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A Program lehetdséget adott a Drosophila sejt-kdzvetitette immunitdsaban résztvevo sejtek €s
szovetek jellemzésére, a velesziiletett immunitds €és a vizsgalatdra alkalmas bioldgiai
rendszerek ismertetésére az egyetemi oktatas keretében valamint hallgaték laboratoriumi
gyakorlati képzésére.

A velesziiletett immunitds molekularis és sejtszintli vizsgéalatara széleskortien hasznalt
modellszervezet a Drosophila melanogaster, mely immunvalaszanak sok eleme parhuzamba
allithaté az emldsok immunrendszerével. A rovarok immunrendszere azonban dnmagaban is
vizsgalatra érdemes, mert a rovarok emberi parazitdk vektorai lehetnek, ugyanakkor a
rovarpatogén szervezetek gyakran hasznalatosak mezdgazdasagi korokozok kontrolljaban.
Drosophilaban a mikrobak antimikrobialis peptidek termelését valtjak ki, melynek
szabalyozéasa, folyamata és hatdsmechanizmusa jol jellemzett. A mikrobakkal és parazitdkkal
szemben a rovarok sejt kozvetitette valasszal is védekeznek, mely magaban foglalja a
testidegen részecskék felismerését, a baktériumok bekebelezését €s a parazitdk elhatarolasat
¢s elpusztitasat. Ennek a sejt kozvetitette valasznak a folyamata és szabalyozéasa azonban alig
ismert. Kisérleteinkben a sejt kozvetitette immunvalasz megismeréséhez alapvetden
sziikséges rendszert fejlesztiink €s ezt az altalunk létrehozott rendszert hasznaljuk a
velesziiletett immunitds folyamatainak a megismeréséhez Drosophila modellszervezetekben.
A kisérletek soran a szesszilis szovetet, mint a tokképzd reakcidban kdzponti szerepet jatszo
veérsejtképzd szovetet ismertiik fel, valamint a bekebelezésben szerepet jatszo molekulakat
azonositottunk és jellemeztiink. Az altaldnosan hasznalt Drosophila melanogaster mellett az
immunologia teriiletén eddig nem alkalmazott, de a Drosophila Genom Project keretében
jellemzett Drosophila fajok vizsgalatdval terjesztettiik ki kisérleteinket, melyekben egy eddig
ismeretlen, feltehetden a parazitdk elleni védekezésben szerepet jatszd sejtet azonositottunk.
A palydzati tamogatas biztositotta immunologiai kurzusok tartasat a  Szegedi
Tudomanyegyetem ¢és a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont égisze alatt, valamint Ph.D., M.Sc.,
¢s B.Sc. fokozatok szerzését a téma kutatdsaban részt vevo hallgatok szamara.

Eredmények:

1.) Vérsejt-markereket azonositottunk és jellemeztiink Drosophila melanogaster-ben

a.) A lamellocitdk azonositdsara alkalmas, kordbban létrehozott szerolégia markerrendszer
mellett a lamellocitdk megfigyelésére €s fejlodésiik nyomon kovetésére hasznalhato in vivo
markert azonositottunk. A marker a korabban leirt L1 (Atilla) molekuldt kodold génben
helyezkedik el és expresszioja megegyezik az L1 markerével (Honti V, Kurucz E, Csordas G,
Laurinyecz B, Markus R, Ando I., In vivo detection of lamellocytes in Drosophila
melanogaster Immunol. Lett. 126: 83-84 (2009)). A markert mas laboratériumokban is
sikerrel hasznaljak a vérsejt-differencialodas vizsgalatdban.
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b.) Az adult Drosophila melanogaster vérsejtjeire jellemzd Ad1 antigénrél megallapitottuk,
hogy valamennyi Diptera-ban, igy a torzsgylijteményekben fenntartott 6sszes Drosophila
fajban is a bekebelezést végzo sejteken, a plazmatocitakon nyilvanul meg, valamint jelen van
a szovettenyészetben fenntartott vérsejt-eredetii sejtvonalakon is. A molekulat S2 sejtvonalon
is 15 kDa molekulatomegli fehérjeként azonositottuk. Az S2 sejtvonalbol izolalt fehérje
MALDI analizise eddig nem hozott értékelhetd eredményt.

c.) A lamellocita-specifikus nuklearis antigének jellemzése sordn megallapitottuk, hogy az
5B2 (IgM) ellenanyag altal felismert a lamellocitdk sejtmagjaban jelenlévd fehérje a
magmembranban vagy valosziniileg a lamindhoz kapcsoltan helyezkedik el és a periférids
heterokromatinhoz is kapcsolodik (Vilmos Péter, SZBK, Fejlddésbioldgiai Csoport). Az
antigén izoldldsa az 5B2 ellenanyag segitségével eddig nem sikeriilt, ezért Ig-izotipus
,,Sswitch-mutans” 1étrehozasat tervezziik.

d.) A szesszilis szOvettel tortént immunizalast kovetden lamellocita markereket
azonositottunk, mely megerdsitette azt a feltevésilinket, hogy a szesszilis sejtek funkcionalis
egységként mikodd vérsejtképzd szovetet alkotnak és lamellocita elfalakok forrasaként
meghatarozo szerepet jatszanak a vérsejtek differencidlodasdban. Meghatdroztuk a szesszilis
szovettel tortént immunizalast kovetden azonositott antigének molekulatomegét, igy lehetové
valhat izolalasuk ¢€s tovabbi molekularis jellemzésiik. A szesszilis szovetnek a lamellocitak
differencialédéasban betoltott szerepét kompartmentum- €s sejtsors-analizissel igazoltuk (lasd
2. pont alatt: (Markus és mtsi. PNAS 106: (12) 4805-4809 (2009), Honti és mtsi. Mol.
Immunol. 47:(11-12) 1997-2004 (2010)).

e.) A korabban eldallitott ellenanyagpanel felhasznaldsaval funkcionalis teszteket végeztiink,
melynek eredményeként az apoptotikus sejtek bekebelezésében résztvevd receptorfehérjét
azonositottunk ¢és jellemeztiink (Kaz Nagaosa, Ryo Okada Saori Nonaka, Kazuki Takeuchi,
Yu Fujita, Tomoyuki Miyasaka, Junko Manaka, Istvan Ando, Yoshinobu Nakanishi, Integrin
BL/-mediated Phagocytosis of Apoptotic Cells in Drosophila Embryos, J. Biol. Chem., Vol.
286, Issue 29, 25770-25777, 2011). A kisérletsorozat keretében 1j nemzetkozi egylittmiikodés
alakult ki.

f.) A markeranalizis sordn vizsgalt és részletesen jellemzett egyik ellenanyag (Kurucz ¢s mtsi.
P NATL ACAD SCI USA 100: 2622-2627 (2003), hasznosnak bizonyult egy biofizikai
szenzor fejlesztésében (Der A, Valkai S, Mathesz A, Ando I, Wolff EK, Ormos P Protein-
based all-optical sensor device SENSOR ACTUATOR B-CHEM 151: (1)26-29 (2010))



2.) Genetikai markerekkel jellemeztiik a vérsejtképzo szoveteket, meghataroztuk a
vérsejtképzésben betoltott szerepiiket, megallapitottuk a vérsejtek differencialodasanak
plaszticitasat és jellemeztiik a plaszticitas sajatossagait.

A sejt kozvetitette immunvalasz soran specialis sejtek - a lamellocitak - differencidlodnak,
melyek részt vesznek a testidegen részecskéknek a sajat szovetektdl torténd elhatarolasaban €s
elpusztitdsaban. Ezeknek a sejteknek a szoveti eredetére valamint eldalakjainak a természetére
¢és differencialddasara vonatkozoan tobb elmélet sziiletett, azonban nem létezett az elméletek
vizsgalatara/tesztelésére alkalmas kisérleti rendszer. A Projekt keretében a genetikai,
immunologiai és fiziologiai modszerek kombinalasdval létrehozott vizsgalati rendszer
alapkérdések megvalaszolasat tette lehetdvé. Kisérleteink szerint a lamellocitdk eldalakjainak
f0 szarmazasi helye a szesszilis szovet (Markus R, Laurinyecz B, Kurucz E, Honti V, Bajusz
I, Sipos B, Somogyi K, Kronhamn J, Hultmark D, Ando I., Sessile hemocytes as a
hematopoietic compartment in Drosophila melanogaster P NATL ACAD SCI USA 106:
(12)4805-4809 (2009)). A szesszilis szovetnek ez a szerepe nem kizardlagos, a kdzponti
nyirokszerv is részt vehet a lamellocitak képzésében. A sejtsors- €s sejtvonalanalizishez
létrehoztunk ¢€s sikerrel alkalmaztunk egy olyan markerrendszert, mely aktivitasat a
sejtosztodasok és a differencidlodas soran végig megdrzi. Kompartmentum-specifikus
genetikai rendszer €s molekularis markerek kombindci6jat hasznalva megallapitottuk, hogy
mind a kompartmentumok, mind pedig a differencialodasi vonalak nagyfoku plaszticitassal
rendelkeznek, mely eredményiink egy régota hizddo, a sejtvonalak eredetérdl szold vitat
dontott el. Megallapitottuk, hogy a bekebelezést végzd sejtek immunindukciot kovetden
tokképzd sejtekké alakulhatnak (Honti V, Csordas G, Markus R, Kurucz E, Jankovics F,
Ando I., Cell lineage tracing reveals the plasticity of the hemocyte lineages and of the
hematopoietic compartments in Drosophila melanogaster Mol. Immunol. 47:(11-12) 1997-
2004 (2010)). A rendszer segitségével megallapitottuk, hogy a vérsejtképzés soran az
embrionalis kdzponti nyirokszerv és az embriondlis makrofagok (késobbi szesszilis szovetet
is alkoto sejtek) valamint a beldliikk szarmazd vérsejt-kompartmentumok élesen elkiiloniilnek
egymastol. A sejt kozvetitette immunvalasz soran az immunsejtek képzésében mindkét
kompartmentumbol szarmazo sejtek részt vesznek. Megallapitottuk tovabba, hogy a
plazmatocitak, az eddigiekkel ellentétben, nem terminalisan differencialodott sejtek, hanem az
immunvalasz soran lamellocitakka alakulhatnak. A lamellocitak terminalisan differencialodott
sejtek, melyek a baballapotban elpusztulnak. A sejtvonaljeldlés és a sejtsors-analizis
segitségével azt is megallapitottuk, hogy az adult vérsejtjeinek a tobbségét képezd
plazmatocitdk, a baktériumok bekebelezését végzd sejtek képzéséhez mindkét 16
kompartmentum hozzajarul. A sejtsorsok végsd determinédcidjanak megismerését a larva-bab-
adult atment jellemzésével tervezziikk. A kozponti nyirokszervbdl szarmazéd sejtek tovabbi
vizsgalatara egy altalunk kifejlesztett genetikai meghajtoelemen (hdc-Gal4) alapuld speciélis
rendszert hoztunk létre, melynek molekuldris jellemzése - a rendszer hasznalataval
parhuzamosan - folyamatban van.



3.) A vérsejtképzés epigenetikai szabalyozasaban résztvevo epigenetikus represszor, a
dSfmbt, és egy mestergén, a Iz kolcsonhatasanak a vizsgalata

Kisérleteinkben, melyeket a Genetikai Intézet Fejlddésbioldégia Csoportjaban Bajusz
Izabellaval és Gyurkovics Henrikkel végeztiink a DSFMBT (SCM-RELATED GENE CONTAINING
FOUR MBT DOMAINS) fehérjének a vérsejtek differencidlodasdban betoltott szerepét vizsgaltuk.
A DSFMBT egy epigenetikus represszor (A POLYCOMB-csoport tagja), mely a DNS-kotésre
képes PLEIOHOMEOTIC fehérjével egy komplexben talalhatd. Kisérleteinkben tobb fliggetlen
funkcidovesztéses allél fenotipusat analizaltuk. Megfigyeltikk, hogy a homozigota dSfmbt
larvakban immunindukcio nélkiil is megjelennek lamellocitdk a keringésben. A mutadnsokban
a teljes vérsejtszam és a kristalysejtek szdma egyarant megnovekedett. Egy transzgenikus
(enhanszer-csapdazo) riporter-beépiilés segitségével kimutattuk, hogy homozigota dSfmbt
mutans hattéren a kristalysejtek determindciojdban kulcsszerepet jatszo lozenge (lz) gén
expresszidja fokozodik.

Kimutattuk, hogy a hoéérzékeny /z allélokra homozigéta larvak keringésében a restriktiv
homérsekleten lamellocitak jelennek meg, mig az indukalt larvakban a vad kontrollhoz képest
kevesebb lamellocita képzddik. In vivo vérsejttipus specifikus genetikai kettds jelolések
segitségével végzett kisérleteink szerint a dSfmbt mutansban a lamellocitdk szaméanak
novekedését a kristalysejtek szamanak csokkenése kiséri.

Lehetséges, hogy a lamellocita sejtsors determinacidjadhoz alacsonyabb Lz fehérje szint is
elegendd, mig a kristalysejt irdnyu differencidlodashoz magasabb szintli /z expresszid
sziikséges. Feltételezésiink szerint a dSfmbt mutansban a represszid mértékének csokkenése
kovetkeztében kialakuld alacsony Lz ddzis miatt a lamellocita sejtsors valik dominanssa a
kristalysejtsorssal szemben. Mivel a felhasznalt hOmérséklet érzékeny /lozenge allélok
hatterében szignifikdnsan csokkent ugyan a lamellocitak szdma a restriktiv hOmérsékleten, de
azok nem tlntek el a keringésbdl teljesen, feltételezhetd, hogy a Iz mestergén aktivalddasa
valoszinlileg nem az egyetlen Gtvonal, melyen keresztiil a lamellocita irdnyt differencialodas
megvalosulhat.

4.) A nim génklaszter és -kromoszomarégio filogenetikai konzervaltsaga és a régio
génjeinek funkcioi

A Nimrod szupercsalad génjeinek nagy része a Drosophila melanogaster genomjaban egymas
tdszomszédsagaban helyezkedik el a masodik kromoszoma 34E régidjaban és ez a
klaszterizacid egyéb fajok genomjaiban is megfigyelhetd. Tovabbi izeltlabu genomok
vizsgélata soran azt talaltuk, hogy a szupercsalad tagjai egyéb géncsaladokkal egylitt egy
nagyobb 1ddléptékben konzervalt génklasztert alkotnak. A Nimrod klasztert a nimrod



géncsaladba tartozd géneken kiviil az Ance géncsaladba tartoz6 gének, harom, altalunk Vajk-
1, -2, -3-nak nevezett gén ¢és a centaurin gamma 1A (cenG1A4) gén alkotja. A Nimrod klaszter
a konzervaltsaganak iddléptéke (300-350 millid év) miatt Gnmagéaban is rendkiviil érdekes, de
szamunkra az is fontossa teszi, hogy irodalmi adatok szerint a D. melanogaster genomjaban
az immungeének rendszeresen, klaszterekbe tomoriilve talalhatok. A klaszterek génjei gyakran
kozos szabalyozds ald esnek, és egyazon biologiai folyamatban jatszanak szerepet. A
klaszterben talalhatd nimrod gének mellett az Ance géncsalad és a centaurin gamma 14 gén,
valamint a Vajk gének esetében is vannak olyan kisérleti adatok, melyek ezen gének
immunitassal 0sszefliggésbe hozhatd funkcidjara utalnak. Mindezeket, valamint a klaszter
konzervaltsagat figyelembe véve foltételezhetd, hogy a Nimrod klaszter a rovarok
velesziiletett immunitasaban fontos szerepet jatszo ,,funkcionalis modul”. Nem rokon gének
altal alkotott, ilyen Iéptékben konzervalt génklaszter a szakirodalomban kivételes
érdeklédésre tarthat szamot, kiilondsen, ha figyelembe vessziik, hogy a klaszter funkciojara is
van hipotézisiink. A Nimrod génklaszter és kromoszomarégio in silico vizsgalata soran
megerdsitettilk, hogy régid génjei a rovarok immunvélaszaban szerepet jatszd egységet,
“funkcionalis modult”, képeznek (Somogyi K, Sipos B, Penzes Z, Ando 1. A conserved gene
cluster as a putative functional unit in insect innate immunity, FEBS Lett. 584: (21)4375-
4378 (2010)). A NimC1- megismerésére vonatkozo kisérleteink eredményei tovabb erdsitik a
funkcionalis modul 1étét, amennyiben a NimC1 molekuldhoz alapvetd immunfunkciot tudtunk
rendelni. Elézetes adataink szerint (Zsamboki €s mtsi., kézirat) a fehérje kotddik baktérium
sejtekhez igy szerepe az opszonizacid ¢s a felismert testidegen struktardknak a
sejtmembranhoz kdotésében igazoltnak latszik. A Nimrod-régioban kodolt tobbi fehérje
(Somogyi ¢és mtsi., FEBS Lett.584:4375, 2010) funkci6janak a meghatdrozasa folyamatban
van.

5.) A sejt kozvetitette immunvalasz lefolyasa a Drosophila nemzetség fajaiban

A Drosophila Genom Projectnek kdszonhetden egyre tobb Drosophila faj genomja kertil
szekvenalasra ezért kinalta magat az a lehetdség, hogy filogenetikai vizsgélatokat végezziink,
azaz a Drosophila melanogaster mellett egyéb fajokban is meghatarozzuk a vérsejtmarkerek
megnyilvanuldsat. Megallapitottuk, hogy a legtobb reagens kizarolag a leggyakrabban
vizsgalt melanogaster csoport fajainak a vérsejtjeivel reagal. A Drosophila melanogasterben
azonositott markerek altalaban nem alkalmazhatok egyéb fajok vérsejtjeinek jellemzésére. Ez
alol két kivételt talaltunk: az egyik a kordbban azonositott Ad1, mely minden, eddig tesztelt
fajon a plazmatocitdk azonositasara alkalmas, a masik a D. bipectinata-ban azonositott egyik
plazmatocita-marker, mely minden hozzaférhetd Drosophila faj plazmatocitdjan megtalalhato6.

A filogenetikai elemzés soran észleltiik, hogy egyes fajokban nem képzddnek lamellocitak
hanem —specialis sejtizolalasi koriilmények kozott - sokmagvu oridssejtek képzodnek. A
sejtek alaktani sajatsagai hasonloak egyes granuldmak képzOdésében szerepet jatszod



sokmagvu oridssejtek megjelenés€hez, ezért ugy gondoltuk, hogy amennyiben ezek a sejtek is
a tokképzésben vesznek részt, miikodésiik megismerése révén kdzelebb jutunk a garnuldéma-
specifikus oOriassejtek megismeréséhez. Els6 1épésben az wjonnan felfedezett sejttipusokra
specifikus markereket azonositunk, majd a markerek segitségével megallapitottuk, hogy az
oriassejtek valoban effektorsejtekként szerepelnek a tokképzd reakcid sordn. Az ismeretlen
sejttipus elektronmikroszkdpos vizsgalata szerint a sejtek valoban oOriassejtek, melyeknek
magvai kozott nem lathatd sejtmembran.

A nyulvanyos vérsejtek a Drosophila ananassae csoportba tartozd Drosophila ananassae-ra
¢€s Drosophila bipectinata-ra jellemzdek; ezek azok a fajok, amelyekben eloszor észleltiik az
oriassejtek meglétét. A tobb magvu oOridssejtek tobb sejt egymassal torténd fuzidjanak
eredményeként jonnek létre. A sejtek aktiv mozgasat és fhzidjat dokumentald filmeket
készitettiink. A sejtvaz aktin és tubulin filamentumainak a vizsgélata megerdsitette a korabbi
elektronmikroszkopos vizsgalataink eredményeit, melyek szerint a sokmagvu Oridssejtek
azonositott oOridssejtekkel rendelkezd fajok eddig nem ismert, példatlan hatékonysagu
parazita-ellenes immunvalasszal rendelkeznek; a kivételes hatékonysaghh immunvalasz
folyamatat tobb oldalrdl is vizsgéaljuk. A sejt kozvetitette immunvalasz nem az eddig
altalanosan észlelt és megismert melanizacids lancreakciot is magéba foglaldé modon zajlik,
hanem egyéb, eddig ismeretlen, nem jellemzett Gton. A jelenség sejtszintli €s biokémiai
hatterét vizsgaljuk. A Drosophila ananassae sejt-kozvetitette immunitasanak a megismerésére
a faj vérsejtjeit jellemzd markereket azonositottunk és elvégeztiik a markerek eldzetes
biokémiai jellemzését. A markerek epitop-analizisének eredményeként megallapitottuk, hogy
a nyulvanyos Oridssejtekre jellemzé markeren tobb immunolégiai epitop talalhatd, ami
lehetdvé teszi az dridssejtekre jellemzé molekula izolalasat és a kodold gén azonositasat.

A Drosophila ananassae genom-analizise sordan tobb, a Drosophila melanogaster-ben
altalunk 1s vizsgalt gén regulator régidjanak megfeleldé DNS-régiot azonositottunk. A
nagyfoku homologia alapjan feltételezziik, hogy a regulator régiok funkcidja a két fajban
egymashoz hasonld, ezért lehetdvé valik a kiilonlegesen hatékony immunrendszerrel
rendelkez0 D. anassaeban, a D. melanogasteréhez hasonld genetikai rendszer felépitése. A
genetikai rendszer elemeinek dsszedllitasa folyamatban van.

6.) A velesziiletett immunitas

A Velesziiletett immunitas témakorében 2010-ben 18, 2011-ben 22 6rabol allo kurzust
szerveztiink, melyeken Osszesen 84 hallgatd vett részt. A kurzuson résztvevd hallgatok
zarOvizsgat tettek €s a sikeres vizsgazok kreditpontokat kaptak. A laboratoriumban jelenleg
harom PhD hallgat6, harom szakdolgoz6 didk és két 6sztondijas kutatd dolgozik.



Egyéb eredmények:

A Projekt keretében azonositott markerek és fejlesztett reagensek haszndlata széleskoriien
elterjedt a Drosophila immunitasanak a vizsgalatdban, és minden olyan kisérleti rendszerben,
ahol a vérsejtek reakcidi (szovetformalodas, tumor képzddés, stb...) szerepet jatszanak. Eddig
tobb mint 800 kisérleti mintat bocsatottunk a kutato-kozosség rendelkezésére.

Honti Viktor az egyetemi oktatason tilmenden ismeretterjesztd cikket irt a Természet Vilaga
(Természettudomanyi Kozlony, 143. évf 3. flizet) ciml ismeretterjesztd folydiratba
,»Génszabalyozas a vérsejtképzés soran” cimmel, melyben feltiintettiik, hogy Honti Viktor
kutatasait az OTKA NK78024 szamu palyazat keretében végzi.

Markus Roébert kisérleti eredményeinket tobb, a tudomanyos kutatdmunkat népszeriisitd
fotokiallitason mutatta be. Mikroszkopos fotoival tobb nemzetkozi dijat nyert, tobbek kozott
elnyerte a Holland Tudomanyos Akadémia 200 éves fenndllasanak alkalmabol rendezett
fotopalyazat fodijat. Tevékenységének elismeréseként a MTA Elndke 2010-ben Akadémiai
ElnokiDij-ban részesitette.

Ando Istvan munkéssagat (..."a rovarimmunitds kutatdsaban elért kimagaslo eredményeiért,
tovabba tehetséges fiatalokbol allo, nemzetk6zi hirti kutatdcsoport 1étrehozasaért"...) 2011-
ben a mércius 15-i Nemzeti Unnep alkalméabol az MTA Elndkének felterjesztésére a Magyar
Koztarsasagi Erdemrend Tiszti Keresztjével ismerték el.



