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Bevezetés

Az ember ¢s az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) vérsejtképzésében szamos
parhuzam megfigyelhet6. A humén vérsejtképzés az embrionalis korban megkezdddik és két
hullimban (primitiv — és definitiv vérsejtképzés) zajlik killonbozé un. vérsejtképzo
szovetekben, kompartmentumokban. Az ecetmuslicban is elkiilonitiink pimitiv (embrionalis)
=~ € definitiv (larvalis) vérsejtképzést, és az immunsejtek, vagy hemocitik
kompartmentalizacioja szintén jellemz erre az organizmusra is. Az ember posztcmbrionélis
vérsejtképzésének fO szintere a vérsejtképzo Gssejt niche, ahol a vérsejtképzd dssejt egyenldtlen
osztodassal hozza létre a kiilonbozd sejttipusokat. Az ecetmuslicaban is azonositottak
vérsejtképzo Gssejteket, amelyek szintén egy vérsejtképzé niche-ben, a kozponti
nyirokszervben osztodva hozzak létre a hemocitakat. Az ember és az ecetmuslica védekezo
rendszere nem csak funkcionalis €s anatomiai hasonlosagokat mutat, de a Drosophila
védekezésében szerepet jatszo szamos génrél kideriilt, hogy a human immunfolyamatokban is

Jelentds szereppel bir. Ezért az ecetmuslica a velesziiletett immunitas tanulmanyozasihoz

kivalé modellnek bizonyult.

Munkam soran az ecetmuslica larva vérsejtképzodésének genetikai szabalyozasat
vizsgaltam. Harom végrehaijto sejitipust azonositottak a Drosophila larvaban: a bekebelezést
Végz6 plazmatocitikat, a melanizacios folyamatokban szerepet jatszo kristalysejteket és a
kizarélag immunindukcié hatasara differencialodd lamellocitakat, melyek feladata a testiiregbe
Keriilt veszélyes részecskék korilli tobbrétegii, melanizalodo tok kialakitasa. A hemocitik
harom vérsejtképzé kompartmentumba rendezédnek: ezek a keringés, a kozponti nyirokszery

€s a szesszilis vérsejtképzo szovet.

A kompartmentumok kozill legrészletesebben a kozponti nyirokszervben zajlo

vérsejtképzddés szabalyozasa ismert. A pdros lebenyekbél felépiilé nyirokszerv elsédleges
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lebenye harom mikodési egységre tagolodik: a kéregallomanyban differencialodott
hemocitakat talalunk, a veldallomanyban vérsejt eldalakok helyezkednek el, a poszterior
szignalizacios kozpont (PSC) pedig a prohemocita allapot fenntartasaért felelds vérsejtképzd
niche. Szamos jelatviteli itvonal 6sszehangolt egyiittmiikddése biztositja a végrehajto sejtek
képzodését és a vérsejt eldalakok differencidlatlan allapotanak fenntartasat. A masik keét

vérsejtképzo kompartmentumban zajlé szabélyozasi folyamatok kevéssé ismertek.

Munkam soran egy human tumorszuppresszor, a HECA Drosophila homolégjanak, a
Headcase-nek (Hdc) az ecetmuslica vérsejtképzodésében betdltott szerepét vizsgaltam. A Hdc
egy rendezetlen szerkezetii citoplazmatikus fehérje, melyet killonbozd szovetekben a
differencialodas gatlo faktoraként azonositottak. Szabalyozo hatasat sejtautoném €s nem-
sejtautondm modon is kifejtheti. Megfigyeltiik, hogy a fehérje a kozponti nyirokszervben is
kifejezodik, azonban a nyirokszervbdl immunindukei¢ hataséara felszabadulo és lamellocitava

differencialodd sejtekben a gén aktivitasa lecseng, ami arra utalt, hogy szerepe lehet a

hemocitak érésének szabalyozasaban.



Célkitiizések

Mivel a hdec kifejez6dik az ecetmuslica larva kdzponti nyirokszervében, azonban a

nyirokszervbGl szarmazo effektor sejtekben a gén aktivitisa megsziinik, ezért kivancsiak

voltunk a faktor esetleges szerepére a vérsejtek érésénck szabélyozasaban. Raadasul a Hde-rol

szerzett ismereteink nem csak a Drosophila vérsejtképzésének alaposabb megértését

szolgalhatjak, de mas fejlddési folyamatok, st a huméan tumorképzédés tanulmanyozasa

szempontjabdl is érdeklddésre tarthatnak szdmot. Ezért a Hdc vérsejtképzésben betdltott

szerepének tisztazasa érdekében a kovetkezd célokat tiiztiik Ki:

a hdc kifejez6dési mintazatanak az €16 allatokban torténd vizsgalata érdekeében
hdc-Gal4 genetikai meghajtoelem eldallitasat,

a hdc kifejezddési mintazatanak kovetését a vérsejtképzd kompartmentumokban
a larvalis fejlédés soran,

amorf hdec allél elallitasat és molekularis jellemzését

a hde mutécio vérsejtképzésre gyakorolt hatasanak vizsgalatat

a hde mutacio fokuszanak meghatarozasat,

a Hdc lehetséges egyiittmiikodd partnereinek azonositasa érdekében genetikai

sziirovizsgalat elvégzését.



Alkalmazott modszerek

Vérsejtpreparatumok készitése

Kozponti nyirokszerv €s imago korong preparatumok készitése
Indirekt immunfluoreszcencia alkalmazasa
Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok
Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

In vivo konfokalis videomikroszkopias vizsgalatok
Immunindukcio

X-gal festés

P elem konverzid

Polimeraz lancreakcio

Rekombinans vonalak eloallitasa

P elem beépiilések izolalasa

P elem mozgatason alapulé mutéans eldallitas

Genetikai interakcios sziirovizsgalat



Az eredmények osszefoglalasa

Kisérleteink soran a /hdc Kifejez6désének in vivo kovetése érdekében P-elem
konverziéval a hdc-LacZ allélbol hde-Gal4 genetikai meghajtoelemet hoztunk létre,
melynek megfeleld miikodését UAS-GFP riporter konstrukcid — segitségével
ellenériztik. A meghajtoelem hilen kovette a hdc mintazatat - igy kifejezodott az
imaginalis sz6vetekben ¢és a kozponti nyirokszervben egyarant. A beépiilés pontos
genomi poziciojat szekvenalassal allapitottuk meg. Kideriilt, hogy a P-elemek
kicserélodése 8 bazispar hijan pontosan tortént a hdc gén 5° szabalyozo régidjaban.
Megallapitottuk, hogy a létrehozott hdc-Gal4 allél, a hipomorf hdc allélokhoz
hasonléan a bab stadiumban recessziv letalis fenotipust okozott. A faktor
tultermelésével és csendesitésével igazoltuk, hogy a letalitast a P-elem beépiilése,
vagyis a Adc miikodésének megzavarasa €s nem a konverzio soran létrejott egyéb
mutacio okozza. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a hdc-Gal4 hipomorf allélnak
tekintheto.

Az eldallitott genetikai meghajtoelem segitségével megfigyeltiik, hogy a larvalis
fejlédés soran a kozponti nyirokszerv elsédleges lebenyében a /dc korai Kiterjedt
kifejezodési mintazata a larva életszakasz végére fokozatosan csokken. Raadasul, mig
a masodik larva stadiumban a vérsejtképzo niche-ben, a PSC-ben is jelentés hde-Gal4
expressziot tapasztaltunk, addig a vandorlo larvak PSC-jében megsziint a gén aktivitasa.
Ezek a megfigyelések megerdsitették azt az elképzelésiinket, mely szerint a hde-nek
szerepe lehet a kozponti nyirokszerv és a benne elhelyezkedd vérsejtek fejlodésének

szabalyozasaban.
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A P-elem mozgatason alapuld mutanseldallitis modszerével létrehoztunk egy kozel 2
kilobazis kiterjedésii deléciot, mely magéaba foglalja a gén teljes 5° nem transzlalodo
régiojat és majdnem a teljes elsé exont.

Az 1ij amorfallél (hdc®), valamint egy korabban leirt, am molekularisan nem jellemzett
hde deficiencia (hdc®) és a hdc'’-Gal4 vizsgalata soran kideriilt, hogy a homozigota
mutans larvakban immunindukcié hianyaban, spontan lamellocita differencialodas
zajlik. igy megallapitottuk, hogy a Hdc valdban részt vesz a hemocitak képzodésének
szabalyozasaban, mint a lamellocita sejtsorsot gatlo faktor.

A mutacio fokuszanak felderitése érdekében a kézponti nyirokszervben egymastol
eltéré kifejezodési mintazatot mutato genetikai meghajtoelemek és a hdce kifejezodését
gatlo  RNS interferencia konstrukcio felhasznalasaval a nyirokszerv kiilonbozo
funkcionalis egységeiben csendesitettiik a faktort. A kiilonboz6 mintazatban tortént
csendesitések lamellocita differencialodasi fenotipusa alapjan megallapitottuk, hogy a
hde mutacié fokusza a PSC-ben van; vagyis a hematopoietikus niche-ben van szitkség
a faktorra a lamellocita képzddés gatlasahoz. Raadasul, amikor a Adc csendesitését
kiterjesztettiik a Dot vérsejt leszarmazasi vonalra, azt is megfigyeltik, hogy a
beavatkozas sejtautoném €s nem-sejtautondm modon is lamellocita differencialodast
okoz.

Azt feltételeztiik, hogy a hdc a kozponti nyirokszervben mitk6d6 jelatviteli utvonalak
befolyasolasa révén vesz részt a differencialodas szabalyozasaban, ezért megvizsgaltuk
genetikai interakciojat olyan szignalizacios kaszkadok elemeivel, amelyek lamellocita
képz6désben betoltott szerepét kordbban mar igazoltak. Kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy a Hde miikddése soran a Dpp, a Hh és a JAK/STAT ttvonalakkal

Iép kolesonhatasba a vérsejtképzo niche-ben.



7. A dolgozatban bemutatott eredmények alapjan felallitottuk modelliinket, mely
bemutatja a Hdc mitkodését a kézponti nyirokszerv vérsejtképzd niche-ben, valamint
leirja a jelatviteli utvonalak befolyasolasa révén Kkifejtett hatasat a lamellocita

differencialodas szabalyozasaban.
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