Egy uj vérsejt tipus, a sokmagvu oriassejt
szerepe a Drosophila sejt-kozvetitette

immunvalaszaban

Ph.D. értekezés

Lerner Zita

Témavezetdok: Professzor Dr. Ando Istvan és Dr. Honti Viktor

P =
0
OO
Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
Genetikai Intézet, Immunologiai Témacsoport

%C\\‘ZNTIARUA//&
>
<¢C"

Bioldgia Doktori Iskola
Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi
¢s Informatikai Kar

2020.

Szeged



Tartalomjegyzék

TartaloMIEZYZEK ...vveeiviiiiiiie e 2
A TOVIAIESEK JEZYZEKE .. 4
L. BEVEZEES ..ot 7
1.1, A veleszletett iIMMUNIEAS........ocuiiuieiiiiieeiie it 7
1.2. A Drosophila melanogaster immunrendszere..........ovcveivereiieseesesieseese e 9
1.2.1. A humoralis immunvalasz folyamatai.............cccooveriniinieniiicee 10
1.2.2. A Drosophila melanogaster vérsejtjei és vérsejtképz6 kompartmentumai... 11
1.2.3. A sejt-kozvetitette immunvalasz folyamatai ............cccceeereiiiiiininsiceee, 17
1.2.3.1. A baktériumok és gombak elimindlasa: a fagocitOzis..........ccccevvvvrrivvernnnen. 17
1.2.3.2. A parazitoid dardzzsal szembeni hatékony immunvalasz: a tokképzés €s a
TNEIANIZACIO ..ottt e e n et s s e e e b e nnn e n e nnne s 18
1.3. A Drosophila vérsejtek vizsgalatanak lehetGSEgei .......covvvvrerviriniiiniiieieeee, 22
1.3.1. Vérsejt-specifikus molekularis markerek hasznélata ..............ccccoiiiiinnnn. 22
1.3.2. Vérsejt-specifikusan Kifejez6do in vivo riportererek alkalmazasa .................... 23
1.4. A Drosophila ananassae, mint modellszervezet ...........cccccoovevviieiieii e, 24
2. CEIKILUZESEK ...ttt bbbt 27
3. Anyagok €S MOASZETEK ......cccueiiiiiiieiii et 28
3L ANYAGOK ..t bbbt 28
3.2, EHENANYAQGOK: .....ocvieieieie sttt et re et e e e nre s 29
3.3. Felhasznalt DroSophila torzsek ...........cuoveieieiineiisiesiseeee e 29
3.4. Felhasznalt parazitoid dardzsfajok...........ccooveiiiiiieiiic e 30
3.5. Drosophila ananassae és Drosophila bipectinata vérsejt-specifikus monoklonalis
ellenanyagok ElOAIITTASA. ........uviuieiiiiie e 30
3.6. Transzgenikus vonalak eléallitasa Drosophila ananassaeban............c.cccoevveennn. 30
3.7. Indirekt immuNFlUOrESZCENCIA ......ccvcviiiiiiricicc e 31
3.8. Western blot analiZis ........cccocviiiioiiiiiee e 32
3.9. A kozponti nyirokszerv VIZsZAlata ..........cceviiiiiiiiiii 32
3.10. A vérsejtek kolhicinnel vald kezelése, a sejtvaz festése........cccovvvvvviiniiicniinnnenne. 32
3.11. A Drosophila ananassae larvalis vérsejtek magjainak megjelolése BrdU-val és a
vérsejtek f1ziojanak eX VIVO VIZSZALAta..........ccveiviriiiiiiiiiiieeieeee s 33
3.12. In Vivo fagocitdzis KIiSErIetek .........ccuririiiiiiiiiiiicc e 33
3.13. ElektronmikroszkOpos VIZSZALAtOK . .........ccceurierieriiiiiieniisieeeeeee e 33
3.14. A sebzés helyén végbemend melanizéacios folyamatok vizsgalata..................c...... 35
3.15. A NO szerepének vizsgalata a D. ananassae immunvalaszaban ...............c.coc..e. 35
3.16. A NO szIntézis INtENZILAS METESE ......veererririerieeireesiee e see e see e e e 36
3.17. A sokmagvu oriassejtek kialakuldsanak vizsgélata videdmikroszkopia segitségével
......................................................................................................................................... 36
4. BredmMeEnyek .....coviiiiiiiii s 37
4. 1. A sokmagvu oriassejtek azonositasa €s szerkezeti jellemzése ..........cccovvveerineennnen. 37
4.2. A Drosophila ananassae és Drosophila bipectinata vérsejt alpopulaciok azonositasa
immunologiai markerek alapjan ... 40
4.3. A plazmatocitak és a sokmagvu driassejtek szerepe a sejt-kozvetitette
IMMUNVALASZDAN ..o ab e st esare s 44
4.4. Transzgenikus D. ananassae vonalak létrehozasa €s az in vivo meghajtoelemek
kifejezddése a vérsejtképzd kompartmentumokban ...........ccocveviiiiiiiiiniiii s 47
4.5. A sokmagvu oriassejtek differenciadlodasa a vérsejtképzé kompartmentumokban .. 50
4.6. A sokmagvu oridssejtek kialakuldsa...........cocvviiiiiiiiin s 53



5
6
7
8
9
1

4.7. A sokmagvu oriassejtek differencidlodasa kiilonbozo parazitoid darazstajok altal

torténd iImmuNINAukCiot KOVELOCN ........coiuiiiiiiiie i 56
4.8. A D. ananassae hatékony immunvalaszanak hatterében all6 mechanizmusok
VAZSZALALA ... 59
. Az eredmeények MEGVITAtASA .......ceiiiviiiiiiieiiii ittt 64
- OSSZEFOGIALAS ...ttt 71
e SUIMIMIAIY ¢+ttt etttk ettt e bt e e s bt e e st e e e Rkt e e ns bt e e e Rt e e et b e e e bb e e e bt e e anbeeennneas 74
. KOSZONENYIIVANTILAS .....viviieiiiiiiiec s 77
 Jr0dAlOMIEEYZEK .. 79
0. KOZIemENYEK 1ISTAJA .....eeviiiiiiieiiiieiece s 94



A roviditések jegyzéke

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

AMP: antimikrobialis peptid

BSA: borju szérumalbumin

crg: croquemort

DAP: diaminopimelinsav

DAPI: 4,6-diaminido-2-fenillindol

Dif: Dorsal-related immunity factor

DMP: dimetil-pimelimidat-dihidroklorid
DMSO: dimetil-szulfoxid

D-NAME: N,-Nitro-D-arginin metil-észter hidroklorid
dome: domeless

Dredd: Death related ced-3/Nedd2-like caspase
ECM: extracellularis matrix

EDTA: 2-[2-(Bisz(karboximetil)amino)etil-(carboximetil)amino]ecetsav
EGF: epidermalis novekedési faktor

EM: elektronmikroszkop

FBS: 0jsziilott borjuszérum

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GFP: zold fluoreszcens protein

GTP: guanozin-trifoszfat

HAT: hipoxantin-aminopterin-timidin

He: Hemese

Hml: hemolektin

Ig: immunoglobulin

Imd: immundeficiencia

JAK Janusz-kinaz

JNK c-Jun N-terminalis kinaz



27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

I(3)mbn: lethal (3) malignant blood neoplasm

LG: kdzponti nyirokszerv

L-NAME: N,-Nitro-L-arginin metil-észter hidroklorid
Iz: lozenge

LPS: lipopoliszacharid

mADb: monoklonalis ellenanyag

MGH: Multinucleated Giant Hemocyte, sokmagvu oriassejt
NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintdz

PAMP: patogén-asszocialt molekularis mintazat

PBS: foszfatokkal pufferelt fiziologids sooldat

PBT: foszfatokkal pufferelt fiziologias s6oldat+0,05% Tween 20
PEG: polietilén-glikol

PG: peptidoglikan

PGRP: peptidoglikan felismer6 fehérje

PHT: poszeterior vérképzd szovet

PO: fenoloxidaz

PPO: polifenoloxidaz

proPO: profenoloxidaz

PRR: mintézat felismerd receptor

PSC: poszterior szignalizacios kdzpont

PTU: 1-fenil-2-tiourea

PVDF: poli-1,1 difluoretilén

Pxn: Peroxidasin

RNS: reaktiv nitrogén szdrmazékok

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

SDS: sodium dodecil sulphate



54. SPZ: Spdtzle

55. ST: szesszilis szdvet

56. STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
57. TLR: Toll-like receptor

58. UAS: upstream activating sequence

59. VLP: virus-szeru részecskék



1. Bevezetés

1.1. A velesziiletett immunitas

Az €10 szervezeteket karositd mikroorganizmusokkal €s parazitakkal szemben az
immunrendszer tartja fenn a gazdaszervezet bels6 homeosztazisat [Miiller és mtsai., 2008;
Buchmann, 2014]. Feladata a sajat ¢s testidegen anyagok megkiilonbdztetése és az €lolényt
fert6z6 agensek, valamint a tumorok elimindldsa [Pastor-Pareja és mtsai.,, 2008]. A
velesziiletett immunitds mar a gerincesek ¢és gerinctelenek ko6zos Osében kialakult,
nagyjabol 500 millié éve [Kimbrell és Beutrell, 2001]. Néhany ora alatt végbemend
konzervalt immunfolyamatok alkotjak, melyek a gazdaszervezetek elsé szamu védelmi
vonalat képezik a fertézést kovetden. A gerincesek adaptiv immunitasa IS erre a
filogenetikailag 0&sibb rendszerre ¢épiil, és azzal szorosan egyiitt miikodik. Ennek
kialakuldsa immunoldgiai memoridn alapul, és a vérkeringés T- és B sejtjei (limfocitai)
altal valosul meg [Greaves, 1970; Roelants, 1972].

A velesziiletett vagy elsddleges immunvalaszban humoralis és sejtes komponensek
egyarant részt vesznek. A rendszer miikodése receptor-szignal kapcsolaton alapszik. Az
u.n. mintdzatfelismerd receptorok (PRR: pattern recognition receptor) azonositjak és
magukhoz kotik a testidegen részecskék bizonyos sejtfelszini molekulait (PAMP: pathogen
associated molecular pattern) [Zhang és Mosser, 2008]. A felismerést €s megkotést
kovetden evolucidsan konzervalt szigndltranszdukcios utvonalak aktivalodnak. Ilyen
utvonal példaul gerinctelenekben a Toll jelatviteli titvonal, ami gerincesekben a TLR
(Toll-like receptor) jelatvitelnek felel meg (1. abra A). Szintén konzervalt komponensekbdl
épiil fel az Imd (immunedefficiency) utvonal (1. dbra B), melyet a szervezetbe jutd
Gram-negativ baktériumok aktivalnak [Lindsay és Wasserman, 2014; Myllymaki és mtsai.,
2014]. A szabalyozas néhany komponense (pl. az NFkB) a gerinces emlésok TNF (tumor
necrosis factor) utvonaldval mutat hasonlésagot. A harmadik f6 szignalizaciés utvonal a
JAK/STAT (Janus Kinase and Signal Transducer and Activator of Transcription), amely
virusfert6zés és szeptikus sériilés hatasara aktivalodik [Lemaitre és Hoffmann, 2007]
(1. abra C).

Mindharom jelatviteli Ut az immunvalaszban nélkiilozhetetlen fehérjéket kodolo
gének transzkripcidjat inditja be. Ezek a fehérjék a késdbbiekben szignalmolekulaként,

vagy kozvetleniil a patogének elpusztitisaban szerepet jatszd effektor molekulaként
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funkcionalnak. A humoralis immunvalasz fontos komponensét képezik az antimikrobidlis
peptidek (AMP), melyeket részben a zsirtest - a gerinces maj funkcionalis analdogja —
részben - a gerincesek fehérvérsejtjeinek megfelelé — hemocitak, termelnek. Ezek a Kis
molekulak a testidegen sejtek membranjat karositjak, ami altal a sejt ionhaztartasa felborul.
Ezen kiviil olyan proteolitikus kaszkadd rendszereket aktivalnak, melyek késobb a
testidegen anyag melanizaciojat és koagulaciojat eredményezik [Hoffman, Jiravanichpaisal

¢és mtsai., 2006].
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1. abra: Az elsédleges immunvalasz soran aktivalodo legfontosabb szignaliziciés utvonalak. A: A
Drosophila Toll és az emlgs TLR utvonal. B: A Drosophila Imd és az emlés TNF fttvonal. C: A
Drosophila és emlés JAK/STAT utvonalak. [Stokes és mtsai., 2015 alapjan]

A melanizacid folyamata az egész allatvilagra jellemz0, és alapvetéen megegyezik
a gerincesek és gerinctelenek esetében. A melanin pigment monofenolok ¢és difenolok

oxidacidja révén keletkezik. Gerinctelenekben, igy a rovarokban is a polifenoloxidazok



(POs) a keringésben oldott allapotban vannak jelen. Ezek a fehérjék részt vesznek
kiilonb6z6 szklerotizacids és melanizacios folyamatokban, - mint példaul a sebgydgyulas -
fontos szerepet jatszva a velesziiletett immunitasban [ Nappi és mtsai., 2009].

A sejt-kozvetitette immunvalasz soran kiilonb6z6 folyamatok révén (fagocitozis,
nodulacid, tokképzés), az immunsejetek kozvetleniil pusztitjak el a szervezetbe keriilt
testidegen anyagokat, illetve elhataroljak a rosszindulata sejtes elvaltozasokat, a tumorokat
[Hoffman, 1995]. A makrofadg szer sejtek specialis sejtfelszini receptoraikkal, a mar
emlitett szignal-receptor kapcsolat révén, felismerik, megkotik és fagocitdzissal
eliminaljak a gazdaszervezetet tamadd patogéneket. Bizonyos esetekben a baktériumok és
gombak aggregatumot képeznek, amelyek igy mar egyetlen vérsejt szadmdra nem
fagocitalhato méretlivé valnak, ekkor a vérsejtek Osszetapadnak ¢és tobb rétegben
korbeveszik az aggregidtumot, ezt noduldcidnak nevezziik [Ratcliffe és Gagen, 1977;
Garcia és mtsai.,, 2007; Satyavathi és mtsai., 2014]. Rovarokban a sejtnél nagyobb
organizmusokat, - mint példaul a parazitoid darazs petéje - az enkapszulacid, azaz a
tokképzés soran pusztitjak el a sejt-kozvetitette immunvélasz résztvevdi. Ez a folyamat az

eml6sok granuloma képzéséhez hasonlit [Helming és Gordon, 2009].

1.2. A Drosophila melanogaster immunrendszere

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) genetikai és molekularis biologiai
vizsgalatok gyakran hasznalt modell organizmusa, hiszen teljes genomszekvencidja ismert,
gyors generacios 1d6 jellemzi és laboratdériumi koriilmények kozott konnyen tarthato. A
D. melanogaster a tobbi rovarhoz és gerinctelenhez hasonléan nem rendelkezik adaptiv
- immunglobulinokra és immunologiai memoriara épiilé - immunrendszerrel, azonban
rendkiviil hatékony velesziiletett immunvalasza van. Ez egyrészt a szolubilis, szekretalt
faktorokra ¢épiild humordlis immunvélasz, masrészt a vérsejtek 4altal végrehajtott
sejt-kozvetitette immunfolyamatok altal valosul meg [Lemaitre, 2007]. Ezen folyamatok
szamos tekintetében, - mint példaul a vérsejtek differencidlodasat iranyitdo faktorok -
hasonlitanak a gerincesekben megtalalhatdé immunmechanizmusokhoz, ezért a
D. melanogaster a velesziiletett immunitas kulcsfontossagli modellszervezetévé valt
(Hultmark, 1994; Lemaitre és Hoffmann, 2007; Kurata, 2010; Williams, 2007

Jiravanichpaisal és mtsai., 2006).



1.2.1. A humoralis immunvalasz folyamatai

A gazdaszervezet folyamatosan ki van téve a kiilonbozé patogének altali
fert6zéseknek, melyek bejuthatnak a tdpcsatornan, a trachedn, vagy a kutikulédn keresztiil.
A baktériumokkal és gombakkal szemben az elsd, mechanikai védelmi vonalat, a testet
boritd kitin kutikula képezi. A kutikula sériilése kovetkeztében azonnali, lokalis
immunvalasz alakul ki. Ez a folyamat késobb a korokozok tulélése esetén szisztémassa
alakulhat, ¢és a sejt-kOzvetitette valamint a humordlis immunreakciok szoros
egyittmikodésével valosul meg. A sérilés helyén gyiilekezd vérsejtek elinditjdk a
sebgyodgyulashoz sziikséges koagulacios és melanizacids folyamatokat. [Nehme és mtsai.,
2007; Stramer ¢és Dionne, 2014; Theopold és mtsai., 2002, 2004, 2014]. A szekretalt vagy a
memranhoz kotott receptorok felismerik a patogének specifikus antigénjeit, ami jeltatviteli
utak beinditdsdéhoz vezet a vérsejtekben és a zsirtestben. Az egysejtli patogénekkel
szemben két {6 szignalizacios Gtvonal aktivalodik: a Toll és az Imd [De Gregorio ¢és mtsai.,
2002, Engstrom és mtsai., 1993; Ip és mtsai., 1993; Dushay és mtsai., 1996; Lemaitre és
Hoffman, 2007], mig szeptikus sériilés és virusfertézés sordn a JAK/STAT utvonal is
hozzéjarul az immunvalasz kialakitdsdhoz [Boutros és mtsai., 2002].

A Toll Gtvonal szerepét elséként a hat-hasi (dorso-ventralis) tengely kialakitasaban
irtak le a Drosophila embrionalis fejlddése soran [Anderson és Niisslein-Volhard, 1984]. A
jelatviteli tvonalat tobbnyire a Gram-pozitiv, lizin-tipusti peptidoglikannal rendelkezd
baktériumok, valamint a gombdk aktivaljak (2. dbra). Az Imd [Georgel és mtsai., 2001]
jelatviteli utvonal legfébb aktivatorai a diaminopimelinsav-tipusi (DAP-tipusu)
peptidoglikanok, amelyek a Gram-negativ, valamint egyes Gram-pozitiv baktériumok
sejtfalanak alkotoelemei (Bacillus és Listeria génusz) (2. abra) [Leulier és mtsai., 2003;
Neyen és mtsai., 2012]. Az aktivalédott NFkB-szerii (Dorsal, Dif és Relish ) transzkripcids
faktorok antimikrobidlis peptideket (AMP) kodold géneket aktivalnak, majd az Gjonnan
szintetizalddott nagy mennyiségli antimikrobidlis fehérje (Drosomicin, Diptericin) a
hemolimfaba szekretalodik és ott a fert6zd agensek elpusztitdsdhoz jarul hozza. A legtobb
azonositott AMP tdmadaspontja a bakteridlis sejtmembran, ahol ioncsotorndkhoz hasonld
szerkezeteket hoznak Ilétre és felboritjak a korokozok ionegyensulyat, ami annak

elpusztulasdhoz vezet [Sharma és mtsai., 2015].
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2. abra A Toll és Imd utvonalak. [Lemaitre és Hoffman 2007 alapjan]
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1.2.2. A Drosophila melanogaster vérsejtjei és vérsejtképzo kompartmentumai

A sejt-kozvetitette immunvalasz effektor sejtjei, a vérsejtek, a D. melanogaster
teljes életciklusaban  jelen vannak. A  gerincesekhez hasonléan  vérsejtképzd
kompartmentumokban osztdédnak és differencialodnak (Lanot és mtsai., 2001; Markus és
mtsai., 2009). A kiilonbozo fejlodési szakaszokban mas-mas veszélynek van kitéve a rovar,
igy a vérsejtek és azok funkcioja is eltérd az embrid, larva, bab és kifejlett rovar esetében.

Embri6 stddiumban a mezoderma feji (procefalikus) ¢és laterdlis (kardiogén)
szegmensében kezdddik a vérsejtek differencidlodasa és ezen leszarmazasi vonalakbol
erednek a késObbi fejlodési stadiumok specialis effektor hemocitai (3. éabra). A
procefalikus régidban embrionalis makrofagok és kristalysejtek differencidlodnak. A
makrofagok elsddleges funkcidja az apoptotikus sejtek és sejttormelékek eliminalasa, ami

elengedhetetlen az idegrendszer megfeleld strukturajanak kialakulasahoz [Tepass és mtsai.,
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1994; Evans és mtsai.,, 2010], emellett extracellularis matrix fehérjéket termelnek. Az
embrionalis kristalysejtek funkcidja nem ismert. A lateralis mezodermdbdl az embrionalis
kozponti nyirokszerv differencidlodik, ami ebben a stadiumban még csak néhany sejtbol,
fagocita- és kristalysejt prekurzorokbdl all (Lebetsky és mtsai., 2000; Mandal és mtsai.,
2004).
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3. abra A Drosophila melanogaster kiilonb6zé vérsejt-leszarmazasi vonalabol szarmazé effektor
hemocitik a fejlédési stadiumokban. [Honti és mtsai., 2014. alapjan]

Az ecetmuslica vérsejtképzddése szempontjabol a larva stadium a legjobban
jellemzett. A D. melanogaster larva sejt-kdzvetitette immunvalaszaban harom
morfologiailag és funkcionalisan is eltérd vérsejttipus vesz részt.

A plazmatocitdk az embrionalis makrofag vonalbdl szdrmaznak (3. dbra). Kerek,
8-10 um atméroju sejtek, melyek a keringd hemocitdk nagyjabol 95 szazalékat teszik ki
[Rizki, 1957] (4. édbra). Ezek a sejtek - a gerinces makrofagokhoz hasonldan - fagocitaljak
a sejtnél kisebb testidegen anyagokat és az apoptotikus sejttormelékeket. Extracellularis
matrix (ECM) fehérjék szekrécidja révén minden fejlédési stadiumban aktivan részt
vesznek a szoveti atrendez6désekben, és a sebgyogyulasban is fontos szerepiik van [Wood
és Jacinto, 2007; Martinek és mtsai., 2008]. Ezen kiviil antimikrobidlis peptideket
termelnek, melyeknek a betolakodok lokalis elpusztitasaban lehet szerepe, illetve olyan
jelmolekulaként szolgalhatnak, melyek aktivaljak a Toll és Imd utvonalakat, igy kialakitva
a szisztémas immunvalaszt. Aktivan o0sztodo sejtek, szdmuk a larvastddiumok folyaman
jelentdsen megné [Holz és mtsai., 2003; Leitdo és Sucena, 2015; Makhijani és mtsai.,

2011].
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A vérsejtek, a nem fagocitalhatd mérettartomanyu idegen testeket a tokképzd
reakcio sordn pusztitjdk el. A plazmatocitdk a folyamat inicializalasaban vesznek részt. A
folyamat elején kitapadnak a testidegen részecskéhez, melyen egybefiiggd sejtréteget
alakitanak ki.

A keringésben sokkal kisebb szamban (5%) taldlhatok meg a kristalysejtek,
profenoloxidaz-kristalyokat tartalmaznak [Rizki és Rizki, 1959], melyek immunindukciét
kovetden a sejtekbdl a hemolimfaba jutnak és aktivalédnak. Az aktivalt fenoloxiddz a
fenolokat kinonokké alakitja, és beinditja a melanizacidt. A melanizaci6d soran keletkezd
reaktiv oxigéngyokok hozzajarulnak a sikeres immunvéalaszhoz (4. dbra).

A harmadik tipust effektor sejtek a lamellocitdk, amelyek 40-50 pm atmérd;jd,
kitertilt sejtek (4. abra). A kés6i harmadik stddiumu larvak keringésében, a naiv allatban is
megfigyelhetéek, de nagy mennyiségben parazitoid darazsfertézést kovetden
differencidlodnak [Nappi, 1973; Rizki és Rizki, 1992], illetve kiilonb6z6 tumoros
mutansokban (pl.: 1(3)mbn-1) is megfigyelhetdek. A lamellocitak a plazmatocitakkal
egylitt tobbrétegli tokot képeznek a parazitoid pete koriil, mely késdbb melanizalodik
[Nappi, 1973; Williams és mtsai., 2005]. A reaktiv
oxigén- (ROS) ¢és nitrogén szarmazékok (RNS) megndvekedett koncentracidja valamint a

tapanyagtol valo elzartsag a parazitoid pete elpusztulasahoz vezet [Nappi, 1973, 2005].

Plazmatocita Lamellocita Kristalysejt

\

Antimikrobidlis peptid termelés Tokképzés Tokképzés
Fagocitdzis Koagulacio
Tokképzés Melanizacio

4 abra A Drosophila melanogaster larvalis vérsejtjei és az immunvalaszban betoltott szerepiik.
[Fauvarque és Williams, 2011. alapjan]
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Az ecetmuslica vérsejtjeinek egy része szabadon aramlik a hemolimfaban. Az
aramlést a sziveso biztositja, mely a larva poszterior régiojabol anterior irdnyba pumpalja a
hemolimfat [Tao és Schulz, 2007] (5. abra A). A larvaban harom vérsejtképzo
kompartmentum kiilonitheto el: a keringés, a kdzponti nyirokszerv és a szesszilis vérképzo
szovet [Lanot és mtsai., 2001; Zettervall és mtsai., 2004] (5. abra).

A keringésben aramlo sejtek aktivan osztédnak a larvastddiumok soran. Parazitoid
darazsfertézést kovetden, a plazmatocitdk ¢és a kristalysejtek mellett Ujonnan
differencialodott sejtek, a lamellocitak jelennek meg. [Sorrentino és mtsai., 2002; Markus
¢és mtsai., 2009; Honti és mtsai., 2010].

A kozponti nyirokszerv (lymph gland) a szivcsd anterior szakaszan elhelyezkedd,
paros, lebenyes vérsejtképzd szerv (5. adbra A, B). A lebenyek kozott és a szivesd
poszterior irdnyaba perikardidlis sejtek taldlhatoak [Rohrborn, 1961] (5. ébra A). A
kozponti nyirokszervet alkotd sejtek szama, a keringd sejtekéhez hasonldan, a larvalis
fejlodés soran folyamatosan ndvekszik. Az elsddleges lebeny kérgi- (kortikalis) és veld
(medulléris) zondra tagolodik, és a hatsd, kitiintetett szereppel rendelkezd része az un.
poszterior szignalizacios kozpont (PSC: Posterior Signalling Centre) [Jung és mtsai., 2005;
Krzemien és mtsai., 2007] (5. abra A). A kortikalis zonat differencialoédott effektor sejtek
alkotjak, mig a medullaris zonaban éretlen prohemocitak talalhatok, amelyek érésiik és
differencidlodasuk sordn a kérgi zondba jutnak. Ezt a folyamatot a PSC szabalyozza
[Krzemien és mtsai., 2010; Lebestky és mtsai., 2003]. A PSC-t alkoto sejtek nyulvanyokat
bocsatanak a medullaris zéndba és szignalmolekuldkat juttatnak az ott taldlhato
prohemocitakhoz [Mandal ¢és mtsai., 2007]. Ilyen szigndlmolekula példaul a Hedgehog
(Hh) fehérje, amely a medulléaris zona sejtjeinek prohemocita allapotat tartja fenn vagy a
Collier (Col) fehérje, ami az emldsdk korai B-sejt faktoranak (EBF: early B cell factor)
Drosophila homologja ¢és hianya a kozponti nyirokszerv —sejtjeinek  korai
differencialodasahoz vezet [Crozatier €s mtsai., 2004; Krzemien és mtsai., 2007].

A szesszilis vérsejtképzd szovet a larva testiiregének faldhoz tapadd €s onnan
idészakosan kilépd vérsejtekbdl all [Zettervall és mtsai., 2004; Mérkus és mtsai., 2009],
szerkezete savos mintazatot mutat (5. abra B). A szesszilis szovet része a PHT (poszterior
vérképzo szdvet), mely a larva poszterior végén talalhatd vérsejtcsoport [Kurucz és mtsai.,
2007] (5. abra B). Ez a vérsejtképzd kompartmentum akar mechanikai behatasok révén is
felbomolhat, illetve immunindukciot kovetden is levalnak innen vérsejtek [Markus és

mtsai., 2009; Makhijani és mtsai., 2011]. Ezért az intakt szesszilis szovet megfigyelésére
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leginkdbb az €16 allatban van lehetdség, példaul a vérsejt specifikusan GFP-t kifejezd
larvakban (5. abra B).
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5. abra A Drosophila melanogaster vérsejtképzé kompartmentumai. A kézponti nyirokszerv felépitése
(A). CZ: kortikalis zona, MZ: medullaris zéna, PSC: poszterior szignalizacids kozpont [Seung-Hye Jung és
mtsai. 2005. alapjan]. A larva vérsejtkompartmentumai sematikus rajzon és az él6 HmI>GFP transzgenikus

egyedben (B). LG: kozponti nyirokszerv, ST: szesszilis szovet, PHT: poszterior vérképzé szovet.
[Dr. Csordas Gabor és Dr. Markus Robert abrai alapjan].

Csoportunk korabbi eredményei alapjan ismert, hogy a naiv larva keringésében és a
szesszilis szOvetben a feji mezoderma két leszdrmazasi vonalabol, a kristalysejt
leszarmazasi vonalbol (Iz: lozenge) és az embrionalis makrofag vonalbol (crg: croguemort)
szarmazo plazmatocitdk és kristalysejtek vannak jelen (3. édbra). Az embrionalis kézponti
nyirokszervbdl szarmazd sejtek a larva stddium sordn sem hagyjdk el a kozponti
nyirokszervet.  Immunindukciot  kdvetden  azonban  mindhdrom  vérsejtképzd

kompartmentumban differencialédnak a tokképzés effektor vérsejtjer és egyiittesen
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vesznek részt a parazitoid dardzs petéje koriili tok képzésében [Honti és mtsai., 2010] (6.
abra). A parazitoid fertdzés hatasara, a korabban termindlisan differencialodott sejtként
leirt fagocitaldé plazmatocitak képesek lamellocitava alakulni (6. dbra) [Honti és mtsai.,
2010, 2014].

Kdzponti nyirokszerv Parazita pete

Kristalysejt
C1+, C4a+

Szétesett kristalysejt
C1+.Cas

Plazmatocita

NimC1+

f \
Szegszilis szpvet
| ..

u o®

Kis kerek vérsejt Diszkoidalis sejt Lamellocita
L14-, L2- L4+t-, LB L1+, 12-, Las, L6 L1s. 12+, L4+ L6+
NmC1+ NimC 14/ NimC1-

6. abra Az ecetmuslica mindharom vérsejtképzé kompartmentuma hozzajarul a parazitoid darazs
elpusztitisiban szerepet jatsz6 vérsejtek differencialodiasahoz immunindukciét kovetden.
[Honti és mtsai., 2014. alapjan]

Az egyedfejlédés tovabbi szakaszaban, a babozodéas soran a larvalis szovetek
felbomlanak. A makrofagok, a keletkez6 nagy mennyiségli apoptotikus sejttéormeléket
fagocitaljak, illetve részt vesznek a sebgyodgyuldsban is [Sander és mtsai.,, 2013]. Bab
stadiumban ismert vérképzd szovet nincs.

A kifejlett ecetmuslica keringd vérsejtjeinek 99%-a plazmatocita, 1%-a kristalysejt,
ebben a stddiumban tokképzd lamellocitdk nincsenek jelen. Ghosh és munkatarsai ugyan
leirtak egy specialis vérképzo szdvetet a potroh dorzalis részén [Ghosh és mtsai., 2015], de
az adultban az aktiv vérsejtképzés megléte vitatott. Az erre iranyuld vizsgalatok nagy
részében, immunindukciot kovetden sem figyeltek meg ujonnan differencialédo

hemocitakat [Bosch és mtsai., 2019].
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1.2.3. A sejt-kozvetitette immunvalasz folyamatai
1.2.3.1. A baktériumok és gombak eliminalasa: a fagocitozis

A fagocitdzis a legdsibb sejt-kozvetitette immunfolyamatnak tekinthetd. Mar a
primitiv gerinctelenek esetében is jelen vannak makrofagszeri sejtek, amelyek a
sejttormelékek és az extracellularis korokozok bekebelezését végzik. [Ulvila és mtsai.,
2011]. A fagocitozis elsd 1épése, a testidegen részecskék felismerése és megkdtése, a
plazmatocitak sejtfelszini receptorai, az Un. mintazat felismeré receptorok (PRR) révén
valosul meg. Ezek evolucidsan erdsen konzervalt és a patogénekre altalanosan jellemzd
molekularis mintdzatokat (PAMP) ismernek fel [Kurata, 2014]. A felismert ligandok
lehetnek a bakteralis sejtfal esszencidlis alkotéelemei (lipopoliszacharid, lipoteikolsav,
peptidoglikan) vagy a gombdékra specifikus mintdzatok (B-1,3-gliikan). A felismerést €s
megkotést kovetden a plazmatocitak, a plazmamembran egy részének betlirddése révén,
bekebelezik a fagocitdlandd részecskéket (endocitézis), és kialakul a fagoszoma. Ezt
kovetéen a felvett részecskék a fagolizoszomakba keriilnek, végiil a lizoszomakban
lebomlanak. Drosophildban tobbféle fagocitozis receptor ismert, melyek eltérd
szerkezetlieck ¢és mas-més ligandot ismernek fel. Megkiilonboztetiink peptidoglikan
felismerd receptorokat (peptidoglycan recognition proteins, PGRP) [Yoshida €s mtsai.,
1996; Kang és mtsai., 1998], mint pl: a PGRP-LC, ami a Gram-negativ Escherichia coli
baktérium felismerésében vesz részt és ezaltal az Imd utvonalat aktivalja (7. dbra). Egy
masik receptor csaladhoz tartoznak az EGF (epidermal growth factor) doménhez hasonlo
NIM domént tartalmaz6 receptor fehérjék, mint az Eater [Kocks és mtsai., 2005], a Draper
[Hashimoto és mtsai., 2009; Manaka ¢és mtsai., 2004] és a NimC1 [Kurucz ¢és mtsai.,
2007b, Zsamboki €és mtsai., 2013] receptorok, amelyek részt vesznek mind a Gram-negativ
mind a Gram-pozitiv baktériumok felismerésében. Ismertek még a nonaspanninok
csaladjdba tartoz6 transzmembran fehérjék, mint a TMOSFI1-TM9SF4 ezen kiviil
Drosophilaban leirtak még két, a human CD36-hoz hasonl6 receptor molekulat is: a
Croquemort (CRQ), és a Peste [Franc és mtsai., 1999; Philips és mtsai., 2005] fehérjéket.
Ismert szolubilis fehérje a Drosophila TEP (thiolester-containig protein), amely a
felismerd receptor funkcion kiviil a baktériumok és gombéak opszonizacidjaban fontos, ez
altal hozzédjarul a fagocitozis hatékonysagahoz (7. éabra). A sikeres fagocitézishoz, a
felismerésen €s megkdtésen kiviil, a citoplazma nagymértékii atrendezddésére van sziikség.

Feltételezhetden a fagocitozis receptorok olyan koreceptorokkal 1épnek kapcsolatba - mint
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példaul a megkotésben is szerepet jatszo integrinek -, amelyek a kis GTP-azok (Rho, Racl,
Rac2) aktivalasan keresztlil hozzajarulnak a sejtvaz atalakuldsdhoz. A kis GTP-dzok
immunindukciot kovetden olyan sejtvaz-asszocialt fehérjéket aktivalnak (Scar, Arp2/3),

amelyek az elébb emlitett fagoszoma kialakitasan kiviil a vérsejtek morfologiai valtozasat

eredményezik.
/* 7/"
Szolubilis Dscam receptor
Szolubilis Dscam
; \ _Tep receptor 3 PGRP-SC1a
C alicans Eater : Tep receptor
eater
Dscam
Aktin Mycobacterium és
Tep receptor Listeria
Arp2/3 peste (CD36-szer(i)

Rabs / Aktin

@,

7. abra A fagocitozisban szerepet jatszo receptorok és a sejtvaz atalakitasaért felelgs fehérjék.

[Cherry és Silverman, 2006 alapjan]

1.2.3.2. A parazitoid darazzsal szembeni hatékony immunvalasz: a

tokképzés és a melanizacio

A gazdaszervezet a nagyobb méretil, nem fagocitalhaté testidegen részecskeket, a
tokképzés soran hatarolja el a test tobbi részétdl. Ilyen részecskék lehetnek parazitoidok
petéi és larvai, kiilonbozé Nematoda fajok (pl.: Howardula aoronymphium) vagy
megvaltozott szerkezetli sajat szovetek. A Drosophila leggyakoribb kartevoi kozé
tartoznak a kiilonb6z6 parazitoid flirkészdarasz fajok, melyek kozos jellemzdje, hogy
egyedfejlodésiikhoz sziikségiik van egy gazdaszervezetre. A Trichopria nemzetség fajai a
muslica babba helyezik petéiket, mig a Leptopilina és Ganapsis génusz képvisel6i a
larvastadiumban fertézik a gazdat [Small és mtsai., 2012]. A darazsak a gazda larvajanak
testliiregébe helyezik petéjiiket, €s a kikeld darazs larva a gazda testébdl taplalkozik. A
darazsfertdzésnek két lehetséges kimenetele van. Amennyiben a gazda hatékony védekezd

mechanizmussal elimindlja a darazspetét, a Drosophila larva tovabb fejlédik és babba,
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majd adulttd vedlik (8. abra). Ha azonban a gazda immunrendszere nem hatékony, a
parazitoid elpusztitja, és a babbol darazs fejlodik ki (8. dbra). A koevolucido mindkét fél

részérdl kiilonbozo talélési stratégidk kialakitasdhoz vezetett [Kraaijeveld és mtsi., 1998].

=

Tokképzés (‘\ Immunszuppresszio
@ r p \\ pp

8. abra A parazitoid darazsfert6zés lehetséges kimenetelei. [Small és mtsai., 2012. alapjan]

Sikeres immunvalasz esetén a Drosophila larva testidegen részecskeként érzékeli a
parazitoid darazs petéjét és tobbrétegli tokot képez koriilotte [Nappi és mtsai., 2004] (9.
abra B). A parazitoid fertdzést kovetden lamellocitak, - a tokképzés specialis effektorsejtjei
- differencidlodnak a kozponti nyirokszervben, a szesszilis vérképzd szdovetben és a
keringésben egyarant [Carton és Nappi, 1997; Lanot és mtsai., 2001; Markus és mtsai.,
2009; Honti és mtsai., 2010; 2014] (8. dbra A). A lamellocitak a plazmatocitdkkal és a
kristalysejtekkel egyiittmiikddve eliminaljak a betolakodot. A tokképzés kezdeti 1épése, a
felismerés folyamata kevésbé ismert. A dardzspete korion burkira elséként,
immunindukciot kovetéen mar 6 Oraval a plazmatocitak tapadnak ki és szétteriilnek annak
feltiletén, majd szoros sejt-sejt kapcsolatokat (septate junction) alakitanak ki egymaéssal
[Williams, 2007] (9. dbra B). Ebben a folyamatban leirtdk, példaul az Nrg (Neuroglian)
sejtmembran fehérje rovid izoformajanak szerepét. Ezt kovetden tobb rétegben
lamellocitdk tapadnak a dardzs petét beboritd plazmatocita rétegre [Williams és mtsai.,
2005; 2006]. A kitapadas soran megvaltozik a vérsejtek morfologidja €s kitapadasi
képessége, melynek szabdlyozasdban kis GTP-4zok vesznek részt (Rho, Racl, Rac2)
[Burridge és Wennerberg, 2004; Raftopoulou és Hall, 2004; Wertheim ¢és mtsai., 2005;
Williams és mtsai., 2005, 2006].
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9. abra A parazitoid darazsfert6zést koveté folyamatok: lamellocita differencialédas a kiilonboz6
vérsejtképzé kompartmentumokban (A) és a tokképzés lépései (B). [Myllymaky és Ramet, 2014. (A) és
Williams, 2007. (B) alapjan]

A tokképzés utolsd szakaszdban aktivalodik a melanizacios kaszkad, amelynek
beinditasaban a Drosophila kis GTP-azok mellett a JNK jelatviteli Gtvonalban résztvevo
Basket (Bsk) ¢s hemipterous (hep), valamint a TNF (tumor necrosis factor) homolog Eiger
is szerepet jatszik [Russo és mtsai., 1996; Bidla és mtsai., 2007] (9. abra A).

A melanizaciés folyamatoknak azonban nem kizarolag a tokképzésben van
szerepik. A szeptikus sériilés, valamint a parazitoid darazsak altali fertézés gyors melanin
szintézist valt ki a sériilés helyén, lokalisan [Tang, 2009]. A melanizaciés kaszkad reakciot
gomba eredetli [1,3-gliikdnok, valamint a baktériumok sejtfaldban jelen 1évd
lipopoliszacharidok (LPS) és peptidoglikanok (PG) inditjék be, illetve a reakcio aktivatorai
még a sériilt szovetekbdl felszabaduld foszfolipidek is [Cerenius €s mtsai., 2004; 2008]. A
melanizacios kaszkdd kulcsenzime a profenoloxiddz, amely a sejtekb6l immunindukciot
kovetden kiszabadul és a hemolimfaban enzimatikus hasitast kovetden aktiv fenoloxidazza
alakul. Ez az aktiv forma a fenolokat kinonokkad oxidalja, melyek ezutdn melaninna
alakulnak ¢€s a sériilés helyén, valamint a parazitoid petéket koriilvevd tokban halmozoédnak
fel [Cerenius €s mtsai., 2004; 2008]. A melanizacié soran citotoxikus molekulak, reaktiv
oxigén- és nitrogén intermedierek is képzddnek, melyek mérgezéek a mikroorganizmusok
szdmara, ezaltal hozzajarulnak a hatékony immunvalasz kialakitdsdhoz [Eleftherianos és
Revenis, 2011]. A Drosophila genomja harom profenoloxidaz enzimet kodol. A proPO54
gén altal kodolt proPO1 és a proPO45 gén altal kodolt proPO2 a kristalysejtekben aktivak
¢s a sériilés helyén végbemend melanizacioban jatszanak szerepet. A proPO59 éltal kodolt
proPO3 a lamellocitdkban fejezddik ki és a tokképzés soran lejatszoddo melanizéacios
folyamatokban vesz részt (10. dbra) [Dudzik és mtsai., 2015; Irving €és mtsai., 2005; Nam

és mtsai., 2008]. Azonban a Drosophila proPO enzimek részlegesen atfedd szereppel
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birnak, hiszen a tokképzésben a kristalysejtek és a lamellocitak is aktivan részt vesznek. A
proPO1 ¢és a proPO2 a kristalysejtek szétesése soran jutnak ki a citoplazmabdl a
hemolimfaba, felszabadulasukat a c-Jun N-terminalis kindz (JNK) szabalyozza [Cerenius
¢és mtsai.,, 2008]. A melanizacid soran felszabadulo toxikus vegyiiletek a kornyezd
szoveteket is karosithatjak, ezért fontos, hogy ezen folyamatok lokéalisan menjenek végbe.
A kaszkad aktivalodasat specifikus szerin protedz inhibitor fehérjék, a szerpinek, térben és
idében szigortan szabalyozzak. Ilyen ismert fehérje Drosophilaban a szerpin27A, ami azt
a profenoloxidaz aktivaldé enzimet gatolja, amely inaktiv profenoloxidazt aktiv
fenoloxidazza alakitja, igy biztositva, hogy a toxikus melanin kizarolag a sériilés kdzelében
termelddjon [Ligoxygakis és mtsai., 2002; DeGregorio €s mtsai., 2002 Tang és mtsai.,

2006].

Tokképzés
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10. abra A sériilés és a parazitoid pete koriil lejatsz6doé melanizacios folyamatok. PPO1,2,3: kiilonb6zo
profenoloxidazok.[Dudzic és mtsai., 2015. alapjan]

A fertdz6 dardzs fajok kiilonb6zd immunszuppressziv stratégidk és virulencia
faktorok segitségével képesek elkeriilni az immunvalaszt [Prévost és mtsai., 2009; Small és
mtsai., 2012]. Az Asobara fajok petéjének felszine ragadds, szorosan a gazda szdvetei kozé
tapad, ami altal a gazdaszervezet hemocitai nehezebben tudjak elimindlni [Kraaijeveld,
1998; Moreau és mtsai., 2003]. Egyes Ganapsis fajok a petével egyiitt egy SERCA tipust
Ca-pumpat (sarco/endoplasmic reticulum calcium-ATPase) injektalnak a larva testiiregébe,
ami a citoplazmatikus Ca’* szint csokkenését idézi els. A Ca”™ -medidlta jelatviteli
folyamatok hidnyaban elmarad a sikeres immunvalaszhoz elengedhetetlen plazmatocita
aktivacio, és a darazs kifejlodik. A Leptopilina fajok fert6zéskor a petével egyiitt
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virusszerli partikulumokat (VLP-virus like particles) is a gazddba juttatnak, amelyek
hemocita deforméciot okoznak, €s igy azok nem tudnak részt venni a tokképzésben [Rizki
és Rizki, 1990]. A Leptopilina boulardi olyan fehérjét juttat a gazda szervezetébe (Rho-
GAP homolog P4 fehérje), mely citoszkeletalis atrendezddéseket okoz, ezen kiviil a
melanizacidban szerepet jatszo Rho-GTP-azok mikddését gatolja [Zhang €s mtsai., 2004].
A Leptopilina heterotoma altal termelt virusszert részecskék (lamellolysin) a lamellocitak
helyett csokkent adhézios képességli, elongalt, ors6 alaku sejtek keletkeznek, melyek nem
tapadnak ki a darazs petére. [Ritzki és Ritzki, 1984; 1990a; 1990b; 1994]. A Leptopilina
victoriae toxinja a lamellocitak sejt-sejt kapcsolatainak kialakulasahoz sziikséges membran

fehérjék N-glikozilacidjat gatolja [Mortimer és mtsai., 2012].

1.3. A Drosophila vérsejtek vizsgalatanak lehetoségei

1.3.1. Vérsejt-specifikus molekularis markerek hasznalata

A laboratériumunkban eldallitott vérsejt-specifikus immunologiai markerrendszer
segitségével elkiilonithetok és jellemezheték a Drosophila melanogaster hemocita
alpopulécioi [Kurucz és mtsai., 2007b]. A markerek segitségével nyomonkovethetéek a
larva kiilonb6z6 hematopoetikus kompartmentumaban jelen 1évo ¢és differencialodod
vérsejtek, a naiv allatban és dardzssal torténd immunindukciot kdvetden egyarant. Leirtak
olyan antigéneket, amelyek minden larvélis vérsejten jelen vannak (H antigen klaszter).
Ezek koziil a H2 aminosav szekvencidjanak meghatarozéasaval sikeriilt azonositani a
Hemese fehérjét [Kurucz ¢és mtsai., 2003] (11. 4&bra). A P antigének
plazmatocita- specifikusan fejezédnek ki. A P1 antigént NimC1 fehérjeként azonositottak
laboratoriumunkban, és a fagocitdzis soran a baktérium kotésében irtak le szerepét [Kurucz
¢s mtsai., 2007a, Zsdmboki ¢és mtsai., 2013]. Az L antigéneket kizardlag a lamellocitak
fejezik ki. Az L1 antigén aminosav sorrendjének azonositdsa utdn, az Atilla nevet kapta
(11. abra). A kristalysejtekre a C antigén-klaszter specifikus kifejezddése jellemzd. A C1
markert felismerd 12F6 monoklondlis ellenanyag a kristalysejtekben kifejez6do
profenoloxidaz enzimet ismeri fel [Willott és mitsai.,, 1994], mig a C4 markert
laboratériumunkban azonositottak, és kifejez0dését a kristalyok felszinén figyelték meg

[Kurucz és mtsai., 2007b] (11. abra).
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11. abra A Drosophila melanogaster vérsejt-alpopulaciéi immunologiai markerek alapjan. NimC1:
plazmatocita-specifikus, L1: lamellocita-specifikus, C4: kristalysejt-specifikus markerek.
[Kurucz és mtsai., 2007. alapjan]

1.3.2. Vérsejt-specifikusan kifejez6dé in vivo riportererek alkalmazasa

Az ecetmuslica hemocita-specifikus markereinek fehérje, illetve génszintii
azonositdsa lehetdséget adott olyan transzgenikus vonalak 1étrehozasara, amelyek
vérsejt-specifikusan in vivo (pl.: GFP) riportert fejeznek ki. Ezek segitségével
vizsgalhatova valtak a kiilonbozo sejttipusok és vérsejtképz6 kompartmentumok az €16
allatokban is. A transzgének lehetnek a promoter altal kozvetleniil meghajtott riporter
konstrukciok, de az ecetmuslica esetében a leggyakrabban hasznalt transzgenikus
vizsgédlati modszerek a GAL4/UAS rendszerre éplilnek (12. dbra A). A moddszer
segitségével szovet- és sejt-specifikusan taltermeltethetdk, illetve csendesithetok olyan
faktorok, melyeknek feltételezhetéen szereplik van az immunvalaszban [Kakidani és

Ptashne, 1988; Webster és mtsai., 1988; Brand és Perrimon, 1993] (12. dbra B).
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Szévetspecifikus promoter

GAL4

UAS

Effektor

Meghajtéelem Kifejez6dés a larvaban m

Hemese-GAL4

Peroxidasin-GAL4
Hemolectin-GAL4

misshapen-GAL4

lozenge-GAL4
collier-GAL4

domeless-GAL4

Dorothy-GAL4

minden vérsejttipusban

plazmatocitakban

plazmatocitakban, kristalysejtekben

kristalysejtekben

kozponti nyirokszerv, PSC

kézponti nyirokszerv, medullaris

kézponti nyirokszerv, kortikalis zona

lamellocitakban

zona

Kurucz és mtsai., 2003
Zettervall és mtsai., 2004
Stramer és mtsai., 2005
Goto és mtsai., 2003
Sinenko és mtsai., 2005
Tokusumi és mtsai., 2009
Crew és mtsai., 1997
Crozatier és mtsai., 2004
Krzemien és mtsai., 2007

Jung és mtsai., 2005

Kimbrell és mtsai., 2002

12. abra A Gal4-UAS rendszer miikodése (A) és néhany vérsejt-specifikus, illetve vérsejtképzé
kompartmentum specifikus meghajtéelem (B). [A: Wimmer, 2003. alapjan; B: az abra jobb oldali

oszlopéban felsorolva]

1.4. A Drosophila ananassae, mint modellszervezet

A Drosophila nemzetség, tobb mint 1500 fajt szamlal6 [Singh, 2013] csoportjanak

legismertebb képvisel6éje a Drosophila melanogaster. Szamos genetikai, viselkedés— és

evolucid biologiai, molekularis biologiai, 0kologiai és populacidgenetikai vizsgalatban

hasznaljak modellszervezetként [Singh és Yadav, 2015]. Azonban az 1930-as évektdl

kezdve a génusz tovabbi képvisel6i is a kutatok érdeklédésének kozéppontjaba kertiltek.

Ezen fajok koziil a Drosophila ananassae, néhany kiilonleges tulajdonsaga miatt valt

kiemelked6vé.
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A faj a melanogaster csoport, ananassae alcsoportjanak ananassae fajkomplexéhez
tartozik. Kiilonlegessége, hogy filogenetikailag egy kiilonallo agat képezi a Drosophila
nemzetségnek [FlyBase; Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007; Singh, 2000, 2010.]

(13. abra).
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13. abra A 12 ismert genomszekvenciaval rendelkezé Drosophila faj. [http://arthropods.eugenes.org]
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14. abra Az ananassae alcsoport képvisel6i
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izolalt populacidi, emiatt a populacidgenetikai és molekularis variabilitasi kutatdsok
kedvelt modellszervezete. Laboratoriumi fiziologias és tartasi igényei nagyon hasonlitanak
a D. melanogasteréhez. Az elsé “curved wing” mutaciot 1921-ben Sturtevant azonositotta
egyes egyedekben, majd 1938-ig két japan kutatd, Moriwaki és Kikkawa tobb, mint 100
mutaciot irt le a fajban [Kikkawa 1938; Tobari 1993]. Ok egymastél fiiggetleniil
azonositottak a faj néhany egyéb, kiilonleges tulajdonsagat: spontan rekombinacié a him
egyedekben, magas mutacios rata €s gyakori kromoszoma inverziok.

Szintén egyediilallo az an. Om-tom (‘Opthic Morphology’ hypermutability system)
(Om mutations), amelyeket a tom retrotranszpozon okoz [Tanda és mtsai., 1993; Juni és
mtsai., 1996].

Futch a Csendes 6cedn déli részén €16 izolalt populdcidkon végzett fajkeletkezési
vizsgalatokat, ekkor figyelte meg, és irta le a szliznemzés (parthenogenezis) jelenségét
(1972.) D. ananassaenal. Az utobbi években genomszekvenalasi [Clark és mtsai., 2007;
Signor és mtsai. 2013] és komparativ elemzések soran szdmoltak be a fajrol, tobbek kozott
politén kromoszéma térképezési [Schaeffer és mtsai., 2008.] populacidgenetikai [Schug és
mtsai. 2007, 2008] és evolucios vizsgalatokban.

Mindezek alapjan elmondhato, hogy a D. ananassae szamos egyedi tulajdonsaga
miatt kedvelt modellorganizmusa a genetikai, viselkedési, evollcios fajkeletkezési és
okologiai vizsgélatoknak. Genomszekvencidjanak meghatdrozdsa tovabb bdvitette a
lehetséges kutatasi iranyokat és ma mar leginkabb a Drosophila melanogasterrel és a tobbi
Drosophila fajjal 6sszehasonlité vizsgalatokban hasznaljak. Ezt a megkdzelitést kovetve
érdekes lehet a D. ananassae invaziv terjeszkedésének és a parazitoidokkal szembeni
ellenalloképességének hatterében allo esetleges alternativ vérsejtdifferencialodasi és
tokképzési mechanizmusok felderitése. Ezen folyamatok megértéséhez nagyban
hozzajarulhat a D. ananassae immunvalaszanak részletes vizsgalata, melyre mindeddig

nem kertilt sor.
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2. Célkituzések

Kisérleteink soran célunk volt:

S

Kiilonb6z6  Drosophila  fajok  immunvalaszanak  vizsgalata  parazitoid
darazsfert6zést kovetden. A larvalis vérsejtek jellemzése, Kiilonosképpen az
ananassae alcsoportba tartozdé Drosophila ananassae és Drosophila bibectinata
fajokban.

A D. ananassae vérsejt-alpopulaciok azonositdsa €és tovabbi részletes vizsgalata
érdekében vérsejt-specifikus monoklonalis ellenyanyagok eldallitasa.

In vivo genetikai rendszer létrehozasa, transzgenikus Drosophila ananassae
vonalak eldallitasaval.

A vérsejtek sejt-kozvetitette immunvalaszban betoltott szerepének azonositasa,
differencialodéasuk nyomonkovetése a kiilonb6z6 vérsejtképzd
kompartmentumokban.

A parazitoid darazsakkal szembeni immunvalasz hatterében all6 mechanizmusok
felderitése.

A vérsejtek szerkezeti jellemzése elektronmikroszkopia segitségével.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

Drosophila Ringer oldat: 7,5g NaCl, 0,359 KClI, 0,21g CaCl2, 1000ml dH20, pH 7,0
PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na2HPO4, 3mM Na2H2PO4, pH 7,2.

Mounting (dermedé) fedé6 médium: Flouromount G (Southern Biotech)

DAPI: 4’6’-diamidino-2-phenylindole (Sigma), 20 mg/ml 1:10000 0,1% PBS-BSA-ban
PTU: 1-phenyl-2-thiourea (Sigma)

BrdU: 5-bromo-2-deoxyuridine (Sigma-Aldrich)

L-NAME: N,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (Sigma-Aldrich)

D-NAME: N,-Nitro-D-arginine methyl ester hydrochloride (Sigma-Aldrich)

L-Arginin: (S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid (Sigma-Aldrich)

D-Arginin: (R)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid (Sigma-Aldrich)

ECL Plusz Western blot detektalo reagens (GE Healtcare)

Eléhivéoldat: 6 g Na,COgs, 40 pl 1% NaS03, 53 pl 35% formaldehid 100 ml desztillalt
vizben

FBS: fetal bovine serum (GIBCO)

HAT:, 5 mM Hypoxanthine, 0,02 mM Aminopterin, 0,8 mM Thymidine (Sigma Aldrich)
PEG 1540: polyethylene glycol (Sigma Aldrich)

RPMI 1640: szovettenyészto tapfolyadék (GIBCO)

KRPMI: RPMI 1640 szovettenyészto tapfolyadék, 5% FBS, 2 mM glutamine, 100 pg
penicilline, 100 pg streptomycin

Shneider’s médium: szovettenyészto tapfolyadék (Sigma Aldrich)

SDS mintapuffer: 15,6 mM Tris/HCI pH 6,8, 6,25% glycerol, 0,5% SDS, 0,003%
bromophenol blue

TBS oldat: 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCl

Transzfer puffer: 25 mM Tris, 90 mM glycine, 20% methanol

Elektronmikroszkopos fixalé oldatok:

1. oldat: 6.4% formaldehyde (Polysciences), 1% glutaraldehyde (EM Grade, Polysciences),
4 mM CaCl2 (Molar Chemicals), 2% saccharose (Molar Chemicals), 0.1 M Sodium-
cacodylate (Sigma Aldrich)

2. oldat: 4% Tannic acid (Sigma Aldrich), 0.1 M Sodium-cacodylate pH 7.4).
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DAF-FM DA: 4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate (Sigma)
NI-DAB: 3,3’ diaminibenzidine peroxidase substrate kit with Nickel, SK-4100 (Vector

Laboratories)

3.2. Ellenanyagok:

4H1 [Markus és mtsai. 2015.]

7C5 [Markus és mtsai. 2015.]

L1 [Kurucz és mtsai. 2007.]

anti-Collier: egér monoklonalis ellenanyag [Michele Crozatier]

phalloidin-Rhodamine (Invitrogen)

anti-tubulin (Invitrogen)

anti-BrdU-Alexa488 (anti-bromodeoxi-uridin egér monoklonalis ellenanyag Alexa488-cal
konjugalva) (Invitrogen)

anti-GFP (nyul poliklonalis ellenanyag) (Invitrogen)

anti-foszfohiszton H3 (nytl poliklonalis ellenanyag) (Sigma Aldrich)

anti-egér és anti-nyul Alexa 488 (fluoreszcens festékkel konjugalt kecske Ig 1:1000)
(Invitrogen)

anti-egér Alexa 568 (fluoreszcens festékkel konjugalt kecske 1g, 1:1000) (Invitrogen)
anti-egér CF568 (fluoreszcens festékkel konjugalt kecske Ig, 1:1000) (Invitrogen)
biotinilalt kecske anti-egér IgG (DAKO, 1,46 mg/ml 1:500)

ABC (tormaperoxidazzal konjugalt Avidine-Biotine Complex 1:500) (Vector

Laboratories)

3.3. Felhasznalt Drosophila torzsek

A kisérletekhez hasznalt kiilonb6zé Drosophila torzseket 25 C°-on, ecetmuslica
taptalajon tenyésztettiik. A kisérleteket 25 C°-on végeztiik.
Felhasznalt torzsek:
Drosophila melanogaster Oregon-R vad tipusu torzs (Bloomington Drosophila Stock
Center)
Drosophila ananassae k-aal31 white mutans torzs (Kyorin-Fly SHIGEN)
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Vad tipusu Drosophila ananassae, Drosophila bipectinata, Drosophila parabipectinata,
Drosophila malerkotliana, Drosophila pallidosa, Drosophila pseudoananassae torzsek
(UC San Diego Drosophila Stock Center)

Laboratoriumunkban 1étrehozott torzsek: HmI-GFP és Pxn-GFP transzgenikus Drosophila

ananassae torzsek (Markus és mtsai., 2015)

3.4. Felhasznalt parazitoid darazsfajok

A felhasznalt darazsakat Drosophila melanogaster Ore-R vad tipusu legyek larvain
tartottuk fenn, a kikelést kovetden a darazsakat specidlis tapon (100ml desztillalt vizben
oldott: 15g agar (Oxoid), 10g gliikoz (Molar Chemicals) és 0,4 g metil-parahidroxibenzoat
(Molar Chemicals)), 25 C°-on tartottuk. A darazsaknak kiegészitésként egy csepp mézet
tettiink a fiolakba.

Kisérletekhez hasznalt darazsfajok:
Leptopilina boulardi, torzs: G486 (Professor Yves Carton); Leptopilina heterotoma, torzs:
Lh14 (Dr. Todd Schlenke); Leptopilina victoriae, térzs: LvUNK (Dr. Todd Schlenke).

3.5. Drosophila ananassae és Drosophila bipectinata vérsejt-specifikus

monoklonalis ellenanyagok eloallitasa

Nostény, BALB/c egereket immunizaltunk harom alkalommal, haromhetes
intervallumban. Az immunizacié alkalmanként 10° vérsejttel tortént, melyeket Leptopilina
boulardi parasitoid darazzsal immunindukalt Drosophila ananassae és Drosophila
bipectinata larvakbol gytijtottiink, 72 oraval a parazita fert6zést kovetéen. Harom nappal a
harmadik immunizalast kovetden az egerek Iépsejtjeit fuzionaltattuk Sp2/0 sejtekkel,
polietilén glikol jelenlétében (PEG-1540). A hibridomakat HAT-ot tartalmazé médiumon
novesztettilk a Kohler és Milstein altal kidolgozott mddszer szerint [Kohler és Milstein,
1975]. A hibridoma klonok altal termelt ellenanyagokat, acetonnal fixalt D. ananassae és
D. bipectinata larvalis vérsejt mintakon teszteltiik, és ez alapjan valasztottuk ki a

kiilonboz6 vérsejt-alpopulaciokkal specifikusan reagalokat.

3.6. Transzgenikus vonalak eléallitasa Drosophila ananassaeban

Két PiggyBac alapt transzformécios vektort hasznaltunk a klonozott promoter

szakaszok expresszidos mintazatanak tesztelésére. A konstruktok eléallitisahoz a PB-iehr-
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mCherry-EGFP plasmidot alkalmaztuk. Hml promoterként a D. melanogaster Hml gén
start kodonjatdl upstream elhelyezked6 2952 bp szakaszt (3L:13836355-3L:13839307).
hasznaltuk. Ezt a PB-iehr-mCherry-EGFP plasmid Ascl-Pmel (blunt) helyére, az EGFP
gén elé klonoztuk. Az igy létrehozott konstruktot D. ananassae transzgenikus vonalak
l1étrehozasara hasznaltuk. A kisérleteinkben hasznalt Pxn promoter a D. ananassae Pxn gén
(GF10247) start kodonjatdl upstream elhelyezkedd 1621 bp hosszusagi DNS szakasz
(2R:9450688-2R:9452309) volt. Ezt szintén a PB-iehr-mCherry-EGFP plasmid Ascl-Pmel
(blunt) helyére klonoztuk. Mivel az elsé integraciot kovetéen az mCherry és EGFP
egyiittes detektalasa nehézkesnek bizonyult, igy a Pxn-promoter-EGFP-K10-polyA Ascl-
Fsel szakaszt atklonoztuk a PiggyBac PB vektor
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY515146) Nhel helyére. Ez a vektor mini-white

marker gént tartalmaz az mCherry helyett. Az igy kapott konstruktot hasznaltuk
D. ananassae transzgenikus vonalak létrehozasasra. Az eléallitott HmI-GFP mCherry és
Pxn-GFP mini-white plazmidok térképe és szekvenciaja megtalalhatdo a Markus és mtsai.
2015 kiegeészitd (Supplementary) anyagaban. A vektorokat a sziikséges helper
plazmidokkal egyiitt D. ananassae embridkba injektaltuk. Az injektalt embriokbol kikeld
him legyeket vad tipust illetve white mutans D. ananassae sziizekhez kereszteztiik. A
beépiiléseket az mCherry és a mini-white marker gének expresszidja alapjan detektaltuk. A
homozigota transzgenikus vonalakat gy allitottuk eld, hogy a marker géneket erdsen

kifejezd him legyeket kereszteztiik szliz ndstény legyekkel.

3.7. Indirekt immunfluoreszcencia

A larvakat, PTU-t tartalmazo6, komplett Schneider’s médiumban bontottuk ki. A
vérsejt preparatumokat acetonnal 6 percig vagy 2%-os paraformaldehiddel 12 percig
fixaltuk és 0,1% BSA-t tartalmaz6é PBS-ben 20 percig telitettiik. Kutikula preparatumok
esetében 0.01% Triton-X100-zal egészitettiik ki a telité oldatot. A mintakat 60 percig,
szobahOmérsékleten, nedves kamraban inkubaltuk az elsddleges ellenanyaggal. Ezt
kovetden 3x5 percig mostuk 1xPBS-sel, majd a masodlagos ellenanyaggal 45 percig
inkubaltuk. Ezt Gjabb 3x5 perc mosas kovette, végiil a mintdkat Fluoromount G
médiummal ¢és fed6lemezekkel fedtiik. A kisérleteket Zeiss Axioskope 2MOT
epifluoreszcens mikroszkoppal és Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal értékeltiik
Ki.
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3.8. Western blot analizis

A mintakat 5-7,5%-0s poliakrilamid-gélben futtattuk nem redukalé korilmények
kozott. A fehérjéket polivinilidin fluorid (PVDF) membranra vittiik at transzfer pufferben
30 V-on, 4°C-on, ¢jszakan at. A membrant 5% zsirmentes tejet tartalmaz6d TBS oldatban
telitettiik 60 percig, szobahémérsékleten. Ezt kovetéen a hibridoma feliiliszokkal
inkubaltuk razatva 1,5 o6ran keresztiil. Miutan haromszor 10 percig mostuk TBS-sel,
hozzaadtuk a HRPO konjugalt anti-egér IgG masodlagos ellenanyagot. Harom 10 perces
TBS-es mosas utan az eléhivast ECL Plusz Western blot detektalo reagensekkel végeztiik a

gyart6 utasitasainak megfelelden, majd a reakciot rontgen filmen tettiik lathatova.

3.9. A kozponti nyirokszerv vizsgalata

A kozponti nyirokszerv kibontasahoz a larvak kutikuldjat a hossztengelylik mentén
csipeszek segitségével felnyitottuk 5% FBS-t és PTU-t tartalmazé Schneider’s médiumban,
majd a zsirtestet eltavolitottuk. Ezutdn 2%-os paraformaldehiddel fixaltuk a mintdkat 12
percig, majd 3x5 percig PBS-sel mostuk és 20 percig 0.01 % Triton-X100-at tartalmazo
0.1% BSA-PBS-sel telitettiik. A mintakat a mar leirt modon és ideig inkubaltuk az
elsddleges ¢és a masodlagos ellenanyagokkal és Olympus FV1000 konfokalis
mikroszkoppal értékeltiik.

3.10. A vérsejtek kolhicinnel valé kezelése, a sejtvaz festése

Immunindukciot kovetden 96 oraval a larvakbol nyert vérsejteket 12 lyuka lemezen
(Hendley-Essex) 30 ul, 5% FBS-sel kiegészitett, Drosophila Schneider’s médiumban 10
percig tapasztottuk szobahomérsékleten, ezutan kolhicint tartalmazé (0.4 mg/ml)
Schneider’s médiumra cseréltiik és igy tapasztottuk tovabbi 45 percig. A mintdkat 4%-0S
paraformaldehiddel fixaltuk 10 percig és 3x5 percig mostuk PBS-ben. Ezt kdvetéen 20
percig kezeltiik metanollal a mintdkat -20 C °-on, majd 1 6ran keresztiil telitettiik 0.1%
BSA-PBS-ben, szobahémérsékleten. Az elsédleges ellenanyaggal (anti-tubulin) 1 6ran at
inkubalt mintakat 3x5 percig mostuk PBS-ben, majd 45 percig inkubaltuk a masodlagos
ellenanyaggal. A 3x5 perc mosast kovetden, a mar leirt modon fedtiik a lemezeket
(SouthernBiotech).
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3.11. A Drosophila ananassae larvalis vérsejtek magjainak

megjelolése BrdU-val és a vérsejtek fliziojanak ex vivo vizsgalata

A Bromodeoxi-uridinbdl egy 93mM-os etanolos torzsoldatot készitettiink, amit -20
C°-on taroltunk. D. ananassae adult legyeket, 25 C°-on, sotétben, 24 oran keresztiil
petéztettiink normal ecetmuslica taptalajt (kontroll), és ahhoz hozzaadott 1mM BrdU-t
tartalmazo fiolakra. A masodik stadiumu larvakat L. boulardi G486 parazitoid darazzsal
fertoztiik, ¢jszakan at. Az immunindukciot kdvetden 48 oraval vérsejteket izoldltunk a
larvakbol. 30 ul Schneider’s médiumban egy kezelt és egy kezeletlen larva vérsejtjeit
kevertiik 6ssze €és hagytuk 45 percig tapadni egyiitt, majd 6 perc acetonos fixalas utan 2M-
os HCI oldattal kezeltiik a mintakat 15 percig. Ezt kovetéen PBS-ben mostuk 4x5 percig és
0.1% BSA-PBS-ben telitettik 20 percig. A mintakat egér anti-BrdU-Alexa488
ellenanyaggal inkubaltuk 1 6ran keresztiil, majd 3x5 percig mostuk. A reakci6 felerésitése
érdekében anti-egér Alexa488-cal inkubaltuk a mintdkat tovabbi 45 percig, a sejtmagokat
DAPI-val jeloltik. Ezt kovetden a lemezeket mostuk és fedtiik, a mar leirt modon és a
Zeiss Axioskope 2MOT epifluoreszcens mikroszkoppal elemeztiik. A 4 6ras BrdU kezelés
esetén az immunindukalt 72 o6réds larvékat az I1mM BrdU-t tartalmazo tapra helyeztiik és a

4 6ras inkubacios 1dot kovetden kivéreztettik.

3.12. In vivo fagocitozis kisérletek

Az immunindukalt D. ananassae larvakba FITC-cel jelolt Escherichia coli
baktériumokat injektaltunk (5 pl FITC-cel jelolt baktérium pellet 1 ml PBS-ben),
immunindukciot kovetéen kiilonboz6 idépontokban (24, 48, 72h). A larvakbol 40 perccel
az injektalast kovetden kinyertiikk a vérsejteket. Tapasztast kovetden fixaltuk, telitettiik,
majd elsddleges és masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk egylitt a mintakat, a mar leirt

modon. A mintakat az Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal értékeltiik ki.

3.13. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

3.13.1. Altalanos eljaras
Elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a L. boulardi G486 parazitoid darazzsal
fertdzott larvakat az immunindukciot kovetden 72 oraval 5% FBS-t tartalmazé Schneider’s

médiumban kibontottuk és a kidramld parazitoid darazspetéket fixalot tartalmazo
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Eppendorf csébe gytjtottiik, illetve hemocita mintdk esetében 45 perc tapasztas utan
fixaltuk. A mintak 48 6ran keresztiil voltak a specidlis fixaloban, ami 2 oldat 1:1 aranyu
keveréke desztillalt vizben. Ezutan Na-kakodilat oldatban mostuk (pH 7.4), majd 2%-0s
uranil-acetattal inkubaltuk (EM, Taab Laboratory and Microscopy). A beagyazas soran
ezutan propilén-oxiddal kezeltiik 6ket (Sigma). Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz
90nm vastagsagi metszeteket készitettiink Reichert Ultracut ultramicrotome-mal és
Reynold's lead citrattal inkubaltuk a mintakat (Reynolds, 1963). A metszeteket egy JEM-
1011 JEOL transzmisszios elektronmikroszképpal és Morada; Olympus kameraval,
valamint iTEM (Olympus) programmal értékeltiik ki.

3.13.2. A Ni-DAB pre-embedding (beagyazas el6tti) immunjel6lés

A Ni-DAB pre-embedding immunjeldlés esetén a parazitoid darazzsal fertézott
D. ananassae larvakbol immunindukcidt kdvetden kiillonboz6 idopontokban vérsejteket,
illetve eltérd fejlodési stadiumu parazitoid darazs petéket és larvakat gyQjtottink 0,5 %
glutaraldehidet és 4% formaldehidet tartalmazo fixaloban, majd ebben egy oran keresztiil,
szobahdémérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden PBS-ben oblitettiik, majd 30 percig TBS-
ben mostuk a pellet és dardzs pete mintakat. Ezutan 30%-o0s szacharéz oldatban inkubaltuk
a mintdkat, elobb szobahdémérsékleten, majd 4°C-on, 1-1 orat. Folyékony nitrogen folé
tartva feltartuk a sejteket, ezt a 1épést 3-szor ismételtiik, majd 2x15 percig 1XTBS-ben
mostuk, ezutan 1%-0s H,O, oldatban 10 percig inkubaltuk és ismét 2x15 percig mostuk a
mintakat. Ezutan 50-50mM NH,4CI-Glycin oldatban 30 percig, majd két mosast kovetéen
10% FBS-t tartalmazo 1% BSA-TBS-ben 30 percig inkubaltunk. Ezutdn az elsddleges
ellenanyaggal (7C5: D. ananassae oriassejt-specifikus monoklonalis ea) overnight, 4°C-on
inkubaltuk a mintakat. Ezt kovetden 4x10 perc 1% BSA-TBS mosas, és a masodlagos
ellenanyaggal (biotinilalt kecske anti-egér ea. 1:500, TBS-ben) ¢éjszakan at torténd
inkubalas kovetkezett. Majd a mintakat 4x15 percig 1% BSA-TBS-ben mostuk és
tormaperoxidazzal konjugalt ABC-vel (Avidine-Biotine Complex 1:500, 1% BSA-TBS-
ben) szobahdmérsékleten, 5 orat inkubaltuk. 4x10 percig TBS-ben mostuk, majd a
végleges el6hivas el6tt, 30 percig, sotétben, eldinkubaltuk a sejteket a NI-DAB Kittel
(DAB peroxidase substrate kit SK-4100, Vector Laboratories), de még H,0, hozzaadasa
nélkiil. Majd az el6hivas soran, a kit minden komponensét hasznalva, s6tét szinreakcidig
(5-10 perc) inkubaltuk a sejteket, illetve a darazs pete mintakat. Végiil 4x10 percig mostuk

a mintakat és az agarozasig 4 °C-on TBS-ben taroltuk oket. Az agarozast kovetden a
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3.13.1. részben leirtaknak megfelelden jartunk el, a mintdkat Na-kakodilatos oldatba
helyeztiikk 1 6rara, majd osmium-tetroxiddal, ezt kovetden 2% uranil-acetattal kezeltiik, a
viztelenitési 1épések utan propilén oxiddal, majd propilén-oxid és araldit kiilonb6z6 aranyt
elegyeivel inkubaltuk, végiil tiszta aralditba agyaztuk. A metszeteket egy JEM-1011 JEOL
transzmisszios elektronmikroszkoppal, Morada; Olympus kameraval, valamint iTEM

(Olympus) programmal értékeltiik ki.

3.14. A sebzés helyén végbemend melanizacios folyamatok vizsgalata

A kutikula megsebzés¢hez a harmadik stadiumu larvakat mostuk Ringer oldatban
¢s targylemezen megszaritottuk Oket. A larvak poszterior végét minucia tiivel (0.15 mm
atmérdjl, Austerlitz Insect Pins) megszirtuk és nedves kamraba, filter papirra helyeztiik 90
percre. A kutikula megsebzése kovetkeztében keletkezett melanizalt foltokat Leica MZ FL
IIT UV sztereomikroszkoppal detektaltuk.

3.15. A NO szerepének vizsgalata a D. ananassae immunvalaszaban

D. ananassae adult legyeket petéztettiink normal ecetmuslica taptalajt (kontroll) és
20mM, illetve 50mM L-arginint (NO szintézis kiindulasi amin6sav), D-arginint (L-arginin
inaktiv izoformaja), L-NAME-t (a NOS gatloszere) vagy D-NAME-t (az L-NAME inaktiv
izoformdja) tartalmazo fiolakra 24 oran 4at, 25 C°-on. A masodik stadiumu larvakat 3
kiilonb6z6 parazitoid darazzsal fertztikk (L. boulardi G486, L. heterotoma Lhl14 és L.
victoriae LvUNK) 6 oran keresztiil, majd 72 6raval immunindukcidt koveten a larvakat
egyesével 30ul 5% FBS-t tartalmaz6, PTU-val kiegészitett Schneider’s médiumban
kibontottuk €s megszamoltuk az €106, illetve elpusztult parazitoid darazspetéket/larvakat. A
késObbi statisztikai elemzés sordn az adatsorban csak azokat az eseteket vettiik figyelembe,
ahol egyetlen darazs pete/larva volt a mintaban, tehat a tobbszords parazitaltsdg esete nem
allt fenn. Ezt kdvetden a mar leirt modon [3.7. Indirekt immunfluoreszcencia] kezeltiik a
mintékat, elsédleges ellenanyagként a sokmagvu oridssejt specifikus 7C5 ellenanyagot
hasznaltuk.

A kiilonb6zo vegyiiletek oridssejt differencidlodasra gyakorolt hatisat az egyes
mintdkban tapasztalt sejdifferencialodas mértéke alapjan hataroztuk meg. Ezek alapjan 3

kategoriat jegyeztiink fel.
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e 1. kategéria: nem tapasztaltunk 7C5 pozitiv sejtdifferencialédast, a
mintaban kizarélag plazmatocitak voltak.
e 2. kategoria: kis egymagvu nyulvanyos, 7C5 pozitiv = sejtek
differencialodtak, de sokmagvu struktura nem.
e 3. kategodria: normal 7C5 pozitiv sokmagvu oriassejtek differencialodtak.
A statisztikai elemzést és a grafikonokat 3 fiiggetlen kisérlet eredményeibdl
készitettilk. A kiilonb6zé  koncentracioji  vegyiiletek  hatasat  egyszempontos

varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 6ssze.

3.16. A NO szintézis intenzitas mérése

A NO szintézis mértékének mérésére a DAF-FM DA reagenst alkalmaztuk. SmM-
0s torzsoldatot készitettiink a reagensb6l DMSO-ban, amit -20 °C-on taroltunk. Az 50 mM
L-argininnal és L-NAME-mel az el6zéekben mar leirt modon kezelt, [3.15 A NO
szerepének vizsgalata a D. ananassae immunvalaszaban] és nem kezelt kontroll larvakat
Schneider’s médiumban, poolban kibontottuk. A  vérsejtszuszpenzidhoz S0uM
végkoncentracidban hozzdadtuk a DAF-FM reagenst, majd 5 perc egyiitt inkubalds utan
30ul-enként 12 lyuku targylemezre pipettdztuk a mintat és egy Oran keresztiil hagytuk
tapadni a reagenssel kezelt sejteket. Az inkubacids id6 elteltével a letapadt sejtekrdl a
folyadék nagyrészét eltavolitottuk és feddlemezzel fedtiik a mintdkat. Ezutdn a kisérletet
Zeiss Axioskope 2MOT epifluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik, ligyelve arra, hogy
azonos expoziciés idével fotozzuk a kiillonb6z6 modon kezelt mintdkat. A sejtek
fluoreszcencia intenzitasat ImageJ programmal mértiik meg. Ezutan az intenzitas értékeket
egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 0Ossze. Az eltérd kezelési

csoportok kozotti szignifikanciat (p<0,05) Tukey teszttel allapitottuk meg.

3.17. A sokmagvu oriassejtek kialakulasanak vizsgalata
videomikroszkopia segitségével
Immunindukcidt kdvetden 72 oOréval a larvakbol 200 pl Schneider’s médiumban
vérsejteket izolaltunk, egy DakoPen segitségével koriilhatarolt, téglalap alaku folyadék

cseppben, targylemezen. A sejteket Alpha XDS-1T inverz mikroszkopra szerelt, Sony DX

high-definition kameraval filmeztiik, 45 percen keresztiil.
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4. Eredmények

4.1. A sokmagvu oriassejtek azonositasa és szerkezeti jellemzése

Kiilonbz6, az ananassae alcsoportba tartozo Drosophila faj (ananassae komplex:
D. ananassae, D. pallidosa, D. atripex; bipectinata komplex: D. pseudoanassae, D.
bipectinata, D. malerkotliana, D. parabipecinata) larvalis vérsejtjeit vizsgalva
plazmatocitdk ¢és kis mennyiségben (1-2%) fénytoré kristalysejtek vannak jelen. A
bipectinata komplexbe tartozé fajokban, kis egymagvu, nytlvanyokkal rendelkez6 sejteket
is megfigyeltiink (2-3%). Darazsfert6zést kdvetden az alcsoport Osszes fajaban, a mar
nyulvanyos vérsejttipust. (15. abra). Ezek mérete gyakran meghaladta a szdz pm-t és

sejtplazmajukban akar 20-30 db sejtmagot is megfigyelhettiink. (15. abra). Az 0j sejttipust

sokmagvu oriassejtnek neveztiik el (MGH: Multinucleated Giant Hemocytes) [Markus és

mtsai., 2015].

15. abra A sokmagvu oriassejtek jelenléte, kiilonboz6 az ananassae alcsoportba tartozé faj larvajanak
keringésében, immunindukciot kovetéen. A DAPI a sejtmagokat jeloli. Lépték: 50pm [Markus és mtsai.
2015 .online suppl. fig. S1]

Ex vivo vided mikroszkopos vizsgalataink alapjan latszott, hogy a sokmagvua
oriassejtek aktivan mozgo és terjeszkedd, az iiveg és a parazita pete feliiletére kitapadni

képes sejtek [Markus és mtsai. 2015. online supplementary material VideoS1,S2].

37



16. abra A D. ananassae sokmagvu oriassejtjeinek sejtvaz festése. TRITC-Phalloidin festéssel az aktin
sejtvaz (A) és anti-tubulin festéssel a mikrotubularis halozat a normal sejtben (B) és kolhicin kezelést
kovetden (B’). Lépték: 50um (A), 25um (B,B’)

A TRITC-phalloidin és anti-tubulin sejtvaz festések alapjan megallapitottuk, hogy a
véletlenszertien elhelyezkedd sejtmagvak kozott, strli, folytonos aktin és mikrutubulus
halozat figyelhetd meg (16. abra A,B). A kolhicin kezelés hatasara ezek a sejtek nem
képesek kitekeredni, kompakt szerkezetlieck maradnak, ami arra utal, hogy a mikrotubulus
polimerizacionak fontos szerepe van a folyamatban (16. abra B’).

A transzmisszids elektronmikroszkopos felvételek szerint az Odriassejtek
sejtmembrannal hatarolt sejtek, citoplazmajukban a sejtmagok Kkozott nincsenek
membranhatarok, valodi
tobbmagvu struktirat alkotnak
(17. abra). A metszeteken azt is
megfigyeltiik, hogy a
sejtplazmaban egyedi
membranhalézat helyezkedik el.
Annak érdekében, hogy a kettds

plazmamembranok és az

egyrétegli, a sejtorganellumokat

17. abra A D. ananassae sokmagvu ériassejt transzmisszios
elektronmikroszkopos szerkezeti képe. A nyilak a sejtmagokat

jeldlik. Lépték: Spm elkiilonithetdek legyenek,

boritod membranok
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specialis csersavas fixalasi modszert hasznaltunk. Az igy kapott metszeteken jol lathatéva
valt a sotétebben festddd kettds sejtmembran szerkezet, ami egyedi modon betlir6dések
révén halozatot alkot a citoplazmaban. Ezt a rendszert extracellularis periférias
labirintusként irtuk le. A labirintus, a sejt perifériajatol befelé haladva, egyre sziikiild
jératrendszert alkot, ami helyenként 0Ossze is tapad. Fala igen tagolt, hatalmas
sejtmembranfeliiletet képez, jarataiban nagyszdmu citoplazma nyulvany, mikrovillus
talalhato (18. &bra). Az oOriassejt nagy tomegl citoplazmat tartalmazé kozponti részében
tobb sejtmag lathatd, beldle vaskos nyulvanyok indulnak ki (18 ébra A). A vékonyabb
nyulvanyok keresztmetszeti képén tisztan kirajzolodik, hogy sok kis nyulvany koteg

alkotja, benniik a periférias labirintus haldzat felismerhetd (18. abra B).

18. abra A D. ananassae sokmagvi oriassejtek transzmissziés elektronmikroszképos szerkezeti képe. A
vastag nyulvanyokkal rendelkez$ tobbmagvu struktira (A). Vékony nyulvany koteg (B). Az odridssejtek
jellegzetes asszimmetrikus szerkezete a parazitoid pete felszinén (C, D). A fekete nyilak az extracellularis
periférias labirintus rendszer bevezetéseit jelzik. Vékony fehér nyilak: szabad riboszomak a citoplazmaban.
Vastag fehér nyil: denz réteg a pete felszinén. Fehér szaggatott vonal: az egyes kotegek hatarat jelzi.
N:sejtmag, MT:mitokondrium. Lépték: 5um (A), 20um (B), 0,5um (C), 2pm (D).

A parazitoid darazs petéjének felszinére szorosan kitapadd sokmagva dridssejtek
jellegzetesen asszimmetrikus szerkezetet mutatnak (18. abra C, D). Az extracellularis
periférias labirintus rendszer a sejt apikalis felszinén tag jaratokkal rendelkezik, a jaratok
befelé folyamatosan sziikiilnek, majd teljesen eltiinnek. A bazalis, parazitoid felé es6

felszinen so6tét, denz réteg lathat6 (18. abra C, D). Az driassejtek citoplazmajaban szamos
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mitokondrium és durva felszinli endoplazmatikus retikulum talalhaté, membrankotott

riboszémakkal, ezek mellett nagyszamu szabad riboszoma is megfigyelhet6 (18. abra C).

4.2. A Drosophila ananassae és Drosophila bipectinata vérsejt

alpopulaciok azonositasa immunologiai markerek alapjan

A vérsejttipusok azonositasa €s tovabbi vizsgalata érdekében, D. ananassae és
D. Dbipectinata vérsejt-specifikus monoklonalis ellenanyagokat —allitottunk eld.
Segitségiikkel azonositottunk plazmatocita-specifikus (16F11, 19C11, 4H1, 15B7, 15B8,
14F11), sokmagva oriassejt-specifikus (7C5, 10C6, 14E11, 19E1) és panhemocita
markereket (19F6) D. ananassaeban, valamint plazmatocita- (Bp4) és oriassejt-specifikus
(Bp7) markereket D. bipectinataban. A fehérjék tobbségének meghataroztuk a
molekulatomegét (1. tablazat). A 12F6, korabban mar leirt, kristalysejt-specifikus
(proPO2) ellenanyag, mindkét faj fénytord kristalysejtjeivel reagalt [Willott és mitsai.,
1994].

1. tablazat D. ananassae és D. bipectinata vérsejt-specifikus immunolégiai markerek

klén Drosophila ananassae Molekulatomeg (kDa)
19F6 Osszes vérsejt 100-250

7C5 oriassejt 50

10C6 oriassejt 50

14E11 oriassejt 50

19E1 oriassejt 50

16F11 plazmatocita, granulumok 23,50

19C11 plazmatocita, granulumok 37

15B7 plazmatocita 160-280

15B8 plazmatocita 80, 110-180

14F11 plazmatocita 37

4H1 plazmatocita

klon Drosophila bipectinata Molekulatomeg (kDa)
Bp7 oriassejt 20-23

Bp4 plazmatocita 250
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A larva keringd vérsejtjeinek legnagyobb hanyadat az 5-10 um atmérdji
plazmatocitak teszik ki. Az altalunk azonositott, D. ananassae plazmatocita-specifikus
ellenanyagok (1. tablazat) mind a naiv, mind az immunindukalt larvakban kijelolik ezt a
sejtpopulaciot (19. abra A,B). Az Oriassejt-specifikus ellenanyagok a sokmagva
oriassejtekkel és eldalakjaikall, a kis bipolaris sejtekkel reagalnak immunindukciot
kovetéen (19. abra D). Az immun-elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan a 7C5
ellenanyag altal felismert fehérje a sejtmembranban lokalizalodik és a festddés
megfigyelhetd az extracellularis labirintus rendszer, valamint a sejtrél lefiiz6d6 kis
vakuolumok membranjaban is (20. abra A, B). A 19F6 panhemocita marker-specifikus
ellenanyag az 0sszes keringd vérsejten festddést mutat (19. abra E,F). A 16F11 (és 19C11)
ellenanyag, a plazmatocitak citoplazmajaban talalhatd granulumokra specifikus (22. abra

D).

Plazmatocita marker Oriassejt marker Panhemocita marker
A C E

Naiv larva vérsejtjei

Darazzsal fert6zott larva vérsejtjei

Ly 5

19. dbra D. ananasse vérsejt-specifikus markerek kifejezodése a naiv és a parazitoid darazzsal fert6zott
larva vérsejtjein. 4H1: plazmatocita-specifikus marker (A, B), 7C5: sokmagvu oriassejt-specifikus marker
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(C, D), 19F6: panhemocita marker (E, F), DAPI: sejtmag. pl: plazmatocita, 6s: sokmagvu oridssejt. Lépték:
100pum

kontroll

20. abra A 7C5 D. ananassae vérsejt-specifikus marker Kkifejezddése a sokmagvu driassejtek
membranjaban. Ni-DAB bedgyazas el6tti (pre-embedding) immunjeldlés. Elsédleges ea: 7C5 vérsejt-
specifikus ea (A, B), negativ kontroll (T2/48) (C). Jel6lodés a plazmamembranban, az extracellularis
labirintus rendszerben (fekete nyilak: A, B) és a lefiiz6d6 vakuolumokban (szaggatott nyil: B). Lépték: 2um
(A, C), 5um (B).

A D. bipectinataban azonositott Bp4 ellenanyag, mind a naiv, mind a darazzsal
fert6zott larvak plazmatocitait kijeloli, mig a Bp7 a nyulvanyos sejtekre specifikus (21.
abra). A létrehozott molekuldris markerrendszer lehetdséget biztositott a sokmagvi
oriassejtek els6dleges immunvalaszban betdltott szerepének részletes viszgélatara.
Modellorganizmusként a tovabbi kisérletekben, az ananassae alcsoport névado fajat, a

D. ananassaet valasztottuk.
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Plazmatocita marker Oriassejt marker

arva vérsejtjei

Naiv |

¢! arva vérsejtjei

Darazzsal fert6zott |

21. abra D. bipectinata vérsejt-specifikus markerek kifejez6dése a naiv és a parazitoid darazzsal
fertozott larva vérsejtjein. Bp4: plazmatocita-specifikus marker (A, B), Bp7: sokmagvu oriassejt-specifikus
marker (C, D), DAPI: sejtmag. pl: plazmatocita, 0s: sokmagvt Oriassejt. Lépték: 100um
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4.3. A plazmatocitak és a sokmagvu driassejtek szerepe a

sejt-kozvetitette immunvalaszban

A plazmatocitak és a sokmagvu oriassejtek szerepét vizsgaltuk a sejt-kozvetitette
immunvalasz két legfontosabb folyamata, a fagocitdzis és a tokképzés soran. FITC-cel
jelolt E.coli baktériumot injektaltunk D. ananassae larvakba 72 6raval immunindukciot
kovetéen, majd vizsgaltuk a vérsejtek fagocitalo képességét, a morfologia és immunologiai
markerexpresszid fiiggvényében. Megallapitottuk, hogy a plazmatocitdk képesek voltak
bekebelezni a baktériumot. A 16F11 plazmatocita specifikus ellenanyag a fagocitald sejtek
citoplazmajaban granulumokat festett, amelyekben nagy mennyiségi E. coli baktérium
halmozodott fel a kisérlet soran. Ez alapjan feltehetéen fagoszoma-specifikus antigént

ismer fel az ellenanyag (22. abra).

s

Atfeds 1

22. abra A plazmatocitak fagocitalé aktivitassal rendelkezd sejtek. 16F11: plazmatocita-specifikus
marker, E.coli: FITC-cel jel6lt Escherichia coli baktérium, DAPI: sejtmagok Lépték: Sum.

Mig a naiv larvaban nincsenek jelen 7C5 pozitiv sejtek, immunindukciét kovetden
azonban mar korai idépontban (24 h) megjelennek a keringésben egymagvli, de mar
nyulvanyokkal rendelkezd (bipolaris), 7C5 pozitiv sejtek (23. abra A). A késObbi
idépontokban (48, 72h) kialakul a sokmagva Oridssejt struktira (23. abra B, C). A
differenciadlodds soran tortént morfologiai atalakuldas mellet funkcionalis valtozast is
megfigyeltiink. A kis, egymagvu, bipolaris sejtek a plazmatocitdkhoz hasonloan képesek
voltak fagocitalni a baktériumokat, mig a késobbi differencidlodasi stadiumt sokmagvi
oridssejtek nem (23. 4dbra A, B, C). Eredményeink arra utaltak, hogy a sokmagvi
oriassejtek a keringésben feltehetéen plazmatocitakbodl differencidlodnak immunindukceiot
kovetden és kezdetben fagocitald sejtek, majd késdbb elveszitik ezt a képességiiket €és a
terminalisan differencialddott oridssejtek a parazitoid elleni tokképzésben jatszanak fontos

szerepet.
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23. abra A sokmagvi oriassejtek morfolégiai és funkcionalis valtozasa a larva Kkeringésében a
differencialéodas soran, immunindukciét kovetden 24 (A), 48 (B), 72 (C) oraval. 7C5: sokmagvu
oriassejt-specifikus marker, E.coli: FITC-cel jelolt Escherichia coli baktérium, DAPI: sejtmagok. Lépték:
30um (A,B), 50um (C).

L. boulardi G486 parazitoid darazsfert6zést kovetden kiilonbozé idépontokban
vizsgaltuk a sokmagvu oridssejtek tokképzésben betdltott funkciojat. Immunindukcidt
kovetden 24 oraval még nem voltak 7CS5 pozitiv sejtek a pete felszinén (24. dbra A), de 48
¢és 72 oraval a fertdzést kovetden beboritottdk a parazitoid larvat a sokmagvu oriassejtek. A
fénymikroszkopos képek alapjan azt lathattuk, hogy a tokképzés folyamata nem jart

melanizacioval (24. dbra B, C).

24. abra A sokmagvu oriassejtek a parazitoid darazs petéjének felszinén immunindukciét kovetoen 24
(A), 48 (B) és 72 (C) oraval. Lépték: 20um (A), 10pum (B, C).
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A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok alatamasztottdk, hogy
immunindukciot kovetden 24 oraval a parazitoid pete felszinén egymagvu sejtek talalhatok
(25. abra A). Késobbi idépontokban (24-48h) megfigyeltiink egy Osszefiiggd, ismeretlen
eredetli holyagos sejtréteget a fejlddd parazitoid koriil (25. abra B, C). Immunindukciot
kovetden 48-72 oraval a sokmagvu oridssejtek vékony nyulvanyai a hdlyagos sejtréteget

felszakitva érték el a parazitoid felszinét (25. dbra D, E).

25. abra A sokmagvu driassejtek jelenléte a parazitoid darazs petéjén immunindukciot kovetoen
kiilonboz6 idépontokban. Egymagvu sejtek a pete felszinén immunindukcidt kovetden 24 oraval (A)
Osszefliggd holyagos sejtréteg a parazitoid koriil (B, C). Sokmagvi 6riassejtek a pete felszinén (D, E). Fehér
szaggatott vonal: az egymagvu sejtek hatdra, fekete szaggatott vonal:a hdlyagos sejtréteg és a sokmagvu
oriassejt hatara. P: parazitoid, HS: héolyagos sejtréteg, OS: sokmagvu oriassejt, N: sejtmag. Lépték: Sum (A,
E), 2um (B, C, D).
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4.4. Transzgenikus D. ananassae vonalak létrehozasa és az in vivo

meghajtoelemek kifejezodése a vérsejtképzo kompartmentumokban

A meglévé immunoldgiai markerrendszer mellet célunk volt in vivo transzgenikus
rendszert 1étrehozdsa D. ananassaeban, amely a vérsejtek ¢és vérsejtképzo
kompartmentumok tovabbi, részletes vizsgalatat tette volna lehetévé. A D. melanogaster
modellorganizmus esetében gyakran hasznalt PiggyBac transzpozon alap riporter
konstrukcio sikeresen beépiilt a D. ananassae genomba, a GFP kifejezddése az adult
potrohanak abdominalis részén és a szdjszervek kornyékén volt detektalhato (26. abra). A
tovabbi transzgenikus vonalak esetében, a vérsejt-specifikus promoter altal kdzvetlentil
meghajtott, riporter  konstrukcidkat  hasznaltunk. A  promoéter régiokat a
D. melanogasterben leirt és hasznalt vérsejt— és/vagy kompartmentum-specifikus
meghajtéelemek koziil valasztottuk ki (26. ébra).

A HmI-GFP konstrukt esetében a D. melanogaster Hemolectin gén szabalyozo
régiojat hasznaltuk promoterként az EGFP riporterrel flziondltatva, a beépiilés
nyomonkovetését a Cherry marker biztositotta. A Peroxidasin (Pxn) prométert szekvencia
homoldgia alapjan azonosiottuk, és D. ananassae genomi régiot hasznaltunk a
konstruktban, a beépiilés a mini-white markergén segitségével volt detektalhato.

26. abra A PiggyBac transzpozon alapu
riporter konstrukciék D. ananassaeban. Bal
oldalon a sikeresen Dbeépiilt transzgén
kifejezodése adultban, jobb oldalon a HmI-
GFP ¢és Pxn-GFP konstrukciok felépitése.
: AN Cherry és miniwhite: markergének,
Hemolectin (Hml) ¢és Peroxidasin (Pxn)
vérsejt-specifikus prométerek, GFP:riportergén

PBac{GFP}/+

Az in vivo GFP riportert kifejez6 vonalak 1étrejottével lehetdségiink nyilt a D. ananassae
vérsejtjeinek és vérsejtképz0 kompartmentumainak részletes vizsgéalatira, akar az ¢élo
allatban is. A HmI-GFP a naiv larva keringd vérsejtjeinek, a plazmatocitaknak, nagyjabol
25-30 %-ban fejez6dott ki (27. abra). Immunindukciot kovetéen a sokmagvua
oriassejtekben egyedi expresszids mintdzatot figyeltiink meg. Az oriassejtek tobbségében,
foltosan HmI pozitiv és negativ régiokat detektaltunk (27. abra). A Pxn-GFP transzgén
csupan a keringd hemocitdk 15%-ban fejezddott ki a dardzsfertézést megelézden,
immunindukciot kovetden a sokmagva oriassejtekben gyengébb jelet kaptunk, mint a Hml-

GFP esetében (27. abra).
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Kontroll +(G486

27. abra A HmI-GFP és a Pxn-GFP kifejezédése a D. ananassae larva Kkeringésében a
plazmatocitakban (kontroll) és a sokmagvu ériassejtekben (+G486). 7C5: sokmagvu oOridssejt-specifikus
marker, DAPI: sejtmagokat jeloli. Lépték: 30 um

Az €16 larvaban a HmI-GFP kifejezddése a szesszilis szovetben, a szegmenseknek
megfeleld savos mintdzatot mutatott, a larva anterior részén kirajzolodott a kdzponti
nyirokszerv (28. abra). A kozponti nyirokszerv immunfestése soran az elsddleges és
masodlagos lebenyek Osszes sejtje, valamint a perikardidlis sejtek és a sziveso, a test egész

hosszaban festddtek (28. 4bra).
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Korai 3st. larva

Kozponti nyirokszerv

28. abra A HmI-GFP Kkifejezddése D. ananassae larva szesszilis szovetében és a kozponti
nyirokszervben. Fent az él6 larva szesszilis vérsejtjei (fehér nyilhegyek) és a kozponti nyirokszerv
elsédleges lebenye (fehér nyil). Lent a kiboncolt kozponti nyirokszerv (fehér nyil) és a szesszilis szovet
néhany sejtje lathatoak. A DAPI a sejtmagokat jeloli. Lépték: 50um

A Pxn-GFP larvakat vizsgalva, a szesszilis szovet sdvos mintdzata nehezebben volt
detektalhaté a joval alacsonyabb expresszios szint miatt, leginkdbb a larva poszterior végén
talalhat6 szesszilis sejtcsomok rajzolodtak ki (29. abra). A kdzponti nyirokszerv elsédleges
¢s masodlagos lebenyeinek vérsejtjei kifejezték a GFP-t, a perikardidlis sejtekben nagyon
gyenge jel volt tapasztalhatd (29. dbra). A kutikulahoz kitapad6 szesszilis hemocitak is
Pxn-GFP pozitivak voltak (29. dbra).
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Korai 3st. larva

L aEl

Szesszilis szovet

29. abra A Pxn-GFP Kkifejezodése D. ananassae larva szesszilis szovetében és a kozponti
nyirokszervben. Fent az é16 larva szesszilis sejtjei (fehér nyilhegy), lent a kiboncolt kézponti nyirokszerv
(fehér nyil) és a szesszilis szovet néhany sejtje lathatéak. A DAPI a sejtmagokat jeloli. Lépték: S0um.

4.5. A sokmagvu oriassejtek differencialodasa a vérsejtképzé

kompartmentumokban

D. melanogaster esetében ismert, hogy mindharom vérsejtképzé kompartmentum
hozzajarul a parazitoid darazzsal szembeni védekezésben szerepet jatszo vérsejtek
differencialodasahoz [Carton és Nappi, 1997; Lanot és mtsai., 2001; Markus és mtsai.,
2009; Honti és mtsai., 2010, 2014]. Immunindukciot kovetden kiilonbozd idépontokban
megvizsgaltuk a kozponti nyirokszervben, a szesszilis vérképzd szovetben és a
keringésben jelen 1évé vérsejteket D. ananassae larvakban. Megfigyeltiik, hogy 7C5
pozitiv kis kerek, illetve egymagva bipolaris sejtek, az immunindukciot kovetéen korai
idépontban (24h) megjelentek a keringésben (23. dbra A). Immunindukcidt kovetden 48

oraval mar a szesszilis szovetben is differencialédtak kis nytlvanyos sejtek, amelyek a
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keringésben ebben az idépontban mar tobbmagviak voltak. Immunindukciot kovetéen 72
oraval kialakult a sokmagvu (esetenként 30-40 mag) nyulvanyos Oriassejt struktira és
mind a keringésben, mind a szesszilis szovetben ekkor voltak legnagyobb szamban jelen
ezek a sejtek (30. abra). A kozponti nyirokszerv azonban immunindukciot kdvetden is
intakt maradt, elsédleges lebenye nem bomlott fel, nem differencidlodtak 7C5 markert
hordoz6 oriassejtek (30. abra). Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a
D. melanogasternél megismert folyamatoktol eltér6en, D. ananassae esetében a kézponti
nyirokszerve nem vesz részt az immunvalaszban szerepet jatszo  vérsejtek

differencialddasaban.

Keringés Szesszilis szovet Kdzponti nyirokszerv

30. abra A sokmagvu oriassejtek differencidlodasa a keringésben, a szesszilis szovetben és a kozponti
nyirokszervben immunidukciot kovetéen 72 oraval. 7C5: sokmagvu oridssejt specifikus marker, DAPI:
sejtmagokat jeloli, nyilak: a kozponti nyirokszerv elsédleges lebenyei. Lépték: 50um.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, vajon milyen folyamatok allhatnak az intakt
szerkezet fennmaradasanak hatterében megvizsgaltuk a kdzponti nyirokszerv sejtjei altal
termelt Collier transzkripcios faktor kifejez6dését a naiv €s immunindukalt larvaban. A
Collier-t, mint a kozponti nyirokszervben torténd vérsejtképzés egyik kulcsfaktorat
azonositottak D. melanogasterben. Expressziés mintazata a korai larvastadiumokban a
kozponti nyirokszerv elsédleges és masodlagos lebenyeire is kiterjed, de a harmadik
stddiumt larvaban mar csak az elsddleges lebeny néhany poszterior sejtjére (PSC)
redukalodik (31. &bra). A Collier felelds a kozponti nyirokszerv integritasanak
fenntartasaért, és a kisérletek alapjan megfigyelhetd volt, hogy D. melanogasterben
immunindukciot kovetden az elsédleges lebenyek felbomlanak, csak a PSC marad intakt.

Ezzel szemben D. ananassaeban azt tapasztaltuk, hogy a naiv larvaban a kifejez6dési
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mintazat az elsédleges és masodlagos lebenyek szinte minden sejtjére kiterjedt és ez az
expresszio immunindukcidt kovetéen is fennmaradt (31. abra). Ezek alapjan a Collier
transzkripcids faktor konstans kifejezddése okozhatja, hogy a kdzponti nyirokszerv intakt

allapota immunindukci6 utan is fennmarad.

D. melanogaster D. ananassae
Kontroll ‘ |

31. abra A Collier kifejez6dése a kozponti nyirokszerv lebenyeiben D. melanogaster és D. ananassae
larvakban. Col: Collier transzkripcios faktor, DAPI: sejtmagokat jeloli. A fehér nyilak a kdzponti
nyirokszerv els6édleges lebenyeire mutatnak, a nyilhegyek a PSC-t jelzik. Lépték: 50um.

A kozponti nyirokszervben, az anti-foszfohiszton H3 (antiPHH3) festédés alapjan
tapasztalt nagyon alacsony mértékii (<1%) sejtosztodas is (32. abra) arra utal, hogy ez az
immunszerv nem jarul hozza az immunvalaszban részt vevo vérsejtek képzéséhez. A Hml-
GFP ¢és Pxn-GFP kifejezodés (28. és 29. abra), valamint a Collier expresszios mintazata
alapjan (31. abra), a D. ananassae kozponti nyirokszervének lebenyeiben nem

kiilonithetdek el strukturalisan vagy funkciondlisan eltérd régiok.
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4.6. A sokmagvu oriassejtek kialakulasa

A transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan a sokmagvia oridssejtek
tobb sejtmagot tartalmaznak citoplazmajukban, és a magok kozott sejtmembran nem
azonosithatd. Ez a szerkezet endomitozissal vagy sejtfuzidval 1étrejovo struktarara utal.
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a sejtosztodas szerepet jatszik-e a sokmagvisag
kialakitasaban, a foszfohiszton H3 osztodasi markerre specifikus anti-foszfohiszton H3
ellenanyaggal festettiilk a vérsejteket immunindukciot kovetden 48 oraval. Megfigyeltiink
osztodo vérsejteket a keringésben, a szesszilis vérképzé szovetben ¢€s a kozponti
nyirokszervben is, azonban ezek mindhdrom kompartmentumban 7C5 negativ

plazmatocitak voltak (32. abra).

kdzponti nyirokszerv

szesszilis szovet
3

32. abra Sejtosztodas a D. ananassae larva vérsejtképzé kompartmentumaiban immunindukciét
kovetéen 48 oraval. Az osztodo sejteket fehér nyilak jelzik. 7C5: sokmagvu oriassejt specifikus ellenanyag,
DAPI: sejtmagokat jeloli. Lépték: S0pm
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Az anti-foszfohiszton ellenanyag, a foszforilalt Ser10-et ismeri fel igy az 0sztodo
sejtek egy részét jeloli csupan. Annak érdekében, hogy az esetleges tovabbi osztodasokat is
detektaljuk, egy masik sejtosztodasi markert alkalmaztunk. A bromo-deoxy-uridin (BrdU)
egy timidin anal6g, ami képes az osztdodas S fazisaban beépiilni a szintetizalodé DNS-be
majd a tovabbi osztéddsok sordn atjut az utoddsejtekbe is. Négy o6rds BrdU kezelést
kovetden a kibontott larvak vérsejtjeit anti-BrdU ellenanyaggal festettiik. A plazmatocitdk
70%-a jelolodott, mig az oriassejtek magjaiban nem figyeltiink meg BrdU beépiilést, ami

arra utalt, hogy a sokmagv oriassejtek magjai nem osztodtak (33. abra).

33. abra A BrdU beépiilése a D. ananassae larva vérsejtjeibe 4 oras kezelést kovetden. A fehér nyilak a
sokmagvu oriassejteket jelolik, ahol BrdU beépiilés nem tapasztalhato a sejtmagvakban. Lépték 50um

Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a sokmagvu struktura kialakulasaban az
endomitdzis nem jatszik szerepet. Annak érdekében, hogy igazoljuk, a sejtek valoban
fuzioval keletkezhetnek, kialakitottunk egy egyedi vizsgalati rendszert. Hosszabb BrdU
etetési periodust kovetden a kibontott larvak vérsejtjeinek magja 100%-ban anti-BrdU
jelolédést mutatott. Ezt kihasznalva BrdU-val jelolt immunindukalt larvak vérsejtjeit
fuzionaltattuk BrdU-val nem jelolt immunindukalt larvak vérsejtjeivel ex vivo. Anti-BrdU
festést kovetéen a mikroszkopos elemzések soran megfigyeltink olyan sokmagva
oriassejteket, amelyek citoplazmajukban jelolt és nem jelolt magokat egyarant
tartalmaztak. Ez arra utalt, hogy az egyiitt torténd inkubalas soran ezek a sejtek egymassal
fuzionaltak (34. abra).
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vizsgalatok soran is, ahol az immunindukalt larvabol szarmazé sejtek néhany ponton

Osszetapadtak, majd fazionaltak a targylemezen, 45 perc alatt (Markus és mtsai., 2015.
online suppl. video S3).

Megvizsgaltuk, hogy a fuzid kialakulasanak feltétele-e az el6zéleg parazitoid
darazzsal fert6zott “aktivalt” vérsejtek jelenléte. BrdU-val jel6lt naiv larvak és BrdU-val
nem jelolt immunindukalt larvak vérsejtjeit fazionaltattuk ex vivo (35. abra A), illetve
forditott kisérleti elrendezésben is elvégeztiik a vizsgalatot, ahol BrdU-val nem jel6lt naiv
¢s BrdU-val kezelt immunindukalt larvak vérsejtjeit hasznaltuk (35. abra B). Mindkét
esetben azt tapasztaltuk, hogy a kialakult sokmagvi oOriassejtek kizardlag egyféle, az
immunindukalt larvabol szarmazo, anti-BrdU negativ vagy pozitiv magokat tartalmaztak
citoplazmajukban, a kisérleti elrendezéstdl fiiggden. A naiv larvabdl szarmazé sejtek nem

fazionaltak az immunindukalt egyedbdl szarmazéd sejtekkel. Ez arra utalt, hogy a
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35. abra Immunindukalt és naiv larvak vérsejtjeinek ex vivo faziéja. BrdU-val kezelt naiv larvak és
BrdU-val nem kezelt immunindukalt larvak vérsejtjei (A). BrdU-val nem kezelt naiv larvak és BrdU-val
kezelt, immunindukalt 1arvak vérsejtjei (B). A fehér nyilak a BrdU-val nem jelolt 1arvakbol szarmazo sejteket
jelolik, a fehér nyilhegyek a BrdU-val kezelt larvakbol szarmazokat. DAPI: a sejtmagokat jeloli. Lépték:
50pum.

4.7. A sokmagvu driassejtek differencialodasa kiilonb6zoé parazitoid

darazsfajok altal torténoé immunindukciot kovetéen

A D. melanogaster gazda-parazitoid kdlcsonhatas vizsgalatok alapjan ismert, hogy
a gazda és a parazita szamos kiilonbozo stratégiat alkalmaz annak érdekében, hogy a
parharcbol sikeresen keriiljon ki. [Prévost és mtsai.,, 2009; Small és mtsai., 2012]. A
parazita rész¢érdl ennek egyik ismert folyamata a tokképzésben szerepet jatsz6 immunsejtek
differencidlodasdnak  gatldsa, ¢és ezaltal a gazda sikeres immunvalaszanak
megakadalyozasa. D. ananassaenal a kezdeti kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy
L. boulardi darazsfajjal szemben hatékony immunvalasz alakult ki, a darazs nem volt
képes kikelni a gazda babbol egyetlen esetben sem. A tovabbiakban kiilonbozo
gazda-specifitasu Leptopilina fajokkal fert6ztikk a D. ananassae larvakat és vizsgaltuk,
hogy milyen hatékonysaggal kelnek ki a darazsak. Azt tapasztaltuk, hogy a generalista
L. heterotoma darazs nagyon kevés esetben (<2%) képes volt kikelni a babbol, mig a

L. victoriae széles gazda-specifitasti parazitoid, melynek egyik {6 célpontjat képezik az
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ananassae alcsoport fajai, 20%-ban sikeres volt ebben a gazda-parazita viszonyban.
Kivancsiak voltunk arra, hogy ezen fajok sikerének hatterében milyen folyamatok
allhatnak, ezért masodik stadiumt D. ananassae larvakat fertoztiink a mar emlitett
darazsakkal és immunindukciot kdvetden 72 oraval vizsgaltuk a differencialodott vérsejtek
szamat és morfoldgiajat.

L. boulardi (a melanogaster alcsoport specialistaja) fert6zést kovetéen a
kontrollhoz  képest jelentésen megnovekedett vérsejtszamot ¢és  termindlisan
differencialodott oOriasejteket figyeltiink meg (36. abra). A generalista L. heterotoma
fertdzés magas vérsejtszamot, de kevesebb differencialédott oOridssejtet eredményezett.
L. victoriae fert6zést kovetéen a vérsejtszam jelentOsen lecsokkent, még a kontrollhoz
képest is és nem differencidlodtak oridssejtek, csak nagyon kevés esetben figyeltiink meg
7CS pozitiv kis kerek, esetleg bipolaris sejteket (36. dbra). Ezek az eredmények igazoltak,
hogy a L. heterotoma és L. victoriae széles gazda-specifitasi darazsak aktivan
szupresszaljak a gazda immunvalaszat a sejtosztodas és oriassejt differencialodas gatlasan

keresztil.
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L. boulardi L. heterotoma L. victoriae

—e— Kontroll
—a&— L. boulardi
—a— L. heteroma
—*— L. victoriae

400 ~
200 -

24 h 48 h 72h

Immunindukciot kovetden eltelt ido

36. abra Kiilonbozé parazitoid darazsak vérsejtdifferencialodasra gyakorolt hatasa D. ananassaeban.

crer

heterotoma és L. victoriae fert6zést kovetben 72 oraval. Lent: a vérsejtszam alakulasa immunindukciot
kovetden 24, 48 és 72 oraval a 3 darazsfajjal tortént fertézést kdvetden, illetve a nem indukalt (kontroll)
larvakban. Lépték: S0pum
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4.8. A D. ananassae hatékony immunvalaszanak hatterében allo

mechanizmusok vizsgalata

A melanizacionak alapvetd szerepe van az elsddleges immunvalasz két
folyamatéaban, a kutikuldn keletkezett seb gydgyuldsdban €s a tokképzés soran. A reakcid
kozben felszabaduld toxikus vegyiiletek hozzjarulnak a hatékony immunvalasz
kialakitasahoz. Az ananassae alcsoporba tartozo fajok egyedeit vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a larva kutikuldjan keletkez6 mechanikai sériilés, példdul egy tliszaras vagy
parazitoid darazsszuras helyén, megfigyelhetd volt melanizacié (37. dbra A). Parazitoid
darazsfert6zést kovetden a vérsejtek tobbrétegii tokot képeztek a darazs petéje koriil,

azonban nem tapasztaltunk erés melanizacios reakciot (37. abra B).

37. abra Melanizacié a D. ananassae larva kutikulajan, a sériilés helyén (A) és a tokképzés soran (B).

A toxikus melanin mellett egyéb mechanizmusok és mérgez6 vegyiiletek vehetnek
részt a parazita pete hatékony elpusztitdsdban. Ismert, hogy a kiilonb6z0 reaktiv oxigén- és
nitrogén forméaknak (ROI és RNI) szerepe van a sikeres immunvalasz kialakitdsdban [ Yang
¢s mtsai.,, 2013; Eleftherianos ¢és mtsai.,, 2014]. A NO (nitrogén-monoxid) Kkis
molekulatomegli vegyiilet elsésorban szignalmolekulaként ismert, valamint részt vesz

kiilonb6z6 erdsen toxikus reaktiv oxigén- és nitrogén vegyiiletek kialakitasaban. Annak

38. abra A nitrogén-monoxid szintézis utvonal
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kiindulasi anyagat, az L-arginin aminosavat és a NO szintézis kulcsenzimének, a NOS-nak
(Nitrogén-monoxid szintaz) gatloszerét, az L-NAME-et (38. abra), illetve mindkét
vegyiilet inaktiv izoformajat (D-arginin és D-NAME) is hasznaltuk kontrollként.
Kisérleteink sordn eldszor a tokképzésre gyakorolt hatasukat vizsgaltuk és megallapitottuk,
hogy a kiilonb6z6 parazitoid darazzsal tortént fertézést kovetden 72 oraval az L-NAME
gatloszerrel kezelt larvakban megnétt az €16 dardzs larva aranya az elpusztitott, tokkal
koriilvett parazitoid peték/larvak szamaval szemben. Az S0mM-os kezelés a kontrollhoz
képest (OmM) szignifikans eltrérést eredményezett a L. boulardi és a L. heterotoma
darazsfert6zést kovetden (39. abra). Az L-arginin kezelés éppen ellenkezd hatassal volt az
€16 és elpusztult darazslarvak aranyara (39. abra). A kontrollként hasznalt D-arginin, ami a
NO szintézisben nem jatszik szerepet, kizarolag tdpanyag ¢és energia forrasként hasznosul a
gazda szdmara, nem eredményezett valtozast a tokképzés tekintetében, egyik parazitoiddal
szemben sem. Hasonléan a D-NAME kontrollnal sem tapasztaltunk eltérést a kezelt és

kezeletlen larvak esetében (39. abra).
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39. abra Az L-NAME gatlészer és az L-arginin aminésav, valamint inaktiv izomerjeik hatasa a D.
ananassae tokképzésére Kiillonbozo parazitoid darazsfertézés esetén. A csillagok a szignifikans eltérést
jelzik, p<0,05.
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A reaktiv oxigén- és nitrogén vegyiiletek ismert funkcido kozott szerepel a kiilonbdzo
szignalizacios utvonalak beinditasa,az apoptdzis indukalasa, illetve hatassal vannak a
sejtosztodasra és differencialodasra. Megvizsgaltuk, hogy D. ananassae esetében az
immunindukciot kovetden beindulé sokmagva Oriassejt differencialodasra hatassal
van-e az L-NAME ¢és L-arginin kezelés. A differencialédo sejteket 3 kategdriaba soroltuk.
Feljegyeztiikk azokat az eseteket, ahol nem lattunk 7C5 pozitiv sejteket, tehat nem
keletkeztek sokmagvt oriassejtek, illetve ahol kis, egymagva bipolaris, 7C5 pozitiv sejtek
mar voltak a keringésben, valamint azokat az eseteket, ahol normalis, 7C5 pozitiv
sokmagvl oOridssejt struktirat azonositottunk. Az L-NAME koncentracié novelésével
lecsokkent azoknak az egyedeknek a szdma, amelyekben normalis sokmagvu Oridssejt
differencidlodast tortént, mig az L-arginin kezelés oOridssejt differencidlodast inditott be, a
L. victoriae darazsfert6zést kovetden is megjelentek a sokmagva oriassejtek (40. abra). A
kontrollként hasznalt D-NAME ¢és D-arginin nem voltak hatdssal a vérsejt

differencialddasra.
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40. abra Az L-NAME gatlészer és az L-arginin amindsav, valamint inaktiv izomerjeik hatisa a
D. ananassae sokmagvu éridssejtjeinek differencidlodasiara kiillonbozé parazitoid darazsfert6zés
esetén. A csillagok a szignifikans eltérést jelzik, p<0,05.
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Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a NO szintézis kovetkezményeként keletkezd
reaktiv oxigén- és nitrogén intermedierek hatassal lehetnek a sokmagvu Oridssejtek
differencialodasara és a tokképzés sikerére. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk van-e
valamelyik sejttipusnak kitiintetett szerepe a megnovekedett NO szintézisben, megmértiik
a vérsejtek intracellularis NO szintjének valtozasat a kiilonbozd kezelések hatasara. Erre a
DAF-FM Diacetat reagenst hasznaltuk, ami inaktiv forméjéban a sejtmembranon keresztiil
képes bejutni a vérsejtekbe, majd az intracellularis NO-dal kdlcsonhatasba 1épve
fluoreszcens benzotriazolld alakul. A fluoreszcencia intenzitds mértéke az intracellularis
NO szinttel korrelal, és a jel detektalhatd epifluoreszcens mikroszkoppal. Azt tapasztaltuk,
hogy immunindukcidt kovetéen 24 o6raval a fluoreszcencia intenzitds a kontroll mintakhoz
képest megndvekedett az L-arginin, és csokkent az L-NAME kezelés hatdsara a
vérsejtekben, de a plazmatocitdkban és a nyllvanyos sejtekben mért jelintenzitds kozott

nem volt szignifikans kiilonbség (41. abra).

62



A plazmatocitakban és a bipolaris sejtekben mért fluoreszcencia
intenzitas immunindukciot kovetGen 24 oraval

40 L
35 . I
5 X iy
l plazmatocita
25

| - bipolaris sejt
20 | I

15 et I I T

10 T l

5 g n=24: n=48 n=15 n=42 n=16

Fluoreszcencia intenzitas

B Kontroll L-NAME kezelés L-Arginin kezelés

7

Kontroll L-NAME kezelés L-Arginin kezelés

41. abra A plazmatocitik és a nyulvanyos bipolaris sejtek NO szintézisének intenzitasa
immunindukciét  kovetéen 24  oraval L-NAME ¢és  L-arginin  kezelést  kovetéen.
Az intenzitdas a DAF-FM DA reagens és az intracellularis NO kolcsonhatasanak kovetkezményeként
felszabaduld benzotriazol fluoreszcencia intenzitasa alapjan mértiik Image J programmal. Az intenzitas
értékeket egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk Ossze.
Az eltéro kezelési csoportok kozotti szignifikanciat (p<0,05) Tukey teszttel allapitottuk meg.
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5. Az eredmények megyvitatasa

A velesziiletett immunitas sejt-kozvetitette folyamatinak vizsgalatara kitind
modellorganizmus az ecetmuslica, melynek effektor vérsejtjei, vérsejtképzo
kompartmentumai ¢€s a sejtek differencialodasanak folyamata részletesen jellemzett.
Kezdetben a vérsejtek morfologiai elkiilonitése, majd késObb az immunvalaszban betdltott
funkciojuk valt a kutatdsok f6 targyava [Rizki, 1957; Rizki és Rizki, 1990; Carton és
Nappi, 1997). A fagocitdzis specidlis effektor hemocitdi a plazmatocitdk minden eddig
vizsgalt Drosophila fajban altalanosan jellemz6 vérsejtek. A tokképzés effektor sejtjei a
lamellocitak ugyan a melanogaster alcsoport minden fajara jellemzoek, de kozel sem
nevezhetdek altalanos tokképz6 sejtnek a Drosophila génuszban. Az obscura csoport
fajainak nagy részébdl teljesen hianyoznak a lamellocitak, mig néhany fajban leirtak egy
un. pszeudopodocita sejtet, ami morfoldgiailag a plazmatocitdkra hasonlit, de a
lamellocitak tokképzd funkcidjat latja el [Havard és mtsai., 2012]. A repleta és virilis
csoport fajaiban, valamint a Zaprionus indianus fajban a lamellocitak mellett
nematocitakat, egymagvi nyulvanyos sejteket azonositottak, melyeknek szintén a
tokképzésben irtak le szerepét [Kacsoh és mtsai., 2014; Bozler és mtsai., 2017].

A melanogaster csoport, ananassae alcsoportjanak fajait vizsgalva, azonositottunk
egy eddig ismeretlen vérsejt tipust, amit sokmagvl oridssejtnek neveztiink el. A
dolgozatomban bemutatott kisérleteink soran célul tiiztiik ki az ijonnan azonositott
vérsejttipus szerkezeti vizsgalatat, valamint elsddleges immunvalaszban betoltott
funkcidjanak és differencialodasanak részletes jellemzését az alcsoport névado fajaban a
Drosophila ananassaeban.

Az elektronmikroszkdpos szerkezeti vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a sokmagvu
oriassejtek valodi sokmagvi struktirdk, hiszen a magvak kozott sejtmembrant nem
azonositottunk, szerkezetilk az emlds sokmagvu sejtekkel (MGC: Multinucleated Giant
Cells) mutat hasonldsagot [Milde és mtsai., 2015]. Az azonositott extracellularis lakunaris
labirintus rendszer a plazmamembran betlirddései és a mikrovillusok révén Oridsi
sejtfelszint hoz 1étre, amelynek az intenziv metabolikus folyamatok mellett szerepe lehet az
oriassejtek kitekeredésében és aktiv mozgasaban, amit az ex vivo videomikroszkopos
vizsgélataink is alatdmasztanak. A citoplazmaban taldlhat6 nagyszamu szabad riboszéma
arra utal, hogy a sejt sajat maga szamara nagy mennyiségben termel fehérjéket, (pl.
gliikdzszintézishez elengedhetetlen enzimeket) amelyeket a mozgashoz ¢és nyulvany

novesztéshez hasznilhat fel. A parazitoid petén a sokmagvi Oridssejt €s a pete
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talalkozasanal megfigyelhetd sotét réteg az emlés MGC-k denz amyloid rétegével mutat
hasonlésagot [Milde és mtsai., 2015]. A Heliothis virescens (Lepidoptera) faj esetében
leirtdk, hogy a vérsejtek altal termelt amyloid vékony rétegben koriilveszi a testidegen
részecskék felszinét és eldsegiti a lokalis melanin szintézist, illetve a vérsejtek kitapadasat
a tokképzé reakcid soran [Falabella és mtsai.,, 2012; Grimaldi és mtsai.,, 2012]. A
D. ananassae tokképz6 reakcidja soran ugyan a parazitoid pete egészén szabad szemmel és
fénymikroszkoppal nem lathatd melanizacio, az elektronmikroszkdppal detektalhatdo denz
réteg mégis bizonyos foku melanizacids reakciora utalhat, ami kizarélag a pete kozvetlen
felszinére korlatozodik.

A csoportunk altal korabban létrehozott immunoldgiai markerek segitségével az
ecetmuslicdban jol elkiilonithetdvé valtak a kiilonbdz6 hemocita alpopulacidk és
vizsgalhattuk azok kompartmentalis eredetét, illetve funkcidjat [Kurucz és mtsai., 2003;
2007a,b; Zettervall és mtsai., 2004; Markus és mtsai,. 2009]. A vérsejt-specifikus markerek
hasznalata egyéb rovarok, mint pl: a mézelé méh esetében is hozzéajarultak az elsédleges
immunfolyamatok részletes megismeréséhez [Gabor ¢és mitsai.,, 2017; 2020]. Ezt a
vizsgalati megkozelitést kovetve létrehoztunk egy D. ananassae vérsejt specifikus
molekularis markerrendszert, amelynek segitségével harom vérsejttipust kiilonitettiink el: a
naiv larvaban plazmatocitakat és kristalysejteket, mig parazitoid darazsfertdzést kovetoen,
az elébbi ketton kiviil, a sokmagva Oriassejteket. Megallapitottuk, hogy a plazmatocitdk
aktivan részt vesznek a baktériumok fagocitdzisdban, mig a terminélisan differencialddott
sokmagvu oriassejtek nem képesek bekebelezni a baktériumokat.

A D. melanogaster faj esetében ismert, hogy immunindukciét kovetéen a
plazmatocitakbol differencialodd 4atmeneti sejtek még fagocitaldo sejtek, majd a
terminalisan differencialodott lamellocitak elveszitik ezen funkcidjukat [Honti és mtsai.,
2010, 2014]. A differencialddas soran végbemend morfologiai és funkcionalis valtozasokat
megvizsgalva D. ananassae esetében is azt tapasztaltuk, hogy immunindukciot kovetden
korai idOpontban, a mar oOriassejt markert kifejezd, de még egymagvu sejtek képesek a
fagocitozisra, a késobbi idépontokban kialakulé sokmagvu sejtek azonban mar nem
rendelkeznek ezzel a funkcidval (42. abra). A sokmagvu Oriassejtek a parazitoid petéje
koriili tok kialakitasaban vesznek részt, tehat funkcionalisan az eddig vizsgalt Drosophila
fajok tokképzd sejtjeinek felelnek meg [Rizki és Rizki, 1992; Havard és mtsai., 2012;
Bozler és mtsai., 2017].

Annak érdekében, hogy a sokmagvu oridssejtek kialakuldsat és kompartmentalis

eredetét még részletesebben, akar az ¢€él6 larvaban is vizsgdlni lehessen, létrehoztunk
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transzgenikus D. ananassae vonalakat. A beépiilt konstruktok Hml ¢és Pxn
vérsejt-specifikus promoter régiok altal kozvetleniil meghajtott in vivo riportert (GFP)
tartalmaztak. A HmI-GFP esetében a promoter régio D. melanogaster eredetii volt, mig a
Pxn esetében D. ananassae genomszekvenciabol szarmazott. A HmI-GFP a naiv larva
keringd vérsejtjeinek 25%-ban fejezodott ki, immunindukciot kdvetéen a sokmagvu
oriassejtekben pedig egyedi mintazatot figyelhettiink meg. A sejtek tartalmaztak GFP
pozitiv és negativ régiokat egyarant. A D. melanogaster esetében a terminalisan
differencialodott lamellocitakban a Hml promoter nem aktiv. A kdzponti nyirokszervben
megfigyelt expresszids mintazat is jelentésen eltért a D. melanogaster esetében
tapasztaltaktol. A D. ananassae kozponti nyirokszervében az elsddleges és masodlagos
lebenyek minden sejtje jelolddott, valamint a perikardidlis sejtek is. Az elsddleges
lebenyben nem tudtunk elkiiloniteni kortikalis (érett hemocitakat tartalmaz6) és medullaris
(prohemocitakat tartalmazd) zonat, mig D. melanogasternél a HmI-GPF a kortikalis zona
vérsejtjeire korlatozodik. A Pxn-GFP kifejezddés csak a keringésben jelen 1évd sejtek
15%-ban volt észlelhetd, a jel megmaradt a sokmagvu oriassejtekben is, a kozponti
nyirokszervben egységes mintdzatot mutatott az elsddleges és masodlagos lebenyben.
Mindkét transzgén kijeldlte a szesszilis szovet sejtjeit. Immunindukcidt kdvetéen mind a
HmI-GFP mind a Pxn-GFP jel fennmaradt a kozponti nyirokszervben, annak szerkezete
nem valtozott meg, az elsddleges lebeny is ép maradt. 7C5 oOriassejt-specifikus marker
pozitiv sejtek csak a keringésben ¢€s a szesszilis szovetben voltak detektalhatdak
immunindukciot kovetden, a kdzponti nyirokszervben nem differencidlodtak oriassejtek.
Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a D. melanogastertdl eltéréen, ahol mindharom
vérsejtképzd kompartmentum hozzdjarul az immunindukciot kovetden képz6dd tokképzd
sejtek differencidloddsdhoz [Honti és mtsai., 2010; Avet-Rochex és mtsai., 2010; Stofanko
¢s mtsai.,, 2010], a D. ananassae faj esetében a kozponti nyirokszerv darazsfert6zést
kovetden is ép marad, onnan tokképzd sejtek nem szarmaznak. A jelenség hatterében allo
mechanizmus felderitésére megvizsgaltuk a Collier transzkripcids faktor kifejezddését a
kozponti nyirokszerv lebenyeiben a naiv és immunindukalt allatban. A Collier felelds az
els6dleges lebeny intakt 4llapotdnak fenntartdsdért, hidnya a vérsejtek korai
differenciadlodasahoz vezet [Crozatier és mtsai., 2004; Krzemien, 2010]. Azt tapasztaltuk,
hogy a naiv D. ananassae larva koézponti nyirokszervében, az elsédleges és masodlagos
lebenyek majdnem minden sejtje kifejezi a Collier-t és ez a mintazat immunindukciot
kovetden is fennmarad. D. melanogaster larvakban, korai stadiumban, a Collier mintazata

az elsddleges lebeny minden zonajara kiterjed, majd a késoi 3. stddiumu larvaban csak a
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PSC-re korlatozdodik. Immunindukceiot kdvetden pedig az els6dleges lebeny szétesik, a jel
csak a PSC néhany megmaradt sejtjében detektalhato. A D. ananassae kozponti
nyirokszervében  konstans moddon  fenndll6  Collier  expressziés  mintdzat
kovetkezményekeént, ez a vérsejtképzd kompartmentum nem vesz részt az immunvalaszt
kialakito sejtek differencidlodasaban. Elsédleges lebenye nem kiiloniil kérgi és medullaris
zonara, szerkezete immunindukcidt kovetden is intakt marad (40. &bra). A legujabb
kutatdsok kimutattdk, hogy a Collier nem csupan a PSC-ben hanem a medulléris zéna Un.
core progenitor sejtjeiben is kifejezddik [Oyallon €és mtsai., 2016]. Mindezek alapjan a D.
ananassae kozponti nyirokszervének minden lebenye feltételezhetéen éretlen, progenitor
sejteket tartalmaz és szerepe a metamorfozishoz és adult stadiumhoz sziikséges vérsejtek

biztositasa lehet.
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42. abra A D. melanogaster és a D. ananassae effektor vérsejtjeinek kompartmentalis eredete és
funkcioja. A modell az immunindukciot kovetden differencialodé sejteket és azok morfolédgial, funkcionalis
¢és marker expresszios valtozasait mutatja. [Markus és mtsai., 2015. alapjan]
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A sokmagvu sejtstruktira kialakuldsa fiziologias koriilmények kozott torténhet
sejtfuzioval, ekkor Un. valodi szincicium jon létre, vagy a sejtmagok osztoédasaval, amelyet
nem kovet sejtosztddas (conocitak). Sejtfuzioval keletkezd sokmagvu oridssejtek példaul
az emlosOk granuloma sejtjei [Sibley, 1890; Lambert, 1912], melyek makrofagok
mint pl.: a Langhans tipust oridssejtek (nekrotizald garnulémak) [Ulrich és Kauffmann,
2006] vagy kronikus gyulladas hatdsara. Masik tipusuk valamilyen idegen test (pl.
sebészeti fonal) koriil formalodik (idegentest-tipusu granulomak) [Davies, 1932]. Szintén
sokmagvu sejtek az oszteoklasztok [Geddes, 1913; Hancox, 1946], illetve a ndvények
tapétum sejtjei, amelyek azonban endoreduplikécioval vagy endomitézissal jonnek létre
[Polowick, 1993]. Conocita tipusi sokmagvi sejtek a gombakban jellemzdek.
Vizsgalataink soran kideriilt, hogy az ananassae alcsoport Osszes fajara jellemzéek a
sokmagva oridssejtek, illetve csoportunk vizsgalatai alapjan bebizonyosodott, hogy a
korabban nematocitaként leirt sejtek [Kacsoh és mtsai., 2014] a Z. indianus fajban, szintén
képesek sokmagvli Oriassejt struktardkat Iétrehozni [Cinege ¢és mtsai.,, 2020]. A
D. ananassae esetében az anti-foszfohiszton H3 osztddasi markert expresszald sokmagva
oriassejtek hianya arra utalt, hogy a kialakulds hatterében a fizi6 all. Ennek vizsgalatara
olyan rendszert hoztunk létre, ahol BrdU-val jelolt magva és nem jeldlt magvia egyedek
vérsejtjeit fhzionaltattuk ex vivo, targylemezen. Az inkubacids id6t kovetden olyan
sokmagvu driassejteket figyeltiink meg, melyek citoplazméjukban BrdU pozitiv és negativ
sejtmagokat egyarant tartalmaztak. Ezek az eredmények, illetve az in vivo vided

mikroszkdpos vizsgalatokon latott sejtfuzios folyamatok alapjan, a sokmagvu oOridssejtek

crer

crer

fertézést kovetéen [Davies, 1932]. A csoportunk altal, a Z. indianus fajban azonositott
sokmagvu oridssejtek esetében szintén bebizonyosodott, hogy a sejtfizid fontos szerepet
jatszik kialakuldsukban [Cinege ¢és mtsai., 2020].

A sokmagvu oridssejtek gazda-parazita kdlcsonhatasait vizsgalva megallapitottuk,
hogy a tokképzés effektor sejtjeinek differencidlodasa a gazda sikeres immunvalaszanak
fontos eleme. Azok a parazitoid darazsak, amelyek valamilyen aktiv modon gatoltak a
sokmagvu Oriassejtek differencialodasat (L. heterotoma és L. victoriae), vagy az
Osszsejtszam drasztikus csokkenését idézték eld (L. victoriae) képesek voltak kikelni a D.
ananassae babbol. A L. heterotoma generalista darazs D. melanogaster esetében a

tokképzo sejtek morfologiai valtozasat, bipolaris lamellocitak kialakulasat idézi eld, ezaltal
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a sejtek nem képesek kialakitani a tobbrétegli tokot [Ritzki és Ritzki, 1984; 1990a; 1990b;
1994]. Kisérleteink szerint D. ananassaenal az oriassejtek méretének ¢€s szamanak
csokkenését eredményezte a L. heterotoma fertézés. A L. victoriae széles gazdaspecifitasa
darazs D. melanogaster esetében olyan valtozast okoz a lamellocitak membranjaban, ami
azok Osszetapadasat eredményezi, és igy a tokképzést megakadalyozza [Mortimer és mtsai.
2012], valamint leirtdk, hogy a darazs altal bejuttatott VLP-k (virus-szeri részecskék) a
kozponti nyirokszerv sejtjeiben és a keringd vérsejtekben is apoptozist indukalnak [Chiu és
Govind, 2002] Az altalunk, D. ananassae esetében kapott eredmények szerint a
plazmatocitdk egyaltalan nem képesek sokmagvu sejtekké fuzionalni és szamuk is
drasztikusan lecsokken, igy a L. victoriae altal termelt toxin valamilyen aktiv modon a
sejtek pusztulasat vonja maga utan.

Az tobbsejtli parazitdk elleni immunvédekezés modja rovarokban a vérsejtek altal
kialakitott, tobbrétegli tok képzése az idegen test koriil. A rovarok nagy tobbségénél a
reakcidé melanizacio kiséretében zajlik le (pl.: Drosophila melanogaster alcsoport), de ez
nem univerzalis jelenség a sejtes immunvalasz soran [Nappi és Vass, 1993]. Néhany
Drosophila fajban a patogén sorsa fiiggetlen a melanizaciotol (pl.: D. paramelanica)
[Carton és mtsai., 2009]. Ezekben a fajokban kiemelt szerepe van a reaktiv oxigén- ¢€s
nitrogén intermediereknek [Whitten és mtsai., 2001]. A szuperoxid anion vagy a hidrogén-
peroxid olyan reaktiv vegyiiletek, melyek egymassal és egyéb ionokkal kolesonhatasba
lépve (klorid ion, nitrogén-monoxid) erésen toxikus molekuldkat hoznak létre (hidroxil-
gyok, peroxinitrit, hipoklérossav), amelyek a szovetek karosoddsdhoz vezetnek, ezért
fontos, hogy szorosan a kialakul6 tok kornyezetében fejtsék ki hatasukat, elzarva a testiireg
tobbi szovetétdl. A D. ananassae melanizacids folyamatait megvizsgalva lattuk, hogy a
kutikula sériilés helyén rendben végbemegy a reakcid, de a parazitoid petéje koriil kialakult
tok latszolag nem melanizalodik. A folyamatban részt vevd proPO-k részletes vizsgalata
ravilagitott, és részben magyarazta is a jelenség hatterét, miszerint a proPO1 ¢és proPO2 a
kristalysejtekbdl felszabaduld profenoloxidazok minden Drosophila fajban jelen vannak,
addig a lamellocitak altal termelt proPO3 csak a melanogaster alcsoport fajaiban jellemzd.
[Dudzic és mtsai., 2015]. A proPOl1 a seb koriili melanizacid kialakitasaért felelds, mig a
proP0O2,3 a tok melanizacidjaért.

A D. ananassae sikeres immunvalaszanak hatterében 4ll6 mechanizmusok nem
ismertek, ezért megvizsgaltuk, hogy a NO szerepet jatszik-e a folyamatban. A NO kis
méretli, nagyon reaktiv molekula, igy szdmos biologiai folyamatban szignadlmolekulaként

funkcional [Bredt és Snyder, 1994]. Szintézisének kulcsenzime a nitrogén-monoxid-
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szintaz, amit Drosophilaban egyetlen gén, a ANOS koddol [Stasiv és mtsai., 2001]. Az
irodalomban széleskoriien jellemzett a NO immunvalaszban betoltott funkcioja [Bogdan,
2001; Foley és O’Farrell, 2003]. Az L-arginint, mint a NO szintézis forrasat irtak le, és
bizonyitottak szerepét az immunvalasz hatékonysaganak elésegitésében [Bruckdorfer,
2005; Luckhart és mtsai., 1998]. Mivel a NO ¢és intermedierei konnyen reakcioba 1épnek
egymassal és egyéb reaktiv molekuldkkal, hozzajarulhatnak olyan toxikus vegyliletek
képzéséhez, amelyeknek a melanizaci6 mellett szerepiik lehet a patogénekkel szembeni
immunvalaszban [Nappi és Christensen, 2005; Lushchak, 2011]. Kisérleteinkben a D.
NAME-mel etettilk, majd a tokképzésre és a sejtdifferencidlodésra gyakorolt hatasukat
vizsgaltuk harom parazitoid dardzsfajjal szemben. Az L-arginin novelte, mig az L-NAME
csOkkentette a tokképzés aranyat. Az enkapszulacié effektor sejtjeire, a sokmagvu
oriassejtek differencialodasara is hatassal voltak a kezelések. Az L-arginin fokozott
sejtdifferencialodast eredményezett, az L-NAME pedig éppen ellenkezd hatassal volt.
Eredményeink nagymértékli hasonlosagot mutatnak e téren a D. melanogaster és az
Asobara tabida parazitoid darazs kolcsonhatasanal tapasztaltakkal [Kraaijeveld és mitsai.,
2011]. Abban a kisérletsorozatban azonban kimutattdk, hogy az L-arginin hatdsara a
lamellocitdkban novekedett meg a NO szintézis és a plazmatocitdkban a kiilonb6z6
kezelések hatdsdra nem valtozott szignifikansan. Kisérleteinkben mi is kimutattuk az L-
arginin hatdsara megnovekedett NO szintet a sejtekben, de a plazmatocitak és a sokmagvu
sejtek esetében nem tapasztaltunk jelentOs eltérést, tehat ugy gondoljuk a NO és toxikus
intermedierei inkabb a sejtdifferencialodast beinditd szignalként szolgalnak, mintsem a

parazitoid elpusztitasaban kozvetleniil szerepet jatszo vegyiiletként.
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6. Osszefoglalas

A rovarok hatékony - humordlis és sejkozvetitette folyamatokbol felépiild -
velesziiletett immunvalasszal rendelkeznek, ami védelmet nyudjt szamukra a fert6zésekkel
szemben. A Drosophila fajokban, specialis effektor sejtek, a hemocitak vesznek részt a
mikroorganizmusok ¢és parazitdk elpusztitasaban. A melanogaster alcsoport fajaiban,
harom funkciondlisan és morfologiailag eltérd vérsejt ismert. A plazmatocitak fagocitalod
sejtek, valamint antimikrobidlis peptideket és extracellularis matrix fehérjéket termelnek,
ezen kiviil a tokképzés inicializalasaban vesznek részt. A kristalysejtek citoplazmajukban
profenoloxidaz kristalyokat tartalmaznak és a sériilés helyén, valamint a parazitoid darazs
petéje koriili tok melanizaciojaban vesznek részt. A lamellocitdk immunindukciot kovetden
differencialodo sejtek és a tokképzésben van szerepiik. Az immunvalasz soran mindharom
vérsejtképzd kompartmentum, a kdzponti nyirokszerv, a szesszilis vérképzd szdvet és a
keringés is részt vesz az effektor sejtek differencialodasaban. A D. melanogaster
vérsejtképzd kompartmentumai, effektor vérsejtjei és azok differencialodasa jol jellemzett,
azonban egyéb Drosophila fajok velesziilett immunvalaszarol és vérsejtképzésérdl az
irodalomban csak nagyon kevés adat ismert.

Kisérleteink soran kiilonb6z6, az ananassae alcsoportba tartozo faj vérsejtjeit
vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy ezekben a fajokban a parazitoid darazzsal tortént
immunindukciot koévetden egy eddig ismeretlen vérsejt tipus differencidlodik, amit
sokmagva oridssejtnek (MGH: Multinucleated Giant Hemocyte) neveztiink el. Szintén
megfigyeltiikk, hogy ezekben a fajokban a parazitoid dardzs ellen rendkiviil hatékony
immunvalasz alakul ki, azonban a tokképzés nem jar melanizacioval. PhD munkdm soran
célul tlztem ki az ananassae alcsoport reprezentativ faja, a Drosophila ananassae
velesziiletett immunvalaszanak részletes vizsgalatat.

Vérsejt-specifikus monoklonalis ellenanyagokat allitottunk el és azonositottunk
panhemocita (19F6), plazmatocita-specifikus (pl. 4H1) és oriassejt-specifikus (pl. 7C5)
markereket. A kordbban mar leirt proPO2-t felismerd 12F6 ellenanyag ebben a fajban is a
fénytord kristalysejtekre volt specifikus. Ezek segitségével harom effektor vérsejttipust
kiilonitettiink el a D. ananassae larvaban. A naiv larva keringésében 4H1 pozitiv
plazmatocitdk és kis mennyiségben 12F6 pozitiv kristalysejtek vannak jelen, mig
immunindukciot kovetéen, a mar emlitett két vérsejttipus mellett 7C5 pozitiv sokmagvia
oriassejtek differencialodnak. Ezen feliil 1étrehoztunk egy PiggyBac transzpozon alapu, in

vivo transzgenikus rendszert, amely lehet6séget adott a vérsejtek és vérsejtképzo
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kompartmentumok tovabbi tanulmdnyozédsdra. A két vizsgéalati rendszer segitségével
megallapitottuk, hogy a sokmagvu 6ridssejtek immunindukcidt kdvetden plazmatocitakbol
differencialodnak oridssejtekké. A folyamat soran morfologiajuk ¢és funkciojuk is
megvaltozik. Parazitoid fertdzést kovetéen 24 oraval az egymagva, 7C5 pozitiv, kis
nyulvanyos sejtek még a plazmatocitdkhoz hasonléan fagocitald sejtek, azonban késobbi
idépontokban (48, 72h) a tobbmagvu, termindlisan differencidlodott oridssejtek mar nem
képesek a baktériumok bekebelezésére. Ezek a sejtek a parazitoid dardzs petéje koriili tok
képzésében vesznek részt. A plazmatocitak ezen faj esetében is a tokképzés kezdeti
Iépéseiben jatszanak szerepet. A sokmagvll Oridssejt struktira egymagvi sejtek
Osszeolvadasaval jon létre. A sokmagvu oOriassejtek a keringésben és a szesszilis szovetben
differencidlodnak, a kozponti nyirokszerv nem vesz részt kialakuldsukban. A kozponti
nyirokszerv elsdédleges lebenyei immunindukcid hatasara nem bomlanak fel, ez a vérképzd
szerv feltételezhetden a metamorfozishoz biztositja a sejteket.

Az elektronmikroszkopos szerkezeti vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a
sokmagva oriassejtek egyedi strukturdju sejtek, extracelluldris lakunaris halozattal, és a
fokozott metabolikus aktivitasra wutald sejtorganellumokkal rendelkeznek. Valodi
sokmagvu strukturak, egyetlen oOridssejt citoplazmajan beliil szdmos sejtmag talalhato,
amelyek kozott nem huzodik plazmamembran. Ex vivo vided mikroszkopos eredményeink
is a rendkiviili mozgékonysagot és aktivitast tamasztjak ala, ugyanis a targylemezen 45
perc alatt végbemend folyamatok soran a sejtek kitekerednek, nytlvanyokat novesztenek,
fuzionalnak egymassal és nyulvanyaikat esetenként el is veszitik.

A gazda-parazita kolcsonhatas vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a
melanogaster alcsoport fajaira specialista L. boulardi darazsfert6zést kovetéen a keringd
vérsejtek szdma jelentdsen megndtt a larvaban é€s szinte minden esetben differencidlodtak
sokmagvu oriassejtek. A gazda babbol egyetlen esetben sem kelt ki darazs. A generalista L.
heterotomaval szemben szintén jelentds vérsejtszam novekedést tapasztaltunk, de
sokmagvu oriassejtek csak az esetek felében differencialodtak. A szintén generalista L.
victoriae fertdzést kovetden nagyon alacsony vérsejtszamot tapasztaltunk €s nem
differencidlodtak oriassejtek. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a két generalista
parazitoid darazs faj, képes a sokmagvi oriassejtek differencidlédasanak gatlasara (L.
heterotoma) vagy akar a vérsejtek elpusztitasara (L. victoriae). A sokmagvu oOriassejtek
differencidlodasanak gatlasa tehat a parazitoid sikerének egyik fontos eleme.

A melanizdciénak fontos szerepe van a kutikula sériilés helyén és a parazitoid

darazs petéje koriili tokképzésben egyarant. A D. ananassae larvaban a sériilés helyén
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lezajlé melanizacidos folyamatok végbemennek, de a parazitoid korili tok nem
melanizalodik, ugyanakkor a tokképzés sikeres, a dardzs elpusztul. Ismert, hogy a toxikus
melaninon kiviill egyéb reaktiv oxigén- és nitrogén vegyliletek is karosithatjak a
betolakodot. Ennek tesztelésére megvizsgaltuk a NO szintézis Utvonal szerepét az
immunvalaszban, kiilonb6zd parazitoid darazsfert6zést kovetden. Olyan rendszert hoztunk
létre, ahol a NO szintézis kiinduldsi aminosavjat az L-arginint adtuk a larvak taptalajahoz,
illetve az utvonal kulcsenzimének, a nitrogén-monoxid szintdznak (NOS) a gatldszerét az
L-NAME-t. Megallapitottuk, hogy az L-NAME csokkentette a sikeres tokképzés szamat a
parazitoid darazsakkal szemben, a kezelés hatasara az oridssejtek differencidlodési aranya
csOkkent. Az L-arginin kezelés esetén hatékonyabb tokképzést és az oOriassejtek
differencidloddsdnak megnovekedett aranyat tapasztaltuk. A sejtek NO szintézisének
intenzitdsa az L-arginin kezelés hatdsdra megnétt, L-NAME kezelés kovetkeztében
csokkent, de nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a plazmatocitadkban és a nyulvanyos
sejtekben mért jelintenzitds kozott. Mindezek arra utalnak, hogy a NO és a keletkez6
szabadgyokok foként az oridssejt differencidlodast beinditd szignalként szolgalhatnak és
kozvetett szerepiik lehet a sikeres immunvalasz kialakitasaban.

Eredményeink alapjan, az ujonnan azonositott sokmagvu driassejtek a parazitoidok
elleni immunvédekezés kulcsfontossagu effektorsejtjei és fontos szerepiik lehet az

invazivan terjedd fajok sikerének hatterében.
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/. Summary

Insects have an effective innate immune response — consisting of cellular and
humoral processes -, which serve as a defense to successfully combat infections. In various
Drosophila species, special effector cells, the hemocytes take part in the elimination of
microbes and parasites. In the species of the melanogaster subgroup, three functionally and
morphologically different hemocyte subsets were identified. The plasmatocytes are
phagocytic cells, which also produce antimicrobial peptides and extracellular matrix
proteins, as well as take part in the initialization of the encapsulation. The crystal cells
contain prophenoloxidase crystals in their cytoplasm, and have a role in the melanization at
the site of the wound and at the capsule formed around the parasitic wasp egg. The
lamellocytes differentiate upon immune induction and play role in the encapsulation. All
three hematopoietic compartments, the lymph gland, the sessile tissue and the circulation
are known to contribute to the differentiation of the effector cells upon immune induction.
The hematopoietic compartments, the effector hemocytes and their differentiation are well
characterized in D. melanogaster, however less information is available on the innate

immune response and the hematopoiesis of other Drosophila species.

In our experiments, we investigated the hemocytes of different species in the
ananassae subgroup. We observed that following infestation, in these species, a novel, so
far unknown hemocyte type differentiates, which we named Multinucleated Giant
Hemocyte (MGH). We also observed highly effective immune response against the
parasitic wasp, however the encapsulation occurred without melanization. In my PhD
work, our aim was to study the innate immune response of Drosophila ananassae, a

representative for the ananassae subgroup, in details.

We developed hemocyte-specific monoclonal antibodies and identified hemocyte
markers. Certain markers identify hemocytes in general (19F6), while others are specific to
plasmatocytes (e.g.: 4H1) or MGHs (e.g.: 7C5). The 12F6 antibody, which recognizes
proPO2 in D. melanogaster stains the crystal cells in D. ananassae as well. With the help
of these markers, we defined three effector hemocyte types in D. ananassae. In the
circulation of the naive larva, 4H1 positive plasmatocytes and a few 12F6 positive crystal

cells are present, however, upon immune induction, a third cell type, the 7C5 positive
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Multinucleated Giant Hemocyte appears. We developed an in vivo transgenic reporter
system, based on the PiggyBac transposon, which allowed the further investigation of the
hemocytes and the hematopoetic compartments. With the help of the two systems, we
observed that the MGHs differentiate from plasmatocytes upon infestation. During this
process, the cells change their morphology and function. Hemocytes expressing MGH
markers appear at early time points (24h) following immune induction. These cells, which
are bipolar and unicellular, are capable of phagocytosing bacteria, similarly to
plasmatocytes. However, these cells transdifferentiate into multinucleated, terminally
differentiated MGHs at later time points (48, 72h), which are not capable of engulfing
bacteria. These cells are involved in the capsule formation around the parasitic wasp egg.
Plasmatocytes, even in this species, play an important role in the initialization of the
encapsulation. The structure of the multinucleated cell forms by the fusion of
mononucleated cells. MGHs differentiate in the circulation and in the sessile hematopoietic
tissue; the lymph gland is not involved in MGH formation. The first lobes of the lymph
gland do not disintegrate upon immune induction. The most likely role of the lymph gland

is to contribute to the hemocyte pool required for metamorphosis.

According to our transmission electronmicroscopic experiments, MGHs have a
unique structure with extracellular lacunar system and cell organelles, which suggests strict
metabolic activity. They are real multinucleated structures, which contain several nuclei
within the continuous cytoplasm of the cell, without separating cell membranes. Our ex
vivo videomicroscopic results confirm that MGHs are highly motile and are able to unfold,
grow projections, fuse with each other, and in some cases lose their projections in only 45
minutes.

In our experiments investigating host-parasite interactions, we observed high
numbers of circulating hemocytes and MGH differentiation in the larva after infestation
with the parasitic wasp L. boulardi, a specialist for the melanogaster subgroup. The wasp
never hatched from the pupa of the host, which suggests that the immune response was
extremely effective. We also found high numbers of hemocytes differentiating against the
generalist wasp L. heterotoma, but in this case MGHSs formed only in the half of the cases.
Upon infestation by the generalist L. victoriae, we observed very low hemocyte number
and a lack of MGH differentiation. These results suggested that the two generalist wasp

species can block the differentiation of MGHs (L. heterotoma), or even can lyse the
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hemocytes (L. victoriae). The blocking of the MGH differentiation may be an important
step of the success of the parasite.

Melanization has an important role both at the wound site on the cuticule and also
in the capsule formation around the parasitic wasp egg. We found that melanization was
active at the wound site in D. ananassae larvae. The capsule around the parasitic wasp did
not melanize, however, the encapsulation was successful. It is known that besides the toxic
melanin, other reactive oxygen and nitrogen species can combat the invaders. We tested
the role of NO synthesis pathway in the immune response, upon different parasitic wasp
infection. We developed a system, in which the source of the NO synthesis, the L-arginine
was added to the fly food of the larvae. We also added L-NAME to the food, which is an
agent that blocks the the nitric oxide synthase (NOS), the key enzyme of the pathway. We
found that L-NAME treatment resulted in a lower encapsulation rate against parasitoids
and a lower MGH differentiation rate. In the case of L-arginine treatment, we found that
the encapsulation was more effective and observed a high rate of MGH differentiation.

The intensity of the intracellular NO synthesis increased after L-arginine and
decreased after L-NAME treatment, however we did not observe differences between
plasmatocytes and bipolar cells. These together suggest that NO and the resulting free
radicals may serve primarily as a signal to initiate giant cell differentiation and may play
an indirect role in the development of a successful immune response.

Based on our results, the newly identified Multinucleated Giant Hemocytes are key
effectors of the immune defense against parasitoids and may play an important role in the

success of invasive species.
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