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Bevezetés  

 

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) a veleszületett 

immunitás tanulmányozásának kiváló modellszervezetévé vált, amelyre 

egyrészt széleskörő genetikai eszköztára teszi alkalmassá, másrészt az a 

felismerés, hogy a rovarok és a gerincesek elsıdleges immunválaszában 

szerepet játszó jelátviteli útvonalak számos eleme molekuláris analógiát 

mutat. Az ecetmuslica mikroorganizmusok és paraziták elleni 

védekezésében immunrendszerének különbözı elemei vesznek részt: a 

humorális válaszban elsıdleges szerepő zsírtest, amely antimikrobiális 

peptideket termel, illetve a sejt-közvetítette immunválasz effektor elemei, az 

immunsejtek, vagy hemociták, amelyek a keringésben vagy a szövetekhez 

kitapadva helyezkednek el. A hemociták morfológiájuk és funkciójuk 

alapján három altípusra csoportosíthatók: a kis kerek plazmatocitákra, 

amelyek a mikroorganimusok fagocitózisában, antimikrobiális peptidek 

termelésében és a parazitoid darazsak elleni tokképzési reakcióban vesznek 

részt; a melanizációban szerepet játszó kristálysejtekre, amelyek 

citoplazmájukban profenoloxidáz zárványokat tartalmaznak, valamint a 

nagymérető, lapos lamellocitákra, amelyek a parazitoid darazsak körüli 

több sejtrétegő tok kialakításáért felelısek.  

Laboratóriumunkban a Drosophila melanogaster vérsejtjein 

kifejezıdı fehérjék immunválaszban betöltött szerepét vizsgáljuk. Mivel a 

Drosophila tokképzési reakciója fenotípusos analógiát mutat a gerincesek 

granulómaképzıdésével, de a folyamatban résztvevı molekulák kevéssé 

ismertek, ezért célul tőztük ezek vizsgálatát. Mivel a tokképzésben a 

lamellocitáknak elsıdleges szerepe van, munkánk során a lamellocitákon 

kifejezıdı molekulákat vizsgáltuk molekuláris módszerekkel. 
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Alkalmazott módszerek 

 

Drosophila törzsek fenntartása és klasszikus genetikai módszerek 

Parazitoid darázzsal történı (in vivo) immunindukció 

Egerek immunizálása 

Kompetíciós epitóp analízis 

Immun-hisztokémia és indirekt immuno-fluoreszcencia 

Fluoreszcens, fénymikroszkópos és lézer konfokális mikroszkópos 

vizsgálatok 

Hemocita lizátum készítése 

Immunoprecipitáció  

Western-blot analízis  

Ezüstfestés 

Molekuláris technikák (genomikus DNS tisztítás, teljes RNS tisztítás,  

polimeráz láncreakció, reverz transzkripcióval kapcsolt PCR) 

Microarray analízis 

in situ RNS hibridizáció 

Számítógépes szekvencia analízis 
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Eredmények és következtetések 
 

Munkánk elsıdleges célja a Drosophila melanogaster tokképzési 

reakciójában szerepet játszó lamellociták felszínén kifejezıdı L1 fehérje 

molekuláris analízise volt. A darázsfertızést követıen differenciálódó 

nagymérető lapos lamellocitákon és kis kerek vérsejtek alpopulációján 

expresszálódó L1 molekulát három különbözı epitóppal reagáló 

monoklonális ellenanyaggal azonosítottuk. Az immunoprecipitált L1 fehérje 

tömegspektrometriai analízisével kapott szekvenciákkal a Drosophila 

melanogaster adatbázisában azonosítottunk egy annotált gént, amelyet 

atillának neveztünk el. Bizonyítottuk, hogy az L1 vagy Atilla fehérjét ez a 

gén kódolja. A három exonból álló atilla gén a 2. kromoszóma bal karján, 

citológiailag a 33D3-D3 régióban helyezkedik el. 

Az atilla génnek a Drosophila sejt-közvetítette immunválaszában 

betöltött szerepének vizsgálatához P-elem remobilizációval létrehoztuk a 

gén funkcióvesztéses alléljeit. Megállapítottuk, hogy az atilla null alléleket 

hordozó egyedekben az Atilla fehérje nem fejezıdik ki, az állatok 

homozigóta életképesek, fertilisek, morfológiai elváltozásokat nem 

mutatnak. A parazitoid darazsak által kiváltott immunindukció során az 

atilla null allélt hordozó egyedekben a lamellociták differenciálódása, és a 

tokképzési reakció nem sérült.  

Az atilla null mutánsokat genetikai interakcióban is vizsgáltuk, 

olyan mutációkkal, amelyek megnövekedett lamellocita számot 

eredményeznek a keringésben. A melanotikus tumorkézıdéssel is járó 

tumor szuppresszor l(3)mbn-1 mutációt, valamint az emlıs Anaplasztikus 

Limfóma Kináz Drosophila homológjának, a DAlk fehérjének a 

hemocitákban kifejeztetett formáját vizsgáltuk atilla null mutáns háttéren. 

Megállapítottuk, hogy az atilla gén hiánya nem befolyásolta sem az 
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l(3)mbn-1, sem a hemocitákban kifejeztetett DAlk fenotípusát, azaz a 

vizsgált genetikai interakciókban az atilla gén nem játszik közvetlen 

szerepet a lamellociták differenciálódásában. 

Az atilla null mutáns és az atilla gént expresszáló kontroll 

darázzsal indukált lárváin genomszintő expressziós összehasonlító 

vizsgálatokat végeztünk, és az immunválasz három különbözı idıpontjában 

jelentıs expressziós változást mutató géneket kerestünk. Összesen 14 

jelöltet találtunk, amelyek közül négynek feltételezett vagy ismert szerepe 

van az immunvédekezésben. A jelöltek és az atilla gén kölcsönhatásának 

illetve az immunválaszban betöltött szerepüknek a részletesebb vizsgálata 

további kísérleteket igényel. 

Az atilla gén expressziójának vizsgálatát kiterjesztettük a teljes 

egyedfejlıdésre és megállapítottuk, hogy az Atilla fehérje megtalálható az 

embrió, lárva, báb és a kifejlett légy különbözı szöveteiben (bél, trachea, 

nyálmirigy, szívcsı, endotélium), a vérsejtek közül azonban csak a 

lamellocitákon jelenik meg.   

Az atilla gén egy olyan transzmembrán fehérjét kódol, amely GPI-

hasítási helyet tartalmaz, így lehetıség van arra, hogy egy poszttranszlációs 

módosulás révén a GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol) molekulán keresztül 

kapcsolódjon a sejtmembrán külsı felületéhez. A GPI-vel kapcsolt 

fehérjékre jellemzı, hogy a sejtmembrán koleszterolban gazdag régióiban, 

az ún. lipid tutajokban dúsulnak fel, különösen amikor ligandkötést 

követıen receptorkomplexek alakulnak ki, amelyek aktiválják a sejten 

belüli jelátviteli folyamatokat. Kísérleteink során kimutattuk, hogy az Atilla 

fehérje kolokalizálódik a lamellociták lipid tutajaival.  

Az Atilla fehérje ciszteinben gazdag extracelluláris doménje 

alapján az urokináz-típusú plazminogén receptor/limfocita antigén 6 (u-

PAR/Ly6) családba sorolható, amelynek tagjaira jellemzı, hogy kismérető, 
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GPI-kapcsolt fehérjék, amelyek között megtalálhatóak az immunválaszban 

(CD59, Ly-6) vagy a véralvadásban és tumoros folyamatokban (u-PAR) 

szerepet játszó fehérjék is.  

A Drosophilában az általunk azonosított Atilla az elsı u-PAR/Ly6 

családba sorolható fehérje. A Drosophila melanogaster fehérje 

adatbázisában további tíz olyan fehérjét találtunk, amelynek szerkezete, 

különösen a GPI-horgonyzóhely és a ciszteinek konzervált elhelyezkedése 

alapján, nagyfokú hasonlóságot mutat. Ezeket a homológ fehérjéket kódoló 

géneket atilla-szerő géneknek neveztük el, amelyek a genomban 2-5 tagból 

álló csoportokban helyezkednek el. Megvizsgáltuk, hogy az atilla és az 

atilla homológ gének együttes eltávolítása hogyan befolyásolja a 

lamellociták differenciálódását vagy a parazitoid darazsak elleni védekezés 

hatékonyságát, és megállapítottuk, hogy a homozigóta atilla null allélnek és 

hat atilla-szerő gént átfedı heterozigóta deléciónak a rekombinációja nem 

befolyásolta a lamellociták differenciálódását vagy funkcióját. 

Az Atilla fehérje a lamellociták differenciálódásának vizsgálatában 

kiválóan használható marker. Megfigyeléseink szerint az Atilla fehérjét 

expresszáló lamellociták a darázssal történı immunindukciót követıen 24 

órával már megjelennek a keringésben, jóval korábban, mint az 

irodalomban a lamellociták származási helyének tekintett központi 

nyirokszervbıl származó lamellociták. Kísérleteink során darázsfertızést 

követıen az élı lárvákban egyrészt fizikai ligatúra alkalmazásával, másrészt 

molekuláris markerek segítségével különítettük el egymástól a Drosophila 

lárva két fı hematopoietikus szövetét. A lárva anterior részében 

elhelyezkedı központi nyirokszerv nem fejezik ki a Hemese-GFP markert, 

míg a poszterior hematopoietikus szövet kifejezi azt. Parazitoid 

darázsfertızés és ligatúra alkalmazását követıen vizsgáltuk a keringésben 

megjelenı hemociták és ezen belül az Atilla markert kifejezı lamellociták 
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számát, valamint a darázspete körüli tok kialakulását. Megfigyeltük, hogy a 

lamellociták differenciálódása, valamint a darázslárvák körüli melanizálódó 

tok képzése csak a ligatúrához képest poszterior irányban történt meg, míg 

az anterior részben található központi nyirokszerv ép maradt, nem 

képzıdtek lamellociták és a darázspete körül nem alakul ki melanizált tok. 

Megállapítottuk, hogy parazitoid darázzsal történı fertızést követıen a 

keringésben megjelenı lamellociták elsısorban a lárva poszterior 

hematopoietikus szövetébıl vagy a hátulsó részre kitapadt szesszilis 

sejtekbıl származnak. 

Munkánk további célja volt egy szintén a lamellocitákban 

megnyilvánuló molekula, az L5 vagy Filamin szerepének a tisztázása a 

lamellociták képzıdésében illetve funkciójában. Kimutattuk, hogy a 

lamellocitákon a cheerio gén által kódolt Filaminnak a 240 kDa izoformája 

fejezıdik ki. A cheerio gén funkcióvesztéses mutánsában a lamellociták 

immunindukció nélkül is megjelennek a lárva keringésében. Ezt a spontán 

lamellocita differenciálódási fenotípust a Filamint kódoló cDNS bevitelével 

menekíteni tudtuk. Megállapítottuk, hogy a Filamin 240 kDa izoformája a 

lamellocita differenciálódás szuppresszora. 
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