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1. Bevezetés

1.1 A velesziiletett immunitas

Az €16 szervezetekben az evolucid soran olyan védekezési mechanizmusok
fejlédtek ki, melyekkel hatékonyan tudtak lekiizdeni a fertézéseket, legyenek azok
virusok, prokaridtdk, egysejti vagy magasabbrendi parazitdk. A velesziiletett
immunitas olyan 6si immunvédekezési folyamatok dsszessége, melyek az elsé szdmu
védelmi vonalat képezik ezen betolakodokkal szemben. A természetes immunvalasz
részben a szolubilis faktorok kibocsatasan alapuld humoralis immunvalaszbdl,
részben pedig specializalt immunsejtek altal végrehajtott cellularis (sejtkozvetitette)
immunvalaszbol tevodik dssze.

A velesziiletett immunitds humoralis mechanizmusai k6zott  olyan
eliminalasaért felelosek, vagy pedig kozvetve, a sejt-kozvetitette immunitast segitve
jatszanak szerepet a védekezésben. A sejt-kozvetitette immunvalasz soran specializalt
immunsejtek direkt kapcsolatba lépnek a korokozdval, majd vagy fagocitozis, vagy
elhatarolas (tokképzés) segitségével megkisérlik elimindlni azokat.

A velesziiletett immunvalasz jellemzdje, hogy gyorsan, kdzvetleniil a fertézést
kovetden aktivalodik, és az immunfolyamatok mar néhany ora alatt is lejatszodhatnak.
Az immunvalasz kialakuldsahoz sziikséges a korokozok azonositdsa, amelyet olyan
receptormolekuldk végeznek, melyek evolucidsan konzervaltak, €s a patogénekre
altalanosan jellemzé molekularis mintazatokat (PAMP-okat) ismernek fel. A

velesziiletett immunitds masik fontos tulajdonsaga az immunmemoria hianya: a
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velesziiletett immunrendszer aktivacidja a kordbbi fertézésektdl fliggetleniil,
jellemzden mindig azonos kinetikaval zajlik le.
Az elmult évszazad sordn a velesziiletett immunitds szamos aspektusat

vizsgaltak, tobb, egymastol igen kiillonb6zdé modellszervezetet felhasznélva.

1.2 A Drosophila melanogaster - a velesziiletett immunitas modellje

A rovarok immunrendszere humoralis és sejtkozvetitette faktorok hatékony
egylttmiikodésén alapul, igy képes felvenni a kiizdelmet a betolakodd
mikroorganizmusokkal, tobbsejtii parazitakkal, valamint a tumorokkal (Carton és
Nappi, 1997; Pastor-Pareja és mtsai., 2008) szemben. Az ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) a konzervalt védekez6 mechanizmusok széles tarhazat bevetve képes
biztositani a tulélését, tobbek kozt antimikrobidlis peptidek termelésével, mikrobak
bekebelezésével, valamint a nagyobb idegen testek (példaul parazitak és petéik) kortili
tokképzéssel (Lemaitre és Hoffmann, 2007). Ezen folyamatok szamos faktor
tekintetében hasonléak a gerincesekben megtalalhatdé immunmechanizmusokhoz,
ezért azok modelljeként foghatok fel (Hultmark, 1994). Mivel az immunrendszer
a szabalyozé lépéseket és a differencidlodast iranyitd faktorok szintjén is, ezért a
Drosophila melanogaster az elmult évtizedekben a velesziiletett immunitas
kulcsfontossagth modellszervezetévé valt (Lemaitre és Hoffmann 2007; Ligoxygakis
2013; Kurata, 2010; Stuart és Ezekowitz 2008; Williams 2007; Jiravanichpaisal és
mtsai., 2006).

A sejtkozvetitette immunvalasz végrehajtoéi, a vérsejtek (hemocitak), az
ecetmuslica teljes életciklusaban jelen vannak. A gerincesekhez hasonloan, itt is

megfigyelhetok vérsejt kompartmentumok, vagyis olyan anatémiai egységek,
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amelyekben a vérsejtek osztédnak és differencialodnak (Lanot és mtsai., 2001;
Markus és mtsai., 2009; Krzemien és mtsai., 2010). Mivel a kiilonb6z6 fejlédési
stadiumokban a muslica mas és mas veszélyeknek van kitéve, érthetd, hogy az
embrid, a larva és a kifejlett rovar vérsejteinek, illetve vérsejt kompartmentumainak
mikddése is kiilonboz6 (Evans és Banerjee, 2003).

Az ecetmuslica vizsgalata paratlan lehetdséget biztosit egy tObbsejtl
organizmus genetikai boncolasara. Mivel az immunvalasz alapveté elemei rendkiviili
konzervaltsagot mutatnak evoluciosan egymastol tavol allo szervezetek kozott, ezért
konnyen belathatd, hogy a Drosophila melanogaster a velesziiletett immunitas olyan
felbontast vizsgalatara alkalmas, amelyet mas modellszervezetben rendkiviil nehéz

kivitelezni.

1.2.1 Az ecetmuslica vérsejtek vizsgalata - torténeti attekintés

Az ecetmuslica az 1950-es években keriilt elészor a sejtkozvetitette
immunvalasz vizsgalatanak kozéppontjaba (Rizki, 1957; Rizki és Rizki, 1959). Mig
korabban nagyrészt Lepidoptera rovar-modelleket vizsgaltak (Manduca sexta,
Bombyx mori), a Drosophila kidolgozott genetikai hattere és laboratoriumban vald
egyszeri fenntarthatésaga miatt eldtérbe keriilt a velesziletett immunitas
vizsgalataban. Elsdként Hosny el Shatoury irta le az ecetmuslica egy specialis
szovetét, a kozponti nyirokszervet, azonban fénymikroszkopos megfigyelései alapjan
arra a konklaziora jutott, hogy az altala vizsgalt larvakban nincsenek szabadon
kering6 vérsejtek (el Shatoury, 1955). Munkajara valaszként Tahir M. Rizki 1957-ben
részletesen jellemezte a Drosophila larva keringésében megtalalhatd vérsejttipusokat;
morfologiai bélyegek, és Giemsa, Hematoxylin, valamint Alciankék festések

segitségével meghatarozott négy fo sejttipust, tovabba azonositott szdmos atmeneti
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sejtalakot is (Rizki, 1957). Megfigyelése
szerint a larva keringé vérsejtjeinek tilnyomo
tobbsége 10 um atmérdju kerek sejt, melyet
plazmatocitanak nevezett el. Megfigyelt ritkan
eléforduld, 4llabakkal rendelkezd sejteket
(podocitakat), valamint nagyméretli, kiteriilt

vérsejteket, ugynevezett lamellociakat.

Azonositotta tovabba a zarvanyokat tartalmazo

Qe 37 W
1. Abra: A Drosophila vérsejtek
morfologiai  felosztdsa. A  rajzon
muslica vérsejtjeit ma is ezekbe az | lathatok plazmatocitak (1-7),
kristalysejtek  (8,9,16),  podocitak
(14,15) és lamellocitak (10,11,13).

kristalysejteket is (Rizki, 1957; 1. Abra). A

osztalyokba soroljuk.

Kutatotarsaval - aki egyben felesége is volt - megallapitottak, hogy a vérsejtek
képesek baktériumokhoz (Rizki és Rizki, 1980), valamint tumorokhoz (Rizki és
Rizki, 1979) kotédni. Belattak, hogy a plazmatocitak felelések a mikrobak
bekebelezéséért (Rizki és Rizki, 1980), valamint azonositottak egy olyan tumort
okoz6 mutaciot (tu®’; Rizki, 1960), melynek kévetkeztében a keringd vérsejtek szama
megnd, €s a lamellocitik is nagy szdmban megjelennek a keringésben (Rizki és Rizki,
1979). A lamellocitakrdl kimutattak, hogy tobb rétegli tokot képeznek a tumorokon
(Rizki ¢és Rizki, 1979), illetve a bazalis membranjukat vesztett transzplantalt
szoveteken (Rizki és Rizki, 1974), majd ez a tok az id6 eldrehaladtaval melanizalodik.

Az ecetmuslica larv4jat a mikroorganizmusok mellett tobbsejtli parazitdk is
veszélyeztetik (Nappi, 1973). Ilyenek példaul a Figitidae csaladba tartozé parazitoid
darazsak, azok koziil is a Leptopilina nemzetség tagjai (Carton és Boulétreau, 1985;
Rizki és Rizki., 1990). A nemzetség legalaposabban vizsgalt faja a parazitozis

modelljeként hasznalt, a Drosophila melanogasterre specializalodott fiirkészdarazs, a
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Leptopilina boulardi (Rizki és Rizki., 1990). A Leptopilina boulardi a masodik
stddiumu larvakba helyezi a petéjét, amelyet a gazda tokképzd reakcioval képes
elimindlni (Carton ¢és Boulétreau, 1985). A tokképzés sordn immunsejtek
csoportosulnak a pete koré, majd a képz6dott tok melanizaloddik. A melanizacio soran
a pete nagy mennyiségi reaktiv oxigén szarmazéknak van kitéve (Nappi és Vass,
1998), valamint tapanyagellatasa a jol zarodo tokok esetében teljesen megsziinik
(Carton és Nappi, 1997). Amennyiben ez az immunreakcio sikertelen, a baballapot
soran a fejlodo parazitoid larva elfogyasztja a gazdat, majd vedlést kovetden kibujik a
babburokbdl (Rizki és mtsai., 1990).

Megfigyelték, hogy a fiirkészdarazsak peterakdsat kdvetden a vérsejtszam
jelentésen megemelkedik, és a keringésben lamellocitdk jelennek meg, melyek a

peték felszinén melanizal6do tokot képeznek (Rizki és Rizki, 1989).

1.2.2 Az embrionalis vérsejtek

Az embrionalis hemocitak

eredete az ontogenezis korai stadiumaig

visszavezethetd (Lebestky ¢és mitsai.,

T T T T T T T T T 1

, . 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0%EL
2000; Holz ¢és mtsai, 2003). A | 2. Apbra: Az ecetmuslica vérsejtképzo
mezoderma savjai (pirossal jelolve) a korai

mezoderma kialakulasakor annak feji | embrioban. PC:  procefalikus siv  CG:
kardiogén sav (Holz és mtsai., 2003 alapjan).

(procefalikus), valamint lateralis

(kardiogén) szegmensében (2. Abra) termelédni kezd a Serpent (Srp) fehérje, amely
egy GATA tipusu transzkripcios faktor (Holz és mtsai, 2003; Rehorn és mtsai., 1996;
Lebestky és mtsai.,, 2000). A Srp aktivitisa az 0Osszes vérsejt-primordiumban
megfigyelhetd, ¢s elengedhetetlen azok kialakulasdhoz. Miikodését kiilonféle

transzkripcios Kofaktorok befolyasoljak: a U-shaped (Ush) egy GATA-kofaktor

10
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(Friend of GATA), mely a Srp-hez kotddve gatolja annak transzkripcids aktivitasat
(Fossett és mtsai., 2001). Amennyiben a Srp ¢és Ush faktorokat kifejezé sejtekben a

Gem (glial cells missing) és Gem2 fehérjék is expresszalodnak, ugy ezek a sejtek a

makrofag-leszarmazasi

Embrié
- Plazmatocita
vonal iranyaba kotelez6dnek prm—pr— prem—
, . Srp
el (Lebestky és mitsai.,
’ 0 = Genfe
2000). Azok a vérsejtek, Prohemocita
amelyekben a Ush altal .
Kristalysejt
kifejtett inhibiciot a Larva
- Plazmatocita
Lozenge  (Lz)  fehérje py Comeem?
gatolja, embrionalis Prohemocita p—— Lamellocita

210
s s . ’ Jak/Stat
kristalysejtekké Acp

Kristalysejt
differencialodnak (Waltzer L Pvi2/Pvr | 1 ’ Srp/Ush

Ras/Raf

¢s mtsai., 2003; Muratoglu

Tspé8C
és mtsai., 2006; Ferjoux és | 3 Abra: A Drosophila melanogaster —vérsejtképzését
szabalyoz6 faktorok (Williams, 2007 alapjan).

mtsai., 2007; 3. Abra). A Lz
kifejezodését a Notch jelatviteli utvonal aktivalodasa inicializalja, valamint tartja fenn
a kristalysejtek differencialodasa soran (Muratoglu és mtsai., 2006; Terriente-Felix és

mtsai., 2013).

1.2.2.1 A feji mezoderma - az embrionalis makrofagok

Az embrionalis mezoderma procefalikus régidjabol fagocita sejtek
(embrionalis makrofagok), valamint kristalysejtek differencialodnak. A makrofagok
az embriogenezis alatt iranyitottan vandorolnak (Wood és mtsai., 2006; Siekhaus és

mtsai., 2010): a "germ band extension™ fejlédési fazis soran a feji szelvényekbdl egy

11
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jelentds résziik atvandorol az embrié kaudalis végébe, majd a ""germ band retraction”
fazist kovetden a kozépvonal mentén a két vérsejtcsoport egymads irdnyadba mozog
(Tepass és mtsai., 1994; Wood és mtsai., 2006; 4. Abra). A hati zarodas soran a
makrofagok oldaliranyba, a lateralis felszinen vandorolnak (Wood és mtsai., 2006). A
migracio részletes elemzése soran kimutattak, hogy a folyamatot kemokinekhez
hasonlatos molekuldk iranyitjak: a vandorlds Gtvonalat a Pvfl, Pvf2 és Pvf3 fehérjék
hatarozzak meg, melyek az embriondlis szdvetek felszinén taldlhatok, és a kornyéki
idegrendszer neuronjai szekretaljak (Wood és mtsai., 2006). Az embrionalis
makrofagokon talalhat6 Pvr molekuldk a Pvf fehérjék receptorai. A Pvr szignalizacio
a sejtvaz-atrendezddéséhez és lamellipodiumok képzdodéséhez vezet, amelyben tobbek
kozt az Enabled és a Fascin is fontos szerepet jatszanak (Zanet és mtsai., 2009;

Tucker és mtsai., 2011).
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abran a hasi idegdicok mentén torténé vandorlasat mutatja (Wood és
Jacinto, 2007).
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crer

Evans ¢és munkatdrsai szerint a makrofagok sziikségesek a kornyéki idegrendszer
megfeleld struktirajanak kialakuldsahoz, ugyanis vandorlasuk soran ezek kebelezik
be a sejthalalra itélt sejteket, valamint az apoptotikus térmeléket (Evans és mtsai.,
2010; Nagaosa és mtsai., 2011). Az apoptotikus maradvanyok fagocitozisaval szamos
sejtfelszini receptorfehérjét kapcsolatba hoztak, tobbek kozt a CD36-homolog
Croquemort-ot (Crqg) (Franc és mtsai., 1996), az EGF-szerii doméneket tartalmazo
NimrodC4-et (NimC4) (Kurucz és mtsai., 2007a; Kurant és mtsai., 2008), valamint a

Draper-t (Manaka és mtsai., 2004; Fujita és mtsai., 2012).

1.2.2.2 A feji mezoderma - az embrionalis kristalysejtek

A makrofagokkal ellentétben a kristalysejtek a teljes embriogenezis soran a
képzédésiik helyén, a kozépbél mellett maradnak, ahol két csoportot alkotnak, melyek
egyenként koriilbeliil 10-15 sejtbdl allnak (Lebestky és mtsai.,, 2000). Mivel a
kristalysejtek embrionalis funkcidja jelenleg nem ismert, feltételezhetd, hogy csak a
késObbi fejlodeési stadiumokban van rajuk sziikség.

Az embrionalis kristalysejtekre jellemzd, hogy kifejezik a Lz transzkripcios
faktort, amely a sejtsorsuk rogzitéséhez nélkiilozhetetlen. Megfigyelték azonban,
hogy a Lz az embrionalis makrofagok egy részében is kifejezddik (Bataillé és mtsai.,
2005). Azt, hogy ezekbdl a sejtekb6l a larva stadiumban milyen effektorok

differencidlodnak, még nem sikeriilt meghatarozni.

1.2.2.3 A lateralis mezoderma - az embrionalis kozponti nyirokszerv

A kardiogén (lateralis) mezoderma sejtjei az embriogenezis soran

hemangioblasztokkd - a szivcsd, a perikardialis sejtek, valamint a kozponti
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nyirokszerv kozos ssejtjeivé - differencialodnak, majd az anterior hemangioblasztok
a benniik kifejez6d6 Srp ¢és Odd-skipped (Odd) fehérjék hatasara kozponti
nyirokszerv-iranyba fejlédnek tovabb (Mandal és mtsai., 2004).

Az embri6 kozponti nyirokszerve elsddleges €s masodlagos lebenyekre
tagolhat6. Ebben a fejlodési stddiumban az elsddleges lebenyt még csak néhany tiz
sejt alkotja, a masodlagos lebenyek pedig csupan egyetlen sejtsorbol allnak (Lebestky
¢s mtsai., 2000, Mandal és mtsai., 2004). Az els6dleges lebeny sejtjei kozott fagocita-
¢s kristalysejt prekurzorok talalhatok, melyek még nem fejezik ki az érett effektorokra

jellemz6 molekularis markereket (Lebestky és mtsai., 2000; Mandal és mtsai., 2004).

1.2.3 Az ecetmuslica larvalis vérsejtjei

A sejt-kdzvetitette immunitas vizsgalata soran az ecetmuslica larva vérsejtjeit
jellemezték legrészletesebben. A larvalis stadiumban harom effektor vérsejttipus

kiilonithetiink el: plazmatocitakat, kristalysejteket és lamellocitakat (5. Abra).

1.2.3.1 A larvalis effektor vérsejtek - a plazmatocitak

A plazmatocitak hozzavetleg 10 um atmérdji kerek sejtek, melyek a kering6
hemocitak tobb mint 90 szazalékat teszik ki (Rizki, 1957). Szamos funkciojukat
azonositottak, melyek koziil a legfontosabb a mikrébak, valamint apoptotikus
tormelékek bekebelezése (Ulvila és mtsai., 2011). Tobb, egymastol fliggetlen
kutatdcsoport is azonositott olyan molekulakat, melyek a fagocitdzis elsé 1épéséhez, a
célpontok felismeréséhez sziikségesek. llyen molekula példaul az Eater (Kocks és
mtsai., 2005; Chung és Kocks, 2011), a NimrodC1 (NimC1; Kurucz és mtsai., 2007a;
Zsamboki és mtsai., 2013), valamint a Draper (Manaka és mtsai., 2004; Fujita és

mtsai., 2012). Ezen fehérjék mindegyike EGF-szeri ismétlddéseket, ugynevezett
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NIM-repeat-eket tartalmaz (Somogyi és mtsai., 2008). A fehérjék hianyaban a
plazmatocitak bekebelezd képessége jelentdsen sériil: az eater null mutans larvakbol
szarmazo plazmatocitak Staphylococcus aureus bekebelez6 képessége szignifikansan
romlik (Kocks és mtsai., 2005), a nimC1 RNS-interferenciaval torténd csendesitése a
vérsejtek S. aureus és Escherichia. coli fagocital6 kapacitasanak csokkenéséhez vezet
(Kurucz és mtsai., 2007a). A CD36 scavenger receptorral homolog Crg-rol (Franc és
mtsai., 1999), a NimC4 fehérjérél (Kurant és mtsai., 2008), valamint a Draper-rél
(Manaka ¢és mtsai., 2004) kimutattak, hogy az apoptézis soran keletkezett
sejtmaradvanyokat ismerik fel, és indukaljak azok bekebelezését.

A plazmatocitdk a bekebelezésen kivill mas feladatokat is ellatnak:
extracellularis matrix fehérjéket ¢és antimikrobialis peptideket termelnek és
valasztanak ki. A matrixfehérjék szintézisének a sebgydgyulds soran van kiemelt
szerepe: a plazmatocitak a nyilt sebhez vandorolnak, ahol a koaguldtum képzéséhez
jarulnak hozza (Martinek és mtsai., 2008). Bar az antimikrobialis peptidek elsdszamu
forrasa a larvalis zsirtest, a plazmatocitak is képesek termelni azokat (Samakovlis és
mtsai., 1990), feltételezhetéleg azért, hogy a betolakodokat lokalis immunreakcioval
minél hamarabb hatastalanitani tudjak (Samakovlis és mtsai., 1990). Az is ismert,
hogy az antimikrobialis peptidek egy része permeabilizalja a bakterialis sejtfalat, igy
olyan molekulak keriilnek a felszinre, melyeket a fagocitozis-receptorok (példaul az
Eater) képesek megkotni (Chung és Kocks, 2011).

Leirtdk, hogy a plazmatocitdk a betolakodok érzékelését kovetden
jelmolekulakat szekretalnak, melyek aktivaljak a zsirtestben a Toll és az Immune
deficiency (Imd) utvonalakat, igy a helyi immunvalaszbol a teljes szervezetre
kiterjed6 szisztémas immunvalaszt alakitanak ki. Ebben az atkapcsolasi folyamatban

kulcsfontossagi szerepet tolt be a Psidin fehérje, mely a fertézést kovetben a
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plazmatocitdkban termelddik, és a fagocitalt baktériumok lizisén kiviil a zsirtest
immunindukcidjahoz is sziikséges (Brennan és mtsai., 2007). Ujabb vizsgalatok
azonban ramutattak, hogy az immunvalasz olyan larvakban is szisztémassa valik,
amelyek nem tartalmaznak vérsejteket (Defaye és mitsai., 2009). Az ellentmondas
feloldasa lehet az az elképzelés, hogy a plazmatocitak szerepe nem a teljes szervezetet
érintd immunvalasz beinditdsdban, hanem csupan annak gyorsitasdban, vagy
erdsitésében keresendd. A plazmatocitdk nem képesek bizonyos mérettartomany
feletti idegen testek fagocitozisara. llyen esetekben azonban fontos szerepet toltenek
be egy masik védekez6 folyamat, a tokképzd reakcid inicializalasaban. A folyamat
soran a vérsejtek hozzatapadnak az idegen partikulumhoz, kiteriilnek, és sejtadhézios
molekulakon keresztiil kapcsolatokat alakitanak ki egymas kozott (Williams és mtsai.,
2005). A plazmatocitak altal képzett sejtréteg ezt kovetéen a kitapadas alapjat
biztositja a kés6bb differencialodo, dedikalt tokképzé sejtek szamara.

A tokképzés korai lépései az idegen partikulumok és a tumorok esetében
rendkiviil hasonloak. Megfigyelték, hogy a Ras'*/scrib” genotipust testi tumorokat
plazmatocitdk veszik koriil. Amennyiben a plazmatocitdkat szovetspecifikus
apoptozis indukalasaval eltavolitjdk a larvabol, a tumorok mérete szignifikansan

megnd (Pastor-Pareja és mtsai., 2008).

1.2.3.2 A larvalis effektor vérsejtek - a kristalysejtek

A kristalysejtek a larva keringésének kevesebb, mint 5 szazalékat alkotd, a
plazmatocitaknal valamivel nagyobb sejtek (Rizki, 1957). Kiilonos ismertetd jegyiik,
hogy citoplazmajukban kiilonb6zé méretli, hasab alaku kristalyokat tartalmaznak. A
kristalyok nagy mennyiségii profenoloxidaz enzimbdl épiilnek fel (Rizki és Rizki,

1959), mely - aktivalt formaban - a fenolokat kinonokka alakitja. Azt is megfigyelték,
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hogy a melanizacié soran a kristalysejtek elveszitik a kristalyaikat, amelyek a
hemolimfaba jutnak, ahol az enzim aktivalodik (Rizki és Rizki, 1959). Azt a
folyamatot, melynek soran a kristalyok kijutnak a hemolimfaba, még nem sikeriilt
pontosan leirni. Egyes elképzelések szerint a kristdlysejtek membranja a JNK
szignalizaci6 hatasara felszakad, és a sejt elpusztultival a szérumba keriilnek a
kristalyok, valamint olyan szignalmolekuldk melyek a vérsejtek differencidlodasaban
jatszanak szerepet (Bidla és mtsai., 2007). Ujabb eredmények azonban arra utalnak,
hogy a kristalysejtek az altaluk tarolt profenoloxidaz-kristalyok mellett, ha Kkis
mértékben is, de folyamatosan, a hemolimfaba szekretaljak ezt az enzimet (Binggeli

¢s mtsai., 2014).

1.2.3.3 A larvalis effektor vérsejtek - a lamellocitak

A harmadik effektor sejttipus, a lamellocita, hozzavetélegesen 40-50 pm
atmér6ja, kiteriilt immunsejt. A larvalis fejlédés soran mindéssze néhany lamellocita
talalhatd a késdi harmadik stadiumu allatok keringésében. Megtigyelték azonban,
hogy parazitoid darazsfertézést kovetéen a keringésben lamellocitak jelennek meg
(Nappi, 1973, Rizki és Rizki, 1992). A kisérletek azt is bebizonyitottak, hogy a
lamellocitak a parazitoid altal beinjektalt pete koriil tobbrétegili tokot képeznek, mely
késébb melanizalodik (Nappi, 1973). A melanizalt tokon beliil megemelkedik a
reaktiv oxigén szarmazékok koncentracidja, és ez az oxidativ stressz, valamint a
tapanyagtol vald elzartsag a pete elpusztulasahoz vezet (Nappi, 1973). Ugyanakkor
azt is megfigyelték, hogy bizonyos specialista fiirkészdarazsak olyan

immunszupresszansokat juttatnak a larvaba, amelyek gatoljak a lamellocitak

crer
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a lamellocitak kitapadasat (Rizki és Rizki, 1990; Rizki és Rizki, 1991; Labrosse és
mtsai., 2005).

Mivel a larvalis epidermisz steril iivegkapillarissal torténd felsértése is
lamellocita-differencialodast okoz, felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a fizikai
sériilés, vagy a bazalis membran roncsolasa indukélhatja ennek a vérsejttipusnak a
képzodését (Markus és mtsai., 2005). Ezt alatamasztoé eredmények talalhatok Rizki és
Rizki tanulmanyaban, ahol ramutatnak, hogy az olyan zsirtest-darabok, melyeken a
bazalis membran sérilést szenved, lamellocita differencidlodast okoznak, és a sériilt
zsirtest koriil ezek a lamellocitak tokot képeznek (Rizki és Rizki, 1979). Kénnyen
elképzelhetd, hogy ezen megfigyelések hatterében a transzplantacid okozta trauma,
valamint a beiiltetett idegen szovet felismerésének kombinalt hatasa all. Ujabb
vizsgalatok ugyanis kimutattak, hogy az imagokorongokat koriilvevé bazalis
membran metalloprotedzokkal torténé in vivo eltavolitasanak hatasara ugyan
kitapadnak plazmatocitdk az érintett feliiletekre, azonban lamellocitdk nem
differencialodnak (Pastor-Pareja és mtsai., 2008).

Szamos kutatdcsoport foglalkozik a lamellocitak differencialédasaban szerepet
jatszd faktorok azonositasaval €s jellemzésével. EQy 2004-ben koz61t tanulmanyban
tobb jelatviteli utvonalrdl is kideriilt, hogy szerepilk van a tokképzd sejtek
differencialodasanak szabalyozasaban; a JAK/STAT kaszkad, a JUN szignalizacio,
valamint a EGFR/RAS jelatvitel aktivalasa a vérsejtekben mind lamellocitak
képzddését okozta (Zettervall és mtsai., 2004). KésObb a jelatviteli utak részletes
vizsgéalata mindhdrom esetben alatdimasztotta ezen szigndlutak kapcsolatit a
lamellocita differencialodassal (Sinenko és mtsai., 2004, Sorrentino és mtsai., 2004,

Krzemien és mtsai., 2010).
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Az  altalanos  jelatviteli utakon  tal  sikeriilt az  embriondlis
vérsejtdifferencialodas kapcesan jellemzett faktorokrol is belatni, hogy azok a larva
stddiumban befolyasoljak a lamellocitdk képzddését. Sorrentino ¢és munkatérsai
kimutattak, hogy a plazmatocita identitds meghatarozasahoz sziikséges ush gén
mutacidja spontan lamellocita képzddéshez vezet (Sorrentino és mitsai., 2007), mig
Kroeger és munkatarsai a vérsejt-sorsot alapjaiban meghatarozo Srp transzkripcios

faktort taltermelve tapasztaltak hasonlé jelenséget (Kroeger és mtsai., 2012).

1.2.4 A larvalis vérsejtkompartmentumok

Az ecetmuslica vérsejtjeinek egy része ugyan a hemolimfiaban szabadon
mozog az allat nyilt keringési rendszerében, am megfigyelhetdk olyan helyhez kotott
vérsejt populaciok is, amelyekben vérsejtképzés torténik. A larvaban, amely a
vérsejtek képzddése szempontjabol legjobban tanulményozott fejlédési stadium,
harom kompartmentumot kiilonithetiink el: a keringést, a kdzponti nyirokszervet,

valamint a szesszilis szovetet (Lanot és mtsai., 2001; Sorrentino és mtsai., 2002;

Zettervall és mtsai., 2004; 5. Abra).
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5. Abra: A Drosophila larva vérsejtképzd kompartmentumai: a kozponti
nyirokszerv (LG) a szesszilis szovet (ST) és a keringésben talalhato vérsejttipusok.
A plazmatocitakat (PL), a kristalysejteket (CC) és a lamellocitakat (LA) specifkus
ellenanyagokkal jel6ltiik (a fluoreszcens képet Dr. Markus Robert készitette).
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1.2.4.1 A larva vérsejtkompartmentumai - a Keringés

Az ecetmuslica nyilt keringési rendszerében a vérsejtek szabadon dramolnak.
Az aramlést a szivesd biztositja: periodikus Osszehuzodasokkal a poszterior végen
talalhato nyilasokon beszivott hemolimfat anterior iranyba pumpalja (Tao és Schulz,
2007). A larva keringésében a vérsejtszam a fejlodés soran novekszik; az elsd
staddiumu larvaban hozzavetdleg 200 hemocita talalhatd, mig a késoéi 3. stadiumu larva
vérsejtszama a 2000-et is meghaladhatja (Lanot és mtsai., 2001). Ezen sejtek tobb
mint 90 szazaléka plazmatocita, a fennmarad6 része pedig kristalysejt. A harmadik
effektor  vérsejttipus, a lamellocita kizardlag immunindukciét kovetden
differencialodik nagy szamban (Rizki és Rizki, 1989). A parazitoidok altali
immunindukciét kovetden a keringésben azonban nem csak egy uj sejttipus jelenik
meg, hanem a keringé Ossz-sejtszam is jelentésen megemelkedik (Lanot és mtsai.,
2001). Ez részben a keringd sejtek osztodasaval magyardzhatd, részben viszont a
tobbi vérsejtkompartmentum aktivacidjanak és mobilizaciojdnak a kovetkezménye
(Sorrentino és mtsai., 2002; Markus €s mtsai., 2009; Honti és mtsai., 2010).

Mivel az 0Osszes keringd vérsejt besorolhatd valamelyik funkcionalis
alosztalyba, valodi prekurzor sejteket (melyek nem jellemezhetdk differencialédasi
markerekkel) ebben a kompartmentumban nem talalunk (Babcock és mtsai., 2008).

A hemolimfanak szamos olyan humoralis komponense van, melyek a sejtes
immunvalaszt segitik eld. Ilyenek példaul az opszoninok, melyek a fagocitdzis
hatékonysagat novelik azaltal, hogy a mikrobak felszinéhez kotddnek
(Jiravanichpaisal és mtsai., 2006). A hemolimfaban talalhat6 antimikrobialis peptidek
a betolakodokat kozvetleniil is képesek elpusztitani, illetve a mikrobialis sejtfal
roncsolasaval olyan molekulakat exponalnak, melyeket a fagocitdzis receptorok nagy

hatékonysaggal felismernek (Chung és Kocks 2011).
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1.2.4.2 A larva vérsejtkompartmentumai - a kozponti nyirokszerv

A kozponti nyirokszerv a Drosophila melanogaster larva legrészletesebben

vizsgalt ¢és legalaposabban megismert

2 PSC
il e it 7 PC
vérsejtképzd szovete. A szivesd eliilsé o |
szakaszan elhelyezked6 hematopoietikus . __hati ér
szerv paros lebenyekre tagolt, amelyeket A /

masodlagos lebenyek

IS e

perikardialis  sejtek  valasztanak el | gssqieges lebeny

6. Abra: A larvalis kozponti nyirokszerv
egymastol (Réhrbom, 1961)~ A kéZponti anatomiai egységei és funkciondlis zoénai. A
kortikalis zona (CZ) kékkel, a medullaris zéna
nyirokszervet alkoto sejtek szama a | (MZ) rozsaszinnel, a PSC bamaval, a
masodlagos lebenyek zolddel, a perikardialis
sejtek (PC) lilaval vannak feltiintetve (Jung és

larvalis  fejlédés soran folyamatosan | \icqi 2005 alapjdn).

novekszik, kiilonos tekintettel az elsé par (vagyis elsddleges) lebenyre (Shrestha és
Gateff, 1982). Az elsddleges lebeny részletes jellemzése soran kideriilt, hogy
funkcionalis zonakra oszthatd: a kérgi- (kortikalis) és a vel6 (medullaris) zonara,
valamint a lebeny poszterior végében talalhaté poszterior szignalizacids kdzpontra
(PSC, Posterior Signalling Centre; Jung és mtsai., 2005; Krzemien és mtsai., 2007; 6.
differencialodasi markerek kifejez6désében is kiillonboznek egymastol.

A Kortikalis zoénat differencialodott effektor sejtek (plazmatocitak és
kristalysejtek) alkotjak. A kortikalis zona az elsd larvalis stddiumban egy sejtrétegbdl
all, azonban a kés6i harmadik stddiumban mar a kdézponti nyirokszerv sejtjeinek
tulnyomo tobbségét ez a zona tartalmazza (Lebestky és mtsai., 2003; Jung és mtsai.,
2005; Krzemien és mtsai., 2010).

A medullaris zonéban éretlen vérsejtek (prohemocitak) talalhatok, melyek nem

fejeznek ki sem plazmatocitakra, sem kristalysejtekre, sem lamellocitdkra jellemzo
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differencialodasi markereket (Minakhina és Steward, 2010; Tokusumi és mtsai.,
2012). A prohemocitak a plazmatocitaknal kisebb, 4-5 pm atmér6ji sejtek, térfogatuk
nagy részét a sejtmag tolti ki (Minakhina és Steward, 2010). A medullaris zéna
terliletén intenziv sejtosztodas jatszodik le. A prohemocitak differencidlodésuk soran
a medullaris zona periféridjara keriilnek, majd belépnek egy atmeneti - a medullaris és
a kortikalis zona kozott elhelyezkedd - zdnaba, ahol vegyesen talalhatok éretlen
plazmatocitak, kristalysejtek, valamint prohemocitak (Krzemien és mitsai., 2010).
Innen tovabbi differencialodasi 1épéseket kovetden a sejtek a kérgi zonaba jutnak
(Krzemien ¢és mtsai., 2007; Krzemien és mtsai., 2010; Gao és mtsai.,, 2011). A
progenitor sejtekrdl leirtdk, hogy a parazitoid darazs altali fert6zést kovetden
lamellocitdkkd differencidlodnak (Sorrentino és mtsai., 2002), s6t, sokaig ugy
gondoltdk, hogy a lamellocitdk kizardlag ezekbdl az Ossejtekbdl szarmaznak
(Minakhina és Steward, 2010).

A medullaris zénaban a vérsejtek

érését a kozponti nyirokszerv harmadik
funkcionalis alegysége, a poszterior
szignalizacios kozpont (posterior
signaling center, a késObbiekben PSC)

szabalyozza (Lebestky és mtsai., 2003;

Krzemien és mtsai.,, 2007; Mandal és

. , 7. Abra: A poszterior szignalizacids kdzpont
mtsai., 2007; 7. Abra). A PSC az | sltal kibocsatott nyalvinyok a kozponti
nyirokszerv medullaris zénajaban (Mandal és

elsédleges lebeny poszterior csficsan | mtsai., 2007).

helyezkedik el, és a teljes larvalis fejlodés soran néhany tiz sejt alkotja. Ezek a sejtek
nyulvanyokat bocsatanak a medullaris zondba, melyekkel szignalmolekuldkat

juttatnak az ott talalhaté prohemocitakhoz (Mandal és mtsai., 2007; 7. Abra). llyen
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szigndlmolekula a Hedgehog fehérje, amely a medulléris zéna sejtjeinek prohemocita
allapotat tartja fenn (Mandal és mtsai., 2007). A PSC sejtjei Serrate fehérjét is
termelnek, és azt a medullaris zona felé szekretaljak, ahol az a sejtekben a Notch
receptoron keresztiil olyan jelatviteli utvonalakat aktival, melyek a vérsejtek
differencialodasat gatoljak (Lebestky és mtsai., 2003).

A PSC sejtjeinek identitasat az Antennapedia fehérje hatarozza meg, amely a
kdzponti nyirokszerv-primordiumon beliil kizardlag ebben a sejtcsoportban fejezodik
ki (Mandal és mtsai., 2007). Ugyanezen sejtekben termelédik a Collier (Col) fehérje
is, ami az emldsok korai B-sejt faktoranak (EBF) Drosophila homolégja (Crozatier és
mtsai., 2004). Michele Crozatier és munkacsoportja részletesen foglalkozott a Col
szerepével a kozponti nyirokszervben, és megallapitottak, hogy hidnyaban a PSC
sejtek elveszitik identitasukat, ami a kozponti nyirokszerv sejtjeinek korai
differencialodasahoz vezet. Ennek az a kovetkezménye, hogy col mutans egyedekben
az immunindukcidt kovetden a kdzponti nyirokszerv nem vesz részt a lamellocita

differencialodasban (Krzemien és mtsai., 2007; Krzemien és mtsai., 2010).

1.2.4.3 A larva vérsejtkompartmentumai - a szesszilis szovet

A szesszilis vérsejtképzd szovet a larva testiiregének faldhoz tapado,
immobilis vérsejtkompartmentum (Lanot és mtsai., 2001; Zettervall és mtsai., 2004;
Narita €és mtsai., 2004; Markus és mtsai., 2009). A larva szegmentalt anatomiaja miatt
a szesszilis szovet savos mintazatot mutat. Az egyes savokon beliil elkiilonithetlink
egy dorzalis foltot, €s két lateralis savot, melyek sejtszama poszterior iranyba haladva
nd (Zettervall és mtsai., 2004, Makhijani és mtsai., 2011). A szdvetet alkoto sejtekrol
leirtdk, hogy elhelyezkedésiik nem véletlenszerti, hanem a kornyéki idegrendszer

sejtjei koré csoportosulnak. Ez az elrendez6dés neurondlis jelmolekuldk hataséara

23



Bevezetés

alakul ki, és a kornyéki idegrendszeri fenotipust okozo atonal® mutacié kévetkeztében
a vad tipusban megfigyelt szabalyos, savozott szesszilis kompartmentum nem jon
létre (Makhijani és mtsai., 2011).

A szesszilis szovet egy kitiintetett egységének tekinthetd a poszterior vérképzo
szovet (PHT), mely a larva poszterior szelvényeiben talalhato vérsejtcsoport. Jelenléte
mar az elsé stadiumu larvakban is megfigyelhet6 (Kurucz és mtsai., 2007b, Markus és
mtsai., 2009). A szesszilis szovet részletes jellemzése soran megfigyelték, hogy
egyarant tartalmaz plazmatocitakat, és differencialodasi markereket ki nem fejezo
sejteket (Markus és mtsai., 2009). A kodzponti nyirokszerv elkotéssel torténd fizikai
izolacidja bizonyitotta, hogy a korabbi feltételezésekkel szemben az effektor sejtek
nem kizardlag ebbdl a hematopoietikus kompartmentumbdl szarmaznak:
immunindukciét kdvetden a kozponti nyirokszervtol elvalasztott testrészbdl is sikeriilt
lamellocitdkat izoladlni (Méarkus ¢és mtsai., 2009). Ez az eredmény, valamint a
szesszilis szovet parazitoid darazs altali fert6zést kovetéen megfigyelt levalasa arra
enged kovetkeztetni, hogy a szesszilis szovet is részt vesz a végrehajto sejtek, koztitk
a lamellocitak differencialasaban (Markus és mtsai., 2009).

A szesszilis szovet szerkezete rendkiviil sériilékeny, és akar finom mechanikai
behatasok is elegenddk ahhoz, hogy sejtek valjanak le beldle (Makhijani és mtsai.,
2011). A larva kozponti nyirokszervével ellentétben, az immunfluoreszcens festést
megel6z6 boncolaskor ezen szovet szerkezete nagymértékben roncsolodik. Az intakt
szesszilis szovet megfigyelésére kizarolag az €16 allatban van lehetdség; a vérsejt
specifikusan GFP-t kifejez6 larvakat ideiglenesen immobilizalva (példaul hiitéssel)
fluoreszcens sztereomikroszkdppal vizsgalhatd a szesszilis kompartmentum (Stofanko

¢s mtsai., 2008; Markus és mtsai., 2009). Ez az eljaras azonban nem teszi lehetévé a
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részletes, sejttipusokra kiterjedd jellemzést, tovabba korlatozza a vizsgalat felbontasat

is.

1.2.4.4 Vérsejtkompartmentumok a larva-bab-adult atalakulas soran

A larvalis fejléddés soran mindharom hematopoietikus kompartmentum vérsejt-
szama novekszik, egészen a késoi 3. stadiumig (Lanot és mtsai., 2001). A babozodas
korai szakaszdban a larvalis szovetek felbomlanak, majd az imaginalis szovetek
prekurzoraibol megkezdddik a kifejlett allat (adult) kialakuldsa. Az intenziv szoveti
atrendez6dés soran sok apoptotikus sejttormelék keletkezik, melyet a vérsejtek
fagocitalnak. A babban éppen ezért valoszinileg nincsenek vérsejtképzo szdvetek. A
babbdl kikelé adultokban két immunkompartmentum kiilonithetd el: a keringés és a
szesszilis szovet. A keringésben tobb mint 99 szazalékban plazmatocitak talalhatok,
mig kristalysejtek csak elvétve fedezhetok fel (Elrod-Erickson és mtsai., 2000). Ebben
a fejléddési staddiumban tokképzd sejtet (lamellocitat) mindeddig nem sikeriilt
azonositani (Lanot és mtsai., 2001).

Az adult szesszilis szovetének mintazata eltér a larvaétol: a potroh hasi oldalan
foltokban, a hati oldalon elszortan talalhaté meg. Az adultok vérsejtjei kevéssé
jellemzettek, minddssze néhany funkcionalis vizsgalatot kozoltek veliik kapcsolatban
(Elrod-Ericksson és mtsai., 2000; Mackenzie és mtsai., 2011; Horn és mtsai., 2014),
amelyek arra engednek kovetkeztetni, hogy a kifejlett Drosophildban csak effektor

sejtek talalhatok, €s nincs aktiv vérsejtképzodes.

1.2.5 A vérsejtképzodés vizsgalatanak lehetoségei

1.2.5.1 Vérsejtspecifikus molekulak
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A Drosophila vérsejtjeinek elkiilonitését és jellemzését nagyban segitette a
laboratoriumunkban eldéallitott hemocita specifikus immunoldgiai markerrendszer
(Kurucz ¢és mtsai.,, 2007b). A markerek segitségével a vérsejtek konnyen
azonosithatova valtak mind a vérsejtprepardtumokon, mind pedig a hematopoietikus
szovetekben. Négy olyan antigénklasztert azonositottak, melyek a larvalis vérsejtekre
specifikusak. A H antigének minden larvalis hemocitan megtalalhatok. A H2 antigén
aminosav szekvencidjanak meghatarozasaval azonositottdk a Hemese fehérjét, amely
egy altalanosan elfogadott pan-hemocita marker (Kurucz és mtsai., 2003).

A P antigének kizardlag a plazmatocitdkon fejezddnek ki. A Pl antigén
azonositdsa soran kideriilt, hogy a fehérje a bekebelezésben jatszik szerepet.
Laboratoriumunkban ezt a fehérjét NimC1-nek nevezték el (Kurucz és mtsai., 2007a).
Ujabb vizsgalatokban azt is sikeriilt kimutatni, hogy a NimCl fehérje in vitro
koriilmények kozott baktériumokhoz kotédik (Zsamboki €s mtsai., 2013).

Az L antigéneket a vérsejtek koziil kizarolag lamellocitak fejezik ki. Az L1
antigén egy uPAR domént tartalmazod, egyelore ismeretlen funkciojii membrankotott
fehérje, melynek az Atilla nevet adtuk (Kurucz és mtsai., Kézirat). Az L4 markerr6l
megallapitottuk, hogy a myospheroid gén altal kodolt B-PS integrin (Honti és mtsai.,
2014). Az L5 antigén (Filamin 240kD) azonositasa €s funkciondlis vizsgalata soran
kideriilt, hogy a lamellocita differencialodas szuppresszora (Rus és mtsai., 2005),
feltételezheten a Jun jelatviteli ut effektoraként (Kiilshammer és Uhrilova, 2012). Az
L6 markert felismeré ellenanyag vizsgalatainkban a lamellocitaknak egy olyan
alpopulaciojaval  reagalt, melyet morfologiai  szempontbdl  termindlisan
differencialodottnak tekintiink (Kurucz és mtsai., 2007b).

A C antigének kizardlag a kristalysejtekben fejezédnek ki. A C1 markert

felismerd 12F6 monoklonalis ellenanyagot Tina Trenczek €s munkatérsai allitottak
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elé (Manduca sexta vérsejtekkel szemben), és a kristalysejtekben kifejez6d6 profenol-
oxidaz enzimet ismeri fel (Willott és mtsai., 1994), mig a C4 markert
laboratoriumunkban azonositottuk, és kifejez6dését a kristalyok felszinén figyeltiik
meg (Kurucz és mtsai.,, 2007b). Mig a Hemese antigén minden larvalis vérsejtre
jellemz6, a NimCl1, L1 és C1 sejttipusokra specifikusan, tehat egymaést kizarva

fejez6dik ki (Kurucz és mtsai., 2007b).

Marker | Ossejtek | Fagocital6 sejtek | Lamellocitik | Kristalysejtek
Hemese | +/- + + +
NimCl | - + - -
L1-L6 |- - + -
Ci1-C4 |- - - n

1.2.5.2 In vivo riporterek

A vérsejtspecifikus  molekularis markerek génszintli meghatarozasa
lehet6séget nyitott olyan, genetikailag kodolt in vivo riporterek 1étrehozasara, melyek
vérsejtspecifikusan fejez6dnek ki. A mikroszkopos eljarasok fejlodésével ezek a

riporterek rendkiviil fontosnak bizonyultak a vérsejtek ¢l6 allatban torténd

vizsgalatahoz, valamint a enhanszer csapda GAL4 X UAS-transzgén

transzgenikus rendszereken alapuld

J

r rLr - “ .',{ £ 3 r'
géncsendesitések, illetve S / S
E \v*r"\‘y — > A\
tultermelések végzéséhez. I N > ——2
‘\ l y '\ \
Az ecetmuslica vizsgalatara ‘:’AL?\‘
Wl
hasznalt  transzgenikus  vizsgalati GALE— i
szovetspecifikus a transzgén transzkripcios
médszerek Ieggyakrabban a GAL4 kifeiez6dés aktivacidia

8. Abra: A GAL4/UAS rendszer miikddése
GAL4/UAS rendszeren alapulnak ecetmuslicaban (St. Johnston, 2002 alapjan).

Ennek lényege, hogy az ¢lesztobdl szarmazd GAL4 transzkripcios faktor az altala
felismert UAS szekvenciakhoz kotédik, és az attol 3' iranyban elhelyezkedd gén

atirodasat indukalja. Amennyiben az allat egy szovetspecifikus kifejez6dési mintazath
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transzgenikus GAL4 forrast hordoz, ugy az UAS altal vezérelt gén is
szovetspecifikusan expresszalodik. A GAL4/UAS rendszer egyik nyilvanvald
felhasznalasi modja a fluoreszcens riporter fehérjék szovetspecifikus kifejeztetése, de
gyakran alkalmazzak fehérjék taltermeltetésére, valamint RNS-interferencia alapt
géncsendesitésre is (Braun és Perrimon, 1993; Giordano és mtsai., 2002; Duffy, 2002;
8. Abra).

A létrehozott GAL4-forrasok koziil szamos elemet hasznalnak a vérsejtek
vizsgalatara. Az Osszes vérsejttipusban kifejezédik a Hemese-GAL4 (He-GAL4) elem
(Zettervall és mtsai., 2004). A plazmatocitakra jellemz6 kifejezodést tapasztaltak az
eater-GAL4 (Tokusumi és mtsai., 2009), a Peroxidasin-GAL4 (Pxn-GAL4; Stramer és
mtsai., 2005) és a Hemolectin-GAL4 (HmI-GAL4; Goto és mtsai., 2003; Sinenko és
mtsai., 2005) transzgének esetében. A misshapen-GAL4 (msn-GAL4) meghajtdelem a
lamellocitakban fejezédik ki (Tokusumi és mtsai., 2009), mig a 1z-GAL4 (Crew és
mtsai., 1997) kifejez0dése a kristalysejtekre jellemzd.

Tobb olyan GAL4 forrast azonositottak, amelyek a vérsejtkompartmentumok
koziil kizardlag a kozponti nyirokszervben fejezédnek ki. A medullaris zonat (annak
progenitor sejtjeit) kijelolé elemek példaul a domeless-GAL4 (dome-GAL4; Jung és
mtsai., 2005) és a hand-GAL4 (Albrecht és mtsai., 2006), mig a Dorothy-GAL4 (Dot-
GAL4; Kimbrell és mtsai., 2002) a kortikalis zona egy részében fejezddik ki. A col-
GAL4 elem aktivitdsa az embrionalis stadiumokban a teljes kozponti nyirokszervre
kiterjed, azonban a larvalis fejlédési szakaszba lépve a PSC-re korlatozodik
(Krzemien és mtsai.,, 2007). A kozponti nyirokszervre specifikus elemek kivétel
nélkiil kifejezOdnek a mésodlagos lebenyekben is.

A felsorolt GAL4-forrasok egy része az embrionalis életszakaszban is

kifejezédik  (dome-GAL4,  Dot-GAL4, col-GAL4). Eléallitottak  olyan
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meghajtoelemeket is, amelyek mar a korai embridban is kijeldlnek vérsejteket: a srp-
GAL4 elem (Briickner és mtsai., 2004) minden embrionalis vérsejtre jellemzo, és
kifejezddése megdrzodik a larvalis fejlodési szakaszban is, mig a croquemort-GAL4
(Olofsson ¢és Page, 2005) az embrionalis makrofagokra jellemzd expresszios
mintazatot mutat.

A rendelkezésre allo GAL4 forrasokon kiviil azonban meg kell emliteni olyan
riportergéneket is, amelyeket kozvetleniil vérsejtspecifikus regulatorok vezérelnek.
Ilyen példaul az atilla, lamellocita-specifikus mintazatban kifejez6d6, génben
talalhato MI[ET1] transzpozon beépiilés. Az elemben talalhatd, és a beépiilés
kovetésére hasznalt 3XP3-GFP transzgén az atilla gén enhanszereit csapdazza, ezaltal
az autondm kifejez0dési mintdzata (agy, kornyéki idegrendszer, bél) mellett a
lamellocitdkban is megfigyelhetiink GFP expressziot (Honti és mtsai., 2009).

Tokusumi ¢és munkatarsai a  vérsejt-differencialodasi  vizsgélatokat
megkdnnyitendd 1étrehoztak egy in vivo transzgenikus riporter-panelt. Ehhez harom
gén szabalyozd elemeit izolaltdk: a plazmatocitdkra jellemz6 eater-ét, a
kristalysejtekben kifejez6do Black cells-ét, valamint a lamellocita-specifikus msn-ét.
Ezen szabalyozo elemekhez EGFP, CFP, illetve mCherry transzgéneket
fuzionaltattak, ami lehet6vé teszi akar harom riporter-transzgén egyidejii vizsgalatat is
(Tokusumi és mtsai., 2009).

A GAL4/UAS rendszer - megfelelé kiegészitésekkel - lehetévé teszi teljes
leszarmazasi vonalak kovetését is. Az in vivo sejtvonaljel6lé rendszerek
kulcsfontossag kritériuma a jelolésnek, vagyis a riportergén kifejez6désének az
irreverzibilis rogzitése, ami a sejtosztodastol, illetve a génkifejez6dési mintazat

megvaltozasatol fiiggetleniil biztositja az allando aktivitast.
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Ilyen genetikai sejtvonaljelold rendszert irtak le 1to és munkatarsai 1997-ben.
Az altaluk létrehozott genetikai kombinacid a GAL4 forrdson és az aktivalhato
fluoreszcens riporteren (UAS-GFP) kiviill egy "sejtvonaljelold" elemet (Actin-Flip-
out-GAL4, roviden AFG), valamint egy, a meghajtoelemmel aktivalhaté Flip-
rekombinaz-forrast (UAS-FLP) is tartalmaz. A rendszer mikddési elve szerint a
szovetspecifikusan termel6dé GAL4 transzkripcios faktor a Flip-rekombinazt kodolod
transzgén (valamint a GFP riportergén) eldtti UAS-szakaszhoz kotédik, és igy az
adott szovetben indukalja annak atirodasat. A termel6dd Flp enzim az AFG elem két
rekombinaciét indukél, eziltal eltavolitva egy yellow™ (y*) STOP kazettit. A
rekombinacios eseményt kovetéen az AFG elemben talalhatdo actin5C szabalyozo
szekvencia a GAL4 transzgén elé keriil, és konstitutivan indukalja annak
kifejezOdését. Az ennek kovetkeztében termelddd GAL4 transzkripcios faktor
konstitutivan aktivalja az UAS-altal vezérelt GFP riportergént (Ito és mtsai., 1997).

Hasonl6 elven alapul a G-TRACE jel6lérendszer is, amelyben a Flp-medialt
rekombinacidé egy GAL4 forrastol fiiggetlen, konstitutiv expresszidéra képes

P83_Flip-out-GFP kazettat) indukéal. A rendszer ezen feliil tartalmaz

riportergént (Ubi
egy UAS-mCherry transzgént is, ami lehetOséget nyajt a GAL4-forras aktualis
kifejez6désének (piros fluoreszcencia), illetve korabbi, a vizsgalatkor mar nem aktiv

expressziojanak (zold fluoreszcencia) dsszehasonlitdsara (Evans és mtsai., 2009).

1.2.5.3 Az ecetmuslica vérsejtképzését befolyasolé faktorok
A Drosophila melanogaster vérképzését szabalyozo faktorok azonositdsahoz
nagy segitséget jelentettek azok a régota rendelkezésre allo mutaciok, melyek a

hemocitak differencidlddésara is hatassal vannak.
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A Tum' funkcionyeréses mutaciot 1981-ben izolalta William Hanratty, egy
tumor-szupresszor mutansok azonositasara iranyuld sziirdvizsgalatban (Hanratty és
Ryerse, 1981). A Tum' mutans tovéabbi jellemzése soran megallapitottak, hogy
hatdsdra a larva keringésében melanizalodott tumorok talalhatok, a keringd
vérsejtszam tobbszordsére emelkedik, valamint spontan lamellocita differencialodas
jatszodik le (Silvers és Hanratty, 1984; Hanratty és Dearolf, 1993). Hanratty és
Dearolf azt is megallapitottak, hogy a Tum' mutacio allélikus a hopscotch génnel
(Hanratty és Dearolf, 1993). A hopscotch (hop) gén a Drosophila Janus-kinazat
(JAK) kodolja, mely a JAK/STAT jelatviteli ut tagja, €s szamos fejlodési folyamathoz
elengedhetetlen (Binari és Perrimon, 1994; Fossett, 2013). A vérsejtképzés soran a
JAK/STAT szignalizacionak kettds szerepe van; egyarant fontos a vérsejt-
differencialodas aktivalasaban (Luo és mtsai., 1995) és szuppresszalasaban (Makki és
mtsai., 2010). A Tum' (hop™™) mutéciot jelenleg is rutinszerlien hasznaljak a vérsejt-
differencialodas vizsgalatdhoz (Bina és mitsai., 2010; Fossett, 2013; Bausek és
Zeidler, 2014). A laboratoriumunkban végrehajtott kisérletekhez egy altalunk
1étrehozott, homozigodta életképes hopTum mutans vonalat hasznalunk.

Elisabeth Gateff 1977-ban hozta létre az lethal(3)malignant blood neoplasm!
(I8)mbn?) funkciovesztéses mutaciot (Shrestha és Gateff, 1986). A koédold gén
jellemzése soran megallapitottak, hogy az emberi citokeratinokhoz hasonlo
ismétlédéseket tartalmaz (Konrad és mtsai., 1994). Az |(3)mbn! mutacié homozigéta
formaban a larva stddium megnyuldsahoz, majd baballapotban letalitashoz vezet
(Shrestha és Gateff, 1986; Konrad és mtsai., 1994). A mutans larvaban nagyméretii,
vérsejtekbdl allo melanizalt tumorok figyelhetok meg. A keringd sejtek szdma tobb
nagysagrenddel magasabb, mint a vad tipusu larvdkban, és nagy szamban

differencialodnak lamellocitak is (Konrad és mtsai., 1994). Ezen tulajdonsagai miatt
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az 1(3)mbn’ mutans rendkiviil hasznosnak bizonyul, amikor a kisérletek soran
nagyszamu vérsejtre, vagy lamellocitara van sziikség (Kurucz és mtsai., 2007b, Honti
¢és mtsai., 2009)

A transzgenikus rendszerek (példaul GAL4/UAS) térnyerésével lehetéség
nyilt arra, hogy a korabban mar vizsgalt mutans alléleket vérsejtspecifikusan
kifejeztessék. A Dan Hultmark laboratoriumaban 2004-ben elvégzett vizsgalat soran
szamos ilyen faktort vizsgaltak a vérsejtspecifikus Hemese-GAL4 forrassal
tultermeltetve (Zettervall és mtsai., 2004). Az egyik vizsgalt faktor, az anaplastic
lymphoma kinase gén Drosophila ortologjanak (dAlK) konstitutivan aktiv forméaja volt
(UAS-Alk.act). Az Alk jelatviteli ut aktivitasa Drosophilaban a bélrendszer, az izmok,
valamint az idegrendszer fejlédéséhez sziikséges (Lorén és mtsai.,, 2003; Lee és
mtsai., 2003), talmiikodése mind emlésdkben (Morris és mtsai., 1994; Wellmann és
mtsai., 1997), mind ecetmuslicdban (Lorén és mtsai., 2001; Chand és mtsai., 2013)
sejtburjdnzashoz és tumorok kialakuldsdhoz vezet. Az ecetmuslica vérsejtjeiben az
Alk konstitutivan aktiv formdjanak taltermelése a vérsejtszdm novekedését és

lamellocitdk megjelenését indukalta (Zetterval és mtsai., 2004; 9. Abra).

. r“, ;
Ras85D

hep.CA
9. Abra: A hemocitikban (z6ld) kifejeztett faktorok altal kivaltott
vérsejtszam novekedés ¢és lamellocita (piros) differencialédas (Zettervall és
mtsai., 2004). A nyilak plazmatocitakat, a nyilhegyek lamellocitakat
jeldlnek.
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Ugyanebben a munkéaban vizsgaltak a hemipterous (hep) gén funkcionyeréses
alléljat is (UAS-hep.ca). A Hemipterous az emldsok MKK?7 fehérjéjének Drosophila
homolégja, a Jun szignaltranszdukciés kaszkad egyik eleme (Jun-kindz-kindz). Az
ecetmuslicaban a Jun jelatviteli ut fontos szerepet jatszik az embrionalis fejlédésben
(Sluss ¢és Davis, 1997), a stressz-valaszban (Wang és mtsai.,, 2003), valamint az
apoptozis szabalyozasadban (Adachi-Yamada és mtsai., 1999; Moreno és mtsai., 2002).
Ez a jelatviteli ut sziikséges a lamellocitdk képzddéséhez is (Tokusumi és mtsai.,
2009); a Hep konstitutivan aktiv formdjanak vérsejtspecifikus tultermeltetése
lamellocita differencialodast indukal (Zettervall és mtsai., 2004).

Hasonlé megkozelitést — a GAL4/UAS rendszert - alkalmazva Martin
Stofanko és munkatarsai nagyléptékii sziir6vizsgalatot végeztek, amelynek soran
szamos olyan faktort azonositottak, amelyek a larva szesszilis vérsejtképzd
szovetének szerkezetét befolyadsoljak (Stofanko és mitsai., 2008). Az egyik altaluk
azonositott jelolt a charlatan (chn) gén volt. A Charlatan fehérje az ecetmuslica
CoRest epigenetikus represszor-komplexének egy tagja. Azt feltételezik rdla, hogy
olyan gének szabalyozasaban vesz részt, amelyek a lamellocita-képzddés termindlis

1épéseihez sziikségesek (Stofanko és mtsai., 2010).
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2. Célkitiuzések

Kisérleteink soran a kovetkezd célokat ttiztik ki:

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

amelyek részt vesznek a larvalis és adult vérsejtek kialakitasaban.

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

vérsejtkompartmentumok kozott.

3.) Felderiteni az immunvalasz soran differencialodd végrehajto  sejtek

komparmentalis eredetét.

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

plaszticitasért felelds szabalyozo faktorokat.
5.) Létrehozni egy olyan kisérleti rendszert, melynek segitségével a szesszilis

vérsejtképzé kompartmentum részletes szerkezeti analizise in vivo lehetévé valik, és

ennek segitségével jellemezni a szesszilis szovetet alkotd vérsejttipusokat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Drosophila torzsek:

Ore-R: Oregon-R (vad tipus)

HmMI>GFP: w8 Hmid-GAL4,UAS-2xEGFP (Sinenko és mtsai., 2004)
HmI>GFPTYREO: w8 HimiA-GAL4,UAS-2XEGFP; HmiA-GAL4,UAS-2xEGFP
UAS-FLP: y,w,UAS-FLP (Exelixis)

AFG-UAS-GFP: w; Act5C-FRT-y"-FRT-GAL4,UAS-GFP

UAS-2xXEGFP: y,w; UAS-2xEGFP

Dot-GAL4: w; Dot-GAL4 (Kimbrell és mtsai., 2002)

crg-GAL4: w; crq-GAL4 (Olofsson és Page, 2005)

Iz-GAL4: w, P{GawB}” (Crew és mtsai., 1997)

Pxn-GAL4: w; Pxn-GAL4 (Stramer és mtsai., 2005)

eater-GAL4: w; eater-GAL4 (Tokusumi és mtsai., 2009)

R3-HmI>GFP: w8 Hmid-GAL4,NimC1+ UAS-2xEGFP (Honti és mtsai., 2013)
UAS-hep: w; UAS-hep.ca

UAS-Alk: w; UAS-AIK.ACT

UAS-chn: w; P{EP}*™

HmI>GFP; 1(3)mbn'/TM6: HmiA-GAL4,UAS-2xEGFP; 1(3)mbn'/ TM6, Th

atilla™s; [(3)mbn*/TM6: Mi{ET1}atilla"®%**; |(3)mbn’/ TM6, Th)

3.2 Anyagok:

Drosophila Ringer oldat: 7,5g NaCl, 0,35g KCl, 0,21g CaCl,, 1000ml dH,O, pH 7,0
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PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na,HPO,4, 3mM NaH,PO,, pH 7,4

Fed6é médium: 3,6 ml 1M Tris (pH 8,6), 9 ml glicerol, 26,4 ml dH,0O
Dermedé fedé médium: Fluoromount G (SouthernBiotech)

PTU: 1-fenil-2-tiourea (Sigma)

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

DAPI: 4’°,6’-diamidino-2-phenylindole (3mg/ml) (Sigma)

Dichlorvos: 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate (Fluka)

3.3 Ellenanvyaqgok:

Hemese specifikus: 1.2/1 (Kurucz és mtsai, 2003)

L1 specifikus: H10/9, 7A6 és 29D4 keveréke (Kurucz és mtsai, 2007b)
L2 specifikus: 31A4 (Kurucz és mtsai, 2007b)

L4 specifikus: 1F12 (Kurucz és mtsai, 2007Db)

L6 specifikus: H3/E4 (Kurucz és mtsai, 2007b)

H3 specifikus: 4A12 (Kurucz és mtsai, 2007b)

NimC1 specifikus: N1 és N47 keveréke (Kurucz és mtsai, 2007)

C1 specifikus: 12F6 (Willott és mtsai., 1994)

Alexa-488 konjugalt anti-egér-1g (1:1000) (Invitrogen Mol. Probes)
Alexa-568 konjugalt anti-egér-1g (1:1000) (Invitrogen Mol. Probes)
Alexa-633 konjugalt anti-egér-1g (1:1000) (Invitrogen Mol. Probes)

CF-568 konjugalt anti-egér-1g (1:1000) (Sigma)
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3.4 Modszerek:

3.4.1 Ecetmuslica larvak immunindukalasa

A larvak immunindukcidjahoz a Leptopilina boulardi parazitoid darazsfaj
(G486-0s torzsét hasznaltuk. A sejtvonaljeldléses kisérletekben masodik stadiumu
larvakhoz (50 egyed) 5 néstény darazsat tettiink, és a fiolakat 18°C hémérsékleten egy
¢jszakan at inkubaltuk, majd 72 oraval a fert6zést kovetden vizsgaltuk a vérsejteket
(Russo és mtsai,, 1996). A lamellocita-differencialodas  kinetikajanak
meghatarozasdhoz Ore-R legyeket két oran at petéztettiink, majd 72 o6ra mulva
fertdztliik dardzzsal (2 6ran keresztiil). A keringd vérsejteket a fertdzés kozépidejétol
szamitva 1, 3, 5, 8, 12, 16, 24, 48 és 72 oOra utan izolaltuk, minden idépontban

fertdzetlen kontrollok mellett.

3.4.2 Vérsejtpreparatumok készitése
Larvabol:

12 lyukt Hendley-Essex targylemezre lyukanként 30ul, PTU-t tartalmazo
Ringer oldatott cseppentettiink. A larvakat csipesszel a cseppekben tartva,
kutikuldjukat feltéptiik, és enyhe razogatassal kimostuk a vérsejteket.

Kifejlett egyedekbol:

Az éterrel elaltatott adultok potrohanak utols6 szelvényét sebészeti mikroollo

segitségével eltavolitottuk. Az allat torat élezett livegkapillarissal megszurtuk, €s a

kapillarison keresztiil PTU-t tartalmaz6 Ringer-oldattal perfuziot hajtottunk végre.

A cseppben 1évé sejteket 12 lyuku targylemezen (Hendley-Essex HM-101)

tapasztottuk ki 45 percig szobahdmérsékleten, nedves kamraban, ezutan a cseppeket
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eltavolitva a mintdkat acetonnal 6 percig fixaltuk azokban az esetekben, ahol a
vérsejtek nem fejeztek ki fluoreszcens riportert. A GFP-t kifejezd sejtek fixalasa 12

perces, 2%-os paraformaldehides (PBS-ben) kezeléssel tortént.

3.4.3 Kutikula-preparatumok készitése

A larvékat minutia-tik segitségével a boncasztalhoz rogzitettilk, PTU-t
tartalmazé Ringer oldatot cseppentettiink rajuk, majd csipeszek segitségével
poszterior-anterior iranyba felnyitottuk a kutikulat. A felnyitott kutikulat tovabbi
minutia-tiikkel rogzitettik. A bélrendszer és a zsirtest eltavolitasat kdvetden a

preparatumot 2%-0s paraformaldehiddel (PBS-ben) fixaltuk 12 percig.

3.4.4 Immunfluoreszcencia

A fixalast kovetden a mintakat 0,1% BSA (marha-szérumalbumin, PBS-ben
oldva) segitségével telitettiik, majd a mintdkat egy oran keresztiil szobahdmérsekleten
inkubaltuk az elsddleges ellenanyaggal. Az inkubdciot kdvetden a mintat 5 percig
mostuk PBS-sel, harom alkalommal, majd a masodlagos (az els6 ellenanyagot
felismerd, fluoreszcens festékkel jelolt) ellenanyaggal, valamint a sejtmagokat
kiejlol6 DAPI-val (1:400, Sigma) inkubaltuk a mintakat nedves kamraban,
szobah6mérsékleten, 45 percig. Ezutan fedomédiummal (Fluoromount-G,

SouthernBiotech) fedtiik a mintat.

3.4.5 Preparalt vérsejtek fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata

A vérsejtpreparatumokat Zeiss Axioskope 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal

vizsgaltuk. A felvételek elkészitéséhez az Axiovision 2.4 programot hasznaltuk. A
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fluoreszcens szincsatorndkat Adobe Photoshop képkezeld szoftverrel illesztettiik
egymasra.
A konfokalis felvételeket Olympus FV 1000 laser-scanning konfokalis

mikroszkoppal készitettiik.

3.4.6 Drosophila embriok videémikroszképiaja

Az embriok dekorionizalast 50 szazalékos hipoval (Clorox) végeztik. A
dekorionizalast kovetéen iivegalju Petri-csészkbe helyeztiikk az embriokat, melyeket
ezt kovetden bevontunk 10S Voltalef olajjal (VWR). A mikroszképos felvételeket
Olympus cell"R konfokalis mikroszkoppal készitettiik. A kapott képeket Imagel
programmal illesztettik egymasra, a kompozit képekbdl pedig vided fajlokat

készitettiink (Jankovics és Brunner 2006).

3.4.7 A fagocitézis vizsgalata

A vizsgalathoz hoével elolt, TRITC-cel konjugalt Escherichia coli
baktériumokat allitottunk eld, Hedengren és mtsai. 1999-ben leirt modszere alapjan
(Hedengren ¢s mtsai., 1999). A larvakat a kisérleti elrendezéstdl fliggben az
immunindukcio utan 15, 23, illetve 71 oraval a jelolt baktériumokkal injektaltuk, majd
egy ora mulva felboncoltuk (Kurucz et al., 2007a). A kering6 vérsejteket az injektalas

utan egy o6raval izolaltuk.

3.4.8 A larvak immobilizalasa
A larvakat 25 °C homérsékleten 5 percig 25ul - Dichlorvos-t tartalmazo
(Fluka, 1:1000 higitas) - Drosophila Ringer oldatba helyeztiik, majd specialis,

iivegalji miianyag Petri csészékbe vittiik at (Cell E&G). Hogy a larvak mozgasat
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minimalizaljuk, a Petri-csésze aljat képez6 fedélemezt ragasztoval vontuk be. A
ragasztot egy 1m hosszu kétoldala ragaszto csikrol (3M) oldottuk le 80ml heptanban,
majd a szalagot eltavolitottuk. A Petri-csészék elOkészitésekor ezt a ragasztot
rétegeztilk és szaritottuk az tlvegfeliiletre. Annak érdekében, hogy a kitapasztott

larvak ne szaradjanak ki, Voltalef 10S olajat (VWR) pipettaztunk rajuk.

3.4.9 Ellenanyagok elékészitése az in situ immunfestéshez

Az anti-Hemese (1.2), anti-NimC1 (N1+N47), valamint anti CD45 (T2/48,
negativ kontroll) monoklonalis hibridoma feliiliszokhoz masodlagos ellenanyagot
(anti-egér Alexa-633 konjugatum) adtunk, 1:1000 véghigitasban. A Drosophila
specifikus ellenanyag-keverékek eldallitasahoz a keveréket 10 percig inkubaltuk

25°C-on.

3.4.10 Ellenanyagok injektalasa Drosophila larvakba
A harmadik stadiuma larvakat Drosophila Ringer oldattal mostuk, majd
papirvattaval szaritottuk. Elezett iivegkapillaris segitségével 1 pl ellenanyagkeveréket

injektaltunk a larvakba az A6-A7 szelvények kozé (10. Abra).

10. Abra: A Drosophila melanogaster larva injektalasihoz sziikséges
kapillaris paraméterei (A), és egy injektalasrol késziilt mikroszkopos felvétel
(B). Az A6 és A7 a larva abdominalis 6. illetve 7. szelvényét jeloli.
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3.4.11 In situ konfokalis mikroszképia és videémikroszkopia

A larvak in vivo vizsgalatat Leica TCS SP5 II konfokalis mikroszkoppal
végeztik. A kompozit képek eldallitasahoz 15 szeletet rétegeztiink egymadsra az
Image] szoftverrel (maximum intensity stacking). A videdmikroszkopidhoz 5 szeletet
rétegeztiink egymasra minden képkockédhoz. A képkockakat 5 kép/masodperc

sebességgel fliztliink 6ssze az ImagelJ program segitségével.

3.4.12 Keringé vérsejtek immunfluoreszcens festése ellenanyag-keverékekkel
Hibridoma-feliiluszokbol (1.2, NI+N47 illetve T2/48) ¢és masodlagos
ellenyanyagbo6l  (anti-egér CF-568 konjugatum, Sigma-Aldrich) 1000:1 aranya
keveréket allitottunk el6, majd 5 percig szobahén inkubaltuk. Az elOkészitett
vérsejtpreparatumot egy oOrdig inkubaltuk a keverékkel, majd haromszor 5 percig
mostuk PBS-sel. A sejtmagokat DAPI-val jeloltik ki (Sigma-Aldrich). A mintakat
dermedd fedd médiummal fedtiik (Fluoromount-G, SouthernBiotech), és a 3.4.5

fejezetben leirtaknak megfelelden vizsgaltuk.
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4. Eredmények

4.1 A vérsejtkompartmentumok embrionalis eredete
Annak érdekében, hogy az embriondlis vérsejtleszarmazasi vonalakat a
késobbi fejlodési stadiumokban kdvethessiik, 1étrehoztunk egy vérsejt vonalak in vivo

jelolésére alkalmas rendszert, amely megfelel a kovetkezd kritériumoknak:

- a rendszer a vérsejtleszarmazasi vonalakra nézve specifikus

- tartalmaz egy - akar az é16 allatban is kdvethetd- fluoreszcens riportert

- az aktivacigjat kovetden a génexpresszids valtozasoktol fiiggetleniil, konstitutivan
mikodik

- lehetdséget biztosit egyéb transzgenikus elemek aktivalasara is

A felsorolt feltételeket figyelembe véve az Ito és munkatarsai altal leirt

genetikai sejtvonaljel6ld rendszert alkalmaztuk (Ito és mtsai., 1997; 11. Abra).

driver GALA:

b RS 8 L P

11. Abra: A genetikai sejtvonaljel6lé rendszer sematikus &brazolasa. A szovetspecifikus
meghajtoelem (driver-GAL4) mintazatédban kifejez6dé FLP enzim a y* STOP kazettat eltivolitva
aktivalja a konstitutiv GAL4 forrast (Act5C-GAL4), ami rogziti a GFP riporter kifejez6dését
(UAS-GFP).
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A sejtvonaljelold rendszer mukodtetéséhez sziikség volt szdvetspecifikus
aktivitasu GAL4 elemekre. A megfeleld elemek kivalasztasanal fontos szempontként
vettilk figyelembe, hogy egymastol filiggetlen embrionalis vérsejtleszarmazasi
vonalakat tudjuk Kijelolni, és a kijelolt populaciok kozott ne legyen atfedés. Ezért az
irodalmi adatok alapjan kivalasztott, vérsejtekben aktiv GAL4 meghajtd elemet
hordozo Drosophila vonalakat UAS-2XEGFP egyedekkel keresztezve vizsgaltuk a
riporterek kifejezodését. Elézetes fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok utan két
elemet, a crg-GAL4-et és a Dot-GAL4-et jellemeztik részletesen. Az irodalmi
leirasoknak megfeleléen a crg-GAL4 kifejez0dését az embrionalis makrofagokban
figyeltik meg (Olofsson és Page, 2005). A Dot-GAL4 esetében szintén a
hivatkozasoknak megfeleld expresszids mintazatot tapasztaltunk, ebben az esetben az
embrid kdzponti nyirokszervében, valamint a kornyéki idegrendszerben, a

tracheolakban, valamint egyes bélszakaszokban (Kimbrell és mtsai., 2002).

B

Dot>GFP

12. Abra: A crq (A) és a Dot (B) meghajtoelemek embrionalis kifejezédése. A nyilak az
embrionalis makrofagokat, a nyilhegy a kézponti nyirokszervet jelolik. Lépték: 20um.

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a két meghajtéelem
kifejez6dési mintdzata nem fed at egymassal, konfokdlis videdmikroszkopia

segitségével vizsgaltuk a crg-GAL4/UAS-2XxEGFP ¢és Dot-GAL4/UAS-2xEGFP
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allatok riporter expresszidjat az embrionalis fejlédés sordn. A felvételeken
megfigyeltiik, hogy a crg-GAL4-et kifejezd vérsejtpopulacido a fejlodés soran az
embriondlis makrofagokra jellemzd vandorlason esik at, ugyanakkor nem figyeltiink
meg GFP jelet az embrid kozponti nyirokszervében. Ezzel szemben a Dot-
GAL4/UAS-2XxEGFP embriokban kizardlag a néhany sejtbél felépiild embrionalis
kdzponti nyirokszervben azonositottunk GFP pozitiv hemocitdkat, melyek a fejlodo
sziveso anterior végének két oldalan helyezkedtek el, két csomot alkotva.

A sejtvonaljel6ld vizsgalatokat megkonnyitendd eldzetesen létrehoztunk egy
y, W, UAS-FLP; AFG, UAS-GFP homozigoéta torzset, amely meghajtéelem nélkiil a
trachedkhoz asszocial6do, nagyméretli sejtekben mutat hattéraktivitast, azonban a
vérsejtekben egyszer sem tapasztaltunk spontdn GFP kifejezédést. A torzs szdmos
generacion keresztiili fenntartdsa azt is bizonyitotta, hogy a jelold elem aktivitasat
biztositd cisz-rekombinacios esemény a csiravonalban spontan nem kovetkezik be.

Az elkészitett segédtorzsbol szarmazo sziizeket homozigota crq-GAL4 és Dot-
GAL4 himekkel keresztezve olyan larvakat kaptunk, melyek embrionalis
vérsejtvonalai jelolodtek, igy ezeket a larvalis stidiumban vizsgalhattuk.

Az embrionalis makrofag leszarmazasi-vonalat (crg-vonal) kovetve
megallapitottuk, hogy az abbol szarmazo sejtjek a larva keringésében és szesszilis
szovetében egyarant megtalalhatoak. A larva kézponti nyirokszervében azonban nem
talaltunk GFP pozitiv sejteket, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy az embrionalis
makrofag-vonal a kdzponti nyirokszerv Kialakitasaban a larvalis stadiumok soran sem

vesz részt (13. Abra).
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Keringés Szesszilis szovet Kozponti nyirokszerv

'S

X

crq>Act>GFP crq>Act>GFP crq>Act>GFP

13. Abra: A crq leszdrmazasi vonal sejtjei (zold) a larvalis vérsejtkompartmentumokban. A
hemocitakat Hemese markerre specifikus ellenanyaggal (piros) jeldltik ki. A nyilak a jelolt
sejtvonalbdl szarmazo hemocitakra mutatnak. Lépték: 20pm.

Megvizsgaltuk a crg-vonalbol szarmazo effektor sejttipusokat is. A
plazmatocitdkat bekebelezd képességiik alapjan jeldltiikk ki: a vonaljeldlt larvakat
hovel elolt, TRITC konjugalt E. coli baktérium szuszpenzioval injektaltuk, majd egy
ora elteltével vérsejteket izolaltunk beldliik. A kristalysejtek azonositdsdra a
profenoloxidazt felismerd C1 ellenanyagot alkalmaztuk. Megallapitottuk, hogy mind
plazmatocitak (fagocitalo sejtek), mind kristalysejtek (C1 markert kifejezé hemocitak)

megtalalhatok a GFP pozitiv sejtek kozott (14. Abra).

Keringés Szesszilis szovet

crq>Act>GFP. crq>Act>GFP
14. Abra: A crq leszarmazasi vonalbél (zold) szarmazé effektor sejttipusok a keringésben és a
szesszilis vérsejtképz0 szovetben. A nyilak plazmatocitikra, a nyilhegyek kristalysejtekre
mutatnak. Lépték: 20pm.

crq>Act>GFP

Az embrionalis kozponti nyirokszerv leszarmazasi vonal (Dot-sejtvonal)
vizsgélata a larvaban megerdsitette a crg-sejtvonaljeldléssel kapott eredményeinket: a
jelolt sejtek kizarolag a larva kozponti nyirokszervének kortikalis zoéndjaban, a

poszterior szignalizacidés kozpontban, valamint a mésodlagos lebenyekben és az
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azokat egymastol elvalaszto perikardialis sejtekben fordultak eld. Jelolt sejteket sem a
keringésben, sem a szesszilis szovetben nem talaltunk (15. Abra). Ezen eredmények
fényében  megallapithato, hogy a  kOzponti  nyirokszerv. ~a  tobbi

vérsejtkompartmentumtol elszigetelten fejlodik.

Keringés Szesszilis szovet Kdzponti nyirokszerv

s
U _—r

'-1‘(;,.:« =
Dot>Act>GFP Dot>Act>GFP Dot>Act>GFP -
15. Abra: A Dot leszarmazasi vonal sejtjei (zo1d) a larvélis vérsejtkompartmentumokban. A nyilak
a kozponti nyirokszerv kortikalis zonajaban és masodlagos lebenyeiben talalhato vonaljeldlt sejtekre

mutatnak. A hemocitakat Hemese markerre specifikus ellenanyaggal (piros) jeloltikk ki. Lépték:
20um.

Annak érdekében, hogy megértsik a kompartmentumok szerepét az
immunindukcid soran lejatszodo védelmi reakcioban, Leptopilina boulardi parazitoid
fiirkészdarazsakkal fertéztiink masodik stadiumu crg-, valamint Dot-sejtvonaljelolt
larvakat, majd 72 oraval a fertézést kovetden megvizsgaltuk keringé vérsejtjeiket. A
crg-sejtvonaljelolt allatokban megfigyeltink GFP-t kifejezd tokképzd sejteket
(lamellocitakat), amelyek kifejezték az L1 és L6 lamellocita specifikus markereket;
amibdl arra kovetkeztettiink, hogy az embrionalis makrofag sejtvonal részt vesz ezen
specializalt sejttipus képzésében, tehat a tokképzd sejtek nem kizardlagosan a
kozponti nyirokszervbél szarmaznak (16. Abra, A).

A parazitdlt Dot-sejtvonaljelolt larvak keringésében - a naiv allatban
tapasztaltakkal ellentétben - jelen voltak GFP pozitiv vonaljellt sejtek, melyek kozt
megfigyeltiink fagocitalo plazmatocitakat, valamint kisméretli, a pan-hemocita
Hemese markert kifejezd, azonban minden specifikus markerre nézve negativ, nem

fagocitalo sejteket, amelyekrdl feltételezziik, hogy a kozponti nyirokszervbol
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szarmazo prekurzor sejtek. Mindezek mellett a GFP pozitiv keringd sejtpopulacidoban
azonositottunk L1 és L6 markereket kifejezé lamellocitékat is (16. Abra, B). Ezek
alapjan megallapitottuk, hogy a kozponti nyirokszerv ugyan az allat zavartalan
fejlédése soran nem vesz részt a keringd sejtek képzésében, azonban immunindukciot
kovetéen a szerkezete felbomlik, és a kortikalis zoénaban képzddé effektor sejtek

bejutnak a larvak hemolimfajaba.

A

L1
crq>Act>GFP
3

8 ¢

>

L1
Dot>Act>GFP

16. Abra: A crq (A) és Dot (B) leszarmazasi vonalbol (zold) differencialodo effektor sejtek. A
fagocitalo sejteket TRITC-jelolt baktériumokkal (piros), a lamellocitdkat L1 és L6 lamellocita
markerekre specifikus ellenanyagokkal (fehér) jeloltiik ki. A nyilak lamellocitakra, a nyilhegyek
plazmatocitakra mutatnak, a csillaggal a prekurzor sejteket jeldltiik. Lépték: 20um.

4.2 A larva vérsejtjeinek plaszticitasa

Kisérleteinkbdl egyértelmlien kideriilt, hogy lamellocitdk a kdzponti
nyirokszerven kiviil is differencialodnak. Mivel a keringésben és a szesszilis
szovetben mindeddig nem sikeriilt kimutatni olyan vérsejteket, melyeket funkcio,

morfologia vagy marker-kifejez6dés szempontjabol progenitor hemocitaknak
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nevezhetnénk, feltételeztilk, hogy a lamellocitdk effektor iranyba -elkotelezett
sejtekbdl is kialakulhatnak. Ezért megvizsgaltuk a naiv larvakban is differencialodo
plazmatocitak, illetve és kristalysejtek plaszticitasat — a lamellocita iranyba torténd

atalakulésra valo képességét.

4.2.1 A plazmatocitak plaszticitasa

A parazitoid darédzs altali indukciora bekovetkez6 lamellocita differencialodas
vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy immunindukalt, plazmatocita-specifikus riportert
(HmI>GFP) kifejezé larvakbol szarmazo vérsejtpreparatumokban a lamellocita-
markereket expresszalo sejtek egy része halvany GFP fluoreszcenciat mutat. Mivel ez

az in vivo marker az érett lamellocitakban nem fejez6dik ki, feltételeztiik, hogy a

megfigyelt  sejtek  olyan  eldalakokbol

kerek

differencialodtak, melyekben a GFP expresszio

5h “

aktiv volt, majd lecsengett.

Annak érdekében, hogy a tokképzo
diszkoidalis
sejtek  differencialodasat  részleteiben s

16h

megértsiik, funkcionalis és markerkifejez6dési

vizsgalatokat  végeztiink immunindukalt

elongalt ey
larvakban. A kisérletekhez négy lamellocita- 'f"
specifikus (L1, L2, L4, L6), valamint egy | 72h .
plazmatocita-specifikus ~ (NimC1)  marker \

expressziojat kovettiik végig az | 17. Abra: Az L4 lamellocita specifikus
markert  kifejez6  sejtek  (piros)
morfologiaja az immundukciot

immunindukciot kovetd els6 72 Ordban. N re ian .
kovetéen. Az 5 oras idOpontnal egy

] ) ) ) kerek sejtet, a 16 orasnal egy
Szinkronizalt, masodik stddiuma  Ore-R | diszkoidalis lamellocitat, a 72 orasnal

pedig egy elongalt lamellocitat
larvakat  Leptopilina boulardi parazitoid | tintettink fel. Lépték: 20pum.
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fiirkészdarazsakkal fertztiink, majd az immunindukcioétdl szamitott 1., 3., 5., 8., 12,
16., 24., 48. ¢és 72. orat kovetden jellemeztik a keringd vérsejteket. Az indukcidt
koveté 3. ordban a keringd sejtek 95%-a kifejezte a NimC1 markert (18. Abra, A5),
azonban lamellocitaspecifikus antigénkifejez6dést ebben az id6pontban nem
tapasztaltunk, eltekintve az L4 marker minden vérsejtre jellemzd gyenge
expresszidjatol (18. Abra, A3). Az 5. 6raban a kis, kerek, plazmatocita morfologiaju
sejtek egy része mar kifejezte az L1 és L4 markereket (18. Abra, B1 és B3). Nyolc
oraval a fert6z¢s utan a sejteknek mar tobb mint 80%-a erdsen kifejezte az L4 markert
(18. Abra, C3). Ugyanebben az idépontban a hemocitak 25%-a az L1 markerre nézve
volt pozitiv (18. Abra, Cl1). A fertdzést koveté elsé 8 oraban morfologiai
szempontbol a lamellocita markereket kifejezd sejteket nem lehetett elkiiloniteni a
plazmatocitaktol. A vizsgalat 16. orajaban a keringé sejtek kozott megjelentek a
plazmatocitaknal kiteriiltebb sejtek, melyeket diszkoidalis vérsejteknek neveztiink el
(17. Abra; 18. Abra, E sor). Ezen sejtek mind az L1, mind az L4 markereket
kifejezték (18. Abra, E1 és E3), valamint ezen a sejttipuson figyeltik meg eldszér az
L2 marker kifejez6dését (18. Abra, E2). Ekkor mar talaltunk a keringésben olyan
terminalisan differencialédottnak latszo (elongalt) lamellocitakat is, amelyek az L6
markert is kifejezték (18. Abra, E4). A 16 és 24 6ras vizsgalati pontok kozott az
elongalt lamellocitak szamaranya megnott. Ezek a sejtek az L1, L2 és L4 lamellocita
markereket kifejezték, illetve ezeknek a sejteknek egy része L6 expressziot is mutatott
(18. Abra, F sor). Az immunindukcié utan 48 oraval a diszkoidalis morfologiaji
sejtek aranyanak jelentSs csokkenését figyeltiik meg (18. Abra, G sor). Ezek a sejtek
az indukciotdl szamitott 72 orénal teljesen eltlintek a keringésbdl. Ebben az

idépontban az elongalt lamellocitak (17. Abra) mindegyike kifejezte az L1, L2, L4 és

L6 markereket (18. Abra, H sor; 19. Abra).
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19. Abra: Az immunindukciot kdvetden lamellocita-specifikus markereket (kék, piros, sarga, zold)
¢és plazmatocita-specifikus markereket (lila, bordo) kifejez6 sejtek szazalékos aranya az Gsszes
keringd vérsejtre vonatkoztatva.

Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a lamellocitdk egy
tobblépéses, morfologiai ¢és funkciondlis 4talakulason keresztiill jutnak el a
terminalisan differencialodott allapotba.

Mivel a korai idépontokban megfigyelt, lamellocita markereket kifejezd sejtek
morfologiai sajatsagaikban plazmatocitakra emlékeztettek, megvizsgaltuk, hogy ezek
a korai alakok képesek-e a mikrobak fagocitozisara. Masodik stddiumt larvakat
immunindukaltunk parazitoid darazsakkal, majd az indukci6 utan megvizsgaltuk a
lamellocita markereket kifejezd sejtek fagocitald képességét oly modon, hogy hovel
elolt, TRITC konjugalt E. coli baktérium szuszpenziot injektaltunk a larvakba.
Megéllapitottuk, hogy 16 oraval az immunindukcié utdn az L1 és L4 markereket
kifejez6 kis kerek sejtek, valamint az L1, L2 és L4 markereket kifejezd diszkoidalis
sejtek is képesek a fagocitozisra. Az indukcidt kovetd 24. draban a keringésben jelen

1év6, elongalt lamellocitak azonban nem kebelezték be a jelolt mikrobakat (20. Abra).
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16h

24h

20. Abra: A lamellocita markereket kifejezé (z0ld) és a pirossal jelolt E. coli baktériumot
fagocitald atmeneti sejtalakok 16 és 24 o6raval az immunindukciot kovetden. A nyilak kis kerek
sejtekre, a nyilhegyek diszkoidalis sejtekre mutatnak, csillagokkal az elongalt lamellocitakat
jeloltiik. Lépték: 20pum.

Ezen eredmények arra utaltak, hogy a plazmatocitak egy része - atmeneti
alakokon keresztiil - lamellocitava differencialodik. Ahhoz, hogy a leszarmazasi
kapcsolatot kozvetleniil igazoljuk, a korabban hasznalt sejtvonaljelolé rendszer
segitségével irreverzibilisen kijeloltik a plazmatocita leszarmazéasi vonalat.
Meghajtoelemnek ebben az esetben a plazmatocitdkra jellemzd eater-GAL4
(Tokusumi és mtsai., 2009) és Pxn-GAL4 (Stramer és mtsai., 2005) forrasokat
hasznaltuk. Errél a két meghajtoelemrdl irodalmi forrasok, valamint sajat
tapasztalataink alapjan tudtuk, hogy a lamellocitdkban nem fejez6dnek ki.
Immunindukciét végeztiink Pxn>GFP (Pxn-GAL4/+, UAS-GFP/+) és eater>GFP
(eater-GAL4/+, UAS-GFP/+), valamint Pxn-vonaljelolt (FLP/+, Pxn-GAL4/AFG) és
eater-vonaljelolt (FLP/+, eater-GAL4/AFG) masodik stadiumu larvakon. A keringd
vérsejteket 72 oraval az indukciot kovetden vizsgaltuk a lamellocitdkra specifikus L1
marker immunfluoreszcens jelolésével. A Pxn>GFP ¢és eater>GFP larvak
keringésében talalt lamellocitadk az eddigi tapasztalatainknak megfeleléen nem
fejezték ki a plazmatocitakra jellemzé GFP-t (21. Abra, baloldali oszlop), azonban a

Pxn és eater sejtvonaljelolt larvakbol izolalt lamellocitak egy része igen; a Pxn-
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vonaljelolés esetében a lamellocitak 46%-a, az eater-sejtvonaljelolésnél pedig azok

36%-a bizonyult GFP-pozitivnak (21. Abra, jobboldali oszlop).

Nem sejtvonaljeldlt Sejtvonaljelolt
: " g .o -, o ¥V
y &3 R PR
. L\ ! :
Px>GFP — | eater>GFP — Wl Pxn>act>GFP - | eater>act>GFP

21. Abra: A jobboldali oszlopban a plazmatocita leszarmazasi vonalbdl (zold) szarmazod
lamellocitak (piros) lathatok. A baloldali oszlopban a plazmatocita specifikus meghajtoelemek
(Pxn>GFP és eater>GFP) kifejez6dése figyelhetd meg, sejtvonaljel6lés nélkiil. A nyilhegyek
lamellocitakat, a nyilak pedig plazmatocita-eredetii lamellocitakat mutatnak. Lépték: 20um.

"o

Ezen eredmények megerdsitették korabbi feltételezéseinket, melyek szerint a
lamellocitak egy része plazmatocitakbol differencialodik. A differencialédas soran
tapasztalhatd markerexpresszios valtozasok arra utalnak, hogy a plazmatocitdk
lamellocitava torténd atalakuldsuk soran génexpresszids valtozadsokon esnek at. Ezen

valtozasok egy része feltehetdleg a fagocita funkcid megsziinésével, és a tokképzo

funkcio megjelenésével all kapcsolatban.

4.2.2 A Kkristalysejtek plaszticitasanak vizsgalata
Az eloz6 fejezetben leirt kisérletek egyértelmlien bizonyitjak, hogy a
plazmatocita leszdrmazasi vonal sejtjei differencidlodasi plaszticitast mutatnak.

Stofanko ¢és munkatarsai megerdsitették eredményeinket: a larvalis keringd
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vérsejteket In vitro  koriilmények kozott fenntartva spontan  lamellocita
differencidlodast tapasztaltak, marpedig jelen ismereteink szerint a keringésben
kizarolag differencidlodottplazmatocitak és kristalysejtek talalhatok. Eredményeik
szerint azoban a kristalysejtek nem mutatnak a plazmatocitakra jellemzd plaszticitast.
A publikacioban a kristalysejteket 1z-GAL4 meghajtoelemmel jelolték ki, és ezt a
meghajtoelemet hasznaltak olyan UAS-transzgének kifejeztetésére, melyek a
plazmatocitdkban lamellocita irdnyu transzformaciét indukaltak (Stofanko és mitsai.,
2010).

Azért, hogy a kristalysejt vonal differencidlodéasi potencialjat felderitsiik,
megvizsgaltuk, hogy a teljes lz-sejtvonal rendelkezik-e a plazmatocitakéhoz hasonld
plaszticitassal. A 1z-GAL4 meghajtoclem segitségével sejtvonaljeldlést végeztiink, és
az eldallitott 1z-GAL4/FLP, AFG/+ genotipust larvakat parazitoid darazzsal fertztiik.
Az immunindukciot kovetd 72. oraban vizsgaltuk a keringd vérsejteket, és
megallapitottuk, hogy a lz-sejtvonalat alkoto sejtek kortilbeliil egy ezreléke fejezte ki
a lamellocitakra jellemz6 L1 markert (22. Abra). Mivel ezek a sejtek nem mutattak
lamellocitakra jellemzé morfologiai sajatsagokat (22. Abra, keret), agy gondoljuk,

hogy a lz-sejtvonalbdl immunindukciot kovetéen nem differencialodnak lamellocitak.

Kontroll

1z>Act>GFP 1z>Act>GFP

22. Abra: A lz-sejtvonaljelolt larva keringése 72 o6raval immunindukciot kovetéen. A
lamellocitakat L1 specifikus ellenanyaggal (piros) jeloltiik meg, a GFP jel (zold) a vonaljelolt
sejtekben lathato. A keretben egy lz-sejtvonalbdl szarmazd, L1 markert kifejezé sejt 1athato.
Lépték: 50um.
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Mivel a tumoros mutansokban szinte minden esetben megfigyelheté spontan
lamellocita differencialédas (Rizki, 1979; Konrad és mtsai., 1994; Luo és mtsai.,
1995), megvizsgaltuk, hogy a tumorok indukalta lamellocitak kozott talalhatok-e
olyanok, amelyek a lz-sejtvonalbol szarmaznak. Ehhez keresztezéssel UAS-FLP, Iz-
GAL4/hop™™; AFG/+ genotipusi larvékat hoztunk létre, melyekbdl vérsejteket

izolaltunk. A vérsejteket az L1 lamellocita-specifikus markerrel jellemeztiik.

Kontroll

Iz>Act>GFP Iz>Act>GFP
23. Abra: A lz-leszarmazasi vonal sejtjei (zold) a hop'™ larvak keringésében. A lamellocitakat L1-
specifikus ellenanyaggal (piros) jeloltiik. A nyil egy L1 pozitiv, 1z-vonaljelolt sejtet mutat. Lépték:
50um.

A mintakban megemelkedett vérsejtszamot, valamint lamellocitékat figyeltiink
meg, azonban a lz-sejtvonaljeldlt sejtek szama nem valtozott a kontroll larvakéhoz
képest. Az immunindukci6 esetében tapasztaltakhoz hasonldan az L1 markert kifejez6
sejtek kevesebb, mint egy ezreléke szarmazott a lz-sejtvonalbél (23. Abra). Ezek
alapjan megallapitottuk, hogy a lz-sejtvonal sem immunindukcié hatdsara, sem a

T vérsejttumoros hattéren (@ JAK/STAT utvonal konstitutiv aktivalasanak

hop
hatasara) nem képes lamellocita iranyu differencialodasra.

Mivel sem parazitoid darazs altal kivaltott immunindukci6, sem a hop™"
mutacié nem indukalt lamellocita differencialodast a Iz-sejtvonalbol, megvizsgaltuk,
hogy ezen sejtvonal sejtjei teljes mértékben elkotelezddtek-e a kristalysejt iranyba,

vagy a lamellocita irdnyl transzformacidjuk specifikusan kifejeztetett transzgének

hatasara indukalhato.
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Kisérleteinkben harom olyan transzgént vizsgaltunk meg - az UAS-Alk.act, az
UAS-hep.ca és az EP[chn] elemeket - melyeknek a vérsejtdifferencialodasra
gyakorolt hatdsat mar korabban leirtak (Zettervall és mtsai., 2004; Stofanko és mtsai.,
2010; részletesen ismertetve az 1.2.5.3 fejezetben).

Keresztezéssel olyan larvakat hoztunk 1létre, amelyek a sejtvonaljeldld
rendszeren kiviil tartalmaztdk a vizsgalni kivant transzgéneket is. Ezen larvakbol
vérsejteket izolaltunk, és az L1 lamellocita markerre specifikus ellenanyaggal indirekt
immunfluoreszcens festést végeztiink. Az UAS-FLP, 1z-GAL4/+; AFG/UAS-Alk.act
larvak keringésében a kontrollhoz (UAS-FLP, 1z-GAL4/+; AFG/+) képest a lz-
sejtvonalat alkotd sejtek szamanak novekedését figyeltik meg, ami az Alk
vérsejtproliferativ hatasaval magyarazhatd. A kering6 sejtek kozott megfigyeltiink L1
markert kifejez6 lamellocitakat is, melyek egy része a lz-sejtvonaljel6lésre specifikus
GFP jelet is hordozott (24. Abra). Az lz-sejtvonaljelslt sejtek szamanak novekedését,
valamint lamellocitak differencialodasat az UAS-FLP, 1z-GAL4/+; AFG/UAS-hep.ca
genotipust larvakban is megfigyeltiik. Jelentds kiilonbséget taldltunk azonban a
lamellocitak eredetében: ezen larvakban a lamellocitak talnyomo tobbsége (81%-a) a
Iz-sejtvonalbdl szarmazott (24. Abra). Az UAS-FLP, Iz-GAL4/+; AFG/EP[chn]
harmadik stadiuma larvak esetében a lz-sejtvonaljeldlt vérsejtpopulacio szambeli
valtozast nem mutatott a kontrollhoz képest, viszont ebben a genotipusban is
lamellocitdk képzddését figyeltik meg. Az elézdleg bemutatott transzgénekkel
szemben azonban a lamellocita differencialodas teljes mértékben a lz-sejtvonalra

korlatozodott (24. Abra).

57



Eredmények

1z>Act>GFP

UAS-Alk.act

1z>Act>GFP 1z>Act>GFP

24. Abra: Lamellocitak differencialodasa sejtvonal-specifikusan kifejeztetett transzgének hatasara.
A lz-leszarmazasi vonal sejtjei zold fluoreszcencia alapjan azonosithatok, mig a lamellocitakat L1-
specifikus ellenanyaggal (piros) jeloltik. A nyilak a lz-leszarmazasi vonalbdl differencialodott
lamellocitakat, a nyilhegyek a Iz-vonaltdl fiiggetlen lamellocitakat mutatjak. Lépték: S0um.

Eredményeink fényében megallapitottuk, hogy a korabban leirt, lamellocita-
differencidlodast indukalo transzgének (Zettervall és mtsai., 2004; Stofanko és mtsai.,
2010) a lz-leszarmazasi vonalban is eldsegitik a tokképzé sejtek képzodését. Az Alk
aktivalt formajanak kifejeztetése esetén ezen felil olyan lamellocitdkat is
megfigyeltiink, melyek nem a lIz-sejtvonalbol szarmaztak. Ez az eredmény a
vérsejtképzés szabalyozasanak egy nem sejt-autonom szintjére utal; az Alk-ot kifejezo

sejtek egyéb sejtvonalak differencialodasi folyamataira is hatassal vannak.

4.3 A vérsejtleszarmazasi vonalak sorsa a babban és a kifejlett egyedben
A babozddassal jard szoveti atrendezddés a vérsejtképzd kompartmentumokat
is érinti. A kozponti nyirokszerv kortikdlis zoénija megduzzad, medullaris zéndja

pedig eltiinik, ami arra utal, hogy az ott talalhat6 progenitor sejtek effektor iranyba
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differencidlodnak. A sejtek ezt kdvetden
elhagyjak a kozponti nyirokszervet,
maguk utdan hagyva az iires bazalis
membrant (Grigorian és mtsai., 2011).
Mivel a larvalis
vérsejtkompartmentumok  koziil ezt a
szervet jellemezték egyediil a bab-allapot

soran, kivancsiak voltunk, hogy a

25. Abra: A szesszilis szovet (zold)
atrendez6dése a larva-bab-adult atmenet
soran. A nyilak a szesszilis szovetet jelolik.

keringés és a szesszilis szovet milyen

atrendezodésen megy keresztiil ebben a

fejlodési  szakaszban, és hogy milyen szerepet jatszik a kifejlett allat
immunrendszerének kialakitisdban (25. Abra).
A bab vérsejtjeinek alaktani jellemzése soran megfigyeltiik, hogy a hemocitak

nem a larvara jellemz0 kerek morfologiat mutatjdk, hanem a kitapadt sejtek kérvonala

egyenetlen, és alakjuk  kissé
megnyalt (26. Abra, Larva és
Bab). Jellemz6 tovabba, hogy
membrannal hatérolt vezikulumokat
tartalmaznak (26. Abra, keret).

Ilyen vezikulumok a hemolimfaban

szabadon is megtalalhatok, és

vérsejtekre specifikus markereket -

H3-at, NimC1-et, valamint az adult
26. Abra: A keringd vérsejtek (piros) morfologiai
vérsejtekre  jellemzé6  Adl-et - valtozéasai a larva-bab-adult atmenet soran. A fehér
keretben egy Adl pozitiv vezikulum lathato.

hordoznak.
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A larvalis életszakasz végén - ha elhanyagolhatd szamban iS - spontan
lamellocita differencialodas kovetkezik be (Rizki, 1957). Mivel kivancsiak voltunk az
igy létrejovo tokképzd sejtek sorsara, a mar bemutatott sejtvonal jelold rendszert
lamellocita-specifikus GAL4 forrassal (msn-GAL4) kombinalva kijeloltik ezt a
leszarmazasi vonalat. Megfigyeltiik, hogy a babban ritkan el6forduld lamellocitdk a
babozodast kdvetd 24. draban mar nem talalhatok meg. Ebbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a tokképzé sejtek valdszinlileg nem vesznek részt a bab fejlédése soran

lejatszodo szoveti atrendezddésben.

27. Abra: A szesszilis szovet strukturajanak megvaltozasa HmI>GFP babokban kozvetleniil,
illetve 8, 38 és 96 oraval a babozodas utan.

Hogy felderitsiik a szesszilis szovet bab stadiumban bekdvetkezd valtozasait,
HmI>GFP genotipusu friss fehér babokat szinkronizaltunk: a babképzddést kovetden
azonnal legy(ijtottiik a babokat, majd epifluoreszcens sztereomikroszkdp segitségével
két oranként felvételeket készitettiink roluk. Megfigyeltiik, hogy a bab-allapot elsé 8
orajaban a szesszilis szovetnek a larvara jellemz6 savozott mintazata felbomlik (27.
Abra, Oh és 8h), a GFP-t kifejezé vérsejtek pedig szabadon keringenek a bab
hemolimféjaban.

Ebben a fejlédési stadiumban a babozodastol szamitott 38. 6rdig csak elszort

vérsejteket figyelhetiink meg, azonban azt tapasztaltuk, hogy a késdbbiekben a
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vérsejtek a szivesd koré csoportosulnak (27. Abra, 38h). Ez a mintazat a bab
fejlddésének eldrehaladtaval fokozatosan eltlint, a 96 6ras bab pedig mar a felndtt
allatokra jellemzd vérsejtlokalizaciét mutatott: a vérsejtek a potroh hati oldalan
elszorva helyezkedtek el, a hasi oldalon pedig egyetlen hosszanti savot alkottak (27.
Abra, 96h).

Miutan a larva-bab-adult 4&tmenet sordn anatémiai szempontbol jellemeztiik a
vérsejképzé kompartmentumok fejlodését, a leszarmazasi vonalak kovetésével is
megvizsgaltuk az egyes larvalis kompartmentumokbdl szdrmazd vérsejtek sorsat.
Ehhez a 4.1 fejezetben ismertetett modon a kozponti nyirokszervet a Dot
meghajtéelemmel, mig a keringést és szesszilis szdvetet a crq meghajtoelemmel
jeloltiik ki. A bab vérsejtjeit kiilonb6z6 idépontokban izolaltuk, és egy panhemocita
marker (H3) segitségével vizsgaltuk. Megfigyeléseinket korai (<1 napos) illetve kés6i
(3 napos) babban, valamint kifejlett adultokon végeztiik. Azt tapasztaltuk, hogy a Dot-
¢és crg-sejtvonalak sejtjei mind a kiilonb6zé stadiuma babok, mind az adult
keringésében jelen vannak (28. Abra), ami arra utal, hogy az adult vérsejtjeinek

differencialodasaban mindharom larvalis vérsejtkompartmentum részt vesz.

A

Korai bab Késdi bab

crq>Act>GFP crq>Act>GFP crq>Act>GFP
Korai bab Keéséi bab

B

Dot>Act>GFP Dot>Act>GFP & Dot>Act>GFP
28. Abra: A crq (A) és Dot (B) leszarmazasi vonal vérsejtjei (z61d) a korai bab, a késéi bab és az
adult keringésében (piros). A nyilak a sejtvonaljeldlt hemocitdkra mutatnak. Lépték: SOum.
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4.4 A szesszilis szovet vizsgalata él6 larvakban: in vivo immunfluoreszcian

alapulé modszer fejlesztése

Mind az irodalmi adatokbdl (Stofanko és mtsai., 2008; Markus és mitsai.,

2009; Honti és mtsai., 2010, Makhijani és mtsai., 2011), mind a dolgozatban eddig

bemutatott eredményekbdl egyértelmiien kideriil, hogy a szesszilis vérsejtképzo

szovet fontos szerepet jatszik az immunvalaszban. A szdvet tovabbi jellemzését

azonban rendkiviil megneheziti annak fizikai behatasokra valo érzékenysége. Ezért

szerettiink volna kifejleszteni egy modszert, amely lehetGséget biztosit a szesszilis

szovet in situ vizsgalatara, valamint annak részletes, vérsejt tipusokra specifikus

markerekkel torténd immunolégiai jellemzésére.

Els6ként a larvak  stabil -  és

visszafordithato- immobilizalasat kellett
megoldanunk. Erre ugyan a szakirodalom szamos
lehet6séget vet fel (pl. szén-dioxid, hiités,
mikrofluidikai chip-ben torténd fizikai rogzités),

azonban ezek kivitelezése technikailag nehézkes.

Kisérleteinkben a Dichlorvos bénitod
hatasat hasznaltuk ki. A Dichlorvos (2,2-
dichlorovinyl ~ dimethyl  phosphate)  egy

sz¢éleskorben elterjedt rovarirté szer, mely az
acetilkolin-észteraz enzimet gatolva bénitja meg
Elokisérleteink

az allatokat. alapjan
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megallapitottuk, hogy a Dichlorvost Drosophila Ringer oldatban 1:1000 higitasban
alkalmazva 10 perces kezelést kovetden az allatok reverzibilisen, hozzavetélegesen 45
percre megbénulnak.

Vizsgalatainkhoz HmI>GFPTR®  genotipusti  larvakat immobilizaltunk
Dichlorvos oldatban, majd a mozdulatlan larvdkat ragasztoval eldkezelt
iiveglemezalju milanyag Petri-csészékre ragasztottuk. A kiszaradést elkeriilendd a
larvakra Voltalef 10S olajat rétegeztiink (29. Abra). Az igy eléallitott mintakat
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Az eldkészitett larvakrol nagy felbontasu, 15
mélységi rétegbdl allo Z-projekcidkat készitettiink. Ezt kdvetden 6t mélységi szeletbol
allo videofelvételeket készitettiink az immobilizalt larvak vérsejtjeirdl. A felvételek
kiértékelésekor megfigyeltiik, hogy a larvak az immobilizalds ellenére kismértékben
mozogtak, a szivesé pulzalt, amelyek bizonyitottak, hogy a larvak a vizsgalat soran
¢letben voltak. A mozgas mértéke a felvételek kiértékelhetdségét nem befolyasolta. A
felvételek ravilagitottak arra, hogy a keringés és a szesszilis szovet kozott folyamatos
sejtmozgas torténik; a két vérsejtképz0 kompartmentum nem izolalhatd egymastol.

Ezutan a szesszilis kompartmentumot alkotd vérsejtpopulacidkat vizsgaltuk
meg a transzgenikus riporter-konstrukciok, valamint a laboratériumunkban
azonositott immunolodgiai markerek segitségével. Mivel az eddig hasznalt kisérleti
modszert (a larvak felboncolasat és fixalasat) a szesszilis szovetben okozott roncsolas
miatt elvetettiik, felvazoltunk egy 0j kisérleti munkafolyamatot, mely a kovetkezo

1épésekboal all:
1.) Vérsejtspecifikus antitestbél és az arra specifikus, fluoreszcensen jeldlt

masodlagos ellenanyagbol keveréket hozunk 1étre.

2.) Az cllenanyag keveréket a larva testiiregébe injektaljuk.
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3.) Az injektalt larvakat Dichlorvos oldatban immobilizaljuk.
4.) Az immobilizalt larvakat {ivegalju Petri-csészére ragasztjuk, majd Voltalef olajjal
lefedjiik.

5.) Az elkészitett mintakrol konfokalis felvételeket készitiink.

Elokisérleteket végeztiink annak megallapitasara, hogy az injektalas karositja-
e a szesszilis szovet szerkezetét. Nem injektalt, valamint KRPMI médiummal injektalt
HmI>GFP genotipusti larvakat immobilizaltunk és vizsgaltunk konfokalis
mikroszkopiaval (30. Abra). A larvak szesszilis szovetét mindkét esetben épnek
talaltuk. Mind a hati, mind az oldalso szesszilis sejtcsoportok megtartottak
szerkezetliket, azonban az injektalt larvakban a szesszilis szigetek kozotti tavolsag
megndtt a kontrollokhoz képest: a jelenséget az injektalas miatt bekdvetkezd térfogati

novekedésnek tulajdonitottuk.

A
LB

LB

DP[E

R3-HmI>GFP R3-HmI>GFP

30. Abra: Immobilizalt (A), valamint immobilizalt és ellenanyaggal injektalt (B) R3-HmI>GFP
larvak szesszilis vérképzo szovete (z6ld). A szaggatott vonalak a szelvényhatarokat jelolik. A képen
megfigyelhetdk a szesszilis kompartmentum dorzélis szigetei (DP), valamint a keresztiranyu savjai
(LB). Lépték: 50um.

Harmadik stadiumt R3-HmMI>GFP larvak szesszilis vérsejtkompartmentumait
pan-hemocita 1.2 (anti-Hemese) és plazmatocita specifikus N1+N47 (anti-NimC1)
els6dleges ellenanyagokkal, valamint izotipus-parositott negativ kontrollal (T2/48:

anti-human CD45 ellenanyag) jellemeztiik, masodlagos ellenanyagként pedig anti-
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31. Abra: R3-HmI>GFP larvak szesszilis vérsejtképzé kompartmentuma (DP: dorzalis sziget, LB:
keresztiranyt sav; A-C, zo6ld), valamint kézponti nyirokszerve (D-F, zold) in vivo jeldlve Hemese
(A" és D), NimC1 (B' és E), valamint negativ kontroll human-CD45 (C' és F) markerek elleni
ellenanyag-keverékekkel (piros). Lépték: 50um.

egér-Alexa-633 tavoli vorosen fluoreszkald ellenanyag konjugatumot hasznaltunk,
ezzel minimalizalva a fluoreszcens csatornak kozotti athallast. Az ellenanyag
keverékekkel injektalt larvakat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Mind a
panhemocita-, mind a plazmatocita specifikus marker esetében azt tapasztaltuk, hogy

a GFP jelolt szesszilis vérsejtek tobb mint 80 szazaléka specifikus membranfestddést
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mutat, mig a T2/48 negativ kontroll ellenanyagot tartalmazé keverék nem reagalt a
larvalis szovetekkel (31. Abra, A, B és C).

Az injektalt larvak kdzponti nyirokszervét megvizsgélva azt tapasztaltuk, hogy
a Hemese elleni ellenanyag-keverék a teljes elsddleges lebenyt kijeldli, mig a NimC1
elleni keverék foltos jelolodést mutat az elsddleges lebenyben. A negativ kontroll
ellenanyag-keverék nem reagélt a kozponti nyirokszervvel (31. Abra, D, E és F).

Mivel tumoros mutans larvak szesszilis Vérsejt kompartmentumarol rendkiviil
kevés informdci6é all rendelkezésiinkre, kisérleti rendszeriinkkel megvizsgéaltuk az
I(3)mbn® homozigota larvak ezen szévetét (a mutacio fenotipusa az 1.2.5.3 fejezetben
keriilt ismertetésre).

Korabban laboratériumunkban eléallitottunk olyan 1(3)mbn® mutaciét hordozo
Drosophila torzseket, melyek vérsejtspecifikus in vivo riportereket is tartalmaztak; a
HmI>GFP; 1(3)mbn'/TM6B torzs plazmatocitikban kifejezédd riportert tartalmaz,
mig az atilla™; 1(3)mbn*/TM6B tsrzsben lamellocita-specifikus GFP forrés talalhatd
(Honti és mtsai., 2009).

Harmadik stddiumu homozigéta atilla™; 1(3)mbn' larvakat 1.2:anti-egér-
Alx-633  valamint  T2/48:anti-egér-Alx-633  keverékkel injektaltuk, majd
immobilizalast és rogzitést kovetden konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A Hemese
elleni immunfestés esetében azt tapasztaltuk, hogy a szesszilis vérsejtek szama
jelentdsen megemelkedett a kordbban vizsgalt, vad tipust larvakéhoz képest, mig a
negativ kontroll ellananyaggal (T2/48) nem kaptunk jelet (32. Abra, A, C). A zold
fluoreszcens csatornaban lamellocita-specifikus GFP jelet detektaltunk a szesszilis
szovet szamos sejtjében, amelyeket morfologidjuk alapjan is lamellocitdknak
minos

azonositottunk. A kisérlet kontrolljaként az 1(3)mbn® mutaciét nem hordozo, atilla

larvakat is injektaltunk Hemese:anti-egér-Alx-633 keverékkel, amely esetben nem

66



Eredmények

talaltunk lamellocitdkat, és a vad tipusra jellemzd szesszilis szOvet-mintdzatot

figyeltik meg (32. Abra, B).

o 1 g .,y _MIiN0S
3)mbn atilla

minos, ;,
Al ||

atilla

minos 1
A Vs ) Yoo A
- 1(3)mbn

HmI-GFP; I(3)mt

32. Abra: A) A homozigota atilla™; I(3)mbn® tumoros muténs larvék szesszilis vérsejtképzé
kompartmentuma. A szesszilis vérsejtek (piros), melyek ko6zott lamellocitdk (z6ld, nagyitas)
talalhatok. B) Egy I(3)mbn® mutaciot nem hordozo, atilla™ genotipusi larva szesszilis szovete. C)
Homozigdta atilla™®; 1(3)mbn' larvak szesszilis szovete negativ kontroll ellenanyaggal
immunfestve. D) Egy immobilizalt HmI>GFP; 1(3)mbn® genotipust larva szesszilis szovete (zold).
Lépték: S0um.

Annak érdekében, hogy az immunfestéssel tapasztalt jelenséget egy
plazmatocita-specifikus in vivo riporterrel is megerdsitsiik, megvizsgaltuk a harmadik
stadiumos homozigota HMI>GFP; I(3)mbn® larvak szesszilis szovetét is (32. Abra,
D). A konfokalis felvételeken a korabban bemutatott R3-HMI>GFP larvakéhoz képest
jelentésen kiterjedtebb szesszilis szovetet figyeltiink meg, amely megerésitette azt a

korabbi feltételezésiinket, mely szerint nem csak a keringés és a kozponti nyirokszerv,

67



Eredmények

hanem a testfalhoz lokalizalodé hematopoietikus kompartmentum vérsejtszama is

drasztikus mértékben megnovekszik az I(3)mbn* mutans larvakban.

R3-HmI>GFP R3-HMI>GFP
R3-HmI>GFP R3-HmI>GFP
R3-Hml>GFP R3-HmiI>GFP

R3-HmI>GFP R3-HmI>GFP
R3-HmI>GFP R3-HmI>GFP
R3-HmI>GFP R3-HmI>GFP

33. Abra: A szekvencialis indirekt immunfluoreszcencia (A) és az ellenanyag-
keverékekkel végzett immunfestés (B) Osszehasonlitisa. Az elsé oszlopban az
immunreakei6 (piros), a masodikban a sejtek altal kifejezett GFP (z6ld), a harmadik
oszlopban a csatornak atfedése lathato.
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Mivel el6fordulhat, hogy az ellenanyagokbol képz6dé immunkomplexek specifitasa
kiilonbozik attél, ami egy szekvencialis indirekt immunfluoreszcens festés soran
tapasztalhatd, vérsejtpreparatumokat készitettiink harmadik stadiuma R3-HmI>GFP
larvakbol, melyeken Osszehasonlitottuk a szekvencialis indirekt
immunfluoreszcenciaval, valamint az eldallitott ellenanyag-keverékekkel kapott
reakciokat. A kisérletekhez a kordbban alkalmazott elsddleges és masodlagos
ellenanyagokat hasznaltuk. A mintak kiértékelésekor megallapitottuk, bar az indirekt
immunfluoreszcencia esetében kissé erdsebb reakciot tapasztaltunk, a reakcio
specifitisa a két kisérleti modszerben megegyezik, (33. Abra).

Tovabbi ellendrzésként a nimC1 génre nézve mutans HMI>GFP larvakbol is
vérsejteket izolaltunk, majd a mintakat NimC1 elleni ellenanyaggal, illetve
ellenanyag-keverékkel immunfluoreszcens festést hajtottunk végre. Egyik kisérleti

elrendezésben sem tapasztaltunk reakciot (34. Abra).

34. Abra: A nimCl mutans HMI>GFP larvak keringése NimCl1 elleni ellenanyaggal végzett
szekvencialis indirekt immunfluoreszcens festés (A), valamint NimC1 elleni ellenanyag-
keverékkel végzett immunfestés (B) utan. Az elsé oszlopban az immunreakcié (piros), a
masodikban a sejtek altal kifejezett GFP (z61d), a harmadik oszlopban a csatorndk atfedése lathato.
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A bemutatott kontroll kisérletek eredményeibdl arra kovetkeztettiink, hogy a
szesszilis szdvet In situ vizsgalatahoz alkalmazott keverékek specifitasukban nem
mutatnak kiilonbséget a korabban alkalmazott indirekt immunfluoreszcens festéshez

képest.
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5. Az eredmények megvitatasa

5.1 A larvalis vérsejtek eredete és plaszticitasa

Az ecetmuslica vérsejtjeit és vérsejtképzését az 1950-es évek ota vizsgaljak. A
korai munkak a vérsejtek fenotipikus és funkciondlis jellemzésére torekedtek (Rizki,
1957, Rizki és Rizki, 1989), majd a hangsuly a hemocitaknak az immunvéalaszban
betdltott szerepére tevodott at (Rizki és Rizki, 1990; Carton és Nappi, 1997). A
vérsejtekben kifejez0d6 fehérjék vizsgalataval olyan molekulakat azonositottak,
melyek az immunfunkcidk ellatashoz sziikségesek (Franc és mtsai., 1996; Kurucz és
mtsai., 2003; Kurucz és mtsai., 2007a). A molekularis markerek és in vivo riporterek
létrehozasaval lehetové valt a vérsejtkompartmentumok megismerése (Lanot ¢és
mtsai., 2001; Zettervall és mtsai.,, 2004), valamint bepillantast nyerhettink a
hemocitak differencialodasat szabalyoz6 mechanizmusokba is (Lebestky és mtsal.,
2000; Lebestky és mtsai., 2003, Sorrentino és mtsai., 2004; Jung és mtsai., 2005;
Krzemien és mtsai., 2007; Mandal és mtsai., 2007).

A laboratériumunkban korabban elvégzett kisérletek soran molekularis
markerek segitségével jellemeztik az ecetmuslica larva vérsejtjeit, illetve
vérsejtképzo szoveteit (Kurucz és mtsai., 2003; Kurucz és mtsai., 2007a; Kurucz és
mtsai., 2007b; Markus ¢és mtsai.,, 2009). A markerek segitségével pontosan
megismerhettiikk a Drosophilaban talalhatd vérsejttipusokat, azonban - mivel ezek az
eredmények mindig a vérsejtek pillanatnyi allapotat mutattdk be - nem adtak
lehetdséget a vérsejtek leszarmazasi viszonyainak egyértelmi tisztazasara.

A dolgozatban bemutatott munkank soran f6 célunk az volt, hogy azonositsuk

¢s az allat teljes egyedfejlodésén at kovessiik az ecetmuslica vérsejt leszarmazasi
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vonalait. Arra voltunk kivancsiak, hogy mely vérsejtvonalak jatszanak szerepet az
egyes vérsejtkompartmentumok létrehozdsaban, illetve az egyes vérsejttipusok
differencidlodasaban.

A probléma kisérleti megkdzelitéséhez egy GAL4/UAS rendszerre épiild
transzgenikus sejtvonaljel6lé rendszert alkalmaztunk. A rendszerhez olyan
meghajtoelemeket kellett kivalasszunk, amelyek az altalunk kivant leszarmazasi
vonalakat atfedés nélkiil reprezentaljak, ezaltal azok egymastdl fliggetlen vizsgalatat
teszik lehetové. A meghajtoelemekre jellemzd, hogy a sejtekben bekdvetkezo
génexpresszios  valtozasok  hatasara  inaktivalodhatnak, amir6l egyarant
rendelkezésiinkre alltak irodalmi adatok (Buenzow és Holmgren, 1995; Evans és
mtsai., 2009), valamint sajat kisérletes tapasztalatok. Az altalunk valasztott
rendszerben ezzel szemben a jel a Flip enzim medialta rekombinacidés eseményt
kovetden rogziil (konstitutiv GAL4 forras aktivalodik), igy a sejtek - és utddsejtjeik -
irreverzibilisen megjel6lédnek.

A Bevezetés 1.2.5.2 fejezetében ismertetett G-TRACE rendszer hasonl6 elven
miikodik, azonban a Flip-rekombinéciot kdvetden ebben az esetben kozvetleniil a
riportergén (GFP) aktivalodik, emiatt a riporterkifejez6dés erdssége elmarad az
altalunk alkalmazott rendszerétdl. Tovabbi fontos - az el6zdleg emlitett kiilonbségbdl
fakado - hianyossdga a G-TRACE rendszernek, hogy nem bdvithetd tovabbi, UAS-
vezérelte transzgénekkel (Evans €s mtsai., 2009).

Erdemes megemliteni, hogy az éltalunk hasznalthoz hasonld, vagy azzal
teljesen megegyez6 In Vivo sejtvonaljelold rendszert tobb munkacsoport is
alkalmazott a vérsejt leszarmazasi vonalak kovetésére ecetmuslicaban (Avet-Rochex

¢s mtsai., 2010; Stofanko és mtsai., 2010).
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Két, egymastol fliggetlen eredetli embriondlis vérsejtleszdrmazasi vonalat
kovettlink a larvalis fejlodés soran. Megallapitottuk, hogy az embriondlis makrofag
leszarmazasi vonal sejtjeibdl a larvalis keringést és szesszilis szovetet alkotd
hemocitak képzddnek. Ezt a két kompartmentumot mindeddig nem tudtuk sem
molekularis markerek, sem in vivo riporterek segitségével kiilon valasztani. Ezt
magyarazhatja az a laborunkban tett megfigyelés, mely szerint a naiv larvdban a
szesszilis szovetbdl sejtek 1épnek a keringésbe, illetve keringd sejtek tapadnak ki a
testfalhoz (kozoletlen adat). Hasonld folyamat jatszodik le a szesszilis sejtek ovatos
fizikai mobilizacidja soran: a szesszilis vérsejtek levalasat kovetden a mobilizalodott
sziget ujraformalodik a keringésbdl szarmazo sejtekbdl (Makhijani és mtsai., 2011).

A kardiogén mezodermabdl szarmazd vérsejteket a naiv larvaban kizarélag a
kdézponti nyirokszervben figyeltiink meg. Mivel ebben a kompartmentumban nem
talaltunk embrionalis makrofdg eredetli sejtet, arra kovetkeztettiink, hogy a naiv
larvaban a kozponti nyirokszerv sejtjei nem keriilnek a keringésbe, ¢s a kering6 sejtek
sem lépnek be a nyirokszervbe.

Parazitoid dardzs altal kivaltott immunindukciot kdvetden mindkét sejtvonal
részt vesz az effektor sejttipusok differencialodasaban; mind a plazmatocitak, mind a
lamellocitdk kozott azonositottunk a kdzponti nyirokszervbdl (Dot-sejtvonalbol),
valamint a keringésbdl és a szesszilis szovetbdl (crg-sejtvonalbol) szarmazd sejteket.
Megfigyeltiink olyan, a Dot-leszarmazasi vonalbol szadrmazo, plazmatocitaknal
kisebb, differencidlodasi markereket ki nem fejezd vérsejteket is, melyekrdl
feltételezziik, hogy a nyirokszerv szerkezetének felbomléasakor, a differencialodasi
programjuk befejezése elott jutottak a larvak keringésébe.

Eredményeink kozvetlen bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy — a korabbi

elképzelésekkel ellentétben (Sorrentino és mtsai., 2002; Minakhina és Steward, 2010)
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- az immunindukciot kdvetden differencialodo lamellocitdk nem kizarolag a kdzponti
nyirokszervben taldlhatd 6ssejtekbdl képzddnek, és egyuttal megerdsitik Markus
Robertnek és munkatarsainak 2009-ben kozolt eredményeit, mely szerint a kozponti
nyirokszervtdl fizikailag elzart testrészbol, a szesszilis vérsejtképzd szovetbdl és a
keringésbdl is szarmaznak lamellocitak.

A kozponti nyirokszervben torténd vérsejtdifferencialodast tobb munkacsoport
is részletekbe menden vizsgalta. Eredményeik alapjan megallapithatd, hogy a
kdzponti nyirokszerv funkcionalis zonai egymasra hatva szabalyozzak a vérsejtképzés
iitemét (Sorrentino és mitsai., 2002; Lebestky és mtsai., 2003; Krzemien és mtsai.,
2007; Mandal ¢és mtsai., 2007; Krzemien és mtsai., 2010; Mukherjee és mtsai., 2011;
Sinenko ¢és mtsai., 2011), valamint az is megallapithatd, hogy a szisztémas jelek
(inzulin, GABA) is befolyasoljak a kdzponti nyirokszervben végbemend vérképzést
(Shim és mtsai., 2012; Shim és mtsai., 2013). Hasonl6 szabalyozasi folyamatokat a
keringésben és a szesszilis szovetben mindeddig nem azonositottak. Ezért is
kiilonosen érdekes, hogy ezek a kiilonb6z0 embriondlis eredetii, és potencialisan
kiilon szabalyzas alatt all6 kompartmentumok egyiittesen vesznek részt az
immunvalaszt kovetd effektor hemociték képzédésében (35. Abra).

Laboratoriumunkban elézetes eredmények alapjan azt is megallapitottuk, hogy
a keringésben az immunindukciot kovetden el6szor a crg-leszarmazasi vonalbol
szarmaz6 lamellocitdk fedezhetok fel, mig késébb a kdzponti nyirokszerv-eredetii
(Dot-sejtvonalbol szarmazo) tokképzd sejtek is megjelennek, ami arra utal, hogy a
kozponti nyirokszervben lezajlodé vérsejt differencialodas késésben van a

keringéshez és a szesszilis szovethez képest (kzodletlen adat).
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Kozponti nyirokszerv

= Kristalysejt Felbomlé kristalyse;
— NimC1- NimC1-
phago- phago-

Plazmatacita
NimC1+

hago+ ®
phag .
‘4
_Kis kerek hemocita nemoc:ta D\szku\dahs sejt Elongalt lamellocita
L1+/-, L2-, L4+/-, LS L1+ L2- L4+ L& L1+, L2+, L4+, L6+
NimC1+ NImC1+/- NimC1-

phago+ phago+/- phago-
35. Abra: Az immunindukcié kivaltotta vérsejt-differencialodas modellje. A tokképzéshez
sziikséges effektorsejtek differencidlodasdban mindharom larvalis vérsejtkompartmentum részt
Vesz.

Eredményeink arra is ravilagitanak, hogy a korabban terminalisan
differencialodottnak tekintett plazmatocitdk immunindukcié hatdsara képesek
lamellocitava alakulni. A plazmatocitak plaszticitasara el6szor 1957-ben Rizki utalt,
azonban feltételezéseit kizarolag morfologiai elemzésre alapozta, és mivel tovabbi,
dont6 erejii kisérleteket nem publikalt ebben a kérdésben, az altala felvazolt modell
feledésbe meriilt. Kisérleteinkben plazmatocitak ¢és lamellocitdk kozti atmeneti
sejteket figyeltiink meg, melyek fokozatos morfologiai, markerkifejez6dési és
funkcionalis valtozason esnek at. Az altalunk vizsgalt sejteket Osszevetve Rizki 1957-
es kozleményében talalhato illusztraciokon szereplé hemocitakkal, azonosithatjuk az
altala is atmeneti formanak tekintett diszkoidalis vérsejteket.

Az Eredmények 4.1 és 4.2 fejezeteibdl késziilt publikaciéo (Honti és mtsai.,
2010) megjelenését kovetden a levont konkluzidinkat két tovabbi, fliggetlen
kozlemény is megerdsitette (Avet-Rochex és mtsai., 2010; Stofanko és mtsai., 2010).

A kristalysejt-leszarmazasi  vonalat az  immunindukciét  kovetden
megvizsgalva (lz-sejtvonal) nem tapasztaltuk a plazmatocitakra jellemzé plaszticitast.

A hop™™ tumoros mutans larvakban sem tapasztaltuk a lz-sejtvonal lamellocita
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crer

iranyba  torténd  transzformaciojat. Ez  kiilondsen azért érdekes, mert
munkacsoportunkban immunologiai markerek és funkcionalis vizsgalatok (in vivo
fagocitozis-teszt) segitségével kimutattuk, hogy a lz-leszarmazasi vonalat alkoto
vérsejtek hozzavet6leg negyede plazmatocita.

A hasznalt sejtvonaljel6lé rendszer nyujtotta lehetéséget kihasznalva a lz-
sejtvonalban olyan faktorokat fejeztettiink ki, melyekrdl korabban leirtdk, hogy a
tokképzo sejtek képzodését indukaljak (Zettervall és mtsai., 2004, Stofanko és mtsai.,
2010): az Alk és a Hep fehérjék konstitutivan aktiv formajat, valamint a Chn
epigenetikai regulatort. Mindharom esetben lamellocita differencialodast figyeltiink
meg a kristalysejt-leszarmazasi vonalbol. Ez a kordbbi eredményeinkkel valo
ellentmondds megmagyarazhatdé azzal, hogy az immunindukcidé és a tumor altal
kivaltott aktivaciés jelekre — bizonyos szignéltranszdukcids komponensek
expresszidjanak hianya miatt - a lz-sejtvonal érzéketlen, azonban az altalunk
megvizsgalt faktorok egy alacsonyabb szabalyozasi szinten miikodnek.

Az Alk.act taltermelése esetén mind Iz-leszarmazasi vonalbol, mind nem jelolt
hemocitakbol differencialodnak lamellocitak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
Alk  jelatvitel  aktivacidja  nem-sejtautondom  modon is  indukdlja a
vérsejtdifferencidlodast. Ezzel szemben a Hep aktivalt forméjanak, illetve a Chn
fehérjének a lz-sejtvonalban vald tultermelése elsGsorban a sejtvonalon belil —
sejtautondm modon — indukalnak lamellocita differencialodast. A jelenség hatterében
valdsziniileg tobblépcsds szabalyozasi folyamatok allnak: ismert példaul, hogy a
JAK/STAT jelatviteli Gt mitkdése soran a sejtek autoregulacios mechanizmusok
kovetkeztében Upd3 ligandot termelnek és szekretalnak, ami nem csak fenntartja a
szignalizacio aktivitdsat, hanem tovabbi sejteket is aktivalhat (Agaisse €s Perrimon,

2004; Pastor-Pareja és mtsai.,, 2008). A Hep konstitutivan aktiv formajanak
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kifejeztetése soran tapasztalt, a lz-sejtvonaltol fliggetleniil bekovetkezé lamellocita
differencialodas (amelyet a lamellocitak 21%-anal figyeltiink meg) magyarazata lehet,
hogy a meghajtéelem nem csak vérsejtekben, hanem egyéb szovetekben (pl. szem-
antenna imagdkorong) is aktiv. Kontrollkisérletekben megfigyeltiik, hogy az UAS-
FLP, 1z-GAL4/+; AFG/UAS-hep.ca genotipusu feln6tt allatok szemei sejtpusztulasara
jellemzd fenotipust mutatnak, ami Jun-jelatvitel indukalta apoptdzisra utal. Mivel az
imagokorongokban lezajlo, Jun vezérelte apoptdzis kivalthatja a lamellocitdk
differencialodasat (Pastor-Pareja és mtsai., 2008), feltételezziik, hogy kisérleteinkben
is ez indukalhatta a lz-sejtvonaltol fiiggetlen lamellocita érést.

A Chn kifejeztetés esetében tapasztalt sejtautondm valasz magyarazata lehet,
hogy a Chn (ezaltal valoszinileg a COREST komplex is) a lamellocita
differencialodas kozvetlen aktivatorait szabalyozza. Mivel a COREST komplexet mint
represszort irtak le, elképzelhetd, hogy ebben az esetben a megfigyelt fenotipus egy
anti-represszor hatas kovetkezménye.

A lz-sejtvonal vizsgalata soran levont konkluzioink ellentmondasba kertiltek a
Stofanko és munkatarsai altal 2010-ben kozolt eredményekkel, melyek szerint a lz-
GAL4-et kifejezd sejteket transzgenikus konstrukciok segitségével (példaul az
altalunk is vizsgalt UAS-chn elemmel) sem lehet lamellocita iranyba differencialtatni.
Az ellentmondéas egy lehetséges felolddsa az Aaltalunk hasznalt sejtvonaljel6ld
rendszerben keresendd: a konstitutiv. GAL4 forrds az aktivalast kovetden a
génexpresszios valtozasoktol fliggetleniil miikodik. Tehat ha a lz kifejez6dés a
transzgén hatasara csokken, vagy teljesen megsziinik, ugy az 6nmagaban alkalmazott
Iz-GAL4 meghajtoelem esetében a transzgén expresszio is lecseng, am a lz-
sejtvonaljelolés esetében a 1z-GAL4 expresszid nem szlinik meg, igy a kifejeztetett

faktor aktivitasa is fennmarad.
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5.2 A vérsejtek sorsa a larva-bab-adult A&tmenet sorin

A babozodas soran végbemend szoveti atrendezddéskor a larvalis sejtek
jelentds része elpusztul. Korabban feltételezték, hogy a sejtpusztulds hatdsara
bekovetkezd vérsejtaktivacid sziikséges ahhoz, hogy a babban lezajlo fejlédési
folyamatok rendben végbemenjenek (Lanot és mtsai., 2001). Ujabb eredmények
azonban ramutattak, hogy késdi larvélis stadiumban a fejlédést egyatalan nem
befolyasolja a teljes vérsejtkészlet kiirtasa, azonban a vérsejthianyos kikeld adult
allatok jelentds immunhidnyos fenotipust mutatnak, és emiatt csak néhany napig
¢lnek (Charroux és Royet, 2009).

Kisérleteink ravilagitottak arra, hogy a babozddaskor az immobilis
immunkompartmentumok szerkezete felbomlik. A kozponti nyirokszerv esetében ezt
a jelenséget mar korébban leirtdk; a korai babban a nyirokszervet alkotd vérsejtek
szekretalt metalloprotedzok segitségével elemésztik a lebenyeket koriilvevd bazalis
membrant, majd elhagyjak a kompartmentumot (Grigorian €s mtsai., 2011).

A szesszilis szovet esetében fluoreszcens sztereomikroszkopia segitségével
kovettlik végig a babozddas soran bekdvetkezd szoveti atrendezodést. Megfigyeltiik,
hogy a szesszilis vérsejtkompartmentum sejtjei a keringésbe jutnak; ezek a sejtek
feltehetdleg a babban keletkezd sejttormeléket fagocitaljak. Azt is megallapitottuk,
hogy a kés6i babban az adultra jellemz6é mintazata szesszilis szovet alakul ki.

A Dot- ¢és crq leszdrmazasi vonalak kovetésével megvizsgaltuk a larvalis
kompartmentumokat alkoto sejtek sorsat a larva-bab-adult atmenet soran. Kisérleteink
ravilagitottak arra, hogy a baballapot alatt, valamint a Kkifejlett egyedben a
vérsejtkészlet vegyes eredetli. Markus Robert PhD munkdjabol azt is tudjuk, hogy a

kifejlett allatban - sem naiv, sem mechanikai behatasokkal indukalt egyedekben - nem
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figyelhet6 meg vérsejtképzddés. Ez magyarazhatja az "immunszeneszcencia"
jelenségét is; irodalmi adatok szerint a vérsejtszam, ezaltal a mikrobdkkal szemben
mutatott ellenalld képesség az allatok dregedésével folyamatosan csokken (Mackenzie
¢s mtsai.,, 2011). Ennek a jelenségnek az lehet az evolicids magyarazata, hogy a
muslica a babbol torténd kibljasat kovetéen néhany oran beliill mar képes a
szaporodasra, ¢és hosszi tdvon nincs sziksége jol mikodéo — és komoly

energiaraforditast igényl6 - immunrendszerre.

EMBRIO LARVA BAB KIFEJLETT EGYED
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36. Abra: Az ecetmuslica vérsejtjeinek leszarmazasi térképe.

A 4.1, 4.2 és 4.3 fejezetekben bemutatott eredmények alapjan dsszeallitottuk
az ecetmuslica vérsejtek leszarmazasi térképét az embrio-stadiumtdl a kifejlett allatig.
A modelliink szerint az embrionalis leszdrmazasi vonalak a larva staddiumban is
egymastodl fiiggetleniil fejloddnek, azonban a sejtes immunvalasz soran egyiitt vesznek
részt a parazita elpusztitdsaban. Ez az immunvalasz a plazmatocitdk lamellocitakka
torténd alakuldsat indukalja, mig a kristalysejt-leszdrmazasi vonalban ilyen

transzformécio nem jatszodik le.
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A béabozodast kovetéen az embriondlis makrofag, valamint az embrionalis
kozponti nyirokszerv eredetli sejtek elszigetelddése mindenképp megsziinik, ugyanis
a beldliik felépild vérsejtkompartmentumok felbomlanak. Ezen sejtek koziil
szarmazik az a vérsejt populacio, amely a bab-allapot végéig megmaradva alkotja az

adult vérsejtkészletét (Honti és mtsai., 2014, 36. Abra).

5.3 A vérsejtkompartmentumok vizsgalatinak uj médszere

Laboratoriumunkban kordbban részletesen jellemeztiik a larva vérsejtképzo
szoveteit, kiilonos tekintettel a szesszilis szovetre (Markus és mtsai., 2009; Honti és
mtsai., 2010). A jellemzéshez sziikséges kisérleti modszerek azonban jelentdsen
roncsoltdk a szovetet, ami megnehezitette annak megallapitasat, hogy kiilsé (fizikai
behatés, parazitozis), vagy belsé (tumorok, vérsejtképzést érinté mutaciok) hatasokra
miként valtozik meg annak szerkezete.

Létrehoztunk egy 0 vizsgalati modszert, amely lehetdvé teszi immobilizalt, in
Vvivo riportert kifejez6 larvak konfokalis videomikroszkopiaval torténé megfigyelését.
Munkénk sordn a vérsejtképzé kompartmentumokat (elsésorban a szesszilis
vérsejtképzd szovetet) vizsgaltuk, azonban a metddus mas szervrendszerek (trachea,
idegrendszer, bél) esetében is alkalmazhato, s6t, a rendelkezésre all6 GAL4/UAS és a
Q rendszerekkel egyiitt alkalmazva (Potter és mtsai., 2010) akar harom fliggetlen
fluoreszcens kifejez0dési mintazat is kovethetd az €16 allatban.

Az in vivo riporter konstrukciokat és a rendelkezésiinkre all6 molekularis
markereket kombinalva kettds jel6lést végeztiink az €16 larvak szesszilis szévetének
sejtjein, ami lehetdvé tette a szesszilis szovet minden eddiginél finomabb felbontasu
vizsgalatat (Csordas és mtsai., 2014). A rendszer felhasznalasaval megvizsgaltuk az

I(3)mbn' tumoros muténs larvak szesszilis vérképzé kompartmentumat, és
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megallapitottuk, hogy az a vad tipusu larvaéhoz képest jelentdsen kiterjed. Az
I(3)mbn' mutans jellemzése soran kapott eredmények bizonyitjak, hogy kisérleti
rendszeriink alkalmas a vérsejtképz6é kompartmentumokra haté mutaciok - példaul
tumoros transzformaciok - fenotipikus jellemzésére.

Mivel az in situ immunfluoreszcens jelolés végrehajtasa egyszer(i, és
vizsgalatdhoz nem feltétlentil sziikséges konfokalis mikroszkop, hasznos eszkdznek
bizonyulhat a vérsejtkompartmentumok jellemzésén talmutatdé vizsgalatokban is,
legyen az az ecetmuslica larvaja, vagy akar olyan rovar faj (Bombyx mori, Manduca
sexta, Anopheles gambiae), ahol nem all rendelkezésre a Drosophildban rutinszeriien

hasznalt transzgenikus rendszerek tarhaza.
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6. Az eredmények osszefoglalasa

Az ecetmuslica vérsejtképzddése - az emldsokéhez hasonléan - tobb
hullamban, hematopoietikus kompartmentumokhoz kotve zajlik. Az embriondlis
fejlédési allapotban a mezoderma két, jol koriilhatarolhatd részének sejtjeiben
aktivalodnak a vérsejtprimordiumok kialakuldsdhoz sziikséges gének. A feji
mezodermabodl jonnek létre az embriondlis makrofagok és kristalysejtek, mig a
kardiogén mezodermabdl a kdzponti nyirokszerv differencialodik.

Kisérleteinkben egy olyan transzgenikus rendszert hoztunk létre, amellyel
kovettiik az embrionalis vérsejtleszarmazasi vonalakat a késébbi fejlodési
stadiumokban. Megallapitottuk, hogy az embrionalis makrofagok utodsejtjeibol
alakulnak ki a larva keringd vérsejtjei, valamint a szesszilis vérsejtképz6 szovet, a
kardiogén mezodermabdol eredd kozponti nyirokszerv pedig ezen két
kompartmentumtol izolaltan fejlédik. Parazitoid darazs altal kivaltott immunindukciot
kovetden mindharom hematopoietikus szévet részt vesz az effektor sejtek
(plazmatocitak és lamellocitak) differencidlodasaban.

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

plazmatocita-sejtvonalbol szarmaztak.
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A kristalysejtek a naiv allatok keringésében is jelen vannak, ¢és az
immunindukcid soran bekdvetkezd melanizacidban jatszanak szerepet. A kristalysejt-
leszarmazasi vonal kijeldlésével és kovetésével kimutattuk, hogy a plazmatocitakkal
ellentétben ezek a sejtek nem képesek lamellocitdkka alakulni a parazitoid darazs
fertdzését kovetéen. Megfigyeltilk azonban, hogy a differencidlédast kozvetleniil
befolyasold faktorok kifejeztetésével ebbdl a leszarmazasi vonalbdl is képesek
lamellocitak kialakulni. Ez a differencialédasi folyamat a kifejeztetett faktortol
fliggben végbemehet mind sejtautoném, mind nem-sejtautoném maodon.

A larvalis stddium végén megindul a helyhez kotott vérsejtkompartmentumok
spontan  dezintegracidja. A folyamatot fluoreszcens riporterekkel kovetve
megallapitottuk, hogy a kdzponti nyirokszerv mellett a szesszilis vérsejtképzé szovet
szerkezete is felbomlik. A kés6i babban megfigyeltik ezen kompartmentum
yjrarendezOdését az adultokra jellemz6é mintazatban.

Az embrionalis leszarmazasi vonalakat in  Vvivo sejtvonaljeldléssel
végigkovetve azt is kimutattuk, hogy a bab és az adult keringd vérsejtjei egyarant
szarmaznak a feji és a kardiogén mezodermébol, vagyis elmondhatd, hogy az adult
vérsejtek 1étrehozasaban mindharom larvalis vérsejtkompartmentum részt vesz.

A bemutatott eredményekbdl 1étrehoztunk egy modellt a parazitoid altal
kivaltott immunvalasz soran torténd differencialodési folyamatok leirdsara, valamint
felvazoltuk az ecetmuslica vérsejtek leszarmazasi térképét, mellyel a hemocitdk sorsa

végigkovethetd az embrionalis fejlédési stadiumtol a kifejlett egyedig.

Az elmult években sokat fejlodtek a konfokalis képalkotd modszerek, igy

lehetové valt az €16 allatok nagyfelbontast vizsgalata. Mivel a larva szesszilis

vérsejtképzd szovetének szerkezete jelentdsen sériil a preparalaskor, 1étrehoztunk egy
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uj, in vivo kisérleti elrendezést, amelyben természetes allapotaban vizsgalhatd a
vérképzd kompartmentumok szerkezete fluoreszcens riporterek segitségével.
Modszeriink alapjat a larvak reverzibilis megbénitasa képezi, amellyel akar oOrés
idotartamt  videdmikroszkopos felvételek is készithetok. Az in vivo riporterek
nyUjtotta eldnyoket Osszekotottiik a vérsejt specifikus markerek felhasznalasaval,
melynek sordan a larvaba injektalhatd, fluoreszcensen jelolt, vérsejt specifikus
ellenanyagkeverékeket hoztunk Iétre. Konfokalis mikroszkopos Vvizsgalatokkal
megerdsitettik a moddszer specifitasat, ¢és az €16 allatok  vérsejtképzo
kompartmentumaiban azonositottuk az egyes vérsejtpopuldcidkat. A metddus
hasznalataval a jovOben szeretnénk jellemezni a vérsejtképz6 kompartmentumok
dinamikéjat az ¢él6 allatban, valamint megvizsgalni a hematopoiézist befolyasold

faktorok hatasat a vérképzo szovetekre.
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7. Summary of the results

In Drosophila melanogaster, the differentiation of hemocytes begins in the
early embryonic stages. Two distinct mesodermal segments give rise to two
independent embryonic hemocyte lineages: the procephalic mesoderm differentiates
into embryonic macrophages and crystal cells, while the cardiogenic mesoderm forms
the embryonic lymph gland. In the larval stages, hemocytes occupy three
hematopoietic compartments: the lymph gland, the sessile tissue and the circulation.

In our experiments, we created a transgenic system, which enabled us to
follow the embryonic hemocyte lineages in later developmental stages. We
established that the larval circulation and sessile tissue can be traced back to the
embryonic macrophage-lineage, while the lymph gland arises from the cardiogenic
mesoderm. Our experiments revealed that in naive larvae, no cells exit or enter the
lymph gland; however, upon immune induction by parasitic wasp, all three
hematopoietic compartments take part in the differentiation of effector hemocytes,
namely plasmatocytes and lamellocytes.

We performed the detailed analysis of the hemocyte differentiation that
follows the immune challenge. We observed hemocytes expressing lamellocytes
specific markers just few hours after the induction. These cells represent an
intermediate stage of differentiation between phagocytic plasmatocytes and
encapsulating lamellocytes from both morphological, immunological and functional
standpoint. We investigated this presumed transformation by tracking the fate of the
plasmatocyte lineage in vivo, and found lamellocytes of clearly plasmatocyte origin in

the parasite-infested larvae. From these results, we determined that in the course of
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the immune response, at least part of the lamellocyte differentiation can be attributed
to phenomenon of macrophage plasticity.

Crystal cells are present in the circulation of naive larvae, and play a key role
in the melanization processes following the immune challenge. By tracing the crystal
cell lineage in vivo, we found that, unlike plasmatocytes, these cells do not transform
into lamellocytes after parasitoid immune induction. However, we observed that by
expressing factors, which directly induce the differentiation of effector blood cells,
lamellocytes can be differentiated from the crystal cell lineage. The differentiation can
be either cell autonomous, or non-cell autonomous, depending on the expressed
factors.

The onset of pupariation triggers the spontaneous desintegration of the
immobile hemocyte compartments. By tracking these changes with fluorescent
reporters, we found that - similarly to the lymph gland - the structure of the sessile
hematopoietic tissue also dissolves. In late pupae, we observed the rearrangment of
this compartment in a pattern that resembles the adult stage.

With tracing of the embryonic hemocyte lineages, we also showed that pupal
and adult hemocytes derive from both the procephalic mesoderm (embryonic
macrophage-lineage) and the cardiogenic mesoderm (embryonic lymph gland-
lineage), which also means that all three larval hemocyte compartments contribute to
the adult blood cell pool.

From the presented data, we constructed a model to summarize the
differentiation events that take place in response to parasitoid wasp infection. We
augmented this model with further data to establish a genealogical map of hemocytes,
which helps tracking the fate of the individual blood cell types and compartments

during the development of Drosophila.
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In recent years, confocal imaging techniques took a huge leap forwards,
therefore it became possible to investigate live animals in great detail. Since the
structure of the sessile hematopoietic tissue is severely damaged during the
preparation of the larva, we created an in vivo method, by which the fine structure and
composition of the hematopoietic tissues can be studied with fluorescent reporters.
The basis of this method is the reversible immobilization of larvae, which allows in
excess of an hour of videomicroscopic investigation. We combined the strength of
the in vivo reporters with the specifity of molecular markers by injecting fluorescently
labeled antibody-mixtures into live animals to create an in situ immunostaining assay.
We confirmed the specificity of this technique by confocal microscopic experiments,
and we identified different hemocyte types within the sessile compartment. Through
the use of this method, we plan to characterize the dynamics of the hemocyte
compartments in live larvae, and investigate the effect of different factors on the

hemocyte compartments that regulate hematopoiesis in Drosophila melanogaster.
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Fiiggelék

10. A roviditések jegyzéke

Genek:

Alk: Anaplastic lymphoma kinase

Bc: Black cells

chn: charlatan

crqg: croquemort

Dot: Dorothy

EBF: Early B-cell Factor

gcm: glial cells missing

He: hemese

hep: hemipterous

Hml: Hemolectin

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

Pvfl, Pvf2, Pvf3: PDGF- and VEGF-related factorl, 2, 3
Pvr: PDGF and VEGF- receptor related
Pxn: peroxidasin

simu: six microns under (Nimrod C4)

srp: serpent

ush: u-shaped

Genotipusok, genetikai konstrukciok:

AFG: Actin flip-out-GAL4
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Fiiggelék

CFP: Cyan Fluorescent Protein
FLP: Flip-rekombindz

GFP: Green Fluorescent Protein
Ore-R: Oregon-R

UAS: upstream activating sequence

Anatomiai kifejezések:

CZ: kortikalis zona (kozponti nyirokszerv)

DP: dorzalis sziget (szesszilis szovet)

LB: keresztiranyu sav (szesszilis szovet)

LG: lymph gland (kdzponti nyirokszerv)

MZ: medullaris zona (kdzponti nyirokszerv)

PHT: posterior hematopoietic tissue (poszterior hematopoietikus szovet)

PSC: posterior signaling center (poszterior szignalizacios kézpont)

Vegyszerek:

Alx: Alexa Fluor

BSA: bovine serum albumin

BrdU: 5-bromo-2-deoxyuridine
DAPI: 4°,6’-diamidino-2-phenylindole
FCS: foetal calf serum

FITC: fluorescein isothiocyanate

Ig: immunglobulin

PBS: phosphate buffered saline
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PTU: 1-fenil-2-tiourea

TRITC: tertamethyl rhodamine isothiocyanate
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