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Bevezetés

A velesziletett immunitds az allatvilag leg6sibb védekezé mechanizmusa,
melynek alapvetd folyamatai az evolucié soran szigoru konzervaltsagot mutatnak. A
velesziiletett immunitds vizsgalatdhoz idealis modellszervezet az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster), amely kiterjedt genetikai eszkoztarral rendelkezik,
valamint fejlédésbiologiai szempontbdl is rendkiviil részletesen jellemzett.

Az ecetmuslica immunvédekezése humordlis és sejtkozvetitett agakra
oszthatd. A humordlis immunvalasz sordn a betolakodok ellen antimikrobialis
peptidek termelddnek, valamint koagulacios folyamatok Iépnek miikodésbe. A
humoralis valasszal szorosan Osszefligg a sejtkozvetitett immunvédekezés, melyet
kiilonbozé funkciokra specializalt immunsejtek (hemocitak) hajtanak végre. A
plazmatocitdk a mikrobak bekebelezését (fagocitozisat) végzik, mig a kristalysejtek a
melanizacios kaszkad enzimjeit hordozzak kristalyos formaban, melyeket a
sebgyogyulas valamint a tokképzés soran szabaditanak fel. Amennyiben a muslica
larvat parazitoid darazs tdmadja meg, egy harmadik vérsejttipus, a lamellocita
differencialodik. A lamellocitdk a tobbi vérsejttipussal egylittmikodve tobbrétegi
tokot hoznak létre a parazitoid petéje koriil, mely a kristalysejtek hatasara
melanizalodik.

A Drosophila larva vérsejtjei harom vérsejtkompartmentumot népesitenek be:
a keringést, a kdzponti nyirokszervet, valamint a szesszilis szovetet. A keringésben
nyugalmi allapotban differencidlodott vérsejtek (nagyrészt plazmatocitak, kisebb részt
kristalysejtek) talalhatok. A kozponti nyirokszerv egy tobb lebenyparra tagolt

kompakt hematopoietikus szovet, amelyben vérsejt-differencialodas torténik, vagyis



egyarant megtalalhatok benne vérsejt-prekurzorok, valamint érett plazmatocitak és
kristalysejtek.
Munkank soran a Drosophila vérsejtek eredetét és sorsat vizsgaltuk genetikai

sejtvonaljelolés és vérsejt-specifikus molekularis markerek segitségével.



Célkituzeések

Kisérleteink soran a kovetkezd célokat tliztik ki:

1.) Azonositani azokat a f6 vérsejtleszarmazasi vonalakat a Drosophila embridban,

amelyek részt vesznek a larvalis és adult vérsejtek kialakitasaban.

2.) Kapcsolatot talalni ezen sejtvonalak, valamint a larvalis ¢és adult

vérsejtkompartmentumok kozott.

3.) Felderiteni az immunvalasz soran differencialodd végrehajto  sejtek

komparmentalis eredetét.

4.) Felderiteni az egyes vérsejtvonalak differencialodasi plaszticitasat, és azonositani a

plaszticitasért felelds szabalyozo faktorokat.

5.) Létrehozni egy olyan kisérleti rendszert, melynek segitségével a szesszilis
vérsejtképzé kompartmentum részletes szerkezeti analizise in vivo lehetévé valik, és

ennek segitségével jellemezni a szesszilis szovetet alkotd vérsejttipusokat.
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Az eredmények osszefoglalasa

1. A vérsejtkompartmentumok embrionalis eredete

Kisérleteinkben egy olyan transzgenikus rendszert hoztunk létre, amellyel
kovettik az embrionalis vérsejtleszarmazasi vonalakat a késébbi fejlodési
stddiumokban. Megallapitottuk, hogy az embrionalis makrofagok utodsejtjeibol
alakulnak ki a larva keringd vérsejtjei, valamint a szesszilis vérsejtképz6 szovet, a
kardiogén mezodermdbdl szarmazd kozponti nyirokszerv pedig ezen két
kompartmentumtol izolaltan fejlédik. Parazitoid darazs altal kivaltott immunindukciot
kovetdéen mindhdrom hematopoietikus szdvet részt vesz az effektor sejtek

(plazmatocitak és lamellocitak) differencialédasaban.

2. A plazmatocitak plaszticitasa

Részletesen jellemeztik az immunindukcidt kovetd differencidlodési
folyamatokat. Megfigyeltik, hogy a lamellocita-markereket kifejezé sejtek a
parazitozist kovetden néhany oraval megjelennek a larva keringésében. Ezek a sejtek
mind morfologiai, mind funkcionalis kritériumokat figyelmebe véve atmenetet
képeznek a fagocitald plazmatocitdk és a tokképz6é lamellocitdk kozott. Ezt a
feltételezett atalakulast (a plazmatocitak plaszticitasat) a plazmatocita leszarmazasi
vonal in vivo kijel6lésével is megerdsitettiik: sejtvonaljel6lé transzgéneket hordozo
larvak immunindukciojat kovetéen megfigyeltiink olyan lamellocitdkat, melyek a
plazmatocita-sejtvonalbdl szarmaztak. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy
az immunindukciot kovetéen megjelend lamellocitdk egy része a makrofagok

plaszticitasanak kovetkeztében jon létre.



3. A kristalysejt leszarmazasi vonal plaszticitasa

A kristalysejtek a naiv allatok keringésében is jelen vannak, ¢és az
immunindukcid soran bekovetkezd melanizacidban jatszanak szerepet. A kristalysejt-
leszarmazasi vonal kijeldlésével és kovetésével kimutattuk, hogy a plazmatocitakkal
ellentétben ezek a sejtek nem képesek lamellocitdkkéd alakulni a parazitoid darazs
fertdzését kovetéen. Megfigyeltilk azonban, hogy a differencialédast kozvetleniil
befolyasold faktorok kifejeztetésével ebbdl a leszarmazasi vonalbdl is képesek
lamellocitdk kialakulni. Ez a differencialédasi folyamat a kifejeztetett faktortol

fliggben végbemehet mind sejtautoném, mind nem-sejtautondém modon.

4. A vérsejtleszarmazasi vonalak sorsa a babban és a kifejlett egyedben

A larvalis stddium végén megindul a helyhez kotott vérsejtkompartmentumok
spontan  dezintegracidja. A folyamatot fluoreszcens riporterekkel kovetve
megallapitottuk, hogy a kdzponti nyirokszerv mellett a szesszilis vérsejtképzd szovet
szerkezete is felbomlik. A kés6i babban megfigyeltiik ezen kompartmentum
ujrarendezOdését az kifejlett egyedekre jellemz6é mintazatban.

Az embrionalis leszarmazasi vonalakat in  Vvivo sejtvonaljeldléssel
végigkovetve azt is kimutattuk, hogy a bab és az adult keringd vérsejtjei egyarant
szarmaznak a feji és a kardiogén mezodermabol, vagyis elmondhat6, hogy a kifejlett
egyed vérsejtjeinek 1étrehozasaban mindharom larvalis vérsejtkompartmentum részt
VESsZ.

A bemutatott eredményekbdl létrehoztunk egy modellt a parazitoid altal
kivaltott immunvalasz soran torténd differencialodasi folyamatok leirdsara, valamint
felvazoltuk az ecetmuslica vérsejtek leszarmazasi térképét, mellyel a hemocitak sorsa

végigkovethetd az embrionalis fejlodési stadiumtol a kifejlett egyedig.



5. A larvalis vérsejtkompartmentumok in vivo vizsgalatanak egy ij médszere

Az elmult években sokat fejlddtek a konfokalis képalkotd moddszerek, igy
lehetévé valt az €16 allatok nagyfelbontasu vizsgalata. Mivel a larva szesszilis
vérsejtképzd szovetének szerkezete jelentdsen sériil a preparalaskor, 1étrehoztunk egy
uj, kisérleti elrendezést, amelyben in vivo allapotban vizsgalhatdé a vérképzo
kompartmentumok szerkezete fluoreszcens riporterek segitségével. Modszerlink
alapjat a larvak reverzibilis megbénitasa képezi, amellyel akar o6rds idétartamu
videdmikroszkopos felvételek is készithetok. Az in vivo riporterek nytjtotta eldnyoket
Osszekotottiik a vérsejt specifikus markerek felhasznaldsaval, melynek soran a larvaba
injektalhato, fluoreszcensen jelolt, vérsejt specifikus ellenanyagkeverékeket hoztunk
1étre. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatokkal megerdsitettilk a modszer specifitasat,
¢s az ¢€l0 allatok vérsejtképzd kompartmentumaiban azonositottuk az egyes
vérsejtpopulaciokat. A metddus hasznalatival a jovoben szeretnénk jellemezni a
vérsejtképzd kompartmentumok dinamikéjat az €16 allatban, valamint megvizsgélni a

hematopoiézist befolyasold faktorok hatdsat a vérképzo szovetekre.
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