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1. Bevezetés

1.1. Az ecetmuslica, mint a velesziiletett immunitas modellje

Az evolucio soran a soksejtii szervezetek megjelenésével elengedhetetleniil sziikségessé
valt egy hatékony védekezd rendszer kialakuldsa, mely megdrzi a tobbsejtli szervezet
homeosztazisat az azt fenyegeté mikroorganizmusokkal és tobbsejtli parazitakkal szemben.
Ennek a feladatnak az ellatasara alakult ki a tobbsejtii allatokban az els6dleges -, vagy
velesziiletett immunrendszer, melynek humoralis és sejtes elemei, az antimikrobialis peptidek
termelése, a koagulacid, a bekebelezés, és a testidegen részecskék elhatarolasa az allatvilagban

altalanosan elterjedt védekezési folyamatok (Hartenstein, 2006).

Mai ismereteink szerint a gerinctelen szervezetek kizardlag elsddleges
immunrendszerrel rendelkeznek, amely a korokozok széles kore ellen nyujt nem specifikus, am
igen hatékony védelmet. A gerincesekben ezzel szemben a velesziiletett immunitas és az arra
€piild, azzal szorosan egyiittmiik6do, antigén-specifikus valaszra képes adaptiv immunrendszer
egylittesen biztositja az egyed tulélését. A két rendszer szamos ponton kapcsolodik egymassal
¢s kolcsondsen befolyasoljak egymaés miikddését. A velesziiletett védekezd rendszer
gerinctelen modellorganizmusok segitségével az adaptiv immunitds moduldlé hatésatol

mentesen vizsgalhtad (Williams, 2007).

Az immunitds szempontjabdl legjobban jellemzett gerinctelen allatok a rovarok. Az
alapvetd védekezd reakciok mindegyikét megfigyelték mar ebben az allatcsoportban: a
bakterialis vagy gombas fertézések hatdsara a zsirtestbdl antimikrobialis peptidek szabadulnak
fel, a vérsejtek pedig képesek bekebelezni a mikrobakat és tokképzés segitségével elzarni a
hemolimfatol a nagyméretli testidegen részecskéket (Rizki és Rizki, 1959; Krieg, 1958;

Hoffmann és Hoffmann, 1990; Hoffmann, 2003).



Az ccetmuslicat (Drosophila melanogaster) jol jellemzett fiziologiai és genetikai
hattere, teljes genomszekvencidjanak ismerete, valamint szertedgaz6 genetikai eszkoztara
kiemeli a potencialis rovar modellszervezetek koziil. Az ecetmuslica védekezd folyamatait
humoralis ¢és sejtes komponensek egyiittmikodése alakitja ki. A humoralis jelenségeket a
hemolimfa faktorai altal megvalositott véralvadas, a fenoloxidaz altal beinditott melanizacids
kaszkad, valamint az antimikrobidlis peptidek termelése jelentik. A sejtes immunvalasz
alapvetd jelenségei a mikrobdk bekebelezése ¢és a nem fagocitalhato méretli veszélyes
részecskék koriili tobbrétegli, melanizalddo tok képzése, megvaldsitoi pedig a vérsejtek, vagy

hemocitak (Lemaitre és Hoffmann, 2007).

Az ember és a Drosophila vérsejtképzésében szamos parhuzam megfigyelhetd. A
human vérsejtképzés az embrionalis korban megkezdddik és két hullamban (primitiv — ¢és
definitiv vérsejtképzés) zajlik kiilonbozd vérképzd szdvetekben, kompartmentumokban. Az
ecetmuslicéban is elkiilonitiink pimitiv (embriondlis) — és definitiv (larvalis) vérsejtképzést, és
az immunsejtek kompartmentalizacidja szintén jellemz6 erre az organizmusra is. Az ember
posztembrionalis vérsejtképzésének {6 szintere a vérképzd Ossejt niche ahol a vérsejtképzd
dssejt (HSC) egyenlétlen osztddassal hozza 1étre a kiilonbozo sejttipusokat. Az ecetmuslicaban
is azonositottak vérsejtképzd dssejteket, amelyek szintén egy vérképzd niche-ben, a kdzponti
nyirokszervben osztoédva hottak l1étre a hemocitakat (Evans és mtsai, 2003; Martinez-Agosto és

mtsai, 2007; Dey és mtsai, 2016).

Az ember és az ecetmuslica védekezési folyamatai nem csak anatomiai és funkcionalis
hasonlosagokat mutatnak, de a Drosophila védekezésében szerepet jatszé szamos génrdl
kidertilt, hogy a huméan immunfolyamatokban is jelentds szereppel bir. Bebizonyosodott, hogy
az emlGsok €s az ecetmuslica immunvalaszanak alapelemei funkcionalisan €s molekularisan is
erésen konzervaltak. 2011-ben Jules A. Hoffmann és Bruce A. Beutler a Drosophila Toll és

homolégjai, a human Toll like receptorok (TLR) immunitasban betoltott szerepének feltarasaért



orvosi Nobel-dijban részesiiltek (Lemaitre és mtsai, 1996 és 1997; Imler és Hoffmann 2002;

Evans és mtsai, 2003; Beutler 2009).

A rendelkezésre allo élettani ismeretek, a genetikai — és molekularis bioldgiai
eszkozrendszer, valamint az emberi immunfolyamatokkal kapcsolatban mutatott szamos
hasonlésag az ecetmuslicat kivaléan alkalmassa teszi az elsddleges immunrendszer

vizsgalatara.

1.2. Az ecetmuslica embrionalis vérsejtjei

Az ecetmuslica vérsejtképzése az emldsokéhez hasonléan mér az embrionalis fejlodés
korai szakaszdban megkezdddik és kompartmentumokhoz kototten, tobb hullamban zajlik. A
folyamatot konzervalt epigenetikai és transzkripcios faktorok iranyitjak (Holtz és mtsai, 2003;

Evans és mtsai., 2003).

Hemocitak elészor az 6todik embrio stadiumban keletkeznek: a feji mezoderma sav
teriiletén osztddd, a Serpent (Srp) transzkripcios faktor altal determindlt sejtek két vérsejt
populéciét hoznak 1étre, az embriondlis makrofdgokat és az embrionalis kristalysejteket. Az
embrionalis makrofagok migral6 sejtek, vandorlasuk molekularis hattere részletesen ismert: a
,germ band extension” stadiumban a Pvf-Pvr jelatvitel altal vezérelt, tgynevezett
transzmigracio soran az epitéliumon keresztiil az embri6 poszterior részébe jutnak, majd innen
tovabb haladnak és bejarjak a teljes embriot (1. abra) (Holtz és mtsai, 2003; Briickner és mtsai,

2004; Wood és mtsai, 2006; Siekhaus éa mtsai, 2010; Parsons és Foley, 2013).



1. abra. Az embrionalis makrofagok vandorlasa a peterakast kovetden 10, 12,
14 és 15-16 draval. a) A transzmigracio folyamata és az embrionalis makrofagok
(z61d) vandorlasa a teljes embrioban: a makrofagok transzmigracioval a kiterjedt
germ band-be jutnak, amely visszahtizodik, majd a feji és a farki végen 1évo
vérsejtek egymas felé vandorolnak a fejlédé idegkotegek és a fejlodd bél
mentén. b) A makrofagok vandorlasa a fejl6do idegrendszer mentén: a vérsejtek

s

iranyitja, a makrofagok el6szor egy hosszanti mintdzatba rendezédnek, majd
oldal iranyba vandorolnak (Wood és Jacinto, 2007).

Az embrionalis makrofagok egyik f6 feladata az apoptotikus tormelék bekebelezése,
vandorlasuk sziikséges az embrionalis idegrendszer megfeleld fejlddéséhez is. Az embrionalis
kristalysejtek a kozépbél anterior szakasza kozelében két helytiilé sejtcsoportot alkotnak,
funkciojuk ebben a stadiumban nem ismert (Franc és mtsai, 1996; Lebestky és mtsai, 2000;

Kurant és mtsai, 2008; Evans és mtsai, 2010; Nagosa és mtsai, 2011; Fujita és mtsai, 2012).
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Az ecetmuslica vérsejtképzésének masodik hullama az embrionalis fejlodés kozépsod
szakaszaban, a hati zarodast kovetden kezdddik: a laterdlis, vagy kardiogén mezoderma
sejtjeibdl hemangioblasztok differencialddnak, melyek a kardioblasztok, a perikardidlis sejtek
¢s a kozponti nyirokszerv vérsejtjeinek kozos eldalakjai. A kdzponti nyirokszerv kezdemény a
szivesO anterior végénél alakul ki, plazmatocita és kristalysejt eléalakok épitik fel (2. abra)

(Holz és mtsai, 2003; Mandal és mtsai, 2004).

—

o \

[ feji kardiogén |
\ mezoderma mezoderma ‘

[+] ° o
/ ©  embriondlis ° .
0 vérsejtek © i

[ o o © “kardioblaszt
\ o (<] o °

L] ° b
® ©
° © o ¢ © °
o o °  nyirokszerv o

\\.___\ o [+] o o (5] o L]

2. abra. Az embrionalis makrofagok és a kozponti nyirokszerv eredete. Az
embrionalis makrofagok (z6ld) a feji mezoderma sejtjeibdl képzddnek, majd
bejarjak a fejlédoé embriot, mig az embrionalis kzponti nyirokszervet 1étrehozo
sejtek (kék) a kardiogén mezodermabol fejlédnek és egy kompakt szervet
alkotnak a fejl6dé szives6 (lila) anterior végének két oldalan (Wood és Jacinto,
2007 alapjan).
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1.3. A Drosophila larva vérsejtképz6 kompartmentumai és vérsejtjei

Az ecetmuslica larvajaban a hemocitak harom vérsejtképzé kompartmentumba
rendez6dnek: ezek a keringé hemocitak, a kozponti nyirokszerv és a szesszilis vérsejtképzo
szovet (3. abra). A kozponti nyirokszerv a kardiogén mezoderma sejtjeibél (vagyis az
embrionalis kdzponti nyirokszervbdl) alakul ki, mig a masik két kompartmentumot a feji
mezoderma leszdrmazasi vonala hozza létre. Ez a harom szovet egyarant képes a végrehajto
sejttipusok, a plazmatocitak, a kristalysejtek és a lamellocitdk képzésére. A tokképzd reakcio a
harom sejttipus egylittes részvételével zajlik: a plazmatocitak és lamellociték alkotta tobbrétegii
tokban a kristalysejtekbdl felszabadulod fenoloxidaz 4altal inditott kaszkad sordn képzddott
szabadgyokok elpusztitjak a parazitoid darazs petéjét, mikozben a tobbrétegii tok melanizalodik

(Nappi és mtsai, 1973; Holtz és mtsai, 2003; Honti és mtsai, 2010 és 2014; Dudzic és mtsai,

2015).
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3. abra. Az ecetmuslica larva vérsejtképz6 kompartmentumai: a szivesé anterior
végénél elhelyezkedd, paros lebenyes kozponti nyirokszerv (KNYSZ, kék), a
testiireg faldra a szelvényeknek megfeleld sdvozott mintdzatban kitapado
vérsejtek alkotta szesszilis vérsejtképzé szovet (SZVSZ, zold) és a
hemolimféaban szabadon keringé vérsejtek (K, sarga). A fluoreszcens képen a
vérsejtekben kifejez6d6 HmI>GFP marker mintazata lathatd, mely mindharom
kompartmentumot kijeloli (a felvételt Dr. Markus Robert készitette).
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1.3.1. A keringés

A hemolimfa és a benne szabadon keringé hemocitak aramlasat a testiiregben a
szivesO ritmusos 6sszehuzodasai révén biztositja, a vérnyirkot a larva farki végébol a feji vég
iranyaba pumpalja. A keringésben a vérsejtek mellett szamos, immunologiai szempontbol
sejtfalat karosité antimikrobidlis peptideket és a veszélyes részecskék bekebelezését segitd
opszoninokat (Jiravanichpaisal és mtsai., 2006; Tao és Schulz, 2007; Chung és Kocks 2011;

Theopold és mtsai, 2014).

A hemocitaknak harom, egymast6l morfoldgiailag, immunologiai és in vivo genetikai
markerekkel, valamint funkcionalisan is elkiilonithet6 tipusat irtak le: a plazmatocitakat, a
kristalysejteket és a lamellocitdkat. A larvalis fejlédés sordn a kering6 sejtek szdma a kezdeti
200-r6] a harmadik stadium végére tobb mint 2000-re nd, melynek tobb mint 90%-a
plazmatocita, a fennmarad6 része pedig kristalysejt. Immunindukcid, példaul parazitoid
darazsfert6zés hatasara a keringé sejtek szama megemelkedik és megjelenik a harmadik
effektor sejttipus, a lamellocita. Vérsejt elalakot ebben a kompartmentumban nem irtak le
(Rizki és Rizki, 1980; Carton és Nappi, 1997; Lanot és mtsai, 2001; Kurucz és mtsai, 2003 és

2007; Kimbrell és mtsai, 2002; Goto és mtsai, 2003; Zetterval és mtsai, 2004).
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1.3.1.1. A4 plazmatocitak

cres

sejtek, a larva keringésének f6 tomegét, a sejtek mintegy 95%-at teszik ki (4. abra). Fo
feladatuk a kisméretii részecskék, a mikrobak és az apoptotikus tormelék bekebelezése, melyek
felismerésében €s hatékony felvételében kulcsszerepet jatszanak a plazmatocitak sejtfelszini
receptorai. Az Eater, a Nimrod C1 (NimC1l) és a Draper receptorok valtozé szamban
tartalmaznak egy specialis EGF szer(i ismétlddést, az tigynevezett ,,Nim-motivumot”, ami a
csoportunk 4ltal azonositott Nimrod gén- és fehérjecsaladra jellemzd motivum. Az Eater és a
NimC1 hianyaban csokken a plazmatocitdk baktérium bekebelezd képessége (Kocks és mtsai,
2005; Kurucz és mtsai, 2007), mig a Draper
a CD36 homoldég Crocquemort-tal és a
NimC4  fehérjével az  apoptotikus
sejttormelék elmimindldsdban vesz részt
(Franc és mtsai, 1999; Manaka és mtsai,
2004; Kocks és mtsai, 2005; Kurucz és

mtsai, 2007; Kurant és mtsai, 2008;

4. abra. A fluoreszcens mikroszkopos felvételen a
NimCl markert kifejez6 plazmatocitadk (piros)
bekebelezik az E. coli baktériumokat (zold).
Kocks, 2011; Fujita és mtsai, 2012;  Méretarany: 20pm. (A felvételt Honti Viktor készitette.)

Somogyi és mtsai, 2008 és 2010; Chung és

Zsamboki és mtsai, 2013).

A plazmatocitdk a bekebelezés mellett szamos egyéb feladatot is ellatnak:
extracellularis matrix alkotoelemeket €s antimikrobialis peptideket (AMP) termelnek, valamint
szerepiilk van a szisztémds immunvalasz kivaltdsdban is. A patogén bejutisat érzékeld
plazmatocitdk a Psidin fehérje kivalasztasan keresztiil serkentik a humoralis immunités

crer

¢s mtsai, 2007; Martinek és mtsai, 2008; Charroux és Royet, 2009; Defaye és mtsai, 2009).
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Azonban ezek a sejtek nem csak a mikrobak, de a tobbsejtli betolakodok elleni védekezé
reakcioban is részt vesznek: a parazitoid darazs petéje koriili tok belsd sejtrétegét kitertilt
plazmatocitak alkotjak, mintegy alapot biztositva a lamellocitdk szamara a tobbrétegli tok
kialakitdsahoz. Raadasul hasonl6 szerepiiket irtdk le a tumorellenes immunvalasz soran torténd

tokképzésben is (Williams és mtsai, 2005; Pastor-Pareja és mtsai, 2008).

Korabban a plazmatocitat terminalisan differencialodott sejttipusnak tartottdk, azonban

az utobbi években a vérsejtleszarmazasi vonalak genetikai eszkdzokkel torténd vizsgélata soran

cres

dedikalt tokképzd sejtté, lamellocitava transzdifferencidlodni (Honti és mtsai, 2010 és 2014,

Stofanko és mtsai, 2010).

1.3.1.2. A kristdlysejtek

A kristalysejtek a plazmatocitdkhoz hasonld

cres

hemocitak, a keringé sejtek kevesebb, mint 5%-at

teszik ki (5. abra). Citoplazmajukban profenoloxidaz

kristalyokat hordoznak, amelynek aktiv formaja, a  5.abra.A) Akristilysejtek faziskontraszt
mikroszkopos és B) fluoreszcens képe,

melyen a sejtmembrant a CD8-GFP
marker jeloli (z6ld) (Bidla és mtsai,
2007).

fenoloxiddz a melanizacids kaszkad kulcsenzime.
Ennek az enzimnek a tokképzé reakcioban, az
alvadékképzésben és a sebgyogyulasban van alapvetd szerepe. Az immunvalasz sordn a c-Jun
N-terminalis kindz (JNK) jelatvitel hatasara juttatjdk a kristalysejtek a profenol oxidazt a
hemolimféaba, rdaddsul a folyamat sordn felszabaduld egyéb molekuldk szerepet jatszhatnak a

tokképzo sejtek kialakulasanak serkentésében is (Rizki és Rizki, 1959; Bidla és mtsai, 2007).

Habar a kristalysejt iranyu differencidlodas mar az embriogenezis soran eld6l, Krzemien

¢s munkatarsai szerint a kozponti nyirokszerv kristalysejt progenitorai immunindukci6 hatasara
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képesek lehetnek lamellocitava alakulni. S6t, az utdbbi években megfigyelték, hogy a szesszilis
vérsejtképzé szovetben a plazmatocitak kristalysejtekké képesek transzdifferencialédni, amely
folyamatot a Notch jelatvitel szabalyozza (Lebestky és mtsai, 2000; Waltzer és mtsai, 2003;

Krzemien és mtsai, 2010a; Terriente-Felix és mtsai, 2013; Leitao és Sucena, 2015).

1.3.1.3. A lamellocitak

A lamellocitdk nagyméretii
(20-50p), kiteriilt sejtek (6. abra). Vad
tipusu, naiv larvaban csak ritkan
jelennek meg, kozvetleniil a babozodas
el6tt, azonban immunindukcio6 hatasara

nagy szamban képzédnek. Feladatuk a

eater>GFP

parazitoid dardzs larvaja, vagy mas,
6. abra. A plazmatocitak (zold, eater>GFP) és a lamellocitak
nem fagocitalhatd mérettartomanyba  (piros, L1) tobbrétegii, melanizalodo tokot képeznek a L.

boulardi parazitoid darazs petéje koriil. Méretarany: 50 pm.
esO veszélyes részecske  koriili

tobbrétegli tok kialakitasa. A tok melanizalédik és a folyamat soran keletkez$ reaktiv

oxigénformak elpusztitjak a parazitat (Nappi és Vass, 1998).

Csoportunk korabbi munkaibol kideriilt, hogy a kutikula steril koriilmények kozotti
sebzése lamellocitak képzddéséhez vezet, ami arra utal, hogy az epidermisz, vagy a bazalis
membran sériilése elegendd inger a tokképzo sejtek keletkezéséhez. Azonban, mig egy korabbi
tanulmanyban leirtdk, hogy a zsirtestet burkol6 bazalis membran karosodasa erds immunvalaszt
¢s lamellocita képzodést okoz, addig egy késébbi kisérletben megfigyelték, hogy az
imagokorongok bazalis membranjanak in vivo karosodasa plazmazocitak kitapadasahoz vezet
ugyan, de tokképzo sejtek nem keletkeznek (Rizki és Rizki, 1974; Markus és mtsai, 2005;

Pastor-Pareja és mtsai, 2008).
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Lamellocita képzddést megfigyeltek tumorszuppresszor mutans larvakban (1(3)mbn?) és
jelatviteli utak talmikodése (hop™™) esetén is. Késdbb megallapitottik, hogy a vérsejt
tumorokat okoz6 mutaciok mindig lamellocita képzddéshez vezetnek. Kiilonbozo jelatviteli
utvonalak elemeinek ¢és transzkripcids faktoroknak vérsejtspecifikus taltermelésével is
eléidézhetd a tokképzd sejtek megjelenése (Konrad és mtsai, 1994; Asha és mtsai, 2003;
Sorrentino és mtsai, 2004; Zetterwall és mtsai, 2004; Minakhina és Steward, 2006a; Stofanko

¢s mtsai, 2008).

A kutatocsoportunkban végzett sejtvonaljeloléses vizsgalatokbol kideriilt, hogy a
korabbi elképzelésekkel ellentétben a lamellocitdknak csak egy része szdrmazik prekurzor
sejtekbdl, a keringésben jelentés hanyaduk a korabban terminalisan differencialodottnak vélt

plazmatocitakbol képzoédik (Honti és mtsai, 2010; Honti és mtsai, 2014).

1.3.2. A kozponti nyirokszery

A kozponti nyirokszerv az embriondlis kdzponti nyirokszerv kezdeménybdl
kifejlédo, a szivesd két oldalan elhelyezkedd, bazalis membrannal kdriilhatarolt, paros lebenyes
szerv. Az elsddleges lebenyt poszterior iranyban tobb mésodlagos lebeny koveti, az egyes
lebenyeket a kozponti nyirokszervvel azonos embrionalis eredetii perikardialis sejtek valasztjak

el egymastol (Rohrborn, 1961).

Az embrionalis fejlédés végén kb 30-30 sejtbdl allo szervkezdemény a larvalis fejlédés
soran folyamatosan novekszik, a harmadik larva stddium végére az elsddleges lebenyeket
mintegy 5-5000 sejt alkotja és kifejlodik a két-harom par, jelentdsen kisebb méretii masodlagos

lebeny is (Shrestha és Gateff, 1982; Lanot és mtsai, 2001; Jung és mtsai, 2005).
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Az els6dleges lebenyt helyzetén és
¢ PSC PS

méretén kiviil j0l megfigyelhet6 szerkezete is Y.

: |
megkiilonbozteti a tobbitél (7. dbra): kérgi M. Ve a

szivesd
zOnajaban (CZ) érett hemocitak és atmeneti s T NS ——

sejtek talalhatok, mig a veléallomanyt (MZ) & \ /

differencialatlan vérsejt eldalakok, vagy masodlagos lebenyek

elsédleges lebeny

prohemocitdk alkotjdk. A két zoéna

elkiilonitésére SZAmMOos marker all 7. abra. A kozponti nyirokszerv a szivcesé anterior
végének két oldalan helyezkedik el. Egy par

elsddleges - és néhany par masodlagos lebenybdl all,
melyeket perikardis sejtek (PS) valasztanak el
egymastol. Az elsddleges lebeny harom funkcionalis
markerei tobbek kozott a Hemolectin, a  egységre tagolhato: a kéregallomanyban (CZ)
differencialodott vérsejtek, a veldallomanyban (MZ)
pedig vérsejt el6alakok helyezkednek el; a poszterior
szignalizacios kozpont (PSC) a prohemocitak
differencialatlan allapotdnak fenntartasaért felel
veldallomany fontosabb markerei pedig a  (Jung és mtsai, 2005 nyomén).

rendelkezésre: a kérgi zbéna sejtjeinek

Peroxidasine, a NimCl és az Eater, a

Domeless (Dome), a Thioester-containing protein4 (Tep4) és az Cubitus interruptus (Ci)
(Sinenko és Mathey-Prevot, 2004; Jung és mtsai, 2005; Irving és mtsai, 2005; Mandal és mtsali,
2007; Kurucz és mtsai, 2007a; Krzemien és mtsai, 2007 és 2010; Tokusumi és mtsai, 2009a és

2009b; Gao és mtsai., 2011).

Az elsédleges lebeny poszterior részén elhelyezked6 20-30 sejtbdl felépiilé poszterior
szignalizacios kozpont (PSC) niche-ként miikodik, az MZ sejtek prohemocita allapotanak
fenntartasaért felel. A PSC sejtjei hosszu sejtnytlvanyokat, un. citonémakat bocsajtanak a
veldallomany sejtjei kozé és feltételezhetden ezeken keresztiil tovabbitjak a differencidlodést
gatlo jeleket a prohemocitak felé (8. abra). A niche fontosabb markerei a Collier (Col), az
Antennapedia és a Hedgehog (Hh) (Crozatier és mtsai, 2004;Mandal és mtsai, 2007; Krzemien

¢és mtsai, 2007; Pennetier és mtsai, 2012).

Az utobbi években az elsd staddiumu larva kozponti nyirokszervében, kozvetleniil a

szivesO mellett olyan sejteket azonositottak, melyek nem fejezik ki a MZ markereket. Ezek a
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sejtek a PSC-bdl felszabadulo
Decapentaplegic (Dpp) altal szabalyozott
médon hozzak létre a késébb kialakulo
veldallomanyban elhelyezkedo
prohemocitakat, igy ezeket a sejteket
vérsejtképzo Gssejteknek (HSC)
tekinthetjiik (Minakhina és Stewart, 2010;

Dey és mtsai, 2016).

. 8. abra. A PSC sejtjei a-d) citonémakat bocsajtanak
A masodlagos lebenyekben az 4z clsddleges lebeny veldallomanyiba (MZ),
melyeken keresztiil feltehetGen €) a Hh jelatvitel

elsddleges lebenyekre jellemzé strukturalis révén a prohemocitak differencidlatlan allapotanak
fenntertasat biztositjak. (Mandal és mtsai, 2007)

tagoltsag nem figyelhetd meg, ezen lebenyek szerepe a larva stadiumban nem tisztazott.

A hemocita képzddés szabdlyozdsa a harom vérsejtképzd kompartmentum koziil
legrészletesebben a kozponti nyirokszervben ismert. Az elmult b6 husz év egymasnak
helyenként ellentmondé kutatdsi eredményei egy meglehetdsen Osszetett €és bonyolult
szabalyozasi halozat miikodését rajzoltak fel. A kétezres évek elsd felében azonositottak a PSC-
t és megallapitottak szerepét a prohemocitak fenntartasaban, amely folyamatban a Hh jelatvitel
jatssza a kdzponti szerepet. A PSC-bdl felszabaduld Hh a vel6allomany sejtjein a Patched (Ptc)
transzmembran receptorhoz kotddik és aktivalja a jelatvitel intracellularis szakaszat, melynek
végrehajtd eleme a Ci transzkripcids faktor, amely valdsziniileg a prohemocita allapot
fennmaradasahoz sziikséges expresszidos mintazat kialakitasaért felel. A Ptc koreceptora az
Interference hedgehog (Ihog), amely szerepét szamos szovetben megfigyelték mar, azonban a
vérsejtképzddés tekintetében még nem vizsgaltdk (Jung €s mtsai, 2005; Yao és mtsai, 2006;

Mandal és mtsai, 2007; Krzemien és mtsai, 2007; Camp és mtsai, 2010).

Azt is kimutattak, hogy ha a PSC mérete megndvekszik, akkor erdésebb gatld hatast fejt
ki a prohemocitakra, ezaltal megndveli a veldallomany kiterjedését. Szamos faktorrol, tobbek
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kozott a Dpp-r6l, a dMyc-rél, a TOR jelatvitelrél, a Jumurdl és Roborol is leirtak, hogy
befolyasolja a PSC méretét és szerkezetét, ezen keresztiil pedig a vérsejtek differencialddasat
(Pennetier és mtsai, 2012; Benmimoun és mtsai, 2012; Morin-Poulard és mtsai, 2016; Hao és

Jin, 2017).

A PSC kozponti szerepét részben vitatja az a megfigyelés, hogy a PSC sejteknek a
reaper proapoptotikus faktor taltermelésével torténd elimindlasa nem serkentette a vérsejt
differencialodast és a prohemocitak elvesztését sem eredményezte. Ez arra utalt, hogy a niche-
n kiviili jelek is részt vesznek a kozponti nyirokszervben torténd differencialédas
kapcsolatos megfigyelések. Sinenko és munkatarsai ravilagitottak, hogy a MZ sejtjei a
Wingless (Wg) jelatvitel segitségével autondom modon szabalyozzdk a progenitor
differencidlodast, rdadasul a PSC méretét is befolyasoljak. Leirtak, hogy a Col a veldallomany
belsd sejtjeiben is kifejezddik alacsony szinten és ezek a sejtek is részt vesznek a MZ
fentartasaban. Azt is megfigyelték, hogy az extracellularis matrix szerkezete és a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) szintje is befolyasoljak a prohemocitak fennmaradasat (Sinenko és mtsai, 2009;
Owusu-Ansah ¢és Banerjee, 2009; Dragojlovics-Munther és Martinez-Agosto, 2013; Gao és

mtsai, 2014; Benmimoun és mtsai, 2015; Oyallon és mtsai, 2016; Hao és Jin, 2017).

A tovabbi vizsgélatok soran kideriilt, hogy a kérgi zona is hatast gyakorol az MZ
sejtekre a PVR jelatvitel és az ADGF-A szekrécié révén. Emellett a Slit/Robo szignalizacion
keresztiil a sziveso is befolyasolja a PSC méretét, de a taplalék mennyiség és a kornyezetbdl
érkezd hatasok, példaul szagingerek hatdsara a zsirtest és az agy is képes beleszdlni a kdzponti
nyirokszervben foly6 szabalyozéasba (Mondal és mtsai, 2011 €s 2014; Shim és mtsai, 2012 és
2013b; Morin-Poulard és mtsai, 2016; Fergusson és Martinez-Agosto, 2017). A kdzponti

nyirokszervben hat6 szabalyozasi haldzatrdl a 9. abra nyu;jt vazlatos attekintést.
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9. abra. A kozponti nyirokszervben zajlo differencialodast szabalyozo folyamatok Osszefoglald abraja. A
kozponti nyirokszerv fejlédését PSC fiiggd és fiiggetlen folyamatok egyarant befolyasoljak. A PSC a
Hedgehog (Hh) jelatvitellel kozvetleniil, illetve a Pvf/Pvr jelatvitellel a kéregallomanyon (CZ) keresztiil
kozvetett modon szabalyozza a velballomany sejtjeinek fejlodését. A progenitorok differencialodasat a
veléallomanybol szarmazo jelek is befolyasoljak (pl. Jumu, ROS) illetve a zsirtesten és az agyon keresztiil a
kornyezetbdl érkezo6 ingerek és a taplalék mennyisége is hatassal vannak a veléallomanyra (Yu és mtsai, 2017
alapjan).

A kozponti nyirokszerv immunindukcié hidnyaban a larvalis életszakasz végéig
megorzi integritasat, azonban indukcio, példaul parazitoid darazsfert6zés hatdsara a szerkezete
felbomlik, sejtjei a keringésbe keriilnek, és részt vesznek a dardzspete elpusztitdsaban. Naiv
allapotban a veldallomanyban aktiv JAK/STAT jelatvitel gatolja a progenitor sejtek
differencialodasat a GATA/FOG aktivitds fenntartasa révén. A darazsfertdzés hatasara
termelddd Latran antagonistaként gatolja a JAK/STAT ttvonal receptoranak, a Dome-nak a
mikodését, valamint csokken a Dome-ligand Unpaired3 (Upd3) termelédése is, amely hatasok
a jelatviteli utvonal kikapcsolodasahoz és végsé soron lamellocita differencialodashoz
vezetnek. Erdekes, hogy az ttvonal kulcsenzimét, a STAT transzkripcids faktort aktivalé JAK
kinaztt kodold gén, a hopscotch funkcionyeréses mutacioja (hop™m) emelkedett JAK/STAT
aktivitast, és azon keresztiil megemelkedett vérsejtszamot és lamellocita differencidlodast okoz.

Ezek az ellentmondasosnak tiing eredmények arra utalnak, hogy az utvonal aktivitasanak egy
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allando szintje sziikséges a prohemocita allapot megdrzéséhet, az attdl vald pozitiv, vagy
negativ iranyu eltérés egyarant a vérsejt eldalakok differencidlodasahoz vezet. Azt is
megfigyelték, hogy a darazsfert6zés hatasara megemelkedik a ROS szint a PSC-ben, melynek
hatasara egy EGF homolog, a Spitz ligand felszabadul a niche sejtjeibdl a hemolimfaba és a
kering6é plazmatocitak lamellocitava alakulasat serkenti. (Hanratty és Ryerse, 1981; Harrison
és mtsai, 1995; Krzemien és mtsai, 2007; Markus és mtsai, 2009; Honti és mtsai, 2010 és 2014;

Makki és mtsai, 2010; Grigorian és mtsai, 201 1b; Sinenko és mtsai, 2012; Fossett, 2013).

1.3.3. A szesszilis vérsejtképzd szovet

A Drosophila larva harmadik
vérsejtképzéd kompartmentumdt, a szesszilis
vérsejtképzo szovetet a testlireg falara kitapadt, a
szelvényeknek megfelel6 sévozott mintdzatban
elhelyezkedd hemocitak alkotjak.
Laboratériumunkban  kimutattuk, hogy a
szesszilis szOvet mintdzata az embriondlis és
larvalis fejlédés soran fokozatosan alakul ki. Azt
is megfigyeltik, hogy a larva szesszilis

szovetében sejtosztodas zajlik, valamint, hogy a

., ., . 10. abra. Immunindukcio6 hatasara a szesszilis
kompartmentumot plazmatocitak, kristalysejtek g gvet szerkezete felbomlik. A: harmadik

stadiumu larva szesszilis szovetének savozott
és prekurzor jellegﬁ sejtek épitik fel. mintazata. B: az immunindukciot kovetden a
szesszilis szovet szerkezete felbomlik. C-F: a
plazmatocitak (C és D) és a lamellocitak (E és
F) immunolégiai jelolése NimCl1-, illetve L1-
. specifikus ellenanyaggal, naiv (C és E) és
szerkezete felbomlik (10. 4bra), a hemocitdk  indukalt (D és F) larva szesszilis szovetében.

(Markus és mtsai, 2009) Méretarany:

differencialodnak, és a tobbi kompartmentum A és B (100 pm)and C—F (20 pm).

Immunindukcié hatasidra a szesszilis szovet

sejtjeivel egylittmiikodésben részt vesznek az immunvalasz kialakitadsaban (Markus és mtsai.,

2009; Honti és mtsai., 2010).
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Makhijani és munkatarsai megfigyelték, hogy a szesszilis szovet ¢és a keringés
dinamikus egyenstlyban vannak egymassal: kering0 sejtek tapadnak ki a testiireg faléra, illetve
szesszilis sejtek mobilizalddnak és keriilnek be a keringésbe. Ezt a dinamikus kapcsolatot a két
kompartmentum kozott a sajat  megfigyeléseink is  alatamasztjak:  konfokalis
videomikroszkopias vizsgalatok soran az €16 larvakban in vivo genetikai markerek segitségével
megfigyeltiink a két kompartmentum ko6zott mozgd vérsejteket (Honti Viktor személyes
kozlése). Raadasul a csoportunkban kordbban végzett genetikai sejtvonaljeldléses kisérletek
eredményei is arra utaltak, hogy a szesszilis szovet és a keringés egymastol nem izolaltak.
Késobb megfigyelték, hogy a szesszilis vérsejtek periférids neuronok nyulvanyai kozelében
helyezkednek el, és kitapadasukat az idegsejtek nytlvanyaibol felszabaduldé P-activin

szabalyozza (Honti és mtsai, 2010; Makhijani és mtsai, 2011; Makhijani és Briickner, 2012).

Szamos, a szesszilis szovet szerkezetét befolyasold gént azonositottak, azonban a
szesszilis szovet kialakulasanak és szerkezeti valtozasainak molekularis hattere és pontos
mechanizmusa kevéssé ismert. In vitro kisérletek alapjan megallapitottak, hogy a vérsejtek és
a bazalis lamina kozotti kapcsolat a Sydecanon keresztiil valosul meg, azonban ezt in vivo
eredmények nem tdmasztjdk ald. Ellenben csoportunkban megfigyeltiik, hogy az Eater
fegocitozis receptor hidnydban a vérsejtek nem képesek megfelelden kitapadni a testiireg
faldhoz, igy a szesszilis szovet szerkezete felbomlik (Narita és mtsai, 2004; Zettervall és mtsai,

2004; Stofanko és mtsai, 2008; Bretcher és mtsai, 2015).

Csoportunkban az utobbi években kidolgoztunk egy in vivo metodust a szesszilis szovet
szerkezetének és milkodésének vizsgéalatara. A mddszerben a genetikai markerek eszkoztarat
kombinaltuk az immunfestéssel és a larvak acetil-kolin észterdz gatloval torténd enyhe
bénitasaval, igy lehetdvé valt a larvalis vérsejtek egyidejii genetikai és immunoldgiai jeldlése

és a vérsejtek Osszetett in vivo vizsgalata konfokalis videomikroszkopia segitségével. Ez a
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modszer egy Uj, egyediilallo lehetdséget nyujt a szesszilis vérsejtképzd szovet vizsgalatara

(Csordas és mtsai, 2014) (11. abra).

A szesszilis vérsejtképzo
szOvetben maig nem azonositottak a PSC-
hez hasonl6 szabalyozo kézpontot, habar a
szesszilis hemocitak feldusulasa egy
proliferald vérsejt populaciot sejtet a larva
poszterior részében, ahol elképzelhet6 egy
szervezd kozpont mikodése (Kurucz é€s

mtsai., 2007b; Markus és mtsai., 2009).

Egy  késébbi  tanulmanyban
megallapitottak, hogy a  szesszilis

hemocitdk az  epidermisz és a

testfalizomzat kozé ékel6dd vérsejtképzd

. 11. abra. Az in vivo immunfestés modszere. A modszer

zsebekben  helyezkednek el, amik  egyarant alkalmas E és F) a szesszilis vérsejtek és H és

I) a kdzponti nyirokszerv jellemzésére, és a kiilonb6z6

mikrokémyezetként SZOlgélhatnak a  vérsejt populaciok, mint F és I) a plazmatocitak, vagy K

és L) a lamellocitak jelolésére is. (Csordas és mtsai,
2014) Méretarany: 50 pm

vérsejtek fejlodéséhez. Azt is
megfigyelték, hogy a szesszilis vérsejtképzd szovetben az érett plazmatocitdk egy része a
Notch/Serrate jelatvitei utvonal szabalyozasa mellett kristalysejtekké differencialodik. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy bar a szesszilis vérsejtképz6 szovetben aktiv sejtosztodas és
differencidlodas torténik, a szovet miikodését nem egy dedikalt szabalyozo kdzpont irdnyitja

(Makhijani és mtsai., 2011; Leitdo és Sucena, 2015).
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1.4. A bab és az adult vérsejtjei

A bab stadiumban a vérsejtképz6 kompartmentumok szerkezete felbomlik, azokbol a

hemocitak felszabadulnak, a fagocita sejtek részt vesznek a szovetek atrendezédése soran

keletkez6 apoptotikus tormelék eliminalasaban, majd 1étrehozzak az adult kompartmentumait

(Grigorian és mtsai., 2011; Honti és mtsai, 2014; Ghosh és mtsai, 2015).

A kifejlett egyedben két
vérsejt-kompartmentum figyelhetd
meg: a keringés és a szesszilis
hemocitak. A két
kompartmentumot a két vérsejt
leszarmazasi vonal (a feji- és a
kardiogén mezoderma vonala)
kozosen alakitja ki. A keringd
sejtek legnagyobb része NimCl
markert kifejez6 plazmatocita,
kristalysejt csak nagyon ritkdn

azonosithato ebben a

kézponti
nyirokszerv

kutikula B L TATE AT W o -
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Z<L (G~ g X0 w0 5.0 (ke N
> Y& % (R ~o'}_¢' N
4 \JGIe A ) s gt LYV, .
WO Va2 ) A Caminin®y
\OCEAER fvesd  JEeeanp din
SEESN szivesd |t eaesgrencardin X
{ a». ) ‘t’ )J Sl
(e perikardialis diafi
S (O /' perikardialis diafragma
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12. abra. A kifejlett ecetmuslica vérsejtképz6 kompartmentumai.
Az embrionalis makrofag - és a kozponti nyirokszerv leszarmazasi
vonal sejtjei az un. ,,homing” folyamat soran kézosen hozzak 1étre
az adult vérsejtképz6 sejtcsomoit a kutikula, a szivesd és a
perikardialis diafragma k&zott (Ghosh és mtsai, 2015 nyoman).

kompartmentumban. A szesszilis sejtek négy dorzalis sejtcsomot, Gn. vérsejtképzo kdzpontot

hoznak létre a szivesd és a kutikula kozott (12. abra). Ezeket a sejtcsomokat plazmatocitak,

kristalysejtek és a larvalis kozponti nyirokszervbdl szarmazd vérsejt eléalakok alkotjak, és

ezekben a kdzpontokban aktiv vérsejt differencialodas zajlik (Elrod-Erickson €s mtsai, 2000;

Honti és mtsai, 2010 és 2014; Ghosh és mtsai., 2015).
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1.5. A vérsejtképzés transzKkripcids és epigenetikai szabalyozasa

A hemocita sejtsors meghatarozasaért a Drosophila vérsejtképzésével kapcsolatban
els6ként azonositott transzkripcidés faktor, a Serpent (Srp) a felelés, mely a GATA
transzkripcids faktor fehérjecsalad tagja. Ebbe a csaladba szdmos, az emldsokben és az
ecetmuslicaban azonositott transzkripcids faktor tartozik, és koziiliikk tobbnek a miikkodését a
vérsejtképzés soran figyelték meg és jellemezték a legjobban. A csaladra jellemzd, hogy a
fehérjék legalabb egy, de tobbnyire két cink-ujj motivumot tartalmaznak: a ,,C-terminalis ujj”
(ez minden GATA faktornak része) a WGATAR konszenzus DNS szekvencia felismeréséért
¢s megkdtéséért, az ,,N-termindlis ujj” pedig a kotés stabilizalasaért €s mas fehérjékkel torténd
interakcidért felelds. A feji mezoderma és az embriondlis és larvalis kozponti nyirokszerv
progenitor sejtjeiben kifejez6dd Srp-nek két, alternativ splicing révén keletkezd, aktiv
izoformdjat azonositottdk, melyek kiilonboz6 kolcsonhatd partnerekhez kapcsolddnak és
kiilonb6z6é gének aktivitasat fokozzdk (Lebestky és mtsai, 2000; Fossett és Schulz, 2001;

Fossett és mtsai, 2003).

Az emldsok vérsejtképzésében szintén alapvetd fehérjecsalad, a FOG (Friend Of
GATA) csalad tagja, a Drosophilaban a U-shaped (Ush), amely a Serpent korepresszoraként,
azzal kapcsolddva gatolja a kristalysejt-sors determindciojat. A Srp hatasara kifejez6do
Gem/Gem2, valamint a Srp és a Ush egyiittesen felelds a makrofag iranyt determinacioért (13.

abra) (Lebestky és mtsai, 2000; Fossett és Schulz, 2001; Fossett és mtsai, 2001).

A kristalysejt fejlddési vonal meghatarozo, alapvetd transzkripcids faktora a RUNX
csaladba tartoz6 Lozenge (Lz). A csaladba tartozd gének jelentds része szerepet jatszik az
emlésok vérsejtképzésében, egyes faktorok mutacigjat kiillonboz6 leukémidkban s
azonositottak. A lozenge a feji mezoderma Srp-et kifejez6 sejtjeinek egy részében aktiv, €s

ezekben a sejtekben a Serpenttel egylittmikodve, a Ush-t szuppresszalva indukalja a kristalysejt

iranyba torténd fejlodést (13. abra). A Lz negativ sejtek makrofagokka differencialédnak
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(Lebestky és mtsai, 2000; Fossett és Schulz, 2001; Bataillé és mtsai, 2005; Muratoglu és mtsai,

2006; Ferjoux és mtsai, 2007; Terriente-Felix és mtsai, 2013).

Erdekes, hogy a lamellocita differencidlodas szabalyozasat az embrionalis
vérsejtképzddést iranyitd transzkricios faktorok, a Serpent és a U-shaped végzik: a Serpent
tultermelése a plazmatocitdkban a bekebelezd sejtek lamellocitava alakulasat eredményezi,

amely folyamatot feltehetéen a U-shaped gatolja (13. abra) (Sorrentino és mtsai, 2007; Kroeger

¢s mtsai, 2012). )
@Srp‘ prohemocita
A plazmatocita —  lamellocita /\
atalakuldasban  szerepet  jatszo  egyik Heh g
epigenetikai faktor a CoREST represszor i
GCM / GCM2 ==1LZ
komplex tagja, a Charlatan (Chn): a Chn
JAK 13 1
plazmatocita-specifikus tiltermelése Toll 3 ,
% -
lamellocita képzOodéshez vezet. Egy masik 'mmmcita a/kristélvsejt

epigenetikus regulator, a multiple sex combs ! ‘ /gm Ush{

(mxc) funkcidvesztése sejtautonom modon

lamellocita

serkenti a plazmatocitdk osztdédasat és a 13.  4bra. A Drosophila  hemocitik
differencialodasat szabalyozd transzkripcids faktor

halézat. A hemocita sejtsorsot a GATA
transzkripciés ~ faktor  Serpent  (Srp)  korai
kifejez6dése hatarozza meg a prohemocitakban. A
eredmények arra utalnak, hogy a lamellocita Srp a FOG transzkripcios faktor U-shaped-del (Ush)
egyiittmiikddésben aktivaljak a Glial cell missing
(Gem) ¢és a Gem?2 transzkripcids  faktorok
kifejez0dését, amelyek a plazmatocita-specifikus
. gének kifejez6dését biztositjak. A prohemocitak kis
allhat (mxc), azonban a plazmatocita —  hanyadaban kifejez6dé Lozange (Lz) transzkripcios
faktor a Ush antagonistajaként gatolja a Gem/Gem?2
lamellocita atlakulashoz ennek a gatlasnak a kifejezddését. A Lz-t kifejez sejtek kristalysejtekké
differencidlodnak. A lamellocitak két forrasbol
szarmaznak: a plazmatocitak a Srp és a Charlatan
(Chn) tultermelése, vagy a Ush funkciovesztése
esetén képesek transzdifferencialodni lamellocitava;
plazmatocita-specifikus gének a kozponti nyirokszerv prohemocitai pedig tobbek
kozott a JAK/STAT ¢és a Toll jelatvitel
tulaktivalasanak hatasara differencialodnak
lamellocitava. (Wang és mtsai, 2014 nyoman)

lamellocitak kialakulasat. Ezek az

differencidlodas epigenetikai gatlas alatt

felolddsa  mellett  sziikség lehet a

kikapcsolasara, amelynek egyik fontos

végrehajtdja lehet a Chn (Remillieux-Leschelle és mtsai, 2002; Stofanko és mtsai, 2010).
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1.6. A headcase, a differencialédas szabalyozé faktora

Csoportunkban korabban
sziirovizsgalatot végeztiink, melynek célja az
volt, hogy a vérsejtképz6 kompartmentumok és
a vérsejt populaciok elkiilonitésére  és
jellemzésére alkalmas genetikai markereket

azonositsunk. A headcase (hdc) gén

kifejez0dési mintdzatdt mutatd LacZ tartalmu

enhanszercsapdazd P elem beépiilés (hdcB)  14. abra. A és C) A hdc kifejezodik a kdzponti
nyirokszervben, azonban B és D) az
immunindukcid hatasara differencialodo
sejtekben az aktivitasa lecseng (Markus és mtsai,
] L o 2009). Lamellocita — L1 (piros), hdc — anti-B-gal
harom larvélis vérsejtképzé kompartmentum  (;51d), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 20 pm.

vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a hdc a

koziil kizarolag a kozponti nyirokszervben fejez6dik ki. Azt is megfigyeltiik, hogy az
immunindukcid hatdsara a nyirokszervbdl felszabadulo és differencialodé hemocitakban a gén
aktivitasa lecseng (14. abra). Ez azt sugallta, hogy a hdc a k6zponti nyirokszervben részt vehet

a vérsejtek érésének szabalyozasaban (Weaver és White, 1995; Markus és mtsai. 2009).

A Hdc volt az elsé olyan citoplazmatikus fehérje, amelyrdl leirtak, hogy minden
imaginalis szovetben kifejezddik, ezaltal lehetdvé valt az adult szerv- és szovetkezdemények
korai azonositasa és morfogenezisilk nyomon kdvetése az embriotol a kifejlett egyedig (15.
abra). Raadasul megallapitottak, hogy az imaginalis szovetekben termel6dd fehérje
sejtautondm modon gatolja ezen szdvetek sejtjeinek differencialodasat. Kifejezodése a fejlodo
szervkezdeményekben az utols6 mitotikus osztddasig fennmarad, majd a metamorfozis
kezdetén a gén aktivitdsa megszlinik, és a kifejlett egyedet kialakitd strukturak sejtjei

differencialodasnak indulnak (Weaver és White, 1995).
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15. abra. A hdc kifejezddik az Osszes imagindlis szovetben. A) A harmadik
stadiumu larva sematikus keresztmetszeti képén az imaginalis szoveteket kék szin
jeloli. B-N) A P{LacZ}hdc® larva szdveteiben a hdc kifejez6dését X-gal festéssel
(kék) tették lathatova. A hdc kifejez6dik B) a dorzalis protorakalis
imagokorongban, C) az imaginalis nyalmirigy gyiriiben, D) az imaginalis
tracheoblasztokban, E) a szarny - (w), a metatorakalis lab - (I3) és a billér (h)
imagdkorongokban, F) az imaginalis tracheoblasztokban, G) az ivarsejt
kezdeményekben, H) a here terminalis sejtjeiben, I) a ventralis (v), a dorzalis
anterior (da), a dorzalis poszterior (dp) és a spirakularis hisztoblasztokban, J) a
végbél imagogytrijében, K) az ivarlemezben, L) a petefészekben, M) az elobél
imagogytiriijében, valamint N) a kdzponti idegrendszerhez kapcsolodo és a fej vazat
kialakito imaginalis szovetekben: a csap diszkuszban (a), a szemdiszkuszban (e), a
protorakalis- (I1) és a mezotorakalis (12) labdiszkuszban, a szajszerv diszkuszaiban
(Ib és cl), az imaginalis neuroblasztokban (in) és a gylirimirigyben (r). (Weaver és
White, 1995).

Késobbi vizsgalatok soran megfigyelték, hogy ez a fehérje sejtautoném és nem-
sejtautondm szabdlyozési folyamatokban egyarant részt vesz. A légcsérendszer embrionalis
fejlédése soran a tracheaelagazasok ,,fizionalod sejtjeiben” (fusion cell) kifejez6d6 Headcase

nem-sejtautonom modon gatolja a szomszédos sejtek differencialodasat, ezzel megakadalyozza
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tovabbi elagazasok képzodését. Ugyanakkor az idegrendszer fejlédésében is megfigyelték a
Hdc szerepét: a ddaC neuronok ,,dendrit rovidiilésének™ (dendrite pruning) szabalyozasaban
vesz részt, hatasa ez esetben sejtautonom (Steneberg és mtsai, 1998; Steneberg és Samakovlis,

2001; Loncle és Williams, 2012).

Azt is kimutattak, hogy a hdc mRNS-ében talalhato UAA stop kodont a trachea
transzlacios gépezete az in. kodon szuppresszio soran képes értelmes kodként felismerni és a
transzkripciot folytatni. Az igy 1étrej6v6 hosszabb fehérje vesz részt a trachea agak fejlodésének

szabalyozasaban (Steneberg és mtsai, 1998; Steneberg és Samakovlis, 2001).

A Hdc miikddésére nem csak a kiilonb6zd differencialédasi folyamatok szabalyozasa
soran van sziikség. A fehérje fontos szerepet jatszik a here Ossejt niche egyik szomatikus
sejttipusanak az un. ,,hub” sejteknek a talélésében és ez altal az ivari Gssejt niche fenntartasaban,
valamint a bélham dssejtek és az enteroblasztok fennmaradasdban is. Az utobbi években leirtak
a Hdc kapcsolatit a mTOR jelatviteli Utvonallal, melyen keresztiil hatdssal van a
szovetnovekedés, a sejtosztodas és a differencialodas szabalyozéasara kiilonbozd szovetekben
(Resende és mtsai, 2013; Avet-Rochex és mtsai, 2014; Resende és mtsai, 2017; Li és mtsai,

2019).

A Hdc aminosav sorrendje nem tartalmaz ismert funkciohoz kotheté doméneket,
azonban a fehérje kdzepén talalhatd ,,k6zépsé domén” erdsen konzervalt a fehérje homologjai
¢s ortologjai kozott. A Hdc fehérje human homolégjanak, a HECA-nak tumorszuppresszor
hatasat figyelték meg szdj lapham karcindmabdl szarmazd sejtvonalak vizsgéalata soran.
Sejtosztodast gatld hatasat valoszintileg ciklinekkel és CDK-kal val6 kolesonhatasa révén fejti
ki. Vastagbél tumorok korai diagnozisaban is hasznos markernek bizonyult a fehérje (Chien és

mtsai, 2006; Dowejko ¢€s mtsai, 2009; Dowejko és mtsai; 2012).

Mivel a hdc kifejezédik az ecetmuslica larva kdzponti nyirokszervében, azonban a

nyirokszervbdl szarmazé effektor sejtekben a gén aktivitdsa lecseng, érdekesnek tiint
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megvizsgalni a faktor esetleges szerepét a vérsejtek érésének szabalyozasaban. Rdadasul a Hdc-
rél szerzett ismereteink nem csak a Drosophila vérsejtképzésének alaposabb megértését
szolgalhatjak, de mas fejlédési folyamatok, st a human tumorképzddés tanulmanyozasa

szempontjabol is érdeklddésre tarthatnak szdmot.
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2. Ceélkituzések

Annak érdekében, hogy a hdc kifejez6dési mintazatat az €16 allatokban is kovethessiik,

a P elem konverzio modszerével egy hdc-Gal4 genetikai meghajtoelem eléallitasat terveztiik.

Az eldallitott meghajtoelem segitségével kivantuk kovetni a hdc kifejezdési
mintdzatanak valtozasat a vérsejtképzé kompartmentumokban a larvalis fejlodés soran, kiilonds
tekintettel a kozponti nyirokszervre, az egyetlenre a kompartmentumok kozziil, ahol

tudomasunk szerint kifejezédik a faktor.

Mivel nem allt rendelkezésre molekularisan is jellemzett null mutans, ezért a P elem
mozgatason alapulé mutans eléallitas modszerével amorf hdc allél eldallitasat és jellemzését

terveztuk.

Az eléallitott mutacid vérsejtképzddésre gyakorolt hatasat is meg kivantuk vizsgélni,
valamint meghatarozni a mutacié fokuszat, vagyis azokat a sejteket, amelyekben kifejti a

hatasat a vérsejtképzddésre.

Korabban a vérsejtképzés szabalyozasaban mar azonositott faktorok tultermelésevel és
csendesitésével genetikai interakcios szlirdvizsgalatot terveztiink annak érdekében, hogy

azonositsuk a Hdc lehetséges egyiittmikodé partnereit.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok:

3.1.1. Pufferek, veqyszerek:

Schneider’s médium (Lonza 04-351 Q)

FBS (Gibco 10270)

PBS: 0,13M NaCl, 7mM NazHPO4, 3mM NaH2POg, pH 7,4

BSA (Roche 10735078001): marha szérum-albumin

Fluoromount G (SouthernBiotech 0100-01): fedé médium

PTU (Sigma-Aldrich P7629): 1-fenil-2-tiourea, gatolja a melanizaciot

DAPI (Sigma-Aldrich D9542): 4°,6’-diamidino-2-phenylindole 1 mg/ml, fluoreszcens

DNS festék
TritonX 100 (Sigma-Aldrich T8787)
PBT: 0.1 % v/v Tween-20 (Sigma P-1379) 1xPBS-ben
X-gal (Fermentas R0404)
Ks[Fe(CN)s]: kalium-ferricianid
Ka[Fe(CN)s]: kalium-ferrocianid
Dichlorvos (Flukar 45441): acetil-kolin észteraz gatld
n-Heptan (Reanal B000474)
Voltalef olaj (VWR 24627.188)

Paraformaldehid (MERCK 1.04005.1000)
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3.1.2. Felhasznalt ellenanyagok:

Human leukocita antigén specifikus ellenanyag: T2/48 (Vilmos és mtsai, 2004), negativ

kontroll elsédleges ellenanyag

Hemese specifikus ellenanyag: 1.2/1 hibridoma feliilaszé (Kurucz és mtsai 2003), a

vérsejtek jelolésére hasznalt elsddleges ellenanyag

NimCl1 specifikus ellenanyag keverék (P1): N1 és N47 hibridoma feliiluszok elegye

(Kurucz és mtsai 2007b), a plazmatocitdk jelolésére hasznalt elsddleges ellenanyag

Attila specifikus ellenanyag keverék (L1): H10/9, 7A6, 29D4 hibridoma feliilaszok

elegye (Kurucz és mtsai 2007b), a lamellocitak jelolésére hasznalt els6dleges ellenanyag

Col specifikus ellenanyag: aCol ellenanyag (Michelle Crozatier ajandéka), a PSC

jelolésére hasznalt elsédleges ellenanyag, 1:100 higitasban alkalmaztuk

Alexa568 konjugalt, kecskében termeltetett anti-egér Ig masodlagos ellenanyag

(Biotium 20100), 1:1000 higitasban alkalmaztuk

3.2. Felhasznalt Drosophila torzsek:

w18 (BSC#9505): a szemszin kialakulasaért felelds gén mutacioja, a kifejlett egyedek

szemszine fehér.

w; SM6b/Sco: Sco: dominans markerrel jelolt masodik kromoszémat SM6b balanszer
kromoszoma felett hordozé vonal. Mésodik kromoszémads inszerciot, vagy rekombindns

masodik kromoszomat hordoz6 tiszta vonalak eldallitasahoz hasznaltuk.

w; TM3/TM6D3: két harmadik kromoszomas balanszert hordozd torzs. Harmadik

kromoszomas inszerciok balanszirozasahoz hasznaltuk.
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w; Pbl/TM3, Kr>GFP: az in vivo markerelt TM3 balanszer kromoszoma forrasaként

hasznaltuk.

y, w; UAS-2xEGFP (BSC#6658): (y[*] w[*]; P{w[+mC]=UAS-2xEGFP}AH3)
erdsitett GFP riporter konstrukci6 a harmadik kromoszoman, melynek a vezérlését UAS elem

végzi. Meghajtoelemek kifejez6dési mintazatanak vizsgalatara alkalmaztuk.

w, HmiAGal4, UAS-GFP (Sinenko ¢és Mathey-Prevot, 2004): (w[1118];
P{w[+mC]=HmIA-GAL4} P{w[+mC]=UAS-2xEGFP}) a hemocitakban GFP-t kifejez6
transzgenikus kombinécio, a riporter expresszio nem csak a kering0 és szesszilis vérsejtek 80%-
aban, hanem a kozponti nyirokszerv kérgi részének sejtjeiben is megfigyelhets. A Gal4
kifejez6dését a von Willebrand-faktor homologjaként leirt hemolectin gén szabalyozé régidja

vezérli (Goto és mtsai, 2003).

w; UAS-hdcRNAI (VDRC#v45069): a hdc csendesitésére alkalmas ketts szala RNS-t

kodolo konstrukciot hordozo vonal. A dsRNS kifejezddését UAS elem biztositja.

w; HmiAGal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNAI: jelen munka soran, rekombinacios
sziirdvizsgalat révén eldallitott transzgenikus kombinaci6. A HmiAGal4d genetikai
meghajtoelem a riporter UAS-GFP konstrukcio mellett a hdc csendesitd transzgén mitkodését
is biztositja.

w; P{GawB}5015 (BSC#2721): P{GawB} beépiilés a masodik kromoszéman. A P elem

konverzios sziirévizsgalat soran P{GawB} forrasként alkalmaztuk.

w; P{LacZ}hdc®® (Christos Samakovlis ajandéka): enhancer csapdazo P{LacZ}

crer

helyén hatoé enhancer aktivitasokat felhasznalva, a hdc kifejez6dési mintazatanak megfeleléen

biztositja a LacZ kifejezddését, melyet X-Gal festéssel detektaltunk.
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w; hdc!®-Gal4/TM3, Kr>GFP: jelen munka soran, P elem konverzids sziirévizsgalat
révén létrehozott, a hdc szabalyozo régidja altal vezérelt Gald-es meghajtd elemet hordozd
enhanszer csapdazo inszercid. Kifejez6dési mintazata megegyezik a hdc ismert mintazataval.
A hdc amorf alléljahoz hasonloan recessziv letalis fenotipust mutat: a homozigéta egyedek a
bab stadiumban elpusztulnak. A balanszer kromoszémara épitett in vivo GFP marker lehetévé

teszi a homozigota larvak azonositasat €s vizsgalatat.

w; hdc?®/TM3, Kr>GFP: jelen munka sordn, P elem mozgatdson alapuld
mutanseldallitds révén létrehozott deficiencia, mely béab stddiumban letdlis. A balanszer
kromoszomara épitett in vivo GFP marker lehetové teszi a homozigota larvak azonositasat és

vizsgalatat.

w; hdc®/TM6, Tb (Weaver és White, 1996; BSC#64063): amorf hdc allél. A Tb larvalis

marker lehetdvé teszi a homozigdta larvak azonositasat és vizsgalatat.

w; Dot-Gal4 (BSC#67608): (w; P{Dot-GAL4.K}11C, P{UAS-GFP.U}2) transzgenikus
kombinacio, melyben a Gal4 kifejezddését a Dorothy gén szabalyozo régidja biztositja. A
meghajtoelem a vérsejtképzd kompartmentumok koziil, kizarolag a kdzponti nyirokszervben
aktiv (Honti és mtsai, 2010). A meghajtéelem alkalmazasaval a kozponti nyirokszerv sejtjeiben

mukodtettiink UAS konstrukcidkat.

w; Dot-Gal4,UAS-hdcRNAI: jelen munka soran, rekombinacios sziirdvizsgalat révén
eléallitott transzgenikus kombinaci6. A hdc szovetspecifikus csendesitését a Dot-Gal4

meghajtéelem biztositja.

y, w, UAS-FLP; Dot-Gal4, AFG, UAS-GFP (Honti és mtsai, 2010): a FIp-FRT (Flip-
flip recognition target) vezérelt szomatikus rekombinacion alapuld genetikai sejtvonaljel616
rendszert. Az actin5c-Gal4 konstitutivan aktiv meghajtoelem mikodését az FRT szekvenciak

kozé épitett yellow™ kazetta gatolja, melyet a Dot-Gal4 meghajtoelem révén termeltetett Flp
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rekombinadz eltavolit. Ennek koszonhetéen a Dot-Gal4 altal kijelolt sejtekben és azok

utddsejtjeiben allanddé GFP kifejez6dés figyelheté meg (16. abra).

driver GALA:

16. abra. A genetikai sejtvonaljellé rendszer miikddési sémaja. A konstitutivan aktiv
Actbc-Gal4 meghajtoelem mitkodését az FRT szekvenciak kozé épitett, Y* markert
tartalmazo kazetta gatolja. Ezt a gatld elemet a Flip rekombinaz (Flp) az FRT helyek
kozotti szomatikus rekombinacio révén aktivalja, amely ezt kovetden a sejtben és minden
utddsejtjében, a differencialodastol és az osztddastol fliggetleniil aktiv marad. A Flp
termel6dését, vagyis a sejtvonaljel6ld transzgén aktivalasat a megfeleléen kivalasztott

genetikai meghajtoelem (driver-Gal4) biztositja.

Ez a transzgenikus kombinacié alkalmas a kdzponti nyirokszerv eredetli hemocita

leszdrmazasi vonal kovetésére €s tovabbi transzgének vonalspecifikus miikodtetésére.

w; Pcol85-Gal4/CyO, GFP (Krzemien és mtsai. 2007): a Gal4 col-specifikus

kifejez6dését biztositod transzgén.

w; P{UAS-hdc.S}3 (Christos Samakovlis ajandéka): a hdc szovetspecifikus

tiltermelésére alkalmazott transzgén. A konstrukcio tartalmazza a teljes hossziisaga hdc
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MRNS-t kodold szekvenciat, igy a hosszu €s a rovid fehérje valtozat kifejezodését is lehetoveé

teszi.

w; P{UAS-hdc.S}2: a P{UAS-hdc.S} elem jelen munka soran létrehozott masodik

kromoszomas beépiilése.

w; Pcol85-Gal4, UAS-hdcRNAI/CyO, GFP: jelen munka soran, rekombinacios
sziirdvizsgalat révén elballitott transzgenikus kombinacio. A hdc szovetspecifikus csendesitését
a Pcol85-Gal4 meghajtoelem biztositja.

w; Sp/CyO; UAS-hh(M4)/TM6b (Matusek Tamas ajandéka): a Hedgehog (Hh)
taltermelésére alkalmas UAS transzgént hordoz6 vonal.

y, W, hs-Flp; UAS-1hog; TM2/TM6 (Matusek Tamas ajandéka): az Thog tltermelésére

alkalmas UAS transzgént hordozo6 vonal.

w; UAS-Ci® (Matusek Tamas ajandéka): a Cubitus interruptus taltermelésére alkalmas

UAS transzgént hordoz6 vonal.

w; UAS-dpp (BSC#1486): a Decapentaplegic (Dpp) tultermelésére alkalmas UAS

transzgént hordoz6 vonal.

w; UAS-hepRNAI (VDRC#v47507): a hemipterus (hep) gén csendesitésére alkalmas

UAS transzgént hordoz6 vonal.

w; UAS-hopRNAI (VDRC#v102830): a hop csendesitésére alkalmas UAS transzgént

hordozo6 vonal.

A vonalakat fenntartasa és a keresztezések kivitelezése normal Drosophila taptalajon

tortént 25 C-on.
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3.3. Modszerek:

3.3.1. Drosophila larvdk in vivo vizsgdlata:

Olympus FV 1000 konfokalis, illetve Leica MZ FL III UV-sztereomikroszkop

segitségével, GFP sziirén at figyeltiik meg az €16 larvéakat €s kifejlett egyedeket.

3.3.2. Fluoreszcens mikroszkopids vizsgalat:

A vérsejt mintakat Zeiss Axioskop2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal tanulmanyoztuk,
a felvételeket AxioVision szoftver segitségével rogzitettiik. A fluoreszcens szincsatornakat

Adobe Photoshop képkezeld szoftverrel illesztettiik egymasra.

3.3.3. Konfokalis mikroszkopias vizsgalat:

A kozponti nyirokszerv, imagokorong, abdominalis hisztoblaszt ¢és ivarlemez
preparatumokat Olympus FV 1000 és Leica TCS SP5 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, a
felvételeket Olympus Fluoview 1000, LAS AF Lite (Leica Microsystems CMS GmbH), ImageJ

¢s Adobe Photoshop CS2 program segitségével készitettiik és elemeztiik.

3.3.4. A szesszilis szovet konfokdlis mikroszkopidas vizsgdlata in  vivo indirect

immunfluoreszcencidaval:

A vizsgalatokat a Csordads és munkatérsai altal kidolgozott mddszer szerint végeztiik
(Csordés és mtsai. 2014). A harmadik stadiumu larvak testiiregébe a megfeleld elsddleges és
masodlagos ellenanyagok 1000:1 aranyu keverékét injektaltuk. Ezt kovetéen a larvakat
acetilkolin-észteraz gatloval megbénitottuk, heptanban oldott ragasztoval kezelt targylemezre
helyeztiikk, majd Voltalef olajjal lefedtik. Az €16 larvak szesszilis szovetét Leica LSM
mikroszkoppal vizsgaltuk, a felvételeket a LAS AF Lite és az ImageJ szoftver segitségével

dolgoztuk fel.
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3.3.5. Immunindukcio:

Masodik stddiumu larvakat Leptopilina boulardi G486 parazitoid dardzzsal fertoztiik:
50 larvahoz 8 megtermékenyitett ndstény darazsat helyeztlink a fiolaba. A fertézéseket 3 6ran

at 25°C-on végeztik.

3.3.6. A keringo vérsejtek vizsgdalata indirekt immun-fluoreszcencidaval:

A hemocitakat naiv vandorlo larvakbdl, illetve, a parazitoid darazsfert6zést kovetéen 72
6raval, immunindukalt larvakbol izolaltuk 12 lyuku targylemezen (Hendley-Essex SM011). A
larvak kutikulajat egy csepp, PTU-t tartalmazo 5% FBS-sel kiegészitett Schneider’s
médiumban feltéptiik, majd enyhén megraztuk, igy a vérsejtek a folyadékba keriiltek. Az
izolatumokat ezt kovetéen nedves kamraban, szobahémérsékleten, egy oOran keresztiil
inkubaltuk, ekdzben a sejtek a targylemez felszinéhez tapadtak. A PTU-t tartalmazé S&S
cseppek eltavolitasat kovetden a mintakat frissen eléallitott 2%-0s paraformaldehid oldatban
10 percig (GFP-t kifejez6 transzgenikus vonalak esetén), vagy acetonban 6 percig fixaltuk
szobahOmérsékleten. Ezutan a preparatumokat 0,1% BSA-PBS-ben telitettiik, majd egy oran
keresztiil, nedves kamraban, szobah6mérsékleten inkubaltuk az elsédleges ellenanyaggal. Az
inkubacios id6 letelte utan a mintakat PBS-ben mostuk, és a masodlagos ellenanyaggal nedves
kamraban, szobahomérsékleten, 45 percig inkubaltuk. Elsédleges ellenanyagként harom L1
specifikus ellenanyag keverékét hasznaltuk a lamellocitak jelolésére (H10/9, 7A6, 29D4),
valamint Hemese specifikus 1.2 ellenanyagot, mint pozitiv, és human leukocita antigén
specifikus T2/48 ellenanyagot, mint negativ kontrollt. Masodlagos ellenanyagként CF568
konjugalt anti-egér immunglobulint alkalmaztunk, melyet 1:1000 aranyban higitottuk 0,1%
BSA-PBS-ben. A sejtmagok jelolésére hasznalt DAPI-t a masodlagos ellenanyaggal egyiitt

adtuk a mintakhoz 1:400 higitasban. Végiil a preparatumokat fedémédiummal fedtik és

40



fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk. A hemocitak szamat a DAPI jelolés, a lamellocitak

aranyat pedig az L1 festédés alapjan hataroztuk meg Imagel szoftver segitségével.

3.3.7. Imagokorong prepardtum készitése:

Harmadik stadiumt larvak imagokorongjait 0,01% Triton X-100-zal kiegészitett PBS
pufferben izolaltuk, majd 20 percig fixaltuk 0,01% Triton X-100-at tartalmazo, PBS-ben
higitott 4%-0s paraformaldehidben, végiil PBS-ben torténé mosast kovetden targylemezre
helyeztikk és Fluoromount-G médiummal fedtiik. A mintakat konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk és dokumentaltuk.

3.3.8. Kozponti nyirokszerv, abdomindlis hisztoblaszt és ivarlemez prepardatum készitése:

A harmadik stadiumu larvakat gumiparnan 60 pl, PTU-val és 5% FBS-sel kiegészitett
Schneider’s médiumba helyeztiik, feji és farki végiiket rogzitettiik, majd csipesszel a feji-farki
tengely mentén feltartuk. A kiszabadulé hemocitaktol és egyéb tormeléktél mosassal
szabadultunk meg, majd a vizsgalni nem kivant szerveket és szoveteket csipesz segitségével
eltavolitottuk. A preparatumokat 2%-0s paraformaldehidben 10 percig fixaltuk, majd mikrotiter
lemez egy lyukaba helyeztiik és PBS-sel mostuk. Ezutan 0,01% Triton X-100 nemionos
feliiletaktiv vegyszerrel kiegészitett 0,1% BSA-PBS-ben telitettiik, majd 12-16 6ran keresztiil
inkubaltuk az els6dleges ellenanyaggal 4 °C-on. Ezt jabb PBS-ben torténé mosas kovette, ami
utan 45 percig inkubaltuk a mintat a DAPI-val kiegészitett (1:400) masodlagos ellenanyaggal
(CF568 konjugalt anti-egér Ig 1:1000) szobahdmérsékleten, majd PBS-sel torténd mosast
kovetéen a preparatumot targylemezre helyeztik, FluoromountG fedémédiumban

fedélemezzel lefedtiik és konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk.
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3.3.9. X-gal festés:

Vandorld larvakbol imagd korongokat preparaltunk PBT pufferben, jégen, majd 20
pecig szobahémérsékleten fixaltuk 2,5%-0s, PBS pufferben higitott glutaraldehid oldatban. A
mintakat kétszeri PBT pufferben torténé mosast kovetéen 30 percig inkubaltuk a fest6 oldatban
(0.2% X-GAL, 5mM Kjs[Fe(CN)s] és 5mM Ka[Fe(CN)s] PBS pufferben) 37 'C-on, majd

haromszor mostuk PBS pufferben, végiil PBS és glicerol 1:1 aranyu keverékével fedtiik.

3.3.10. hdc-Gal4 vonalak létrehozdsa P elem konverzioval:

A P elem konverziot Sepp és Auld, 1999 koézleménye alapjan hajtottuk végre. w;
P{GawB}***®; P{LacZ}hdc®® himeket w; SM6b/Sp; TM3,42-3/CxD sziiz ndstényekhez
kereszteztiik. Az utédok koziil w; P{GawB}/SM6b; P{LacZ}hdc®/TM3,42-3 genotipus,
“jump starter” sziizeket gytjtottiink, annak érdekében, hogy a konverzidhoz feltehetden
sziikséges rekombinacios mechanizmus miikodését biztositsuk. A sziizeket parkeresztezésbe
vittiik w18 himekkel. Az utodok koziil a w; SM6b/+; P{GawB}hdc/+ genotipusu (piros szemii)

1118

himeket kereszteztiik, w--*° sziizekhez. A szegregacio alapjan kromoszomara térképeztiik a

w; P{GawB}*°*>; P{LacZ}hdc®* d‘ X 9 w; SM6b/Sp; TM3,A2-3/CxD
w; P{GawB}*°*>/SM6b; P{LacZ}hdc?/TM3A2-3 ? X d‘ wiiis
wiis & X O w; SM6b/+; P{GawB}hdc/+
w; +; P{GawBJhdc/+ G X @ w; TM3/TM6D?

w; P{GawB}hdc/TM3 6‘ X @ w; P{GawB}hdc/TM3

17. abra. A P{GawB}hdc beépiilés eldallitasi sémaja.
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beépiiléseket. Harmadik kromoszomasnak tekintettiikk az inszerciot, ha az SM6b balanszer
kromoszomatol és a nemtdl fiiggetleniil szegregalt. A jeldlteket y, w; UAS-2XEGFP sziizekhez
kereszteztiik, a kifejez6dési mintazat ellenérzése érdekében. A harmadik kromoszémas, hdc-
nek megfeleld kifejezédési mintazatot mutatd vonalak him egyedeit w; TM3/TM6D? sziizekhez
kereszteztiik, és az inszerciot balanszer kromoszoma felett térzsbe allitottuk (17.abra). A

P{GawB} elem elvesztését X-gal festéssel ellendriztiik.

3.3.11. A P elem beépiilések molekularis térképezése polimeraz lancreakcioval:

A P{LacZ}hdc®® elem beépiilésének pontos meghatirozasihoz polimeraz lancreakcion
alapul6 szlir6vizsgalatot végeztiink, melyhez a P elemre specifikus reverse primert és a hdc
genomi régiojara specifikus forward primereket alkalmaztunk. A reakcidokhoz 100-100 ng
genomi DNS templatot hasznaltunk, melyet a GenEluteTM Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kit (Sigma) felhasznalasaval izolaltunk. Az hdc® oligo 1 és hdc® oligo 2 primerpéar
alkalmazasaval egy 701 bp hosszisagi DNS szakaszt sokszoroztunk fel, melyet a BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Invitrogen) és a 3500-Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) platform felhasznalasaval szekvenaltunk és elemeztiink. A szekvenalashoz a hdc®®

oligo 3 primert alkalmaztuk. A szekvencia elemzése soran kideriilt, hogy a P{LacZ} elem a

transzlacios kezdéponttol upstream iranyban 1017 bazis tavolsagban helyezkedik el.

hdc® oligo 1 5’-CGAGCCGCAACGAAAGTG-3’

hdc® oligo 2 5’-CCACCTTATGTTATTTCATCATG-3’
hdc® oligo 3 5’-TGAAGAAGTGCGGAAAATCGG-3’
hdc-Gal4 oligo 1 5’-TCCCACCACTCGAAGCACTC-3’
hdc-Gal4 oligo 2 5’-GCTATGACCATGATTACGCCAAG-3’

1. tablazat. A P elem beépiilések molekularis térképezéséhez hasznalt primerek listaja.

43



crer

meghatarozasa soran is a harom vizsgalni kivant konvertans esetében (hdc'®-Gal4, hdc®-Gal4,
hdc®®-Gal4). A polimeraz lancreakcid soran a hdc-Gal4 oligo 1 és a hdc-Gal4 oligo 2

primereket alkalmaztuk. A felsokszorozott, 1748 bazisparnyi DNS szakaszt a hdc-Gal4 oligo 2

primer segitségével szekvenaltuk meg. Kideriilt, hogy a P elem mindharom esetben a
transzlacios kezdOponttol upstream iranyban, 1025 bazis tavolsagban helyezkedik el. A

térképezéshez hasznalt primerek szekvenciajat az 1. tablazat tartalmazza.

3.3.12. w: HmIA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSI rekombindns elddllitasa és ellendrzése:

w; HmiA-Gal4, UAS-GFP himeket w; UAS-hdcRNSI ndstényekkel kereszteztiink, majd
az els6 utddnemzedékbol w; Hmid-Gald, UAS-GFP / UAS-hdcRNSi genotipust rekombinald
sziiz néstényeket gyiijtottiink, és azokat w; SM6b/Sco himekhez kereszteztiik. Az utodok koziil
azokat a legerdsebb szemszinii himeket kereszteztiik tovabb w; SM6b/Sco sziizekhez, amelyek
GFP kifejez6dést mutattak. Az elsé utodnemzedékbél SM6b balanszer kromoszoma felett
vittiik tovabb a rekombinans kromoszomakat, majd a balanszer elhagyasaval homozigota
torzseket hoztunk létre (18. abra). A rekombinacid igazolasa érdekében a torzseket letalitas

tesztnek vetettiik ald, melyhez a hdc®-Gal4 recessziv letélis allélt hordozo torzset alkalmaztuk:

w; HmlA-Gald, UAS-GFP @ X & w; UAS-hdcRNSi
w; HmlA-Gald, UAS-GFP / UAS-hdcRNSI & X J w; SM6b/sco
w; SM6b/Sco § X J' w; HmlA-Gald, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi / SM6b
w; HmlA-Gald, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi / SMéb G X ® w; HmlA-Gald, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi / SM6b

w; HmlA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi Cr X Q w; HmlA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi

18. abra. A w, HmiA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSI rekombinans eléallitasi sémaja.
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a W; HmiA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSi/+; hdc®-Gal4/+ egyedek nem élik tal a bab

stadiumot.

3.3.13. w; Dot-Gal4, UAS-hdcRNSi és w; Pcol85-Gal4, UAS-hdcRNSi rekombindnsok

eloallitasa:

Mivel mind a Dot-Gal4, mind pedig a Pcol85-Gal4 a masodik kromoszoman talalhato,
ezért a két rekombinans létrehozasa soran ugyan azt a keresztezési sémat €s ellendrzo
modszereket alkalmaztuk. UAS-hdcRNSiI sziizek és a megfelel6 meghajtoelemet hordozo himek
keresztezésébdl szarmazo rekombinaléd sziizeket SM6b/Sco himekhez kereszteztiik. (A két
keresztezési séma koOzotti egyetlen eltérés az elsé keresztezésbdl szarmazd utdédok
valogatasakor jelentkezett: mig a Dot-Gal4 homozigéta ¢letképes, vagyis az F1 sziizek
mindegyike hordozta a meghajtoelemet, addig a Pcol85-Gal4 letalis, CyO balanszerrel
kombinalva tarthato fent, vagyis ezesetben az F1 sziizek fele hordozta a meghajtoelemet,
amelynek meglétét a balanszer kromoszoma dominans markerére torténdé kontraszelekcioval
biztositottuk.) A sziil6i vonalakéndl erdsebb szemszinli, feltehetéen rekombinans masodik
kromoszomat hordozoé himeket SM6b/Sco sziizekkel parkeresztezésbe vittiik, majd a jelolt

kromoszomat SM6b felett torzsbe allitottuk (19. abra). A meghajtoelemek jelenlétét UAS-

w; Pcol85Gal4/Cy0O d‘ X Q w; UAS-hdcRNSi
w; Pcol85Gal4/ UAS-hdcRNSi ? X d‘ w; SM6b/Sco
w; SM6b/Sco 9 X d‘ w; Pcol85Gal4, UAS-hdcRNSi / SM6b

w; Pcol85Gal4, UAS-hdcRNSi / SM6b d‘ X 9 w; Pcol85Gal4, UAS-hdcRNSi / SM6b

19. abra. A Pcol85Gal4, UAS-hdcRNSi rekombinans eldallitasi sémaja.

45



2XEGFP riporterrel ellenériztiik, a csendesité konstrukciot pedig letalitas teszttel mutattuk Ki:

az UAS-hdcRNSi kombinacioja a hdc!®-Gad-gyel babletalis.

3.3.14. Amorf hdc allél létrehozdsa P elem mozgatdson alapulé mutdns elddllitas

modszerével:

hdc deficiencia létrehozasa érdekében az altalunk izolalt beépiilések kozil a
P{GawB}hdc!®-Gal4 elemet mozgattuk. A w; P{GawB}hdc*®-Gal4/TM6D? sziizek és w; pbx?,
A2-3, ry*ITM3, 42-3, ry* himek keresztezésébol szarmazo, w; P{GawB}hdc'®-Gal4/TM3, A2-
3, ry* genotipust jumpstarter himeket w; TM6/TM3 sziizekhez kereszteztiik. Az utodok koziil
a TM6 balanszert hordozd, fehér szemi himeket egy masik, a konverzid soran létrehozott letalis
beépiiléshez  kereszteztik  (P{GawB}hdc*-Gal4/TM3). A  hdc-Gal4  beépiiléssel
kombinacioban letalis, vagy hdc fenotipusokat mutat6 jeloltekbol TM3,Sh,Kr-GFP balanszer

kromoszoma folott torzseket alapitottunk (20. abra).

w; pbx?, A2-3, ry+/TM3, A2-3, ry* d‘ X 9 w; P{GawB}hdc**-Gal4/TM6D’?
w; TM6/TM3 Q X Cr w; P{GawB}hdc*°-Gal4/TM3, A2-3, ry*
w; Deficiencia / TM6 Q X d‘ Pbl / TM3,Sb,Kr-GFP

w; Deficiencia / TM3,5b,Kr-GFP d‘ X Q w; Deficiencia / TM3,Sb,Kr-GFP

20. abra. A hdc deficiencia el6allitasi sémaja.

3.3.15. A deficienciak molekularis térképezése polimeraz lancreakcioval:

A deficiencidk toréspontjainak pontos feltérképezése érdekében polimeraz lancreakcion
alapuld szirdvizsgalatot végeztiink. Az elsé sziirést a P elem beépiilés és a transzlacios

kezdépont ATG kozé tervezett sziirés oligo 1 és az els6 exont kodolo régiora specifikus sziirés
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oligo 2 primerekkel végeztiik. Mivel amorf allélt kivantunk 1étrehozni, amelyben a deficiencia
érinti a hdc gén fehérje kodold régidjat is, ezért azt a jeldltet vizsgaltuk tovabb, amelybdl az
els6 sziirés soran nem lehetett felsokszorozni a kivalasztott, 823 bp hosszusagu DNS szakaszt.
A deficiencia toréspontjait végiil a kovetkez6 primerek felhasznalasaval azonositottuk: az
upstream toréspontot az téréspont oligo 1 és toréspont oligo 2 primerekkel, a downstream

toréspontot pedig a toréspont oligo 3 és toréspont oligo 4 primerekkel. A deficienciak

molekularis jellemzéséhez hasznalt primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza.

sziirés oligo 1 5’-ACCAATCTCGGTTAGAAACCCACT-3’
sziirés oligo 2 5’-TCCCACCACTCGAAGCACTC-3’
toréspont oligo 1 5’-ACCAAATTCTGGCCTACAGTGG-3’
toréspont oligo 2 5’-CCACCTTATGTTATTTCATCATG-3’
toréspont oligo 3 5’-TGGCATCATTGAAACAGCAAGG-3’
toréspont oligo 4 5’-GGATATCTCGCCACTGGACTG-3’

2. tablazat. A hdc deficiencidk molekularis jellemzéséhez hasznalt primerek listaja.

3.3.16. Sziirovizsgalat a hdc genetikai egyiittmiikodd partnereinek azonositasdra:

A hdc lehetséges PSC-beli egyiittmiikod6 partnereinek azonositasa érdekében PSC-
specifikus hdc csendesitéssel parhuzamosan olyan jelatviteli utak elemeit termeltettiik tal, vagy

csendesitettiik, amelyekr6l korabban mar ismert volt, hogy szerepiik van a lamellocita képz6dés
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szabalyozasaban. Pcol85Gal4, UAS-hdcRNAI/CyO, GFP sziizeket kereszteztiink a jeldlt
faktorokat tultermel6, vagy csendesité transzgenikus konstrukciokat hordoz6 himekkel. Az F1
vandorlo larvak keringé hemocitait indirect immunfluoreszcencia modszerrel vizsgaltuk. A
lamellocitak aranyat az L1 marker festddése alapjan az Imagel szoftver segitségével

allapitottuk meg. A szignifikancia meghatarozasara kétmintas Student’s t-probat alkalmaztunk.

3.3.17. Masodik kromoszomds UAS-hdc.S beépiilés létrehozdsa:

crer

hdc.S} beépiilést kivantunk 1étrehozni. w; CyO, 42-3/Sp; CxD/+ himek és w; UAS-hdc.S/TM3
sziizek keresztezésébdl szarmazo, w, CyO, 42-3/+, UAS-hdc.S/CxD genotipusu jumpstarter
himeket w8 sziizekhez kereszteztiik. A P elem w™" markerét és a CxD balanszert egyarant
hordoz6, azonban a CyO, 42-3 kromoszoémat nem hordozo, jel6lt himeket w; SM6b/Sco
sziizekkel parkeresztezésbe vittikk. Annak érdekében, hogy az uj beépiilést kromoszoémara
térképezziik, az utddok koziil a w™™ markert és SM6b balanszert hordozé himeket w8
sziizekkel kereszteztiik. A nemtdl fliggetlen o6roklddést mutato, SM6b-tdl szegregald

beépiiléseket masodik kromoszomasnak tekintettiik és SM6b f616tt torzsbe allitottuk (21. abra).

w; CyO, A2-3 / Sp; CxD / + (f‘ X Q w; UAS-hdc.S / TM3
wiz & X G w, Cy0, A2-3 /+, UAS-hdc.S / CxD
w; SM6b / Sco Q X d‘ w; UAS-hdc.S* / +; + / CxD

w; SM6b / UAS-hdc.S* C;‘ X Q w; SM6b / UAS-hdc.5*

21. abra. Masodik stadiumt UAS-hdc.S beépiilés elballitasi sémaja.
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3.3.18. Amorf hdc mutdns larva szovetspecifikus menekitése:

Az amorf hdc*® allél lamellocita képzédési fenotipusanak PSC-specifikus menekitése
érdekében egy két iranybol indulo, tobblépéses keresztezési sémat hajtottunk végre: az UAS-
hdc.S sziizek ¢és If/CyO;TM6,Tb/MKRS himek Kkeresztezéséb6l szarmazo UAS-
hdc.S/CyO;+/TM6,Th sziizekhez a hdc**/TM3 sziizek és CyO,GFP/Sp;TM3/CxD himek
keresztezésébol szarmazé +/CyO,GFP;hdc*}/CxD  himeket kereszteztink. Az  UAS-
hdc.S/CyO,GFP;hdc*/TM6,Th genotipust utoédokbdl torzset alapitottunk (22. 4bra).

w; +; UAS-hdc.S ? X d‘ w; If / CyO; TM6,Tb / MKRS hdc* / TM3 Q X d‘ CyO, GFP /Sp; TM3 / CxD
w; UAS-hdc.S / CyO; + / TM6,Tb Q X d‘ w; +/ CyO, GFP; hdc** / CxD
w; UAS-hdc.S / CyO, GFP; hdc”*/TM6,Th G X $ w; UAS-hdc.S / CyO, GFP; hdc* / TM6,Tb

w; UAS-hdc.S; hdc* / TM6,Tb d‘ X Q w; UAS-hdc.S; hdc**/ TM6,Tb

22. abra. Az UAS-hdc.S; hdc* / TM6,Tb genotipus kombinaci6 elééllitasi séméja.

A masik iranybol a Pcol85-Gal4/CyO,GFP sziizek és If/CyO;TM6,Th/MKRS himek
keresztezésébol szarmazo Pcol85-Gal4/CyO;+/TM6,Th sziizeket +/CyO,GFP;hdc*/CxD
himekhez kereszteztiik, és a Pcol85-Gal4/CyO,GFP;hdc*/TM6,Tb genotipusit utédokbol

torzset alapitottunk (23. abra).

w; Pcol85-Gal4 / CyO, GFP d‘ X 9 If / CyO; TM6,Tb / MKRS
w; Pcol85-Gal4 / CyO; + / TM6,Tb ? X d‘ w; +/ CyO, GFP; hdc* / CxD

w; Pcol85-Gal4 / CyO, GFP; hdc* / TM6,Tb ? X C;‘ w; Pcol85-Gal4 / CyO, GFP; hdc* / TM6,Tb

23. abra. A Pcol85Gal4 / CyO, GFP; hdc® / TM6, Th genotipus kombinacid eldallitisi sémaja.

Végiil UAS-hdc.S;hdc**/TM6,Th sziizek és Pcol85-Gal4/CyO,GFP;hdc*/TM6,Th

himek keresztezésével hoztuk létre a vizsgalni kivant Pcol85-Gal4/UAS-hdc.S;hdc*3/hdc*
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genotipust larvakat. Kontrollként w; hdc*®/ TM6b, Tb sziizek és Pcol85-Gal4 / CyO, GFP;
hdc*®/ TM6, Tbh himek keresztezésébdl szarmazo Pcol85-Gal4 / +; hdc* / hdc® genotipusu

larvéakat alkalmaztuk.
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4. Eredmények

4.1 hdc-Gal4 genetikai meghajtoelem létrehozasa P elem konverzioval

A hdc kifejez6désének in vivo kovetése érdekében P elem konverzid modszerével a
hdc® allélban talalhat6 P{LacZ} enhanszer csapdazé elemet (Weaver és White, 1995)
kicseréltiik egy szintén enhanszer csapdazo P{GawB} elemre, ezaltal hdc-Gal4 genetikai
meghajtoelemet hoztunk létre, melyben a Gal4 transzkripcidos aktivator termelddését a hdc
kifejezodéséért felelés genetikai szabalyozo elemek biztositjak. A konverzidt Sepp és Auldt
(1999) alapjan a két P elem egyiittes mozgatasa révén értiik el ( részletesen lasd az Anyagok és
modszerek fejezetben). A P{LacZ} elem elvesztését X-gal festéstodés elvesztésével igazoltuk

(24.abra).

A W1118 B

Sz

24. abra. A P{LacZ} elem remobilizalasanak ellendrzése x-gal festéssel. A A) negativ kontroll és a C)
hdc'®-Gal4/TM6 larvak imigokorongjaiban nem fejezddik ki a LacZ, ezért nem jeldlédnek az X-gallal,
mig a pozitiv kontroll B) hdc® imagokorongjai igen. sz — szarny lemez, b — billér lemez, I3 — metatorakalis
1ab lemez.

A 1étrehozott - a hdc-nek megfeleld kifejezddési mintazatot mutaté - beépiilések hdcB-

tel alkotott interallélikus kombinacidi esetében megfigyeltiik a hipomorf hdc allélokra jellemz6
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fentotipusokat (Weaver és White, 1995): elégtelen hati zarodast, csokevényes szkutellumot,

valamint a humeralis és szkutellaris szérzet novekedési hibait (25. abra).

B C

25. abra. A hdc®%hdc'>-Gal4 egyedek hdc fenotipusai. A) A humeralis sz6rzet hidnya, B) a szkutellum
fejlodési hibaja és C) tor zarddasi rendellenesség.

A beépiiléseket UAS-GFP riporterhez kereszteztiik €s tovabbi vizsgalatokra azt a harom
vonalat valasztottuk ki, amelyek esetében a legerdsebb GFP expressziot tapasztaltuk (hdc®®-
Gal4, hdc®-Gal4 és hdc™-Gald). Az egyes keresztezésekbdl szarmazd utédokban a GFP
kifejez0dési mintdzatdban nem figyeltink meg kiillonbségeket. Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a konverzid sikeres volt, a kivalasztott konvertans vonalak mitkodése
hiien koveti a hdc kifejez6dési mintazatat: a meghajtoelem kifejezédik az imagd korongokban,
az ivarlemezben és az abdominalis hisztoblasztokban egyarant (26. abra A-C). A hdc
aktivitasat az imaginalis szovetek mellett a kdzponti nyirokszervben is megfigyeltiik (26. abra
D), azonban a hdc®-hoz hasonléan a keringd és szesszilis hemocitdkban nem tapasztaltunk

GFP kifejezddést.
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hdc>GFP

26. abra. A hdc kifejez6dési mintazata. A hdc>GFP kifejez6dik A) az imagokorongokban (Sz -
szarny, l3 - metatorakalis lab, b - billér), B) az abdominalis hisztoblasztokban, C) az ivarlemezben
és D) a kozponti nyirokszervben is. Méretarany: 25 pm.

4.2 A P elem beépiilések molekularis térképezése

Szekvenalassal azonositottuk a hdc®, hdc'®-Gal4/TM6, hdcil-Gal4/TM3 és hdc®-
Gal4/TM3 vonalakban a P elem beépiilés pontos genomi helyét. A hdc® vonalban a P{LacZ}
elem a transzlacié kezdépontjatdl 5° iranyban 1017 bazispar tavolsagban helyezkedik el, mig a
P{GawB} elem mindharom vizsgalt vonalban a transzlacié kezd6pontjatdl 5’ iranyban 1025
bazispar tavolsagban talalhaté (27. abra). Tehat megallapithatjuk, hogy a P elemek

kicserélddése majdnem tokéletes pontossaggal tortént meg.
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P{LacZ} (-1017)

hdc®°
5UTR HE 1 \rllé\\v"A
hdc’®-Gal4 sl 4\ \r

P{GawB} (-1025)

27. abra. A P clem beépiilések molekuldris térképe. A hdcB allél esetén a P{LacZ} elem a transzlici6
kezdbpontjatdl 5° iranyban 1017 bazispar tdvolsigra helyezkedik el, mig a hdc'®-Gal4 allél P{GawB} eleme
ugyanebben az iranyban a start kodonto6l 1025 bazisparra talalhato.

4.3 A hdc-Gal4 beépiilések genetikai jellemzése

Amig a hdc® allél homozigéta életképes (Weaver és White, 1995), addig a hdc-Gal4
beépiilések az erés hipomorf hdc allélokra jellemzbéen bab stadiumban letalitast okoztak mind
homozigéta allapotban, mind pedig egymassal, illetve a hdc*, korabban azonositott delécios
alléllal (Weaver és White, 1995) alkotott interallélikus kombinacioban (3. tablazat). Ez a
letalitas a faktor taltermelésével menekithet: a hdc-Gald/hdc-Gal4d UAS-hdc.S genotipusu
egyedek életképesek, ami arra utal, hogy a letalitast nem egy masodlagos mutacié okozza.
Amikor a meghajtéelemmel hdc RNS interferencia konstrukciot miikodtettink (UAS-

hdcRNSi/+; hdc-Gal4/+), ugyancsak letalitast tapasztaltunk bab stadiumban.

hdc® hdc'®-Gal4 hdc®-Gal4 hdc%-Gal4 hdc*® hdc-Gal4, UAS- | UAS-hdcRNSi
hdc
hdc®® életképes | életképes életképes életképes n.a. n.a. n.a.
hdc'*-Gal4 életképes | letalis letalis letalis letalis életképes letalis
hdc®-Gal4 életképes | letalis letalis letalis n.a. életképes n.a.
hdc*-Gal4 életképes | letalis letalis letalis n.a. életképes n.a.
hdc® n.a. letalis n.a. n.a. letalis n.a. n.a.

3. tablazat. A kiilonb6z6 hdc allélok interallélikus kombinacidinak, illetve a hdc taltermelésének és
csendesitésének hatasa az életképességre. n.a. — nincs adat.

Ezen eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a hdc-Gal4 beépiilések erés hipomorf

hdc allélként viselkednek. Tovabbi vizsgalatainkat a hdc®-Gal4 meghajtoelemmel végeztiik.
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4.4. A hdc kifejezodésének kovetése a kozponti nyirokszervben a lirva egyedfejlodése

soran:

A szakirodalmi adatok és sajat korabbi eredményeink szerint a hdc kifejez6dik a larva
kozponti nyirokszervében, azonban immunindukcid hatdsara a nyirokszervbol a keringésbe jutod
¢s differencialod6 hemocitdkban a gén aktivitasa lecseng (Weaver és White, 1995; Markus ¢és
mtsai., 2009). Arrél azonban nem volt ismeretiink, hogy a kdzponti nyirokszerv fejlédése soran
hogyan valtozik a gén kifejez6dési mintazata. Ennek vizsgalatara UAS-GFP riporter
konstrukci6 alkalmazasaval kovettiik a hdc'®-Gal4 meghajtoelem aktivitasanak valtozasat a
kozponti nyirokszervben a larva egyedfejlddése soran.

Megfigyeltikk, hogy a masodik larva stidiumban a hdc kifejezddik a kozponti
nyirokszerv kérgi zoéndjaban és veldallomanydban elhelyezkedd sejtek nagyrészében, tovabba

jelentés atfedést tapasztaltunk a hdc!®>GFP és a PSC-t, valamint a masodlagos lebenyeket

jelold aCol festés mintazatai kozott (28. abra).
Col

28. abra. A hdc®>GFP kifejez6dési mintizata a maésodik stddiumos larva kozponti
nyirokszervében. A-A’’) A hdc kifejez6dik az elsédleges lebeny nagy részében és a
masodlagos lebenyekben is. A szaggatott vonal az elsddleges lebenyt jelzi. B-B’’) A
hdc®>GFP és a PSC-t kijelolé anti-Col festés (piros) mintdzata egymassal atfed. A
szaggatott vonal a kettds pozitiv PSC-sejteket jelzi. Méretarany: 25 um.
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A harmadik stadiumu larva kozponti nyirokszervének elsédleges lebenyében a hdc
mintazatanak Kiterjedése jelentésen csokkent, azonban a PSC-ben és a masodlagos lebenyekben

tovabbra is megmaradt (29. abra).
merge

29. abra. A hdc'®>GFP kifejez6dési mintdzata a harmadik stiddiumos larva kozponti
nyirokszervében. A-A”) A hdc®>GFP mintizata az elsédleges lebenyben fokozatosan
csokken, azonban B-B”) a PSC-ben tovabbra is jelentds atfedést mutat a PSC-t kijeldlo anti-
Col festéssel (piros). A szaggatott vonal az A-A”) elsédleges lebenyt, illetve a B-B”) kettds
pozitiv sejteket jeloli. Méretarany: 25 pm.

A vandorlé larva stadiumra a hdc mintazata az els6dleges lebenyben tovabb
zsugorodott, a PSC-bél teljesen visszahtizodott, a masodlagos lebenyekben viszont ebben a

stadiumban is fennmaradt (30. abra).

30. abra. A hdc'*>GFP kifejez6dési mintézata a vandorld larva kdzponti
nyirokszervében. A hdc'®>GFP mintazata az elsédleges lebenyben
tovabb csokken, a maéasodlagos lebenyekben azonban megmarad. A
szaggatott vonal az els6dleges lebenyt jeloli. Méretarany: 25 pm.
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A gén kifejez6dési mintazata tehat a kozponti nyirokszerv fejlodése soran fokozatosan
csokken, ami arra utal, hogy a hdc kapcsolatban allhat a kozponti nyirokszerv és a benne

képz6dé hemocitak fejlodésével.

4.5. A hdc allélok vérsejtdifferencialodasra svakorolt hatasanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a hdc-nek van -e hatasa a vérsejtek érésére,
megvizsgaltuk a homozigota hdc19-Gal4 larvak keringd hemocitait. Megfigyeltiikk, hogy a
keringd sejtek nagy tobbsége kifejezte a P1 plazmatocita specifikus immunologiai markert,
ugyanakkor a naiv larvdkban, immunindukcié hidnydban L1 markert kifejezd lamelocitak

jelentek meg 19%-0s penetranciaval, melyek a keringd sejtek 2,6%-at tették ki (32. abra A).

Mivel a korabbi vizsgélataink alapjan a hdc19-Gal4 hipomorf allélnak tekinthetd, a
homozigoéta larvak keringésében spontan megjelend lamellocitak arra utalnak, hogy a hdc részt

vehet ezen sejtek képzodésének szabalyozasaban.

A megfigyelt vérsejtképzodési fenotipust klasszikus hdc allélok vizsgalataval
kivantuk megerdsiteni. Mivel a torzskozpontokban nem allt rendelkezésre molekulédrisan
jellemzett allél, ezért a hdc!®-Gal4 beépiilés felhasznalasaval P elem mozgatason alapuld
mutans eldallitds modszerével delécios vonalakat hoztunk létre. A mintegy 40 delécid koziil
tizenharmat mindsitettiink letalis allélnak, melyek koziil polimeraz lancreakcioval sziirtiik ki a
feltehetéen amorf allélokat. Ehhez a P{GawB} elem eredeti pozicidja és a transzlacios
kezd6pont kozé tervezett forward primerrel és az elsé exont koddolo szakaszra tervezett reverse
primerrel végeztiik el a polimeraz lancreakciot. A vizsgalat soran a hdc?%? delécio esetén nem
keletkezett PCR termék. Ez az eredmény arra utalt, hogy a delécid ebben az esetben érintheti
az ATG transzlacios startkodont, vagyis potencidlisan amorf mutaciot okozhat. Ezt kdvetden
tovabbi polimeraz lancreakcios vizsgalatokkal feltérképeztik a delécid toréspontjait és

szekvenalassal megallapitottuk azok pontos molekuléris helyét: a kitorolt szakasz a transzlacid
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kezddpontjatdl 5° irdnyban 1014 bazist, 3* irdnyban 971 bazist érintett, vagyis a gén 5’ nem
transzlalodo régidja és az elsé exont kodolo szakasz jelentds része hianyzik (31. abra). Ezek

alapjan a hdc?%* amorf allélnak tekinthetd.

P{LacZ} (-1017)

hdc?®
5UTR HE 1 \r"é\\r"A
hdc’?-Gal4 = J\ \r

P{GawB} (-1025)

o — vy

(-1014) (+971)

31. dbra. A hdc?® deficiencia molekularis térképe. A delécid toréspontjai a transzlacid
kezdépontjatol 5° iranyban 1014, 3’ iranyban pedig 971 bazisparra talalhatok.

484 allél, és a szakirodalombdl ismert, de

Megvizsgaltuk az ijonnan létrehozott hdc
molekularisan nem jellemzett hdc* allél (Weaver és White, 1995) vérsejtképzédésre gyakorolt
hatasat. Mindkét mutacid esetében a homozigoéta larvakban spontan lamellocita képzddést
tapasztaltunk: a hdc?% a vizsgalt 1arvak 83%-aban vezetett a tokképzo sejtek kialakuldsahoz, a
lamellocitdk atlagos aranya a keringésben 2,15% volt (4bra); a hdc*® mutans larvak
mindegyikében megjelend lamellocitak atlagosan a keringd sejtek 6%-at tették ki (32. abra B

és C). A lamellocitak megjelenésével parhuzamosan a keringd plazmatociték aranya jelentésen

csokkent a mutans larvakban (32. abra E).
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32. abra. A hdc allélok vérsejt-differencialodasi fenotipusa. A-C) A hdc funkciovesztése esetén a larvak
keringésében spontan lamellocitdk jelentek meg, amit D) a w'''® kontroll larvakban nem tapasztaltunk.
Lamellocita — L1 (piros), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 20 um. E) A lamellocitak megjelenésével
parhuzamosan csokkent a plazmatocitak aranya a keringésben. ***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05. A
szignifikancia értékeket parositatlan Student’s t-teszttel allapitottuk meg.

A spontan lamellocita differencidlodast nem csak a keringésben, hanem a kodzponti

nyirokszervben is megfigyeltiik (33. abra).
w118 hdc’# hdc*

33. abra. A hdc allélok vérsejt-differencialodasi fenotipusa. B és C) Az amorf hdc mutans
larvak kozponti nyirokszervében spontdn lamellocitik jelentek meg, amit A) a wil®
kontroll larvakban nem tapasztaltunk. Lamellocita — L1 (piros), sejtmag — DAPI (kék).
Meéretarany: 50 pm.
A mutansokon végzett vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a hdc részt vesz az
ecetmuslica larva vérsejtképzddésének szabalyozasdban. Mivel a gén funkcidvesztéses alléljai

spontan lamellocita képzOodést okoznak, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a hdc a

tokképzdsejtek differencialodasanak gatlasadban jatszik szerepet.
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4.6. A hdc mutacié fokuszanak felderitése

Eddigi vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a hdc gén aktiv a kézponti
nyirokszerv elsddleges lebenyének mindharom funkciondlis zonajaban, valamint a masodlagos
lebenyekben, azonban sem a keringd hemocitdkban, sem pedig a szesszilis vérsejtekben nem
tapasztaltuk a faktor kifejezOdését. Megallapitottuk tovabba, hogy a hdc hatassal van a
lamellocitdk differencialodédsara, hiszen funkcidvesztéses mutacidja spontdn lamellocita

képzddéshez vezet.

Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a kozponti nyirokszerv melyik
terliletén van sziikség a gén megfeleld miikodésére a tokképzd sejtek kialakuldsanak gatlasdhoz.
Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa érdekében az RNS-interferencian alapulod géncsendesités
modszerét alkalmaztuk. A vizsgalathoz olyan genetikai meghajtoelemeket valasztottunk,
amelyek a kozponti nyirokszerv eltérd teriiletein fejezddnek ki, tehat kiilonb6zdé mintazatban

hozzik miitkodésbe a hdc csendesitésére alkalmas UAS-hdcRNSI konstrukciot.

Az els6é 1épésben a HmiA-Gald meghajtoelemet alkalmaztuk, amely a vérsejtképzo
kompartmentumokban altaldnosan kifejezddik: biztositja a Gal4 termelddését a keringés és a
szesszilis vérsejtképzd szovet plazmatocitaiban, valamint a kdzponti nyirokszerv elsddleges
lebenyének kérgi zonajaban. A HmiA-Gald vezérelte hdc csendesités nem eredményezett
spontan lamellocita képzodést, a HmlA-Gal4, UAS-GFP, UAS-hdcRNSI genotipust vandorlo
larvak keringésében nem figyeltiink meg L1 pozitiv sejteket. Ellenben azt tapasztaltuk, hogy a
HmiA-Gal4, UAS-GFP kontroll larvakhoz képest a csendesitett larvak mindharom vérsejtképzo
kompartmentumdban nagymértékben csokkent az UAS-GFP riportert kifejezd sejtek szdma

(34. abra).
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HmI>GFP HmI>GFP UAS-hdcRNSi

in vivo keringés

in vivo g “keringés

HmI>GFP HmI>GFP

kézponti nyirokszerv. in vivo szesszilis szévet

HmI>GFP HmI>GFP

34. abra. A Hml-Gal4 meghajtoelemmel torténd hdc csendesités hatasa. A kontroll Hml-Gal4, UAS-GFP
(HmI>GFP, bal oldal) larvakhoz képest a HmI>GFP, UAS-hdcRNSi (jobb oldal) larvak mindharom
vérsejtképzé kompartmentumaban csokken a plazmatocita markert (HmI>GFP, z61d) kifejez6 sejtek szama.
A vérsejtek jeldlésére az anti-Hemese panhemocita markert (piros) hasznaltuk, a sejtmagokat DAPI-val (kék)
jelsltik.

Mivel a HmiA-Gal4 az érett plazmatocitakban fejezddik ki, a GFP mintazat sziikiilése
azt sugallta, hogy a csendesités hatasara megvaltozhat a plazmatocitak érési allapota. Mivel
azonban hdc?® hattéren nem tapasztaltunk jelentés csokkenést a HmI>GFP mintazatban, arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a csendesités esetén valoszintileg a hdcRNSi eddig ismeretlen

off-target hatasa okozhatta a Hml4-Gal4 kifejez6dési mintazatanak szikiilését.

Mindazonaltal a csendesités nem okozott lamellocita képzodést (35. abra A), ezért
megallapithatjuk, hogy a hdc mutacio fokusza kiviil esik a HmlA4-Gal4 meghajtoelem aktivitasi

mintazatan.

Ezek utdn olyan meghajtéelemeket alkalmaztunk a gén csendesitésére, amelyek
specifikusan a kozponti nyirokszervben biztositottak az RNS-interferencia konstrukcio
mukodését, rdadasul kifejezddési mintdzatuk csak részben, vagy egyaltaldn nem fedett at a
HmiA-Gal4-ével: a Dot-Gal4 az elsédleges lebeny kérgi zonajaban és a poszterior
szignalizacios kdzpontban, valamint a masodlagos lebenyekben aktiv, mig a Pcol85-Gal4 csak

a poszterior szignalizacids kdzpontban €s a masodlagos lebenyekben fejezddik ki. Mindkét
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meghatoelem esetében a csendesités hatasara spontan lamellocita képzddést figyeltiink meg

(35. abra B és C).

HmI>hdcRNA] Dot>hdcRNAI co/>hdcRNA|

35. abra. A hdc mutaci6 fokuszanak felderitése. A) A Hml-Gal4 meghajtoelemmel torténd
hdc csendesités nem okozott lamellocita differencialodast, azonban mind B) a Dot-Gal4,
mind pedig C) a Pcol85Gal4 alkalmazasa esetén spontan lamellocita képz&dést tapasztaltunk.
Lamellocita — L1 (piros), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 20 pm.

Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a hdc mutacio fokusza a két meghajtoclem
kifejezodési mintazatanak atfeddé részében talalhatd, tehat a poszterior szignalizacios

kdzpontban, illetve a méasodlagos lebenyekben.

Kovetkeztetéseinket megerdsitette a hdc mutans fenotipusanak menekitése. A
menekitéshez a Pcol85-Gal4 meghajtoelemmel termeltettiik tal a hdc-t a kozponti
nyirokszervben: a Pcol85-Gal4/UAS-hdc.S; hdc43/hdc43 genotipusu larvak keringésében
jelentésen csokkent az L1 markert kifejez6 sejtek aranya (0,25%, n=12) a Pcol85-Gal4/+;

hdc43/hdc43 genotipusu kontroll larvakhoz képest (2,85%, n=12) (36. abra).

36. abra. A hdc mutacié lamellocita fenotipusanak menekitése a faktor
PSC-specifikus tultermelésével. A) A kontrollhoz képest B) a hdc
tultermelése hatékonyan menekitette a mutans fenotipust. Lamellocita — L1
(piros), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 20 pm.
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4.7. A hdc csendesitése a Dot vonalban

Mivel eredményeink arra utaltak, hogy a hdc a PSC sejtjein keresztiil nem-
sejtautondm hatéas révén szabalyozza a kdzponti nyirokszerv hemocitainak fejlodését, ezért a
Dot-Gal4 altal kijelolt vérsejtleszarmazasi vonalban - mely a kézponti nyirokszerv mindharom
az L1 marker mintdzatan keresztiil vizsgaltuk a
képz6dd lamellocitak eredetét. Megfigyeléseink
alapjan a y, w, UAS-Flp; Dot-Gal4, AFG/UAS-
hdcRNSI genotipusu larvak keringésében megjelend

lamellocitdk 32%-a szarmazott a Dot-Gald

leszarmazasi vonalbol, tehat a hdc csendesitése

37. abra. A hdc csendesitése a kozponti

nagyobbrészt a vizsgalt sejtleszdrmazasi vonalon — nyirokszerv eredeti Dot leszdrmazasi
vonalban. A csendesités hatdsara a Dot-

vonalb6l (nyil) és attol fiiggetleniil

kiviil — nem sejtautondom moddon - idézett eld (nyilhegy) is keletkeztek lamellocitak.
Lamellocita — L1 (piros), sejtmag — DAPI
lamellocita képz6dést (37. abra). (kék). Méretarany: 20 pm.

4.8. A Col Kkifejez6dési mintazatanak vizsgalata a hdc mutans larvak kozponti

nvirokszervében

Korabban kimutattdk, hogy a vérsejt homeosztazis fenntartdsdhoz elengedetleniil
szlikséges a vérsejtképzd niche méretének pontos szabdlyozéasa (Pennetier és mtsai, 2012), ezért
megvizsgaltuk, hogy a hdc mutacidja, illetve csendesitése hatassal van -e a PSC sejtjeit kijel516

Col kifejezddésére és a PSC méretére a kdzponti nyirokszervben.

Megfigyeltiik, hogy a wW!® kontrollhoz hasonléan a hdc* és hdc?® larvakban is
fennmarad a Col termelddése, mind a poszterior szignalizaciés kdzpontban, mind pedig a

masodlagos lebenyekben (38. abra).
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38. abra. A Collier mintdzata a kdzponti
nyirokszervben hdc mutans hattéren. A
Collier kifejez6dése a hdc mutans larvakban
is fennmarad, mind a PSC-ben (nyil), mind
pedig a masodlagos lebenyekben. PSC — anti-
Col (piros), sejtmag — DAPI (kék).
Meéretarany: 50 pm.

A Colliert kifejez6 PSC sejtek szama sem a mutansokban, sem pedig a hdc csendesités

hatasara nem valtozott meg jelentdsen (39. abra).

Mivel a poszterior szignalizacidos kozpont lamellocita képzddés szabalyozasaban
jatszott szerepét szamos kozleményben leirtak (Jung és mtsai, 2005; Mandal és mtsai, 2007;
Krzemien és mtsai, 2007; Pennetier és mtsai, 2012; Dey és mtsai, 2016), mig a masodlagos
lebenyekben zajloé regulaciordl nincs ismeretiink, ezért az a feltevésiink, hogy a hdc
vérsejtképzddési fenotipusanak hatterében a szignalizacids kozpont mitkddési zavara allhat.
Azt is megallapithatjuk, hogy ezt a miikddési hibat nem a niche méretének, vagy a PSC-sejtek

identitasanak megvaltozasa okozza.
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39. abra. A PSC mérete a hdc mutans larvakban és a csendesités esetén. A PSC sejtek szama sem B és C)
a mutansokban, sem pedig D) a PSC-specifikus hdc csendesités hatasara nem valtozik meg jelentGsen.
PSC — anti-Col (piros), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 25 um. E) A PSC mérete az egyes mutansok,
illetve a csendesitett larvak kdzponti nyirokszervében. n.s. —nem szignifikans. A szignifikancia értékeket
parositatlan Student’s t-teszttel allapitottuk meg.

4.9. A Hdc lehetséges egyiittmiikodo partnereinek vizsgalata

Korabban az ecetmuslica kdzponti idegrendszerében végzett vizsgalatok soran leirtdk a
citoplazmaban elhelyezkedé6 Hdc-nek a JAK/STAT ¢és az mTOR jelatviteli utakkal valo
egylittmiikddését (Bach és mtsai, 2003;Avet-Rochex és mtsai, 2014; Li és mtsai, 2019), ezért
feltételeztilk, hogy a lamellocita képzOdés szabalyozasaban is jelatviteli Utvonalak

befolyasolasa révén vehet részt.

Ezért a kovetkezd 1épésben a Hdc lehetséges egylittmiikodd partnereinek azonositasa
érdekében sziirOvizsgalatot végeztiink. Jeldltjeink olyan jelatviteli utak elemei voltak,

melyekrdl korabban mar megfigyelték, hogy szerepet jatszanak a lamellocita képzddés
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szabalyozasaban: ezek a Hh, a Dpp, a JAK/STAT, a JNK és az Alk (Zetterval és mtsai, 2004,
Sorrentino és mtsai, 2004; Jung és mtsai, 2005; Mandal és mtsai, 2007; Krzemien ¢és mitsai,
2007; Bidla és mtsai, 2007; Tokusumi és mtsai, 2009; Makki és mtsai, 2010; Fossett, 2013;

Dey és mtsai, 2016).

A jelolt faktorokat PSC specifikus hdc csendesités hatterében (Pcol85-Gal4 UAS-
hdcRNSI) taltermeltettiik (vagyis az adott jelatviteli Gtvonalat talaktivaltuk), illetve RNS-
interferencidval csendesitettiik (tehat a jelatvitelt gatoltuk) és az L1 marker segitségével
vizsgaltuk a beavatkozasok keringd vérsejtekre gyakorolt hatasat. Annak érdekében, hogy az
UAS elemek kozott a Gal4 forrdsért potencialisan fellépd versengés hatdsat az eredmények
értékelésekor kizarhassuk, kontrollként a vérsejtképzddés szempontjabdl indifferens GFP-t

termeltettik tal.

Megfigyeltiik, hogy a Hh és a Dpp utvonalak aktivalasa (a Hh és a Dpp tultermelése)
egyarant szuppresszalta a hdc csendesités lamellocita képzddési fenotipusat: mind a Pcol85-
Gal4, UAS-hdcRNSi/UAS-hh, mind pedig a Pcol85-Gal4, UAS-hdcRNSI/UAS-dpp genotipusu
larvakban jelent6sen csokkent a keringé lamellocitak aranya a Pcol85-Gal4, UAS-
hdcRNSI/+;UAS-2XxEGFP/+ genotipusu kontroll larvakhoz viszonyitva (40. abra A, B, E és
H). Erdekes, hogy a Hh jelatviteli kaszkad két tovabbi elemének — az Ihog-nak, amely a Hh
koreceptora és a Cubitus interruptusnak (Ci), amely a Hh jelatvitel utvonal intracellularis
komponense — col-specifikus taltermelése szintén mérsékelte a hdc csendesités hatasat (40.

abra C, D és H).

Azt tapasztaltuk tovabba, hogy a JAK/STAT tutvonal gatlasa (vagyis a hop csendesitése)
ugyancsak szuppresszalta a hdc csendesités fenotipusat, azonban a JNK utvonal gatlasa (a hep
csendesitése) nem volt hatassal a lamellocita képzddésre: a Pcol85-Gal4, UAS-hdcRNSi/UAS-

hopRNSI genotipust larvak keringésében jelentdsen csokkent a lamellocitak aranya a kontroll
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larvakhoz képest, ugyanakkor a Pcol85-Gal4, UAS-hdcRNSiI/UAS-hepRNSi genotipust

larvakban nem valtozott szignifikansan a tokképz6 sejtek aranya (40. abra F, G és H).

Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a hdc a lamellocita képzédést a Hh, a Dpp és a
JAK/STAT jelatviteli utvonalakon keresztiil szabalyozza, mig a JNK tutvonalnak ebben a

folyamatban nincs szerepe.

col>hdcRNSi>GFP

col>hdcRNSi>hh

col>hdcRNSi>lhog col>hdcRNSi>cic!

col>hdcRNSi>hopRNSI col>hdcRNSi>hepRNAI

n.s.

25+
ek e

20 r 1

Lamellocita (%)
z

-
o
I
.
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40. abra. A hdc interakcidja a lamellocita képzGdésben szerepet jatszo jelatviteli utvonalakkal. A) a hdc
csendesités fenotipusat B-D) a Hh jelatvitel elemeinek, valamint E) a Dpp-nek a tlltermelése szuppresszalta.
F) A hop csendesitése ugyancsak ellensulyozta a hdc csendesités hatasat, G) a hep csendesitése azonban
hatastalan maradt. Lamellocita — L1 (piros), sejtmag — DAPI (kék). Méretarany: 20 um. H) A lamellocitak
aranyanak valtozasa a kiilonb6z6 interakcids kombinacidk esetében. ****: p < 0.0001; **: p < 0.01; *: p <
0.05; n.s. — nem szignifikans. A szignifikancia értékeket parositatlan Student’s t-teszttel allapitottuk meg.
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5. Az eredmények megvitatasa

Az ecetmuslica kivald6 modellrendszer a vérsejtek és a vérsejtképzo
kompartmentumok kialakulasanak és mikodésének a vizsgdlatara. A rendelkezésre allo
molekularis markerek (Kurucz és mtsai, 2003 és 2007b), vérsejt- és kompartmentum specifikus
genetikai meghajtéelemek (Sinenko és Mathey-Prevot, 2004; Zetterval ¢és mtsai, 2004;
Tokusumi és mtsai, 2009), valamint a vizsgalni kivant faktorok csendesitésére és tiltermelésére
alkalmas transzgenikus konstrukciok felhasznalasaval a differencidlodési és szervezddési
folyamatok részletesen és szamos megkozelitési iranybol, akar in vivo is vizsgalhatok (Csordas

¢s mtsai, 2014).

Jelen dolgozatban k6zolt munkank soran a klasszikus genetikai és molekuléris
bioldgiai moddszerek alkalmazasaval a vérsejtképzOodés szabalyozasanak 1j szerepldjét

azonositottuk az ecetmuslicaban.

Bemutattuk, hogy a human tumorszuppresszor HECA Drosophila homologja, a Hdc a
vérsejtdifferencialodas kozponti regulator eleme. A harom vérsejtképz6 kompartmentum koziil
kizarolag a kozponti nyirokszervben fejezddik ki, ami arra utal, hogy a Hdc specifikusan ebben
a szervben fejti ki szabalyozo hatasat. Csoportunkban korabban megfigyeltiik, hogy a kdzponti
nyirokszerv eredetli lamellocitakban a hdc aktivitasa lecseng (Markus és mtsai, 2009). Schmid
¢s munkatarsai megallapitottak, hogy a hdc taltermelése szuppresszalja a szesszilis szovet
szerkezetének a Toll'® mutdnsokban megfigyelt felbomlasat (Schmid és mtsai, 2016). Ezen

megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Hdc a vérsejtképzddés gatld faktora.

A hdc® allél hdc-Gal4 meghajtéelemmé tortént konverzidja lehetdvé tette a gén
kifejez6dési mintazatanak idébeli kovetését. Figyelemre méltod, hogy bar a konverzié nyolc
bazispar eltéréssel, gyakorlatilag tokéletesen megvalosult és a LacZ ¢és Gal4 kifejez6dési

mintazata megegyezik, mégis a hdc®-tel szemben a hdc-Gal4 allélok letalisak, ami arra utal,
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hogy er6sebb hipomorf allélok. Tekintettel arra, hogy a P elemek pozicidja gyakorlatilag
azonos, a letalitds logikus magyarazatanak az tiinik, hogy a P{GawB} elemben talalhato
promoter erdsebb csapdazo hatast fejthet ki a hdc gén enhanszereire, mint a P{LacZ} promotere,
ezaltal jobban gatolja a gén megfelelo kifejezodését.

A hdc kutatasat megalapozo cikkben vizsgalt hdcB{-2cz}

allélrol leirtak, hogy mintazata
megegyezik az anti-Hdc monoklonalis ellenanyaggal torténé immunfestés esetén kapott
mintazattal (az imagokorongokban, hisztoblasztokban, tracheoblasztokban, k&zponti
nyirokszervben, stb.) (Weaver és White, 1995). A hdcBZ kifejezédését a kozponti
nyirokszervben csoportunkban is megfigyeltiik, valamint azt is leirtuk, hogy immunindukciot
kovetden a nyirokszervet elhagyd sejtekben a gén aktivitdsa megsziinik (Mérkus és mtsai,
2009). A konverzi6 soran az enhanszer csapdazo P{LacZ} elem helyére 8 bp pontossaggal épiilt
be a P{GawB} elem, ezért feltételeztiik, hogy kifejezédéséhez ugyan azokat a szabalyozd
elemeket hasznalja, mint a korabbi P elem. Ezt alatamasztottdk az UAS-GFP riprter
segitségével végzett megfigyeléseink, amikor a Gal4d/GFP kifejez6dését a korabbi
kozleményekben leirt mintazatban tapasztaltuk. A hdc'®-Gal4-gyel végeztiink sejtvonal-
jeloléses vizsgalatot embridban ¢és ott is megfigyeltilk, hogy a tobbi vérsejtképzd

kompartmentumban nem fejezddik ki a transzgén. Ezek alapjan hiiségesnek tekintettiik a hdc!®-

Gal4 mintazatat.

Megfigyeltiik, hogy a masodik larvastadiumban a hdc kifejezddése kiterjed a kozponti
nyirokszerv nagy részére, majd az egyedfejlédés folyaman ez a mintazat fokozatosan csdkken,
ami arra utalt, hogy a fehérjének szerepe lehet a kozponti nyirokszervben a vérsejt eléalakok
differencialatlan allapotanak fenntartasaban. Ezt a feltevésiinket igazolta, hogy mind a hdc
mutacidja, mind pedig a PSC-specifikus csendesitése spontan lamellocita differencialédashoz
vezetett. Ezekbol az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a hdc a lamellocita képzddés

represszora, és gatlo hatasat a PSC-n keresztiil fejti ki.
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Az Gjonnan eléallitott hdc?®# deficiencia homozigota formaban a korabban izolalt hdc*
amorf mutdnshoz hasonléan immunindukcié nélkiil lamellocita differencialédast okoz. Mivel
az all¢él létrehozasakor a gén teljes 5° UTR szakasza (amely fontos szerepet tolt be a transzlacio,
¢s esetenként a transzkripcio szabalyozasaban is), valamint a transzlacids kezdOponttal egyiitt
majdnem a teljes els6é exon torlédott, raadasul bab stadiumban letalitast okoz, ezért a deléciot
amorf allélnak tekintettiik, annak ellenére, hogy expresszivitdsa és penetranciaja kisebb a hdc*?
allélénal. A fenotipus erdsségében €s gyakorisagdban megfigyelt kiillonbséget magyarazhatja,
hogy a hdc*®* egy nagyobb méretii delécid, azonban molekularisan csak nagyon durva
felbontasban térképezték fel, ezért nem tudjuk pontosan milyen tovabbi szekvencidkat érint,

amik esetleg a kiilonbség hatterében allhatnak (Weaver és White, 1995).

Kordbban mar leirtdk, hogy a Hdc sziikséges a here Ossejt niche-ben a ,,hub” sejtek
fennmaradésdhoz (Resende és mtsai, 2013). Ez a megfigyelés és a mi eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a Hdc-nek szerepe lehet a kozponti nyirokszervben a
vérsejtképzé niche fenntartdsdban. Habar néhdny kozlemény vitatja a PSC-nek a kdzponti
nyirokszerv fejlddésében betoltott szerepét (Sinenko €s mtsai, 2009; Benmimoun és mtsai,
2015; Oyallon és mtsai, 2016; Hao és Jin, 2017), az tovabbra is elfogadott, hogy a parazitoid
darazsfert6zést kovetden a prekurzorokbol torténd lamellocita képzddés szabalyozasdhoz
szlikség van erre a sejtcsoportra (Louradour és mtsai, 2017). Dey és munkatarsai (2016)
kozleménye szerint a vérképzd Ossejtek és vérsejt eldalakok differencidlatlan allapotdnak
megorzéséhez a Dpp és a Hh jelatvitel 6sszehangolt miikodésére van sziikség a PSC-ben. A
Dpp jelatvitel az elsd larvastadiumban sziikséges a HSC-k fennmaradasahoz, majd az azokbol
képz6do vérsejt eldalakok prohemocita allapotdnak megdrzését a Hh jelatvitel biztositja (Dey
¢s mtsai, 2016). S6t, egy masik munkabol az is kideriilt, hogy a larvdk Smoothened (a Hh
receptora) inhibitorral torténd etetése a progenitorok nyugalmi allapotdnak megsziinéséhez és

hemocita differencidlodashoz vezet (Giordani és mtsai, 2016). Mivel mind a Dpp, mind pedig
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a Hh tultermelése a PSC-ben szuppresszalta a hdc fenotipusat, arra kovetkeztettiink, hogy a Hdc

kolcsonhat ezekkel a jelatviteli kaszkadokkal.

Meglepé moddon azt is megfigyeltiik, hogy a Hdc a JAK/STAT utvonallal is
kolcsonhatasba 1ép a vérsejtképzo niche-ben. A JAK/STAT jelatvitel hemocita képzédésben
betoltott sejtautondm szerepét leirtdk mar a veldéallomanyban, azonban a PSC-ben betoltott
funkcidja eddig ismeretlen volt (Fossett, 2013; Hao és Jin, 2017). Az eredményeink arra
utalnak, hogy a kozponti nyirokszerv niche-ben vizsgalt jelatviteli Utvonalak Osszetett
szabalyozasi haldzatot alkotnak, melyben a JAK/STAT a Dpp és a Hh szignalizacioval

antagonisztikusan miikodik.

Eredményeinkbdl nem allapithatd meg teljes biztossaggal a Hdc és az egylittmiik6do
utvonalak pontos hierarchia viszonya, azonban mivel a Hdc-r6l kordbban leirtdk, hogy a
JAK/STAT tutvonalat szabalyozza, rdadasul elézetes MS-MS adataink alapjan a Hdc kdzvetlen
kapcsolatban all a Hh és a Dpp utvonalak faktoraival, valoszinlibbnek tartjuk, hogy az emlitett
utvonalak folott és nem azokkal parhuzamosan miikodik (Bach és mtsai, 2003). Miikodési

modelliinket a 41. abra mutatja be.

A hdc funkciovesztés lamellocita képzOodési fenotipusanak tovabbi lehetséges
magyarazata lehet a ROS szint megvaltozasa a PSC-ben, amirdl mar korabban bizonyitottak,
hogy hatésa lehet az effektor sejtek differencidlédasara (Louradour és mtsai, 2017). Bar ezzel
kapcsolatos vizsgalatokat nem végeztiink, ennek az eshetdségnek ellent mond az, hogy a ROS
szint emelkedése hatasara a kdzponti nyirokszerv szerkezet szétesik, amit a hdc vizsgalata soran

nem figyeltiink meg.
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41. abra. A Hdc szerepe a lamellocita differencialodas szabalyozasaban. A PSC-ben kifejez6d6 hdc a
Dpp, a Hh és a JAK/STAT jelatviteli utak szabalyozasa révén vesz részt a prohemocita allapot
fenntartasaban (bal oldal). A hdc funkcidévesztése esetén (jobb oldal) a Hh és a Dpp aktivitas
megsziinésének hatasara a progenitorok lamellocitava differencialodnak.

Az irodalmi adatok alapjan a Hdc sejtautondm €s nem-sejtautondm hatast is kifejthet a
kiilonbozo fejlédési folyamatokban. Mig az imagokorongok differencidlédaséra, vagy a dendrit
rovidiilésre sejtautondm modon hat, addig az embriondlis trachea fejléddését nem-sejtautondm
modon befolydsolja (Weaver és White, 1995; Steneberg és mtsai, 1998; Steneberg és
Samakovlis, 2001; Loncle és Williams, 2012). A hdc csendesitése a Dot vérsejt-leszarmazasi
vonalban egyarant vezetett Dot-vonal eredetli ¢s attol fliggetlen eredetii lamellocitak
keletkezéséhez, ami a fehérje nem-autondm hatasara enged kovetkeztetni (Honti és mtsai,
2010). Ennek legegyszeriibb magyarazata az lehet, hogy a Hdc a niche és a prekurzorok k6zotti
kommunikaciot befolyasolja. Raadasul, mivel a hdc sem a keringésben, sem pedig a szesszilis

szovetben nem fejezddik ki, hatdsa azonban ezekben a kompartmentumokban is érvényesiil,
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ugy tlinik, hogy a faktor a kozponti nyirokszervben kompartmentum autoném, mig a masik két
szOvetben nem-kompartmentum autondém modon szabalyozza a hemocitak érését. Masképpen
megfogalmazva, valdszinii, hogy nem csak a nyirokszerven beliili, hanem a kompartmentumok
kozotti kommunikacioban is fontos szereppel bir. Sinenko és munkatarsai (2012) leirtdk, hogy
immunindukci6 hatasara a PSC az EGFR ligand Spitz szekrécidja révén serkenti a lamellocita
differencialodast a keringésben. Erdekes lehetdség lenne megvizsgalni a Hdc és a Spitz-
szekrécid kapcsolatat, ami a kompartmentumok kapcsolatdnak részletesebb megértését is

lehetové tenné.

A hdc mRNS-r6l egy kiilonleges transzlaciés mechanizmusnak koszonhetéen kétféle
fehérje is képzodhet (Steneberg és mtsai, 1998; Steneberg ¢s Samakovlis, 2001). A hosszabb
fehérje valtozat szerepét igazoltak a tracheafejlédés szabdlyozdsdban, mig az imdgdkorongok
fejléddésében a rovid izoforma jelentdségét irtdk le (Weaver és White, 1995; Steneberg és mtsai,
1998; Steneberg és Samakovlis, 2001). A dendrit rovidiilés vizsgalata soran a hdc mutans
fenotipusat a rovid forma taltermelésével sikeresen menekitették (Loncle és Williams, 2012).
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a sejtautoném hatast a rovid fehérje valtozat fejti ki, a
nem-sejtautonom hatas eléréséhez azonban a hosszli izoformara van sziikség. A hdc lamellocita
fenotipusanak menekitéséhez egy olyan tiltermeld konstrukciot alkalmaztunk, amely mindkét

crer

kifejtett hatdshoz melyik formara van sziikség.

Kevés informacioval rendelkeziink a hdc gén szabalyozasaval kapcsolatban. A
tracheaban a gén kifejezddéséért az Escargot transzkripcios faktor felel, melyet szamos szoveti
dssejtben azonositottak mar (Steneberg és mtsai, 1998). A ventralis imagokorongok fejlédése
soran pedig a Buttonhead és az Sp1 fehérjék aktivaljak a hdc transzkripciojat (Estella és mtsai,

azonositottak még benne. Az altalunk létrehozott P elem beépiilések és deficiencidk vizsgalata
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a jovOben nagy mértékben hozzajarulhat a hdc kifejez6dését szabalyozd genetikai elemek

felderitéséhez.

A hdc kifejezédésének szabalyozasahoz hasonléan a fehérje kozvetlen egylittmiikodo
partnereirdl is igen keveset tudunk. A Hdc molekularis funkcidja és doménstruktirdja sem
ismert. Eddig mindossze egyetlen olyan fehérjét azonositottak, amely kozvetlen kdlcsonhatasba
1ép a Hdc-szel. Ez a fehérje az Unkempt, amely a Hdc-szel kézosen az InR/mTOR jelatviteli
utvonal szabdlyozasat végzi, ezaltal fontos szerepiik van a szovetndvekedésnek és a
differencidlodasnak az egyed taplaltsagi allapotaval valo 6sszehangoldsdban (Resende és mtsai,
2013; Li és mtsai, 2019). Erdekes megemliteni, hogy egy nemrég megjelent kozleményben
kimutattdk, hogy a Hdc human ortologja, a HECA ¢és az Unkempt ortoldgja, az UNK szintén
részt vesznek a szovetnovekedés szabalyozasaban (Li és mtsai, 2019). Azt is megfigyelték,
hogy a HECA ciklinekkel és CDK-kal 1ép kdlcsonhatasba és azok szabalyozdsan keresztiil
tumorszuppresszor hatast fejt ki (Dowejko és mtsai, 2012). Megallapithatjuk tehat, hogy a Hdc
tovabbi egylittmiikddd partnereinek azonositdsa nem csak az ecetmuslica vérsejtképzddésének
megértése szempontjabol fontos, de az igy nyert ismeretek a tumorbioldgia vagy a tumorterapia

tertiletén is hasznosulhatnak.

A human vérképzéssel kapcsolatban még nem vizsgaltdk a HECA-t, azonban
kimutattdk, hogy kifejezddik a Iépben, a csecsemémirigyben és a periférids leukocitdkban
egyarant, elképzelhetd tehat, hogy a fehérje szerepet jatszik az emberi vérsejtek kialakuldsanak

szabalyozasaban is. (Chien és mtsai, 2006).

Jelen dolgozat ravilagit a Hdc eddig ismeretlen funkcidjara a hemocita sejtsors
szabalyozasaban, mely feladatdt a Dpp ¢és a Hh jelatviteli utvonalakkal torténd
egyiittmikodésen keresztiil 1atja el az ecetmuslica larva kozponti nyirokszervében. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a Hdc-nek kdzponti szerepe van a vérképzo dssejt allapot €s a
vérsejtképzddés szabalyozasaban.
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6. Az eredmények osszefoglalasa

A Drosophila Headcase egy rendezetlen szerkezeti citoplazmatikus fehérje,
melyet kiillonbozé szovetekben ugy azonositottak, mint a differencialodas gatlo faktorat.
Szabalyozo hatasat autonom és nem-autonom modon is kifejtheti. Mivel a fehérje a
vérsejtképzé kompartmentumok egyikében - a kozponti nyirokszervben - is kifejezddik,

kivancsiak voltunk, hogy milyen szerepet télthet be a hemocitak képzédésében.

Kisérleteink soran a hdc kifejez6désének in vivo kovetése érdekében P elem
konverziéval hdc-Gal4 genetikai meghajtoelemet hoztunk Iétre, melynek megfelelé miikodését
UAS-GFP riporter konstrukcio segitségével ellendriztiik. A meghajtdéelem hiien kovette a hdc
mintazatat - igy kifejez6dott az imaginalis szovetekben és a kozponti nyirokszervben egyarant.

crer

A Dbeépiilés pontos genomi pozicidjat szekvenalassal allapitottuk meg. Kideriilt, hogy a P

HYSV4

elemek kicserélédése 8 bazispar hijan pontosan tértént a hdc gén 5’ szabalyozo régiojaban.

Megallapitottuk, hogy a l1étrehozott hdc-Gal4 allél, a hipomorf hdc allélokhoz
hasonloan a bab stadiumban recessziv letalis fenotipust okozott. A faktor tultermelésével és
csendesitésével igazoltuk, hogy a letalitast a P elem beépiilése, vagyis a hdc mikodésének
megzavarasa €S nem a konverzio soran létrejott egyéb mutacié okozza. Ezek alapjan

megallapitottuk, hogy a hdc-Gal4 hipomorf allélnak tekinthetd.

Az eléallitott genetikai meghajtoelem segitségével megfigyeltiik, hogy a larvalis
fejlodés soran a kozponti nyirokszerv elsddleges lebenyében a hdc korai kiterjedt kifejezédési
mintazata a larva életszakasz végére fokozatosan csokken. Raadasul, mig a masodik larva
stadiumban a vérsejtképzé niche-ben is jelentds hdc-Gal4d expressziot tapasztaltunk, addig a
vandorlod larvak PSC-jében megsziint a gén aktivitasa. Ezek a megfigyelések megerdsitették azt
az elképzelésiinket, mely szerint a hdc-nek szerepe lehet a kézponti nyirokszerv és a benne

elhelyezkedd vérsejtek fejlodésének szabalyozasaban.
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A P elem mozgatason alapuldo mutansel6allitas modszerével Iétrehoztunk egy
kozel 2 kilobazis kiterjedésti deléciot, mely magaba foglalja a gén teljes 5° nem transzlalodo
régiodjat és majdnem a teljes elsé exont. Az uj amorf allél (hdc?%%), valamint egy korabban leirt,
am molekularisan nem jellemzett hdc deficiencia (hdc*®) és a hdc!®-Gal4 vizsgalata soran
kideriilt, hogy a homozigéta mutans larvakban immunindukcié hianyaban, spontan lamellocita

differencialodas zajlik. Igy megéllapitottuk, hogy a Hdc valoban részt vesz a hemocitak

képzédésének szabalyozasaban, mint a lamellocita sejtsorsot gatlo faktor.

A mutacié fokuszanak felderitése érdekében a kozponti nyirokszervben
egymastol eltéré kifejez6dési mintazatot mutatd genetikai meghajtéelemek és a hdc
kifejez6dését gatldo RNS interferencia konstrukcio felhasznalasaval a nyirokszerv kiilonbz6
funkcionalis egységeiben csendesitettik a faktort. A kiillonboz6 mintazatban tortént
csendesitések lamellocita differencialodasi fenotipusa alapjan megallapitottuk, hogy a hdc
mutacio fokusza a PSC-ben van; vagyis a hematopoietikus niche-ben van sziikség a faktorra a
lamellocita képzédés gatlasahoz. Raadasul, amikor a hdc csendesitését kiterjesztettiik a Dot
vérsejt leszdrmazasi vonalra, azt is megfigyeltiik, hogy a beavatkozas sejtautoném ¢és nem-

sejtautonéom modon is lamellocita differencialodast okoz.

crer

csendesitésének nincs hatasa a vérsejtképzo niche méretére, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy
a vizsgalt gén nem a niche méretének kialakitasaban és sejtjei identitdsanak megdérzésében
jatszik szerepet, hanem valoszintileg a vérsejt eldalakokra gyakorolt hatasukat befolyasolja.
Azt feltételeztiik, hogy a hdc a kozponti nyirokszervben miikodd jelatviteli
utvonalak befolydsolasa révén vesz részt a differencidlodds szabdlyozasaban, ezért

megvizsgaltuk genetikai interakcigjat olyan szignalizacids kaszkadok elemeivel, amelyek

lamellocita képzodésben betoltott szerepét korabban mar igazoltak. Kisérleteink alapjan
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megallapitottuk, hogy a Hdc miikodése soran a Dpp, a Hh és a JAK/STAT utvonalakkal 1ép

kolcsonhatasba a vérsejtképzo niche-ben.

A dolgozatban bemutatott eredmények alapjan felallitottuk modelliinket, mely
bemutatja a Hdc miikodését a kézponti nyirokszerv vérsejtképzé niche-ben, valamint leirja a
jelatviteli utvonalak befolyasolasa révén kifejtett hatasat a lamellocita differencialodas

szabalyozasaban.
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7. Summary

Drosophila Headcase was described as a repressor of differentiation in the development
of several tissues which can act either autonomously or non-autonomously. Since hdc is
expressed in one of the larval hematopoietic tissues, namely the lymph gland, we were curious

about its possible regulatory function during hematopoiesis.

To follow hdc expression in vivo, we carried out a P element conversion screen, and
generated a hdc'®-Gal4 transgenic driver which was tested with the UAS-GFP reporter. The
pattern of the driver followed precisely the expression of hdc; it was active in the imaginal
tissues and in the lymph gland as well. The exact genomic position of the insertion was
determined by DNA sequencing, which revealed that the exchange of the P elements was

virtually precise.

We found that similarly to the hypomorphic hdc alleles, the newly generated hdc'®-Gal4
insertion caused pupal lethality. With the overexpression and the silencing of the factor, we
verified that the lethality was provoked by the P element and not by second-site mutations,
which might have appeared during the conversion process. Based on these results, we

concluded that hdc!®-Gal4 is a hypomorphic allele of hdc.

By the usage of the new driver, we observed that during larval development the initial
extensive expression of hdc in the primary lobes of the lymph gland decreases gradually by the
end of the larval stage. Moreover, while we noticed significant hdc!®-Gal4 expression in the
hematopoietic niche of second instar larvae, wandering larvae completely lacked hdc activity
in the PSC. These results strengthened our hypothesis on the possible role of Hdc in the

development of the lymph gland and on the differentiation of hemocytes within the organ.

78



In a P element remobilization mutagenesis screen, we isolated a deficiency (hdc?%%) of
almost 2 kilobases, which overlapped with the complete 5 untranslated region and the first
exon of hdc. We observed spontaneous lamellocyte differentiation in larvae homozygous for
the hdc’®* and the previously generated hdc*® null alleles, as well as in hdc!®-Gal4 larvae.
Accordingly, we concluded that Hdc plays a role in the regulation of hematopoiesis as a

repressor of the lamellocyte fate.

In order to find the focus of hdc, we used several drivers with different expression
patterns and a hdc-specific RNA interference construct to silence the factor in the distinct
functional compartments of the lymph gland. On the basis of the hematopoietic phenotype of
the different silencing combinations, we determined the focus of hdc in the PSC; in other words,
the protein is required in the hematopoietic niche to impede the differentiation of lymph gland
prohemocytes. Furthermore, when we silenced the factor in the entire Dot hemocyte lineage,

we detected both autonomous and non-autonomous lamellocyte differentiation.

Our experiments also revealed that the mutation or the PSC-specific silencing of hdc
does not affect the size of the hematopoietic niche, consequently we concluded that the factor
does not regulate the niche size or the identity of the PSC cells, rather it has an influence on the

prohemocyte regulating effect of the PSC.

We assumed that Hdc represses lamellocyte differentiation through the interaction with
the signal transduction pathways in the lymph gland. Accordingly, we investigated the genetic
interaction of hdc with the elements of distinct signaling cascades, which were described to
affect the differentiation of lamellocytes. Our results implied that Hdc cooperates with the Dpp,

the Hh and the JAK/STAT pathways.
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On the basis of the results presented in this study, we set up our model on the function
of Hdc in the hematopoietic niche of the lymph gland and on the cooperation of the factor with

the different signaling cascades in the regulation of lamellocyte differentiation.

80



8. Hivatkozasok

Asha, H., Nagy, I., Kovacs, G., Stetson, D., Ando, I., Dearolf, C.R., 2003. Analysis of Ras-

induced overproliferation in Drosophila hemocytes. Genetics 163, 203-215.

Avet-Rochex, A., Carvajal, N., Christoforou, C.P., Yeung, K., Maierbrugger, K.T., Hobbs, C.,
Lalli, G., Cagin, U., Plachot, C., McNeill, H., Bateman, J.M., 2014. Unkempt is
negatively regulated by mTOR and uncouples neuronal differentiation from growth

control. PLoS Genet. 10, e1004624.

Bach, E.A., Vincent, S., Zeidler, M.P., Perrimon, N., 2003. A sensitized genetic screen to
identify novel regulators and components of the Drosophila janus kinase/signal

transducer and activator of transcription pathway. Genetics 165, 1149-1166.

Benmimoun, B., Haenlin, M., Waltzer, L., 2015. Haematopoietic progenitor maintenance by

EBF/Collier: beyond the Niche. Cell Cycle 14, 3517-3518.

Benmimoun, B., Polesello, C., Waltzer, L., Haenlin, M., 2012. Dual role for Insulin/TOR
signaling in the control of hematopoietic progenitor maintenance in Drosophila.

Development 139, 1713-1717.
Beutler, B.A., 2009. TLRs and innate immunity. Blood 113, 1399-1407.

Bidla, G., Dushay, M.S., Theopold, U., 2007. Crystal cell rupture after injury in Drosophila
requires the JINK pathway, small GTPases and the TNF homolog Eiger. J. Cell. Sci. 120,

1209-1215.

Brennan, C.A., Delaney, J.R., Schneider, D.S., Anderson, K.V., 2007. Psidin is required in
Drosophila blood cells for both phagocytic degradation and immune activation of the

fat body. Curr. Biol. 17, 67-72.

81



Bretscher, A.J., Honti, V., Binggeli, O., Burri, O., Poidevin, M., Kurucz, E., Zsamboki, J.,
Ando, ., Lemaitre, B., 2015. The Nimrod transmembrane receptor Eater is required for
hemocyte attachment to the sessile compartment in Drosophila melanogaster. Biol Open

4, 355-363.

Briickner, K., Kockel, L., Duchek, P., Luque, C.M., Rerth, P., Perrimon, N., 2004. The

PDGF/VEGF receptor controls blood cell survival in Drosophila. Dev. Cell 7, 73-84.

Camp, D., Currie, K., Labbé, A., van Meyel, D.J., Charron, F., 2010. Ihog and Boi are essential

for Hedgehog signaling in Drosophila. Neural Dev 5, 28.

Carton, Y., Nappi, A.J., 1997. Drosophila cellular immunity against parasitoids. Parasitol.

Today (Regul. Ed.) 13, 218-227.

Charroux, B., Royet, J., 2009. Elimination of plasmatocytes by targeted apoptosis reveals their
role in multiple aspects of the Drosophila immune response. Proc. Natl. Acad. Sci.

U.S.A. 106, 9797-9802.

Chien, C.-C., Chang, C.-C., Yang, S.-H., Chen, S.-H., Huang, C.-J., 2006. A homologue of the
Drosophila headcase protein is a novel tumor marker for early-stage colorectal cancer.

Oncol. Rep. 15, 919-926.

Chung, Y.-S.A., Kocks, C., 2011. Recognition of pathogenic microbes by the Drosophila

phagocytic pattern recognition receptor Eater. J. Biol. Chem. 286, 26524-26532.

Crozatier, M., Ubeda, J.-M., Vincent, A., Meister, M., 2004. Cellular immune response to

parasitization in Drosophila requires the EBF orthologue collier. PLoS Biol. 2, E196.

Csordas, G., Varga, G.I.B., Honti, V., Jankovics, F., Kurucz, E., Andé, L, 2014. In vivo
immunostaining of hemocyte compartments in Drosophila for live imaging. PLoS ONE

9, e98191.

82



Defaye, A., Evans, I., Crozatier, M., Wood, W., Lemaitre, B., Leulier, F., 2009. Genetic
ablation of Drosophila phagocytes reveals their contribution to both development and

resistance to bacterial infection. J Innate Immun 1, 322—334.

Dey, N.S., Ramesh, P., Chugh, M., Mandal, S., Mandal, L., 2016. Dpp dependent
Hematopoietic stem cells give rise to Hh dependent blood progenitors in larval lymph

gland of Drosophila. Elife 5.

Dowejko, A., Bauer, R., Bauer, K., Miiller-Richter, U.D.A., Reichert, T.E., 2012. The human
HECA interacts with cyclins and CDKs to antagonize Wnt-mediated proliferation and

chemoresistance of head and neck cancer cells. Exp. Cell Res. 318, 489-499.

Dowejko, A., Bauer, R.J., Miiller-Richter, U.D.A., Reichert, T.E., 2009. The human homolog
of the Drosophila headcase protein slows down cell division of head and neck cancer

cells. Carcinogenesis 30, 1678-1685.

Dragojlovic-Munther, M., Martinez-Agosto, J.A., 2013. Extracellular matrix-modulated
Heartless signaling in Drosophila blood progenitors regulates their differentiation via a

Ras/ETS/FOG pathway and target of rapamycin function. Dev. Biol. 384, 313-330.

Dudzic, J.P., Kondo, S., Ueda, R., Bergman, C.M., Lemaitre, B., 2015. Drosophila innate
immunity: regional and functional specialization of prophenoloxidases. BMC Biol. 13,

81.

Elrod-Erickson, M., Mishra, S., Schneider, D., 2000. Interactions between the cellular and

humoral immune responses in Drosophila. Curr. Biol. 10, 781-784.

Estella, C., Rieckhof, G., Calleja, M., Morata, G., 2003. The role of buttonhead and Sp1 in the

development of the ventral imaginal discs of Drosophila. Development 130, 5929-5941.

Evans, C.J., Hartenstein, V., Banerjee, U., 2003. Thicker than blood: conserved mechanisms in

Drosophila and vertebrate hematopoiesis. Dev. Cell 5, 673-690.

83



Evans, I.R., Hu, N., Skaer, H., Wood, W., 2010. Interdependence of macrophage migration and

ventral nerve cord development in Drosophila embryos. Development 137, 1625-1633.

Ferguson, G.B., Martinez-Agosto, J.A., 2017. The TEAD family transcription factor Scalloped
regulates blood progenitor maintenance and proliferation in Drosophila through

PDGF/VEGFR receptor (Pvr) signaling. Dev. Biol. 425, 21-32.

Ferjoux, G., Augé, B., Boyer, K., Haenlin, M., Waltzer, L., 2007. A GATA/RUNX cis-
regulatory module couples Drosophila blood cell commitment and differentiation into

crystal cells. Dev. Biol. 305, 726-734.

Fossett, N., 2013. Signal transduction pathways, intrinsic regulators, and the control of cell fate

choice. Biochim. Biophys. Acta 1830, 2375-2384.

Fossett, N., Hyman, K., Gajewski, K., Orkin, S.H., Schulz, R.A., 2003. Combinatorial
interactions of serpent, lozenge, and U-shaped regulate crystal cell lineage commitment

during Drosophila hematopoiesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 11451-11456.

Fossett, N., Schulz, R.A., 2001. Functional conservation of hematopoietic factors in Drosophila

and vertebrates. Differentiation 69, 83—90.

Fossett, N., Tevosian, S.G., Gajewski, K., Zhang, Q., Orkin, S.H., Schulz, R.A., 2001. The
Friend of GATA proteins U-shaped, FOG-1, and FOG-2 function as negative regulators
of blood, heart, and eye development in Drosophila. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98,

7342-7347.

Franc, N.C., Dimarcq, J.L., Lagueux, M., Hoffmann, J., Ezekowitz, R.A., 1996. Croquemort, a
novel Drosophila hemocyte/macrophage receptor that recognizes apoptotic cells.

Immunity 4, 431-443.

Franc, N.C., Heitzler, P., Ezekowitz, R.A., White, K., 1999. Requirement for croquemort in

phagocytosis of apoptotic cells in Drosophila. Science 284, 1991-1994.
84



Fujita, Y., Nagaosa, K., Shiratsuchi, A., Nakanishi, Y., 2012. Role of NPxY motif in Draper-

mediated apoptotic cell clearance in Drosophila. Drug Discov Ther 6, 291-297.

Gao, H., Wu, X., Fossett, N., 2011. Odd-skipped maintains prohemocyte potency and blocks

blood cell development in Drosophila. Genesis 49, 105-116.

Gao, H., Wu, X., Simon, L., Fossett, N., 2014. Antioxidants maintain E-cadherin levels to limit

Drosophila prohemocyte differentiation. PLoS ONE 9, e107768.

Ghosh, S., Singh, A., Mandal, S., Mandal, L., 2015. Active hematopoietic hubs in Drosophila

adults generate hemocytes and contribute to immune response. Dev. Cell 33, 478-488.

Giordani, G., Barraco, M., Giangrande, A., Martinelli, G., Guadagnuolo, V., Simonetti, G.,
Perini, G., Bernardoni, R., 2016. The human Smoothened inhibitor PF-04449913
induces exit from quiescence and loss of multipotent Drosophila hematopoietic

progenitor cells. Oncotarget 7, 55313-55327.

Goto, A., Kadowaki, T., Kitagawa, Y., 2003. Drosophila hemolectin gene is expressed in
embryonic and larval hemocytes and its knock down causes bleeding defects. Dev. Biol.

264, 582-591.

Grigorian, M., Mandal, L., Hartenstein, V., 2011. Hematopoiesis at the onset of metamorphosis:
terminal differentiation and dissociation of the Drosophila lymph gland. Dev. Genes

Evol. 221, 121-131.

Hanratty, W.P., Ryerse, J.S., 1981. A genetic melanotic neoplasm of Drosophila melanogaster.

Dev. Biol. 83, 238-249.

Hao, Y., Jin, L.H., 2017. Dual role for Jumu in the control of hematopoietic progenitors in the

Drosophila lymph gland. Elife 6.

85



Harrison, D.A., Binari, R., Nahreini, T.S., Gilman, M., Perrimon, N., 1995. Activation of a
Drosophila Janus kinase (JAK) causes hematopoietic neoplasia and developmental

defects. EMBO J. 14, 2857-2865.

Hartenstein, V., 2006. Blood cells and blood cell development in the animal kingdom. Annu.

Rev. Cell Dev. Biol. 22, 677-712.

Hoffmann, D., Hoffmann, J.A., 1990. Cellular and molecular aspects of insect immunity. Res.

Immunol. 141, 895-896.
Hoffmann, J.A., 2003. The immune response of Drosophila. Nature 426, 33-38.

Holz, A., Bossinger, B., Strasser, T., Janning, W., Klapper, R., 2003. The two origins of

hemocytes in Drosophila. Development 130, 4955-4962.

Honti, V., Csordas, G., Kurucz, E., Markus, R., Ando, L., 2014. The cell-mediated immunity of
Drosophila melanogaster: hemocyte lineages, immune compartments, microanatomy

and regulation. Dev. Comp. Immunol. 42, 47-56.

Honti, V., Csordas, G., Mérkus, R., Kurucz, E., Jankovics, F., Ando, 1., 2010. Cell lineage
tracing reveals the plasticity of the hemocyte lineages and of the hematopoietic

compartments in Drosophila melanogaster. Mol. Immunol. 47, 1997-2004.

Imler, J.L., Hoffmann, J.A., 2002. Toll receptors in Drosophila: a family of molecules

regulating development and immunity. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 270, 63-79.

Irving, P., Ubeda, J.-M., Doucet, D., Troxler, L., Lagueux, M., Zachary, D., Hoffmann, J.A.,
Hetru, C., Meister, M., 2005. New insights into Drosophila larval haemocyte functions

through genome-wide analysis. Cell. Microbiol. 7, 335-350.

86



Jankovics, F., Sinka, R., Erdélyi, M., 2001. An interaction type of genetic screen reveals a role
of the Rabll gene in oskar mRNA localization in the developing Drosophila

melanogaster oocyte. Genetics 158, 1177-1188.

Jiravanichpaisal, P., Lee, B.L., Soderhill, K., 2006. Cell-mediated immunity in arthropods:
hematopoiesis, coagulation, melanization and opsonization. Immunobiology 211, 213—

236.

Jung, S.-H., Evans, C.J., Uemura, C., Banerjee, U., 2005. The Drosophila lymph gland as a

developmental model of hematopoiesis. Development 132, 2521-2533.

Kimbrell, D.A., Hice, C., Bolduc, C., Kleinhesselink, K., Beckingham, K., 2002. The Dorothy
enhancer has Tinman binding sites and drives hopscotch-induced tumor formation.

Genesis 34, 23-28.

Kocks, C., Cho, J.H., Nehme, N., Ulvila, J., Pearson, A.M., Meister, M., Strom, C., Conto, S.L.,
Hetru, C., Stuart, L.M., Stehle, T., Hoffmann, J.A., Reichhart, J.-M., Ferrandon, D.,
Rémet, M., Ezekowitz, R.A.B., 2005. Eater, a transmembrane protein mediating

phagocytosis of bacterial pathogens in Drosophila. Cell 123, 335-346.

Konrad, L., Becker, G., Schmidt, A., Klockner, T., Kaufer-Stillger, G., Dreschers, S., Edstrom,
J.E., Gateff, E., 1994. Cloning, structure, cellular localization, and possible function of
the tumor suppressor gene lethal(3)malignant blood neoplasm-1 of Drosophila

melanogaster. Dev. Biol. 163, 98-111.

Krieg, A., 1958. [Immunity in insects; contribution to comparative immunology]. Z Immun exp

ther 115, 472—-477.

Kroeger, P.T., Tokusumi, T., Schulz, R.A., 2012. Transcriptional regulation of eater gene

expression in Drosophila blood cells. Genesis 50, 41-49.

87



Krzemien, J., Dubois, L., Makki, R., Meister, M., Vincent, A., Crozatier, M., 2007. Control of
blood cell homeostasis in Drosophila larvae by the posterior signalling centre. Nature

446, 325-328.

Krzemien, J., Oyallon, J., Crozatier, M., Vincent, A., 2010. Hematopoietic progenitors and

hemocyte lineages in the Drosophila lymph gland. Dev. Biol. 346, 310-319.

Kurant, E., Axelrod, S., Leaman, D., Gaul, U., 2008. Six-microns-under acts upstream of

Draper in the glial phagocytosis of apoptotic neurons. Cell 133, 498-509.

Kurucz, E., Markus, R., Zsamboki, J., Folkl-Medzihradszky, K., Darula, Z., Vilmos, P.,
Udvardy, A., Krausz, I., Lukacsovich, T., Gateff, E., Zettervall, C.-J., Hultmark, D.,
Ando, I., 2007a. Nimrod, a putative phagocytosis receptor with EGF repeats in

Drosophila plasmatocytes. Curr. Biol. 17, 649-654.

Kurucz, E., Véczi, B., Mérkus, R., Laurinyecz, B., Vilmos, P., Zsamboki, J., Csorba, K., Gatef,
E., Hultmark, D., Ando, 1., 2007b. Definition of Drosophila hemocyte subsets by cell-

type specific antigens. Acta. Biol. Hung. 58 Suppl, 95-111.

Kurucz, E., Zettervall, C.-J., Sinka, R., Vilmos, P., Pivarcsi, A., Ekengren, S., Hegediis, Z.,
Ando, 1., Hultmark, D., 2003. Hemese, a hemocyte-specific transmembrane protein,
affects the cellular immune response in Drosophila. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100,

2622-2627.

Lanot, R., Zachary, D., Holder, F., Meister, M., 2001. Postembryonic hematopoiesis in

Drosophila. Dev. Biol. 230, 243-257.

Lebestky, T., Chang, T., Hartenstein, V., Banerjee, U., 2000. Specification of Drosophila

hematopoietic lineage by conserved transcription factors. Science 288, 146-149.

Leitdo, A.B., Sucena, E., 2015. Drosophila sessile hemocyte clusters are true hematopoietic

tissues that regulate larval blood cell differentiation. Elife 4.

88



Lemaitre, B., Hoffmann, J., 2007. The host defense of Drosophila melanogaster. Annu. Rev.

Immunol. 25, 697-743.

Lemaitre, B., Nicolas, E., Michaut, L., Reichhart, J.M., Hoffmann, J.A., 1996. The dorsoventral
regulatory gene cassette spétzle/Toll/cactus controls the potent antifungal response in

Drosophila adults. Cell 86, 973-983.

Lemaitre, B., Reichhart, J.M., Hoffmann, J.A., 1997. Drosophila host defense: differential
induction of antimicrobial peptide genes after infection by various classes of

microorganisms. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 14614-14619.

Li, N., Liu, Q., Xiong, Y., Yu, J., 2019. Headcase and Unkempt Regulate Tissue Growth and

Cell Cycle Progression in Response to Nutrient Restriction. Cell Rep 26, 733-747.e3.

Loncle, N., Williams, D.W., 2012. An interaction screen identifies headcase as a regulator of

large-scale pruning. J. Neurosci. 32, 17086-17096.

Louradour, ., Sharma, A., Morin-Poulard, |., Letourneau, M., Vincent, A., Crozatier, M.,
Vanzo, N., 2017. Reactive oxygen species-dependent Toll/NF-xB activation in the

Drosophila hematopoietic niche confers resistance to wasp parasitism. Elife 6.

Makhijani, K., Alexander, B., Tanaka, T., Rulifson, E., Briickner, K., 2011. The peripheral
nervous system supports blood cell homing and survival in the Drosophila larva.

Development 138, 5379-5391.

Makhijani, K., Briickner, K., 2012. Of blood cells and the nervous system: hematopoiesis in the

Drosophila larva. Fly (Austin) 6, 254-260.

Makki, R., Meister, M., Pennetier, D., Ubeda, J.-M., Braun, A., Daburon, V., Krzemien, J.,
Bourbon, H.-M., Zhou, R., Vincent, A., Crozatier, M., 2010. A short receptor
downregulates JAK/STAT signalling to control the Drosophila cellular immune

response. PLoS Biol. 8, €1000441.

89



Manaka, J., Kuraishi, T., Shiratsuchi, A., Nakai, Y., Higashida, H., Henson, P., Nakanishi, Y.,
2004. Draper-mediated and phosphatidylserine-independent phagocytosis of apoptotic

cells by Drosophila hemocytes/macrophages. J. Biol. Chem. 279, 48466-48476.

Mandal, L., Banerjee, U., Hartenstein, V., 2004. Evidence for a fruit fly hemangioblast and
similarities between lymph-gland hematopoiesis in fruit fly and mammal aorta-gonadal-

mesonephros mesoderm. Nat. Genet. 36, 1019-1023.

Mandal, L., Martinez-Agosto, J.A., Evans, C.J., Hartenstein, V., Banerjee, U., 2007. A
Hedgehog- and Antennapedia-dependent niche maintains Drosophila haematopoietic

precursors. Nature 446, 320-324.

Markus, R., Kurucz, E., Rus, F., And¢, 1., 2005. Sterile wounding is a minimal and sufficient
trigger for a cellular immune response in Drosophila melanogaster. Immunol. Lett. 101,

108-111.

Markus, R., Laurinyecz, B., Kurucz, E., Honti, V., Bajusz, 1., Sipos, B., Somogyi, K.,
Kronhamn, J., Hultmark, D., Andé6, 1., 2009. Sessile hemocytes as a hematopoietic
compartment in Drosophila melanogaster. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 106, 4805-

4809.

Martinek, N., Shahab, J., Saathoff, M., Ringuette, M., 2008. Haemocyte-derived SPARC is
required for collagen-1V-dependent stability of basal laminae in Drosophila embryos. J.

Cell. Sci. 121, 1671-1680.

Martinez-Agosto, J.A., Mikkola, H.K.A., Hartenstein, V., Banerjee, U., 2007. The

hematopoietic stem cell and its niche: a comparative view. Genes Dev. 21, 3044-3060.

Minakhina, S., Steward, R., 2010. Hematopoietic stem cells in Drosophila. Development 137,

27-31.

90



Minakhina, S., Steward, R., 2006. Melanotic mutants in Drosophila: pathways and phenotypes.

Genetics 174, 253-263.

Mondal, B.C., Mukherjee, T., Mandal, L., Evans, C.J., Sinenko, S.A., Martinez-Agosto, J.A.,
Banerjee, U., 2011. Interaction between differentiating cell- and niche-derived signals

in hematopoietic progenitor maintenance. Cell 147, 1589-1600.

Mondal, B.C., Shim, J., Evans, C.J., Banerjee, U., 2014. Pvr expression regulators in
equilibrium signal control and maintenance of Drosophila blood progenitors. Elife 3,

€03626.

Morin-Poulard, 1., Sharma, A., Louradour, I., Vanzo, N., Vincent, A., Crozatier, M., 2016.
Vascular control of the Drosophila haematopoietic microenvironment by Slit/Robo

signalling. Nat Commun 7, 11634,

Muratoglu, S., Garratt, B., Hyman, K., Gajewski, K., Schulz, R.A., Fossett, N., 2006.
Regulation of Drosophila friend of GATA gene, u-shaped, during hematopoiesis: a

direct role for serpent and lozenge. Dev. Biol. 296, 561-579.

Nappi, A.J., 1973. Hemocytic changes associated with the encapsulation and melanization of

some insect parasites. Exp. Parasitol. 33, 285-302.

Nappi, A.J., Vass, E., 1998. Hydrogen peroxide production in immune-reactive Drosophila

melanogaster. J. Parasitol. 84, 1150-1157.

Narita, R., Yamashita, H., Goto, A., Imai, H., Ichihara, S., Mori, H., Kitagawa, Y., 2004.
Syndecan-dependent binding of Drosophila hemocytes to laminin alpha3/5 chain LG4-
5 modules: potential role in sessile hemocyte islets formation. FEBS Lett. 576, 127—

132.

Owusu-Ansah, E., Banerjee, U., 2009. Reactive oxygen species prime Drosophila

haematopoietic progenitors for differentiation. Nature 461, 537-541.

91



Oyallon, J., Vanzo, N., Krzemien, J., Morin-Poulard, 1., Vincent, A., Crozatier, M., 2016. Two
Independent Functions of Collier/Early B Cell Factor in the Control of Drosophila

Blood Cell Homeostasis. PLoS ONE 11, e0148978.

Parsons, B., Foley, E., 2013. The Drosophila platelet-derived growth factor and vascular
endothelial growth factor-receptor related (Pvr) protein ligands Pvf2 and Pvf3 control

hemocyte viability and invasive migration. J. Biol. Chem. 288, 20173-20183.

Pastor-Pareja, J.C., Wu, M., Xu, T., 2008. An innate immune response of blood cells to tumors

and tissue damage in Drosophila. Dis Model Mech 1, 144-154; discussion 153.

Pennetier, D., Oyallon, J., Morin-Poulard, I., Dejean, S., Vincent, A., Crozatier, M., 2012. Size
control of the Drosophila hematopoietic niche by bone morphogenetic protein signaling

reveals parallels with mammals. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 109, 3389-3394.

Remillieux-Leschelle, N., Santamaria, P., Randsholt, N.B., 2002. Regulation of larval
hematopoiesis in Drosophila melanogaster: a role for the multi sex combs gene.

Genetics 162, 1259-1274.

Resende, L.P.F., Boyle, M., Tran, D., Fellner, T., Jones, D.L., 2013. Headcase promotes cell

survival and niche maintenance in the Drosophila testis. PLoS ONE 8, e68026.

Resende, L.P.F., Truong, M.E., Gomez, A., Jones, D.L., 2017. Intestinal stem cell ablation
reveals differential requirements for survival in response to chemical challenge. Dev.

Biol. 424, 10-17.

Rizki, M.T., Rizki, R.M., 1959. Functional significance of the crystal cells in the larva of

Drosophila melanogaster. J Biophys Biochem Cytol 5, 235-240.

Rizki, R.M., Rizki, T.M., 1974. Basement membrane abnormalities in melanotic tumor

formation of Drosophila. Experientia 30, 543-546.

92



Rizki, R.M., Rizki, T.M., Bebbington, C.R., Roberts, D.B., 1983. Drosophila larval fat body
surfaces : Changes in transplant compatibility during development. Wilehm Roux Arch

Dev Biol 192, 1-7.

Rohrborn, G., 1961. Drosophila tumors and the structure of larval lymph glands. Experientia

17, 507-509.

Samakovlis, C., Kimbrell, D.A., Kylsten, P., Engstrom, A., Hultmark, D., 1990. The immune
response in Drosophila: pattern of cecropin expression and biological activity. EMBO

J. 9, 2969-2976.

Schmid, M.R., Anderl, ., Vo, H.T.M., Valanne, S., Yang, H., Kronhamn, J., Rimet, M., Rusten,
T.E., Hultmark, D., 2016. Genetic Screen in Drosophila Larvae Links ird1 Function to

Toll Signaling in the Fat Body and Hemocyte Motility. PLoS ONE 11, e0159473.

Sepp, K.J., Auld, V.J., 1999. Conversion of lacZ enhancer trap lines to GAL4 lines using

targeted transposition in Drosophila melanogaster. Genetics 151, 1093-1101.

Shim, J., Mukherjee, T., Banerjee, U., 2012. Direct sensing of systemic and nutritional signals

by haematopoietic progenitors in Drosophila. Nat. Cell Biol. 14, 394-400.

Shim, J., Mukherjee, T., Mondal, B.C., Liu, T., Young, G.C., Wijewarnasuriya, D.P., Banerjee,

U., 2013. Olfactory control of blood progenitor maintenance. Cell 155, 1141-1153.

Shrestha, R., Gateff, E., 1982. Ultrastructure and Cytochemistry of the Cell-types in the
Tumorous Hematopoietic Organs and the Hemolymph of the Mutant Lethal (1)
Malignant Blood Neoplasm (I(1)mbn) of Drosophila Melanogaster. Development,

Growth & Differentiation 24, 83-98.

Siekhaus, D., Haesemeyer, M., Moffitt, O., Lehmann, R., 2010. RhoL controls invasion and
Rapl localization during immune cell transmigration in Drosophila. Nat. Cell Biol. 12,

605-610.
93



Sinenko, S.A., Mandal, L., Martinez-Agosto, J.A., Banerjee, U., 2009. Dual role of wingless
signaling in stem-like hematopoietic precursor maintenance in Drosophila. Dev. Cell

16, 756-763.

Sinenko, S.A., Mathey-Prevot, B., 2004. Increased expression of Drosophila tetraspanin,
Tsp68C, suppresses the abnormal proliferation of ytr-deficient and Ras/Raf-activated

hemocytes. Oncogene 23, 9120-9128.

Sinenko, S.A., Shim, J., Banerjee, U., 2011. Oxidative stress in the haematopoietic niche

regulates the cellular immune response in Drosophila. EMBO Rep. 13, 83-89.

Somogyi, K., Sipos, B., Pénzes, Z., Ando, 1., 2010. A conserved gene cluster as a putative

functional unit in insect innate immunity. FEBS Lett. 584, 4375-4378.

Somogyi, K., Sipos, B., Pénzes, Z., Kurucz, E., Zsamboki, J., Hultmark, D., Andd, 1., 2008.
Evolution of genes and repeats in the Nimrod superfamily. Mol. Biol. Evol. 25, 2337—

2347.

Sorrentino, R.P., Melk, J.P., Govind, S., 2004. Genetic analysis of contributions of dorsal group
and JAK-Stat92E pathway genes to larval hemocyte concentration and the egg

encapsulation response in Drosophila. Genetics 166, 1343-1356.

Sorrentino, R.P., Tokusumi, T., Schulz, R.A., 2007. The Friend of GATA protein U-shaped

functions as a hematopoietic tumor suppressor in Drosophila. Dev. Biol. 311, 311-323.

Steneberg, P., Englund, C., Kronhamn, J., Weaver, T.A., Samakovlis, C., 1998. Translational
readthrough in the hdc mMRNA generates a novel branching inhibitor in the drosophila

trachea. Genes Dev. 12, 956-967.

Steneberg, P., Samakovlis, C., 2001. A novel stop codon readthrough mechanism produces

functional Headcase protein in Drosophila trachea. EMBO Rep. 2, 593-597.

94



Stofanko, M., Kwon, S.Y., Badenhorst, P., 2010. Lineage tracing of lamellocytes demonstrates

Drosophila macrophage plasticity. PLoS ONE 5, e14051.

Stofanko, M., Kwon, S.Y., Badenhorst, P., 2008. A misexpression screen to identify regulators

of Drosophila larval hemocyte development. Genetics 180, 253-267.

Tao, Y., Schulz, R.A., 2007. Heart development in Drosophila. Semin. Cell Dev. Biol. 18, 3—

15.

Terriente-Felix, A., Li, J., Collins, S., Mulligan, A., Reekie, 1., Bernard, F., Krejci, A., Bray, S.,
2013. Notch cooperates with Lozenge/Runx to lock haemocytes into a differentiation

programme. Development 140, 926-937.

Theopold, U., Krautz, R., Dushay, M.S., 2014. The Drosophila clotting system and its messages

for mammals. Dev. Comp. Immunol. 42, 42—46.

Tokusumi, T., Shoue, D.A., Tokusumi, Y., Stoller, J.R., Schulz, R.A., 2009a. New hemocyte-
specific enhancer-reporter transgenes for the analysis of hematopoiesis in Drosophila.

Genesis 47, 771-774.

Tokusumi, T., Sorrentino, R.P., Russell, M., Ferrarese, R., Govind, S., Schulz, R.A., 2009b.
Characterization of a lamellocyte transcriptional enhancer located within the misshapen

gene of Drosophila melanogaster. PLoS ONE 4, e6429.

Varga, G.I.B., Csordas, G., Cinege, G., Jankovics, F., Sinka, R., Kurucz, E., Ando, L, Honti,
V., 2019. Headcase is a Repressor of Lamellocyte Fate in Drosophila melanogaster.

Genes 10, 173.

Vilmos, P., Nagy, I., Kurucz, E., Hultmark, D., Gateft, E., Ando, 1., 2004. A rapid rosetting
method for separation of hemocyte sub-populations of Drosophila melanogaster. Dev.

Comp. Immunol. 28, 555-563.

95



Waltzer, L., Ferjoux, G., Bataillé, L., Haenlin, M., 2003. Cooperation between the GATA and
RUNX factors Serpent and Lozenge during Drosophila hematopoiesis. EMBO J. 22,

6516-6525.

Wang, L., Kounatidis, I., Ligoxygakis, P., 2014. Drosophila as a model to study the role of
blood cells in inflammation, innate immunity and cancer. Front Cell Infect Microbiol 3,

113.

Weaver, T.A., White, R.A., 1995. headcase, an imaginal specific gene required for adult

morphogenesis in Drosophila melanogaster. Development 121, 4149-4160.

Williams, M.J., 2007. Drosophila hemopoiesis and cellular immunity. J. Immunol. 178, 4711—

4716.

Williams, M.J., Ando, 1., Hultmark, D., 2005. Drosophila melanogaster Rac2 is necessary for

a proper cellular immune response. Genes Cells 10, 813-823.

Wood, W., Faria, C., Jacinto, A., 2006. Distinct mechanisms regulate hemocyte chemotaxis
during development and wound healing in Drosophila melanogaster. J. Cell Biol. 173,

405-416.

Wood, W., Jacinto, A., 2007. Drosophila melanogaster embryonic haemocytes: masters of

multitasking. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8, 542-551.

Yao, S., Lum, L., Beachy, P., 2006. The ihog cell-surface proteins bind Hedgehog and mediate

pathway activation. Cell 125, 343-357.

Yu, S., Luo, F., Jin, L.H., 2018. The Drosophila lymph gland is an ideal model for studying

hematopoiesis. Dev. Comp. Immunol. 83, 60-69.

96



Zettervall, C.-J., Anderl, 1., Williams, M.J., Palmer, R., Kurucz, E., Ando, I., Hultmark, D.,
2004. A directed screen for genes involved in Drosophila blood cell activation. Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101, 14192-14197.

Zsamboki, J., Csordas, G., Honti, V., Pintér, L., Bajusz, 1., Galgéczy, L., Andé, 1., Kurucz, E.,

2013. Drosophila Nimrod proteins bind bacteria. cent.eur.j.biol. 8, 633-645.

97



9. Roviditések jegyzéke

CDK: ,,Cyclin dependent kinase” — ciklin fiiggé kinaz, sejtciklust szabalyozo

fehérjecsalad

FOG: ,Friend of GATA” — a GATA transzkripcios faktorokkal egyiittmiikodo

transzkripcids faktor csalad dsszefoglald neve

Pvf. ,PDGF- and VEGF-related factor” — a vérlemezke eredetii- és a vaszkularis-

endotelialis ndvekedési faktorok Drosophila homolégja
Pvr: ,,PDGF- and VEGF-receptor related” — a Pvf receptora
EGF: ,,epidermal growth factor” — epidermalis novekedési faktor

I(3)mbnt: ,lethal (3) malignant blood neoplasm!” — abnormalis vérsejt proliferaciot

okoz6 recessziv mutacio.
hop™™: a hopscotch gén dominans, tumoros allélja.
PSC: ,,posterior signaling centre” — poszterior szignalizacids kdozpont
HSC: ,,hematopoietic stem sell” — vérképzo Ossejt
dMyc: a Myc proto-onkogén Drosophila homolédgja
TOR: ,target of rapamycin”

ROS: ,reactive oxigene species” — a reaktiv oxigén szabadgyokok Osszefoglalo

elnevezése
Adgf-A: ,,Adenosine deaminase-related growth factor A”

JAK/STAT: ,,Janus kinase / Signal-transducer and activator of transcription”
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ddaC neuronok: C-tipusu, kiterjedt dendrit halozattal (dendritic arborization — da)
rendelkez0 ¢érzé idegsejtek, amelyek az egyedfejlodés soran nagyfokt dendrit rovidiilést

(dendrite pruning) szenvednek.
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