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1. Bevezetés

1.1. A Drosophila immunrendszere

A tobbsejtii szervezetek folyamatosan ki vannak téve a patogén mikroorganizmusok és
parazitak fertézésének. Az immunrendszer fo feladata a patogének kikiiszobdlése és a szervezet
szamara hasznos baktériumokkal torténd egyiittélés biztositasa. A patogénekkel szemben a
velesziiletett immunitas képezi az els6 védelmi vonalat, melynek tobb funkcionalis egysége is
megoOrz6dott az evolucid soran [Buchon és mtsai., 2014]. A velesziiletett immunitas
filogenetikailag konzervalt elemeket tartalmaz, ezért vizsgalatdban az ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) az egyik leggyakrabban haszndlt gerinctelen modellszervezet. A velesziiletett
immunitas két részbol, a szolubilis faktorok kibocsatasan alapuldé humoralis immunvalaszbol, és
az immunsejtek altal végrehajtott sejt-kdzvetitette immunvalaszbol tevédik 0ssze [Lemaitre,
2007].

A humordlis immunvalasz sordn a patogén mikroorganizmusok ellen antimikrobidlis
peptidek képzddnek, valamint koagulacids és melanizacios folyamatok Iépnek miikddésbe
[Lemaitre, 2007]. A humoralis immunitassal szorosan 0sszefligg a sejt-kdzvetitette immunvalasz,
amelynek végrehajtd elemei a Drosophila immunsejtjei, a hemocitadk. A plazmatocitak a
mikrobak fagocitozisat végzik. A kristalysejteknek alapvetd szerepe van a sebgyodgyulas és a
tokképzés soran végbemend melanizacidos folyamatokban. Larvaban, a parazitoid
fiirkészdarazsak fert6zését kovetéen egy harmadik vérsejttipus, a lamellocita differencialodik,
amely a plazmatocitakkal és kristalysejtekkel egyiitt tobbrétegii tokot képez a darazspete koriil
[Ferrandon ¢és mtsai., 1998; Ulvila és mtsai.,, 2011; Mortimer, 2013]. A velesziiletett
immunvalasz két fontos jellemzdéje az immunmemoria hidnya, valamint a gyorsasag, mivel

kozvetlentil a fertdzést kovetéen mitkodésbe 1ép.

1.2. Humoralis immunvalasz Drosophilaban

A Drosophila természetes élohelye mikroorganizmusokban kiilondsen gazdag, ezért a
korokozok altalaban a tapcsatornan, a trachea rendszeren illetve a sériilt kutikulan keresztiil
jutnak az ecetmuslica szervezetébe [Ferrandon és mtsai., 2007]. A taplalékkal az

emésztorendszerbe keriil6 mikroorganizmusokat kiilonb6z6é enzimek (pl. a lizozim), a



1égzonyilasokon behatold korokozokat pedig a hamsejtek altal termelt antimikrobialis peptidek
tamadjak. A patogénekkel szemben az elsd, mechanikai védelmi vonalat a testet boritd kitin
kutikula képezi. Sériilése esetén a betolakodok elészor lokalis immunvalaszt valtanak ki. A
sériilés helyén gylilekez6 vérsejtek antimikrobialis peptideket (AMP) termelnek, valamint
meginditjdk a hemolimfaban zajlé, a sebgyogyulasban nélkiilozhetetlen koagulacios és
melanizacids lancreakciokat [Nehme ¢és mtsai., 2007; Stramer és Dionne, 2014; Tang, 2009;
Theopold és mtsai., 2014]. A lokalisan zajlo6 immunreakciok sok esetben lekiizdik a fertézést,
azonban ha ez nem jar sikerrel, a korokozokkal szemben szisztémas immunvalasz jon létre. A
szisztémas immunvalasz soran a hemocitak altali sejt-kozvetitette folyamatok szoros
egylittmiikodésben zajlanak a humoralis immunvélasz folyamataival [Ferrandon és mtsai., 1998,

2007].

1.2.1. A humoralis immunvalasz vizsgalata Drosophilaban — fert6zési modellek

A humorélis immunvalasz tanulmanyozasara kiilonboz6é fertézési modelleket dolgoztak
ki, amelyek természetes tton torténd (tapcsatorna, trachea) fert6zésen, illetve szeptikus sériilésen
alapszanak [Nehme és mtsai., 2007; Akhouayri és mtsai., 2011; Neyen és mtsai.,, 2014]. A
tapcsatorna epitéliuman a szervezetbe jutd mikroorganizmusok ellen kialakulé immunvalasz
tanulmanyozasa soran, a fertdzést megeldézden a kisérleti allatokat ¢heztetik, utana baktériumokat
tartalmazo fiolakba helyezik, majd meghatarozzak az egyedek tulélési aranyat. Erwinia
carotovora ssp. carotovora €s Pseudomonas entomophila baktériumokkal a tapcsatornan
keresztiil torténd fertézést kovetéen, a humordlis immunvalasz elemeit kodold gének
aktivalodasat figyelték meg (lipazok, peroxidazok, szerin protedzok, szerpinek) [Vodovar és
mtsai., 2005]. Serratia marcescens Dbl1 baktériummal torténd fertézést kovetden lokalisan a
bélben antimikrobialis peptidek termelddését tapasztaltak, mig a tapcsatorna falan at a testiiregbe
jutott baktériumokat fagocita sejtek kebelezték be [Nehme ¢s mtsai., 2007].

Laboratoriumi koriilmények kozott az ecetmuslica szeptikus sériilését altalaban gy
valtjak ki, hogy tomény baktérium szuszpenzidba martott tlivel vagy mikrokapillarissal szurjak
be a baktériumokat a kifejlett ecetmuslicak testiiregébe a torlemezek talalkozasanal. Ezt
kovetéen vizsgaljak talélésiiket. Mikrokapilldrissal torténd fert6zés esetén a bejuttatott
baktériumok mennyisége jol kontrollalhato, viszont a tinél nagyobb méretli sériilést okoz, ami

erésebb melanizacios reakciot valt ki és az allatok gyogyulasa is lassabb [Lemaitre és mtsai.,
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1997]. Ugyanakkor ezek a moddszerek lehetdvé teszik a kiilonbozé patogének virulencia
faktorainak azonositasat és a gazdaszervezet védekezési mechanizmusaiban szerepet jatszo
faktorok tanulmanyozat is. A mechanikai sériilések azonban dnmagukban is sokszor az egyed
pusztulasahoz vezetnek, és nem modellezik a természetben eldforduld sériilések soran kialakulo
sebeken keresztiili fert6zést akadalyozo alvadasi és egyéb sebgyodgyulasi folyamatokat.

Gombakkal torténd fertdézés esetén a sporakat, a baktériumokhoz hasonldan, tiivel szurjak

az allatok testébe. A sporuldld entomopatogén gombak esetében, mint példaul a Beauveria
bassiana, a széndioxiddal altatott ecetmuslicdkat a gombaspodrat tartalmaz6 lemezen razogatjak,
amig a testfeliiletiiket a sporak egyenletesen befedik. A gombasporak, csirazasuk soran, az ép
kutikulan keresztiil hifakat ndvesztenek az allatok testiiregébe [Tzou és mtsai., 2002; Lemaitre €s
mtsai., 1997].

Az ecetmuslica, in vivo vizsgalatokra alkalmas modellszervezetként, a szeptikus sériilést
kovetd tulélésben szerepet jatszo faktorok azonositasara is felhasznalhat6. Ez mutans vonalak
egyedeinek tulélési aranyanak meghatarozasaval végezheté el. Az egyedek fertézést kdvetd
tulélését nagyban befolyasolja az allatok genotipusa, az alkalmazott baktériumok virulencidja és
a fert6zést okozd mikroorganizmusok csiraszama, valamint a fertézést kivaltdo kiilonbozo

modszerek mindsége és reprodukalhatosaga.

1.2.2. A humoralis immunvalasz folyamatai

1.2.2.1. Antimikrobialis peptidek termelése

A kitin kutikula sériilése kovetkeztében korokozok keriilhetnek a szervezetbe, melyek
lokalis immunvalaszt valtanak ki. Ennek soran a trachea és a tapcsatorna hamsejtjei, valamint a
sériilés helyére toborzodo vérsejtek antimikrobialis peptidek termelésével, a fagocita vérsejtek
pedig bekebelezéssel pusztitjak a patogéneket [Ferrandon és mtsai., 2007; Nehme és mtsai.,
2007; Akhouayri és mtsai., 2011].

A lokalis immunreakciokat talélo baktériumok a testiiregbe jutva szisztémas
immunvalaszt valtanak ki. Ennek soran a zsirtestben antimikrobialis peptidek (AMP)

termelddnek, melyek a hemolimfaba szekretdlodnak és napokig védelmet nyujthatnak az



ujrafert6zodés ellen [Boman és mtsai.,, 1972]. A hemolimfaban legalabb husz féle AMP-t
azonositottak, melyeknek tamadaspontja a bakteridlis sejtmembran, ahol ioncsotornakhoz
hasonldé szerkezeteket hoznak létre ¢és felboritjdk a korokozok ionegyensulyat, vagy
rendszertelen beépiilésiikkel szétzilaljak a sejtmembran szerkezetét [Sharma és mtsai., 2015].
Az ioncsatornak altalanos biolodgiai szerepe miatt az antimikrobialis peptidekkel szemben ritkan
alakul ki rezisztencia [Méndez-Samperio, 2014]. Drosophilaban a fert6zést kovet6 AMP
szintézist a Dorsal, Dif és Relish NF-kB-szerti transkripcidos faktorok szabalyozzak két
kiilonbozo jelatviteli utvonalon keresztiill, melyek a Toll és az Immune deficiency (Imd)
jelatviteli utvonalak (3. Abra) [Engstrom és mtsai., 1993; Ip és mtsai., 1993; Dushay és mtsai.,
1996; Lemaitre és Hoffman, 2007].
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3. Abra. Immungének transzkripciojanak szabalyozisa a Toll és az Imd jelatviteli itvonalakon

keresztiil [Lemaitre és Hoffman, 2007 alapjan]

A Toll utvonal szerepét elsoként a Drosophila embrionalis fejlédése soran, a hat-hasi
(dorsoventralis) tengely kialakitasaban irtdk le [Anderson és Niisslein-Volhard, 1984]. Az

immunvalasz soran a Toll jelatviteli tUtvonalat tobbnyire a Gram-pozitiv, lizin-tipusu



peptidoglikdnnal rendelkezé baktériumok, valamint a gombak aktivaljak (3. Abra). A Toll
jelatviteli utvonal kiindulasi komponense egy proteolitikus kaszkad soran hasitodo citokin-szeri
molekula, a Spétzle [Arnot és mtsai., 2010], melynek kotddése kovetkeztében a Toll receptor
dimerizalodik [Schneider és mtsai., 1994]. A dimerizalt citoplazmatikus doménhez a MyD88
adaptor fehérje kotodik, amely lehetdvé teszi a Tube molekula és a Pelle kinaz kotodését. Ez a
jelatviteli egység foszforilalja és eltavolitja a Dorsal fehérjéhez kapcsoldodd Cactus molekulat,
ezaltal felszinre keriil a Dorsal fehérje addig elfedett NLS szekvencidja (nuclear localization
signal). A Dorsal bejut a sejtmagba, és mint transzkricidos faktor antimikrobidlis peptidek
génjeinek atirasat szabalyozza. Larvaban a Dorsal fehérjével megegyezd transzkripcids aktivator
szerepe van a Dif molekulanak (Dorsal-related immunity factor) [Ip és mtsai., 1993], mig a
kifejlett ecetmuslicaban az antimikrobidlis peptid gének atirdsanak szabalyozasat (pl.
drosomycin, defensin) foleg a Dif molekula végzi [Meng €s mtsai., 1999].

Az Imd [Georgel ¢és mtsai., 2001] jelatviteli utvonal legfobb aktivatorai a
diaminopimelinsav-tipusu (DAP-tipust) peptidoglikanok, amelyek a Gram-negativ, valamint a
Bacillus és Listeria génuszba tartozd Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak alkotd elemei (3.
Abra) [Leulier és mtsai., 2003; Neyen és mtsai., 2012]. Az Imd utvonalat a Peptidoglycan-
recognition protein-LC (PGRP-LC) transzmembran receptor aktivalja, az un. halal-domént
tartalmaz6o Imd adaptor fehérje kozremiikodésével. Az Imd molekula jelatviteli feliiletként
mikddik, szabalyozza a Relish fehérje foszforilacidjat, valamint a kaszpaz homolég Dredd
fehérje (Death related ced-3/Nedd2-like caspase) altali hasitasat. A hasitast kovetéen a Relish
bejut a sejtmagba és transzkripcids faktorként antimikrobidlis gének atirasat szabalyozza
[Dushay és mtsai., 1996]. A folyamatban a Takl és TAB2 molekulak is részt vesznek, melyek
szlikségesek az NF-kB és a JNK (c-Jun N-termindlis kindz) jelatviteli utvonalak aktivalasahoz.
A JNK jelatviteli utvonal az apoptozisban, sebgydgyulasban €s stresszvalaszban szerepet jatszo
immungének atirasat szabalyozza [Royet és Dziarski, 2007].

Bakterialis illetve virus fertézést kovetden Drosophildban (4. Abra. A) az emlésokéhez
hasonlé (4. Abra. B) JAK/STAT utvonal is aktivalodik. Drosophildban az aktivacié soran a
hemocitak altal termelt citokin-szerli molekula, az Upd3 a JAK/STAT utvonal receptorahoz, a
Domeless (Dome) fehérjéhez kotddik a zsirtestben és antiviralis gének atirasat szabalyozza

[Agaisse és mtsai., 2003] (4. Abra).
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4. Abra. A JAK/STAT jelatviteli witvonal szerepe a Drosophila (A) és az emlésok (B)
immunvalaszaban [Agaisse és mtsai., 2003 alapjan].

1.2.2.2. Hemolimfa koagulacio

A nyilt keringési rendszerli rovarok kutikula sériiléseinek zarasa létfontossagu az egyed
tulélése szempontjabol. A sériilést kovetéen aktivaloddo koagulaciés kaszkad reakcio
eredményeként, a sériilés helyén, a hemolimfa megalvad és a keletkezd alvadék elzarja a sebet
[Theopold és mtsai., 2014]. A koagulacio, a hemolimfa vesztés megakadalyozasa mellett, az
immunvédekezésben is fontos szerepet tolt be, ugyanis a haldzatos szerkezetii alvadék megkoti a
baktériumokat €és ezaltal megakadalyozza azok bejutasat és elszaporodasat a testiiregben [Bidla
gerincesek majaval analog szerv, a zsirtest altal termelt és hemocita eredetli alvadasi faktorok
vesznek részt, amelyek mas izeltlabuakban pl. selyemhernyd (Bombix mori), atlanti torfarkt rak
(Limulus poliphemus) azonositott alvadasi faktorokkal mutatnak szerkezeti €s funkcionalis
hasonlosagot [Iwanaga €s mtsai., 1998; Theopold €s mtsai., 2004; Jiravanichpaisal és mtsai.,
2006; Loof és mtsai., 2011]. A hemolimfa alvadékban legnagyobb mennyiségben a fagocitalo
vérsejtek, a plazmatocitdk 4ltal termelt Hemolectin fehérje, amely az emberi XlIlla/von
Willebrand véralvadasi faktor homoldgja, valamint a transzglutamindz enzim és annak

szubsztratja a Fondue molekula van jelen [Goto és mtsai., 2001; Lesh és mtsai., 2007; Lindgren



¢s mtsai., 2008]. Az alvadékban tobbek kozott kis mennyiségban kimutattak a zsirtest fehérjét
(fat body protein-1, FBP1), a tiggrint, a lipoforint, valamint a larvalis szérum fehérjét (larval
serum protein, Lsp) is [Scherfer, 2004]. A sériilést kovetden a hemolimfa fehérjék rovid idén
beliil koaguldlodnak, majd a laza szerkezetli els6dleges alvadékot alkotd fehérjék kozott a
transzglutaminaz enzim keresztkotéseket 1étesit a fehérjék glutamin és primer aminjai kozott (1.
Abra. A) [Lorand és Graham, 2003; Wang ¢és mtsai, 2010]. Alacsony transzglutaminaz szint a
hemolimfa baktériumkotd képességének csokkenéséhez vezet és a szeptikus sériilést kovetden

csokken a tulélo larvak aranya [Wang és mtsai., 2010].
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1. Abra. A hemolimfa koagulaciéja [Theopold és mtsai., 2014 alapjan]

A végleges hemolimfa alvadék a kristalysejtek citoplazmajabol felszabadulo
profenoloxiddz (proPO) enzim kozremiikodésével alakul ki, melynek sordn az alvadékba
melanin épiil be majd a keresztkotott fehérjealvadék megszilardul (1. Abra, B) [Bidla és mtsai.,

2005; Dushay és mtsai, 2009; Kounatidis és mtsai., 2012].

10



1.2.2.3. Melanizacio

Az izeltlabuak szeptikus sériilése, valamint a parazitoid darazsak altali fert6zés a sériilés
kozvetlen kormyezetében gyors melanin szintézist valt ki [Tang, 2009]. A melanizaciés kaszkad
reakciot (2. Abra) a patogénekre jellemzé molekulak aktivaljak. Ezek a gombakban eléfordulé -
1,3-glikanok, a baktériumok sejtfalaban 1évé lipopoliszacharid (LPS) és peptidoglikan (PG),
valamint a sériilt szovetekbdl felszabaduld foszfolipidek [Cerenius és mtsai, 2004; 2008]. A
melanizéacids kaszkad kulcsenzime a profenoloxidaz, amely enzimatikus hasitast kovetden aktiv
fenoloxidazza alakul és a fenolok kinonokka torténd oxidaciojat katalizalja, melyek ezutan
melaninna polimerizalédnak €s a sériilés helyén, valamint a parazitoid petéket koriilvevo tokban
rakédnak le (2. Abra) [Cerenius és mtsai, 2004; 2008]. A melanizicid soran citotoxikus
intermedierek is képzddnek, melyek mérgezéek az alvadékba ragadd mikroorganizmusok

szamara, eczaltal szerepet jatszanak a szisztémas fertdzés megel6zésében [Eleftherianos és

Revenis, 2011].
Lipopoliszaccharid
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2. Abra. Szerin proteiz-profenoloxidaz lincreakeié [Cerenius és Soderhill, 2004 alapjan].
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A Drosophila genomja harom profenoloxidaz enzimet kodol. A proPO54 gén altal kodolt
proPO1 és a proP0O45 gén altal kddolt proPO2 a kristalysejtekben, mig a proP0O59 altal kodolt
proPO3 lamellocitdkban fejez6dik ki. A proPOl és a proPO2 a kutikula sériilését kovetd
melanizécidban jatszik szerepet [Dudzik és mtsai., 2015]. A proPO3 a lamellociték altal medialt
spontan melanizacios folyamatokban vehet részt a tokképzés soran [Irving és mtsai., 2005; Nam
¢s mtsai., 2008]. A Drosophila proPO enzimek részlegesen atfedo szereppel birnak, mivel a
parazitoid darazsak petéinek melanizéldsdban a proPO2 és a proPO3 is részt vesz [Dudzik és
mtsai., 2015].

Drosophilaban a proPOl1 ¢és a proPO2 a kristalysejtek szétesése soran jut ki a
citoplazmabol; felszabadulasukat a c-Jun N-terminalis kindz (JNK) szabalyozza [Cerenius és
mtsai., 2008]. A melanizaci6 soran felszabaduld toxikus vegyliletek a kornyezd szdveteket is
karosithatjak, ezért a kaszkad aktivalodasat specifikus szerin protedz inhibitor fehérjék, a
szerpinek térben és idSben szigorGian szabalyozzak (2. Abra). Drosophildban a legismertebb
szerpin fehérje, a szerpin27A azt a profenoloxiddz aktivald enzimet gatolja, amely az enzim
kaszkad végso elemeként az inaktiv profenoloxidazt aktiv fenoloxidazza alakitja, igy biztositva,
hogy a toxikus melanin kizardlag a sériilés kozelében termelddjon [Ligoxygakis és mtsai., 2002;
DeGregorio és mtsai., 2002 Tang és mtsai., 2006]. A szerpin27A mutacidja kovetkeztében a
melanizacié kontroll nélkiil zajlik, atterjed a kormyezo szdvetekre €s az allat pusztulasahoz vezet.
A larvakba torténd szerpin27A molekula injektalasat kovetéen a Leptopilina boulardi parazitoid
darazsak petéje koriil nem alakul ki melanizalt tok, mivel a szerpin27A nemcsak a melanizaciot
gatolja, hanem a plazmatocitak és a lamellocitak darazs peték felszinére torténd kitapadasat is
megakadalyozza [Nappi és mtsai., 2005]. Egyes patogének (pl. Photorhabdus luminescens) a
fenoloxidaz enzimet gatld faktorok termelésével novelik talélési esélyeiket a gazdaszervezetben

(dohanyszender, Manduca sexta) [Eleftherianos és mtsai., 2007].

1.3. Sejt-kozvetitette immunvalasz Drosophildban

A sejt-kdzvetitette immunitas végrehajtd elemei a vérsejtek - a hemocitak -, amelyek
morfologiai jegyeik alapjan és molekuldris markerek segitségével harom csoportba sorolhatdak:
plazmatocitak, kristdlysejtek €s lamellocitak (5. Abra.) [Rizki és Rizki, 1980; Kurucz és mtsai.,
2007a; Kurucz és mtsai., 2003; Rus és mtsai., 2006; Vlisidou és mtsai., 2015].
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5. Abra. A Drosophila larva keringé hemocitai. A képek bal alsd sarkdban az adott vérsejttipust
specifikusan felismer6 ellenanyag nevét tiintettiik fel. Lépték: 50 pm [Kurucz és mtsai., 2007a alapjan].

Az ecetmuslica larva vérsejtjei, az emlésokhoz hasonldan, kiilonbozé vérsejt
kompartmentumokban helyezkednek el; a nyilt keringési rendszerben, a kdzponti nyirokszervben
(lymph gland, LG), és a szovetekhez kitapadva az Gn. szesszilis szovetben. A keringésben, azaz a
hemolimfaban a plazmatocitdk és a kristalysejtek talalhatok, valamint steril sériilés, vagy
parazitoid darazsfertézést kdvetden differencialodd lamellocitdk [Markus és mtsai., 2009; Nappi
¢s mtsai.,, 2004]. A kdzponti nyirokszerv az ecetmuslica legrészletesebben megismert vérsejt
képzo szovete. A sziveso eliilsd végén elhelyezkedd tobb lebenybdl alld paros szerv. Medullaris
hemocitak, a plazmatocitak €s a kristalysejtek talalhatdak [Mandal és mtsai., 2004]. A szesszilis
szovet (ST) a larva teljes hosszaban végightzodo, szelvényekénti savozott mintazata
vérsejtkompartmentum, melyben plazmatocitak és vérsejt prekurzorok egyarant megtalalhatok
[Markus és mtsai., 2009].

A plazmatocitak kisméretd, 8-10 pm atmérdji, gombolyded sejtek, a teljes
vérsejtpopulacio kozel 95%-at alkotjak. Az emlésok granulocitiihoz/makrofagjaihoz hasonlo
szereppel bir6 fagocita sejtek, bekebelezik a baktériumokat és az apoptotikus sejteket, részt
vesznek a noduladcid folyamatiban, amely soran a baktériumokkal mikroaggregatumokat
képeznek, valamint antimikrobidlis peptideket termelnek [Gandhe és mtsai., 2007]. Az
embrionalis fejlodés soran a plazmatocitak nélkiilozhetetlenek az extacellularis matrix fehérjék
termelésében, valamint az idegrendszer és a tapcsatorna kialakulasa soran képz6do apoptotikus
tormelék bekebelezésében [Tepass és mtsai., 1994; Defaye és mtsai., 2009; Samakovlis és mtsai.,

1990; Wood és Jacinto, 2007; Martinek és mtsai., 2008]. A kristalysejtek méretiiket és
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morfologiai sajatsagaikat tekintve a plazmatocitdkhoz hasonldéak, de citoplazméjukban
kristalyszeri zarvanyokat, melanizacioban és a sebgyogyulasban szerepet jatszo fenoloxidaz
enzim zimogén formajat tartalmazzak [Rizki és Rizki, 1959; Bidla és mtsai., 2009].

A lamellocitak nagy szdmban a parazitoid darazs fert6zést kdvetden differencidlodnak a
larvaban. Megnyult, lapos, nagyméretii vérsejtek, atmérdjiilk megkozeliti a 40 um-t. Adheziv
tulajdonsaggal rendelkeznek, a plazmatocitakkal egyiitt tobb rétegben koriilveszik a nem
fagocitalhatdé nagyméretii testidegen részecskéket, pl. a parazitoid flirkészdarazsak petéit
[Cartoon és Nappi, 1997]. A parazitoid darazsak altal kivaltott vérsejt proliferaciot és lamellocita
differencialodast a JAK/STAT, valamint a Toll jelatviteli utvonalnak szabalyozzak [Wertheim és
mtsai., 2005]. A hemipterous (hep) (JNK utvonal) illetve a hopscoth (hop) (JAK/STAT ttvonal)
gének hemocita specifikusan torténd tultermelése esetén spontan lamellocita differencialodast
figyeltek meg immunindukci®é hidnydban is [Zetterwall ¢és mtsai,, 2004]. Egyes

tumorszuppresszor (/(3)mbn’) és lamellocita tltermels (Hop™™

) mutansokban melanizalodott
tumorok figyelhetdek meg, amelyek a larvalis szovetek koriil képzett tok, vagy a lamellocitak
aggregacidja soran keletkeznek [Harrison és mtsai., 1995; Zetterwall és mtsai., 2004].

A Drosophila immunsejtjeinek molekularis szintii jellemzésére eldallitott monoklonalis
ellenanyagok [Kurucz és mtsai.,, 2007a], valamint egy GAL4-alapu in vivo sejtvonaljelold
rendszer [Honti €s mtsai., 2010] lehetdové tették a sejt-kozvetitette immunitasban résztvevo
larvalis vérsejtek leszarmazasi vonalainak meghatarozasat és a vérsejtek immunfunkcidinak
minden eddiginél részletesebb megismerését. Parazitoid darazzsal (Leptopilina boulardi G486)
torténd immunindukciot kovetden a vérsejteken kifejez6do molekularis markerek mintazataban
megnyilvanulé idébeni valtozdsok arra utalnak, hogy a hemocitdk differencidlédasuk soran
génexpresszios valtozasokon mennek keresztiil. A baktériumok bekebelezésére specializalodott
fagocita sejtek, a plazmatocitak egy alpopulacidja tokképzo lamellocitakka alakulhat. Ezt a
atalakulast a lamellocita specifikus antigének megjelenése és a fagocita funkcid elvesztése
jellemzi [Honti és mtsai.,, 2010]. A korabban terminalisan differencialédott vérsejteknek vélt
plazmatocitak plaszticitasanak pontos szabalyozasat még nem ismerjik, a differencialodasi
folyamat sejtautoném illetve nem-sejtautondom voltara tovabbi vizsgalatok derithetnek fényt

[Honti és mtsai., 2010; Honti és mtsai., 2014].
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1.3.1. Fagocitozis

A fagocitdzis a torzsfejlodés soran konzervaldodott folyamat, amely tobbsejtiiekben
nélkiilozhetetlen a patogén mikroorganizmusok €s az apoptotikus térmelék eltavolitasahoz
[Ulvila és mtsai.,, 2011]. A fagocitoézis soran intenziv sejtmembran ¢és citoszkeletalis
atrendezodések, valamint vezikularis transzport folyamatok zajlanak [Shim és mitsai., 2010]. A
fagocitozis elsd 1épése a fagocitalandd részecskék felismerése €s megkotése, amelyben a
plazmatocitak sejtfelszini receptorai vesznek részt. Ezek evolicidsan konzervaltak és a
patogénekre altalanosan jellemz6 molekularis mintazatokat (PAMP) ismernek fel, ezért mintazat
felismerd receptoroknak nevezziik Oket [Kurata, 2014]. A felismert ligandok Iehetnek a
bakteralis sejtfal esszencialis alkotoelemei, mint a lipopoliszacharid, a lipoteikolsav ¢s a
peptidoglikan vagy a gombakra specifikus B-1,3-gliikan. A felismerést kovetden a fagocita sejtek
a felveendo részecskéket megkdtik, majd a plazmamembran egy kis részével egyiitt bekebelezik
(endocitozis). Ezt kdvetden a felvett részecskék a lizoszomakban lebomlanak (6. Abra) [Shim és
mtsai., 2010; Ulvila és mtsai., 2011]. Drosophilaban a fagocitozis receptorok szerkezetiik és az

altaluk felismert ligand alapjan tobb csoportba sorolhatdak (6. Abra).

7
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6. Abra. A Drosophila fagocitézisaban szerepet jatszé receptormolekulik [Cherry és Silverman, 2006

alapjan].
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A a peptidoglikan felismerd receptorok (peptidoglycan recognition proteins, PGRP)
nagyfoku filogenetikai konzervaltsdgot mutatnak [Yoshida és mtsai., 1996; Kang és mtsai.,
1998]. Egy résziik transzmembran fehérje, masik résziik szolubilis molekula, amelyek lehetnek
intracellularisak vagy a hemolimfaba szekretdlodnak. A PGRP-LC az E. coli felismerése mellett
az Imd Utvonalat is aktivalja. Ez a tény is ravilagit a sejt-kozvetitette €s a humoralis immunvalasz
folyamatainak 6sszehangolt miikodésére [Choe €s mtsai., 2002; Ramet és mtsai., 2002].

Az EGF (epidermal growth factor) doménhez hasonl6 NIM domén tartalmu receptor
fehérjék koziil az Eater [Kocks és mtsai.,, 2005] és a NimCl [Kurucz ¢és mtsai., 2007b]
receptorok mind a Gram-negativ mind a Gram-pozitiv baktériumok felismerésében részt
vesznek. A szintén NIM domént hordozé Draper fehérje a kifejlett ecetmuslicaban részt vesz a S.
aureus baktériumok fagocitozisaban, valamint Drosophila embridkban az apoptotikus sejtek
bekebelezésében [Hashimoto és mtsai., 2009; Manaka és mtsai.,, 2004]. A draper mRNS
csendesitése csokkentette a hemocitak E. coli és S. aureus fagocitald képességét is [Cuttell és
mtsai., 2008; Hashimoto és mtsai., 2009].

Drosophilaban eddig két, a human CD36-hoz hasonlé receptor molekulat azonositottak.
A Croquemort (CRQ), az embri6 egyedfejlodése soran természetes sejthalalt szenvedett sejtek
eltavolitasaban vesz részt [Franc és mtsai., 1999; Philips €s mtsai., 2005]. A Croquemort kifejlett
ecetmuslicaban részt vesz a Staphylococcus aureus felismerésében. Ez vezetett el ahhoz, hogy
emlosokben is kimutattdk a CD36 molekula S. aureus kotd képességét és kozremiikodését a
TLR2 és TLR6 jelatviteli Gitvonalakban. A masik CD36-szeri molekula a Peste [Philips és
mtsai., 2005], amely a sejten beliil szaporodd opportunista patogén Mycobacterium fortuitum
megkotését végzi Drosophildban, és mint késébb kideriilt, emberben is [Philips és mtsai., 2005;
Stuart és mtsai., 2005].

A a peptidoglikan felismer6 receptorok (peptidoglycan recognition proteins, PGRP)
nagyfoku filogenetikai konzervaltsdgot mutatnak [Yoshida és mtsai., 1996; Kang és mtsai.,
1998]. Egy résziik transzmembran fehérje, masik résziik szolubilis molekula, amelyek lehetnek
intracellularisak vagy a hemolimfaba szekretdlodnak. A PGRP-LC az E. coli felismerése mellett
az Imd utvonalat is aktivalja [Choe és mtsai., 2002; Rdmet és mtsai., 2002].

Az immunglobulin (Ig) szupercsalddba tartozé Dscam fehérjének (Down syndrome cell

adhesion molecule) is szerepe az E. coli felismerésében és megkotésében van szerepe. A Dscam
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fehérje elméletileg harmincnyolc-ezer féle fehérje izoformat képes létrehozni, rendkiviili
diverzitasat négy exonjanak alternativ kivagodasa biztositja [Watson és mtsai., 2005].

A Drosophila TEP (thiolester-containig protein) fehérjék olyan szolubilis molekulak,
melyek szintén képesek a mikroorganizmusok kotésére, részt vesznek a baktériumok és a
gombak opszonizacidjaban, novelve a fagocizozis hatékonysagat. A TEP fehérjék a gerincesek
komplement C3/02-makroglobulin molekuldkkal mutatnak szerkezeti hasonldésdgokat [Lagueux

¢s mtsai., 2000; Stroschein-Stevenson és mtsai., 2006; Bou és mtsai., 2011].

1.3.2. Tokképzés

A tokképzés a méretik miatt nem fagocitalhatdé nagyobb, nem sajatként felismert
részecskék elhatarolasat jelenti. Ilyen idegenként felismert részecskék lehetnek a parazitoidok,
illetve a megvaltozott sajat szovetek.

Természetes ¢€lohelyén a Drosophila larva kiillonb6zé parazitoid flirkészdarazsak
fertozésének van kitéve, amelyek tobbnyire a larva testiiregébe helyezik petéiket, és fejlodésiik
soran a gazdaszervezet szoveteivel taplalkoznak. Sikeres immunvalasz esetén a Drosophila larva
a darazspetét testidegen részecskeként érzékeli €s hemocitakbol allo tobbrétegli melanizalodott
tokot képez koriilotte (7. Abra. A). Sikertelen immunvalasz esetén az ecetmuslica babbérébol a
darazs kel ki (7. Abra. B) [Nappi és mtsai., 2004]. A Drosophila tokképzése az emldsok

granuloma képzéséhez ~ hasonld folyamat [Helming és Gordon, 2009].
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7. Abra. Sikeres (A) illetve sikertelen (B) immunvilasz a parazitoid darazs fertézést kovetoen
[Nappi és mtsai., 2004 alapjan].

A dardzspete egy uj vérsejttipus, a tokképzd lamellocitdk differencidlodasat aktivalja
mindharom vérsejtkompartmentumban, a keringésben, a szesszilis szovetben, és a kdzponti
nyirokszervben [Cartoon €s Nappi, 1997; Lanot €s mtsai., 2001; Markus €és mtsai., 2009;Honti és
mtsai., 2010; 2014]. A Ilamellocitdk a plazmatocitakkal egyiittmikodve a tokképzés
folyamatanak végrehajtd sejtjei. A darazspete felismerésének molekuldris mechanizmusa még
kevéssé ismert. A darazspete koré gyiilekezd plazmatocitak kitapadnak a darazs pete korion
burkara, szétteriilnek annak feliiletén és rekeszes dezmoszomakkal (septate junction) egymashoz
kapcsoldédnak. Ezt kovetéen tobb rétegben lamellocitak tapadnak a darazs petét beboritd
plazmatocita rétegre [Williams és mtsai., 2005; 2006]. A kitapadas soran megvaltozik a
hemocitaka adhézios képessége €s morfologiaja, citoszkeletalis atrendez6dések mennek végbe.

A vérsejteken a motilitdsdhoz és az adhézidhoz sziikséges plazmamembran kitiiremkedések,
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lamellipodiumok ¢és filopodiumok képzdédnek. Ezen folyamat szabalyozasaban a Rho, Racl,
Rac2 és Cdc42 kis GTP-azok vesznek részt [Burridge és Wennerberg, 2004; Raftopoulou és
Hall, 2004; Wertheim és mtsai., 2005; Williams és mtsai., 2005; 2006]. Mutacidjuk esetén a
tokképzés zavara figyelhetd meg. A Rac2’ mutans larvakban a plazmatocitak és a lamellocitak
ugyan kitapadnak a darazs petére, de nem teriilnek ki azok feliiletén €s a filopodium képzodésiik
sem megfeleld, a parazitoid pete nem melanizalodik [Williams és mtsai., 2005].

A tokképzés utols6 szakaszdban aktivalodik a melanizaciés kaszkad, amelynek
aktivalasban a Drosophila kis GTP-azok mellett a JNK jelatviteli utvonalban résztvevd Basket
(Bsk) és hemipterous (hep), valamint a TNF (tumor necrosis factor) homoldg Eiger is szerepet
jatszik [Russo és mtsai., 1996; Bidla és mtsai., 2007]. Azt is megfigyelték, hogy a melanizacios
folyamatok aktivaldsaban a Rac2 is résztvesz, mivel a Rac2” null-mutansokban sem a tok sem a
hemolimfa alvadék nem melanizalodik, vagyis a Rac2 egy olyan Rho GTP-4z jeloltnek tiinik,
amely az immunfolyamatok sordn a melanizacios kaszkad aktivalasat végzi [Bidla és mitsai.,
2007].

A gazdaszervezet és a parazitak, illetve parazitoidok koevolicidja soran kiillonb6zo
virulencia faktorok €és immunszuppressziv stratégiak alakultak ki. Vannak olyan parazitoid
dardzs  fajok, amelyek a gazdaszervezet immunvalaszanak gatlasat  kiilonbozo
immunszuppressziv faktorokkal végzik, melyeket a petével egyiitt juttatnak be a gazdaszervezet
testiiregébe, ezaltal elésegitik a parazitoid fejlodését €s talélését [Prévost és mtsai., 2009; Small
¢s mtsai., 2012]. Ezek a molekuldk megakadalyozhatjak a pete felismerését, a hemocitak
[Small és mtsai., 2012]. Példaul a Ganapsis sp. 1 parazitoid darazs a petével egyiitt egy SERCA-
tipusu Ca-pumpat (sarco/endoplasmic reticulum calcium-ATPase) injektal a larva testiiregébe,
amely a kalcium homeosztézisban jatszik szerepet. Ez a citoplazméaban 1év6 Ca®" ionokat az
endoplazmatikus retikulum kalcium raktiraiba juttatja, ezaltal gitlodnak a Ca®"-medialta
jelatviteli folyamatokat. Az alacsony citoplazmatikus Ca®" szint esetében elmarad a parazitoid
elleni immunvalasz kialakulasahoz sziikséges plazmatocita aktivacio, a darazs kifejlodik.

A Leptopilina victoriae egy masik stratégiat fejlesztett ki a gazdaszervezet
immunvalaszanak elnyomasara, toxinja a lamellocitak sejt-sejt kapcsolatainak kialakulasahoz

sziikséges membran fehérjék N-glikozilacigjat gatolja [Mortimer és mtsai.,, 2012].

19



A Leptopilina heterotoma altal termelt virusszerl részecskék (VLP-virus like particles) a
A kiteriilt lapos lamellocitak helyett csokkent adhézios képességii, elongedlt, orso alaku sejtek
keletkeznek, melyek nem tapadnak ki a darazs petére és nagy résziik még a bebabozddas elott
elpusztul [Ritzki és Ritzki, 1984; 1990a; 1990b; 1994].

A Leptopilina boulardi virulens tdrzse a hemocitdk citoszkeletdlis atrendezddését és a
melanizacidban szerepet jatsz6 Rho-GTP-azok miikodését gatldé Rho-GAP homologot, a P4
fehérjét juttatja a gazda szervezetébe [Zhang €s mtsai., 2004].

Az immunvalasz enzimeinek, mint példdul a kis-GTP-azok ¢és a G-proteinek,
milkodéséhez sziikséges GTP két utvonalon keletkezhet, de novo szintézis és a menekitd
utvonalakon keresztiil [Hedstrom, 2009]. A de novo GTP szintézis egyik kulcsenzime az inozin-

monofoszfat dehidrogendz (IMPDH) enzim.

1.4. Inozin-monofoszfat dehidrogenaz (IMPDH)

Az IMPDH az inozin-monofoszfat (IMP) NAD'-fiiggd, xantozin monofoszfatta (XMP)
torténd oxidaciojat katalizalja. A torzsfejlodés soran konzervaldodott enzim, amely minden
eukariotaban és a legtobb prokaridtaban is megtalalhatdé [Hedstrom, 2009]. Létfontossagu
szerepe miatt az IMPDH az immunoszuppressziv, antiviralis €s rakellenes terapias szerek
célpontja [Ratcliffe, 2006; Chen és Pankiewicz, 2007; Shu és Nair, 2008].

Katalitikus aktivitasa mellett az IMPDH szekvencia-specifikus DNS-kot6 transzkripcios
represszorként is miikodik [Kozhevnikova és mtsai., 2012]. Citoplazmatikus fehérje, viszont a
sejtciklus G2 fazisaban, illetve replikativ vagy oxidativ stesszt kdvetden bejut a sejtmagba és a
bizonyos, a sejtproliferacidhoz sziikséges gének atirasat gatolja [Kozhevnikova €s mtsai., 2012].
Tehat, mint a guanin nukleotid bioszintézis egyik kulcsenzime és mint transzkripcios faktor, az
¢s mtsai., 2012].

A Drosophila melanogaster IMPDH-t a raspberry gén kodolja. A Drosophila IMPDH
fehérje a Rho jelatviteli utvonal altal szabalyozott citokinezisben [Gregory és mitsai., 2007],
valamint a fotoreceptor sejtek axon projekcidjaban vesz részt [Long és mtsai., 2006]. A
raspberry génre specifikus dupla szali RNS kezelést kovetden a Drosophila S2 sejtvonal

kevésbé fagocitalta az Escerichia colit, a Candida albicanst és a latex gyongyoket [Stroschein-
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Stevenson és mtsai., 2006]. Drosophila larvaban az IMPDH fehérje thltermelése esetében a
plazmatocitak felhalmozddtak a szivesd mentén, melyet a hemocitak megvaltozott adhézios €s

migracios képességével magyaraztak [Stofanko és mtsai., 2008].

21



2. Célkituzések

Kisérleteink soran célul tiztik ki:

1. Egy, a természetben is eléforduld szeptikus sériilést imitalé modell kidolgozasat, amely alkalmas a
fertozések elleni védekezésben résztvevd gének azonositasara, a mikrobak patogenitasanak

meghatarozasara és antimikrobialis szerek in vivo koriilmények kozott torténd tesztelésére.

2. Egy olyan modell Ilétrehozasat, amelynek eredményei reprodukalhatoak, tovabba konnyen

kivitelezhetd és tomeges vizsgalatokra is alkalmas.

3. A szeptikus sériilési modell validalasat ismert aktivacios utak és standard baktériumtorzsek

segitségével.

4. Egy irdnyitott screen elvégeztzését eddig ismeretlen védekezési utvonalak azonositasara.

5. A védekez6 reakcid - vizsgald rendszeriink segitségével azonositott - egyik uj elemének, a

Drosophila sejt-kozvetitette immunvalaszaban, a tokképzésben jatszott szerepének jellemzését.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Oldatok, pufferek, anyagok

Drosophila Ringer oldat: 7,5g NaCl, 0,35g KCl, 0,21g CaCl,, 1000ml dH,O, pH 7,0
Mounting (dermed6) fedé6 médium: Flouromount G (Southem Biotech)

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

PBS: 0,13M NaCl, 7mM Na,HPO4, 3mM Na,H,PO4, pH 7,2.

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

KRPMI: RPMI 1640 szdvettenyésztd tapfolyadék, 5% magzati borjuszérum (FBS-fetal bovine
serum), 2 mM glutamin, 100 pg penicillin, 100 pg streptomicin.

LB taptalaj: 10 g triptont, 5 g élesztdkivonatot, 5Sg NaCl-t adtunk 1 liter desztillalt vizhez,

majd az oldat pH-jat 7,0-7,5-re allitottuk be NaOH-val, és autoklavoztuk. Szilard LB taptalajhoz
literenként 20 g Bacto-agart adtunk.

AttoRho6G phalloidin: (Sigma-Aldrich)

Gentamicin: antibiotikum (Sigma-Aldrich)

Ellenanyagok:

NimC1 (P1): (Kurucz és mtsai., 2007a)

L1: 7A6, H10/9 és 29D4 keveréke (Kurucz és mtsai., 2007a)

L4: 1F12 (Kurucz és mtsai., 2007a)

C4: (Kurucz és mtsai., 2007a)

Alexa-488: fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér Ig (1:1000) (Sigma-Aldrich)
CF-568: fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér Ig (1:1000) (Sigma-Aldrich).

3.2. Felhasznalt Drosophila torzsek
A Drosophila torzseket 25°C-on, standard ecetmulica taptalajon tenyésztettiik, a kisérleteket
25°C-on és 29°C-on végeztiik.
Kisérleteink soran a kovetkezo ecetmuslica torzseket hasznaltuk:
Oregon-R - vad tipus
1118

w

spz’, ca'/TM1
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rul, th!, st', kni™! ", p?, !, spz*/TM3 [Levashina és mtsai., 1998]
P{EP}Dredd"""*"*, w'''® [Leulier és mtsai., 2000]

w''"%: Rel”’ ¢' [Hedengren és mtsai., 1999]

w!'8: PBac{WH}Hm!"*™ [Exelixis] [Lesch és mtsai., 2007]
defensin-GFP [Tzou és mtsai., 2000]

I'CZS2

Hemese-Gal4, UAS-GFP [Zetterwall és mtsai., 2004]

w!'8: Hemolectind-Gal4, UAS-2XEGFP; HemolectinAd-Gal4 UAS-2XEGFP (HmI™")
Rac2’

ras’; Rac2’

msnFI9mo-Gal4

y', s¢”v'; P{TRIP.HMC03250} attP2

vy vl P{TRIP.JF01446} attP2

[z-Gal4: w, P{GawB}Iz [Crew és mtsai., 1997]

3.3. A baktérium torzsek és a baktérium pazsit eloallitasa

A Gram-negativ Serratia marcescens SZMC 0567, Escherichia coli SZMC 0582 és a
Gram-pozitiv  Bacillus cereus var. mycoides SZMC 0042 (Szeged Mikrobiologiai
Torzsgylijtemény, Szegedi Tudomanyegyetem) baktériumokat éjszakan at 37 °C-on Lysogeny
Broth (LB, DIFCO) médiumban tenyésztettiik. A baktérium pazsit elkészitése soran a
hésterilezett fiolakba 2 ml 2%-os LB taptalajt ontottiink. A megszilardult LB médium felszinén
szétszélesztettiink 20 pl baktérium szuszpenziot, majd éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk. A GFP
fehérjét termeld baktérium torzs a gfp transzgént pET vektorban hordozta (E. coli-GFP, BL21
(DE3) torzs).

3.4. A szeptikus sériilés kivaltasara alkalmazott médszer

A sériilést 1-5 napos D. melanogaster ndstények els6 par végtagja tarzalis izeinek
eltavolitasaval idéztiik el szemsebészeti olloval, szén-dioxidos altatdsban. Fiolanként 30 sériilt
egyedet helyeztink az Escherichia coli, Bacillus cereus illetve Serratia marcescens baktérium
pazsitot tartalmazo fiolakba. Az allatokat standard Drosophila taptalajt tartalmazo fioldkra
helyeztiik 5 ora elteltével, majd a talélé egyedek szamat 3 napig rogzitettiik. A sériilésnek az
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¢letképességre gyakorolt hatasat steril LB taptalajt tartalmazo fiolak alkalmazasava hataroztuk
meg. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a baktérium kezelésnek a nem sériilt egyedek életképességére
gyakorolt hatasat: az egyedeket Escherichia coli, Bacillus cereus illetve Serratia marcescens
alkotta baktériumpazsitra helyeztiik és a tovabbiakban a sériilt egyedek csoportjaihoz hasonléan

kezeltiik 6ket.

3.5. A kisérleti eredmények értékelése

A tulélési gorbék készitéséhez hasznalt adatok legalabb harom egymastol fliggetlen
kiséletbdl szarmaztak. A kiilonb6zo kisérleti csoportokban, amelyeket kiilonb6z6 baktérium
torzsekkel fertoztiink, legalabb 100 egyed tulélését vizsgaltuk. A mutans allatok talélését a

kontrollként hasznalt w'’’®

egyedek taléléséhez viszonyitottuk. A kontroll és a mutans allatok
tulélésének vizsgalatat egymassal parhuzamosan végeztiik. A statisztikai értékelést a Microsoft
Excel Student’s #-test (nem egyenld mintaeloszlas) programjanak segitségével végeztik. A
tulélési gorbéket Charroux és Royet (2009) munkaja alapjan készitettiik. A hibavonalak (error

bars) a standard hibat jeldlik. p<0.05 érték esetében a kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik.

3.6. Antibiotikum kezelés

A D. melanogaster noéstények antibiotikum kezelésének alapjaul Lionakis és
munkatarsainak [2012] mddszere szolgalt. Nostény ecetmuslicakat (csoportonként 30 egyedet) 4
oran at éheztettiink tires fiolakban. Ezt kovetéen az egyedeket 24 oOrara standard Drosophila
taptalajt tartalmazo6 fiolakba helyeztiik, amelyre szaraz élesztd granulatumot szortunk és 60 ul
gentamicin (Sigma-Aldrich, 40 mg/ml) oldatot cseppentettiink. A gentamicin eldkezelést
kdvetden etavolitottuk az egyedek elsé par labanak tarzalis izeit, majd 5 6ran at inkubaltuk S.
marcescens alkotta baktérium péazsiton. Ezt kdvetéen az allatokat 24 orara ismét gentamicint
tartalmazo fiolakra helyeztiik, majd standard médiumra és harom napon at rogzitettiikk a talélo
egyedek szamat. A kontroll allatokat hasonldan kezeltiik, gentamicines kezelés nélkiil. Mind a

gentamicin kezelt, mind a kontroll kisérleti csoport 240 ecetmuslicét tartalmazott.

3.7. A fagocitozis vizsgalata in vitro
A vérsejtek izolalasahoz az ecetmuslica larvakat jégre helyezett 96 lyuka U-feneki

lemezen (Corning) és 360 pl 1-fenil-2-tiouredt (PTU) tartalmazé Schneider’s médiumban
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bontottuk. A hemocita szuszpenzidhoz hével elolt, FITC-tal konjugalt E. coli
baktériumszuszpenziét adtunk és 20 percen at szobahdmérsékleten inkubaltuk. A nem fagocitalt
baktériumok fluoreszcenciajat tripan kék oldattal kioltottuk, majd a mintakat fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.8. A fagocitozis vizsgalata aramlasi citometriaval

A vérsejtek izolalasahoz az ecetmuslica larvakat 96 lyuku U-feneki lemezen 360 pl
PTU-t tartalmazé Schneider’s médiumba bontottuk. A mintdkat 1 6ran 4t inkubaltuk az
elsédleges ellenanyagot tartalmazo feliiliszoval, haromszor 5 percig mostuk PBS-ben, és 45
percig sotétben inkubaltuk a 0,1%-os BSA-PBS-ben higitott (1:1000) Alexa-488 (Sigma-
Aldrich) masodlagos ellenanyaggal (1:1000). A PBS-ben torténé haromszor 5 perces mosast
kovetéen a mintdk fluoreszcencia intenzitdsat FACSCalibur aramlési citométerrel hatdroztuk

meg.

3.9. Parazitoid darazzsal torténé immunindukcio

A Drosophila 1arvak sejt-kozvetitette immunvalaszat Leptopilina boulardi G486 ndstény
parazitoid darazsakkal torténd fert6zéssel valtottuk ki . Az ecetmuslicakat petéztettiik, majd 72
ora elteltével 50 larvat 8 ndstény darazzsal 2 6ran at inkubaltuk 25°C-on, majd a darazsakat
eltavolitottuk. A larvakat standard Drosophila taptalajon tartottuk 25°C-on. A raspberry RNS
interferenciaval csendesitett egyedek egy részét, az RNS interferencia hatékonysaganak novelése
érdekében, az immunindukcioét kovetden a bebabozodasig 29°C-on tartottuk. A larvakat a
kisérleti elrendezést6l fliggben kiilonbozé idépontokban vizsgaltuk. A fert6zott larvakat a
darazsszuras helyén lathaté melanizalt heg [Small és mtsai., 2012], vagy a larvakban talalhato
melanizalt darazs peték/tokok alapjan azonositottuk. Kontrollként darazzsal nem immunindukalt,

a fert6zott larvakkal egykort egyedeket hasznaltunk.

3.10. Az ecetmuslica és a parazitoid darazs tilélésének vizsgalata

A darazs fertdzést kovetden 48 oraval a darazzsal szart larvakat ecetmuslica taptalajt
tartalmazo fiolakra helyeztiik. Két nap elteltével rogzitettiik a fiolakban fellelhetd babok, majd a
babokbol kikeld ecetmuslicdk illetve darazsak szdmat. A kisérleteket legaldbb héaromszor

megismételtiik €s genotipusonként legalabb 150 egyedet vizsgaltunk.
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3.11. A tokképzési reakcio vizsgalata

A darazsszurast kovetd 48 illetve 72 6ra utan a larvakat 12 lyuku targylemezen boncoltuk
¢s rogzitettik az €10, nem melanizalt, a részlegesen melanizalt és a teljesen melanizalt
dardzslarvak szdmat. Meghataroztuk azoknak a tokoknak a szdmat, amelyeket a lamellocitdk
lazan, illetve szorosan vettek koriil. Azokat a larvakat, amelyekben nem volt melanizalt tok, vagy
nem figyeltiink meg melanizalt pontokat a kutikuldn szintén kiboncoltuk és megvizsgaltuk, hogy
van-¢ benniik ¢16 darazs larva. Ezt kovetdéen genotipusonként meghataroztuk az él6, nem
melanizalt darazs larvak, illetve a részlegesen melanizalt és a teljesen melanizalt darazs peték
szamat. Meghataroztuk a fertdzottség mértékét is, vagyis az ecetmuslica larvajaban 1évo
parazitoidok szamat. Az atlag darazs larva szamot a kovetkezd képlettel szamoltuk ki: atlag

dardzs larva=0sszes darazs larva/dsszes ecetmuslica larva.

3.12. A tokok immunfestése

A Leptopilina boulardi G486 darazsszarast kovetd 48 illetve 72 o6ra utan a larvakat
kiboncoltuk és izolaltuk a parazitoid darazs petéket 5% magzati borju szérumot (FBS) és PTU-t
tartalmazo Schneider’s médiumban, majd 5 percig mostuk PBS-ben. 12 percig fixaltuk 2%-os
paraformaldehidben majd haromszor mostuk PBS-ben. A mintékat 20 percig telitettiik 0,1%-0s
marha szérum albumint (BSA) tartalmazé PBS-ben ¢és éjszakan at 4°C-on inkubaltuk az
elsédleges ellenanyagot tartalmazo hibridoma feliiliszoban, majd haromszor mostuk PBS-ben.
Ezutan 45 percig inkubaltuk a CF-568 (Sigma-Aldrich) masodlagos ellenanyaggal (1:1000
higitas). A sejtmagvakat 1:400 higitott DAPI-val (Sigma-Aldrich) jeloltik. A mintdkat hadrom
alkalommal 5 percig mostuk PBS-ben, ezutdn a mintdkat feddmédiummal fedtik (Flouromount

G, SouthernBiotech) és Zeiss Axioscope 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.13. A hemocitaszam meghatarozasa

A nem immunindukalt €s immunindukalt harmadik stadiumt vandorlé larvakat 30 pl 5%
FBS-t és PTU-t tartalmazé Schneider’s médiumban véreztettik. Az igy kapott hemocita
szuszpenzidt Biirker kamraba pipettaztuk €s megszamoltuk a vérsejteket. Genotipusonként 8-8
larvat hasznaltunk a hemocita szam meghatarozasahoz. A szignifikancia érték meghatarozasahoz

a Student’s t-tesztet hasznaltuk.
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3.14. A keringd hemocitak izolalasa. Indirekt immunfluoreszcencia

Genotipusonként 30 allatot 96 lyuka U-feneki lemezen 360 pl PTU-t tartalmazo
Schneider’s médiumban csipesszel boncoltuk, a vérsejteket izolaltuk, majd a hemocita
szuszpenzidt 30 pl-enként szétosztottuk 12 lyuku targylemezre (SM-011, Hendley-Essex).
Egyedi larvak vizsgalata soran az allatokat 12 lyuku targylemezen 30 pul PTU-t tartalmazo
Schneider’s médiumban véreztettiikk. A hemocitakat 45 percen at tapasztottuk nedves kamraban,
6 percig acetonnal fixaltuk, majd 20 percig telitettiik 0,1% BSA-PBS-ben. A telitett mintakat 1
oran at inkubaltuk az elsédleges ellenanyagot tartalmazo6 feliiluszoval szobahomérsékleten,
nedves kamraban, majd haromszor 5 percig mostuk PBS-ben, és 45 percig sotétben inkubaltuk a
0,1%-0s BSA-PBS-ben higitott DAPI-val és a CF-568 masodlagos ellenanyaggal. A PBS-ben
torténd haromszor 5 perces mosas utan a mintakra fedémédiumot cseppentettiink, mikroszkopos
fedélemmezzel fedtiik és Zeiss Axioskope 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A
mikroszkopos felvételek készitése soran az Axiovision 2.4 programot hasznaltuk. A fluoreszcens

képcsatornakat az Adobe Photoshop programmal illesztettiik egymasra.

3.15. A filopédium képzidés vizsgalata

Leptopilina boulardi G486 darazsszurast kovetéen 24 oraval genotipusonként 6 larvabol
vérsejteket izolaltunk 12 lyuku targylemezen PTU-t és 5% FBS-t tartalmazd Schneider’s
médiumban és egy oran at nedves kamraban tapasztottuk a sejteket az livegfeliiletre. Ezutan a
preparatumokat 12 percig 2%-os paraformaldehid-PBS-ben fixaltuk, haromszor 5 percig mostuk
PBS-ben, majd 20 percig telitettiik 0,1% BSA-t és 0,01% Triton X-100-at tartalmazé PBS-ben.
Az aktin vazat 1:1000 higitott Atto Rho6G konjugalt phalloidinnel jeloltiik (Sigma-Aldrich) és a
mintakat haromszor 5 percig mostuk PBS-ben. A sejtmagokat DAPI-val jeldltiik. Kontrollként az
immunindukalt larvakkal egykori nem immunindukalt larvakat hasznaltunk. A mintdkat 5 percig
mostuk PBS-ben, harom alkalommal. Ezutan a mintakat feddémédiummal fedtik és Zeiss
Axioscope 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A kisérleteket legalabb haromszor
megismételtiik. A szignifikancia érték meghatarozdsdhoz a Student’s t-test-et haszndltuk és a

p<0.05 alatti értekeket szignifikdnsnak tekintettiik.
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4. Eredmények

4.1. A szeptikus sériilést koveté immunvalaszban résztvevo gének azonositasanak uj

modszere Drosophildban.

4.1.1. A laboratériumi koriilmények kozott 1étrehozott sériilésen keresztiil a baktériumok
bejutnak a Drosophila testiiregébe

Az ecetmuslica természetes ¢lohelyén ki van téve a patogén mikroorganizmusok
fertozésének, amelyek a tapcsatornan, illetve kisebb sériiléséken juthatnak be a testiiregébe.

Kisérleteink sordn egy olyan szeptikus sériilési moddszert kivantunk kidolgozni, amely a

természetben is eléforduld sériilést imitalja. Ezért sériilést idéztiink el a w''’?

adult egyedek els6
par lab tarzalis izeinek eltavolitasaval, majd z6ld fluoreszcens fehérjét (GFP-green fluorescent
protein) termeld E. coli baktériumpazsitra helyeztiik Oket. Az allatok testliregébe jutd
baktériumok jelenlétét négy ora elteltével fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és azt
tapasztaltuk, hogy a melanizalt seb (8. Abra. E, nyilhegy) felszinén (8. Abra. A, nyilhegy),
valamint a testiiregben (8. Abra. B, C, D nyilak) fluoreszcens baktériumok voltak jelen. Az ezt
kovetd 24 ora eltelte utan a sériilt allatokban GFP jelet mar nem észleltiink. Eredményiinkbdl

arra kovetkeztettiink, hogy a baktériumok a sériilésen keresztiil bejutottak az allatok testiiregébe.

8. Abra. E. coli-GFP baktériumok a laboratériumi kériilmények kozott okozott sériilésen keresztiil
bejutnak a Drosophila testiiregébe. E. coli-GFP baktériumok jelen vannak a sériilés helyén képzodott
alvadékban (A, B nyilhegyek) és a testiiregben (B, C, D nyilak). A sériilés helyén képz6dott alvadék
melanizalodasa lathato fényben (E nyilhegy) (Leica MZFLIII).
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4.1.2. A steril és szeptikus sériilés hatasa az D. melanogaster tilélésére

Megvizsgaltuk, hogy az okozott sériilés hatassal van-e az ecetmuslicak €letképességére.
Ezért a sériilt allatokat 6t orara steril LB taptalajt, Escherichia coli, Bacillus cereus, illetve
Serratia marcescens baktériumokat tartalmazd fioldkra helyeztiik, majd harom napon at
rogzitettiik a taléld egyedek szamat. A laboratdriumi koriilmények kozott 1étrehozott 14bsériilés
6nmagaban nem befolyasolta a w'’"® egyedek talélését (9. Abra. A lila), mig a az E. coli (9.
Abra. A kék), illetve B. cereus (9. Abra. A barna) a fertdzést kovetd 77 ora eltelte utan az allatok
93,9%-a, illetve 80,1%-a maradt életben. A D. melanogasterre erésen patogén S. marcescens
baktérium fertézés 29 6ran belill az allatok pusztulasat okozta (9. Abra. A zold). Ebbol arra
kovetkeztettiink, hogy a sérilt és baktérium pézsitra helyezett ecetmuslicdk mindegyike

!5 egyedek tulélésére a baktériumok patogenitasa volt hatassal. A

megfert6z6dott és a w'’
sértetlen w'’’® allatok talélését az E. coli (9. Abra. B kék) és a B. cereus (9. Abra. B barna)
baktériumkezelés nem befolyasolta, mig a S. marcescens (9. Abra. B zold) kezelést kovets 77
ora elteltével az allatok 10%-a pusztult el. Tehat az ecetmuslicak életképességét a sériilésen

keresztiil bejutd baktériumok befolyasoltak.

Sériilt w1 Nem sériilt w18
A. B.
100 Gl e o]
80 -
8
‘;; 60 - i LB
o
E% 40 - =i E, coli
- ~& B, cereus
20 -
=2 8. marcescens
0
0 5 29 53 77 0 5 29 53 77

1d6 {6ra)

9. Abra. Sériilt és sértetlen w''’® allatok életképességének vizsgalata baktériumfert6zést koveten. A
sériilt (A) és nem sériilt (B) w'’® allatokat 5 6ran at E. coli (kék), B. cereus (barna) illetve S. marcescens
(z6ld) baktérium pazsiton tartottuk, majd standard Drosophila taptalajra helyezve kovettiilk az allatok
talélését. A kisérleteket haromszor ismételtiik meg, a diagram a harom kisérlet adatait foglalja Gssze.
Minden csoport kisérletenként legalabb szaz egyedet tartalmazott. A hibavonalak a standard hibat jelolik.
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4.1.3. A szeptikus sériilés hatasa a Drosophila immunvalaszaban szerepet jatszo gének
mutans alléljait hordozé torzsek tulélésére

A kifejlesztett szeptikus sériilési modelliink tovabbi, az immunitdsban szerepet jatszo
gének azonositasara valo alkalmazhatdsagat elészor olyan gének mutans alléljait hordozo
ecetmuslicakon teszteltiik, amelyek ismert modon jatszanak szerepet a Drosophila
immunvalaszaban. A szeptikus sériilési tesztben E. coli, B. cereus és S. marcescens fertdzést
kovetéen négy mutans vonal egyedeinek talélését vizsgaltuk: spz”/spz®, Rel””’, Dredd™'" és
Hm?"7# kontrollként a w'’’® torzset hasznaltuk. A spdtzle (spz’/spz*) a Toll jelatviteli
Gtvonalban vesz 1észt, a Relish (Rel**’) és Death related ced-3/Nedd2-like protein (Dredd""*'?)
az Imd jelatviteli utvonalban jatszik szerepet. Mindhdrom gén az antimikrobidlis peptidek
termelodését szabalyozza. A negyedik vizsgalt gén a vérsejtek altal termelt Hemolectin fehérjét
kodolja, amelynek koagulaciés faktorként fontos szerepe van az ecetmuslica larva
véralvadasaban [Goto és mtsai., 2001], viszont szerepe kevésbé ismert a kifejlett ecetmuslica

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a sértetlen allatok esetén az E. coli, B. cereus €s
S. marcescens baktériumkezelés nem befolyasolta szingifikinsan sem a w'/’® kontroll, sem a
vizsgalt mutansok talélését (10. Abra. B, D, F).

A laboratoriumi koriilmények kozott eldidézet sériilés onmagaban kizardlag a hemolimfa
koaguacidban érintett Hm?™*’* mutans allatok talé1ését csokkentette szignifiknsan (10. Abra. A
vilagoskék).

E. coli fertdzést kdvetden a Dredd™"'*'? (10. Abra. C barna) és a Hm?™*’* (10. Abra. C
vilagoskék) mutansok életképességének szignifikans csokkenését tapasztaltuk, mig a B. cereus
fertzést kovetden a Dredd”"*? (10. Abra. E barna), a spz’/spz* (10. Abra. E lila), a Hm!""*
(10. Abra. E vilagoskék) és a Rel”™ (10. Abra. E z6ld) mutans egyedek tulélése csokkent
szignifikdnsan.

A Hm!™"™ muténsok életképességét a sériilés dnmagaban is csokkentette, amelyet a
fert6zés nem csokkentett tovabb, vagyis a ,,vérzékenység” miatt a sériilés nagyobb hatassal volt
az ¢€letképességre, mint az E. coli vagy a B. cereus fertdzés, tehat a koagulacionak nemcsak a
larva, hanem a kifejlett ecetmuslica esetében is szerepe van a sériilést kovetd tulélésben. A

Dredd™"*? Rel" és a spz’/spz’ mutansok életképességét a baktérium fertézés csokkentette, a
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sériilés nem, tehat az altalunk kidolgozott mddszer alkalmas az immunvalaszban szerepet jatszo
uj gének azonositasara, amelynek a koagulacio €s az antimikrobialis peptidek termelése is fontos
része. A kapott eredmény alapjan arra is kovetkeztetni lehet, hogy az adott gén melyik
védekezési utvonalban vesz részt.

A sériilésen keresztiil az allatokba jutd S. marcescens (10. Abra. G) a vizsgalt torzsek
mindegyikében 29 o6ran beliil az egyedek pusztulasat okozta, tehat a baktérium kezelést kdvetden
minden allat megfert6z6dott. Mivel ugyanazt a kezelési modszert alkalmaztuk az E. coli és a B.
cereus esetében is, igy arra kovetkeztettiink, hogy ebben esetben is minden egyed megfertézodott
¢s a talélést a baktériumok patogenitisa €s a ecetmuslicak immunrendszerének hatékonysaga

befolyasolta.
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10. Abra. Vad tipusi és immunitasban szerepet jatszo6 gének mutins alléljait hordozo allatok
életképességének valtozasa sértetlen és sériilt allatokban az E. coli, B. cereus illetve S. marcescens
fertozést kovetoen. A bal oldalon a sértetlen egyedek talélési gorbéit tiintettiik fel E. coli (B), B .cereus
(D), S. marcescens (F) baktérium kezelést kovetden. A jobb oldalon abrazoltuk a sériilt allatok talélését
steril LB taptalajon (A) illetve E. coli (C), B. cereus (E), S. marcescens (G) fertézést kdvetden. A
kisérleteket haromszor ismételtiik meg, a diagramok a harom kisérlet adatait foglaljak 6ssze. Minden
kisérleti csoport legalabb szaz egyedet tartalmazott. A statisztikai analizist a fertdzést kvetden 77 oraval
rogzitett adatok felhasznalasaval végeztiik. A p<0.05 alatti értékeket szignifikansnak tekintettiik. A

hibavonalak a

standard

hibat
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A Hm!"™™ mutans allatok talélési aranya csokkent steril sériilést kovetéen, bakterialis
fertozés hianyaban is. Mivel a Hml szerepet jatszik a véralvadasban, megvizsgaltuk az
ecetmuslicak hemolimfa vesztését. A laboratoriumi korilmények kozott eldidézett sériilést
kovetden az allatok hemolimfat vesztettek a seben keresztiil, amely az allatok labarol a taptalaj
felszinére kenddott €s a véralvadas soran keletkezd melanin fekete pontokként jelent meg az LB
taptalajon. Az hemolimfa koagulacié zavara miatt a Hml mutansok esetében tobb melanizalt
fekete pontot figyeltiink meg, mint a kontroll allatokban (11. Abra). A tobbi mutans esetében a

hemolimfa vesztés hasonlo volt a kontroll 4llatokéhoz.

wiit PBac{WH}HmI"3374
LB : S ' j

11. Abra. Melanizalt hemolimfa alvadék foltok az LB taptalajon. Steril LB taptalajok, melyeken a
sériilt w'''® és Hm?"’ mutans allatokat tartottunk 5 6ran keresztiil (Leica MZFLIII).

34



4.1.4. A Drosophila humoralis immunvalasza a szeptikus sériilés soran a testiiregébe juto
baktériumokra

A szeptikus sériilési teszt felhasznalasaval megvizsgaltuk, hogy a Drosophila
szervezetébe jutd baktériumok aktivaljak-e a humoralis immunvalaszt. Kisérleteink soran a
defensin antimikrobidlis peptid termelddését vizsgaltuk, amelynek szintézisét mind a Toll, mind
az Imd jelatviteli utvonalat aktivalé mikroorganizmusok kivaltjak. A defesin-GFP transzgént
hordozo torzs sértetlen és sériilt egyedeit 5 oran keresztiil steril szilard LB taptalajon, illetve E.
coli és B.cereus baktérium pazsiton tartottuk, majd standard taptalajra helyeztiik. Negyvennyolc
ora elteltével azt tapasztaltuk, hogy a sériilt és baktériummal fertézott allatokban a GFP
expresszidja megemelkedett (12. Abra), mig a sériilés illetve a baktériumkezelés 6nmagaban
nem idézte el6 GFP jel megjelenését. A sériilésen at a testiiregbe jutd baktériumok aktivaltak a
humoralis immunvalaszt, mig a sériilés 6nmagaban illetve az intakt allatok baktérium kezelése
sériilés hianyaban nem valtotta ki a defesin-GFP transzgén atirasat. A moddszer alkalmas az
immunvalasz egyes folyamatainak (pl. antimikrobialis peptidek termelddése) és azok iddbeli

lefolyasanak vizsgalatara.

defensin-GFP
nem sérilt sérilt

E. coli

B. cereus

—
o)

12. Abra. A defensin-GFP kifejez6dése nem sériilt illetve sériilt ecetmuslicikban E. coli illetve B.
cereus fertozést kovetéen (Leica MZFLIII).



4.1.5. Az antibiotikum kezelés hatasa a szeptikus sériilést koveto tulélésre
S. marcescens fertézést kovetden az ecetmuslicék letalitdsa 100%-os volt. Megvizsgaltuk,
hogy antibiotikum el6- illetve utdkezelés hatdsara valtozik-e az ecetmuslicdk talélési ardnya S.

v . 1 1118
marcescens fert6zést kovetdben. A w

allatokat gentamicin antibiotikummal elékezeltiik, majd
a sériilést kovetéen S. marcescens baktériummal fertoztiik. Egy masodik gentamicines kezelést
kovetéen naponta rogzitettiik a talélé egyedek szdmat. Azt tapasztaltuk, hogy a gentamicin
kezelés pozitiv hatassal volt az allatok életképességére, hatasara lelassult az allatok pusztulasa.
Tobbségiik 77 ora elteltével pusztult el, mig kezelés hidnyaban 29 6ran beliil. (13. Abra). A
moddszer alkalmas kiilonbozé anyagok antimikrobidlis hatdsdnak és bakteridlis virulencia

faktorok tesztelésére.

~=— kontroll

Tulélés (%)

~= gentamicin kezelt w1118

20

0 5 29 53 77
1dé (6ra)

13. Abra. Gentamicin kezelt illetve kontroll egyedek életképességének vizsgalata S. marcescens
fertozést kovetoen. Mind a gentamicin kezelt mind a kontroll csoportban 240-240 egyed életképességét
vizsgaltuk. A hibavonalak a standard hibat jeldlik.

4.2. A raspberry gén szerepének vizsgalata a Drosophila melanogaster immunvalaszaban.

4.2.1. A ras’mutans életképességének valtozasa szeptikus sériilést kovetden

Egy iranyitott screen keretében olyan gének mutans alléljait hordozo egyedek
¢letképességét vizsgaltuk szeptikus sériilést kovetden, amelyeknek irodalmi adatok, illetve
szekvencia homologidk alapjan szerepiik lehet a bakteridlis fert6zések lekiizdésében.
A feltehetéen a koagulacioban és a sebgyogyulasi folyamatokban részt vevé gének koziil a

scramblase 1 (scramb1""7*"), a  multicopper oxidase 3, (MCO3“’) gének mutans alléljait

36



hordozo6 allatok életképessége szignifikdnsan (p<0,05) csokkent B. cereus fertézést kovetden.
Hasonlé eredményt kaptunk a raspberry (ras’) gén vizsgalata soran is, azaz szignifikinsan
(p<0,05) csokkent a tulélé egyedek aranya B. cereus fertdzést kovetéen a kontrollhoz képest. A
scramblase 1 génnek a foszfolipid transzlokacioban van szerepe. Sériilés kovetkeztében a
negativ toltéssel rendelkezd foszfolipidek (pl. foszfatidil-szerin), amelyek jellemzden a
plazmamembran belsé lipid rétegében helyezkednek el, a kiilsd rétegbe transzlokalodnak és
ezaltal aktivaljak a sebgydgyulasban szerepet jatszo jelatviteli utvonalakat [Theopold és mitsai.,
2002]. A multicopper oxidase 3 homoldgiat mutat a novények lakkaz enzimével, amely a
polifenolok oxidaciojat katalizalja, tehat a sebgyogyulasban és a melanizacioban lehet szerepe
[Theopold ¢és mtsai., 2002; Shraddha et al., 2011]. A raspberry a Drosophila IMP-
dehidrogendza, a de novo GMP szintézis kulcsenzime, emberben szerepe van az
immunvalaszban és a limfocita proliferacioban [Sollinger és mtsai., 1992]. Ecetmuslicaban
raspberry génnek szerepe van az S2 sejtek fagocitdzisdban [Stroschein-Stevenson és mtsai.,
2006]. Taltermelése esetén a hemocitak feldisulnak a szivesé mentén [Stofanko és mtsai., 2008].

A raspberry recessziv letalis gén, az altalunk vizsgalt ras’ a leger8sebb homozigdta
életképes hipomorf allél. A ras’ mutansok s6tétpiros szemszin fenotipusat a drosopterin hianya
okozza, ami egy pteridin tipusu festékanyag, egy purin szarmazék [Slee és mtsai., 1995].
Southern blot analizis alapjan a ras’ mutans egy inszercidt tartalmaz, amely valosziniileg a
raspberry gén 1. vagy 2. intronjaban {il, az inszert tipusa nem ismert [Nash és mtsai., 1994].

A sériilt raspberry (ras’) mutansok esetében azt tapasztaltuk, hogy a sériilés Gnmagaban
nincs hatassal az allatok életképességére, a sériilt és nem sériilt allatok talélése azonos (14. Abra.
A). A nem sérilt ecetmuslicak tilélését a baktérium kezelés nem befolyasolta, tilélési aranyuk
nem kiilonbozik az E. coli, B. cereus és S. marcescens kezelést kovetden (14. Abra. B, C, D). E.
coli és S. marcescens fertbzés utan a ras’ mutans talélése a kontrollokéhoz volt hasonld, azaz az
E. coli fertézés hatasara nem csokkent a talélo egyedek aranya, mig S. marcescens fertdézést
kovetéen minden ecetmuslica elpusztult (14. Abra. B, D). B. cereus fertézést kovetden
szignifikdnsan csokkent a taléld egyedek ardnya (14. Abra. C zold) a w''*® (14. Abra. C barna) és
az Oregon-R (14. Abra. C sotétkék) kontrollokhoz képest. A screen soran kapott eredményiink és
az irodalmi adatok alapjan érdemesnek tartottuk megvizsgalni a raspberry szerepét az

ecetmuslica sejt-kozvetitette immunvalaszaban, a fagocitézisban ¢és a tokképzésben.
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14. Abra. A sériilt illetve nem sériilt ras’ allatok életképességének valtozasa E. coli, B. cereus illetve
S. marcescens baktérium fert6zést kovetéen. A sériilt és nem sériilt allatokat 5 o6ran at steril LB
taptalajon, vagy E. coli, B. cereus illetve S. marcescens alkotta baktérium pazsiton tartottuk, majd
standard Drosophila taptalajra helyezve kovettiik az allatok talélését. A kisérleteket haromszor ismételtiik
meg, a diagramok a harom kisérlet adatait foglaljak 6ssze. Minden csoport kisérletenként legalabb szaz
egyedet tartalmazott. A statisztikai analizist a fertézést kovetden 77 oraval rogzitett adatok
felhasznalasaval végeztik. A p<0.05 alatti értékeket szignifikansnak tekintettilk. A hibavonalak a
standard hibat jelolik.

4.2.2. A ras’ mutans vérsejtek baktérium fagocitézisa

A Drosophilabol szarmazo S2 embrionalis sejtvonalban kimutattak, hogy a raspberrynek
szerepe van a fagocitozisban [Stroschein-Stevenson és mtsai., 2006], ezért megvizsgaltuk a ras
szerepét az ecetmuslica larva vérsejtjeinek fagocitdzisaban. A Drosophila harmadik stadiumu
larvaibol szarmazd vérsejt szuszpenzidohoz hével elolt és FITC-tal (fluorescein isothiocyanate)
jelolt E.coli baktériumot adtunk, majd fluoreszcens mikroszkoppal (16. Abra. A) és aramlasi

citometriaval (16. Abra. B.) meghataroztuk a plazmatocitik altal bekebelezett baktériumok
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szamat. Eredményeink szerint a ras® mutans fagocitald képessége nem kiillonbozott

szignifikansan a w''/® és Oregon-R kontroll torzsekétdl (16. Abra).
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16. Abra. A fagocitozis vizsgilata a raspberry mutinsban. A ras’ plazmatocitdk fagocitald
képességének vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axioscope 2 MOT) (A) és aramlasi
citometriaval (BD FACSCalibur aramlasi citométer) (B)

4.2.4. A raspberry szerepének vizsgalata a parazitoid darazsfert6zés lekiizdésében
Leptopilina boulardi G486 parazitoid dardazzsal torténd fert6zést/immunindukciot
kovetéen vizsgaltuk a Drosophila 1arvakbol kikel ecetmuslicak vagy darazsak szamat a ras’
mutans ¢és a kontroll Oregon-R esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a fertdzott ras’ mutansok
babbérébol szignifikansan tobb darazs kelt ki, mint az Oregon-R esetében (17. Abra. A barna). A
fert6zott Oregon-R esetében viszont szignifikansan tobb volt azoknak a baboknak a szama,
amelybdl sem ecetmuslica sem darazs nem kelt ki (17. Abra. A zold). Parazitoidok hianyaban a
ras’ mutans és a vad tipusi Oregon-R babokbol kikelé ecetmuslicik szdmaban nem volt
szignifikans kiilonbség (17. Abra. B kék). Eredményeink alapjan a raspberry génnek szerepe van

a parazitoid darazs elleni védekezésben.
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17. Abra. Az ecetmuslicak és darazsak kikelési aranya a vad tipusi Oregon-R, illetve a raspberry
mutansbol parazitoid darazsfertézést kovetéen. Az oszlopok felett a kisérletek sordn vizsgalt
ecetmuslica babok szamat tiintettiik fel, amelyekbdl meghataroztuk a kikelé ecetmuslicak (kék) vagy
darazsak (barna) illetve az elpusztult egyedek (zold) aranyat. A hibavonalak a standard hibat jelolik
*p<0.05

A GTP szintézis kulcsfontossagu 1épését katalizaldo IMPDH enzimet Drosophildban a
rasberry gén kodolja. A ras’ mutansban sériil a GTP szintézise, amely szinte minden alapveté
folyamathoz sziikséges a sejtek €s a szervezet szintjén egyarant. Ezért a klasszikus mutans
mellett RNS interferenciat is alkalmaztunk, hogy valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy a
parazitoid darazzsal szembeni gyengébb immunvalaszt a szervezet altalanosan csokkent
GDP/GTP szintje okozza-¢ vagy a hemocitak szintjén tortént valtozasok. A kisérleteinkhez
hasznalt mindkét RNSi vonal (' v/; P{TRIP.JF01446} attP2 és y' sc” v'; P{TRIP.HMC03250)
attP2) mukodését leellendriztiik a Drosophila szemében kifejez6dé [z-Gal4 meghajtoelemmel.
Mivel a raspberry gén RNS interferenciaval torténd csendesitését kovetden az ecetmuslicak
szemszine megegyezett a ras’ mutans szemszinével, arra kovetkeztettiink, hogy mindkét RNSi
vonal megbizthatoan muikddik. A raspberry gén hemocitakban betoltott szerepének
vizsgalatdhoz a raspberry géntermékre specifikus kettdsszali RNS interferencia konstruktokat
hordozo allatokat vérsejt-specifikus meghajtdo elemeket hordozd allatokhoz kereszteztiik €s az
utddok L.boulardi darazsfertézését kovetden meghataroztuk a Drosophila babokbdl kikeld
ecetmuslicak és darazsak aranyat. Kisérleteinkben a lamellocitakban és a lamellocita
eldalakokban aktiv msnF9mo-Gal4 [Tokusumi és mtsai., 2009a, 2009b] (18. Abra), valamint a
hemocitak megkozelitdleg 80%-ban kifejez0do Hemese-Gal4 [Zetterwall €s mtsai., 2004] (19.
Abra) meghajtoelemeket hasznaltuk.
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Darazsfertozést kovetéen az msnF9mo-Gal4>y' v'; P{TRIP.JF01446 Drosophila
babokbol 25°C-on és 29°C-on is szignifikansan magasabb aranyban keltek ki darazsak, mint a y’
v: P{TRIP.JF01446/+ és msnF9mo-Gal4/+ sziiléi torzsekbél (18. Abra. A, B barna). Viszont
az msnF9mo-Gal4>y' s¢” v'; P{TRIP.HMC03250} attP2 esetében csak 29°C-on és csak a y’ s¢”

vl: P{TRIP.HMC03250} attP2/+ sziili torzshoz képest kelt ki szignifikinsan tobb darazs (18.
Abra. C, D barna).
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18. Abra. Az ecetmuslicak és darazsak kikelési aranya a raspberry kettosszali RNS interferenciaval
torténé géncsendesitését és parazitoid darazsfert6zést kovetoen. Az oszlopok felett a kisérletek soran
vizsgalt ecetmuslica babok szamat tiintettiik fel, amelyekb6l meghataroztuk a kikeld ecetmuslicak (kék)
vagy darazsak (barna) illetve az elpusztult egyedek (z6ld) aranyat. A hibavonalak a standard hibat jelolik.
Az oszlopok felett a vizsgalt ecetmuslica babok szamat tlintettik fel. *p<0.05, **p<0.01.
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A He-Gal4 UAS-GFP/+; y' v!; P{TRIP.JF01446} attP2/+ utédok csak a He-Gal4 UAS-
GFP/+ sziiloi torzshoz képest mutattak szignifikans kiilonbséget a kikeld darazsak aranyat
tekintve 25°C és 29°C-on is (19. Abra. A, B). A He-Gald UAS-GFP/+; y' sc’ V',
P{TRIP.HMC03250} attP2 utdédok esetében szintén csak a He-Gal4 UAS-GFP /+ sziiloi

torzshdz viszonyitva volt szignifikinsan magasabb a kikeld darazsak aranya 25°C-on (19. Abra.
C, D).
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19. Abra. Az ecetmuslicak és darazsak kikelési aranya a raspberry kettosszali RNS interferenciaval
torténé géncsendesitését és parazitoid darazsfert6zést kovetoen. Az oszlopok felett a kisérletek soran
vizsgalt ecetmuslica babok szdmat tiintettiik fel, amelyekb6l meghataroztuk a kikeld ecetmuslicak (kék)
vagy darazsak (barna) illetve az elpusztult egyedek (z6ld) aranyat. A hibavonalak a standard hibat jelolik.
Az oszlopok felett a vizsgalt ecetmuslica babok szamat tlintettik fel. *p<0.05, **p<0.01.
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4.2.5. A raspberry gén szerepe a parazitoid darazsfertozést koveto tokképzésben

A ras’ mutins esetében és a ras gén termékeinek RNS interferenciaval toténd
csendesitését kovetden is tObb darazs kelt ki az ecetmuslicak babbdrébdl, amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy csokkent a parazitoid darazsfertézésre adott immunvalasz hatékonysaga.
Ezért megvizsgaltuk a tokképzés hatékonysagat, amellyel az ecetmuslica larva, sikeres
immunvalasz esetén, elpusztitja a parazitoidot. L. boulardi parazitoid darazsfertézést koveto 48
és 72 ora elteltével a ras’ és az Oregon-R kontroll larvakban a tokképzés kiilonbozd
stddiumaiban 1évé parazitoidokat taldltunk. Eldfordultak ¢l6 dardzs larvak, részlegesen
melanizalt darazs peték és tejesen melanizalt darazs peték (20. Abra).

Egy-egy kiboncolt fertézott Drosophila larvaban altalaban 1 vagy 2 €16 larvat vagy
melanizalt darizs petét talaltunk. A fertdzott Oregon-R illetve ras’ larvakban a darazs peték
aranyat vizsgalva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, azaz a vad tipusban és a mutansban
hasonlo volt a fert6zottség mértéke, ezért az ¢él6 larvak illetve melanizalt peték aranyabol
kovetkeztetni lehet a sejt-kozvetitette immunvalsz, ez esetben a tokképzés hatékonysagara. A
ras’ mutansban az immunindukciot kdvetden mar 48 ora elteltével is szignifikinsan magasabb
volt az ¢é16 darazs larvak (20. Abra. kék) és a részlegesen melanizalt peték (20. Abra. barna)
aranya, valamint szignifikansan kevesebb volt a teljesen melanizalt darazspeték aranya (20.
Abra. z6ld), mint az Oregon-R kontroll allatokban. Ez a kiilonbség megfigyelhetd volt 72 6ra

elteltével is.
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20. Abra. Tokképzés a ras’ és az Oregon-R kontroll allatokban a parazitoid darazsfert6zést
kovetden 48 és 72 oraval. Az oszlopok felett a vizsgalt ecetmuslica larvak szamat tiintettiik fel. *p<0.05
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A tokképzO reakcid alakulasat vérsejt-specifikusan meghajtott raspberry specifikus
kettdsszalu RNS interferencia konstruktokat hordozo allatokban (v’ s¢” v'; P{TRIP.HMC03250}
attP2 és y' v'; P{TRIP.JF01446} attP2) is megvizsgaltuk és hasonld eredményeket kaptunk,
mint a ras’ esetében. Az msnF9mo-Gal4>y' V', P{TRIP.JF01446} attP2 larvakban
szignifikansan magasabb volt az é16 darazs larvak (21. Abra. kék), és részlegesen melanizalt
darazs peték aranya (csak a y' v'; P{TRIP.JF01446) attP2/+ sziildi torzshoz képest, 21. Abra. A,
B barna), valamint szignifikansan alacsonyabb a teljesen melanizalt darazs peték aranya (21.
Abra z6ld) az msnF9mo-Gald/+, y' v'; P{TRIP.JF01446} attP2/+ és a o' se” vV
P{TRIP.HMC03250} attP2/+ larvdkhoz képest. A He-Gal4 driverrel torténd géncsendesitést
kovetéen is hasonld eredményeket kaptunk (22. Abra). A ras’ mutansban és az RNS
interferenciaval torténd géncsendesitést kovetden megfigyelt, a kontroll vonalakhoz képest
magasabb ¢16 larvak aranyabol arra kovetkeztethetiink, hogy a hemocitak kevésbe hatékonyan
ismerik fel a parazitoid darazspetéket, vagy nem képesek megfelelden kitapadni azok felszinére.
A részlegesen melanizalt dardzs peték magasabb szama arra utal, hogy a tokképzés és a

melanizacié folyamata is lelassul. Az is elképzelhetd, hogy a hemocitak proliferacidja vagy

.....
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21. abra. A tokképzés hatékonysaga a raspberry kettésszali RNS interferenciaval torténo
géncsendesitését kovetden. Kisérleteink soran két fiiggetlen, a raspberry géntermékre specifikus RNS
interferencia torzset hasznaltunk, amelyeket az msnF9mo-Gal4 driverrel hajtottunk meg. A tokképzés
hatékonysagat a darazzsal torténé immunindukcié utan 48 és 72 o6raval vizsgaltuk. Az oszlopok felett a
vizsgalt  ecetmuslica  larvak  szamat  tintettik  fel.  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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22. Abra. A tokképzés hatékonysiga a raspberry kettésszali RNS interferenciaval torténé
géncsendesitését kovetoen. Kisérleteink soran két fiiggetlen, a raspberry géntermékre specifikus RNS
interferencia torzset hasznaltunk, amelyeket a He-Gal4 driverrel hajtottunk meg. A tokképzés
hatékonysagat a darazzsal torténé immunindukcié utan 48 és 72 oraval vizsgaltuk. Az oszlopok felett a
vizsgalt  ecetmuslica  larvak  szamat tiintettik  fel.  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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4.2.6. A keringé hemocitak szima és a lamellocita differencialédas vizsgalata a ras’
mutansban

A darazsfert6zést kovetd immunindukci6 soran a Drosophila larva vérsejtjei morfologiai
¢s funkcionalis valtozasokon mennek keresztiil [Honti €s mtsai., 2010]. A vérsejtek proliferacioja
¢s differncialodasa GTP-fliggd, energiaigényes folyamat, amelyben a rasberry altal kodolt
IMPDH enzimnek kulcsfontossagli szerepe van. Eredményeink alapjan a ras’ mutansban
hibéja is okozhatja. A proliferaciés hiba meghatérozhat a kering hemocitak szamabol. A ras’
mutans harmadik stadiumu larvainak keringése atlagosan 7013 (£23,16) hemocitat, mig az
Oregon-R 8250+27,12 hemocitat tartalmazott. Immunindukciét kovetéen a ras’ muténsban
10975+1,95, az Oregon-R larvakban 12500+3,05 hemocitat szamoltunk, de a kiilonbség egyik
esetben sem volt szignifikans (23. Abra. A). Vizsgélataink szerint a ras’ allél nem befolyésolja a
hemocitak proliferaciojat (23. Abra. A)

A hemocitak differencialodasat a keringd vérsejteken kifejezodd sejttipus specifikus
molekularis markerekkel kovettink nyomon, a plazmatocitdkon megnyilvanuldé NimCl1
molekulaval [Kurucz és mtsai.,, 2007a], és a lamellocitakon kifejez0dé Atilla molekulaval
[Kurucz és mtsai., 2007b] reagald monoklonalis ellenanyagok segitségével. A plazmatocitak és a
lamellocitak hasonlé aranyban voltak jelen az Oregon-R és a ras’ larvakban, tehat a ras’ mutacid

nincs hatassal a lamellocita differencidlodasra dardzsfertézést kovetden (23. Abra. B, C).
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23. abra. Az Oregon-R és ras’ larviak keringé hemocitiinak szima és morfologidja. Nem

Hemocyte number

immunindukalt és L. boulardi darazzsal immunindukalt Oregon-R és ras’ larvak keringé hemocitainak
szama (A), és keringd hemocitainak indirekt immunfluoreszcencia festést kovetd vizsgalata (B, C). A
nem immunindukalt és L. boulardi dardzzsal immun-indukalt 1arvakbol a hemocitakat a dardzsszirast
kovetd 72 ora eltelte utan izolaltuk. A plazmatocitdkat NimC1 specifikus, a lamellocitakat Atilla
specifikus monoklonalis ellananyagokkal jeldltiik és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss
Axioscope 2 MOT, 40X nagyitas). Az oszlopok felett a vizsgalt larvak szamat tiintettiik fel. Lépték: 20
pm.
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4.2.7. A lamellocitak darazs petéhez torténé kitapadasanak vizsgalata a ras’ mutiansban

A Drosophila larvaba helyezett darazspetét a hemocitak testidegen anyagként érzékelik,
koriilveszik, a felszinére tapadnak, €s szorosan egymashoz kapcsolodva tobbrétegii tokba zarjak.
Darazsfertézést kovetden az ecetmuslica larvakat boncolva olyan darazspetéket talaltunk,
amelyeket a lamellocitdk szorosabban (24. Abra. A) vagy lazabb rétegben (24. Abra. B) vettek
koriil. A laza szerkezetii tokok aranya a ras’ mutans larvakban szignifikansan magasabb volt,
mint az Oregon-R larvakban (24. Abra. C).
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24. Abra. A lamellocitak darizspetéhez torténé kitapadasa.A lamellocitak altal koriilvett darazs
peték indirekt immunfluoreszcencia festést kovetd vizsgalata (A, B). Az Oregon R és a ras’ mutans
lamellocitai altal lazan, illetve szorosan koriilvett tokok aranya a darazzsal torténo
immunindukciét kovetéen 72 oraval (C). A L. boulardi darazzsal immunindukalt larvakbol a
hemocitakat izolaltunk a darazsszurast kdvetéen 72 ora elteltével. A lamellocitakat Atilla specifikus
monoklonalis ellananyaggal, valamint CF568-al jelolt anti-egér ellenanyaggal festettiik és fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss Axioscope 2 MOT, Leica TCS SP5 II konfokalis mikroszkép, 20X
nagyitas). Az oszlopok felett a részlegesen és teljesen melanizalt dardzspeték szamanak 6sszegét tlintettiik
fel. Léptek 20 pum.

49



A raspberry génterméket az He-Gal4 (25. Abra. A, B) vagy msnF9mo-Gal4 (26. Abra.
C, D) driverrel csendesitve a korabban emlitett RNSi vonalakban, azt tapasztaltuk, hogy a
darazspeték koriil kialakulo laza szerkezetii tokok aranya megemelkedett az utddokban a sziiloi
torzsekben talaltakéhoz képest. A laza szerkezetli tokok aranya korabbi iddpontban, a
darazsszirast kovetben 48 oraval is magasabb volt a ras’ mutansban és a ras gén termékeinek
RNS interferenciaval torténd csendesitését kovetden a kontrollhoz viszonyitva. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a laza tok kialakuldsa a lamellocitak nem megfeleld kitapadasanak a
kovetkezménye, nem pedig a tokképzés egy korabbi stadiumat reprezentalja.
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25. abra. A lamellocita specifikusan csendesitett rasberry hatisa a lamellocitak tokképzésére a
darazsfertozést koveto 72 ora elteltével. A raspberry génterméket a He-Gal4 UAS-GFP és az
msnF9mo-Gal4 driverrel csendesitettiik. Az oszlopok felett a részlegesen és teljesen melanizalt
darazspeték szamanak Osszegét tiintettiik fel.
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4.2.8. A raspberry szerepe a vérsejtek filopédium képédésében

A ras’ mutansokban és a ras gén termékeinek vérsejt-specifikus csendesitését koveten
megfigyelt tokképzési zavar arra utal, hogy a raspberry gén szerepet jatszhat a lamellocitaknak a
parazita petékhez torténd tapadasaban. A vérsejtek adhézidja soran citoszkeletalis
atrendezédések jatszodnak le, lamellopddiumok és filopddiumok alakulnak ki, melyben a kis
GTP-az Rac2 molekula is szerepet jatszik [Williams és mtsai., 2005]. Kisérleteink soran a ras’,
Rac2” és a ras’; Rac2” kettés mutansokban, valamint a vad tipusi Oregon-R larvakban 24 6raval
a parazitoid darazsfertdzést kovetéen megvizsgaltuk a hemocitdk morfologiajat és
meghataroztuk a keringésben eléforduld filopodiumokkal rendelkezd hemocitak ardnyat. A ras’,
Rac2’ és a ras’; Rac2” mutinsokban a hemocitdk nagyobb méretiick voltak és szignifikinsan
csokkent a filopodiumokat képz vérsejtek aranya az Oregon-R kontrollhoz képest (27. Abra).

A ras’, és a ras’; Rac2” mutansok hemocitai nagyobb méretiiek voltak, mint az Oregon-R
és a Rac2’  larvak hemocitai (27. Abra. B). Az Oregon-R vérsejtejei szignifikinsan tobb
filopodiummal (7,2 + 2,9) rendelkeztek, mint a ras” (3,9 + 1,3) (p<0,01) és a ras’; Rac2” (4,3
+2.1) (p<0,01), viszont ez a kiilonbség nem volt szignifikans a Rac2” mutanshoz viszonyitva
(5,6 £ 4) (27. Abra. A). A ras’; Rac2” kettés mutansokban a alacsonyabb volt a filopédiumokkal
rendelkez6 hemocitik szama, mint a Rac2? mutinsban, amibél arra kovetkeztethetiink, hogy a
ras episztatikus a Rac2 felett. A filopodiumok hossza megegyezett az Oregon-R, ras’, Rac2” és
ras’; Rac2” 1arvakbol szarmaz6 hemocitakon (1-3 pm).

Eredmémyeinkb6l arra kovetkeztink, hogy a raspberry mutacidja miatt kevésbé

hatékonyan mikddnek azok a GTP igényes jelatviteli itvonalak és immunfolyamatok, amelyek a

parazitoid darazs pete felismeréséhez és elpusztitdsdhoz szlikségesek.
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27. Abra. A filopédiummal rendelkezé hemocitak arinyanak vizsgalata. A keringd hemocitak
morfologidja (A). A keringd hemocitak szazalékos ardnyanak vizsgalata 24 o6raval a darazs fertdzést
kovetéen (B). Parazitoid darazsfert6zést koveté 24 ora elteltével a larvakbol hemocitakat izolaltunk,
phalloidinnel jeloltiik, majd a sejtek filopddium képzddését fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss
Axioscope 2 MOT, 40X nagyités). Torzsenként legalabb 100 hemocitat szamoltunk meg, amelyek 6
larvabol szarmaztak. A hibavonalak a standard hibat jelolik. **%p<0.001.
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5. Az eredmények megvitatasa

A patogénekkel a gazdaszervezetek a védekezési mechanizmusok széles skalajaval veszik
fel a versenyt. A gazdaszervezetek és a korokozok kozotti kdlcsonhatas soran a parazitakra
illetve patogén mikroorganizmusokra hat6 szelekcidos nyomas kovetkeztében olyan virulens
torzsek alakulhatnak ki, amelyek kiilonb6z6 stratégiaikkal kikeriilik a gazdaszervezet védekezési
folyamatait. A kiilonb6zé mikrobialis virulencia faktorok, valamint antimikrobialis anyagok
vizsgalatinak egyik leggyakrabban haszndlt modellszervezete a hatékony velesziiletett
immunvalasszal rendelkez0 Drosophila melanogaster [Vodovar és mtsai., 2005; Lionakis és
mtsai., 2012].

A Drosophila szeptikus sériilésre adott immun-valaszreakcidja Osszetett folyamat. A
sikeres immunvalasz Iétrejottéhez a humoralis és a sejt-kdzvetitette mechanizmusok
Osszehangolt mikodése sziikséges. A Drosophila szeptikus sériilés altal kivaltott védekezési
rendszerének vizsgalatara egy olyan 0j in vivo mddszert dolgoztunk ki, amely a természetben is
eloforduld sériilést laboratoriumi koriilmények kozott modellezi és lehetové teszi olyan Uj
faktorok azonositasat, amelyek szerepet jatszanak a szeptikus sériilést kovetd védekezo
reakciokban és ezaltal biztositjak az egyed tulélését [Kari és mtsai.,, 2013]. Modszeriinkben a
sériilést ugy hoztuk Iétre, hogy az ecetmuslicak els6 par labanak tarsalis izeit eltavolitottuk, az
allatokat baktérium pazsitra helyeztiikk, majd meghataroztuk egyes Gram-negativ (Escherichia
coli és Serratia marcescens), és Gram-pozitiv (Bacillus cereus var. mycoides) baktériumok
talélésre gyakorolt hatisat. Kisérleteink soran mind a w'’’® kontroll, mind pedig a mutans
vonalak vizsgalata soran minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a sértetlen ecetmuslicakba a
tapcsatornan keresztiil esetleg bejutd baktériumok nem befolyasoltak szignifikdnsan azok
¢letképességét.

Vizsgalataink soran eldszor GFP riporter fehérjét termeld E. coli baktériumot hasznalva
kimutattuk, hogy a baktériumok az okozott sériilésen keresztiil bejutnak a testiiregbe. A
baktériumok el6sz6r a seb felilletével érintkeznek, ahol a lokalis immunvalasz részeként
koagulaciot indukdlnak, amely egyrészt meggatolja a hemolimfavesztést masrészt a baktériumok
elleni védekezésben is aktiv szerepet jatszik, azaltal, hogy a sebzés helyén kialakulé hemolimfa
alvadék megkoti a baktériumokat és igy megakadalyozza azok testliregbe jutasat [Scherfer €s

mtsai., 2004].
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A szeptikus sériilést kivaltd modszeriink érzékenységét eldszor olyan Drosophila
mutansokon teszteltiik, amelyek a humoralis immunvalasz Toll jelatviteli utvonaldban szerepet
jatszd spdtzle gén, az Imd jelatviteli utvonalban résztvevd Dredd és Relish gének, valamint a
hemolimfa koagulacidban érintett Hemolectin gén mutans alléljait hordozzak.

A sértetlen és sériilt w''’® kontroll, valamint muténs ecetmuslicak Gram-negativ E. coli és
S. marcescens, tovabba Gram-pozitiv B. cereus baktériumfert6zést kovetd tulélésének
Osszehasonlitasa azt mutatta, hogy az allatok pusztulasat egyértelmiien a sériilésen keresztiil
bejutd mikroorganizmusok okoztak.

A Hemolectin véralvadasi faktor mutans éallatok vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy
ezek az allatok a sériilést kovetden a taptalajon torténé mozgasuk soran joval tobb melanizalt
hemolimfa foltot hagytak, mint a w''’® kontroll ecetmuslicak, ami arra utal, hogy joval t&bb
hemolimfat veszitettek, ami a hemolimfa koagulacié zavarara utal. Ebben az esetben az Hml
mutans ecetmuslicak életképességét legfoképpen maga a sériilés csokkentette, nem a baktérium
fertozés. Ezek az eredményeink azt mutatjak, hogy a Hemolectin fehérje az ecetmuslica
egyedfejlédése soran a larva stadium mellett a kifejlett ecetmuslicaban is fontos szerepet tolt be a
sebgyogyulasban és a sériilést kovetd talélésben. Mddszeriink a bakterialis fertézés lekiizdésében
szerepet jatszd gének azonositasa mellett a koagulacidban szerepet jatszo gének azonositasara is
alkalmas.

Kisérleteink szerint az Imd jelatviteli utvonalban résztvevd Dredd és Relish mutansok
esetében a steril sériilés nem befolyasolta az egyedek tulélését, mig az E. coli, illetve B. cereus
fertdzést kovetéen a sériilt allatok életképessége jelentdsen csokkent a w''’® kontrollhoz képest.
A spdtzle mutansokat E. coli baktérium pazsitra helyezve a sériilés szignifikansan nem
befolyasolta az egyedek tulélését. A B. cereus fertdzést kdvetden azt tapasztaltuk, hogy a sériilt
mutans éllatok esetében a w''’® kontrollhoz viszonyitva csokkent a tilélé egyedek szdma. Ezen
eredményeink azzal magyarazhatdak, hogy az Imd jelatviteli Gitvonal f6 aktivatorai, a DAP-
tipusu peptidoglikant tartalmazé baktériumok, mint a B. cereus, a Toll és Imd jelatviteli
utvonalat is képesek aktivalni [Leone és mtsai., 2008].

A defensin-GFP transzgént hordozd ecetmuslicaban [Tzou és mtsai., 2000] az E. colival
vagy B. cereus-szal kivaltott szeptikus sériilés hatasara megemelkedett GFP molekula

kifejez6dése, ami arra utal, hogy a testiiregbe juté baktériumok humoralis immunvalaszt
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indukéalnak. A sériilés onmagéaban illetve az intakt allatok baktérium kezelése sériilés hianyaban
nem valtotta ki a defesin-GFP transzgén atirasat. A mddszer alkalmas az immunvalasz egyes
folyamatainak (pl. antimikrobidlis peptidek termelddése) és azok iddbeli Ilefolyasanak
vizsgalatara és nyomon kovetésére.

Az altalunk kidolgozott in vivo szeptikus sériilési modszer kontrollalt laboratoriumi
koriilmények kozott kivaltott sériilésen €s fertozésen alapszik. A mddszer nagy elénye az, hogy
jol reprodukalhatd, egyszertien kivitelezhetd, valamint nagyszamu egyed gyors vizsgalatara ad
lehetdséget. Az eldidézett sériilések egyforma méretiiek, a sériilés rovid id6 alatt 1étrehozhatd (30
allat/5-6 perc), ezért a kiilonbozo baktérium torzsekkel fertézott kiilonbozé mutaciokat hordozo
torzsek egy idében, egymassal parhuzamosan tesztelhetok. Az altalunk kidolgozott szeptikus
sériilési modszer jol hasznalhatd a szeptikus sériilést kovetd gazda-patogén interakcidban
szerepet jatszo faktorok azonositasara. A mikrokapillarissal, vagy tiivel kivaltott szeptikus
fert6zési modszerek soran az okozott mechanikai sériilés onmagaban is hatassal lehet a sériilt
egyedek tulélésére [Lemaitre és mtsai., 1997]. Az altalunk kidolgozott modszer nagy elénye,
hogy a lab tarsalis izeinek eltavolitasa lényegesen nem befolyasolja az allatok életképességét, a
tulélés kizarolag a korokozd patogenitasatol és a gazdaszervezet immunvalaszanak
hatékonysagatol fligg. Mivel mddszeriink soran a baktériumok nem invaziv médon, hanem a
sériilésen keresztiil keriilnek az allatok testiiregébe, ezért a védekezésben résztvevd faktorok és
jelatviteli Gtvonalak egyiittes hatasa vizsgalhatd. Mivel a gentamicin kezelést kdvetden a sériilt
ecetmuslicak pusztulasa lelassult a S. marcescens fertdézést kovetden az altalunk kidolgozott
modszer alkalmazhatd antimikrobialis anyagok tesztelésére is.

Eredményeink azt igazoljak, hogy a szeptikus sériilésre adott sikeres immunvalaszhoz az
immunrendszer kiilonb6zo folyamatainak, a koagulacionak, sebgyogyulasnak, melanizacionak,
antimikrobidlis peptidek termelésének, valamint a fagocitdzisnak az Osszehangolt miikodése
sziikséges. Az altalunk kidolgozott modszer e védekezési folyamatok egyiittesének in vivo
vizsgalatat teszi lehetdvé, felhasznaldsdval azonosithatoak a szeptikus sériilést kovetden a
korokozokkal szembeni védelemben, a koagulacioban, sebgyodgyulasban szerepet jatszo gének,
bakterialis virulencia faktorok és antimikrobialis anyagok. Az immunvalasz soran egyiittmikodo

faktorok azonositasara a fertézést kovetden csokkent €életképességet mutaté mutansok interakcios
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screenekben érzékenyitett hattérként hasznalhatok. Az altalunk kidolgozott modszer mind a
lokalis, mind a szisztémas immunvalasz vizsgalatara alkalmas.

A tovabbiakban szeptikus sériilési tesztiink felhasznalasaval egy iranyitott screent
végeztiik, amelynek soran olyan gének mutans alléljait hordozd ecetmuslicak életképességét
vizsgaltuk, amelyeknek irodalmi adatok alapjan szerepiik lehet a Dbakterialis fertdzés
lekiizdésében. Tesztiinkben B. cereus fertézést kovetden szignifikdnsan csokkent a sériilt
scramblase 1, multicopper oxidase 3 gének mutans alléljait hordozé allatok életképessége. Ezek
a gének a koagulacioban és a sebgyogyulasi folyamatokban jathatszanak szerepet, de ennek
igazolasdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek. Hasonld eredményt kaptunk a raspberry (ras’)
vizsgalata soran is, azaz szignifikansan csokkent a tuléld egyedek aranya B. cereus fertozést

1115 &5 Oregon-R kontrollokhoz képest. EbbSl arra kovetkeztettink, hogy a

kovetéen a w
raspberry gén altal kodolt Drosophila inozin-monofoszfat dehidrogenaz (IMPDH) szerepet
jatszik a szeptikus fertézést kovetd talélésben. Az raspberry recessziv letalis gén, ezért
vizsgalatainkat a ras’ hipomorf allélt hordozo ecetmuslicakon végeztiik. A ras’ a legerdsebb
homozigota életképes hipomorf allél, amely egy ismeretlen tipusu inszerciot hordoz [Nash és
mtsai., 1994; Slee és mtsai.,, 1995]. Irodalmi adatok szerint a rasberry altal kodolt IMPDH
sziikséges a Drosophila S2 sejtek E. coli fagocitalasahoz [Stroschein-Stevenson és mtsai., 2006].
Ezért kisérleteink sordn megvizsgaltuk a ras” hipomorf allélt hordoz6 larvak hemocitainak E. coli
fagocitald képességét. Nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a vad tipusu Oregon-R hemocitak
fagocitdzisatol.

A Drosophilaban a raspberry gén koédolja a GTP molekula szintézisének egyik
kulcsenzimét, az IMPDH enzimet, amely az immunvalasz jelatviteli utvonalaiban is
nélkiilozhetetlen szereppel bir. Katalitikus aktivitdisa mellett az IMPDH Drosophilaban
transzkripcios faktorként is miikddik [Kozhevnikova és mtsai., 2012]. Kisérleteink soran azt is
megvizsgaltuk, hogy a raspberry szerepet jatszik-e a Drosophila sejt-kdzvetitette
immunvalaszban, a parazitak koriili hemocitak altal kialakitott tok képzésében. Megvizsgaltuk,
hogy a ras’ tokképzési rendellenességét a szervezet megvaltozott GDP/GTP szintje okozza-e

vagy a hemocitak szintjén tortént valtozasok.
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Kisérleteink soran a Leptopilina boulardi G486 darazzsal a fert6zott Oregon-R kontroll
és ras’ muténs larvakban egyarant egy-két, ritkdn harom dardzspetét talaltunk. A fertézott ras’
mutansokbol szignifikdnsan tobb darazs kelt ki a babbdorbdl, mint a fert6zott Oregon-R
allatokbol, ami arra utal, hogy a vad tipusu ecetmuslicak tokképzd reakcidja hatékonyabban
miikodik, mint a ras’ mutdnsoké. Az Oregon-R esetében szignifikansan tobb volt azoknak a
baboknak a szama, amelybdl sem ecetmuslica sem darazs nem fejlodott, ami arra utal, hogy a
darazspete elleni kiizdelem kimeriti a gazdaszervezet erdforrasait. A gazdaszervezetek
nagymértékli pusztulasa azzal is magyarazhat6, hogy az ecetmuslica larvakban a fejlodo darazs
larvak olyan szOveti karosodasokat okozhatnak, amelyek mind a gazdaszervezet, mind a
parazitoid pusztulasat eredményezik. Darazs fertézés nélkiil a ras’ mutans és vad tipusa Oregon-
R allatokbol kikeld ecetmuslicak szamaban nincs szignifikans kiilonbség, ami arra utal, hogy a
ras’ allél Gnmagaban alig befolyasolja az allatok talélési esélyeit. A raspberry gén termékének
kettdsszala RNS-sel vérsejt, illetve lamellocita specifikus csendesitését kovetden szintén
szignifikdnsan tobb darazs kelt ki, mint a sziil6i kontroll torzsekbdl. Ezekbdl az eredményekbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a raspberry gén szerepet jatszik a tokképzo reakcid 1étrejottének a
szabalyozasaban.

Azt is megvizsgaltuk, hogy a ras’ mutansban a kikeld darazsak magasabb aranya
magyarazhato-e a tokképz6 reakci6 hatékonysaganak csokkenésével. A parazitizalt ras’
larvakban joval tobb €16 darazs larvat és részlegesen melanizalt darazs petét talaltunk, mint a vad
tipusu larvakban, ahol viszont szignifikdnsan tobb melanizalt petét szamoltunk. Hasonlo
eredményeket kaptunk, a raspberry géntermékének vérsejt specifikus csendesitését kovetoen.
Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a rasberry géntermék hidnyaban a darazspete koriili
tokképzés soran, a melanizaciés kaszkad reakcio zavart szenved.

A vad tipust larvakban a darazspetére tapadd plazmatocitak €s a plazmatocita réteget
befedd lamellocitak szoros tokba zarva kiilonitik el a betolakodd parazitoidot a testiiregben.
Ebben a folyamatban olyan adhézios és sejt-sejt kapcsolatokat kialakitd molekulak vesznek részt,
mint példdul az integrinek vagy a Neuroglian [Irving és mtsai., 2005; Williams, 2009].
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy darazsfertdzést kovetéen mind a ras” mutinsban, mind
a raspberry géntermék kettésszala RNS-sel torténd vérsejt specifikus csendesitését kovetden

megemelekedett a laza szerkezetli tokok aranya a kontroll torzsekhez képest. Hasonlo fenotipust
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figyeltek meg a tumorképzddésben szerepet jatszé JAK/STAT jelatviteli titvonalban résztvevd
GTP-kotd fehérje, a heterotrimerikus G protein o alegysége, a Ga73B szintjének Hop'* hattéren
torténd csokkentése soran [Bausek és Zeidler, 2014]. Ez esetben a Hop'*-ban megfigyelt
pretumorokhoz képest, az alacsony Ga73B szint kovetkeztében csak lazan kapcsolodo sejt
aggregatumok keletkeztek és nem alakultak ki a Hop™* adultokban megfigyelt tomor szerkezetii
melanizalt tumorok [Bausek és Zeidler, 2014]. A Ga73B fehérje az immunvalsz soran szerepet
jatszik a Rhol aktivalasaban és a filopodiumokban torténd lokalizaciéjaban [Weinstein és mtsai.,
2006], de a lamellocitak differencialodasara nincs hatassal [Weinstein és mtsai., 2006].
Megvizsgaltuk, hogy a tokképzés csdkkent hatékonysaganak hatterében vérsejtképzddési
zavar 4ll-e. Bar a ras’ mutans keringésében kevesebb hemocitat szamoltunk, mint a vad tipusban
a kiilonbség nem volt szigifikans, és abnormalis lamellocita differenciadlédast sem tapasztaltunk,
a lamellocitak a vad tipushoz hasonléan immunindukciot kdvetéen megjelentek a keringésben
[Kari és mtsai., 2016].
Kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy raspberry gén szerepet jatszhat a lamellocitak parazita
petékhez torténd kitapadasaban. A vérsejtek adhézidja soran citoszkeletalis atrendezddések
jatszédnak le, lamellopodiumok és filopodiumok alakulnak ki, melyben a kis GTP-az Rac2
molekula is szerepet jatszik [Stramer és mitsai., 2005; Williams ¢s mtsai.,, 2005; 2007].
Kisérleteink soran darazsfertézést kovetden megvizsgaltuk a ras’ mutans larvakban a keringé
hemocitak morfologiai jellemzdit €s meghataroztuk a keringésben el6forduld filopodiummal
rendelkez8 hemocitak szamat. Vizsgalatainkba bevontuk a Rac2? és ras’; Rac2” mutansokat is.
Eredményeink szerint a ras’, a Rac2” és a ras’; Rac2”" mutansokban is szignifikinsan csokkent a
filopoédiumokkal rendelkezé hemocitak szama a vad tipu Oregon-R-hez képest. A Drosophila
raspberry gén mutécidja, illetve az RNS interferencia altali géncsendesitése kedvezdtleniil hathat
az altala kodolt IMPDH enzim ¢€s ezen keresztiil, a GTP molekulak termelodésére, amelyek a
hemocitak motilitasahoz és kitapadasahoz sziikséges lamellipodiumok és filopodiumok
képzodésében nélkiilozhetetlen kis GTPazok és G proteinek megfeleld miikodéséhez is
sziikségesek. Azonban tovabbi kisérletek sziikségesek annak tisztdzasara, hogy az IMPDH
fehérje kizarolag a katalitikus enzim funkcidja, vagy a DNS koté szerepe, esetleg mindkét
funkcidja egyiittesen jatszik-e szerepet a Drosophila parazitoid dardzs elleni sejt-kozvetitette

immunvalaszaban. Vizsgalataink szerint a raspberry gén szerepet jatszik a parazitoid darazspete
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koril kialakulo a tokképzésben és a gazdaszervezet fert6zést kovetd tulélésében, valosziniileg az
immunvalasz folyamatainak zavartalan mikodéséhez sziikséges GTP szintézisében betdltott

szerepe miatt [Kari ¢s mtsai., 2016].
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6. Osszefoglalas

PhD munkam soran Drosophila melanogaster modellszervezetben egy olyan 1j szeptikus
sériilési modellt dolgoztam ki, amely alkalmas a patogén-gazdaszervezet kolcsonhatasokban
résztvevd faktorok azonositdsara és jellemzésére, valamint kiilonb6zé anyagok antimikrobidlis
hatasanak in vivo tesztelésére.

Szeptikus sériilést kovetden a Drosophila szervezetébe jutd mikroorganizmusok
humoralis faktorok és immunsejtek egytittmiikddésén alapulé immunvélaszt indukalnak [Stramer
¢s Dionne, 2014]. A kutikula sériilése koagulacidos kaszkadd reakcidt valt ki, melynek
kovetkeztében a seb koriil a hemolimfa megalvad [Theopold és mitsai., 2014]. Az alvadék
megakadalyozza a hemolimfavesztést, de az immunvédekezésben is fontos szerepet jatszik,
mivel a mikrobak megkotésével megakadalyozza bejutasukat a gazdaszervezetbe [Wang és
mtsai., 2010; Krautz és mtsai., 2014]. A hemolimfa koagulacidja soran a profenoloxiddz enzim
kaszkad is aktivalodik, ennek kovetkeztében melanin és szabad gyokok képzddnek, amelyek
toxikusak a korokozok szamara [Tang, 2009]. Amennyiben a patogének mégis bekeriilnek a
testiiregbe, szisztémas immunvalaszt valtanak ki, melynek soran a sejt-kdzvetitette immunvalasz
¢s a humoralis immunrendszer is aktivalodik [Stramer és Dionne, 2014]. A sejt-kozvetitette
immunvalasz végrehajtdé elemei a vérsejtek, amelyek harom osztalyba sorolhatdéak: a
plazmatocitak, a lamellocitak €s a kristalysejtek [Rizki és Rizki, 1980; Kurucz és mtsai., 2007a;
Kurucz és mtsai., 2003; Rus és mtsai., 2006]. A plazmatocitak kis, szférikus sejtek, a legnagyobb
szamban jelenlévé vérsejtpopulaciot alkotjak, a baktériumok és apoptotikus sejtek
bekebelezésében, tovabba a noduldcié folyamataban van szerepiik. A kristalysejtek a
melanizacidés folyamatok nélkiilozhetetlen elemei [Bidla és mtsai.,, 2007; Dudzik és mtsai.,
2015]. A lamellocitak immunindukcié hatdsara differencidlodnak a larvaban, és a tokképzo
folyamatokban vesznek részt, amely soran a plazmatocitakkal egyiitt tobb rétegben koriil veszik
a nagyméretl, nem fagocitalhaté testidegen részecskéket, mint példaul a parazitoid
fiirkészdarazsak petéit [Russo és mtsai., 1996; Williams €s mtsai.,, 2005; 2006; Mortimer és
mtsai., 2013]. A humordlis immunvalasz sordn antimikrobidlis peptidek termelddnek. Az
antimikrobialis peptideket kodold gének atirasat két NF-kB-szeri jelatviteli titvonal szabalyozza
[Myllymaéki és mtsai., 2014; Lindsay és Wassermann, 2014]. A Toll utvonalat tobbnyire a lizin-

tipusu peptidoglikannal rendelkezé6 Gram-pozitiv baktériumok, mig az Imd utvonalat a DAP-
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tipust peptidoglikannal rendelkezd Gram-negativ és a Bacillus génuszba tartozé Gram-pozitiv
baktériumok és gombak aktivaljak [Leulier és mtsai., 2003; Neyen és mtsai., 2012].

Az immunvédekezésben szerepet jatszo genetikai faktorok azonositdsara a természetes
¢lohelyen létrejovo sériiléseket imitaldé modszert dolgoztunk ki, mely alapvetden kiilonbozik a
korabban altalanosan hasznalt modszerektdl [Lemaitre €s mtsai., 1997]. Az altalunk kidolgozott
eljarasban az egyedek tarzalis szegmentjeinek eltdvolitasa hilen modellezi a természetes
koriilmények kozott 1étrejove szeptikus sériilést és a mechanikai sériilés onmagaban nem
befolyasolja az egyedek ¢€letképességét [Kari és mtsai., 2013].

A sériilt egyedeket GFP-t termelé Escherichia coli baktérium pazsitot tartalmazo
taptalajon tartottuk és bemutattuk, hogy az igy okozott sériilésen keresztiil a baktériumok
bejutnak az allatok testiiregébe. A sértetlen €s sériilt allatok Gram-negativ Serratia marcescens
¢€s Escherichia coli, valamint Gram-pozitiv Bacillus cereus var. mycoides baktériumfert6zése azt
mutatta, hogy az ecetmuslicak pusztulasat minden esetben az okozott sériilésen keresztiil bejutod
mikroorganizmusok valtottdk ki. Modszeriink validalasat a humoralis immunvélaszban mar
ismert szerepet jatszo gének a spdtzle, Dredd, Relish és a koagulacioban résztveve Hemolectin
(Hml) mutans alléljait tartalmazod Drosophila torzsek felhasznalasaval végeztiik [Manfruelli és
mtsai., 1999; Weber és mtsai., 2003; Leulier és mtsai., 2000; Dushay és mtsai., 1996; Goto ¢€s
mtsai., 2001]. A AHml mutanssal kapott eredményeink ravilagitottak arra, hogy a Hemolectinnek
fontos szerepe van.

Szeptikus sériilési modelliink felhasznalasaval az immunvalaszban szerepet jatszo 1j
géneket is azonositottunk, tobbek kozott a Drosophila inozin-monofoszfat-dehidrogenaz
(IMPDH) enzimet kédolo gént, a raspberryt, amely a GMP szintézis kulcsenzime. A guanin
nukleotidok  nélkiilozhetetlen  szerepet  jatszanak a  sejtek  proliferacidjaban  és
differencialodasaban, a sejtosztodasban, jelatvitelben és az apoptoézisban [Hedstrom, 2009].
immunvalaszban [Zimmermann és mtsai., 1998; Vethe és mtsai., 2014]. Eredményeink szerint a
raspberry tészt vesz az adult ecetmuslicdk szeptikus sériilését kovetd baktériumfertézés
lekiizdésében, valamint a larva parazitoid darazsfertézést kovetd sejt-kdzvetitette

immunvalaszaban, a tokképzésben. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a L. boulardi G486
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altal fert6zott raspberry mutans babokbol, valamint a raspberry gén hemocita specifikus
csedesitését kovetden kifejlodott babokbol szignifikansan tobb darazs kelt ki, mint a vad tipusu
Oregon-R babokbol. Azt is megfigyeltiik, hogy a darazzsal fert6zott larvakban csokkent a
teljesen melanizalt darazspeték szama, mig a részlegesen melanizalt darazspeték, valamint az é16
darazs larvak aranya szinifikdnsan magasabbnak mutatkozott a vad tipushoz, illetve a sziil6i
kontrollokhoz képest. Ezen kiviil mind a raspberry mutansban, mind a raspberry gén hemocita
specifikus csendesitését kdvetden magasabb volt a laza szerkezetli tokok aranya a kontrollokhoz
képest, ami arra utal, hogy a raspberry gén altal kédolt IMPDH sziikséges aa lamellocitak
daradzspetéhez torténd kitapadasdhoz. Eredmémyeinkbdl arra kovetkeztiink, hogy a raspberry
mutacidja miatt kevésbé hatékonyan miikddnek azok a GTP igényes jelatviteli Uitvonalak és
immunfolyamatok, amelyek a parazitoid dardzs pete felismeréséhez ¢és elpusztitdsahoz
sziikségesek. A Drosophila raspberry gén mutacidja, illetve az RNS interferencia altali
géncsendesitése kedvezotleniil hathat az altala kodolt IMPDH enzim és ezen keresztiil, a GTP
molekulak termelddésére, amelyek a lamellopédiumok ¢és filopodiumok képzddésében
nélkiilozhetetlen kis GTPazok ¢és G proteinek megfeleld miikodéséhez sziikségesek [Kari és

mtsai., 2016].

Kidolgoztunk egy 10j szeptikus sériilési modellt Drosophilaban, amely a természetben is
eloforduld sériilést modellezi, és alkalmas a szeptikus sériilést kovetéen a korokozokkal
szembeni védelemben, a koagulacidoban, sebgydgyulasban szerepet jatszo faktorok azonositasara,
tovabba antimikrobialis anyagok tesztelésére [Kari €s mtsai., 2013]. A modszer felhasznalasaval
uj géneket azonositottunk, amelyek szerepet jatszanak a szeptikus sériilést koveto talélésben. A
raspberry altal kodolt IMPDH-r6l kimutattuk, hogy szerepet jatszik a parazitoid darazspete kortil
kialakuld a tokképzésben és a gazdaszervezet fertdzést kovetd talélésében.Eredmémyeinkbol
arra kovetkeztiink, hogy a raspberry mutacioja miatt kevésbé hatékonyan mikddhetnek azok a
GTP igényes jelatviteli utvonalak ¢és immunfolyamatok, amelyek a parazitoid darazs pete

felismeréséhez €s elpusztitasahoz sziikségesek [Kari €s mtsai., 2016].
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7. Summary

Insects are armed with an evolutionarily conserved cell mediated immune-defense
mechanism, which may serves as a prototype of innate immunity in all phyla of the animal
kingdom [Buchon et al., 2014]. The fruit fly, Drosophila melanogaster, with its philogenetically
conserved innate immune system and well known genetic system, is one of the most frequently
used model organisms to study regulation of cell mediated immune defense and has been widely
used model organism to study host response to microbial and parasitic infections [Stramer €s
Dionne, 2014]. The effector cells of the cellular immune response in the fruit fly are called
hemocytes. The subsets of hemocytes exert a concerted action in the cell mediated immune
response [Vlisidou et al., 2015]. The plasmatocytes engulf microorganisms, the crystal cells are
involved in melanization and the lamellocytes participate in the encapsulation of large foreign
particles. Lamellocytes, the encapsulating cells, may develop from phagocytic plasmatocytes
upon immune induction [Honti et al., 2010; 2013]. In the course of plasmatocyte-lamellocyte
transition the morphological and functional changes can be monitored by the expression pattern
of hemocyte-specific marker molecules; the plasmatocyte-specific markers become silenced and
markers, defining subsets of lamellocytes, are expressed sequentially [Honti et al., 2010].

The external chitin cuticle is the first barrier that protects insects from microbial invasion.
Pathogens entering the hemocoel trigger a systemic immune response with cell-mediated and
humoral components [Stramer and Dionne, 2014]. Injury of the cuticle activates hemolymph
clotting, which blocks the loss of body fluids and the spreading of the microorganisms into the
hemocoel by immobilizing bacteria at the wound site [Wang et al., 2010 Theopold et al., 2014].
The cell-mediated arm of the immune response is carried out by the hemocytes, the production of
antimicrobial peptides are regulated by the Toll and the Imd (immune deficiency) signaling
pathways [Myllymaki et al., 2014; Lindsay and Wassermann, 2014].

To identify novel factors involved in the response to septic injury in Drosophila
melanogaster we developed and validated a new method [Kari et al., 2013]. This method, based
on inducing lesion by removing the tarsal segments of the first pair of legs of Drosophila adults,
imitating injury that often occurs in the natural habitat and exposing them to different bacteria.
The technique was validated by using different Drosophila mutans known to be involved in the

blood clotting or in the regulation of the humoral and the cell-mediated immune response.
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We found that the injury itself does not affect the survival of the animals, except for the
Hmlmutants, which lose more hemolymph after wounding and showed decreased survival rate
following both sterile and septic injury compared to the control. Our result showed that beside
the important role of Hemolectin in larval hemolymph clotting, it is also involved in the wound
healing of the adult flies.

We used E. coli, B. cereus and S. marcescens which did not significantly altered the
survival of the investigated mutants (spz”/spz’, Dredd””"*'?, Rel*” and Hm?™’*) and control flies
without injury. However after injury the Imd pathway mutants Dredd”"'*"? and Rel*” and also
the hemolymph clotting factor Hemolectin (Hm?™*”*) mutant flies showed reduced viability after
either B. cereus or E. coli infection, while the spdtzle (spz*/spz*), involved in the Toll pathway,
was significantly sensitive to B. cereus infection. These results show that our new septic injury
method is suitable for high-scale screening of key factors involved in host-pathogen interactions.
The major advantage of our method is that the wound by itself is insignificant; the effect on
survival can be attributed entirely to the infection and the defensive capabilities of the host
organism [Kari et al., 2013].

Using this novel septic injury method, we found that the raspberry gene is involved in the
survival of the flies after septic injury since the survival rate of the mutants decreased
significantly after B. cereus infection. This gene encodes the Drosophila inosine monophosphate
dehydrogenase, which is a key enzyme of the de novo synthesis of guanine nucleotides. Guanine
nucleotides are critical for cell proliferation and differentiation, cell division, cell signaling and
apoptosis [Hedstom, 2009]. In mammals, de novo GMP synthesis is required for lymphocyte
proliferation and in the immune [Zimmermann et al., 1998; Vethe et al., 2014].

We investigated the role of raspberry in the immune response of the Drosophila larvae,
especially in the encapsulation reaction after infection with the parasitic wasp Leptopilina
boulardi G486. After wasp infestation in the mutants the proportion of living wasp larvae was
significantly higher compared to the Oregon-R control, while in the Oregon-R the proportion of
the encapsulated and melanized wasp larvae was significantly higher. The capsules in rasberry
mutants showed a loosened structure, the lamellocytes attached improperly to the wasp eggs
causing a defective encapsulation reaction. We observed the same phenomena using two

different rasberry RNAI constructs. The eclosion rate of wasps was higher in the raspberry
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mutants than in the wild type control group. The results show that raspberry has a role in the
defense against the parasitic wasp Leptopilina boulardi and is required for a proper

encapsulation response [Kari et al., 2016].

We established a new method for screening factors involved in the response to septic
injury in Drosophila melanogaster. The method is suitable for genetic screens with the aim of
identifying factors involved in host—pathogen interactions. The technique was validated by using
mutant variations of different components of the immune response, blood clotting as well as the
involvement of a number of genes known to be instrumental in the humoral and cell-mediated
immune responses of Drosophila. It also allows the screening of potential antimicrobial drugs in
vivo [Kari et al., 2016].

We found that Drosophila inosine 5'-monophosphate dehydrogenase (IMPDH), encoded
by raspberry (ras), is required for a proper cellular immune response against eggs from the
parasitoid wasp Leptopilina boulardi. The hemocyte attachment to the egg and subsequent
melanization of the capsule are deficient in hypomorphic ras mutant larvae, which results in a
compromised cellular immune response and increased survival of the parasitoid. Possible
explanation for the role of raspberry in the encapsulation reaction is that it encodes the rate-
limiting enzyme for GTP synthesis and thus influences the function of enzymes requiring GTP.
It is known that G proteins and small GTPases are involved in the regulation of processes related
to the immune response. However, further studies must be conducted to elucidate the exact
pathways affected in the case of decreased IMPDH level in the encapsulation reaction [Kari et

al., 2016].
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10. Roviditések jegyzéke

AMP: antimikrobialis peptid

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)
Bsk: Basket

CRQ: Croquemort

DAP: diaminopimelinsav

DAPI: 4°6’-diamidino-2-phenylindole

Dif: Dorsal-related immunity factor

Dome: Domeless

Dredd: Death related ced-3/Nedd?2-like caspase
Dscam: Down syndrome cell adhesion molecule
EGF (epidermal growth factor)

FBP-1: fat body protein-1 (zsirtest fehérje-1)
FBS: fetal bovine serum (magzati borju szérum)
FITC: fluorescein isothiocyanate

GFP: green fluorescent protein

He: Hemese

hep: hemipterous

Hml: Hemolectin

hop: hopscoth

Ig: immunglobulin

Imd: Immune deficiency

IMP: inozin-monofoszfat

IMPDH: inozin-monofoszfat-dehidrogenaz
JAK: Janus kinaz

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LG: lymph gland (kdzponti nyirokszerv)
I(3)mbn: lethal(3) malignant blood neoplasm
msn: misshapen

Rel: Relish
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PAMP: pathogen-associated molecular patterns ( patogénekre altalanosan jellemz6 molekularis
mintazatok)

PBS: Phosphate buffered saline

PBT: Phosphate buffered saline-Tween 20

PG: peptidoglikan ¢és lipopoliszacharid (LPS),
PGRP-LC: Peptidoglycan-recognition protein-LC
Rho-GEF: Rho guanine nucleotide exchange factor
proPO: profenoloxidaz

PTU: 1-fenil-2-tiourea

SERCA: sarco-/endoplasmic reticulum calcium ATPase
ST: sessile tissue (szesszilis szovet)

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
spz: spdtzle

TEP: thiolester-containig protein

UAS: upsteam antivating sequence

Upd3: Unpaired 3

VLP: virus-like particles virusszerii részecskék

Zir: Zizimin-related

XMP: xantozin monofoszfat
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