soran a P-elemet a miniwhite riportergén kifejezddése
alapjan kovetjiilk, a megfeleld pozicidba torténd beépiilést pedig a minos elem GFP-
expresszidjanak valtozasa alapjan detektaljuk.

Egy Drosophila integrin alegység (L4/Myospheroid BPS) azonositisa a larva
tokképzo sejtjein, a lamellocitakon

A parazita darazsak petéi altal kivaltott immunindukciot kdovetden a Drosophila
larva vérsejt kompartmentumai atrendezddnek; a prekurzor tipusu sejtek morfoldgiai
valtozdsokon mennek at és immunologiai sajatsdgaik is alapvetben megvaltoznak
(Markus és mtsi. 2009). A larva testiiregének falara kitapadt szesszilis
kompartmentumban talalhatd kis kerek prekurzor tipusu sejtek diszkoidalis, majd nagy
megnyult lamellocitakka alakulnak, mikozben a sejtek antigén-mintazata és funkcioja is
alapvetéen megvaltozik. Az L4 molekula az indukciot kovetd 5. 6rdban a hemocitak
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szintén fagocitalo diszkoidalis alakii hemocitdkon, mig a fertdzés késébbi szakaszaban az
L4-t expresszalo nagymeéretli, megnyult morfologidji lamellocitak elvesztették fagocitalo
képességiiket. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy fagocita funkcioval rendelkezd
sejtek tokképzd lamellocitava alakulhatnak. (Honti és mtsi. 2010).

Az L4 molekulat tomegspektrometriai (MALDI-TOF) analizissel Drosophila
melanogaster BPS fehérjéjeként azonositottuk. Azt, hogy az L4-t valéban a myospheroid
gén kodolja-e ugy vizsgaltuk meg, hogy a myospheroid gént csendesito RNSi
konstrukciot (1560R-2, Kyoto Torzskdzpont) Hemese-GAL4 (HP3#85) meghajtoelem
segitségével vérsejtspecifikusan kifejeztettiik, és az immunindukalt egyedek vérsejtjein
az L4 antigénnel reagald -ellenanyagunk segitségével meghataroztuk az antigén
expresszidjanak a szintjét. A myospheroid gén termékének RNS interferenciaval torténd
csendesitését kovetden azt tapasztaltuk, hogy a w, mys-RNAi/+,; Hemese-Gal4/+ larvak
vérsejtjein az L4 antigén, azaz a BPS fehérjéje kifejezddése a sziildi torzsekbdl szarmazo
hemocitakkal Osszevetve, a felére csokken. A tokképzd reakcido soran jellegzetesen
megnyilvanulé L4 antigént tehat egy, a sejt-sejt kdlcsonhatasokban résztvevé Drosophila
integrin complex B alegységeként azonositottuk, mely az immunindukciot kdvetden mind
a plazmatocitdkban, mind a lamellocitdkban részt vesz a tokképzd reakcid alakitdsaban
(Honti és mtsi 2010).

Mivel az atilla®” delécidés mutans vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az Atilla
fehérje hidnya nem befolyasolja a tokképzést, ezért megprobalkozunk a lamellocita
specifikus gének mutdnsainak kombinacidival. Rekombinacioval létrehoztunk egy
atilla™”*  myospheroid RNSi /CyOGFP Drosophila torzset, melynek segitségével
eldallithatok olyan larvak, melyek az atilla-ra nézve null mutansok, azaz nem fejezi ki az
Atilla fehérjét, viszont a lamellocitdk kifejezik minos elemben talalhatdé GFP-t, azaz
zolden fluoreszkalnak (Honti és mtsi. 2009). Ezekben a larvakban a myospheroid (L4)
expresszidjanak a szintje a kiilonb6zé hemocita specifikus meghajtd elemekkel
csokkenthet. Ennek az atilld™* myospheroid RNSi/CYOGFP torzsnek a
felhasznalasaval azt kivanjuk megvizsgalni, hogy a tokképzési reakcid soran az atilla és a
myospheroid mutat-e genetikai interakciot.



A tokképzés folyamatdnak in vivo vizsgédlatahoz létrehoztunk egy olyan transzgén
kombinaciot hordozd Drosophila vonalat, amelyben az egyes vérsejt tipusok kiillonb6zo
szinli fluoreszcens molekulakat fejeznek ki, a plazmatocitak eater-RFP-t expresszalnak,
igy pirosan vilagitanak, a kristalysejteket a Black cells-CFP kéken jeloli, a lamellocitak
pedig a misshapen-GFP (Tokusumi ¢és mtsi. 2009) kifejezodésének koszonhetden zold
szinben fluoreszkalnak.

A lamellocitikon megnyilvanul6é L2 molekula vizsgalata

A nagyméretli, termindlisan differencidlodott lamellocitdkon megnyilvanuld L2
molekulat lamellocitakat taltermeld [(3)mbn-1 mutans hemocita extraktumabol
immunoprecipitaltuk és az immunoprecipitdlt mintdban MALDI-TOF analizissel
Drosophila ActinS7B peptideket azonositottunk. Az L2 molekuldt felismerd 31A4-es
ellenanyag a lamellocitdkon kiviil a harantcsikolt izom festddését mutatja, de az drxex$
actin57B mutans larvak lamellocitain nem allt médunkban az L2 molekula expressziojat
megvizsgalni, mert ez a vonal az irodalomban ko6zolt eredmények ellenére nem
hozzaférhetd (Davis €s mtsi. 2003).

Az Act5S7B géntermék kifejez6dését RNS interferenciaval gatoltuk, ehhez
egyrészt a Hemese-GAL4 meghajtd elemet hasznaltuk, masrészt egy UAS-actin57B RNSi
torzset hoztunk létre. Ehhez az actin57B gén 3'UTR-bol épitettiink be egy szakaszt a
vektorba, a hairpin képzéshez kétfele orientdcidban, mert a Drosophila aktin-ok koziil
kizarolag ez a szakasz rendelkezik egyedi szekvenciaval az actin57B génre nézve. A
Hemese-GAL4>UAS-actin57B RNSi larvakban Leptopilina boulardi G486 parazitoid
darazs immunindukcid hatasara képzodott lamellocitdkon az L2 expresszidja nem
valtozott a sziil6i torzsekbdl szarmazo lamellocitak L2 kifejezodéséhez képest.

Mivel RNS interferenciaval nem minden esetben csendesithetdé a géntermék
képzddése, ezért egy masik megkozelitési moddal is megprobalkoztunk: UAS—-actinGFP
fuzios transzgéneket (Roper és mtsi. 2005) fejeztettiik ki hemocitadkban a Hemese-GAL4
meghajtd elem felhasznalasaval. A Hemese-GAL4>UAS-actinGFP genotipust parazitoid
darazzsal immunindukalt larvakban a vérsejtek dontd tobbsége zdlden fluoreszkalt, azaz
kifejezte a GFP fuzios fehérjét, de L2 festddés kizardlag a lamellocitdkon volt
megfigyelhetd, ami azt jelenheti, hogy az L2 molekulat azonositdo 31 A4 ellenanyag nem
kozvetlenlil kotédik az aktin molekuldhoz, hanem valdszinlileg egy aktin-asszocialt
molekulat ismer fel.

Az L2 molekulat kodold gén azonositasat expresszios génkonyvtar screenelésével
is megkiséreltiik. Ehhez hemocitakat taltermeld, /(3)mbn-1 vérsejtjeibol indultunk ki,
amely kb 30 %-ban tartalmaz lamellocitakat. Az expresszidos cDNS konyvtar készitéséhez
ZAP ExpressTM cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (Stratagene) kitet hasznaltuk. A
konyvtarat az L2 molekulat felismeré monoklonalis ellenanyaggal, blotting technikaval
screeneltiik. Az [(3)mbn-1 hemocita ¢cDNS konyvtar szlirGvizsgalata soran a 31A4
ellenanyaggal 209 x 10*fuzids fehérjét tartalmazé tarfoltot vizsgaltunk meg, melynek
soran hét fiiggetlen klont azonositottunk. A fagokbol in vivo excizid soran nyertiik ki a
cDNS inszertet tartalmazé pPBK-CMV fagmid vektorokat, amikkel az XLOLR baktérium
torzset transzformaltuk. Az XLOLR torzsben felszaporitottuk a fagmid vektorokat, és
fliggetlen baktériumtelepekbdl plazmid DNS-t izolaltunk. Klononként 2-6 plazmid DNS-t
szekvenaltattunk meg, és az EcoRI és Xhol hasito helyek kozotti szekvenciaval BLAST



keresést végeztiink. A BLAST keresés a hét fliggetlentil izolalt cDNS klonbdl hat esetben
a Drosophila Laminin B2 alegységét kodold gént (LanB2) azonositotta. A Laminin B2
géntermék RNS inhibicios csendesitésével megvizsgaltuk, hogy a Drosophila larva
vérsejtjein a 31 A4 ellenanyaggal azonositott molekulat valoban a LanB2 gén kodolja-e.
Darazsfert6zést kovetéen az L2 antigén megnyilvanulasa az RNS interferenciaval
csendesitett utddok esetében nem csokkent, tehdt az L2 molekulat valdsziniileg nem a
LanB2 gén kodolja. Az expresszios génkdnyvtar sziirése sordn a pozitiv tarfoltokat
valosziniileg immunologiai keresztreakcid okozza, hiszen a prokaridta rendszerben
kifejeztetett eukariota fehérjék masodlagos modosulasa sok esetben zavart szenvedhet.

A tokképzé sejtek differencidlédasanak vizsgalata az Atilla (L1) és L2 molekulak
felhasznalasaval

A parazita darazs petéje altal kivaltott immunindukciot kovetden a Drosophila
larvaban nyomon kovettilk a tokképzd sejtek, a lamellocitak képzddését. A larva
vérsejtieit a Hemese-GAL4>UAS-GFP.nls konstrukcoval tettiik lathatova, majd
darazsfertézést kovetéen a NimCl (Kurucz és mtsi. 2007a) és a L1 molekuldk
segitségével meghataroztuk a szesszilis szovetben és a keringésben a vérsejtek szamanak
valtozasat, valamint immunologiai fenotipusukat. A darazsszirast koveté harmadik
napon azt tapasztaltuk, hogy a larva kutikuldjanak belsé faldhoz tapadt, sdvokba
rendez0dott szesszilis vérsejtek levaltak, ezzel egy idében a larva keringd vérsejtjeinek
szama a szesszilis vérsejtek szamaval megegyezo mértékben emelkedett. Ezutan a
szesszilis szOovetet egy ligatura segitségével elhataroltuk a kozponti vérképzo szervtol a
lymph gland-t6l, majd az elkiilonitett testrészekben a darazsszurast kdvetden
meghataroztuk a differencialéodd vérsejtek fenotipusat. Az L2 marker segitségével
megallapitottuk, hogy 48 oraval a dardzsfer6zést kovetden lamellocitak kizardlag a larva
poszterior felében jelennek meg, azaz a szesszilis vérsejtekbdl differencidlodnak. A larva
anterior felében elhelyezkedd a lymph gland sejtjeit jel616 enhanszer csapdazd hdc™
vonal segitségével megallapitottuk, hogy lymph gland eredetli lamellocitak csak a
darazsferozés késoi stadiumaban, a lymp gand szétesése soran, akkor is kis szamban,
kerlilnek a keringésbe. A lamellocitdk szesszilis sejtekbdl torténd differencidlodasanak
tovabbi vizsgalatdhoz az L1 molekulat nem expresszalo, Hemese>GFP-t kifejezo
szesszilis vérsejteket vad tipusi Oregon-R larvakba transzplantaluk, melynek soran azt
tapasztaltuk, hogy a zolden fluoreszkald szesszilis sejtek a recipiens larvakban L1
molekulat kifejezé lamellocitdkka differencialodtak. A szesszilis vérképzdé szovet
parazita darazs immunindukciot kovetd vizsgalata soran kapott eredményeinkbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az eddig, a szakirodalom altal a lamellocitak
differencialodasanak kizarolagos helyéiil deklaralt vérképzd szerven, a lymph gland-en
kiviil, a larva kutikulajanak belsé falahoz tapadt un. szesszilis vérsejtek szolgalnak a
parazita dardzs petéje elleni immunvalasz elsddleges forrasaul (Méarkus és mtsi 2009).

Az L6 molekula vizsgalata
Az L6 molekula az hemocitakat taltermeld /(3)mbn-1 mutans larvalis vérsejtjein a

terminalisan differencidlodott nagyméretli, megnyult lamellocitdk alpopulaciojan
nyilvanul meg. A vad tipusi Oregon-R torzs larvaiban a parazita darazsak petéi altal



kivaltott immunindukciot kovetd 12 és 16 ora kozott, a vizsgalt lamellocita specifikus
markerek koziil a legkésébb idépontban jelenik meg (Honti és mtsi 2010), a teminalisan
modszerekkel eddig nem tudtuk izolalni, ezért [(3)mbnl hemocita expresszids
génkonyvtarat screeneltiik az L6 molekulat azonosité ellenanyaggal. A 209 x 10* fuzids
fehérjét tartalmazo tarfoltot blotting vizsgalataval a génkonyvtarbol nem sikeriilt pozitiv
klont kihalasznunk.

A palyazat keretében a sejt-kozvetitette immunitas tokképzd reakcidjaban
résztveve  szabalyoz6  folyamatokat  vizsgaltuk  Drosophila  melanogaster
modellszervezetben, az ecetmuslica immunsejtjein az altalunk korabban azonositott
molekularis markerek felhasznalasaval.

Reverz genetikai modszerekkel azonositottuk az atilla gént. Megallapitottuk,
hogy az Atilla (L1) fehérje egy glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) horgonyozé hellyel
rendelkez6 transzmembran molekula, a Ly6 szupercsalad tagja, az elsé olyan, lipid
raftokkal asszocialt fehérje, mely a Drosophila vérsejtjein fejezédik ki. A Drosophila
melanogaster genomjaban 24 , atilla-szerti” gént azonositottunk, az altaluk kodolt
fehérjék nagy része GPI-hasitd helyet valamint u-PAR/Ly-6 domént is tartalmaz. Az
atilla-szerii gének egy része a Drosophila genomjaban négy klaszterben helyezkedik el.
Atilla-szerii géneket talaltunk tovabba a Drosophilidae-hez tartozd egyéb fajokban,
valamint Anopheles gambiae-ban, Tribolium castaneum-ban és az Apis mellifera-ban.
azonositottunk, melyr6l kimutattuk, hogy az csapdazza az atilla gén lamellocita
specifikus enhanszerét. Az inszercioban talalhato GAL4 gén aktivitdsa genetikai
rendszerekben nem mutathat6é ki, azonban egyedi eszkozként szolgal a lamellocitak in
vivo nyomonkovetésében, tovabba egyéb vérsejt-specifikusan kifejez6d6 GAL4
forrasokkal kombinalva ez az inszercid in vivo kettds-jeloléses rendszerekben is
alkalmazhato.

Az 14 antigént, mint a Drosophila BPS integrin alegységet azonositottuk a larva
tokképz6 sejtjein, a lamellocitakon. Genetikai sejtvonaljel6ld rendszer alkalmazasaval
megallapitottuk, hogy az L4/BPS-t expresszalé populécié a tokképzd reakcid soran
morfologiai és funkcionalis valtozdson megy at: a sejtek megnyulnak, és ezzel
parhuzamosan elveszitik fagocitald képességiiket és kizarolag a tokképzo reakcidoban
vesznek részt. Ezek az eredmények ramutatnak a velesziiletett immunitds sejtes
elemeinek nagyfoka morfoldgiai és funkcionalis plaszticitasara.

Az L2 intracellularis lamellocita marker vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
molekula a lamellocita differencialodas végso stadiumaban feltehetéleg az aktinnal képez
molekula-komplexet.

Az altalunk azonositott hemocita specifikusan kifejezodo markereket alkalmazva
megallapitottuk, hogy az eddig, a szakirodalom altal a lamellocitak differencidlodasanak
kizarolagos helyéiil deklaralt vérképzé szerven, a lymph gland-en kiviil, a larva
testiiregére tapadt un. szesszilis vérsejtek funkciondlisan egységes szovetet képeznek,
melybdl szarmazd sejtek szolgalnak a parazita darazs petéje elleni immunvalasz
elsddleges forrasaul.
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