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Szeged



Bevezetés

A velesziletett immunitds a tobbsejtii szervezetek legOsibb védekezd
mechanizmusa, melynek tobb funkcionalis egysége is megdOrzodott az evolicio
sorén, ezért vizsgalatdban az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) az egyik
leggyakrabban hasznalt gerinctelen modellszervezet. A velesziletett immunitas két
részbdl, a szolubilis faktorok kibocsatasan alapuld humoralis immunvalaszbdl, és
az immunsejtek altal végrehajtott sejt-kdzvetitette immunvalaszbol tevédik Ossze.
A humoralis immunvélasz soran kibocsajtott faktorok vagy kozvetlendl pusztitjak
el a korokozokat vagy pedig a sejt-kdzvetitette immunitast segitve jatszanak
szerepet a védekezésben. A sejt-kbzvetitette immunvalasz végrehajtdé elemei a
hemocitak, amelyek a korokozok fagocitozisat végzik, valamint nagyméretii
parazitoidok kordl, mint amilyen a filrkészdarazsak petéje, tobbrétegli tokot
képeznek.

A patogénekkel a gazdaszervezetek a vedekezési mechanizmusok széles
skalajaval veszik fel a versenyt. A gazdaszervezetek és a korokozok kozotti
kdlcsonhatas soran a parazitakra illetve patogén mikroorganizmusokra hato
szelekcios nyomas kdvetkeztében olyan virulens torzsek alakulhatnak ki, amelyek
kiilonbozo stratégidikkal kikeriilik a gazdaszervezet védekezési folyamatait.

Munkank soran a Drosophila szeptikus sértlese altal kivaltott vedekezési
rendszerének vizsgalatara egy olyan 0j in vivo modszert dolgoztunk ki, amely a
természetben is eléfordulod sériilést laboratériumi koriilmények kozott modellezi és
lehetdvé teszi olyan 10 faktorok azonositdsat, amelyek szerepet jatszanak a
szeptikus sériilést kovetd védekezd reakciokban és ezaltal biztositjak az egyed

taleléset. A kidolgozott moddszeriink felhasznélasaval egy irényitott screent



végeztlink. A screen soran azonositott, az immunvédekezésben szerepet jatszo

raspberry szerepét vizsgaltuk a tokképzésben.

Célkituzések
Kisérleteink soran a kovetkezd célokat tiztik ki:

1. Egy, a természetben is el6forduldo szeptikus sérulést imitdlo modell
kidolgozasat, amely alkalmas a fert6zések elleni védekezésben résztvevo
gének azonositasara, a mikrébak patogenitdsanak  meghatarozasara és
antimikrobidlis szerek in vivo koriilmények kozott torténd tesztelésére.

2. Egy olyan modell létrehozasat, amelynek eredményei reprodukalhatoak,
tovabba konnyen kivitelezhet6 és tdmeges vizsgalatokra is alkalmas.

3. A szeptikus sértllési modell validalasat ismert aktivaciés utak és standard
baktériumttrzsek segitsegével.

4. Egy iranyitott screen elvégeztzését eddig ismeretlen védekezési Utvonalak
azonositasara.

5. A védekez6 reakcid - vizsgalod rendszeriink segitsegével azonositott — egyik
Uj elemének, a Drosophila sejt-kOzvetitette immunvalaszaban jatszott

szerepének jellemzesét.



Alkalmazott modszerek

Modszeriinkben a sériilést tigy hoztuk 1étre, hogy az ecetmuslicak elsé par
labanak tarsalis izeit eltavolitottuk, az allatokat bakterium péazsitra helyeztik, majd
vizsgaltuk az egyes Gram-negativ (Escherichia coli és Serratia marcescens), €s
Gram-pozitiv (Bacillus cereus var. mycoides) baktériumok talélésre gyakorolt
hatasat.

GFP riporter fehérjét termeld E. coli felhasznalasaval vizsgaltuk a
baktériumok bejutasat az okozott labsérilésen keresztul.

Megvizsgéaltuk a steril sériilés hatasat az ecetmuslicak életképességere.

Modszeriink  validalasat olyan gének mutans alléljait hordozo
ecetmuslicakon teszteltiik, amely gének a humoréalis immunvélasz Toll és Imd
jelatviteli utvonalaiban vesznek részt.

Vizsgaltuk a modszer alkalmazhatdsagat antimikrobialis hatasi anyagok
tesztelésére.

Szeptikus sérllesi tesztink felhasznaldsaval, az immunvédekezésben
szerepet jatsz6 gének azonoitasara, egy iranyitott screent végeztiik. Ennek soran
olyan gének mutéans alléljait hordozd ecetmuslicak életképessegét vizsgaltuk,
amelyeknek irodalmi adatok alapjan szerepik lehet a bakteridlis fert6zés
lekiizdéseben.

A srceen soran azonositott raspberry szerepét a fagocitdzisban in vitro és
aramlasi citometriaval vizsgaltuk.

A raspberry szerepét a tokképzesben Leptopolina boulardi G486 parazitoid
darézs fertdzést kdvetden jellemeztiik a ras® hipomorf mutansban és a raspberry
géntermek vérsejt-specifikus RNS interferenciaval torténé csendesitését kdvetden.
A parazitoid dardzspeték koril képzodott tok szerkezetét a larvak boncolasat

kovetéen hataroztuk meg. A hemocitak morfologiajanak és a filopodiummal



rendelkezé vérsejtek aranyanak meghatarozasdhoz immunfluoreszcens jeldlést és

fluoreszszens mikroszkopot hasznaltunk.

Eredmények

1. Kidolgoztunk egy Uj szeptikus seértlési modellt Drosophildban, amely a
természetes  él6helyen is  el6forduld  sériilést modellezi, eredményei
reprodukéalhatoak, tovabba konnyen kivitelezhetd és tdmeges vizsgalatokra is
alkalmas.

2. A modszer alkalmazhat6 a patogén-gazdaszervezet kdlcsonhatasokban, a
korokozokkal szembeni védelemben, a koagulacidéban, sebgyogyulasban
szerepet jatszO genek azonositasara, valamint a mikrobak patogenitasanak
vizsgalatdra és kiilonb6z6 anyagok antimikrobialis hatasanak in vivo
tesztelésére.

3. GFP-t termel6 Escherichia coli baktérium felhasznalasaval kimutattuk, hogy
a baktériumok az okozott sériilésen keresztiil jutnak be az allatok testiiregébe. A
sértetlen és sériilt allatok Gram-negativ Serratia marcescens és Escherichia coli,
valamint Gram-pozitiv Bacillus cereus var. mycoides baktériumfertézése azt
mutatta, hogy az ecetmuslicak pusztuldsat minden esetben az okozott sériilésen
keresztll bejuté mikroorganizmusok valtottak Ki.

4. Modszerlinket a humordlis immunvalaszban mar ismert szerepet jatszo
genek mutans alléljait tartalmazé6 Drosophila torzsek felhasznalasaval
validaltuk.

5. A Hemolectin mutéanssal kapott eredményeink ravilagitottak arra, hogy a
Hemolectinnek nemcsak a larva hemolimfa koaguléaciojaban, hanem az adult

ecetmuslica véralvadasaban is fontos szerepe van.



6. Szeptikus serllési modellink felhasznalasaval, egy iranyitott screen sorén,
az immunvalaszban szerepet jatszo Uj geneket is azonositottunk, tébbek kdzott a
Drosophila inozin-monofoszfat-dehidrogenaz (IMPDH) enzimet kddolo a
raspberry gent, amely a GMP szintézis kulcsenzime.

7. Eredmeényeink szerint a raspberry részt vesz az adult ecetmuslicak szeptikus
sériilését kovetd baktériumfertdzeés lekiizdésében, valamint a larva parazitoid
darazsfert6zést kovetd sejt-kdzvetitette immunvélaszaban, a tokképzésben.
Kiserleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a L. boulardi G486 altal fert6zott
raspberry mutans babokbdl, valamint a raspberry gén hemocita specifikus
csedesitését kovetden kifejlddott babokbdl szignifikansan tobb dardzs kelt ki,
mint a vad tipust Oregon-R esetében. A darazzsal fert6zott larvakban csdkkent a
teljesen melanizalt darazspeték szama és megemelkedett a laza szerkezetii tokok
aranya a kontrollokhoz keépest. Ez arra utal, hogy a raspberry gén altal kédolt
IMPDH szukséges aa lamellocitdk darazspetéhez torténd Kitapadasahoz.
Eredmémyeinkbdl arra kovetkeztiink, hogy a raspberry mutécidja miatt kevesbé
hatékonyan mikodnek azok a GTP igényes jelatviteli utvonalak és
immunfolyamatok, amelyek a parazitoid darazs pete felismeréséhez és
elpusztitasahoz szlikségesek. A Drosophila raspberry gén mutacioja, illetve az
RNS interferencia altali géncsendesitése kedvezétleniil hathat az altala kodolt
IMPDH enzim és ezen keresztiil, a GTP molekulak termelédésére, amelyek a
hemocitadk motilitdsdhoz és kitapadasahoz sziikséges lamellipddiumok és
filopodiumok képzddésében nélkiilozhetetlen kis GTPazok és G proteinek

megfelelé miikodéséhez is szlikségesek.
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