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1. BEVEZETES

1.1. A velesziletett és az adaptiv immunitas kapcsolata az élévilagban

Az immunrendszer legfontosabb feladata az egyedi integritas fenntartasa, a talélés
feltétele a korokozok vagy a szervezet sajat, de modosult struktarai elleni folyamatos
vedekezes. A gerinctelen és a gerinces szervezetek immunrendszerének 6sszehasonlitd
szemlélett vizsgalata napjainkban mind az alapkutatasok fontos részét, mind az alkalmazott
kutatas igeéretes teruletét képezik.

Az adaptiv immunrendszerrel nem rendelkez6, gerinctelen allatfajok szdmos
mechanizmust alkalmaznak szervezetilk védelmére, pl. leukocyta jellegi immunsejteket,
amelyek képesek immunprotektiv molekulak szintézisére és szekrécidjara. Ezek az
immunsejtek sem morfoldgiai, sem pedig funkcionalis szempontbdl nem egységesek. A
veleszuletett immunitas sejtes és molekularis komponenseinek 6sszehangolt rendszere teszi
lehetévé az antimikrobidlis peptidek termelését, a koagulacids, enkapszulacids, cytotoxikus
és a fagocita funkcié megvalositasat.

Ezt a komplex immunrendszert sz&mos, az evollcio soran konzervalt molekula és
mechanizmus jellemzi az élévilagban, ezért a gerinctelen fajok immunrendszerének
megértése fontos lépés a gerincesek immunitasanak megismeréséhez is. Az emldsok
szervezeteben is a védelem elsé vonaldban szerepelnek a veleszilletett immunitas gyorsan
aktivalodd komponensei, biztositva a szervezet védelmét az adaptiv immunitds lassabb

aktivaciojaig.
1.2. A gilisztafajok immunrendszere: altalanos jellemzék, molekulak és sejttipusok

A gyirisférgek torzsebe (Annelida), a nyeregképzok osztalyaba (Clitellata) és a
kevéssertejiiek alosztalyaba (Oligochaeta) sok eltér6 megjelenesi gilisztafaj tartozik. A
kevéssertéjii gyirisférgek 6sszajuak, haromszakaszos bélcsatorndval rendelkeznek.
Erdekesség, hogy zart keringési rendszerrel rendelkeznek, ami egyediilallo a gerintelen
allatfajok kozott. A mezoderma tagolt, bel6le szamos szerv és szovet differencialodik. A

mezodermabdl alakul ki a valddi, méasodlagos testlreg (Un. coeloma), mely hammal bélelt.



Ezt az (reget tolti ki a coelomafolyadék, melyben szabad immunsejtek és humorélis
komponensek is talalhatok.

A gilisztdk  immunrendszerének  cellularis  alkotéelemei a  gerincesek
fehérversejtjeihez hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy képesek a fagocitozisra, sejt-
sejt kdlcsonhatasokra és a litikus folyamatokban valo részvételre.

A humorélis és a sejtes elemek egymastol filiggetlenll vagy egyuttmikdodve is
szolgélhatjdk a velesziletett immunitas folyamatait. A célsejt-immunsejt kapcsolatot
igényl6é folyamatoknal gyorsabb védelmet biztositanak a coelomafolyadék litikus hatasu
humordlis faktorai, ezek termelése segiti az allatok tulélését a sokszor kedvezétlen
tulajdonsag, mikroorganizmusokat és szennyez6 anyagokat is tartalmazd talajban. Ez
azonban csak egy aspektusa a gilisztdak immunvédekezésének, és alapjat a szolubilis
faktorokat termel6 és szekretalé immunsejtek csoportjai képezik.

A gilisztak immunsejtjeit - a testlregukben eléforduld Un. coelomasejteket- litikus
és fagocita folyamatok mediatorainak tartjdk. A Kkis coelomasejteket a cytotoxikus
folyamatokeért, a nagy coelomasejteket pedig a fagocitoziseért tartottak felelésnek. A
sejtcsoportok tovabbi elkilonitéséhez elektronmikroszkopiat és aramlési citometriat
hasznéltak. Mas csoportositas szerint granulalt és hyalin coelomasejteket, tovabba szabad
chloragocyta sejtcsoportot irtak le. A chloragocytak autofluoreszcens sejtek, amiért a
chloragoszémakban talalhaté riboflavin felelés. A gilisztdk chloragocyta alcsoportjat
hozzak kapcsolatba bizonyos litikus és agglutinacios hatassal rendelkezé molekulak
(hemolizinek) termelésével, melyek koézé olyan citolitikus faktorok tartoznak, mint a
fetidinek, lyseninek és az eiseniapore.

Egyes tudomanyos kodzlemények szerint a coelomafolyadékban eléfordulé szabad
chloragocytadk (az ugynevezett eleocytak) végallapotl sejtek, melyek a kozépbelet
korbevevé chloragogén szovetbdl szarmaznak. Ez a sejttipus helyhez kotétten kezdi
fejlodését, majd szabad sejtalakka valik.

A giliszta immunsejttipusok pontosabb funkcionalis elkllonitése, és giliszta
coelomasejt CD markerek meghatarozdsa (EFCC markerek) érdekében monoklonalis
ellenanyagokat termeltettek a coelomasejtek ellen. A létrehozott ellenanyagok

felhasznélasaval hdrom coelomasejt alpopulécié kilonithets el E. fetida gilisztaban, melyek



kozil ketto effektor sejttipuskent vesz részt az immunoldgiai folyamatokban (fagocitozis és

enkapszul&cio).

1.3. A kalciumion jelentésége a gerinctelenek és a gerincesek immunvélaszaban

Az élovilagban a kalciumszint valtozasa plazmamembranhoz vagy sejtorganellumokhoz
kapcsolt kalciumtranszporterek és ioncsatornak, valamint kalciumkéts fehérjék altal
valosul meg. A kalciumcsatornékat potencidlvaltozas vagy ligandok kotése aktivalhatja. A
Ca’*-pumpék (Ca?*-ATPéazok) elséfordulhatnak a sejtek plazmamembranjaban (PMCA),
vagy az endoplazmatikus, ill. szarkoplazmatikus retikulumhoz kétve (SERCA).

A gerincesek veleszilletett és adaptiv immunrendszerében a sejtek aktivacidja
kalciumhoz kothet6 jelatviteli utakon keresztill valdsul meg. Az intracellularis kalciumszint
emelkedése szamos immunoldgiai folyamathoz vezethet, példaul kemotaxishoz,

degranulaciohoz, fagocitdzishoz, citokinek felszabadulasédhoz vagy proliferaciohoz.

1.4. Humoralis faktorok szerepe a gilisztak immunvalaszaban

A coelomasejtek a cellularis immunvalasz mellett a humordlis folyamatokban is
részt vesznek hemolitikus és antimikrobialis faktorok termelése revén. A coelomafolyadek
fontos alkotéeleme a gilisztdk velesziletett immunvélaszanak, egyes szerzok szerint
antigénkoto6 fehérjéket is tartalmazhat.

A fetidin/lysenin fehérjecsaldd a coelomafolyadék egyik kozponti 0sszetevoje. Az
E. fetidaban leirt fetidinek polimorf lipoproteinek, melyek antibakteridlis és hemolitikus
tulajdonsagokkal rendelkeznek, valamint a testfolyadék alvadasi folyamataban (koagulacio)
is részt vesznek.

Az E. fetida fajbol izolalt lysenin a fetidinekhez hasonld tulajdonsagokkal
rendelkezik. A lyseninnek és rokon vegylleteinek szerepe lehet a fizikai sérilést kdvetéen

a gilisztadk coelomaiiregébe keriilé korokozok elleni védelemben.



2. CELKITUZESEK

Reszleteiben nem ismert, hogy a mitogének vagy ionofdérok befolyasoljak-e a
giliszta immunsejtek kalciumszintjét illetve a coelomasejtek képesek-e osztodésra vagy
végallapotu, differencidlodott sejtek.

A gilisztafajok (Eisenia fetida és Allolobophora caliginosa) immunsejtjein végzett
funkcionalis kisérleteinket az alabbi célokkal kezdtik meg:

1. A giliszta coelomasejt alcsoportok nyugalmi intracellularis kalciumszintjének
meghatarozasa.

2. lonoférok (ionomycin), valamint mitogének (ndvényi lektinek és lipopoliszacharid)
kalciumion-mobilizal hatasanak vizsgalata.

3. Tobbféle mitogénstimulust és nyugalmi (regeneraciés) periddust alkalmazva a
gilisztak coelomaliregében in vivo osztodasi fazisban lévé immunsejtek aranyanak
tanulméanyozésa.

A fetidin/lysenin fehérjecsalad tagjai feltehetéleg fontos szerepet toltenek be a
gilisztak immunvalaszaban. A lysenin termelédési helye és immunvalaszban bet6ltott
szerepe meég nem tisztazott. Tovabbi Kkisérleteinkben anti-lysenin  monoklonalis
ellenanyagot hasznalva céljaink kozott szerepelt:

4. Alysenin sejtes és szdveti lokalizaciojanak térképezése.
5. A szabad coelomasejtek baktérium expozicidt koveté lysenin expresszios

valtozasainak nyomon kovetése.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Coelomasejtek izolalasa

Kisérleteinkhez E. fetida és A. caliginosa gilisztafajokat hasznaltunk. A kisérletek
megkezdése elétt a gilisztdkat 2 napig nedves torlékenddn tartottuk, béltartalomuk ezalatt
Kitrtlt. Az allatokat izolalo puffert tartalmazo Petri-csészebe helyeztiik. Az &llatok
coelomasejteket tartalmazd coelomafolyadékot bocsatottak ki a testlregiikbol, amit
Osszegyujtottiink, majd kétszeres térfogatra higitottunk Lumbricus balanced salt solution

(LBSS) pufferrel. Az él6 sejtek szamat tripankék festéssel hataroztuk meg.

3.2. A sejtek feltoltése Ca®*-szenzitiv fluoreszcens indikatorral

Az izolalt coelomasejteket Fluo-3 AM tartalmi DMEM tapoldatban vagy Ca?*-
mentes PBS-ben vettilk fel 10" sejt/ml koncentracioban. A cséveket DMEM-mel, vagy
Ca”*-mentes PBS pufferrel toltottiik fel. A sejtszuszpenziok alap Ca*-szintjét aramlasi
PHA, ConA, és PWM- mitogén vagy fMLP kemoattraktans stimulust) alkalmaztunk. A

fluoreszcens jel intenzitasat aramlési citometriaval az FL-1 csatornaban detektaltuk.

3.3. Coelomasejtek stimulalasa, proliferacidjuk vizsgalata

Ismételt sejtizolalasok valamint mitogénstimulusok coelomasejt proliferaciot
befolyéasold hatasat tanulmanyoztuk. Az ismételt sejtizolalasok hatasanak vizsgalatakor az
elsé coelomasejt izolalast még tovabbi harom kdvette. Az izolaldsok kozdtt a gilisztakat
talajba helyeztik regenerdlodni. Az elsé és a mésodik sejtizolalas kozott 1 nap, a masodik
és harmadik izolalas kozott 3 nap, a végul a harmadik es negyedik izolalas kdzott 7 nap
regeneracids idot alkalmaztunk. Mitogén stimulus hatasat tanulmanyozva a coelomasejt
izolalast kdvetéen az allatokat kiillénbdzé koncentracioju mitogénekkel -LPS, PHA, ConA,
vagy PWM- kezeltiik. Kontrollként LBSS-ben tartott gilisztdkat hasznaltunk. Masnap a



stimulus rovid tdvl hatdsénak ellenérzésére a kisérleti csoportokbol Gjra sejtizolalast
vegeztink. Az izolalast koveté mosasi 1épések és tripankék festékkizaras utdn RNaz-A-t és
PI-t is tartalmazd Pl jeldlépufferben reszuszpendaltuk a sejteket. Az inkubacio utén

aramlasi citométerrel mértik a mintakat.
3.4. Ca?' -ATPAaz enzim citokémia

Sejtizolalast kovetéen a coelomasejteket targylemezre Ulepitettik. A lemezeket
ATP-t és kalcium-kloridot tartalmazé Na-barbital pufferben inkubaltuk, majd kalcium-
kloriddal, kobalt-kloriddal és ammonium-szulfiddal kezeltik. Az inkubacios id6 letelte utan
Mayer-féle hematoxilinnal kontrasztositottuk a sejteket. Az enzimreakcio terméke fekete

csapadékként jelent meg a pozitiv jelet adé sejtekben.

3.5. Monoklonalis anti-lysenin ellenanyag létrehozasa

Desztillalt vizzel 1 mg/ml koncentracioju lysenin torzsoldatot készitettiink. Nostény
8 hetes BALB/c egerekbe 10 g lysenint oltottunk, amit ket tovabbi, inkomplett Freund
adjuvanssal vegrehajtott intraperitonedlis injekcio kdvetett harom hetes intervallumokban.
Végll az antitest titer és izotipus alapjan kivalasztott egerek egy tovabbi injekcidt is kaptak
3 nappal a tervezett splenocyta/myeloma sejtfiziét megel6zéen. A hibridéma feltiliszokat
indirekt ELISA modszer segitségével teszteltik lysenin és coelomasejt-lizatum

antigénekkel, valamint BSA kontroll felhasznalasaval.

3.6. Giliszta coelomasejtek immuncitokémiai vizsgélata

A coelomasejteket (5*10° sejt/ml LBSS pufferben) targylemezekre iilepitettiik. A mintakat
jéghideg acetonnal fixaltuk, majd a sejtek endogén peroxiddz aktivitasat fenil-hidrazin-
hidrokloriddal blokkoltuk. A targylemezeket ezutan BSA oldatban inkubaltuk, majd lysenin
ellen termeltetett hibriddma feltldszokkal (a-EFCC5) vagy tisztitott IgG frakcidkkal
jeloltiik a coelomasejteket. A kovetkezo Iépesben HRP-konjugalt anti-eger 1gG méasodlagos
ellenanyagot hasznaltunk. Az immuncitokémiai reakciokat acetatpufferben felvett 3-amino-

9-etil karbazollal tettiik lathatéva.



Kettés immunfluoreszcens jel6lés sordn egérben termeltetett monoklonalis a-
EFCC5 IgG frakcidkat alkalmaztunk, majd méasodlagos ellenanyagként NL557 konjugalt
szamar anti-egér immunglobulint hasznéltunk. Ezutan FITC konjugélt a-EFCC1, a-EFCC2,
a-EFCC3 vagy a-EFCC4 monoklonalis ellenanyagot alkalmaztunk.

Masik kiserleti elrendezésunkben egér monoklondlis a-EFCC1-4 1gG frakciokat
detektaltunk a mintdkon, NL557 konjugéalt szamér anti-egér immunglobulinnal, majd a

lyseninre specifikus, FITC konjugalt monoklonalis a-EFCC5 ellenanyagot hasznaltuk.

3.7. Immunhisztokémiai és immunfluoreszcens vizsgalatok giliszta széveteken

A gilisztdkat boncoltuk, az igy nyert szdvetmintakat Zamboni-féle fixalo oldatba
helyeztiik majd szukrézba agyaztuk. A mintakbdl zselatinnal bevont targylemezekre
metszeteket  készitettlink  kriosztattal. A  metszeteket immunhisztokémiai  vagy
immunfluoreszcens modszerekkel vizsgaltuk. Az egyes lépések kdzott a mintakat 0,1%
Triton-X 100 tartalmd PBS-ben mostuk.

3.8. In vitro baktérium kezelés vizsgalata

Izolalt giliszta coelomasejteket 6 Oran at szobahoémérsekleten inkubaltuk hovel
inaktivalt Staphylococcus aureus (OKI 112001) vagy Escherichia coli (ATCC 25922)
baktériumokkal. A coelomasejteket (10°) a baktériumokkal (10") 1 ml térfogatban kevertiik
0ssze Eppendorf csdvekben. Az inkubéacids id6 letelte utdn a mintakat centrifugaltuk. A
feluliszot -80 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig, az tledékbdl coelomasejt-lizatumot

készitettiink.

3.9. Coelomasejt-lizatum készitése

A coelomasejteket protedz inhibitor keverékkel kiegészitett RIPA pufferben jégen
liz&ltuk. A coelomasejt-lizadtumok es a feltliszok fehérjetartalmat BCA kit-tel hataroztuk

meg, immunreaktivitasukat ELISA és Western blot modszerekkel vizsgaltuk.



3.10. Indirekt ELISA-vizsgalat anti-EFCCS5 ellenanyaggal

Mikrotiter lemezeket coelomasejt-lizdtummal vagy tisztitott lysenin feherjével
érzékenyitettuk. A nem-specifikus kotéhelyeket zselatinnal blokkoltuk. A lemezeket a-
EFCCS5 feluluszoval inkubaltuk. A mosasi 1épések utan a lemezre a HRP-konjugalt kecske
anti-egér IgG ellenanyag keriilt. Az a-EFCC5 monoklonalis ellenanyag izotipusat indirekt
ELISA mddszerrel hataroztuk meg egér monoklonélis ellenanyag izotipus meghatarozo
kittel a gyartd leirdsa alapjan. A szinreakciot ortofenilén-diaminnal hivtuk elé, majd
kénsavval allitottuk le. Az egyes lépések kozott a lemezeket 0,05 % Tween 20 tartalmu

PBS-sel mostuk. A szinreakcid ergsségét 490 nanométeren detektaltuk.

3.11. Szendvics ELISA a-EFCCS5 ellenanyaggal

Mikrotiter lemezeket poliklonalis anti-lysenin ellenanyaggal érzékenyitettik. A
nem-specifikus kétohelyeket zselatinnal gatoltuk. A standard gorbe készitéséhez killénbdzo
lysenin koncetraciokat alkalmaztunk, 2 pg/ml és 50 pg/ml kozoétti tartomanyban.

Kontroll vagy bakterialis stimulust kapott coelomasejtekbdl nyert felliluszokkal
inkubaltuk a mikrotiter lemezeket. A mintdkhoz a-EFCCS5 ellenanyagot adtunk és a tovabbi
Iépésekben fentebb leirt ELISA protokolt kovettik (Id. indirekt ELISA-vizsgalat anti-
EFCCS ellenanyaggal).

3.12. SDS-poliakrilamid gél elektroforézis és Western blot anti-lysenin ellenanyaggal

A fehérjék elvalasztasdhoz 10% poliakrilamid gélt hasznaltunk. Az elvélasztés utan
a proteineket nitrocelluléz membranra blottoltuk. A membranokat blokkoltuk 1%
BSA/TBS-Tween alkalmazasaval, ezutan a géleket 60 percig inkubaltuk monoklonalis a-
EFCCS5 ellenanyaggal, vagy nyalbdl szarmazé poliklonalis anti-lysenin ellenanyaggal. A
kovetkezé lépésben HRP-konjugélt anti-egér vagy anti-nyul 1gG ellenanyagot
alkalmaztunk szobahémersékleten. A mosasi lépesekhez TBS/ 0,05% Tween puffert

alkalmaztunk, a reakciok eléhivasa pedig ECL reagenssel tortént.



3.13. Aramlasi citometria FITC konjugalt a-EFCCS5 ellenanyaggal

Az izolalt coelomasejteket PBS pufferben mostuk, majd 4% paraformaldehiddel
fixaltuk. A mosési Iépések soran 0,1 % natrium-azidot tartalmazé PBS-t, majd
permeabilizalé puffert (0,1% néatrium-azidot és 0,1% szaponint tartalmaz6 PBS)
hasznaltunk. Permeabilizal6 pufferben felvett FITC konjugalt a-EFCC5 ellenanyagot
adtunk a mintakhoz, amit 30 perc inkubécié kovetett 4 °C-on. A mintakat kétszer mostuk
szaponintartalmi permeabilizalé pufferben, majd egyszer BSA-t és natrium-azidot
tartalmazo PBS pufferben. Végil a mintékat 0,5% paraformaldehiddel kiegészitett PBS
pufferben fixaltuk. FACSCalibur aramlasi citométerrel mértik a mintak fluoreszcencia
intenzitasat az FL1 csatornaban.

4. EREDMENYEK

4.1. Az E. fetida és A. caliginosa fajokbdl szarmazo coelomasejt alcsoportok nyugalmi

kalciumszintje

Az intracellularis kalciumszintet egy aramlasi citometrian alapuld modszerrel
hataroztuk meg. A Fluo3-AM fluoreszcens festék jelintenzitadsa korreldl a sejtek szabad
kalciumszintjével. Szignifikans eltérést figyeltiink meg a coelomasejt-alcsoportok nyugalmi
Ca’*-szintje kozott, az E. fetida chloragocyta populdciéja magasabb kalciumszinttel
rendelkezik, mint a granulalt és hyalin coelomasejtek populécidi. Megfigyeléseink szerint
az A. caliginosa faj coelomasejt és chloragocyta alcsoportjai hasonlé Ca?*-szinttel

rendelkeznek, mint az E. fetida faj megfelelé populécioi.

4.2. lonofér kezelés hatasa coelomasejt alcsoportok kalciumszintjére

Coelomasejt izolalast kovetéen a sejteket kalciumtartalmi DMEM médiumban
toltottuk fel Fluo3-AM-mel. Az alap kalciumszint mérése utan 7 uM ionomycint adtunk a
csovekhez. Az E. fetida sejtcsoportok koziil a coelomocyta populacié nagymértékii, harom-

négyszeres Ca’'-szint emelkedést mutatott méar néhany mésodperccel az ionomycin

10



hozzdadésa utan. Az el6z6 sejtcsoporttal ellentétben a chloragocyta/eleocyta populécié nem
reagalt az ionomycin kezelésre Ca?* -szint emelkedésével.

Vizsgaltuk, hogy kimutathaté-e kulonbség a két gilisztafaj coelomocyta
populéacidjanak kalciumjelében. Az ionomycin A. caliginosa coelomasejtekben is
szignifikans mértékii Ca?*-szint emelkedést véltott ki (p<0,05), de ez a véltozas kisebb
mértékii volt, mint az azonos koriilmények kozott kezelt E. fetida coelomasejtek esetében.
Hasonléan az E. fetida chloragocyta/eleocyta sejtekhez, az A. caliginosa —bol szarmazé
chloragocita/eleocita alcsoport sem mutatott Ca**-jel valtozast az ionomycin kezelés soran.

lonomycin hatdséra a sejtmembran és/vagy intracellularis raktarak kalciumcsatornai
is kinyilnak, ami a citoplazma Ca?*-szintjének megemelkedéséhez vezet. Kisérleteinkben a
kalcium forrasa ismeretlen volt, ezért a coelomasejteket Ca?*-mentes PBS-ben toltottiik fel
Fluo3-AM-mel, majd aramlasi citometriaval vizsgaltuk az ionomycin hatasat.

Az E. fetida coelomasejtek Ca**-szintje magasabb lett a kezelést kovetden, de a
véltozas elmaradt a Ca”*-tartalmi DMEM médiumban tartott sejteknél mért értéktsl. A
nyugalmi szinthez képest azonban szignifikdnsan nétt a citoplazma szabad kalciumion
szintje (p<0,001), ami arra utal, hogy az ionomycin intracelluléris kalciumraktarak
Kitrtlését is okozza. Az A. caliginosa gilisztakat vizsgélva kalciummentes PBS pufferben

végzett feltoltés utdn nem figyelhetd meg Ca®* -influx.

4.3. A PMA kezelés nem indukalt kalcium mobilizaciét a coelomasejt alcsoportokban

A forbol 12-mirisztat 13-acetdt (PMA) egy specialis protein kindz C aktivalo
hatassal rendelkezé forbol észter. A vizsgalatban felhasznalt gilisztafajok egyik sejttipusa
sem reagélt a PMA kezelésre a nyugalmi kalciumszint megvéaltozasaval. Azonban, egy
percig tartd ionomycin kezelést kovetéen adott 1 nM vagy 10 nM PMA azonnal
bekovetkezo kalciumszignal csokkeneshez vezetett. A megfigyelt valtozas nem kilénbdzott
szignifikansan a kizarolag ionomycinnel stimulédlt mintdk kalciumszintjének valtozasatdl,
de a jel csokkenésének mértéke fliggott az alkalmazott PMA mennyiségétdl és tranziens
folyamatot tapasztaltunk. Az ionomycinnel és PMA-val is kezelt coelomasejtek kalciumjele

200 masodperc elteltével nem kuldénbdzott a kizardlag ionomycinnel kezelt mintakétol.
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4.4. Giliszta coelomasejtek thapsigargin-szenzitiv kalciumpumpdi

Tovébbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a coelomasejtek intracellularis Ca?*-
raktarainak feltoltésében milyen szerepe lehet az endoplazmas retikulum membranjaban
talalhaté Ca®*-ATPéazoknak (SERCA-pumpéknak). A kisérletsorozathoz thapsigargint (TG)
hasznaltunk, mely az endoplazmas retikulum SERCA pumpainak specifikus gatloszere.

A thapsigargin hatasara a feltételezett SERCA-pumpak aktivitdsa csokken, igy
megfigyelhetd a coelomasejtek citoplazmatikus szabad Ca®*-szint emelkedése. A 2 uM
thapsigarginnal inkubalt E. fetida coelomasejtek esetében a Ca?*-szint kezdetben gyengébb
(p<0,05), majd kifejezettebb, szignifikans (p<0,001) emelkedéset detektaltuk.

Egy mésik Kisérletsorozatban a coelomasejteket 30 percig 2 puM thapsigarginnal
elginkubéltuk, majd ionomycinnel kezeltik, a létrejott Ca®*-influx szignifikansan kisebb
mértékiinek (p<0,01) bizonyult, mint a kizarolag ionomycinnel kezelt mintak esetében
tapasztalt Ca®*-jel.

Az A. caliginosa coelomasejtek esetében is megfigyeltik a thapsigargin Ca?*-
mobilizald hatasat. Thapsigargin adasaval (2 uM) elnyult hatds ismerhet6 fel a mérés soran.
Az alapjelhez képest szignifikans kalciumjel emelkedés figyelheté6 meg (p<0,001), &m ez az
emelkedeés elmarad az E. fetida coelomasejtek esetében tapasztalttdl.

Az intracellularis Ca®*-pumpék funkcionélis vizsgalatai mellett mindkét
gilisztafajnal enzimcitokémiai reakciét is végeztink az intracellullaris Ca?*-ATPazok
lokalizalasa és jellemzése céljabol. A coelomasejtek jellegzetes festédési mintazatot
mutattak. A legfeltiinébb reakcié a sejtmag kozelében volt lathatd, bar néhany esetben a
sejt teljes citoplazmaja erés reaktivitast mutatott. Altalaban a kisméretii, aranylag nagy
sejtmaggal és kisebb citoplazmaval rendelkez6 sejtek  festédtek, mig a

chloragocytak/eleocyték valamint a nagy méretii coelomasejtek nem mutattak reakciot.
4.5. Fitohemagglutinin Ca”*-mobilizal6 hatésa E. fetida coelomasejtekben
Vizsgalataink soran gerincesek leukocytain végzett tanulmanyokban hasznalt

mitogének (LPS, PHA, ConA, illetve PWM) giliszta coelomasejtek kalciumszintjére

gyakorolt hatdsanak elemzésével is foglalkoztunk. A kisérletekben felhasznalt vegyszerek
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kozil egyedil a fitohemagglutinin (PHA) befolyasolta az E. fetida coelomasejtjeit. A
vizsgélt kilonbdzé PHA koncentraciok kozdl a 30 pg/ml, valamint a 60 pg/ml
koncentracié alkalmazasakor tapasztaltuk a legintenzivebb intracellularis Ca®*-
szintemelkedést (p<0,05), bar ez a hatas nem volt koncentraciofliggé. Az E. fetida
chloragocyta sejtek nem reagaltak ezekre a stimulusokra, A. caliginosa esetében pedig
egyik alkalmazott PHA koncentracié sem okozott a tanulmanyozott sejtalcsoportokban

jelentés kalciumszint valtozast.

4.6. Bakterialis formil peptid intracellularis kalciumszint emelkedést okoz a

coelomasejtekben

A baktériumbdl szarmazo6, révid fMLP peptid az intracellularis kalcium
mobilizalasa révén aktivalja a gerinces fagocitasejteket. Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy
az fMLP képes-e barmilyen hatast kifejteni giliszta immunsejtek Ca?*-szintjére. A kisérlet
nem mutatott erés intracellularis kalciumszint valtozast, mig a kinetikus diagram kiveheto
intracellularis Ca®*-szintemelkedést mutat fMLP adasat kovetéen. Szamos fiiggetlen
kisérlet eredménye is alatdmasztotta, hogy 5 uM fMLP hozzaadasa a mintakhoz a nyugalmi
kalciumszint szignifikans, bar tranziens névekedésehez vezetett a vizsgalat idétartama alatt
(p<0,05). Kalciummentes PBS-ben felvett sejtekkel elvégezve ugyanezt a mérést szintén
szignifikéns Ca?*-szintemelkedés tortént, de ennek mértéke nem kiilonbozott a jelentésen a
DMEM médiumban mért eredmenyektél. A. caliginosa coelomasejtek esetében nem

tapasztaltunk valtozést
4.7. Coelomasejtek sejtciklusanak vizsgalata killénb6zé stimuléciot kévetéen

Frissen izolalt colelomasejtek proliferacios aktivitasat vizsgaltuk PI festést kdvetéen
aramlasi citometriaval. Ugyanazokbdl az E. fetida egyedekbdl veégzett ismételt
sejtizolalasokat es regeneracios idészakokat kdvetéen megfigyelheté volt a GO-G1 fazisban
és az M-fézisban Iév6 coelomasejtek ndvekvé mennyisége. A legtdbb mitotikus aktivitassal

rendelkez6 sejt a mésodik és a harmadik sejtizolalast kovetéen fordult el6 a vizsgalt
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mintakban. Az utolsd, negyedik coelomasejtizolaldsbdl szdrmazé mintakban az M-fazisban
lévé coelomasejtek mar kisebb szdmban fordultak el6.

Sejtizolalast, majd mitogénekkel végzett ismételt stimulusokat kdvetéen is
megfigyeltuk a coelomasejtek proliferacios aktivitdsanak fokozodasat. A kezelések soran
12 pg/ml LPS-t, 25 pg/ml PHA-t, 25 pg/ml ConA vagy 25 pg/ml PWM stimulust
alkalmaztunk. A stimulusok kozil a PWM és a ConA lektinek hatdsara, valamint kis
mértékben az LPS kezelést kdvetéen is megfigyelheté volt a mitotikus fazisban 1évé

coelomasejtek aranyanak emelkedése az LBSS-sel kezelt kontroll mintdkhoz képest.

4.8. 1zolalt coelomasejtek lysenin expresszidja

Korabbi tanulméanyok mar beszamoltak giliszta coelomasejtek altal termelt anyagok
cytotoxikus hatésairdl. Lysenin elleni monoklonalis antitestet (a-EFCC5) hoztunk létre,
amellyel az Eisenia coelomasejtek lysenin expresszidjat vizsgaltuk.

Méréseink sordn a coelomalireg szabad immunsejt-alcsoportjai kozul harmat
tudtunk azonositani. Az EFCC5 pozitivitast, bar eltéré intenzitassal, de mindharom
alcsoport esetén megfigyeltik. A legtébb a-EFCC5 pozitiv sejtet a szabad
chloragocytakat/eleocytakat tartalmazo populacidban detektaltuk.

A pozitiv immunreakciét ad6 sejtek nagy mennyiségi, granulalt citoplazmaval és
aranylag kis sejtmaggal rendelkeznek. A pozitiv jelet féleg a granulumban gazdag
citoplazma mutatta. Az EFCC5 pozitiv sejtek morfologidja leginkabb a szabad
chloragocyta/eleocyta sejtcsoportot jellemzi. Egy masik, Kkis citoplazméval és nagy
sejtmaggal rendelkezé sejttipus nem adott specifikus jelet az a-EFCC5 immunfestés soran.
Ez az alcsoport valoszintileg megfeleltethet6 a hyalin sejtcsoportnak.

A kordbban létrehozott coelomasejt-alpopulaciok azonositasadra hasznalt
monoklonalis ellenanyagokat is felhasznalva kettés immunfluoreszcenciat végeztink. Az a-
EFCC3 pozitiv sejtek jellemzéen adherenciara hajlamos, kisebb sejtcsoportokat hoznak

létre, mig az a-EFCC5 pozitiv sejtek inkabb egyesével fordulnak elé.
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4.9. Szabad chloragocyta sejtek lysenin expresszidja

Immunhisztokémiai és in situ hibridizacids vizsgalatok eredményei szerint a
lysenint a typhlosolis chloragocyta sejtjei  termelik. Immunhisztokémiai  és
immuncitokémiai kisérleteink alapjan az a-EFCC5 pozitiv (lysenint expresszald) sejteket a
coelomaireg szabad coelomasejtjei kozott taldltunk. Az EFCC5 immunpozitiv sejtek a
coelomatregben kisebb csoportokban illetve izomhoz, vagy idegdichoz kotott maganyos
sejtekkeént is lathatdak voltak.

4.10. Gram-pozitiv baktériumok lysenin termelést befolyasol6 hatasa

A lysenin expressziot befolyasolo bakteridlis hatds vizsgalata erdekeben sziikseges
volt tisztazni, hogy az a-EFCC5 jeli monoklonalis ellenanyag valdban a lysenint ismeri-e
fel. A Western blot vizsgélatok azt mutattak, hogy az ellenanyag a coelomasejt lizatumbdl
csak egy proteincsikot jelol, aminek molekulamérete megegyezett a tisztitott lysenin
fehérjével. A kontrollként alkalmazott poliklonalis anti-lysenin ellenanyag is ilyen
molekulastlyG csikot adott. A negativ kontrollként alkalmazott Jurkat lizatumnal nem
kaptunk egyik ellenanyag esetében sem reakcidt. A coelomasejteket in vitro koriilmenyek
kozott hével inaktivalt E. coli és S. aureus torzsekkel inkubaltuk 6 6ran at. A coelomasejtek
intracelluléris lysenin expressziojat Western blottal, a stimulalt sejtek altal a felliluszoba
kibocsatott lysenin proteint szendvics-ELISA modszerrel mértik.

A S. aureus torzzsel inkubalt coelomasejtek lysenin expresszidja szignifikansan
megn6tt az E. coli torzzsel kezeltekhez képest (p=0,0043), valamint a kontroll mintakhoz
képest is nem szignifikans (p=0,058) novekedési tendenciat mutatott. Az E. coli
baktériumokkal inkubalt coelomasejtek lysenin expesszidja jelentésen csokkent a
kontrollhoz képest (p=0,042). A fellluszd (coelomasejtek altal szekretélt) lysenin-tartalma
a fehérje intracelluléris expresszidjaval azonos mintazatot mutatott. A S. aureus torzzsel
kezelt mintak esetében emelkedett lysenintartalmat figyeltlink meg a kontroll (p=0,018),
valamint az E. coli-val inkubaltakhoz kepest (p=0,012). Az E. coli torzzsel végzett
inkubacid nem okozott szignifikans lyseninszint valtozast a kezeletlen kontrollhoz képest

(p=0,55) a sejtek felliluszbjaban.
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5. MEGBESZELES

5.1. A coelomasejtek nyugalmi intracellularis kalciumszintjei és a Ca?* -influx
indukcidja ionomycinnel illetve gatlasa PMA-val

A hatékony  veleszlletett  immunrendszer a  kérokozdk  jellemzo
membrankomponenseit (PAMP) felismeré mintazatfelismeré receptorok (PRR) miikédésén
alapul. A receptorok jelatviteli uUtvonalakat aktivalnak, melyek veégil gyulladdsos
mediatorokat, antimikrobialis peptideket és a fagocitozis elemeit kodoldé géneket
szabalyoznak (1. &bra). A gerincesek velesziletett és adaptiv immunrendszerében a sejtek
aktivacioja kalciumhoz kotheté jelatviteli utakon keresztiil valdsulhat meg. Az
intracellularis kalciumszint emelkedése szamos immunoldgiai folyamathoz vezethet,
példaul kemotaxishoz, degranulaciéhoz, fagocitozishoz, citokinek felszabadulasdhoz vagy

proliferaciéhoz.
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1. dbra: A mintazatfelismerd receptorok (PRR) altal megkotott patogének kiildnbozs, feltételezett
jelatviteli utvonalon kereztill aktivaljak a coelomasejteket, mely fagocitézishoz, sejtosztédashoz és
antimikrobialis faktorok termeléséhez vezet (Sematikus abra az Inv Surv J, 2011, 8: 78-84 alapjan).
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A gerinctelen fajok is hasonld evollciésan konzervalt biokémiai, jelatviteli
mechanizmusokkal rendelkeznek.

Munkankban elséként figyeltik meg egy aramlési citometrian alapuld modszerrel a
giliszta coelomasejt alcsoportok eltéré kalciumjelét, valamint ennek valtozasait kiilonb6z6
mediatorok (ionofor, kalciumpumpa gatlok, lektinek és kemoattraktans) adagolésa utan.

Els6 lépésként meghataroztuk a két gilisztafaj coelomasejt-alpopulacidinak
intracellularis nyugalmi kalciumszintjét. A chloragocyta/eleocyta alcsoport mindkeét
gilisztafaj esetében magasabb kalciumjellel rendelkezett, mint a granuldlt vagy hyalin
coelomasejtek.

A vizsgélt sejttipusok nyugalmi kalciumszintjének meghatarozasa utdn munkankat
az intracellularis kalciumszintet modulal6 reagensek hatasanak tesztelésével folytattuk. Az
ionomycin kezelés utan az intracellularis szabad kalciumszint haromszoros emelkedését
figyeltik meg a coelomasejtekben, ami azonban nem jelentkezett a chloragocyta/eleocyta
sejtek esetében. Az E. fetida fajhoz képest az A. caliginosa coelomasejtek kisebb mértéka,
de nyugalmi szintjikhdz képest szignifikans kalciumjel emelkedést mutattak ionomycinnel
stimulalva. Erdekes modon a chloragocyta/eleocyta populécié nem reagalt az ionomycin
kezelésre. A chloragocyta/eleocyta sejtcsoport differencialodasuk/érésik  folyaman
elveszitheti a kalciummobilizal6 képességét. Az ionomycin hatadsanak hianya
chloragocytakon azonban a sejtmembran kalciumcsatornainak alacsony permeabilitasaval
vagy zarva maradasukkal is magyarazhato.

Az ionomycin hatdsara bekovetkez intracellularis kalciumszint valtozas soran
elészor a sejten bellli kalciumraktarak kidrilése zajlik le, amit a sejtmembran
kalciumcsatornainak aktivalédasa kovet. Ezt a feltevést igazoland6, az ionomycin
coelomasejtekre kifejtett hatasat kalciummentes PBS-ben is vizsgaltuk. Eredményeink
szerint a coelomasejtek kevésbé reagaltak az ionomycin stimulaciora kalciumszintjik
emelkedésével az 1,8 mM extracellularis kalcium jelenlétében inkubalt mintdkhoz képest,
tehat az ionomycin jelent6s sejten bellli szabad kalciumszint emelkedést okoz a nyugalmi
szinthez kepest, megpedig az intracellularis kalciumraktarakon keresztil.

Eredményeink szerint a PKC aktivalé hatdssal rendelkezé PMA coelomasejtek
esetében sem a plazmamembranon keresztll, sem intracelluléris kalciumraktarakbol torténo

Ca?*-mobilizaciét nem indukalt. Vizsgalataink kiegészitik a szakirodalomban korabban
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publikalt gerinces vagy gerinctelen modelleket felhasznal6é tanulményokat, megerésitve az
altalanosan el6forduld jelatviteli mechanizmusok meglétét az élévildgban. Elméletiink
szerint a giliszta immunsejtcsoportok esetén a kuldnb6zé stresszhatésok eltéré aktivaciot

vagy kalcium mobilizaciot okozhatnak.

5.2. Ca**-ATPaz aktivitas a coelomasejtekben

Thapsigargin alkalmazéasaval vizsgaltuk az evol(ciésan konzervalt Ca®*-ATPazok
jelenlétét gilisztasejteken. A thapsigargin kalciumszintre gyakorolt hatdsanak detektalasaval
mindkét vizsgalt gilisztafaj funkcionalis Ca?*-ATPaz aktivitasat kimutattuk, tovabba a
thapsigargin el6kezelést kapott mintdk csokkent kalciumszint emelkedése az ionomycin
kezelést kdvetoen arra utal, hogy az effektor coelomasejtek elsédleges kalciumraktara az
endoplazmaés retikulum.

Az enzimaktivitas helyének meghatarozasat Ca’*-ATPaz citokémia segitségével
vegeztik el. Kordbbi vizsgalatok szerint a gilisztadk és pidcak mezodermalis eredeti
szovetei rendelkeznek ATPaz enzimaktivitassal. Mindkét faj coelomasejtjei kozott talaltunk
pozitiv enzimreakciot ado sejteket, melyek jellegzetes festédési mintazata a sejtmag korl
volt lathatd. A festési mintazat megfelelhet az endoplazmaés retikulum ATP&az enzimeitol

szarmazo jelnek.

5.3. Mitogén és kemoattraktans altal kivaltott kalciumjel a coelomasejtekben

Az LPS, illetve a ndvenyi lektinek kozul a PHA, a ConA, vagy a PWM in vitro és
in vivo kisérletekben gyakran alkalmazott mitogének. Ezek az anyagok gerinces leukocytak
aktivacioja és proliferacidja soran a sejtek kalciumszintjének valtozasat okozhatjak.
Kisérleteinkben arra kerestink valaszt, hogy a gerinctelen fajok immunsejtjeinek
mitogénekkel torténd aktivaciojakor megfigyelheté-e kalcium mobilizacio. Korabbi
eredmények szerint a mitogénstimulus hatasara bekovetkezik coelomasejt proliferacio. A
kilonbdzé mitogenkezelések kozil csak a PHA kezelés valtott ki detektalhato kalciumszint
emelkedést. Az LPS, PWM és ConA proliferaciot fokozo hatdsa feltehetéleg kalciumtol
fliggetlen jelatviteli utvonalakon zajlik. Az fMLP elnydjtott hatasa a mérés soran kor(lbelul

1 perccel a stimulus utan jelentkezett, és 5 perc utan allt vissza a nyugalmi kalciumszint. A
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coelomasejtek korai, de viszonylag gyenge aktivaciojaban lehet szerepe ennek a

folyamatnak.

5.4. Ismételt sejtizolalasok és mitogénstimulaci6 hatasa a coelomasejtek
sejtosztodasara

A gilisztdk immunreakcidi sordn a coelomasejtszam helyreéallitasa alapvet6
fontossagu. Munkankban ismételt sejtizolalasokat és regeneracios periddusokat alkalmazva
megfigyeltik a mitotikus fazisban 1év6 coelomasejtek ardnyanak emelkedesét a masodik,
illetve harmadik coelomasejtizolalast kdvetéen. Az utolso, negyedik sejtizolalaskor méar a
proliferald coelomasejtek aranyanak csokkenését tapasztaltuk.

Vizsgalatainkban a mitogének hosszabb és révidebb tavi hatasait is elemeztik E.
alkalmazva E. fetida esetében a ConA és a PWM lektin erésebb, mig az LPS stimulus

gyengébb sejtproliferacidt serkentd hatdsat tapasztaltuk.

5.5. A lysenin expresszidja Eisenia coelomasejtekben és szdvetekben

A gyirisférgek immunvélaszaban Kitlintetett szerepet jatszanak a kulénb6z6
cytotoxikus és antimikrobiéalis fehérjék. Korabbi tanulmanyok nem targyaltak egyertelmiien
a lysenin molekula expressziéos mintdzatat az Eisenia szdvetekben és feladatat az
immunitasaban.

Sikeriilt meghataroznunk az izolalt coelomasejttipusok és a szOvetek lysenin
expressziojat. Eredményeink szerint a lysenint nem a helyhez kotott, chloragogén szdvetet
alkotd, centralis chloragocyta sejtek termelik, hanem a fehérje kizarolag a coelomaiireg
szabad chloragocyta/eleocyta sejtjeibdl szarmazik. Ezeket az adatokat nemcsak az
Intézetiinkben elGallitott lysenin specifikus monoklonélis a-EFCC5 ellenanyag altal adott
festési mintazat alapjan allitjuk, ugyanis parhuzamosan a poliklonalis a-lyseninnel végzett
immunfestések hasonlé eredményekkel szolgaltak.

Nem zarhat6 ki, hogy a centralis chloragocyta sejtek rendelkeznek lysenin kédold

mRNS-sel, mig a szabad, érett chloragocyta sejtek lehetnek a lysenin proteinnel rendelkezé
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effektor sejtek. Az ellentmondés feloldasara a gilisztak lysenin expresszidjanak szezonélis,
vagy a sejtek érése soran bekdvetkez6 valtozasaira vonatkozd tovabbi adatok birtokaban

lenne esely, ezek azonban egyeldre nem allnak rendelkezésre.

5.6. In vitro baktérium-kezelés befolyasolja a coelomasejtek &ltal termelt lysenin
mennyiségét

A lysenin molekula immunvalaszban bet6ltott szerepét E. coli és S. aureus
baktériumokkal kezelt coelomasejtekben vizsgaltuk. Eredményeink szerint a lysenin
expresszio Gram-pozitiv baktériumok hatasara in vitro rendszerben fokozddhat. Az E. coli
baktériumokkal tortént inkubécié utdn megfigyelt lysenin expresszio csokkenes
6sszhangban van a szakirodalomban mar korabban publikalt eredmenyekkel.

Erdekesség, hogy a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumkezelés eltéréen
modulalja a lysenin expresszidjat. Az eltér6é expresszids mintazat pontosabb megértéséhez
tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a lysenin egy multifunkcionalis fehérje,
mely tobb eltéré feladatot is ellathat az gilisztdk immunvalasza soran. Adataink alapjan

nemcsak cytotoxikus, hanem antibakterialis funkcioval is bir a lysenin.
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