A Pélyéazat altal biztositott keretek lehetové tették a Drosophila melanogaster
velesziiletett immunitasanak vizsgalatdban kapott korabbi eredményeink értelmezését,
valamint a vizsgélatok 11j iranyokba torténd kiterjesztését.

1.) Meghataroztuk tobb, korabban vérsejtantigénként jellemzett molekula kodold génjét

crer

2.) Azonositottunk tobb, az embrioban, a larvaban ¢€s a kifejlett rovarban megnyilvanulo
vérsejtantigént.

3.) Genomszintli genetikai screent kezdtiink ,,in vivo”, melynek segitségével a
differeencialodasi vonalak és a vérsejtompartmentumok fejlodését szabalyozo géneket
azonositottunk.

4.) A vérsejtantigének jellemzése, ,,in vivo™ hasznalatd genetikai konstruktok létrehozésa
¢s a genetikai screen soran kapott elézetes eredmények alapjan egy eddig nem azonositott
immunologiai kompartmentum létére kovetkeztetiink.

5.) A Drosophila antigének feltételezett gerinces megfeleldit vizsgaltuk ,,in silico”
modszerekkel.

Ad 1.:

1.1. P1 NimC1 Meghataroztuk az altalunk kordbban azonositott P1 antigén génje
(nimro6d) kornyezetében és a Drosophila genomban masutt felismert homomoldgok
megnyilvanuldsanak a mintazatat. A Drosophilaban és az egyéb fajokban jellemzett
homologok ,,in silico” analizise egy 0 tipusu EGF-repeat, az un. nim- (Nimrod) repeat
leirasat tette lehetdéve, melynek alapjan a molekulat nimC1-nek neveztiik. Kimutattuk,
hogy nimC1 molekula részt vesz fagocitozis folyamatanak a szabalyozasaban

A NimC1 molekulat kodold gén kdrnyezetében azonositott molekulakrol megallapitottuk,
hogy egyediil a nimA nem nyilvanul meg hemocitakon. A tobbi molekulat megkiséreltiik
E.coliban expresszaltatni. Miutan valamennyi nim konstrukt a termeltetd baktériumra
nézve toxikusnak bizonyult, eukaridta expresszios rendszerben is megkiséreltiik a gént
expresszaltatni, azonban a konstrukt itt is toxikusnak bizonyult. A Nim repeatek
részlesebb analizise folvetette azt a lehetdséget, hogy a konstrukt toxicitasat altalanos

egy Nim repeateet kodold és egy, a repeatet nem kodolo régiot expresszaltattunk
baktériumban. A nim repeatet tartalmazo konstrukt toxikusnak bizonyult, mig a repeatet
nem tartalmazd konstrukt nem volt toxikus. Hazai egyiittmiikodés keretében megkezdtiik
a tesztelt régioknak megfeleld peptidek antimikrobialis/baktericid hatasanak a tesztelését.

1.2. Meghataroztuk a sejt-kozvetitette immunvalasz tokképzd reakcidjaban résztvevd
sejtek, a lamellocitak differencidlodasanak minimalis, de sziikséges feltételeit.



1.3. A lamellocitakban specifikusan megnyilvanulé, kordbban altalunk azonositott LS
antigénrol igazoltuk, hogy az a filamin magas molekulasulya izoformaja és, hogy a
molekula a lamellocita-differencialodas szuppresszora.

1.4. A lamellocita-specifikus Hella/Atilla antigénnek 8 funkcidvesztéses alléljat hoztuk
1étre, melyeknek bioldgiai tesztekben torténd jellemzése folyamatban van. Egy, a
leghosszabb deléciot hordozo allélt részletes genomikai analizisnek vetettiink ald. A
microarray analizist a tobb mint 18500 transzkriptet tartalmazo Affymetrix GeneChip®
Drosophila 2.0 Array alkalmazéasaval végeztiik. Osszesen 3507 transzkript esetében
kaptunk génexpresszios valtozast a vizsgalt harom idépont barmelyikében, melyek koziil
a jelentOs expresszios kiilonbséget mutatd géntermékeket tobb csoportba soroltuk. A
hella mutansban mindharom idépontban emelkedett, illetve csokkent expresszids szintet
mutatd gének egy része bizonyitott vagy potencialis immunfunkcidval rendelkezik,
valamennyien az Attacin antimikrobidlis peptid csaladba tartoznak. Az eredmények a
Drosophila humoralis és sejt-kozvetitette immunvalaszénak a kapcsolatara utalhatnak.

Az atilla-géntdl 3’ irdnyban elhelyezkedé EP elem mobilizalasaval sikeresen 1étrehoztunk
nyolc, az atilla gént érintd deléciot, melyekbdl torzseket alapitottunk. A delécios torzsek
funkcionalis vizsgalataval megallapitottuk, hogy valamennyi delécids térzs azonos
fenotipust mutatott, a kontroll perfekt excizios torzsekkel. A deléciot homozigdta
formaban hordoz6 torzsek életképesek, egyedfejlédésiikben nem tapasztaltunk élettel
Osszeegyeztethetetlen, az immunvalaszban vagy a vérsejtdifferencialodas soran
megfigyelhetd valtozast. Az atilla gén delécios, funkcidvesztéses alléljeit genetikai
interakcidokban kezdtiik vizsgalni; interakcids partnerként olyan mutéciokat hasznalunk,
funkciojaban a vad tipustol eltérést mutatnak. Az elsd genetikai interakcidt az 1(3)mbn-1
mutacioval hoztuk létre. Tovabbi kettds mutansok vizsgalata van folyamatban.

Az atilla gén funkcidnyerésének illetve ektopikus expresszidjanak vizsgalatara
létrehoztuk az atilla gén teljes cDNS-ét tartalmazd UAS-atilla konstruktot, amelyeknek
legyekbe transzformalasaval a kisérletekhez megfeleld transzformans torzset hoztunk
létre. Az UAS-atilla konstruktot hordozo legyekben az atilla expresszigjat eldszor a
HemeseGal4 meghajtoelem hasznalataval vizsgaltuk. A meghajtas kovetkeztében az
Atilla fehérje a plazmatocitakon és kristalysejteken is kifejezédik. Az ektopikus
expresszio €lettani kovetkezményeit jelenleg vizsgaljuk. Eddigi eredményeink szerint a
gén ektopikus expresszidja plazmatocitakban nem befolyasolja a fagocitozist.

Tobb adatunk arra utal, hogy a larvaban kizardlag a lamellocitdkon megnyilvanulo atilla
gén az embrion ¢€s az adultban is megnyilvanul, ezért az atilla gén expresszidjanak
vizsgalatat kiterjesztettiik az egyedfejlédés kiilonbozd stadiumaiban fejlods egyéb
szovetekre. Ez tovabbi érdekes kérdéseket vet fel az atilla gén stadium- és

ehhez sziikséges kisérletek - az atilla expresszid pontos helyének és idobeni valtozasanak
vizsgélata - jelenleg folyamatban vannak.



Ad 2.:

2.1. A perikardialis sejteken, a larva és az embri6d vérsejtjein megnyilvanuld antigént
(H1) azonositottunk (Kurucz et al. Acta biol. Hungarica)

2.2. Az adult vérsejtjeire altalanosan jellemz6 imunoldgiai markertként azonositottuk az
AdI antigént. Meghataroztuk a marker expresszidjanak a szintjét az egyedfejlodés
kiilonboz6 stddiumaiban valamint a kiilonb6z6 vérsejtpopulaciokban. Megallapitottuk,
hogy a molekula ez egyedfejlodés soran a larvaban alacsony szinten expresszalodik,
magas szinten a baballapotban jelenik meg el0szor a vérsejtek citoplazméjaban, majd az
adult stadiumot elérve a vérsejtek felszinén is megjelenik. A sejtmembranhoz kapcsolt
molekula molekulatomege 10kDa. A molekula az immunologiai vizsgélatok és a
Western-blot analizisek alapjan a vérsejt eredetli S2 sejtvonalban is megnyilvanul, amely
megkonnyiti izolalasat és szekvenalasat. Megallapitottuk tovabba, hogy a molekula
megjelenésével parhuzamosan az altalunk kordbban azonositott Hemese-molekula eltlinik
a sejtek felszinérdl. Ezek az eredmények ¢€s a vérsejt-transzplantacios kisérletek arra
utalnak, hogy az egyedfejlédés sordn a vérsejtek nem passziv taléldk, hanem a
vérsejtekben az egyedfejlodés soran egy finoman szabalyozott genetikai program valdsul
meg az egyedfejlddés soran. A program egyes l1épéseinek a megértéséhez kozelebb vihet
a kodolo gén és a transcript és a fehérje részletesebb jellemzése. A molekula a vérsejt-
eredetli S2 sejtvonalban is megnyilvanul, ezért S sejtekbdl cDNS expresszios
génkonyvtarat hozunk létre valamint MALDI analizis elvégzéséhez immunprecipitaljuk
az antigént.

2.3. A posterior vérképz6 szovettel tortént immunizalast kovetden lamellocita-specifikus
markerket azonositottunk (1. 3.1.)

Ad3.:

3.1. Funkciovesztéses genetikai screenbdl azonositott, meghatarozott, kis méretii
delécion, a Df(2L)E-n, beliil térképezddo 9 tagh letalis komplementacios csoport
(Pis118/4, Pis55B, Pis103, PisS2r49a/6, Pis94A, PisR19, PisR20, , Pis94E) analizisével
igazoltuk, hogy a Piros szem (Pis) gén mutacidi egy epigenetikus represszor gént
determindcidjaban szerepe van. A funkcidvesztéses mutansok korai babletalisak. A
mutansok a klasszikus Polycomb-csoport génjeire jellemzé homeotikus
transzformaciokat mutatnak. A homo-, és transz-heterozigota harmadik stadiumu
larvakban er6sen megnovekszik a vérsejtek szama. A kiilonbozd allél-kombinaciokban
haromtol akar tizszeres sejtszdm novekedés torténik. A homozigdta mutdns kombinaciok
egy részében a larvak némelyikében a normalisnal nagyobb lymph gland-et talaltunk.
Altalaban jellemzd viszont a szesszilis szovetben 16v6 sejtek szamanak erds
megndvekedése. Azt tapasztaltuk, hogy a mutans larvakban a keringésben megemelkedik
a specialis ellenanyaggal kimutathat6 kristalysejtek szdma, ezzel parhuzamosan a
kutikuldhoz beliilrél kitapadt kristalysejtek szdma viszont egyértelmiien csokken.
Kiilonleges fenotipusként a Pis mutdns kombinaciokban immunstimulécié nélkil is nagy



mennyiségben jelennek meg lamellocitak. Van olyan Pis mutécio (Pis110), amely
dominansan, heterozygota allapotban is képes lamellocita differencialodést kivaltani.

3.2. Genomszintli funkciovesztéses screent kezdtiink a vérsejtek differencialédasat
szabalyozo faktorok azonositasara. A kisérletéhez a NIG-Fly (National Institute of
Genetics, Japan): RNAI Fly Stock Center altal forgalmazott térzsgytijteményt hasznaljuk
egy vérsejtspecifikus meghajtéelemet hordozé toérzzsel kombinacidoban. A screen soran
eddig 2600 torzset kereszteztiink és elemeztiink az eddigi eredményeink szerint tiz,
valamelyik vérsejtkompartmentum fenotipusat érintd gént talaltunk, melyeket a
kovetkezd tablazatban mutatunk be.

Torzs Gén A szesszilis szdvet fenotipusa
szdma
6476R-1 | Su(var) 3-9; Suppresor of sejtszam novekedés
variegation
6413R-3 | Dis 3 sejtszam novekedés
6238R-4 | ssh; slingshot keringd sejtek szama megnovekedett
6474R-1 | e(y)1; enhancer of yellow sejtszam csOkkenés
6452R-4 | TwdlO; tweedle O sejtszam csOkkenés

6233R-1 | Ufdl-like; Ubiquitin fusion | sejtszdm csokkenés
degradation 1-like

16720R-2 | SHT 1A, serotonin receptor | sejtszam csokkenés

1A
6620R-2 | ial; Ipll-aurora like kinase sejtszam csOkkenés és nagyméretii sejtek
9774R-1 | rok; Rho kinase sejtszam csOkkenés és nagyméretli sejtek
X NimC1 homolég A szesszilis szovet szerkezete felbomlik, a

keringésben nincsenek lamellocitdk

A gének tovabbi jellemzése folyamatban van. Az alabbi képek mutatjak be a két
legmarkéansabb fenotipust, amelyet a szesszilis szovet elbomlasa jellemez,
immunstimulécié hianyaban is.




hmI|>GFP

Ad4.:

4.1. A Drosophila larvak vérsejtjeinek immunfestése (Kurucz et al. Acta Biol.
felhasznalasaval altalunk 1étrehozott HeGAL4-UAS-GFP konstrukttal (Zettervall et al,
PNAS) végzett kisérletek abba az iranyba mutattak, hogy a larvaban 1étezik egy eddig
nem azonositott, funkcidjat tekintve egységesnek mondhat6 vérsejt-kompartmentum,
kompartmentum fejlédése a poszterior spirdkulumok mellett elhelyezkedd sejtcsomokbol
(altalunk poszterior vérképzo szovetnek elnevezett — Posterior Hematopoietic Tissue)
indul és anterior iranyba terjed. A kompartmentum szerkezete immunstimulaciot
kovetden felbomlik és a keringésben lamellociték jelennek meg. A poszterior vérképzo
szovet sejtjeivel tortént immunizalast kovetden eldallitott panel elemzése folyamatban
van, azonban mar azonositottunk olyan markereket, amelyek az érett vérsejteken vannak
jelen, s6t egyesek kizarolag a lamellocitdkon. Mindez azt sejteti, hogy a lamellocitak
eldalakjai — az eddigi feltételezésekkel ellentétben — nem a kdzponti nyirokszervbdl,
hanem ebbdl a kompartmentumbdl szarmaznak. Ezt a feltételezésiinket a késébbiek soran
tobb kisérleti rendszerben igazoltuk (Makus és mtsi. PNAS, 2009)

Ad S.:
5.1. A Drosophila antigének feltételezett gerinces megfelel6it vizsgaltuk ,,in silico”

modszerekkel. Kovetkeztetések levonasdhoz kisérletes munkara van sziikség, melyet
hazai egyiittmiikodés keretében terveziink.



Megjegyzés: Az altalunk azonositott markereket a Drosophila vérsejt-differencialodasat
¢s funkcioit vizsgalo laboratériumokban rutinszertien hasznaljak (eddig 314 reagens
mintat kiildtiink).



