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Bevezetés

Az ecetmuslica [rosophila melanogaster a veleszlletett
immunitas tanulmanyozasanak kivald6 modellszervezetealt, amelyre
egyrészt széleskbrgenetikai eszkdztara teszi alkalmassa, méasrés# az
felismerés, hogy a rovarok és a gerincesekdéges immunvalaszaban
szerepet jatszd jelatviteli Gtvonalak szamos elenwdekularis analdgiat
mutat. Az ecetmuslica mikroorganizmusok és parkzit&lleni
védekezésében immunrendszerének kulotibélemei vesznek részt: a
humoralis valaszban éldleges szerdp zsirtest amely antimikrobialis
peptideket termel, illetve a sejt-kdzvetitette inmmmalasz effektor elemei, az
immunsejtek, vagynemocitdk amelyek a keringésben vagy a szovetekhez
kitapadva helyezkednek el. A hemocitak morfol6didjés funkcidjuk
alapjan harom altipusra csoportosithatok: a kiskeazmatocitakra
amelyek a mikroorganimusok fagocitézisdban, antiobidlis peptidek
termelésében és a parazitoid darazsak elleni taésépeakcioban vesznek
részt; a melanizacidban szerepgatszé kristalysejtekre amelyek
citoplazmajukban profenoloxidaz zarvanyokat tartamak, valamint a
nagymerdt, laposlamellocitdkra amelyek a parazitoid darazsak korli
tobb sejtrétefy tok kialakitasaért felékek.

Laboratériumunkban aDrosophila melanogaster vérsejtjein
kifejez6d6 fehérjék immunvalaszban betéltétt szerepét vigsgaMivel a
Drosophila tokképzési reakcidja fenotipusos analdgiat mutgerncesek
granuldmaképidésével, de a folyamatban résztvemolekulak kevéssé
ismertek, ezért céluliiztik ezek vizsgalatat. Mivel a tokképzésben a
lamellocitaknak el&dleges szerepe van, munkank soran a lamellocitdkon

kifejez6dé molekulékat vizsgaltuk molekularis moédszerekkel.
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Eredmények és kovetkeztetések

Munkénk elédleges célja @rosophila melanogastetokképzési
reakciojaban szerepet jatsz6 lamellocitak felszikiéejezods L1 fehérje
molekularis analizise volt. A darazsfeaést koveien differencialodo
nagymérdt lapos lamellocitakon és kis kerek vérsejtek alpdqiajan
expresszalodd L1 molekulat harom kilonbozepitoppal reagald
monoklonalis ellenanyaggal azonositottuk. Az imnarecipitalt L1 fehérje
tomegspektrometriai analizisével kapott szekveheiBka Drosophila
melanogasteradatbazisaban azonositottunk egy annotalt géntlyam
atillanak neveztiink el. Bizonyitottuk, hogy az L1 vagyllAtfehérjét ez a
gén kodolja. A harom exonbdl alktilla gén a 2. kromoszéma bal karjan,
citolégiailag a 33D3-D3 régioban helyezkedik el.

Az atilla génnek aDrosophila sejt-kdzvetitette immunvéalaszdban
betdltott szerepének vizsgalatahoz P-elem remdbiliwal létrehoztuk a
gén funkcidvesztéses alléljeit. Megallapitottukghazatilla null alléleket
hordozé egyedekben az Atilla fehérje nem fégiz ki, az allatok
homozig6ta életképesek, fertilisek, morfologiai &wzasokat nem
mutatnak. A parazitoid darazsak altal kivaltott immmdukcié soran az
atilla null allélt hordoz6 egyedekben a lamellocitak elifincidlédasa, és a
tokképzési reakcio nem sérdilt.

Az atilla null mutansokat genetikai interakciéban is vizegdl
olyan mutaciékkal, amelyek megndvekedett lamelbocitszamot
eredményeznek a keringésben. A melanotikus tumédéssel is jaro
tumor szuppresszd(3)mbn-1 mutaciot, valamint az e Anaplasztikus
Limfébma Kinadz Drosophila homoldgjanak, a DAIk fehérjének a
hemocitakban kifejeztetett formajat vizsgaltatlla null mutans hattéren.

Megallapitottuk, hogy aztilla gén hianya nem befolyasolta sem az
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[(3)mbn-1, sem a hemocitdkban kifejeztetett DAIk fenotipusdtaz a
vizsgalt genetikai interakcidkban aatilla gén nem jatszik kodzvetlen
szerepet a lamellocitak differenciadlédasaban.

Az atilla null mutans és aatilla gént expresszalé kontroll
dardzzsal indukalt larvain genomstintexpresszios 0Osszehasonlitd
vizsgélatokat végeztink, és az immunvalasz hardinkdz idépontjaban
jelens expressziés valtozast mutatd géneket kerestiirsiszeSen 14
jeldltet talaltunk, amelyek kozil négynek feltémtt vagy ismert szerepe
van az immunvédekezésben. A jeldltek ésatita gén kdlcsdnhatasanak
illetve az immunvélaszban betéltdtt szerepiknelészletesebb vizsgalata
tovabbi kisérleteket igényel.

Az atilla gén expresszidjanak vizsgalatat kiterjesztettitelgs
egyedfejbdésre és megallapitottuk, hogy az Atilla fehérjggtakilhato az
embrid, larva, bab és a kifejlett 1égy kulonbéezoveteiben (bél, trachea,
nyalmirigy, szivcé, endotélium), a vérsejtek kozil azonban csak a
lamellocitakon jelenik meg.

Az atilla gén egy olyan transzmembran fehérjét kodol, argély
hasitasi helyet tartalmaz, igy lebstg van arra, hogy egy poszttranszlacios
maédosulas révén a GPI (glikozil-foszfatidil-inoZjtanolekulan keresztil
kapcsolodjon a sejtmembran kiilsfeliletéhez. A GPI-vel kapcsolt
fehérjékre jellem&, hogy a sejtmembran koleszterolban gazdag régidiba
az un. lipid tutajokban duasulnak fel, kilondsen loni ligandkotést
kdveten receptorkomplexek alakulnak ki, amelyek aktdlélja sejten
bellli jelatviteli folyamatokat. Kisérleteink sor&mutattuk, hogy az Atilla
fehérje kolokalizalédik a lamellocitak lipid tutajal.

Az Atilla fehérje ciszteinben gazdag extracelldarioménije
alapjan az urokinaz-tipust plazminogén receptoidiita antigén 6 (u-

PAR/Ly6) csaladba sorolhatd, amelynek tagjairaeely, hogy kisméret,

5



GPI-kapcsolt fehérjék, amelyek kdzott megtalalhlatéa immunvalaszban
(CD59, Ly-6) vagy a véralvadasban és tumoros fobtakban (u-PAR)
szerepet jatszo fehérjék is.

A Drosophilabanaz altalunk azonositott Atilla az 8ls-PAR/Ly6
csaladba sorolhatdo fehérje. ADrosophila melanogaster fehérje
adatbazisdban tovabbi tiz olyan fehérjét talaltumielynek szerkezete,
kilondsen a GPI-horgonyzéhely és a ciszteinek kwaiteelhelyezkedése
alapjan, nagyfokd hasonlésagot mutat. Ezeket a Kanfehérjéket kddold
géneketatilla-szefi géneknek neveztik el, amelyek a genomban 2-5 kagbé
allé csoportokban helyezkednek el. Megvizsgaltubgyhaz atilla és az
atilla homolég gének egyittes eltavolitasa hogyan bedolj@d a
lamellocitak differencialédasat vagy a parazitoadatsak elleni védekezés
hatékonysagat, és megallapitottuk, hogy a homcaaidla null allélnek és
hat atilla-szefi gént atfed heterozig6ta delécionak a rekombinécidja nem
befolyasolta a lamellocitak differencialédasat vagykciojat.

Az Atilla fehérje a lamellocitak differencialédasdnvizsgalataban
kivdlban hasznalhaté marker. Megfigyeléseink szean Atilla fehérjét
expresszald lamellocitdk a darazssal td@rténmunindukciét koveten 24
oraval mar megjelennek a keringésben, jéval kordpbaint az
irodalomban a lamellocitak szarmazasi helyének nteki kdzponti
nyirokszervtdl szarmazé lamellocitak. Kisérleteink sordn damr&fést
kdveten az & larvakban egyrészt fizikai ligatira alkalmazasamadsrészt
molekularis markerek segitségével kilonitettik ggineastol aDrosophila
larva két 6 hematopoietikus szOvetét. A larva anterior résaébe
elhelyezked koézponti nyirokszerv nem fejezik kitldemeseGFP markert,
mig a poszterior hematopoietikus szovet kifejezit. aParazitoid
darazsfeizés és ligatira alkalmazasat kdest vizsgaltuk a keringésben

megjeled hemocitdk és ezen belll az Atilla markert kiféjéamellocitak
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szamat, valamint a darazspete koérili tok kialalaildglegfigyeltiik, hogy a
lamellocitak differencialédasa, valamint a darazgil koruli melanizalodo
tok képzése csak a ligaturahoz képest posztedaylian tértént meg, mig
az anterior részben talalhaté kozponti nyirokszéwy maradt, nem
képzdtek lamellocitédk és a dardzspete koril nem alakubelanizalt tok.
Megéllapitottuk, hogy parazitoid dardzzsal toétéertézést kdveien a
keringésben megjelén lamellocitdk elésorban a larva poszterior
hematopoietikus szdvetéb vagy a hatulsé részre kitapadt szesszilis
sejtekidl szarmaznak.

Munkank tovabbi célija volt egy szintén a lamellékhan
megnyilvanulé molekula, az L5 vagy Filamin szeregdéma tisztdzasa a
lamellocitak képédésében illetve funkcidjaban. Kimutattuk, hogy a
lamellocitakon acheeriogén altal kddolt Filaminnak a 240 kDa izoforméja
fejezdik ki. A cheerio gén funkcidvesztéses mutansaban a lamellocitak
immunindukcié nélkil is megjelennek a larva kerisgjgen. Ezt a spontan
lamellocita differencialédasi fenotipust a Filamkddoldo cDNS bevitelével
menekiteni tudtuk. Megallapitottuk, hogy a Filar@#0 kDa izoformaja a

lamellocita differencialédas szuppresszora.
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