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| Bevezetés

I.L1 A mézelo méh jellemzése

Regnum: Animalia
Phylum: Arthropoda
Classis: Insecta
Ordo: Hymenoptera
Familia: Apiidae
Genus: Apis
Species: Apis mellifera

A mézel6 méh tobb ezer évvel ezeldtt haziasitott, kozmopolita elterjedési,
kizardlag csalddokban €16 euszocidlis rovar. Egy csalad altalaban 20 000-80 000 egyedbdl
all, amelyek 3 kasztot alkotnak: a méhanya, a dolgozok ¢és a herék. Az anya
(szaporoddképes ndstény) megtermékenyitett petéket helyez a dolgozok (nem
szaporodoképes ndstények) altal viaszbodl épitett hatszogletli 1épsejtekbe. A fiatal dolgozok
a kaptarban belsé munkat végeznek: gondozzak az anyat, a fiatal egyedeket és a 1épet, a
potroh hasi oldalan talalhat6 viaszmirigyek a sejtek épités€¢hez sziikséges viaszt termelik.
Az 1désebb dolgozok kiilsé munkéssd valnak: viragport, nektart és vizet gyljtenek. A
herék (himek) a parzasban és a méz érlelésében vesznek részt.

Az egyedek teljes atalakulassal fejlédnek (holometamorphosis). A pete 3 nap utan
larvava (alca) alakul, 6-9 nap alatt 5 larvastaddiumon megy keresztiil (L1-L5). Az utolsé
larvastddium végén, amikor az egyedek elérték a bab stadiumot a dolgozdk befedik a
sejtet, amelybOl a peterakast kovetd 16.-24. napon a kifejlett egyed kiragja magat. A pete,
larva ¢és bab stadiumokat Osszefoglald néven fiasitdsnak nevezziikk. Az egyedfejlodés
id6tartama kasztonként eltérd (1. abra). A megtermékenyitett diploid petékbdl ndstények, a
megtermékenyitetlen haploid petékbdl himek fejlddnek. A dolgozé meéheket a fiatal
egyedek (dajka méhek) a fejlodés korai szakaszdban garatmirigyliik valadékaval, a
méhpempdvel etetik, majd virdgporral €s mézzel taplaljak. Azokbdl a diploid egyedekbdl,

amelyeket a sejt befedéséig taplalnak méhpempdvel, méhanya fejlodik.
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1. abra A mézelé méh kasztok és fejlodési stadiumok dsszehasonlitasa (Winston 1987 utan, méodositva).

A dolgozdk a nyari iddszakban altaldban 20-40 napig élnek, azonban az Jdsszel
kikelt egyedek az attelelés sordn - amikor nincs fiasitds - akdr 6 honapig is ¢€letben
maradhatnak. A herék koriilbeliil 30 napig €lnek, azonban a parzas utan elpusztulnak. A
méhanya atlagosan 3 évig ¢él, de ¢lettartama akéar a hat évet is elérheti (Winston, 1987).

A mézeld méh mind Okologiai, mind gazdasidgi szempontbol az egyik
legjelentdsebb haszonallat. A novények beporzasaval jelentds mértékben hozzajarul a
bioszféra egyenstulyanak a fenntartdsdhoz. Potolhatatlan a méztermelésben és a kiilonb6z6
,méhtermékek”, az ¢lelmiszeripar, a gyogyszeripar ¢és a kozmetikai ipar alapanyagaul
szolgalo, propolisz, virdgpor és méhméreg eldallitdsdban (Burlando €s Cornara, 2013,

Cherniack, 2010, Gallai €s mtsai., 2009, Han és mtsai., 2013, Moritz és mtsai., 2010).

1.2 A mézelo méh korokozoi

Az utobbi idében dramaian megemelkedett a kolonidk elnéptelenedésével jaro,
sulyos gazdasagi karokat eredményezd méhpusztulds, amely tobb faktor, patogének ¢€s
egyeb kornyezeti tényezdok egyiittes hatasanak a kdvetkezménye (Dainat €s mtsai., 2012).

A larvakat ¢és a kifejlett egyedeket szamos korokozo karositja. A larvak és babok,
egyeldre gyodgyithatatlan fert6z6 rothadasahoz vezetd amerikai nyulds koltésrothadast a
Paenibacillus larvae subsp. larvae Gram-pozitiv sporaképzd, aerob baktérium okozza. A

fertdzott larvak elpusztulnak, maradvanyuk strd, nyulés anyaggd, majd beszaradva a
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Iépsejt aljara ragadt fekete Gn. porkké alakul, amelyet a méhek nem tudnak eltavolitani a
kaptarbol. A P. larvae sporai ellenalldak, sokaig fertdzoképesek maradnak (Alippi €s
mtsai., 2002). Hasonlo tiinetei vannak a nem spdraképzd Mellisococcus pluton altal
eloidézett eurdpai koltésrothadasnak is, azonban ebben az esetben az elhalt alcak
maradvanya nem alakul at nytlds anyaggé (Arai és mtsai., 2014). A Serratia marcescens
sicaria (Ssl) Gram-negativ baktériumtorzset, a téli idészakban elpusztult kolonidkban
azonositottak. A fert6zott egyedek ropképtelenek kirekesztik Oket a kolonidbdl (Burritt és
mtsai., 2016). Ma4jusban, a vizhidny okozta Gn. mdajusi vész tiineteitél szenvedd
meéhcsalddoknal Spiroplasma fertézést mutattak ki (Clark és mtsai., 1985).

A mézel6 méhek gombafertdzéseknek is ki vannak téve, ezek egyike az
Ascosphaera apis tdmlosgomba okozta koltésmeszesedés, amely €évrdl évre vildgszerte
egyre jobban terjed. A Iépsejtek befedése utdn a fertdzott egyedek elpusztulnak,
kiszaradnak ¢€s sziirke mumidva alakulnak. Ezeket az egyedeket jo tisztogatasi hajlammal
rendelkezd csalddok dolgozoéi felismerik €s eltavolitjak a 1€psejtekbdl. Bar a fert6zés nem
okoz koloniamértékli pusztitdsokat, komoly gazdasagi karokhoz vezethet (Aronstein és
mtsai., 2010).

A mézelé méh virusos megbetegedései koziil a kifejlett egyedek szarnytorzuldsat a
Deformed wing virus (DWV) okozza. A fertdzott fiasitdsbol ropképtelen dolgozdk
fejlodnek, amelyeket az egészséges dolgozok kirekesztenek a kolonidbol (Chen és mtsai.,
2007). A heveny méhbénulas virussal (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV) torténd fertdzés
soran ropképtelen egyedek fejlddnek, a méhek a kaptar bejaratanal maszkalnak, igy ez a
betegség a méhcsalad népességének elvesztését okozza. Mivel a fertdzEs a jo tisztogatasi
hajlamt méhek aktivitasanak csokkenését eredményezi, ezért a betegség a kaptaron beliil
gyorsan elterjedhet (Sammataro €s mtsai., 2000).

Napjainkban vilagszerte az egyik legveszélyesebb méh korokozd a Varroa
destructor atka. Kiils0 parazitaként a babok, és a kifejlett egyedek testnedveivel
taplalkozik legyengitve azokat. A V. destructor csak néhany oraig képes taplalék nélkiil
¢letben maradni, ezért elterjedésében fontos szerepet jatszik a méhek egymassal torténd
érintkezése. A nagy méhsiiriiség, a vandorméhészetek, valamint a fert6zott méhek importja
vildgszerte a parazita széleskorii elterjedéséhez vezetett (Beetsma, 1994, Matheson, 1996).
Az atkdk virusfertézéseket is terjesztenek, €s a legyengiilt egyedek egyéb fertdzésekre is
fogékonnya valnak (Anderson és mtsai., 2000).

A Nosema apis €s Nosema cerenae sporas egysejtiiek a méhek koros hasmenését

idézik elé. A N. apis a kifejlett egyedek bélhdmsejtjeit tdmadja meg, majd a spordk a
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bélcsatornaba liriilnek, és a széklettel tavoznak (Bailey és mtsai., 1983, Fries és mtsai.,
1996). A N. apis elsésorban tavasszal okoz karokat (Fries, 1993), azonban az utobbi
években, tobb helyen, a nyar folyaman is izolaltak a kérokozot a korabban csak Azsidban
azonositott N. cerenae-hoz hasonldéan (Higes és mtsai., 2006).

A kozelmtltban az Egyesiilt Allamokban felfedezték, hogy az Apocephalus
borealis 1€gy is szerepet jatszhat a kaptarelhagyas jelenségében. Az 4. borealis a kifejlett
egyedek potrohaban helyezi el petéjét, amelynek hatasara a dolgozok elveszitik
tajékozodasi képességiiket, a fény felé szallnak, és nem taldlnak vissza a kaptarba (Core €s
mtsai.,, 2012). Ezen kiviil még két tovabbi fakultativ parazitat irtak le, amelyek petéi,
hasonld6 médon, a kifejlett egyedekben fejlodnek. A Megaselia rufipes fajt Olaszorszag
délkeleti részén irtak le (Dutto és Ferrazzi, 2014), mig Algériaban a Megaselia scalaris fajt
azonositottak a DWWV fert6zés lehetséges vektoraként (Menail és mtsai., 2016).

A parazitak és patogének mellett (2. dbra) a mezégazdasagban hasznalt ndvényvédd
szerek, vetdmagok neonikotinoidokkal torténd csavazasa, tovabba a valtozo klimatikus
viszonyok is nagymértékben hozzajarulhatnak a méhek pusztuldsdhoz (Farooqui, 2013,
Simon-Delso és mtsai., 2014).

A mézelé méh a kiilonbozé patogének ellen egyedi immunvalaszaval, valamint

szocialis viselkedésébdl adodo un. alternativ stratégiak alkalmazéasaval veszi fel a harcot.

* Pseudomonas

euridice

* Enterococcus
faecalis

* Paenobacillus alvei

* Brevibacillus
laterosporus

* Aspergillus spp.

« Crithidia mellificae
* Malpighamoeba
* Tropilaelaps spp. 3 mellificae
* Acarapis woodi » Ujabb patogének « Gregarina
* Serratia
marcescens sicaria
* Apocephalus
borealis
* Megaselia rufipes
* Megaselia scalari:

2. abra A mézelé méh korokozdi. Pirossal jelolve a dolgozatban is ismertetett patogének (Evans és
Schwarz, 2011 utan modositva).
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I.3 Alternativ stratégiak a korokozok ellen

Egyéb szocialis fajokhoz hasonloan (Armitage és mtsai., 2010, Schliins és Crozier,
2009) a mézeldé méh egyedi immunrendszere koldniaszintli védekezési folyamatokkal
egeésziil ki. A méhcsaladdra gy tekinthetlink, mint egy un. szuperorganizmusra. A csalad
alkotja az egész egységet, egyedei 6nmagukban nem képesek ¢életben maradni, hasonldan a
magasabb rendli szervezeteket felépitd sejtekhez. A magasabb rendli szervezetek
kiilonb6zé védekezési szintekkel rendelkeznek a korokozok ellen, ami jellemzd a
szuperorganizmusként funkcionalé méhcsaladra is.

Az elsédleges védelmi vonal feladata a koérokozok kaptarba torténd bejutdsanak a
megakadalyozasa. Az idsebb dolgozok egy része nem a gytijtogetésben vesz részt, hanem
a kaptar kijardjat védi, olyan nagyobb méretli kartevoktdl, mint a haldlfejes lepkék vagy a
darazsak. A méhek sokszor sajat maguk juttatnak be a kaptarba kornyezetiikbdl, vagy
szomszédos méhcsaladokrol testiikre tapadt korokozokat. A szomszédos kolonidkrol
atterjedt fertdzéseket horizontélis fertdzésnek nevezziik, amelynek leggyakoribb esete az
atkaval torténd fertdz6dés mas méhészetekbdl. Ahhoz, hogy a gylijtogetd méhek
csOkkentsék a korokozd bejutasat a kaptar belsobb részeibe, a gylijtott ¢lelmet a bels6d
dolgozoknak adjak at, igy nem érintkeznek kozvetleniil a kaptar kdzponti részével, ahol a
fejlodo egyedek és az anya tartozkodik.

A masodik védelmi szint a kaptarba bejutott fertézés szétterjedésének
megakadalyozéasa, amelynek érdekében az egyedek rendszeresen tisztogatjak egymast. A
JO tisztogatasi hajlammal rendelkezé dolgozok az atkéaval fertdzott larvakat és babokat
eltavolitjak a kaptarbol, ami megszakitja az atka szaporodasi ciklusat. A magas tisztogatasi
hajlammal rendelkez6 méhvonalakat Varroa szenzitiv higiénikus (VSH) képességi
méheknek nevezziik. A tisztogatasi hajlam méhvonalanként eltérd és oroklédik. E
viselkedés meghatarozasat a Iépsejtek felnyitasaért felelds ,,uncapped” és a fertdzott
egyedek eltavolitasaért felelds ,,removing” gének hatarozzak meg (Evans és Spivak, 2010,
Rothenbuhler, 1964). A kaptarba bejutott nagyobb méretii kartevOket a méhek szocialis
enkapszulacioval hataroljak el: testiikkel koriilvéve elzarjak a téaplalékforrastol és
szarnymozgatasukkal lokalisan magas homérsekletet fejtenek ki. A koltésmeszesedés
korokozdja az A. apis ellen a csalad egyedei az egész kaptar homérsékletét is képesek
megemelni, ami a méhek egyedfejlddését még nem befolyasolja, viszont a tomlésgomba

szaporodasat gatolja. Ezt a jelenséget kaptarlaznak nevezziikk. Amennyiben egy fertdzés
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olyan mértékii, hogy a csalad 0sszeomlasat okozhatja, a méhek kirajzanak, azaz elhagyjak
a kaptart és 0j otthont épitenek.

Az elobb ismertetett aktiv védekezési stratégidk mellett a méhek passziv, azaz
megel6zo védekezési modszereket is alkalmaznak: a kaptar belsejét antimikrobialis hatasa
propolisszal vonjék be, a larvakat folyamatosan gondozzak és taplaljak, a babokat elzarjak
a kiils6 kornyezettdl a fejlodés legkritikusabb szakaszaban, valamint az anyat specidlis
bolcsdben nevelik, méhpempdvel taplaljak és fokozottan védik, gondozzak. Az anyarol az
utodgeneraciora atadodod betegségeket nevezziik vertikdlis fertézésnek (Alaux és mtsai.,
2012, Cremer ¢s mtsai., 2007, Cremer és Sixt, 2009, Evans és Spivak, 2010, Richard ¢és
mtsai., 2008, Wilson-Rich ¢és mtsai., 2008).

1.4 Az egyedi immunvalasz

A parazitdk és mikroorganizmusok ellen a rovarok, beleértve a méheket is
hatékonyan miikodé immunrendszerrel rendelkeznek, amely a fertézést kovetden, gyorsan
aktivalodik €és a valaszreakciok akar néhany oran beliil lejatszédhatnak. Ez a védekezési
forma két 16 rendszerre bonthatd: humoralis és sejt-kozvetitette immunvalaszra.

A humoralis immunvalasz esetén, az evolicid soran konzervalt receptor molekulak
a korokozokra altaldnosan jellemzd molekularis mintdzatokat ismernek fel, majd olyan
jelatviteli utakat aktivalnak, amelyek eredményeként antimikrobidlis peptidek (AMP), a
hemolimfa alvadasi és melanizaciés folyamataiban szerepet jatszé molekulakat kodold
gének aktivalodnak (Cerenius és Soderhdll, 2011, Hoffmann és mtsai., 1999, Hultmark,
2003, Vilmos ¢és Kurucz, 1998). Annak ellenére, hogy a szocidlis kozeg kedvez a
fertdzések gyors terjedésének a kolonidkban €16 mézeld6 méhben kevesebb
immunfunkcioért felelds gént azonositottak az egyediil €16 D. melanogaster €s Anopheles
gambiae fajok genomjahoz képest (Consortium, 2006, Evans és mtsai., 2006, Elsik €s
mtsai., 2014).

A sejt-kozvetitette immunvalasz végrehajtd sejtjei a vérsejtek, amelyek a
mikroorganizmusokat bekebelezéssel (fagocitdzissal), a nagyobb méretli korokozokat
pedig tobb sejtrétegbdl 4116 tokba zarva pusztitjak el (Hoffmann és mtsai., 1999, Vilmos és
Kurucz, 1998). A csoportunk altal azonositott D. melanogaster Nimrod génklaszter és Nim
kromoszoma régidban talalhatdé gének a mikroorganizmusok fagocitdldsaban szerepet
jatsz6 Nimrod fehérjéket kddoljak. Kimutattuk, hogy a nimrod gének homoldgjai, valamint

a vajk géneket is magaban foglalo Nim kromoszoma régido homologjai a mézelé6 méhben is
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megtalalhatok (Cinege ¢és mtsai., 2017, Kurucz és mtsai., 2007a, Somogyi ¢s mtsai., 2010,

Zsédmboki és mtsai., 2013).

1.4.1 Humoralis immunitas

A rovarok humordlis immunvélasza esetén, az evolicido sordn konzervalt receptor
molekuldk, felismerik a korokozokra altaldnosan jellemzé molekularis mintazatokat
(PAMP), és kiilonbozd jelatviteli utakat aktivalnak (Toll, Imd, JAK/STAT), AMP-ek,
valamint koagulacios €s melanizacidés folyamatokban résztvevd fehérjék termelddnek. A
humoralis immunvéalasz Drosophila fajokban mar részletesen tanulmanyozott (Cerenius €s
Soderhill, 2011, Hoffmann és mtsai., 1999, Hultmark, 2003, Vilmos ¢s Kurucz, 1998), a
jelatviteli utvonalakban szerepet jatszo fehérjéket kodold gének homologjait a mézeld
méhben is azonositottak (3., 4. dbra) (Consortium, 2006, Evans és mtsai., 2006, Elsik ¢és
mtsai., 2014).

Az Imd jelatviteli utvonalat Drosophila-ban a diaminopimelinsav-tipust (DAP-tipust)
peptidoglikanok  aktivaljak. A peptidoglycanrecognition protein-LC (PGRP-LC)
transzmembran receptor aktivacioja soran képzddd szignalizacidos komplex része a death
domént tartalmazoé Imd fehérje, a dFadd adaptor fehérje €s a kaszpaz8 homolég Dredd,
amely az Imd hasitasat kdvetd foszforilacios eseményeken keresztiil aktivalja a Drosophila
IKK komplexet, amely a Relish foszforilaciojat idézi eld. A Relish fehérje C terminalis
része a citoplazmaban marad, mig az aktiv N-termindlis része a sejtmagba jutva
antimikrobialis peptideket (Diptericin, CecropinA) kdédold géneket aktival (Dushay €s
mtsai., 1996). A folyamatban a Takl és TAB2 molekuldk az NF-kB és a JNK (c-Jun N-
terminalis kindz) jelatviteli utvonalak aktivalasaban vesznek részt (3. abra).

A JNK jelatviteli utvonal a sebgydgyulasban, stressz valaszban és apoptdzisban
szerepet jatszo immungének atirdsanak szabalyozéasaban vesz részt (Royet és Dziarski,
2007). Bakterialis illetve virusfertzést kovetéen a JAK/STAT utvonal is aktivalodik, a
hemocitak 4ltal termelt Upd3 citokin-szerli molekula a JAK/STAT utvonal receptorahoz, a
Domeless fehérjéhez kotddik és antiviralis gének atirdsat szabalyozza (Agaisse és mtsai.,

2003) (3. 4bra).
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3. abra A mézel6 méhben azonositott immungének az Imd, JNK és JAK/STAT jelatviteli itvonalakban
(Evans és mtsai., 2006 utan modositva).

A Toll jelatviteli utvonalat tobbnyire a Gram-pozitiv, lizin-tipust peptidoglikannal
rendelkezd baktériumok, valamint a gombak aktivaljak. Az utvonal kiindulasi pontja a
proteolitikus kaszkad soran hasitdédo citokin-szeri Spétzle molekula (SPZ) (Arnot és
mtsai., 2010), amely kotédésével dimerizalja a Toll receptort (Schneider és mtsai., 1994).
A dimerizalt receptor citoplazmatikus doménjéhez a MyD88 adapter fehérje kotddik, igy a
Tube ¢és Pelle kinaz is képes a komplexhez kapcsolodni. A foszforilaciod eltavolitja a Cactus
molekuldt a Dorsal fehérjérdl, amelynek NLS szekvencidja elérhetd lesz, igy a sejtmagba

jutva szabalyozza az antimikrobidlis peptidek génjeinek atirasat (Lindsay és Wasserman,

2014) (4. abra).
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4. dbra A mézel6 méhben azonositott immungének a Toll jelatviteli utvonalban
(Evans és mtsai., 2006 utan modositva).

A jelatviteli Gtvonalak az antimikrobialis peptidek termelésén kiviil a melanizacios
folyamatokat is szabalyozzak. {zeltldbuakban a szeptikus sériilés és a parazitoid darazsak
szurasa a sériilés helyén melanin szintézisét valtja ki (Tang, 2009). A melanizaci6 sordn a
profenoloxiddz (PPO) enzimatikus hasitast kovetden aktiv fenoloxidazza alakul és a
fenolok oxidacidjat katalizalja melaninna poimerizalodé kinonokka (Cerenius €s Soderhéll,
2004, Cerenius ¢és mtsai, 2008). D. melanogaster-ben harom PPO-t azonositottak: a
kristalysejtek termelte PPO1 ¢és a PPO2 a sériilést kdvetd melanizicios folyamatokat
(Dudzik ¢és mtsai., 2015), mig a lamellocitdk altal termelt PPO3 a PPO2-vel
egylttmiikodve a tokképzés soran bekovetkezd melanizaciot aktivalja (Irving és mtsai.,

2005, Nam és mtsai., 2008) (5. dbra).
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5. abra D. melanogaster fenoloxidaz aktivitasa (Dudzik és mtsai., 2015 utan modositva).

A rovarok kutikula sériilése soran a melanizacios folyamatok mellett hemolimfa
koagulacidbhoz vezetdé kaszkad reakcid is aktivalodik, amelynek sordn a hemolimfa
megalvad ¢és elzarja a sebet, az alvadék haldzatos strukturaja meggatolja tovabbi
korokozok szervezetbe torténd bejutasat €s szaporodasat (Bidla €s mtsai., 2005, 2009,
Krautz ¢és mtsai., 2014, Theopold és mtsai., 2014). Az izeltlabuakban azonositott alvadasi
faktorok  egymassal  szerkezeti és  funkciondlis  hasonlosagot — mutatnak.
D. melanogaster-ben a hemolimfa alvadékban a hemocitdk altal termelt von Willebrand
faktor homolog domaineket tartalmazé hemolektin fehérje van a legnagyobb
mennyiségben jelen (Goto és mtsai., 2001, Iwanaga és mtsai., 1998, Jiravanichpaisal €s

mtsai., 2006, Lesh és mtsai., 2007, Loof és mtsai., 2011, Theopold és mtsai., 2004).

1.4.2 Sejt-kozvetitette immunitas

A sejt-kozvetitette immunitas effektor sejtjei a vérsejtek, azaz hemocitak, amelyek
a mikroorganizmusok fagocitézisat végzik, valamint a nagyobb méretli korokozokat
tokképzés soran pusztitjak el (Hoffmann és mtsai., 1999, Vilmos és Kurucz, 1998). A
rovarok koziil a legrészletesebben az ecetmuslica vérsejtképzddését €s vérsejt populaciodit
tanulmanyoztak. Drosophila-ban a keringd vérsejtek tobb mint 95%-at a fagocitald kis
kerek sejtek, a plazmatocitdk teszik ki, amelyek a bekebelezés mellett extracelluléris
matrix fehérjéket €s antimikrobialis peptideket is termelnek (Martinek €s mtsai., 2008,
Samakovlis és mtsai., 1990, Ulvila és mtsai., 2011). A kristalysejtek a plazmatocitakhoz
hasonlé morfologiaji sejtek, de citoplazmdjuk profenoloxidédz kristalyokat tartalmaz,
amelyek a melanizacioban és a koagulacioban vesznek részt (Rizki és Rizki, 1959, Bidla és
mtsai., 2009). A lamellocitdk nagy kiteriilt vérsejtek, amelyek immunindukciot kdvetden

(sériilés, dardzsfertdzés) jelennek meg a keringésben és a plazmatocitdkkal egyiitt
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tobbrétegli tokot hoznak létre a nagyobb méretii testidegen anyagok koriil (Carton és
Nappi, 1997).

A vérsejtek vérsejtképzd szovetekben differencialddnak az egyedfejlodés soran.
D. melanogaster larvaban harom 6 vérsejtkompartmentum kiilonithetd el: a keringés, a
szesszilis szovet és a kozponti nyirokszerv (Lanot és mtsai., 2001, Sorrentino €s mtsai.,
2002, Zettervall és mtsai.,, 2004). A keringésben a vérsejtek szabadon aramlanak a
hemolimfaban a szivcsd periodikus dsszehtizédéasainak megfeleléen anterior iranyban (Tao
¢s Schulz, 2007). A szesszilis szovet a larva testiiregének faldhoz tapadd, a larva
szegmenseinek megfeleld vérsejtkompartmentumokbd6l all (Lanot és mtsai., 2001, Markus
¢s mtsai., 2009, Zettervall és mtsai.,, 2004). A kozponti nyirokszerv a szivcsd mentén
elhelyezkedd paros lebenyes szerv, amelynek els6 lebenye funkciondlis zondkra oszthato
(Jung ¢és mtsai., 2005, Krzemien ¢s mtsai., 2007, 2010, Roehrborn, 1961). Szamos
rovarfajban leirtak a kdzponti nyirokszervhez hasonlo, a szivesd kozelében elhelyezkedd
struktarat. A kétfolta tiicsok (Gryllus bimaculatus) larvainak 2. és 3. szelvényében a
szivesd két oldaldn parban (Hoffmann, 1970), selyemhernyoban (Bombyx mori) a testfal
belsd feliiletéhez tapadva az eliilsé €s hatulsé szarnydiszkuszok kozelében (Han és mtsai.,
1998) talalhat6. A keleti vandorsaskaban (Locusta migratoria) a szives6 korili sejtrétegbdl
differencialédnak a vérsejtek (Hoffmann, 1970), kék dongdlégyben (Calliphora
erythrocephala) a szivcso poszterior végében talalhato a larvalis vérképzdszerv (Hoffmann
1979), cifrardkban (Orconectes limosus) az elobél anterior végén helyezkedik el egy tobb
sejtrétegbdl allo vérsejtképzd kompartmentum (Bohm és Gersch, 1983). Mézelé6 méhben
eddig még nem azonositottak hasonlo larvalis vérsejtképzé kompartmentumot.

A fagocitdzis a torzsfejlddés soran konzervalodott folyamat a patogén
mikroorganizmusok eltavolitdsara (Ulvila ¢és mtsai,, 2011). A folyamat sordn a
fagocitalandd részecskék felismerése és megkotése a fagocitdlo vérsejtek sejtfelszini
receptorainak kozremiikodésével torténik. Ezek a mintdzatfelismerd receptorok az evolicio
soran konzervalodtak és a patogénekre altalanosan jellemzd molekuldris mintdzatokat
(PAMP) érzékelik (Kurata, 2014). A fagocitalo sejtek miutdn felismerték a testidegen
részecskéket megkotik, bekebelezik és a sejten beliili lizoszomakban lebontjak azokat.
(Shim és mtsai., 2010, Ulvila és mtsai.,, 2011). A fagocitozisreceptorok tobb csoportba
sorolhatok, amelyek koziil Drosophila-ban az epidermalis ndvekedési faktor (EGF)
doménhez hasonlo NIM domént tartalmazo6 receptorok koziil a NimC1 a Gram-negativ €s
Gram-pozitiv baktériumok felismerését, az Eater a Gram-pozitiv baktériumok, a Draper a

Gram-pozitiv ~ Staphillococcus aureus baktérium fagocitdézisaban jatszik szerepet
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(Hashimoto ¢és mtsai., 2009, Kocks ¢és mtsai., 2005, Kurucz és mtsai.,, 2007a). A NIM
domént tartalmazéd fehérjék a Nimrod fehérjecsalad tagjai. A fehérjéket kodoldo gének
koziil a nimA, nimB, nimC ¢€s draper gének homoldgja mézeld6 méhben is megtalalhato
(Somogyi és mtsai., 2010).

A tokképzés a mikroorgasnizmusoknal nagyobb méretli korokozok, mint példaul a
fiirkészdarazsak petéjének, elhatarolasa a gazdaszervezettdl. A tokképzés ecetmuslicdban
részletesen tanulméanyozott folyamat, amely hasonldé az emlésok granuloma képzéséhez
(Helming ¢és Gordon, 2009). A parazita a larva testiiregében helyezi el petéjét, majd annak
szoveteivel taplalkozva fejlodik és elpusztitja azt. A gazdaszervezet ¢érzékeli a testidegen
anyagot, a larvaban specidlis vérsejttipus differencialodik, amely egy tobbrétegli melanizalt
tokot alkotva hatarolja el a parazitat a szervezett6l (Nappi és mtsai.,, 2004). Méheknél
csupan néhany olyan fajt azonositottak, amely kifejlett egyedek potrohdban helyezi el
petéjét, de arrdl nincsenek adatok, hogy ez a fertdzés kivalt-e valamilyen immunvalaszt a

gazdaszervezetben (Core és mtsai., 2012, Dutto €s Ferrazzi, 2014, Menail és mtsai., 2016).

1.4.3 A rovarok sejt-kozvetitette immunvalaszanak vizsgalata

A rovarok vérsejtjeit eldszor morfologiai, hisztokémiai €s funkciondlis jellemz6ik
alapjan csoportositottak (Gupta, 1979, Jiravanichpaisal és mtsai., 2006, Lavine ¢s Strand,
2002). Csoportunkban elséként vérsejt specifikus, monoklonalis ellenanyagok
eloallitdsaval immunologiai markereket azonositottak, valamint vérsejt specifikusan
miitk6dé meghajtdo elemeket hoztak l1étre D. melanogaster-ben, amelyek segitségével a
vérsejt alpopuldciok in vivo €s ex vivo egyarant azonosithatéva valtak (Csordés és mtsai.,
2014, Kurucz és mtsai., 2003, Kurucz és mtsai., 2007a, Kurucz és mtsai., 2007b, Rus és
mtsai., 2006, Vilmos és mtsai., 2004). D. melanogaster-ben a kiilonb6zd vérsejttipusok
elkiilonitésére €s differencidlodasuk szabalyozasanak vizsgalatdhoz in vivo transzgenikus
konstrukcidkat alakitottak ki, amelyek segitségével az immunvalaszban szerepet jatszo
géneket azonositottak, valamint olyan mutdnsokat hoztak Iétre, amelyek melanotikus
tumorokat hordoznak (Braun és mtsai., 1997, Honti és mtsai., 2009, Rodriguez ¢s mtsai.,
1996, Shrestha és Gateft, 1986).

Mas Hymenoptera fajokhoz hasonléan (Amaral és mtsai.,, 2010, Manfredini és
mtsai., 2008) a mézeld méh vérsejtjeit is eldszor morfologiai jegyeik alapjan
csoportositottdk. A mézeld méh vérsejtjeinek morfologiai vizsgalatait kiegészitettek
fluoreszkalo festékekkel jelolt lektinek kotési képességének meghatarozasaval (deGraaf és

mtsai., 2002, Marringa és mtsai., 2014), valamint hisztokémiai festodésiik (EI-Mohandes
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¢s mtsai,, 2010, Richardson ¢és mtsai, 2018) ¢és a sejtek szilard fazishoz torténd

kitapadasanak, szétteriilésének €s funkcidjanak meghatarozasaval (Negri és mtsai., 2014).

1.4.4 A mézelo méh vérsejttipusai

Elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével a mézeld méh vérsejttipusait
morfologiai jegyek alapjan kiilonitették el a vérsejtek 90%-at alkotd plazmatocitakra,
amelyeket négy altipusra bontottak (P1-P4), valamint prohemocitékra, granularis sejtekre,
onocitdkra €s koagulocitdkra (Van Steenkiste, 1988). Ezt a nevezéktant alkalmazva
deGraaf és munkatdrsai a kifejlett dolgozok vérsejtjeinek morfologiai jegyeken alapuld
elkiilonitését kiegészitették fluoreszcensen jelolt lektinek mikroszképos ¢€s dramlasi
citometrias vizsgalataval. Elkiilonitették az alacsony fluoreszcencia intenzitasu granuldris
sejteket és két magas intenzitasti plazmatocita populacidt. Az egyik populacioban az egész
sejt fest6dott, mig a masik populdcid granularis festddést mutatott. A prohemocitak
egyaltalan nem festédtek. Megéllapitottak, hogy a lektinkotés nem alkalmas a
plazmatocitdk és a granulocitdk aramlasi citometriaval torténd elkiilonitésére, mivel
hasonld fluoreszcencia intenzitdst mértek mindkét csoportnal (deGraaf és mtsai., 2002).
Ezt a modszert alkalmazva késObb Marringa €és munkatarsai permeabilizalt sejteket,
plazmatocitdkat €s mikropartikulumokat kiilonitettek el (Marringa ¢és mtsai., 2014).
Hisztokémiai festéssel az alabbi vérsejttipusokat azonositottdk dolgozd larvakban:
prohemocitak, kiilonbdzd tipust plazmatocitdk, granulocitdk, dnocitdk €s koagulocitak. A
prohemocitak altaldban kis kerek sejtek az egész sejtet betoltd centralis sejtmaggal. A
plazmatocitak kiilonboz6 méretliek €s alakuak (kerek, ovalis, szabalytalan), citoplazmajuk
vakuolumban gazdag, a keringd vérsejtek 90%-at alkotjak. A granulocitak kerek sejtek,
centralisan elhelyezkedd viszonylag kis sejtmaggal, jellemzden szemcsés citoplazmaval. A
koagulocitak nagy kerek sejtek kis sejtmaggal. Az Onocitdk nagy ovalis sejtek, a
sejtmérethez képest kis excentrikus elhelyezkedésii sejtmaggal rendelkeznek. A binuklealt
sejtek azok a sejtek, amelyeknél nem fejez6dott be a mitdzis. A prohemociték,
koagulocitak, dnocitdk és binuklealt sejtek a méhek diétdjatol fliggden nem mindig vannak
jelen a keringésben (El-Mohandes és mtsai.,, 2010). Negri €s munkatarsai 5. stadiumi
larvakat €s frissen kikelt dolgozokat vizsgaltak. A vérsejtek kitapadéasat, szétteriilését €s
funkciojat vizsgalva in vitro kisérletekben, a larvaban két, mig a dolgozdban négy
sejttipust kiilonitettek el. A larvaban egyrészt olyan kerek sejteket (L5-1) talaltak, amelyek
nem mutatnak helyvaltoztatast, masrészt nagy kiteriilt sejteket (L5-2) is azonositottak,

amelyek a kiteriilésiik sordn pszeudopodiumokat novesztenek. A kifejlett dolgozokban
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azonositott elsd sejttipus (W-1) nagymértékben képes szilard fazishoz kitapadni €s
granulumokat képezni, mig a mdasodik tipus (W-2) sejtfelszine sima ¢€s kiteriilés soran
pleumorfikus lesz. A harmadik (W-3) és negyedik (W-4) csoport sejtjei nem tapadnak ki,
hanem usznak a szuszpenzidoban, a negyedik csoport sejtjei képesek filopodiumokat is
ndveszteni.

Mivel a kordbban meghatarozott vérsejttipusok differencidlodasi vonalai nem
ismertek, valamint a kilonb6zé laboratoriumokban kiilonb6zé modszerekkel azonositott
sejttipusok morfologiai jellemzdi €s funkcidi nehezen Gsszevethetdk sziikségessé valt egy
olyan specifikus molekularis modszer kidolgozdsa, amely a funkciojukban kiilonboz6
vérsejttipusokat képes elkiiloniteni egymastol (deGraaf és mtsai., 2002, Negri és mtsai.,

2016).

1.4.5 A mézel6 méh sejt-kozvetitette immunvalasza a kasztok egyedfejlodése
és a fertozések soran

A mézeld6 méh egyedfejlodési stddiumaiban nemcsak egymastol kiilonbozo
vérsejttipusokat azonositottak (Negri és mtsai., 2014), eltérés van a vérsejtek szamaban és
fenoloxiddz aktivitasdban is. Az egyedfejlodés soran larvalis €s bab stadiumokban
magasabb a vérsejtek szama, mint a kifejlett egyedekben, a fenoloxidaz aktivitas
mindharom kasztban folyamatosan emelkedik (Laughton €és mtsai.,, 2011, Schmid és
mtsai., 2008, Wilson-Rich és mtsai, 2008). Az atteleld dolgozokban megemelkedik a
vérsejtek szama (Burritt és mtsai., 2016). Hystad és munkatarsai leirtdk, hogy a fiatalabb
gondozd méhek vérsejtjeinek fagocitald képessége magasabb, mint az idésebb gylijtd és az
atteleld méheké (Hystad €s mtsai., 2017).

Csupan néhany méhparazitardl és fert6z6 mikroorganizmusrol mutattak ki, hogy
hatassal van a mézeld méh sejt-kozvetitette immunvalaszara. Marringa €s munkatarsai
leirtak, hogy a permeabilizalt sejtek és a plazmatocitak ardnya magasabb az atkafert§zott
kolonidkban (Marringa és mtsai., 2014). Serratia marcescens sicaria fertdzés soran
kimutattdk, hogy csokken a vérsejtek szama a nem fert6zott egyedekhez képest (Burritt és
mtsai., 2016). Spiroplasma melliferum fertdz¢és esetén megemelkedik a granulocitak majd a
plazmatocitdk aranya a nem fert6zott egyedekhez képest (Yang és mtsai., 2017).

Neonikotinoid kezelés hatasara csokken a vérsejtek szdma, a melanizacios aktivitas
¢s a hemolimfa antimikrobidlis aktivitdsa mind a dolgozokban, mind a méhanyakban

(Brandt és mtsai., 2016, 2017).
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11 Célkituzések

Globalisan sulyos o©koldgiai és gazdasagi karokat eredményez a biotikus €s
abiotikus faktorok altal okozott tdmeges méhpusztulds. A méhpusztulas okainak részletes
feltardsdhoz jarulhat hozza a meéhek természetes védekezési folyamatainak ¢és
immunrendszerének megismerése. A méhek szocidlis viselkedésébdl adddo alternativ
védekezési stratégidkat, valamint az egyedi immunvélasz humorélis folyamatait mar
részletesen tanulmanyoztak, azonban a sejt-kozvetitette immunvalasz molekuléris

folyamatair6l keveset tudunk, ezért kisérleteinkben célul tiiztiik ki:

1. a mézeld6 méh vérsejtjeinek ¢€s sejt-kozvetitette immunrendszerének

molekularis szintl jellemzésére alkalmas vizsgalati rendszer 1étrehozasat,

2. a mézeld6 méh larvak és dolgozok vérsejtjein megnyilvanuld markerekkel
kapcsolodd monoklonalis ellenanyagok eldallitasat, a vérsejt alpopulaciok

jellemzését,

3. az azonositott vérsejt alpopulacidk szerepének meghatarozasat a kiilonb6zo

kasztokban ¢€s az egyedfejlodés egymast kovetd szakaszaiban,

4. az azonositott molekularis markerek részletes jellemzését és a kodolo gének
meghatarozasat,
5. a szervezet elsd védelmi vonaldban szerepet jatszo fehérjék megismerését, a

fizikai védekezést szolgdldo kutikuldban megnyilvanuld D. melanogaster Vajk

fehérjek homologjainak vizsgalatat a mézeld méhben.
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ITI.1 Reagensek és oldatok

Oldatok:

I. fixalo oldat: 50% metanol, 12% ecetsav, 0,019% formaldehid desztillalt vizben
I1. fixalo oldat: 50% metanol, 12% ecetsav desztillalt vizben

AEC-oldat: 0,05% 3-amino-9-etilkarbazol torzsoldat (Sigma Aldrich) 0,003%
H,0; natrium-acetat pufferben (2 mM, pH 4,6)

Anti-egér IgG masodlagos ellenanyag: DAKO 1:5000 1% BSA-TBS-ben
Borat-puffer: 0,2 M boérsav/NaOH pH 9,0

DAPI: 4,6-diaminido-2-fenillindol, Sigma Aldrich, 20 mg/ml 1:10000 0,1% PBS-
BSA-ban

DMP: dimetil-pimelimidat-dihidroklorid, Sigma Aldrich, 5,2 mg/ml Borat-
pufferben

DTT: 1,4-dithiothreitol, Thermo Scientific

Drosophila Ringer oldat: 111 mM NaCl, 1,87 mM KCI, 2,38 mM NaHCO;3, 1,1
mM CaCl,, 0,84 mM NaH,PO,

ECL Plusz Western blot detektal6 reagens: GE Healthcare

Elohivooldat: 6 g Na,CO;, 40 pl 1% NaS,03, 53 pl 35% formaldehid 100 ml
desztillalt vizben

FBS: fetal bovine serum, GIBCO

Fluoromont médium: Southern Biotech, Fluoromont G

Glicerol-oldat: 85% glicerol, 0,1 M TRIS

HAT: Sigma Aldrich, 5 mM hipoxantin, 0,02 mM aminopterin, 0,8 mM timidin
karbonat-bikarbonat puffer: 0,25 M, pH 9,0

KRPMI médium: 5% marha szérummal kiegészitett RPMI-1640 szovetteny€sztd
taptalaj

Lizis puffer: 50 mM Tris/HCL pH 8,0 (Reanal), 150 mM MgCl, (Reanal), 1%
NP40 (Fluka), 5 mM EDTA (Sigma), 0,1% SDS (Sigma) 10 mM PMSF (Sigma),
proteaz inhibitor koktél (Roche)

Natrium-acetat: 2 mM, pH 4,6
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PBS-oldat: foszfatokkal pufferelt fiziologias séoldat, 0,13 M NaCl, 7 mM

Na,HPOy4, 3 mM NaH,PO,, pH 7,4

PEG 1540: polietilén-glikol, Sigma Aldrich

PTU: 1-fenil-2-tiourea, Sigma, Aldrich

RPMI 1640: szovettenyésztd tapfolyadék, GIBCO

Schneider’s médium: szovettenyészto tapfolyadék, Sigma Aldrich

SDS mintapuffer: 15,6 mM Tris/HCI pH 6,8, 6,25% glicerol, 0,5% SDS, 0,003%
bromfenolkék

TBS oldat: 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NacCl

transzfer puffer: 25 mM Tris, 90 mM glicin, 20% metanol

Ellenanyagok:

Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér Ig: Molecular
Probes, 2 mg/ml 1:1000 0,1% PBS BSA-ban

Alexa Fluor 568 fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér Ig: Molecular
Probes, 2 mg/ml 1:1000 0,1% PBS BSA-ban

Biotinalt kecske-anti-egér Ig ellenanyag: DAKO, 1,46 mg/ml 1:500 0,1% PBS-
BSA-ban

Monoklonailis ellenanyagok: 1. tdblazat

Streptavidin HRP: DAKO, 0,85 mg/ml 1:300 0,1% PBS-BSA-ban

T2/48: human leukocita antigén elleni ellenanyag, 0,5 mg ml'], 0,15 M NacCl
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IIL.2 A kisérleti egyedek tartasi koriilményei

A méheket magyar szabvany szerinti un. Tamasi rendszerli 1/2 Boconadi, egyenld
Iépes rakodo-kaptarakban tartjuk, amelyben a keretek kiilmérete 42x18 cm és fiokonként
10 keretnyi lépet tartalmaznak. Az alsd két fiok (2 x 10 keretnyi l1ép) szolgal ,,fészek”
gyanant, vagyis itt taldlhaté az anya és szaporulata. A fészek felett anyaraccsal van
elvalasztva a sziikség szerint 1-3 fiokbol allo ,,mézkamra”, amelybe a csalad a tartalék
mézet gyljti. A méheket tavasztol nyar végéig vandoroltatjuk, azaz lehetdség szerint az
éppen viragzo ,,méhlegeldre” szallitjuk, amely aprilis kozepén repce, majus kdzepén akac,
Junius elején sziriai selyemkord, €s végiil, jalius elején, napraforgd. Az alloményt az akac
¢s a napraforgd méz elvétele utan amitraz tartalmu atkaolé szerrel, novemberben pedig
oxalsavval kezeljik a Varroa atka ellen. A méhek az utolsé gyiijtés utan naluk hagyott
napraforgd mézen (kb. 5-10kg) és az arra etetett répacukor-szirupon (kb. 5-10 kg)
telelnek, két fiokon.

Neonikotinoid kezelés soran a kezelt csaladokat tiometoxannal napraforgo
vetOmaggal csavazott me¢hlegeldn helyeztiik el.

Amitrdz kezelés soran a méheket 6 alkalommal kezeltiik 3 naponta 0,299 g
amitrazzal csaladonként minden alkalommal, amelyet petréleummal keverve kodoléssel
juttattunk be a kaptarakba.

A kisérletben felhasznalt kifejlett egyedeket begytijtésiik napjan dolgoztuk fel, a
larvakat Drosophila Ringer oldattal mostuk ki a 1épekbdl és begytijtésiiket kdvetden harom
oran beliil felhasznaltuk. A kisérleti egyedek nem mutattak fertézések, betegségek tiineteit.

A kisérletek sordn felhasznalt Oregon-R ¢€s [(3)mbnl Drosophila torzseket
25°C-on, standard Drosophila téptalajon tenyé€sztettiik, a B. mori larvékat, a Szent Istvan
Egyetem, Allatorvostudomanyi Karanak, Virologiai Kutatocsoportja biztositotta. Az

egyedeket 25°C-on tartottuk és eperfa levéllel etettiik.

II1.3 Vérsejtek gyiijtése

A mézel6 méh larva vérsejtjeinek gylijtése elott a larvakat Drosophila Ringer
oldatban lemostuk és jéggel hiitott ivegtalba helyeztiik. Fecskendd segitségével atszartuk a
kutikulat, majd egy masik helyen PTU-t, 5% FBS-t tartalmaz6 Schneider’s médiumot
fecskendeztiink a larvaba, igy tejszerli homogén, vérsejteket tartalmazod hemolimfat

nyertiink, amelyet jégen taroltunk.
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A mézelé6 méh kifejlett egyedeket CO,-dal kébitottuk. Egy fecskenddvel 50 pl
PTU-t, 5% FBS-t tartalmazd Schneider’s médiumot fecskendeztiink az egyed toran
keresztiil a testiiregbe, ezt kovetden egy tii segitségével megsebeztiik a potrohat €s a
potrohon keresztiil cseppenként tdvozo hemolimfat jégen allo 1,5 ml-es Eppendorf csében
gyljtottik.

Az ecetmuslica larvakat jégre helyezett U alja 96 lyuku lemezen és 360 pul PTU-t,
5% FBS-t tartalmazé Schneider’s médiumban csipesszel boncoltuk és véreztettiik.

A selyemhernyo larvak kutikuldjat ti segitségével felsértettiik, majd egy masik
helyen PTU-t, 5% FBS-t tartalmazé Schneider’s médiumot fecskendeztiink a larvaba, a

hemolimfat jégen, cseppenként gyiijtottiik.

I11.4 Ellenanyagok eldallitasa

BALB/c egereket immunizaltunk haromszor, minden alkalommal 10° 4. mellifera
larvabol vagy kifejlett egyedbdl nyert vérsejttel 1 ml Drosophila Ringer oldatban, 3 hetes
1dokozokkel. Az immunizalds utdn sejtszuszpenziot készitettiink az egerek 1&pébol
RPMI-1640 szovettenyésztd tapfolyadékban. Az utolsé immunizélast kovetd 3. napon a
1épsejteket Sp2/0 sejtekkel fuzionaltattuk PEG-1540 jelenlétében, majd lapos alju 96 lyukua
lemezekbe szétosztottuk. A hibridomakat HAT médiumban szelektaltuk. A vérsejtek
jellemzésére a monoklonalis ellenanyagokat tartalmaz6 hibridoma sejt feliiluszot
hasznaltunk (Kohler és Milstein, 1975, Kohler €s Milstein, 1976, Kurucz és mtsai., 2007b).
Az ellenanyagok izotipusat IsoStrip Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit-tel

hataroztuk meg.

II1.5 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal a vérsejteken és a szoveteken hataroztuk meg az
ellenanyagok 4ltal felismert molekularis markerek kifejez0dését. A  kisérleteket

szobahomérsékleten végeztiik.
A vérsejtek vizsgalata:

A vérsejteket 12 lyuka mikroszkopos targylemezre tapasztottuk 60 percen at 5%
FBS-t és PTU-t tartalmaz6 Schneider’s médiumban. A sejteket acetonnal fixaltuk 6 percig,
levegén szaritottuk, majd 0,1% PBS-BSA oldattal telitettiik 20 percen keresztiil. A
mintakat 60 percig inkubaltuk a hibridoma feliiliszoval, és harom alkalommal 5 percig

mostunk PBS oldattal, biotinalt kecske-anti-egér ellenanyaggal inkubaltuk 45 percig, majd
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haromszor 5 percig mostuk PBS oldattal. Ezt Streptavidin HRP kezelés kovette 45 percig
majd jbol haromszor 5 perces PBS-es, ezt kdvetden haromszor 3 perces natrium-acetatos
mosas. A reakciot AEC oldattal tettiik lathatova, majd haromszor 5 perces desztillalt vizes
mosas kovetkezett. A sejtmagok jeldlésére 10 percig DAPI oldattal inkubaltuk a mintakat,
majd haromszor 5 percig mostuk desztillalt vizben. A lemezeket glicerol oldattal fedtiik €s
Zeiss Axioscope mikroszkopban, Nomarski, faziskontraszt €s fluoreszcens objektivvel

vizsgaltuk.
Szovetek vizsgalata:

A testfestéshez szétbontottuk a szoveteket Schneider’s, 5% FBS oldatban, 6 percig
fixaltuk acetonnal, majd 20 percig telitettiik 0,1% PBS-BSA, Triton X oldatban.
Hozzaadtuk a hibridoma feliiliszot 60 percre. A mintdkat harom alkalommal 10 percig
mostuk PBS oldatban, biotinalt kecske-anti-egér Ig ellenanyaggal inkubaltuk 45 percig,
majd haromszor 10 percig mostuk PBS oldatban, ezutan Streptavidin HRP-vel inkubaltuk
45 percen keresztiil és hdromszor 10 percig PBS oldatban, haromszor 3 percig pedig
natrium-acetattal mostuk. A reakciot AEC oldattal tettiik lathatova, majd haromszor
10 percig mostuk a mintdkat desztillalt vizzel. A sejtmagok jelolésére 10 percig DAPI
oldattal inkubaltuk a mintakat, majd haromszor 10 percig desztillalt vizzel mostuk. A
lemezeket glicerol oldattal fedtiikk €és Zeiss Axioscope mikroszkopban, faziskontraszt,

Nomarski €s fluoreszcens optikaval vizsgaltuk.

I11.6 Indirekt immunfluoreszcens vizsgalatok

Indirekt immunfluoreszcens médszerrel vizsgaltuk a markereknek a vérsejteken €s
szoveteken torténd kifejezddését. A kisérleteket szobahdmérsekleten végeztiik. A vérsejtek
esetében a kisérlet menete a masodik ellenanyag hozzdadasdig megegyezik az
immunhisztokémiai vizsgalat menetével (Isd.: IIL.5. Immunhisztokémiai vizsgalatok).
Masodik ellenanyagként Alexa Fluor 488 vagy 568 fluoreszcens festékkel konjugalt anti-
egér Ig reagenst hasznaltunk, a sejtmagokat DAPI oldattal tettiik lathatova. A lemezeket a
masodik ellenanyaggal 45 percig inkubaltuk, majd vérsejtek esetén haromszor 5 percig,
szovetek esetén haromszor 10 percig mostuk PBS oldatban. A mintdkat Fluoremount-
médiummal fedtiik le, majd Zeiss Axioscope fluoreszcens mikroszkoppal és Olympos

konfokalis mikroszkoéppal vizsgaltuk.
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Nativ sejtek vizsgalata:

Nativ sejtek vizsgdalata soran a vérsejteket szétosztottuk jégre helyezett, U alji,
96 lyukt lemezekre. A kisérletet végig jégen hiitve végeztiik. Centrifugalas (4°C, 1100
rpm, 5 perc) utan a sejteket KRPMI médiumban megmostuk, majd 60 percig inkubaltuk a
hibridéma feliilaszoval, és harom alkalommal mostunk KRPMI médiumban. Masodik
ellenanyagként Alexa Fluor 568 fluoreszcens festékkel konjugalt anti-egér Ig reagenst
hasznaltunk, a sejteket 45 percig inkubaltuk, majd haromszor mostunk KRPMI
médiumban. A mintdkat a targylemezre cseppentettiik és Zeiss Axioscope fluoreszcens

mikroszkopban vizsgaltuk.

I11.7 Permeabilizalt, fixalt vérsejtek aramlasi citometrias vizsgalata

A vérsejteket szétosztottuk jégre helyezett 96 lyuku U alju lemezekre. A kisérletet
végig jégen hiitve végeztiikk. Centrifugalds (4°C, 1100 rpm, 5 perc) utan a mintakat
20 percig fixaltuk 2%-os paraformaldehid oldattal, majd 0,1 % Triton X, 0,2% BSA,
5% FBS oldattal 5 percig permeabilizaltuk. Centrifugélast kovetden a vérsejteket 60 percig
inkubaltuk a hibridoma feliiliszéval, és harom alkalommal mostunk KRPMI médiumban.
Masodik ellenanyagként Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugélt anti-egér Ig
reagenst hasznaltunk 45 percig, majd haromszor mostuk a sejteket KRPMI médiumban. A

mintak fluoreszcencia intenzitasat FACSCalibur aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

I11.8 Baktériumok FITC jelolése

A baktérium szuszpenziot (ODgoo =1,5, 10 ml) lecentrifugaltuk (4200 x g, 20 perc,
4°C), majd haromszor mostuk PBS-ben. A baktériumsejteket 1 oran at forrasban 1évo
vizben inaktivaltuk. A hével elolt baktériumsejteket 10 ml 0,25 M karbonat-bikarbonat
pufferben (pH 9.0) szuszpendaltuk. Cseppenként a szuszpenziohoz adva feloldottunk
0,5 mg FITC-ot 100 pl DMSO-ban. Ejszakan at forgattuk (4°C), majd tizszer mostuk PBS
oldattal.

II1.9 A vérsejtek fagocitozisanak vizsgalata

A vérsejtek fagocitdzisanak in vivo vizsgalata soran a larvakba és a kifejlett
egyedekbe 50 pl FITC jelolt Gram-negativ Escherichia coli (SzZMC 0582), Enterobacter
cloacae (SzMC 21890), Gram-pozitiv Staphylococcus aureus (SzMC 0579) (Szeged
Mikrobioldgiai Gyujtemény, Szegedi Tudomanyegyetem) ¢és Melissococcus pluton
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(Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Magyarorszag) baktériumot oltottunk, majd

az egyedeket 45 perc utdn a fent leirtak szerint perfundaltuk.

II1.10 A hemolimfa alvadék vizsgalata

Az alvadék vizsgalatahoz a ,,fiiggd csepp” modszert alkalmaztuk (Bidla és mtsai.,
2005). A méheket targylemezre véreztettilk, amelyet megforditva inkubdltunk nedves
kamraban, szobahdmérsékleten, majd 20 perc elteltével egy madsik targylemezt a
hemolimfa csepphez érintettiink, hogy felfogjuk az alvadékot. A lemezeket 6 percig

fixaltuk acetonnal az immunhisztokémiai és az indirekt immunfluoreszcens festésekhez.

III.11 Az idegen test elhatarolasanak vizsgalata a testiiregtol

A vérsejtek elhatarolo képességének a vizsgéalatdhoz egy 0,08 mm atmérdja,
75%-0s alkohollal sterilizalt damil szédlat fiiztiink keresztiil a CO,-dal elaltatott kifejlett
egyedek 3. és 4. potrohszelvénye kozott. A potroh feltarasaval 3 6ra mulva eltavolitottuk a
szélat és targylemezre helyeztiik, 2%-o0s paraformaldehid oldattal 15 percig fixaltuk, majd

a reakciot indirekt immunfluoreszcens festéssel tettuk lathatova.

II1.12 Immunprecipitacio

A hibridéma feliilaszék 10 ml-ét 50 ul Protein G Sepharose gyonggyel forgatva
inkubaltuk (25°C, 1 6ra). A Protein G Sepharose gyongyhoz kotott ellenanyagot haromszor
mostuk borat-pufferrel, majd 30 percig forgattuk 5,2 mg/ml DMP oldattal. Ezutan kétszer
mostuk, majd 2 6ran at forgattuk 0,2 M etanolaminnal (pH 8), majd haromszor mostuk
PBS-ben. A vérsejteket centrifugalassal (4°C, 1800 rpm, 8 perc) izolaltuk a hemolimfabol.
A sejteket 1 oran at lizis pufferben tartuk fel. Osszekevertiink 50 ul 20%-os Protein G
Sepharose gyongyot 300 ul vérsejtlizatummal és 4°C-on, éjszakan at forgattuk. Ezutan
haromszor mostuk lizis pufferrel, SDS mintapufferrel inkubaltuk 1 6ran 4t 56°C-on, majd

5 percig forraltuk.

II1.13 Minta-elokészités egész allatokbol

A kiilonb6z6 fejlodési stadiumu egész allatokat lizis pufferben homogenizaltuk, majd
centrifugaltuk (4°C, 13 000 rpm, 10 perc). A lizdtumhoz 0,6 M DTT mintapuffert adtunk,
majd 5 percig forraltuk. Western blot sordn mintdnként 300 pg fehérjét juttattunk a
zsebekbe.
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I11.14 Waestern blot

A mintakat vérsejtek esetén 5-7,5%-os poliakrilamid-gélben futtattuk nem redukalo
koriilmények kozott, az egész allatok vizsgéalata soran 10%-os poliakrilamid-gélben
futtattuk redukald koriilmények kozott. A fehérjéket polivinilidin fluorid (PVDF)
membranra vittiik at transzfer pufferben 30 V-on, 4°C-on, ¢jszakan at. A membrant 5%
zsirmentes tejet tartalmazd TBS oldatban telitettiik 1 oran at szobahdmérsékleten. Ezt
kovetoen a hibridoma feliiluszokkal inkubaltuk razatva 1,5 oran keresztiill. Miutan
haromszor 10 percig mostuk TBS-sel, hozzdadtuk a HRPO konjugalt anti-egér IgG
masodlagos ellenanyagot. Harom 10 perces TBS-es mosas utdn az eléhivast ECL Plusz
Western blot detektald reagensekkel végeztiik a gyartd utasitasainak megfeleléen, majd a

reakciot rontgen filmen tettiik lathatova.

II1.15 Ezistfestés

Az immunprecipitalt fehérjéket 5-7,5%-os gradiens gélben valasztottuk el
elektroforézissel, nem redukald korilmények kozott. Egy oran keresztiil inkubaltuk a gélt
az I. fixalo oldatban, majd haromszor 10 percig mostuk 50%-o0s etanolban, ezt kdvetden
2 percig eldkezeltik 0,02% natrium-tioszulfat oldattal. Desztillalt vizzel Oblitettiik
haromszor 20 masodpercig €s 20 percig festettiik sotétben frissen készitett 0,2%-o0s eziist-
nitrat oldattal. Ismét haromszor 20 percig oblitettiik desztillalt vizzel, majd eldhivooldatba
helyeztiik. A reakciot két 20 masodperces desztillalt vizes mosas kovette, majd a II. fixalod

oldatba helyeztiik 10 percre.

II1.16 Duplaszala RNS készitése (dsRNS) és RNS interferencia

Kifejlett A. mellifera egyedekbdl RNS-t izolaltunk ¢cDNS készités€¢hez, amely egy
559 bp hossza A. mellifera hemolectin (AmHml) specifikus szakasz amplifikdlasdhoz
szolgalt templatként. A reakcioban az 5"
AGTTAATACGACTCACTATAGGAGTAACCATCAAGAAATAAC-3' ¢és az 5’-
AGTTAATACGACTCACTATAGGGTCTTTCCTCTGGTTAAAAC-3>  primerparokat

hasznaltuk (T7 adapterszakasz aldhtizva). Kontrollként egy GFP-t tartalmazo pBluescript
vektort hasznaltunk, amelynek egy 542 bp-os szakaszat amplifikaltuk az 5°-
ATTTAATACGACTCACTATAGGTGCTTTTCAAGATACCCAGATC-3* ¢és az 5’-
ATTTAATACGACTCACTATAGGTTCATCCATGCCATGTGTAATC-3 primerparral
(T7 adapterszakasz alahuzva). A fragmenteket a Bio Basic, EZ-10 Spin Column PCR
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Products Purification Kittel tisztitottuk, a DNS szekvencia vizsgalata pedig Invitrogen,
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kittel és Applied Biosystems, 3500-Genetic
Analyzerrel tortént. A kivélasztott Aml ¢és GFP specifikus szakaszokbol 1000 ng-ot
hasznaltunk templatként a dsRNS szintézis¢hez, amelyet a Promega, T7 RiboMax Express
RNA1 System kittel végeztiink. A dsRNS-t géncsendesitésre hasznaltuk fel Nunes és
Simdes (2009) modszerét alkalmazva. Mésodik stadiumos larvakat etettiink 1 pl 1,5 pg
AmHmI-dsRNS-t tartalmazé cukoroldattal a 1épsejtekben. Az egyik kontrollcsoportot 1 pl
1,5 ng GFP-dsRNS-t tartalmazo cukoroldattal etettiik, a masik kontrollcsoportot kezelés
nélkiil hagytuk. A fiasitast két Ordra elzartuk a csaladtdl, majd visszahelyeztiik dket a
kaptarba az eredeti helylikre, hogy a larvdk természetes koriilmények kozott
fejlédhessenek a sejtek befedéséig. Az utolsé larvastadiumot elérve megvizsgaltuk a larvak
vérsejtjeit indirekt immunfluoreszcencidval a 4E1 ellenanyagot hasznalva, hogy

megallapitsuk a pozitiv sejtek aranyat.

III.17 Statisztikai elemzések

Az AmHml RNS interferencia kisérlet adatait egyszempontos varianciaanalizissel
(ANOVA) értékeltiik ki. A csoportok kozotti szignifikanciat (p<0.05) Tukay HSD teszttel
allapitottuk meg SPSS Statistics 17.0 szoftvert hasznalva.

A kiilonboz6 kezelések ¢s méhvonalak vérsejtjeinek vizsgalata soran kapott adatokat

Student’s t-teszttel értékeltiik.
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IV Eredmények

IV.1 A vérsejteken kifejez6d6é immunologiai markerek csoportositasa

A mézel6 méh védekezOrendszerét vizsgald laboratoriumokban még nem alakult ki
egységes modszer a kiilonbozd vérsejttipusok meghatarozasara, ezért a vérsejteken
sejttipus  specifikusan  megnyilvanuld  molekuldk  azonositdsaira  monoklonalis
ellenanyagokat (mAb) Aallitottunk eld. Az ellenanyagok altal felismert immunoldgiai
markereket immunfluoreszcencia €s immunhisztokémiai festéssel azonositottuk, majd a
larva és adult hemolimfaban keringd vérsejtjein kifejez6d6 mintdzatuk alapjan a
D. melanogaster-ben korabban leirt markerekhez (Kurucz és mtsai.,, 2007b) hasonlo
moddon csoportositottuk. A kisérletek soran 6sszesen 3880 hibridéma ellenanyag termelését
teszteltilk, majd a méh vérsejtekkel és vérsejt alpopulaciokkal reagdld sejttenyészetek
koziil 314-et kivalasztottunk, amibdl 72-t osztalyoztunk (1. tablazat). Kiilon osztalyokba
soroltuk az Osszes hemocitdn megnyilvanulé un. panhemocita markereket, valamint a
kiilonboz6 morfologiai jegyeket mutatdé hemocita alpopuldcidkon (deGraaf és mtsai.,
2002): a plazmatocitakon (pl), az 6nocitdkon (oe), valamint a granulocitdkon (gr) és
onocitdkon megnyilvanulé markereket (1. tablazat). Ezek koziil a markerek koziil random
médon kivalasztottuk és részletesen jellemeztik a 4E1 (6. abra, a, b), 5A2, 6B3
plazmatocita-, a 2.28 (6. abra, ¢, d), 4.19, 3B6 oOnocita- ¢és a 4.70 (6. abra, e, f), 4.78
granulocita-6nocita markereket.

Marker klaszter

1.4A4,21,2.2,25,2.98, 3.6, 3.10, 3.13, 3.32,
3.34, 3.35, 3.61, 5.1A5 , 5.1A12, 5.3A6, 5.3E11,
5.4B6, 5.4F5, 5.5C6, 5.6B8, 5.6C2, 5.6D9, 5.7E12,
5.7G10
1.4F8, 6F10, 8D10, 2.91, 2.109, 3.31, 3.36, 3.39,
3.42, 4E1, 5.1A1, 5.1A2, 5.1A4, 5.1G10, 5.1H10,
5.3A9, 5.4C8, 5.6B4, 5.6C1, 5.6H10, 5.7D4,
5.6E11, 5.6F5, 5A2, 6B3

Onocita 2.28, 3B6, 4.19, 5.1H5, 5.2A5, 5.2B1, 5.6G12
granulocita-6nocita 4.70,4.78, 5.4H8, 5.D12, 5.5E8, 5.5H6

1. tablazat Molekularis markerek csoportositasa. A tovabbi jellemzésre kijeldlt markerek piros
szinnel vannak kiemelve.

panhemocita

plazmatocita
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Granulocita-6nocita
marker

Plazmatocita marker Onocita marker

Ellenanyagfest6dés \

LARVA

Nomarski

|

\

27

ADULT
Ellenanyagfest6dés

Nomarski

6. abra A mézel6é méh larva és kifejlett egyed vérsejt alpopulacioin kifejezod6é molekularis markerek
kimutatasa indirekt immunfluoreszcens festéssel. Harmadik stadiumu larvabol (L3) (a-c) és adultbol (d-f)
izolalt, iiveglemezhez tapasztott, acetonnal fixalt hemocitak festése 4E1, 2.28 és 4.70 mAb-okkal és anti-egér

Alexa Fluor 568 fluoreszcens festékkel (piros). A sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova (kék). A vékony

nyil a plazmatocitakat (pl, —), a nyilhegy az driasplazmatocitakat (gpl, »), a vastag nyil az 6nocitakat (oe,
»), a szaggatott nyil a granulocitakat (gr,—*) jeldli. Piros nyillal jeloltiik a megfelel6 ellenanyagokkal reagalod
vérsejt populaciokat. A', b', ¢', d', e', f Nomarski optikaval késziilt képek. Lépték: 20 um (Zeiss Axioscope

2 MOT).
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Kimutattuk, hogy a larvdkban a morfoldgiai jegyek alapjan egymast6l nem
elkiilonithetd kerek sejtek (L5-1, Negri és mtsai., 2014) kozel 20%-a (6. abra, a, vékony
nyil, pl), valamint a larvalis stadiumra jellemzd nagy kiteriilt sejtek (L5-2, Negri és mtsai.,
2014) (6. abra, a, nyilhegy, gpl) fejezik ki a plazmatocita markereket. A kifejlett
egyedekben magasabb a plazmatocita-marker pozitiv sejtek aranya, mint a larvakban: a
vérsejtek megkozelitdleg 80%-at alkotd kis kerek és ovalis sejteken nyilvanul meg a
plazmatocita marker (6. abra, b, vékony nyil, pl). Az 6nocita markerek mind a larva, mind
az adult melanizal6, Onocitdin mutathatok ki (6. é&bra, c, d, vastag nyil, oe). A
granulocitdkon és Onocitdkon egyarant kifejez6dé markerek a larvak minden vérsejtjén
azonosithatok (6. 4abra, e), mig a kifejlett egyedekben a marker expresszidja a
granulocitakra (6. abra, szaggatott nyil, gr) és Onocitdkra (6. abra, f) korlatozodik, a
kifejlett egyedekben plazmatocitdkon nem mutathatoé ki. A 6. dbran a 4E1 plazmatocita-
(6. ébra, a, b), 2.28 oOnocita- (6. abra, c, d) és 4.70 granulocita-6nocita (6. dbra, e, f)
markerek kifejezodését mutatjak be.

A plazmatocita markerek alkalmasak arra, hogy a morfologiai jegyeikben hasonld
kerek larvalis vérsejteket elkiilonitsék egymastol, a larvalis plazmatocitak kijelolésével.
Emellett a larvakban a kerek sejtek morfologiajatol eltérd nagy kiteriilt sejtek is
expresszaljak a plazmatocita markereket, ami a két vérsejttipus k6zos eredetére utalhat.

A plazmatocita ¢és a granulocita-onocita markerek esetében a vérsejtek
markerexpresszidos mintdzataban kiillonbséget mutattunk ki a fejlddés soran, amibdl a
vérsejt populdciok ardnyanak valtozasidra kovetkeztettiink, ezért azt részletesen
megvizsgaltuk 1. (L1), 3. (L3) és 5. (L5). stddiumu larvakban, frissen kikelt (FA) és 1dds
adultokban (IA). A vérsejt alpopulaciok ardnyanak valtozdsat a 4E1 plazmatocitdkra
specifikus ellenanyag alkalmazéasaval indirekt immunhisztokémiai vizsgélattal hataroztuk
meg. Az Onocita sejteket melanizacids aktivitdsuk alapjan kiilonitettiik el, a
plazmatocitdkra specifikus ellenanyaggal nem festddd ¢és melanizaciot sem mutatod
veérsejteket granulocitaként definialtuk (7. abra). Az L1 larvdkban a 4E1 markert kifejezo
vérsejtek aranya 12%, L3 staddiumban 14%, L5 stadiumban 23%, frissen kikelt
dolgozokban 77%, 1d0s dolgozokban 51%. A melanizdcid miatt barna szinli 6nocitdk a
fejlodés vizsgalt szakaszaiban a vérsejtek 1%-at tették ki. A granulocitak ardanya az L1
stadiumban 87%, L3 stddiumban 85%, L5 stadiumban 76%, frissen kikelt dolgozdkban
22%, 1d6s dogozokban 48%. Eredményeink szerint az egyedfejlddés soran a kifejlett adult

stadiumig a plazmatocitdk ardnya folyamatosan emelkedik, majd az iddsebb allatokban
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lecsokken, azaz az altalunk azonositott markerek alkalmasak a wvérsejt alpopulacidok

egyedfejlédés soran bekovetkezd valtozasainak a nyomon kovetésére.
100%

90% |

80% -

70%

60% -

50% -

40%

granulocita
M 6nocita

H plazmatocita
30% -+

20% -
R
0%
L1 L3 L5 FA 1A

7. abra A vérsejt populaciok aranyanak valtozasa az egyedfejlodés soran.( n: egyedszam)

Vérsejtpopulaciok aranya [%)]

IV.2 Kifejlett dolgozo kozépbél- és larvalis kutikula szovetek vizsgalata

Miutdn dolgoz6 kaszt larvaiban és kifejlett egyedeiben meghataroztuk a kiilonboz6
vérsejt populaciokat, azt is megvizsgaltuk, hogy a vérsejtek kijelolésével azonosithatd-e a
mézeld méhben a D. melanogaster kozponti nyirokszervéhez hasonld vérsejtképzo
kompartmentum.

Ehhez el6szor megvizsgaltuk, hogy az ellenanyagok kizardlag a vérsejtekkel vagy
egyéb szovetekkel is reagdlnak-e. Kifejlett dolgozok kozépbél szakaszan és larvalis
kutikula szoveteken végeztiink immunhisztokémiai és immunfluoreszcens festéseket
(8. abra). A 4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita-, a 4.19, 3B6 onocita- és 4.78 granulocita-6nocita
markerek nem mutattak expressziot kozépbél és larvalis kutikula szoveteken, csak a
szovetekre tapadt vérsejteken (8. abra, a - 4E1 markerrel bemutatva). A 2.28 (8. abra, b) és
4.70 markerek (8. abra, c) a kozépbélen és a larva kutikuldjan is kifejezédtek. A 2.28
marker esetében azt tapasztaltuk, hogy izomszerli struktira reagdlt az ellenanyaggal.
Ezeket a vizsgalatokat elvégeztik az 1. tadblazatban bemutatott panhemocita
ellenanyagokkal is és a 4.70 ellenanyaghoz hasonld eredményeket kaptunk. A pdnhemocita
markerek is reagaltak a kifejlett egyedek kozépbél szoveteivel és a larvak kutikula
szoveteivel (nincs bemutatva). A 8. abran az adultokban végzett kisérleteket mutatjuk be,
larvalis kutikula szovetek vizsgélataval is hasonld eredményeket kaptunk, amelyeket itt
nem mutatunk be. Negativ kontrollként T2/48 human leukocita antigénnel reagalo
indifferens ellenanyagot hasznaltunk (8. abra, d), amely nem reagélt a kifejlett egyedek
kozépbeél szovetével és a larvak kutikula szoveteivel és a szovetekre kitapadt vérsejtekkel

sem.
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8. abra Az ellenanyagok reakcioja kifejlett dolgozo kozépbél szovetein. Az acetonnal fixalt kozépbél
szoveteket 4E1, 2.28 és 4.70 mAb-okkal és anti-egér Alexa Fluor 568 konjugalt ellenanyaggal (piros)
jeloltiik. A 4E1 plazmatocita marker nem fejez6dik ki a kozépbélen, azonban jelen van a bélfalra kitapadt
vérsejteken (nyil) (a) (piros). A 2.28 dnocita marker izomszer({ struktiran fejezédik ki a k6zépbél szoveten
(b), valamint a 4.70 marker is kifejezédik a bélfalon (szaggatott vonal) (¢). Negativ kontrollként T2/48
human leukocita antigénnel reagal6 indifferens ellenanyagot hasznaltunk (d). A sejtmagokat DAPI-val tettiik
lathatova (kék). A", b', ¢', d' Nomarski optikaval késziilt képek. Lépték:20 um (Zeiss Axioscope 2 MOT).

A szoveteken elvégzett kisérletek eredményei alapjan a minden vérsejttipust
kijelold panhemocita ellenanyagok helyett a 4E1 plazmatocitdkra specifikus, a vizsgalt
szovetekkel nem reagélo ellenanyagot valasztottuk ki, mivel a pAnhemocita ellenanyagok a
veérsejtek mellett szovetekkel is reagaltak, ezért nehezen lett volna elkiilonithetd a vérképzo
szovetre utald vérsejt felhalmozodas. A szivesdvet €s kornyezetét kiilonds figyelemmel
vizsgaltuk, ugyanis tobb rovarfajban is a szivcsé kornyezetében azonositottak vérsejtképzo
kompartmentumokat. Vizsgalataink sordn a larvak ventralis oldalat felnyitottuk, az
emésztdcsovet eltdvolitva a szivesd jol lathatova valt. Ezutdn az egyedek szdveteit
kipreparalva minucia tiikkel rogzitve paraformaldehiddel fixaltuk. Bar a 4E1 ellenanyaggal
végzett immunfluoreszcens festést kovetden a szivcsOben (9. abra, szaggatott vonal)
keringd vérsejtek, valamint a kutikuldra kitapadt vérsejtek lathatova valtak (9. abra, a), de

azoknak az ecetmuslica¢hoz hasonld kompakt szervbe tomoriilését nem tapasztaltuk.

9. abra A méh larvalis szivesove. A larvalis
szovetek immunfluoreszcens festédése a 4E1
ellenanyaggal és anti-egér Alexa Fluor 568
festékkel (piros) jeldlve, a sziveso a
szaggatott vonalon beliil helyezkedik el. A
sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova (kék)
(a). A’ Nomarski optikaval késziilt kép.
Lépték: 100 pm (Zeiss Axioscope 2 MOT).
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IV.3 A Kkiilonb6z6 kasztok vérsejttipusainak osszehasonlitaisa molekularis

markerekkel

A mézeld méh dolgozd kaszt vérsejt alpopulacidinak jellemzése utan a masik két
kaszt a méhanyak ¢€s a herék kifejlett egyedeibdl szarmazd vérsejteket is megvizsgaltuk a
4E1 (10. 4bra, a, b), 2.28 (10. dbra, c, d) és 4.70 (10. abra, e, f) ellenanyagokkal. Schmid és
mtsai. korabban kimutattdk, hogy az egyedfejlédés soran egyes kasztok kozott kiilonbség
van a veérsejtszam csokkenésének a dinamikajaban (Schmid és mtsai., 2008), azonban a
vérsejttipusok aranyar6l nincsenek publikalt eredmények. Eredményeink szerint a
méhanyakbol és a herékbdl szdrmazd vérsejtek alpopulacidi a dolgozokbol szdrmazod
vérsejtekkel azonos markerexpresszids mintazatot mutatnak. A plazmatocita markerek a
méhanyak €s a herék vérsejtjeinek megkozelitdleg 80%-an fejezddtek ki, az Onocita
markerek a melanizalt vérsejteken, mig a granulocita-6nocita markerek a granulocitdkon €s
az Onocitdkon nyilvanultak meg, tehat nincs kiilonbség a harom kasztban azonositott
vérsejttipusok aranyaban, ami arra utal, hogy a sejt-kdzvetitette immunvalasz folyamatai

alapvetden hasonloképpen mehetnek végbe.

MEHANYA HERE

Plazmatocita
marker

Onocita marker

Granulocita-
onocita marker

10. abra A 4E1 plazmatocita, 2.28 dnocita és 4.70 granulocita-onocita markerek kifejezodése a
méhanyak és a herék vérsejtjein. A 4E1 plazmatocita (a, b), 2.28 6nocita (¢, d) és 4.70 granulocita-6nocita
(e, f) monoklonalis ellenanyagokkal és anti-egér Alexa Fluor 568 konjugalt ellenanyaggal (piros) jelolt
vérsejtek. A vékony nyil a plazmatocitakat (pl, —), a vastag nyil az 6nocitakat (oe, ®), a szaggatott nyil a
granulocitakat (gr, ) jeloli. Piros nyillal jel6ltiik a megfeleld ellenanyagokkal reagal6 vérsejt populaciokat.
A',b', ¢', d', e', f Nomarski optikaval késziilt képek. Lépték: 20 um (Zeiss Axioscope 2 MOT).
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IV.4 A mézel6 méhben azonositott markerek Kkifejezodésének vizsgalata

Drosophila melanogaster és Bombyx mori vérsejteken

Megvizsgaltuk, hogy az altalunk eldallitott ellenanyagok alkalmasak a mézeld méh
vérsejtjeinek vizsgéalatdira mind a kiilonb6z6 fejlédési stddiumokban, mind pedig a
kiilonbozd kasztokban, azonban nem tudtuk, hogy hasznalhatok-e egyéb, részletesebben
vizsgalt rovarfajpan D. melanogaster-ben ¢€és B. mori-ban vérsejt alpopuldciok
elkiilonitésére. A 4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita-, a 2.28, 4.19, 3B6 onocita-, a 4.70, 4.78
granulocita-onocita markereket felismerd ellenanyagok felhaszndldsaval végzett indirekt
immunhisztokémiai €s immunfluoreszcens festések azt mutattdk, hogy a mézeld6 méhben
azonositott plazmatocita specifikus markerek (11. &bra, a) sem D. melanogaster sem
B. mori vérsejteken nem fejezddnek ki (11 abra, b, c). A mézelé méh Snocitdin kifejez6dd
markerek (11. &dbra, d) azonban megnyilvanulnak a D. melanogaster kristalysejtekben, és a
lamellocitak egy alpopulaciojaban (11. abra, e), ezen kiviil a selyemhernyd 6nocitoidokon,
granulocitakon és a plazmatocitak egy részén is kimutathatok (11. abra, f). A mézelé méh
granulocitaival és Onocitaival reagald ellenanyagok mind az ecetmuslicaban, mind a
selyemhernyoban minden vérsejtet kijeloltek (11. abra, g-i). Amennyiben a vizsgalt
ellenanyagok funkci6jukban egymashoz hasonld vérsejt populaciokat jelolnek ki a
kiilonboz6 fajokban, a markerek alkalmasak lehetnek a rovarokban konzervalt sejt-
kozvetitette immunfolyamatok 0Osszehasonlitdé vizsgalatara. A 11. é&bran a 4El
plazmatocita- (11. abra, a-c), 2.28 oOnocita- (11. dbra, d-f) és 4.70 granulocita-6nocita
(11. 4bra, g-1) markerek kifejez0dését mutatjuk be, a pozitiv reakciot add vérsejt

populaciokat piros nyilakkal, a negativat fehér nyilakkal jeloltiik.
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A. meliifera D. melanogaster

plazmatocita
marker

onocita marker

granulocita-
onocita marker

11. abra A 4E1 (a-c), 2.28 (d-f) és 4.70 (g-i) markerek kifejezédése A. mellifera, D. melanogaster és
B. mori larvak vérsejtjein. A vérsejtek immunhisztokémiai reakcioja 4E1, 2.28 és 4.70 anti-egér
HRPO/AEC festést kdvetden (piros). A sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova. A pozitiv reakciot ado vérsejt
populaciokat piros nyilakkal, a negativat fehér nyilakkal jeloltiik. P1: plazmatocita, gr: granulocita, oe:
onocita/dnocitoid, cc: kristalysejt, lam: lamellocita. Lépték: 20 um (Zeiss Axioscope 2 MOT).

IV.S A mézel6 méh vérsejtek citoplazmajaban kifejez6d6 markerek aramlasi

citometrias vizsgalata

A mézeld méh vérsejtjeinek aramlasi citometriaval torténd vizsgalata (deGraaf és
mtsai., 2002, Hystad ¢és mtsai., 2017, Marringa és mtsai., 2014) vérsejt alpopulacidkon
specifikusan megnyilvanulé molekularis markerek hidnyaban eddig nem eredményezte a
vérsejttipusok egyértelmii meghatarozasat. Az altalunk azonositott molekularis
markerekrél kimutattuk, hogy alkalmasak a kiilonb6z6 egyedfejlodési stadiumokban és az
egyes kasztokban a  vérsejtek nyomon kovetésére immunhisztokémiai  és
immunfluoreszcens modszerek alkalmazasaval. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk
azonositott molekularis markerek alkalmasak-e a vérsejt alpopulaciok vizsgalatara a
vérsejtek indirekt immunfluoreszcens festését kovetd aramlasi citometriai analizisével.

Az éaramlasi citometrids analizist nativ vérsejtek immunfluoreszcens festésével
terveztilkk, azonban az eddigi kisérleteket acetonnal fixalt lemezeken végeztiik, ezért

megvizsgaltuk a 4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita-, a 2.28, 4.19, 3B6 Onocita-, a 4.70, 4.78
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granulocita-onocita vérsejt populaciokra jellemz6 és kontrollként a 3.35 minden vérsejtet
kijelold panhemocita markerek kifejez6dését nativ vérsejteken. Az eredményeket eldszor
mikroszkdpos vizsgalatok soran értékeltiik ki. A vérsejt populaciokra jellemz6 markerek
nem expresszalodtak a nativ sejtek membranjan, amib6l azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a markerek, a 3.35 molekula kivételével, nem a vérsejtek plazmamembranjaban
fejezddnek ki. A 3.35 marker megtalalhatdé a plazmamemembranban is, a kisérlet soran
kifejezodott a vérsejteken, tehat a reakcid megfeleléen ment végbe (12. abra, d). A

12. abran a 4E1 plazmatocita- (12. abra, a), 2.28 Onocita- (12. abra, b) 4.70 granulocita-

onocita (12. abra, c) és 3.35 panhemocita (12. abra, d) markerek kifejezodését mutatjuk be.

12. abra A markermolekuldk vérsejten beliili lokalizacioja. A 4E1 plazmatocita (a), 2.28 dnocita (b) 4.70
granulocita-onocita (¢) és 3.35 panhemocita (d) monoklonalis ellenanyagokkal és anti-egér Alexa Fluor 568
fluoreszcens festékkel (piros) jelolt vérsejtek. A nyilak a vérsejtekre mutatnak. Lépték: 20 um (Zeiss
Axioscope 2 MOT).

Mivel a 4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita-, a 2.28, 4.19, 3B6 Onocita-, a 4.70, 4.78
granulocita-onocita markerek nem a sejtmembranon lokalizalodnak, a vérsejteket
permeabilizaltuk, hogy az ellenanyagok hozzaférhessenek a citoplazmas antigénjiikhoz. A
permeabilizalast kovetéen indirekt immunfluoreszcenciat végeztiink, majd a vérsejteket
aramlasi citometriaval analizaltuk. A kifejlett dolgozd egyedek vérsejtjeinek aramlasi
citometrids vizsgalata soran a 4E1 (13. 4bra, piros hisztogram) és a 6B3 (13. abra,
rozsaszin hisztogram) markerek az indirekt immunfluoreszcens festést kovetden kozel
azonos, magas fluoreszcencia intenzitassal fest6dd sejtpopulaciot (4E1-56%, 6B3-58%)
jeloltek ki. A 4.70 granulocita-onocita marker (13. abra, zold hisztogram) a vérsejtek egy
kisebb alpopulaciéjan (18%) expresszalodik, alacsonyabb fluoreszcencia intenzitassal.
Negativ kontrollként a human leukocita kozos antigént felismeréd T2/48 ellenanyagot
hasznaltuk (13. abra, fekete hisztogram).

Az aramlasi citometriai analizissel kapott eredményeink megfelelnek a mikroszkopos
vizsgalattal nyert indirekt immunfluoreszcencia eredményeinknek: a vérsejtek tobbsége
pozitiv a plazmatocita (6. dbra, b), mig a vérsejteknek csak koriilbeliil 20%-a pozitiv a

granulocita-onocita markerekre nézve (6. abra, f). Az ellenanyagok tehat alkalmasak a
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vérsejtek aramlédsi citometrids vizsgalatara, igy nagyobb szamu vérsejt analizélasaval

részletesebben nyomon tudjuk kdvetni a vérsejt populaciok valtozésait.

150

T2/48-negativ kontroll 13. abra Permeabilizalt vérsejtek
4E1-56% | aramlasi citometrias analizise
6B3-58% | Triton X-szel permeabilizalt adult
- 4.70-18% | vérsejtek. A 4E1 (piros), 6B3 (rozsaszin)
-1 4.70 (z6ld) mADb és anti-egér Alexa 488
indirekt immunfluoreszcencia  festését
kovetd aramlasi citometrias analizis. T2/48
negativ kontroll (fekete).
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IV.6 A mézelé méh vérsejt alpopulacidinak funkcionalis vizsgalata

A mézeld méh vérsejtjein molekularis markereket azonositottunk, amelyek
alkalmasak voltak a kiilonboz6é vérsejt populaciok elkiilonitésére mindharom kasztban €s
az egyedfejlodés kiilonbozd stadiumaiban mikroszkopos ¢€s aramldsi citometriai
vizsgalatokkal. Az igy elkiilonitett vérsejt populaciok funkcidjanak jellemzésére a sejt-
kozvetitette immunvalasz alapfolyamatait hataroztuk meg, Gigy, mint a vérsejtek fagocitalo
képességét, a hemolimfa alvadékképzését €s a vérsejtek testen beliili idegen részecskékhez
torténd kitapadasat. A kisérletek soran a funkciondlis teszteket indirekt immunfluoreszcens

és immunhisztokémiai festésekkel kombinaltuk.

IV.6.1 A mézelé méh vérsejtek fagocitalo képességének vizsgalata

A sejt-kozvetitette immunvalasz soran a vérsejtek egy része bekebelezi a
mikroorganizmusokat. A mézeld méh dolgozok vérsejtjeinek a fagocitald képességét in
vivo vizsgaltuk FITC-tal jelolt E. coli, E. cloacae, S. aureus és a méhpatogén M. pluton
baktériumok injektalasaval. A vérsejteket az injektalas utdn 45 perccel tavolitottuk el az

allatokbol perfazioval és a sejtek fagocitald képességét fluoreszcens mikroszkoppal
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értékeltiik ki. Valamennyi baktériumfaj hasonld reakciot valtott ki, ezért a dolgozatban a
FITC-tal jelolt E. coli baktériummal végzett vizsgalatok eredményeit mutatom be.
Megallapitottuk, hogy mind a larvakban, mind a dolgozdkban a 4E1, 5A2, 6B3
markert hordozé plazmatocitak (14. abra, a, vékony nyil, pl) (beleértve a larvara jellemzd
nagy, plazmatocita marker pozitiv sejteket is) és a 2.28, 4.19, 3B6 markert hordoz6
onocitdk (14. &bra, b, vastag nyil, oe) nem fagocitdljdk a fluoreszcensen jelolt
baktériumokat. A 4.70, 4.78 markert hordozd vérsejtek egy része, a nem melanizal6do
granulocitak (14. abra, ¢, szaggatott nyil, gr) intenziv fagocitozist mutatnak. Az Osszes
vizsgalt baktériumfajt azonos mértékben fagocitaltdk a granulocitdk. A dolgozatban a
kifejlett egyedekbdl kapott eredményeket mutatom be. Eredményeinkbdl megallapithato,
hogy mézeld méhben a granulocita-onocita markert kifejez6 granulocitak a fagocitalo
veérsejtek, mig az 6nocitak €s a plazmatocitdk nem képesek a baktériumok bekebelezésére.
A granulocitdk a vérsejtek 22%-at teszik ki fiatal adultokban (7. abra), ezzel szemben
D. melanogaster-ben a vérsejtek tobb mint 95%-a képes fagocitozisra (Rizki és Rizki.,
1984). A szocidlis immunitassal rendelkezd mézeld méhek szervezetébe feltételezhetden
kevesebb mikroorganizmus jut el a hemolimfaig a kiegészitd alternativ stratégidk miatt, igy
kevesebb fagocitald sejtre van a szervezetnek sziiksége. A 14. abran a 4E1 plazmatocita-
(14. éabra, a), 2.28 Onocita- (14. dbra, b) és 4.70 granulocita-6nocita (14. dbra, c) markerek

kifejez0dését mutatjuk be.

14. abra Kifejlett dolgozok fagocita vérsejtjeinek azonositasa. A 4E1 plazmatocita (a), 2.28 6nocita (b) és
4.70 granulocita-6nocita (¢) monoklonalis ellenanyagokkal és anti-egér Alexa Fluor 568 fluoreszcens
festékkel (piros) jelolt vérsejtek fagocitozisanak vizsgalata FITC-tal jelolt baktériummal (z6ld). A vékony
nyil a plazmatocitakat (pl, —), a vastag nyil az dnocitakat (oe, ®), a szaggatott nyil a granulocitakat (gr, )
jeloli. Piros nyillal jeloltiik a megfelel ellenanyagokkal reagald vérsejt populaciokat. A', b', ¢' a lathato
mezdben késziilt képek. Lépték: 20 um (Olympus FV1000 Confocal LSM).
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IV.6.2 A hemolimfa alvadék vizsgalata

Mechanikai sériilést kovetden a sériilés helyén alvadek képzddik, amely meggatolja a
hemolimfa vesztést €és elzarja a feliilfertdzés utjat. A mézeld6 méh hemolimfijanak az
alvadékképzését a ,,fliggd csepp” moddszerrel végeztiik: a kicseppentett hemolimfat
megforditva inkubdltuk és a csepp felszinén képzddott alvadékot acetonnal fixaltuk. A
hemolimfa alvadékot a vérsejtekkel egyiitt a 4E1, SA2, 6B3 plazmatocita-, a 2.28, 4.19,
3B6 Onocita- és a 4.70, 4.78 granulocita-onocita ellenanyagokkal vizsgaltuk indirekt
immunfluoreszcencidval. Megtfigyeltiikk, hogy az anti-plazmatocita ellenanyagok a
plazmatocitdk alkotta aggregatum mellett egy, a plazmatocitak altal képzett haldzatos
struktarat is kijelolnek (15. &bra, a). A granulocita-6nocita ellenanyagok is reagaltak a
vérsejtalvadékkal, azonban granulocitdkat és Onocitdkat nem azonositottunk a mintakban
(15. éabra, c). Az Onocita markerek nem fejezddtek ki az alvadékban (15. dbra, b). A
15. &bra b panelén lathatd, hogy az ellenanyag reagalt az alvadékba véletlenszerien
kitapadt oOnocitaval (nyil), ami az ellenanyag megfelelé miikodését mutatja. Az
eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az alvadékot a plazmatocitak
altal felépitett halozatos struktura alakitja ki, amelyhez a granulocitdk altal termelt faktorok
is hozzdjarulnak. A 15. dbran a 4E1 plazmatocita- (15. &bra, a), 2.28 6nocita- (15. 4bra, b)

¢s 4.70 granulocita-6nocita (15. abra, c) markerek kifejez6dését mutatjuk be.

b c

15. abra Kifejlett dolgozék hemolimfa alvadékképzésének vizsgalata. Az alvadékot a 4E1, 2.28 és 4.70
mAb-okkal és anti-egér Alexa Fluor 568 fluoreszcens festékkel (piros) jeldltiik. A sejtmagokat DAPI-val
tettiik lathatova (kék). A lemezeken képz6dott alvadékban a plazmatocita- (a) és a granulocita-6nocita (c)
markerek expresszalddnak, az 6nocita markerek nem, az 6nocita ellenanyag reagalt a mintan talalhato
onocitaval (b) (nyil). A", b', ¢' Nomarski optikaval késziilt képek. Lépték: 20 pm (Zeiss Axioscope 2 MOT).
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IV.6.3 A testidegen részecske elhatarolasanak vizsgalata

Drosophila fajokban a testidegen részecskék, pl.: parazita peték elhatdrolasa a
tokképzd reakcid (enkapszulacid) eredményeként torténik, amelynek sordn egy 1Uj
vérsejttipus differencialodik tobbrétegli tokot képezve a korokozo koriil (Nappi és mtsai.,
2004). Méhekben csupan néhany olyan faj ismert, amely ellen sziikség lehetne hasonlo
védekezési folyamatra, azonban ilyen fertdzések esetén még nem vizsgaltdk a sejt-
kozvetitette immunvalaszt (Core és mtsai., 2012, Dutto és Ferrazzi, 2014, Menail és mtsai.,
2016).

A gazdaszervezetbe keriild idegen testek elhatarolasanak modellezéséhez egy
0,08 mm atmérdji damil szalat fuztlink at a méhek potrohdn. Harom 6ra mulva a potroh
feltarasaval eltavolitottuk a testidegen részecskét (damil szalat), tdrgylemezre fixaltuk,
majd a damil szalra tapadt alvadékot indirekt immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk a
4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita-, a 2.28, 4.19, 3B6 oOnocita- és a 4.70, 4.78 granulocita-
onocita markerek alkalmazasaval.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a plazmatocitdk halozatos struktarat alkotva
kitapadtak az idegen testre (16. abra, a), a halozatos struktirdban a melanizalt sejtekre
jellemzd Onocita markereket is megtfigyeltik (16. abra, b), mig a granulocita-6nocita
markerek (16. dbra, c) kifejez6dését nem tapasztaltuk. A plazmatocitak képesek arra, hogy
halézatos sejt aggregatumot létrehozva elhataroljdk az idegen testeket, a sejt aggregatum
feltehetdleg az Onocitak altal termelt faktorokat is tartalmazza, amire az 6nocita markerek
homogén expresszidja utal. Nem mutattuk ki, hogy D. melanogaster tokképzéséhez
hasonléan uj effektor vérsejttipus differencialodna, valamint kevés olyan ismert
korokozdja van a méheknek, amely ellen aktiv enkapszulacios immunvalaszra van
sziikség, igy azt feltételezziik, hogy a plazmatocitdk altal képzett sejtréteg a sejtek
egymashoz torténd aggregalddasa miatt alakul ki, nem aktiv tokképzd folyamat. A
16. dbran a 4E1 plazmatocita- (16. abra, a), 2.28 6nocita- (16. abra, b) és 4.70 granulocita-

onocita (16. abra, ¢) markerek kifejezodését mutatjuk be.
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Atfeds Ellenanyag Sejtmag Lathato

Onocita marker Plazmatocita

Granulocita-
onocita marker

16. abra Az idegen testhez kitapado vérsejtek vizsgalata. A damil szal koriili sejt aggregatumot a 4E1 (a), 2.28 (b), és
4.70 (¢) mAb-okkal és anti-egér Alexa Fluor 488 masodlagos ellenanyaggal (zold) (a', b', ¢') jeldltiik. A sejtmagokat
DAPI-val tettiik lathatova (kék) (a', b", ¢'"). A"', b"", ¢'"" lathatd mez6ben késziilt képek. Lépték: 20 um (Olympus

FV1000 Confocal LSM).

IV.6.4 Vajk fehérjék vizsgalata mézel6 méhben

A vérsejtek funkciondlis vizsgélata soran megallapitottuk, hogy a kizardlag egyedi
immunvalasszal rendelkezd D. melanogaster fajhoz képest a mézeld méhben kevesebb
vérsejt fagocital (22%), immunindukciot kovetden nem differencidlodnak 0j vérsejttipusok,
feltételezhetden a sejt-kozvetitette immunvalasz aktivalodasa elott egyéb, alternativ
védekezési mechanizmusok mehetnek végbe. Az elsd, a mechanikai védelmi vonal is
feltehetden kiemelt szerepet jatszik, a védekezésben, ezért a mézelé méhben is
megkiséreltik a Drosophila-ban altalunk azonositott kutikulahoz kapcsolt fehérjék
kimutatasat.

A csoportunkban azonositott D. melanogaster Nimrod génklaszter és a vajk géneket
1s magaban foglald Nim kromoszoma régid6 — amelynek fehérjéir6l kimutattdk, hogy a
fagocitdzisban jatszanak szerepet — homologjai mézeld méhben is megtaldlhatok (Kurucz
¢s mtsai., 2007a, Somogyi és mtsai., 2008, Somogyi és mtsai., 2010, Zsamboki és mtsai.,
2013). Kimutattuk, hogy a vajk génekrdl atirodo fehérjék a D. melanogaster kutikulajdban
fejezddnek ki. A vajk gének altal kodolt Vajkl és Vajk4 fehérjék Drosophila-ban az

embrio és a késéi bab stddiumokban mutathatok ki Western blot eljarassal, valamint
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indirekt immunfluoreszcencia festéssel is detektalhatok az embrid trachedban, a nyalmirigy
csatornaban és a hasi oldalsé horogsorokban. Késdi bab stadiumban a Vajkl fehérje a
trachedkban, a Vajk4 fehérje pedig a szdrszalak tovében fejezddik ki (Cinege és mtsai.,
2017). Mivel a Vajk géncsalad tobb tagjdval homologiat mutatdé gén a mézeld méh
genomjaban is fellelheté (Somogyi €s mtsai., 2010), a Vajk fehérjékre specifikus
ellenanyagokkal Western blot analizissel megvizsgaltuk, a Drosophila Vajkl és Vajk4
homologjainak kifejez0dését a mézeld méhben. A Vajkl fehérjét egyik mintaban sem, a
Vajk4 fehérjét azonban az atkaval fert6zott €s nem fert6zott késdi babokbol készitett
mintakban sikeriilt kimutatnunk, amelynek kifejez0dése joval gyengébb volt, mint a
Drosophila késéi bab mintdkban. A fehérje molekulatomege a Drosophila-ban azonositott
Vajk4 fehérje molekulatomegével megegyezdé 38 kDa volt (17. dbra). Osszehasonlitottuk a
D. melanogaster fehérjeszekvenciat a mézeld méh fehérje adatbazissal, 62%-o0s egyezést
talaltunk a feltételezhetd prolin-gazdag protein 4-gyel (XP_624317.2). Indirekt
immunfluoreszcens festés soran nem sikeriilt kimutatnunk a Vajk4 fehérjét a szérszalak
tovében vagy egyéb szoveteken. Ez abbol adodhat, hogy a fehérje sokkal kisebb
mennyiségben van jelen a méh kutikuldban, mint az ecetmuslicaéban, ami arra utal, hogy a
fagocitozisban szerepet jatszo géneket kodold Nim kromoszéma régidban azonositott
kutikularis Vajk fehérjék homoldgjai kevésbé jarulnak hozza mézeld méhben az elsédleges
védelmi vonal felépitéséhez, mint az ecetmuslicaban. Azonban az is lehetséges, hogy a
mézeldé méh nativ Vajk4 fehérje térszerkezete lényegesen eltér a Drosophila fehérje

térszerkezetétdl, ezért az ellenanyag nem ismeri fel a fehérjét.
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17. abra Vajk4 fehérje kifejezodésének vizsgalata. SDS-PAGE-t kovetd Western blot
analizise kiilonboz6 stadiumt egyedeknek a Vajk 4 ellenanyag felhasznalasaval.
D.m. Drosophila melanogaster kontroll, A.m. Apis mellifera
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IV.7 A plazmatocita, onocita és granulocita-onocita markerek

molekulatomegének meghatarozasa

Miutdn megvizsgaltuk a markerek expresszidos mintazatat a vérsejt populacidkon és
meghataroztuk a vérsejttipusok funkciojat, meghataroztuk az ellenanyagok altal felismert
fehérjék molekulatomegét. A kisérletet nem redukald koriilmények kozott SDS-PAGE-t
kovetd Western blot analizissel végeztik. A 4E1 (18. 4bra, a) és 6B3 (18. abra, b)
plazmatocita markerek molekulatomege egyardnt a koriilbeliil 400 kDa-os tartomanyba
esik. A molekulatomeg ¢s a markerexpresszio alapjan feltételezziik, hogy a két ellenanyag
ugyanazt a fehérjemolekulat ismeri fel (epitdp analizist nem végeztiink). A Western blot
analizis sordn az onocita 2.28 marker (18. abra, c) esetében koriilbeliil 75 kDa-nal és 150
kDa-nal detektaltunk jelet, aminek alapjan feltételezziik, hogy a 150 kDa-os jel a 75 kDa-
os fehérje dimerizalt formaja. Az 5A2 plazmatocita-, 4.19, 3B6 Onocita- és 4.70, 4.78
granulocita-onocita markerek molekulatomegének meghatarozasa nem jart eredménnyel.
Elképzelhetd, hogy az ellenanyag olyan konformacio-fliggd epitdpot ismer fel, amelynek
térszerkezete az SDS-PAGE minta-elokészités soran megvaltozik, igy az ellenanyag nem

képes megfeleléen kotddni.
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18. abra A 4E1 (a) és 6B3 (b) plazmatocita és 2.28 onocita (c) marker molekulatomegének
meghatarozasa. A detektalt molekulatomegeket nyilakkal jeloltiik.
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IV A mézelo méh vérsejtjein azonositott markermolekulak

jellemzésének osszefoglalasa

A vizsgélatok sordn részletesen elemeztiik a 4E1, 5A2, 6B3 plazmatocita, 2.28, 4.19,
3B6 onocita €s 4.70, 4.78 granulocita-0nocita markereket. Az eredményeket a 2. tablazat
foglalja 6ssze. Az altalunk azonositott markerek a vérsejtek citoplazmajaban fejez6dnek ki.
A 4EI1, 5A2 és 6B3 plazmatocita markerek a hemolimfa alvadékban is kimutathatok
voltak, de a vérsejteken kiviil a larvalis kutikula és adult kozépbél szoveten nem fejezddtek
ki. Ezek a markerek a testiiregbe juttatott idegen testhez kitapadd vérsejteken minden
esetben detektalhatok voltak. A melanizaciora hajlamos 6nocita vérsejteken megnyilvanulo
2.28, 4,19 ¢és 3B6 markerek sem a fagocitald sejteken, sem a hemolimfa alvadékban nem
detektalhatok, a szervezetbe juttatott testidegen anyag koriili sejt aggregdtumban viszont
egyértelmiien kimutathatok. A 4.19 és 3B6 markerek az Onocitdkon kiviil a larvalis
kutikula és adult kozépbél szoveten nem fejezddtek ki, a 2.28 marker viszont a kiboncolt
allat izomszert struktardjaval reagélt. A 4.70 és 4.78 granulocita-6nocita markerek mind a
fagocitald sejteken mind a hemolimfa alvadékon megnyilvanulnak, viszont, nem
fejezddnek ki az idegen testek koré tapadt sejt aggregatumban, a 4.70 marker larvalis
kutikula és adult kozépbél szoveten is expresszalodik. Mivel a 4E1 plazmatocita és 2.28
onocita markerek molekulatomegét is sikeriilt meghatdroznunk a tovabbiakban ezt két

markert vizsgaltuk meg részletesebben.

Fagocitalo Hemolimfa Idegen Nativ Lérvalis
Vérsejttipus 8 8 ésadult | Molekulatomeg
sejtek alvadék test vérsejtek "
szovetek

lgG1lk plazmatocita negativ pozitiv pozitiv negativ negativ 420 kDa
5A2 lgG1k plazmatocita negativ pozitiv pozitiv negativ negativ ND
6B3  IgG2ak plazmatocita negativ pozitiv pozitiv negativ negativ 420 kDa
2.28 IgMk onocita negativ negativ pozitiv negativ pozitiv 75; 150 kDa
4.19 lgMk odnocita negativ negativ pozitiv negativ negativ ND
3B6 IgMk onocita negativ negativ pozitiv negativ negativ ND
4.70 IgMk gr?;:‘l:)l;::a_ pozitiv pozitiv negativ negativ pozitiv ND
4.78 leGlk granulocita- pozitiv pozitiv negativ negativ negativ ND

onocita

2. tablazat Az A. mellifera vérsejteken azonositott molekularis markerek osszefoglalasa. ND: nem
detektaltuk.
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IV.9 A 2.28 6nocita marker tovabbi jellemzése

A 2.28 marker a melanizaciora hajlamos 6nocitakon fejezddik ki. A marker nem csak
az A. mellifera vérsejtek alpopulacidjan, de a D. melanogaster PPO-t termeld
kristalysejteken és a lamellocitdk egy részén, valamint a selyemherny6d 6nocitoidokon is
megnyilvanul (11. abra, d-f). A 2.28 marker molekulatomegét Western blot analizissel
hataroztuk meg (~75 és ~150 kDa) (18. abra, c). Zufelato €s mtsi. 2004-ben azonositottak
méh hemolimfaban az A4 mellifera profenoloxidazt (AmPPO), majd Lourengo ¢&s
munkatarsai 2005-ben meghataroztdk az aktiv enzim molekulatomegét, ami 74,4 kDa, ez
megfelel a Western blot soran kapott jelnek. Osszehasonlitottuk a D. melanogaster PPO-ok
(DmPPO) valamint az AmPPO fehérje szekvenciadt CLUSTALW analizissel
(http://www.genome.jp/tools/clustalw). A fehérjek 47%-60%-o0s szekvencia azonossagot
mutattak. Az azonos szakaszokat a 19. abran piros szinnel emeltem ki. Eredményeink
alapjan ugy véljik, hogy a 2.28 ellenanyag az AmPPO-t ismeri fel. Feltételezésiink

kisérleti rendszerekben torténd tovabbi vizsgalatat tervezziik.

AmPPG  —- LLLLEDHET FMDEGERVIVED SEL PISNEVQSEVGDRVEQR
DmPPOL - LLLIEDHZT FMDEGENGTVED SYV M Q2 SSASEEN
DmEPQZ - SEILYIDDHR S PEGDNEVAFDI ZPDYL SVAT GDDTESK
DmEPO3 MTN mejg LEBLFTTRDSGKTVLELEDSFY DTEEMGNRFSKDVDLK

AEmPPC J FEE 5 SVDDL
ImPPOL e LEHL KMQTVDEL
ImPPO2Z ik . GMRIYEDE
ImPPO3 e o SAPNLROD

ampro  HviSLERER RFIDSQVI
DMEPPOL RVNBVIENUE HRDDT RFIDSKMLRSME:

DmPPO2 RLNPNLE IV HRPDT » KYMDSGIFSRA
DnPPO3 RVABVE RED

BmERO
DmPPOL
DmPPOZ
ImFPO3

AmPEO
ImPPOL

DmPPO2
DmPPC3

AmPPO NUSDOINVE GULEE T8 SDERGNRY I k1
DmPPOLl DECNNOLRVE DNMKEMEF] DINNEKT T T
TmPPO2 VDELNE LEREDE 2 HTUSUINTRGERI

DmPFO3 DRHDG--RVE DESGNRI T i
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AmFPO Y
DmPPOL .4
DnPPo2 ¥
DmPPO3 IESFE

BmPPO YPGVSIAGL QVDTNGG~~R

rmPEOL FPDVRVES OVESQG-—-0

PMERO2 FPGIBIADIKLTTNG -0

DMPPO3 FDGITVDY IGKSNT

AmPPO

ImPROL

DmPPOZ IMI
ImPPo3

AmPPO
DmPPOL ~ A
DmPro2 = ey LDENRPIGG-DSLERFD
DmPPO3 ] PR SERPVGADYQPKBADELARFK
EmPPO o ~DLVGR
DmPPOL - > ~TYRDC
DImPPO2 o g ~NEFPIG
TmMPPO3 oy PRTPRD

AmPPO LPRSGVDRLVNFLTP IVDVNIRHENRTVORPN-———m o
DmPPO1l KPRRGEEILENFLIF AVEVIITHEDRTEKLREVEPERS -~
ImPPO2 OPRAGVETLAQFLT VIEVIVRFSDTIVPRSRSGSISNTLTEM
Dmppo3 BLPNANLTELVGAE TDLRIVENDRY T IR o e e o o

19. abra Az AmPPO, DmPPO1, DmPPO2 és DmPPQO3 fehérjeszekvencidjanak dsszehasonlitasa. Az

azonos szakaszokat pirossal jeloltiik.

IV.10 A mézel6 méh hemolektin azonositasa (AmHml)

A 4E1 plazmatocita markert proteomikai analizis céljabol immunprecipitaltuk a
vérsejtekbdl, amelyen a Szegedi Biologiai Kutatokozpont Tomegspektometriai
laboratoriuma  folyadékkromatografidval — kapcsolt  tandem  tomegspektrometriai
(LC-MS/MS) analizist végzett. Kontrollként a 4B8/F12 indifferens antitestet hasznaltuk,
amely nem reagalt a mézeld méh vérsejtekkel. A vizsgalat soran a Western blot jelnek
megfeleld gél darabokat analizaltattuk a 4E1 plazmatocitak elleni és a 4B8/F12 indifferens
antitesttel kezelt mintakbol. Az analizis eredményeként a 4E1 antitesttel jelolt minta
400 kDa koriili tartomanyabol az Uniprot adatbazisban szerepld AO0AO087ZSRO,
420 kDa-os fehérjét azonositottuk, amely nem volt jelen a kontroll mintidban. Az

azonositott fehérje homoldg a mas rovarfajokban leirt hemolektin fehérjékkel (Melipona
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quadrifasciata, Uniprot ID: AOAONOBH61; Habropoda laboriosa, Uniprot ID:
AOAOL7QSWO; Camponotus floridanus, Uniprot ID: E2AVY?S).

Annak megerdsitésére, hogy a 4E1 markert a mézelé6 méh hemolektin gén (AmHml)
kodolja (Lesch és mtsai., 2007, Wallberg és mtsai., 2014), dolgoz6 larvakban egy nem-
invaziv eljardssal RNS interferenciat végeztiink (Nunes és Simdes 2009). Az AmHml génre
specifikus dupla-szald RNS-t (AmHmI-dsRNA) szintetizaltunk, amelyet cukorszirupban
feloldottunk, majd 2. stadiuma dolgozé larvakat etettiink vele. Kontrollként GFP-dsRNS-
sel kezelt és kezeletlen larvakat hasznaltunk. Az utolsé larvastadiumot elért egyedek
vérsejtjeit a 4E1 ellenanyag felhasznaldsaval indirekt immunfluoreszcencia analizissel
vizsgaltuk (20. abra, a-c). Eredményeink szerint az AmHml-dsRNS-sel kezelt larvakban a
4E1 marker pozitiv sejtek ardnya kisebb volt (14%), mint a kontroll (28%) vagy a GFP-
dsRNS-sel kezelt (28%) allatokban (p<0.05). Kisérleteink soran az AmHml-dsRNS-sel
kezelt allatokban a 4E1 molekula kifejezOdésének csendesitése egyrészt azért nem volt
teljes (20. abra, d), mert az RNS interferenciaval sosem csendesithetd el szdzszazalékosan

a target fehérje, valamint elképzelhetd, hogy a vérsejtek egy része mar az RNSi kezelés

elotti allapotban is 4E1 marker pozitiv volt.

d 35 1 .
kezeletlen § b dsGFP_RNS dsHmI_RNS 30 - *
s
25 -
2% m kezeletlen
dsGFP_RNS
dsHmi_RNS

s
o

i

n=29 n=26

4E1 poritiv sejtek aranya [%]

o

20. abra. abra A mézel6 méh hemolektin azonositasa és RNS interferenciaval torténo csendesitése.
Dupla-szali RNSi (AmHmI-dsRNA) kezelt, (¢), GFP-dsRNS-kezelt (b) és kezeletlen allatok (a)
vérsejtjeinek indirek immunfluoreszcencia analizise 4E1 ellenanyag €s anti-egér Alexa 568 masodlagos
ellenanyag felhasznalasaval. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (kék). Lépték: 50 um (Olympus FV1000
Confocal LSM). A 4E1 pozitiv vérsejtek kvantitativ analizise (n: egyedszam) (d). Az eredményeket
egyszempontos varianciaanalizissel értékeltiik ki, amit Tukey post hoc elemzés kovetett (p<0,05).

IV.11 A plazmatocita vérsejt populaciéo vizsgalata vegyszereknek Kkitett és

vegyszerrel kezelt méhcsaladok egyedeiben

Miutén sikeriilt azonositanunk a mézel6 méh hemolektint, a fehérjére specifikus 4E1
ellenanyagot indirekt immunfluoreszcens moddszerrel a gyakorlatban is felhasznaltuk.
Kisérleteink sordn vegyszereknek kitett és vegyszerrel kezelt kifejlett dolgozok vérsejtjeit
analizaltuk a 4E1 ellenanyaggal és meghataroztuk a plazmatocita alpopulacidé aranyanak

valtozasat a vérképben. A dolgozokat egyedenként vizsgaltuk az atkairtdsra hasznalt
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amitraz kezelés eldtt €s utdn, valamint meghataroztuk a neonikotinoid csavazdszerrel
kezelt vetomagrol kifejlodott meéhlegelon tartott méhek és normal méhlegelon tartott

meéhcsaladok egyedeiben a plazmatocitak aranyanak valtozasat.

IV.11.1 Neonikotinoiddal csavazott vetomagbdl fejlodé méhlegel6

Kordbban  kimutattak, 100
hogy neonikotinoid kezelés T %
- , . ® 80
hatasara csokken a vérsejtek 2
. = Il
szama, a melanizacios 8 e
Q
aktivitds és a hemolimfa  § >0
o . S 40
antimikrobialis aktivitasa =
2 |
o
mind a dolgozdkban, mind a 2 2 -
< 10
méhanyakban  (Brandt ¢és n=22
0

mtsai., 2016, 2017).

kontroll M neonikotinoid kezelt

Megvizsgaltuk, hogy terepen 21. Abra A plazmatocitik aranya kontroll és neonikotinoiddal

. 1 - csavazott méhlegelon tartott méhekben (n: egyedszam).
végzett koriilmények kozott

¢szlelhetd-e valtozas a vérsejt populaciok aranydban. Kisérleteinkhez olyan méhcsalddokat
valasztottunk ki, amelyek neonikotinoiddal (tiometoxam) csavazott napraforgdmagbol
fejlodott novényekrdl gyiijtottek. Kontrollként csavazatlan napraforgdmagbol szarmazéd
novények alkotta méhlegeldon tartott méhcsaladok egyedeit is megvizsgaltuk. A kontroll
meéhlegeld olyan tavolsagra helyezkedett el neonikotinoiddal csdvazott vetomaggal bevetett
teriiletekt6l, hogy a méhek azt nem érhették el. Eredményeink szerint a kontroll,
csavazatlan napraforgd legelon tartott méhcsaladok egyedeinek hemolimféjabol izolalt
veérsejtek 67%-ban tartalmaztak 4E1 markermolekuldt hordoz6 plazmatocitdkat. A
neonikotinoiddal kezelt vetdmagbdl szarmazo méhlegelon tartott csaldd egyedeinek
vizsgalata sordn 61%-os plazmatocita ardnyt kaptunk, ami azt mutatja, hogy napraforgd
vetdmag neonikotinoiddal tortént kezelése szignifikdnsan (p>0,05) nem befolyasolja a
plazmatocitdk aranyat mézeld méhben (21. abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
irodalomban kimutatott vérsejtszam csokkenés (Brandt és mtsai., 2016, 2017). soran a
plazmatocitdk ardnya nem valtozik. Az is lehetséges, hogy a terepen végzett kisérletek
soran a novényen at felszivodd ¢és a méhek emésztorendszerén keresztiil a szervezetbe
keriild vegyszer nincs hatassal a sejt-kozvetitette immunvélaszra a laboratériumban,

kisérleti koriilmények kozt elvégzett kezelésekhez képest.
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IV.11.2 Amitraz kezelés

A méhészetekben az atkafertdzés amitraz tartalmii szerekkel mérsékelhetd. A
vegyszert tobbnyire kodoléssel juttatjadk a kaptarba, amely sordn a méhek is kdzvetleniil
érintkeznek a szerrel, igy az a laboratoriumban végzett neonikotinoiddal torténd kezeléshez

hasonléan (Brandt ¢és mtsai., 2016, 2017) hatassal lehet, a sejt-kozvetitette

immunfolyamatokra. 100
Kisérleteink soran a §
. . @ 80
méhcsalddokat 3 naponta 6 % &
\E ?0 1
alkalommal kezeltik 0,299 g & o,
I
amitrazzal, amelyet % 50 -
> 40 -
petroleummal keverve
N 30
kodoléssel juttattunk be a & 4
i
. $ad
méhkaptarakba, majd < 10 -
0 n=56

megvizsgaltuk a kezelés eldtt

, , , , kezeléselftt mkezelés utdn
és a kezelés utan a csaladok

22. abra A plazmatocitik aranya amitrazkezelés elétt és utan.

egyedeinek (n: egyedszam)

veérsejtosszetételét. A 4E1 molekula indirekt immunfluoreszcencia festése alapjan
megallapitottuk, hogy az amitrdz kezelés elott (75%) és utan (79%) nem volt szignifikans
kiilonbség a plazmatocitdk aranyaban (p>0,01) (22. abra). Nem tudtunk kimutatni a
plazmatocitdk aranyaban valtozast a kozvetleniil a méhek szervezetével érintkezd
vegyszeres kezelés sordn, hasonldan a kozvetve a ndvényen keresztiil felszivodo
vegyszeres kezeléshez (Isd.:IV.11.1. Neonikotinoiddal csavazott vetdmagbol fejlodo

meéhlegeld). Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy a vegyszeres kezelés nem valtja ki a

plazmatocitdk ardnyanak koros valtozasat.
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IV.12 Varroa szenzitiv higiénikus képességii (VSH) méhcsaladok vizsgalata

A meéhek egyedi 100

90
80

immunvalaszukat  alternativ

L

védekezési stratégidkkal s 0 -

X

1]

-

=

o
kiegészitik, fokozott S 60 -

1]
tisztogatasi tevékenységet '§ 30 1

> 40 -
végeznek. Azonositottak £ 5,

o
olyan méhvonalakat, amelyek 2 20 -

i
nagyobb hatékonysaggal < 101 n=11

0

tavolitjdk el az  atkaval ) ]
VSH csalad  mnem VSH csalad

fert6z6tt  babokat, — ezeket 23. abra A plazmatocitak aranya VSH és nem VSH

Varroa szenzitiv higiénikus méhcsalddban. (n: egyedszam)

képességli (VSH) méheknek nevezziik. Kisérleteink soran 0Osszehasonlitottuk egy jol
tisztogatd méhcsalad ¢és egy gyenge higiénikus képességli méhcsalad kozott a
plazmatocitdk aranyat, annak vizsgalatara, hogy az alternativ védekezés mennyire egésziti
ki, a sejt-kozvetitette immunitast: indukal-e valtozast a sejt-kdzvetitette immunitas effektor
sejtjeiben, ha egy méhcsaladnak rosszabb a higiénikus viselkedése. Nem volt szignifikans
kiilonbség (p>0,05) a VSH (76%) ¢és a nem VSH (62%) méhcsaladoknal (23. abra) a
plazmatocitdk aranyaban, a higiénikus viselkedés hatékonysaga nem volt 6sszefliggésben a

plazmatocita vérsejt populacié aranyaval.

IV.13 Atkafert6zott méhcsalad egyedeinek vizsgalata

A V. destructor atka kiils6 parazitaként a babok, €s a kifejlett egyedek testnedveivel
taplalkozik nyilt sebet ejtve a kutikulan. A sebgyogyulds soran alvadék képzddik.
Kimutattuk, hogy az alvadékképzésért a 4E1 ellenanyag pozitiv plazmatocitak a felelosek.
A kisérletek sordn egyazon méhcsaladbdl szdrmazo6 atkdval szurt és szaratlan (kontroll),
larvak ¢és adultok keringd vérsejtjeit vizsgaltuk a 4E1 plazmatocitakra specifikus
ellenanyag felhaszndldsaval indirekt immunfluoreszcens festéssel egyedenként.
Megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a fertézés a hemolektint kifejezd plazmatocitak
aranyat a hemolimfaban ¢€s az alvadékképzést. A kisérletek soran kikelés eldtti adultokat
vizsgaltunk, amelyek biztosan fertdzottek voltak, amikor elérték a bab stadiumot, azaz nem
az adult stadiumban fertdzddtek meg. Eredményeink szerint a fertézott larvakban 17%, a

nem fertdzott kontroll larvakban 13%, mig a fert6zott adultokban 60%, a nem fertdzott
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kornyezetét. A seb kornyeke
24. abra A plazmatocitik aranya atkaszurt és nem atkaszurt

mind az atkéval (25. abra), larvakban és kikelés elétti adultokban. (n: egyedszam)
mind a steril tlivel torténd szarast (nem mutatjuk be) kovetden melanizalodott, a sériilés
kozelében vérsejtekbdl allo aggregatumot nem taldltunk, a kutikula faldra szétszortan
kitapadt vérsejtek mind az atkafertdzott, mind a kontroll allatokban hasonlé szamban €s
stirliségben voltak jelen.

Mivel nem tudtunk kimutatni vérsejtalvadékot a szarés helyén és az atkafert6zés nem
befolydsolta az alvadékképzd sejtek aranyat sem, igy azt feltételezziik, hasonldéan a
fagocitozis €s tokképzés esetében tapasztaltakhoz, hogy a sebgyogyulds soran is hattérbe

szorul a vérsejtek szerepe, mivel az egyedek steril, zart helyen fejlédnek a Iépsejtekben,

ami miatt alacsony a valdszintisége, hogy sériilés éri azokat a fejléddés soran.

Lo
e

25. abra Atkaszuras vizsgalata bab kutikulan. Az atkaval szart kutikula darabhoz tapadt
plazmatocitakat 4E1 ellenanyaggal és anti-egér Alexa Fluor 568 fluoreszcens festékkel (piros) jeloltiik. A
sejtmagokat DAPI-val tettiik lathatova (kék) (a). Az atkaszuaras koriil a szovetek melanizalodtak (a”). Lépték:
100 um (Zeiss Axioscope 2 MOT)
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\% Az eredmények megbeszélése

A rovarok, korokozokkal szembeni védekezésében, a fizikai védekezés mellett,
alapvetd szerepet jatszik az immunitds. A szocialis rovarokra jellemzd alternativ
védekezést és az egyedi immunitds humoralis komponenseit kordbban mar részletesen
tanulmanyoztak, azonban a sejt-kozvetitette immunvalaszrol szerzet ismereteink nem elég
alaposak ¢és egyértelmiek. Egyéb Hymenoptera fajokhoz hasonléan (Amaral és mtsai.,
2010, Manfredini és mtsai., 2008) a mézelé méh vérsejtjei, alaktani jellemzdOik alapjan
nagymértékben kiilonboznek egymastol (deGraaf és mtsai., 2002, El-Mohandes és mtsai.,
2010, Marringa ¢és mtsai.,, 2014, Negri ¢és mtsai.,, 2014, Richardson és mtsai., 2018,
Van Steenkiste, 1988). Azonban a morfologiai, hisztokémiai €s lektin jeloléssel végzett
eredmények nem konkluzivak, ezért nem hasznalhatéak fel a vérsejtek részletesebb
vizsgalatara. Sziikségessé valt egy olyan moddszer és eszkoztar létrehozasa, amely a
funkcidjukban kiilonb6z6 vérsejttipusokat megbizhatéan képes elkiiloniteni egymastol
(deGraaf és mtsai., 2002, Negri és mtsai., 2016).

A sejt-kozvetitette immunvalasz vizsgalatdra, a Drosophila fajokban sikeresnek
bizonyult stratégiat (Kurucz ¢s mtsai.,, 2007b, Markus ¢és mtsai, 2015) kovetve,
ellenanyagokat allitottunk eld, amelyek segitségével specifikus markereket azonositottunk
a vérsejttipusok pontos azonositasara. Az ellenanyagokat a vérsejteken adott
reakcidmintazatuk alapjan klaszterekbe soroltuk, segitséglikkel harom f6 vérsejttipust
azonositottunk: a plazmatocitakat, az Onocitdkat és a granulocitakat. A 3. tablazat
tartalmazza a kiilonb6z0 modszerekkel azonositott vérsejttipusok dsszehasonlitasat.

Az altalunk plazmatocitaként azonositott vérsejt populacid morfoldgiai jegyek
alapjan megfeleltethetd, az elektronmikroszkdpos ¢€s fluoreszcensen jelolt lektinekkel
végzett mikroszkopos és aramlasi citometrids vizsgalatok soran plazmatocitaként, vagy
W-2-4 sejtekként definialt vérsejtekkel. Larvakban a Negri €s munkatarsai (2014) altal
azonositott L5-1 kerek morfoldgidju vérsejt populdciorél kimutattuk, hogy az két
alpopulacidra bonthato: a sejtek egy része kifejezi a plazmatocita markereket, amelybdl
feltételezhetden a kifejlett egyedek plazmatocitdi szdrmaznak. Emellett a plazmatocita
markerek a larvalis L5-2 nagy kiteriilt 6ridssejteken is kifejezddtek, amelyrdl kimutattdk,
hogy a sejtek aggregalodasaban van szerepiik. A funkciojuk hasonlo a kifejlett egyedek
plazmatocitaihoz, amelyek képesek sejt aggregatumot vonni a testiiregbe helyezett damil
szalra, hogy elhatdrolja azt (Gébor ¢és mtsai, 2017), akarcsak a D. melanogaster

lamellocitai a parazita darazspete koré (Rizki és Rizki., 1984). A Zaprionus indianus
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fajban a nematocitak, D. ananassae fajban pedig a sokmagva oriassejtek (Kacsoh €s
mtsai., 2014, Markus és mtsai., 2015) rendelkeznek hasonld funkciéval. Az idegen testek
elhataroldsa sordan nem differencidlodnak specialis vérsejttipusok, mint Drosophila
fajokban a lamellocitak, vagy az oriassejtek (Kacsoh és mtsai., 20014, Markus €és mtsai.,
2015, Rizki és Rizki, 1992), az idegen testet elhatarold plazmatocitdk immunindukcid
nélkiil is jelen vannak a keringésben. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a mézeld
méhnek feltehetden nincs olyan endoparazitdja, amely specidlisan differencialédo
tokkeépzd sejtek képzddését valtana ki; eddig csak néhdny olyan parazitat azonositottak,
amelyek a méhek testliregében fejlddnek (Core €s mtsai., 2012, Dutto €s Ferrazzi, 2014,
Menail ¢és mtsai.,, 2016). Ennek a jelenségnek feltehetéen érdekes filogenetikai
vonatkozdsai vannak, amelyek tanulmanyozdsa az immunrendszer és a parazita

kolcsonhatas vonatkozasaban 1) ismeretekhez vezethet.

Van . . El-
VERSEJTTIPUS FUNKCIO | Steenkiste, e:':?’;‘gofz e’;":;"ggle Ne%’éf; al, | Mohandes
Stadium 1988 - " et al., 2010
markerek EM FACS FACS mikroszkdp | hisztokémia
plazmatocita . auaregdcis
(4E1; 5A2; 683, | aﬁ’g dégk 15-1 plazmatocita
4,70, 4.78)
origs plazmatocita | «  aggregacio 150
(4E1;4.70,4.78) |+ alvadék
;. granulocita (4.70) |+ fagocitdzis L5-1 granulocita
A
s énocita
(2.28;4.19; 3B6; |+« melanizacié onocita
4.70; 4.78)
koagulocita
binuklealt
sejtek
plazmatocita « aggregacié | plazmatocita | plazmatocita Q4 W.2-4
(4E1; 5A2; 8B3) |+ alvadék (PL1-4) (PL1-4) plazmatocita
granulocita . - granulocita granulocita
(4.70; 4.78) fagocitézis (GR) (GR) W1
= bnocita snocita énocita
o (2.28;4.19; 3B6; |+ melanizacié
E 4.70; 4.78) (©c) (©C)
koagulocita | koagulocita
(CB) (CB)
Q1-Q3
permeabilizait
sejtek

3. tablazat Kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott vérsejttipusok dolgozo larvakban és adultokban.

A plazmatocita markerek koziil Western blot analizissel és tomegspektrometriai
vizsgalattal kimutattuk, hogy a fehérje a mézeld6 méh hemolektin (AmHml). Az
eredményeinket RNS interferencia (Nunes és Simdes, 2009) vizsgalatokkal erdsitettiik meg
(Gabor ¢és mtsai., 2017). A hemolektin a véralvadas egyik fontos eleme, amelynek emlds

homologja az alvadékképzésben ¢és a vérlemezkék kitapadasdban nélkiilozhetetlen
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von Willebrand homol6ég domaineket tartalmaz (Goto €s mtsai., 2003, Lesch és mtsai.,
2007). A hemolektinnel homolég hemocitin gént azonositottak B. mori-ban (Kotani és
mtsai., 1995), valamint az A. mellifera genomban is leirtak egy hemolektin szekvenciat
(Consortium, 2006, Lesch és mtsai., 2007). Az AmHml egy fontos jelolt lehet a Varroa
fertdzések elleni kiizdelemben, ahol a fertéz€s soran nyilt sebek keletkeznek az allatokon.
A sebgyogyulasnak jelentds szerepe van a masodlagos fertézések elleni védelemben. Az
afrikai méhvonalak ellendllobbak az eurdpai vonalaknal atkafertdzésre (Martin €s Medina,
2004). Kimutattak, hogy egyéb immungének mellett az AmHm! génben kiilonbség talalhato
az afrikai és az eurdpai méhek kozott (Wallberg és mtsai., 2014). Osszehasonlitottik az
afrikai és eurdpai méhpopulaciok hemocita koncentracidjat €s a hemocitdk AmHml
expresszidjat atkafert6zés sordn, a hemocita koncentracidé ugyan mindkét csoportnal
megemelkedett, azonban az AmHml expresszidja nem valtozott (Koleoglu ¢és mtsai., 2018).
Az atkaval fert6zott egyedek vizsgéalata sordn mi sem tapasztaltunk kiilonbséget a
hemolektin pozitiv vérsejtek aranyadban a nem fertdzott egyedekhez képest.

Az Onocita markerek a mézeld6 méh Onocitdkon, D. melanogaster lamellocita
alpopulacion és kristalysejteken €s B. mori Onocitoidokon fejezOdnek ki. Lepidoptera
fajokban az onocitak melanizalédnak (Lavine €s Strand, 2002), ahogy a D. melanogaster
kristalysejtek, vagy a B. mori Onocitoidok (Beaulaton, 1979, Rizki és Rizki, 1984).
D. melanogaster-ben aktivalodnak a melanizacids kaszkad enzimei, a folyamat egyik
legfontosabb enzime a fenoloxid4dz, amelynek zimogén formdja a profenoloxidaz (PPO)
(Biedermann ¢és Moritz, 1898, Cerenius ¢s mtsai., 2008, Kanost és Gorman, 2008). Az
ecetmuslica harom PPO-zal rendelkezik (Binggeli és mtsai., 2014, Dudzic és mtsai., 2015),
sériilést kovetden a kristalysejtek PPOI1-t €s PPO2-t termelnek. Dardzsfertdzés soran a
PPO3 is aktivalodik a harmadik vérsejttipusban a lamellocitdkban, és a kristalysejtek
termelte PPO2-vel egyiittmiikddve részt vesz a parazita pete koriil képz0dott tobbsejtrétegii
tok melanizalasdban (Dudzic és mtsai., 2015). A mézel6 méhben csupan egy PPO-t
azonositottak (Consortium, 2006, Elsik ¢s mtsai., 2014), a fehérjét mind a kutikulabol
(Colonello és mtsai., 2003), mind a hemolimfabol (Zufelato és mtsai., 2004) kimutattak.
Az aktiv enzim molekulatomege 74,4 kDa (Lourengo és mtsai., 2005), ami egybe esik a
2.28 onocita marker molekulatomegével (~75 kDa) és annak dimerizalt formajaval (~150
kDa). Feltételezhetéen az AmPPO nem képez dimereket (Zufelato ¢€s mtsai., 2004),
azonban a folyamat jellemzé a fenoloxiddzokra (Ashida, 1971, Jiang és mtsai., 1997,
Kwon és mtsai, 1997). Osszehasonlitottuk az AmPPO fehérjeszekvencidjat a

DmPPO-okéval (PPOL1, PPO2, PPO3) CLUSTALW analizissel
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(http://www.genome.jp/tools/clustalw/). Az 0Osszehasonlitas 47%-60%-0s azonossagot
mutatott. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a 2.28 ellenanyag az AmPPO-t ismeri fel,
azonban ennek bizonyitdsahoz tovabbi kisérletekre van sziikség. Tervezzilk DmPPO
mutansok vérsejtjeinek vizsgalatit a 2.28 ellenanyaggal immunhisztokémiai €s
immunfluoreszcens modszerekkel.

A granulocitdk, amelyek expresszaljdk a granulocita-Onocita markereket, a
mikroorganizmusok bekebelezését végzik. A vérsejteknek csupan 22%-a fagocital fiatal
dolgozdkban. A fagocitald sejtek ardnya alacsonyabb a kizarolag egyedi immunitissal
rendelkez0 D. melanogaster fajhoz képest, ahol a plazmatocitdk a fagocitald sejtek, és a
vérsejtek tobbségét (>95%) képezik (Rizki és Rizki., 1984). A mar emlitett, szocidlis
fajokra jellemzd, alternativ stratégidk miatt, valdszinlileg kevesebb korokozo
mikroorganizmus jut a méhek testiiregébe, amit fagocitdzissal pusztitananak el, igy
feltételezhetden az evolicid soran nem volt erds szelekcidos nyomas a fagocitdld sejtek
iranyaba. Csupan néhdny parazita és mikrobiadlis fertdzés vizsgdlatakor mutattak ki
valtozast a sejt-kdzvetitette immunvalaszban. Ssclfertdzés soran kimutattdk, hogy csokken
a vérsejtek szdma a nem fertdzott egyedekhez képest (Burritt és mtsai., 2016). S.
melliferum fert6zés esetén novekszik a granulocitdk ardnya, majd a plazmatocitaké is a
nem fert6zott egyedekhez képest (Yang €s mtsai., 2017).

Korabban a mézelé méh vérsejtjeit aramlasi citometriaval vizsgaltak fluoreszcensen
jelolt lektinek alkalmazaséaval, azonban ezzel a modszerrel a kiilonb6z6 vérsejttipusok nem
voltak nyomon kovethetdk, sziikségessé valt egy vérsejtekre specifikus jelolési rendszer.
Eredményeink szerint az 4ltalunk azonositott immunoldgiai markerek alkalmasak a
funkciojukban egymastol kiilonbozo vérsejtek aramlasi citometrids vizsgalatara.

A vérsejtképzddésben jelentOs szerepet jatszanak a vérsejtképzd szovetek. Az egyik
legjobban tanulmanyozott faj a vérsejtképz0dés modellezésében a D. melanogaster. Az
ecetmuslica larva vérsejtjeinek jelentds része a hemolimfaban kering, azonban
megfigyeltek helyhez kotott vérsejt populdcidkat is, amelyek a vérsejtek képzéséért
feleldsek, mint a kozponti nyirokszerv és a szesszilis szovet (Lanot és mtsai., 2001,
Markus €s mtsai., 2009, Sorrentino ¢€s mtsai., 2002, Zettervall és mtsai., 2004). Egyéb
rovar fajokban is sikeriilt azonositani vérsejtképzd szoveteket a szivesd kornyezetében
(Bohm ¢és Gersch, 1983, Gardiner és Strand, 2000, Han és mtsai., 1998, Hoffmann, 1970,
Hoffmann 1979, Nakahara ¢és mtsai., 2010, Nardi és mtsai., 2003), azonban eddig az

immunoldgiai markerekkel végzett ez iranyu kisérleteink negativ eredménnyel zarultak.
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A mézeld méh egyedfejlddése sordn egymastdl kiilonbozd vérsejttipusokat
azonositottak (Negri és mtsai., 2014), tovabba eltérés van a vérsejtek szdmdban és a
hemolimfa fenoloxiddz aktivitdsaban is. A larvalis €s bab stddiumokban a legmagasabb a
vérsejtek szama, €s a fenoloxiddz aktivitds folyamatosan emelkedik a fejlédés soran
mindharom kasztban (Laughton €és mtsai., 2011, Schmid és mtsai., 2008, Wilson-Rich ¢és
mtsai., 2008). Az atteleld6 méhekben megemelkedik a vérsejtek szdma (Burritt és mtsai.,
2016). Hystad és munkatarsai leirtak, hogy a fiatalabb gondozd méhek vérsejtjei jobban
fagocitalnak, mint az id0s gytijtd és az atteleld méhek vérsejtjei (Hystad €s mtsai., 2017).
Megallapitottuk, hogy a vérsejtek markerexpresszioja is megvaltozik a fejlodés sordn. A
kis kerek ¢és Orids plazmatocitdk is expresszaljak a plazmatocita markereket larvalis
allapotban, feltételezhetden egy vonalbol szarmazik a két sejtpopulacid. A plazmatocitak
aranya magasabb az adultokban a larvakhoz képest, mig a granulocita-onocita markert
kifejezd sejtek aranya alacsonyabb lesz. A granulocita-onocita marker adult allatokban a
granulocitdkon és az Onocitdkon fejezddik ki, a plazmatocitdkon nem, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a plazmatocitdk a granulocitaktol és az Onocitdktol eltérd
leszarmazasi vonalbol differencialodnak. Ez alapjan feltételezhetjiik azt is, hogy a
granulocitdk és az Onocitdk azonos eredetliek, esetleg képesek transzdifferencidciora,
hasonléan a D. melanogaster fagocitdlo sejtjeihez, amelyek képesek kristalysejtekke
alakulni (Leitdo ¢és Sucena, 2015). Ez alapjan megallapitottuk, hogy a vérsejtek
immunologiai fenotipusa az egyedfejlodés sordn jellegzetesen valtozik. Elmondhatjuk,
hogy a markerek vizsgdlatival tanulmanyozni tudjuk a vérsejtekben bekovetkezod
valtozasokat az egyedfejlodés soran és kdvetkeztethetiink azok leszarmazési vonalaira.

A harom kaszt Osszehasonlitisa soran kimutattdk, hogy kiilonbség van a
fenoloxidéaz aktivitasban és az antimikrobidlis peptidek termelésében kiilonbozd kezelések
hataséra (Brandt ¢és mtsai., 2016, Gitschenberger és mtsai., 2013, Laughton és mtsai.,
2011, Schmid és mtsai., 2008). Neonikotinoiddal torténd kezelés hatdsara csokken a
veérsejtek szama, a melanizacios aktivitds €s a hemolimfa antimikrobidlis aktivitasa
dolgozdkban és méhanydkban (Brandt és mtsai, 2016, 2017). A kiilonbozd vérsejt
populaciok ardnyaban nem talaltunk kiilonbséget a kasztok kozott, ami kovetkezhet abbol,
hogy a vérsejt populaciok ardnya azonos mértékben csokken.

A  mezégazdasagban ndvényvédelmi okokbdl elterjedt a neonikotinoidok
csavazoszerként torténd hasznalata. Neonikotinoidok hatdsara a méhek idegrendszerében
elvaltozasok észlelhetOk, elvesztik tajékozodasi képességiiket (Fairbrother és mtsai., 2014).

Laboratoriumi  koriilmények kozott végzett kisérletek eredményei alapjan  a
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neonikotinoiddal torténd kezelés hatdsara csokken a vérsejtek szdma és melanizacios
aktivitasa (Brandt és mtsai., 2016, 2017). A neonikotinoidok hatasat a sejt-kOzvetitette
immunvalaszra neonikotinoiddal csavazott vetémaggal bevetett méhlegeldn gytijtott
meéhekbdl végeztiik. Brandt és munkatarsai az immunrendszerben bekdvetkez6d valtozasok
kimutatasa soran kozvetleniil kezelték a méheket a szerrel. Mi a terepen végzett kisérletek
soran nem tapasztaltunk valtozast a plazmatocitdk aranyaban, amely kovetkezhet abbol,
hogy az irodalomban kimutatott vérsejtszam csokkenés nincs hatassal a plazmatocitak
aranyara, de az is lehetséges, hogy a vegyszer kozvetve a ndvényen at bejuttatva a méhek
szervezetébe nincs hatdssal az immunvalaszra kisérleti korilmények kozott,
laboratoriumban elvégzett, a méhekkel kozvetleniil érintkezd kezeléshez képest.

Megvizsgaltuk a plazmatocitdk ardnyanak valtozdsat az atkagyéritésre hasznalt
amitraz kezelés soran, valamint a VSH és nem VSH méhvonalak egyedeiben. Nem volt
szignifikans kiilonbség az amitraz kezelés hatdsara a plazmatocitak aranyaban, ahogyan a
VSH ¢s kontroll csaladok egyedei kozott sem. Marringa és munkatarsai leirtdk, hogy a
permeabilizalt sejtek és a plazmatocitdk aranya magasabb az atkafert6zott kolonidkban
(Marringa és mtsai., 2014), azonban mi nem mutattunk ki szignifikdns kiilonbséget az
atkafert6zott és kontroll csaladok egyedei kozott.

A vérsejtek funkciondlis vizsgélata soran megallapitottuk, hogy a mézeld méhben
immunindukcidét kovetdéen (steril szards, atkafert6zés, vegyszeres kezelés, idegen
makropartikulumok a szervezetben) nem differencialodnak 1j vérsejttipusok, mint a
kizarolag egyedi immunitassal rendelkezd Drosophila fajokban, a sejt-kozvetitette
folyamatok aktivalodasa eldtt egyéb, alternativ védekezési mechanizmusok mehetnek
végbe. Az elsd, a mechanikai védelmi vonal is feltehetéen kiemelt szerepet jatszik, a
védekezésben, ezért a mézeld méhben is megvizsgaltuk a Drosophila-ban azonositott
kutikuldhoz kapcsolt Vajk fehérjék kimutatasat.

A fizikai elhatérolas fontos a fert6zések elleni védekezésben. D. melanogaster-ben
a Vajkl és Vajk4 fehérjék megtalalhatéak a kutikuldban. A fehérjéket kodold gének a
Nimrod génklaszter tagjai, amelynek génjei a fagocitdzisban szerepet jatsz6 Nimrod
fehérjéket kodoljak (Kurucz és mtsai., 2007a, Somogyi és mtsai., 2008, Somogyi és mtsai.,
2010, Zsdmboki és mtsai., 2013). A géncsalad tobb tagjaval homolog gént azonositottak
mézelé méhben is (Somogyi €és mtsai., 2010). Western blot eljarassal kimutattuk, hogy a
Vajk4 fehérje kifejezddik késd1 babokban, feltételezhetéen sokkal kisebb mennyiségben,

mint ecetmuslicdban, ami arra utal, hogy a kutikularis Vajk fehérjék homologjai keveésbé
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jérulnak hozza mézel6 méhben az elsddleges védelmi vonal felépitéséhez, mint az
ecetmuslicaban.

A méhek egyedi immunitdsa mellett megtigyeltek a szocialis berendezkedésbil
adodo alternativ védekezési folyamatokat is, amelyek kiegészithetik az egyedi immunitast
(Alaux és mtsai., 2012, Richard és mtsai., 2008, Evans és Spivak, 2010, Wilson-Rich ¢és
mtsai., 2009). Feltételezhetden a mézeld6 méh genomban ezért is azonositottak kevesebb

immunfehérjét kodold gént (Evans és mtsai., 2006, Harpur és Zayed, 2013).

Létrehoztunk egy olyan kisérleti eljarast, amelynek segitségével a mézeldé méh
vérsejt populacidoi azonosithatok ¢és konnyen elkiilonithetOk egymastol. A markerek
alkalmasak a vérsejtek jellemzésére, lehetdséget biztositottak a funkcidikban egymastodl
kiilonb6zd vérsejtek azonositasara ¢és nyomon kovetésére. A molekularis markerek
hasznalata koradbban egyéb fajokban is hasznosnak bizonyult a vérsejtek funkciojanak
részletes megismerés¢hez, valamint a vérsejtképzddés és sejtvonalak feltérképezéséhez
(Arai ¢és mtsai, 2013, Kurucz ¢és mtsai., 2007b). A mézeld0 méh sejt-kozvetitette
immunitdsanak tanulmanyozasa hozzajarulhat olyan gyakorlati megoldasok fejlodéséhez,
amelyek segithetnek a méheket fenyegetd biotikus €s abiotikus hatasok legy6zésében (Bull
¢s mtsai., 2012, Chan és mtsai., 2009, Evans és Schwarz, 2011, Farooqui, 2013, Simon-

Delso és mtsai., 2014, vanEngelsdorp €s mtsai., 2009).
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VI Az eredmények osszefoglalasa

A mézel6 méh a Hymenoptera rendbe tartozd, koloniakban €16, kozmopolita
elterjedésti rovar (Winston, 1987). Az egyik legfontosabb faj a novények beporzasaban,
ezaltal a biodiverzitas fenntartdsdban valamint poétolhatatlan egyes kozmetikai,
gyogyszeripari ¢lelmiszeripari alapanyagok eldallitaisdban és a méztermelésben. A
kolonidkat kiillonb6z6 mikrobak ¢és parazitdk karositjadk, amelyekkel szembeni
védekezésben immunrendszerének kitiintetett szerepe van. A kolonidk tomeges pusztulasa
az utdbbi években vilagszerte egyre gyakoribba valt, sulyos gazdasagi kovetkezményeket
vonva maga utdn (Daniat €s mtsai., 2012, Moritz és mtsai., 2010). A gazdasagi karok
csokkentése érdekében, fontos megismerniink a korokozd €s gazdaszervezet kozotti
kolcsonhatasokat, amelyhez elsdsorban a  gazdaszervezet immunrendszerének
megismerésén keresztiil vezet az ut.

A mézeld méh, a tobbi rovarfajhoz hasonloan, humoralis és sejt-kozvetitette
immunitéssal rendelkezik, amelyeknek f6 elemei az antimikrobidlis peptidek, és a vérsejtek
(Evans és mtsai., 2006). Mivel szocidlis faj, az immunologiai védekezés mellett alternativ
veédekezeési stratégidkat is alkalmaz, mint példaul a tisztogatasi tevékenység vagy a
Hkaptarlaz”, ezért immunrendszere, a kordbban tanulmanyozott modellszervezetekhez
képest, specialis elemeket tartalmazhat (Richard és mtsai., 2008, Wilson-Rich és mtsai.,
2009). A mézeld méhbdl eddig azonositott humoralis komponensek szama alacsonyabb a
nem szocidlis D. melanogaster fajhoz képest, azonban kevés informacidé all
rendelkezésiinkre a sejt-kdzvetitette immunvalaszarol (Consortium, 2006, Evans és mtsai.,
2006, Elsik és mtsai., 2014). Hemolimfajdban vérsejtek, az un. hemocitak, keringenek,
amelyeket eddig tobbnyire morfologiai jegyek ¢és lektinkotési képességiik alapjan
csoportositottak, azonban sem a funkciojuk, sem az eredetiik nem ismert, és vérsejtképzd
szovetek meglétérdl sem tudunk. Sziikség van egy olyan specifikus molekularis modszerre,
amelynek alkalmazasaval a funkciojukban egymastol kiilonbozé vérsejttipusokat el tudjuk
kiiloniteni egymastdl (deGraaf és mtsai., 2002, Negri és mtsai., 2016).

Célunk a mézeld0 méh vérsejtjeinek jellemzésére alkalmas vizsgéalati rendszer
létrehozasa volt, amelyet kordbban mar sikeresen alkalmaztak kiilonb6z8 Drosophila
fajokban (Kurucz és mtsai., 2007b, Markus és mtsai., 2015). Munkank soran immunolégiai
markereket azonositottunk, amelyeket a larva és a kifejlett egyed keringd vérsejtjein
mutatott reakcidmintidzatuk alapjan csoportositottunk, valamint kapcsolatot kerestiink a

markerek kifejezddése és a vérsejtek funkcidja kozott.
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vy

Héarom 0 vérsejttipust azonositottunk immunhisztokémiai €s immunfluoreszcens
modszerekkel, ¢és megvizsgaltuk a kiillonb6zé vérsejttipusoknak a sejt-kdzvetitette
immunvalaszban jatszott szerepét. A mikroorganizmusok bekebelezését fluoreszcensen
jelolt baktériumokkal, a nagyobb méretii korokozok elhatarolasat az egyedekben
elhelyezett damil széllal vizsgéaltuk. Megfigyeltiikk a vérsejtek melanizaciojat, valamint
alvadékképzését. Nyomon kovettiik a vérsejtek aranyaban bekovetkezd valtozast
kiilonb6zd, a termeléi méhészetekben is eléforduld kémiai vegyszerek és atkafertdzés
hatasara.

Kisérleteinkben azonositottunk a plazmatocitdkra jellemz6 markereket, amelyeknek
a segitségével megtigyeltiik, hogy a plazmatocitdk ardnya a fejlddés soran megemelkedik.
Képesek aggregatumokat létrehozni, amellyel a testiiregben elhatarolhatjdk a nagyobb
méretll korokozokat szoveti kornyezetiiktol. Kimutattuk, Western blot, immunprecipitacid
¢s LC-MS/MS analizissel, hogy a 4E1 plazmatocita marker a mézel6 méh hemolektin
(AmHml). Eredményeinket RNS interferenciaval erdsitettiik meg (Gabor és mtsai., 2017).
Az oOnocita markerek a melanizacioért felelos sejteket jelolték ki, amelyek aranya nem
valtozik a fejlodés soran. A markerek expresszalodnak a nagyobb méretli testidegen anyag
koriili aggregatumban is. Az Onocita markerek megtalalhatok D. melanogaster
kristalysejtekben ¢€s a lamellocitdk egy részében, ezek a sejtek a feleldsek a tokképzés és
sebgyogyulds soran zajlo melanizacids folyamatokért. Meghataroztuk a 2.28 onocita
marker molekulatomegét (~75 ¢és ~150 kDa). A mézeld6 méh profenoloxidaz
molekulatomege 74,4 kDa (Lourenco és mtsai., 2005). A granulocita-6nocita markerek a
larvakban minden vérsejten megtalalhatok, expresszidjuk a fejlddés soran csokken, a
kifejlett egyedekben mar csak a granulocitdkon €és az Onocitdkon vannak jelen. A
granulocitak képesek a mikroorganizmusok bekebelezésére (26. abra).

26. abra A mézelé
méh 6 vérsejttipusai

larvakban és kifejlett
Hml pozitiv 6rids plazmatocita egyedekben.

A molekularis
markerek és
funkcionalis tesztek
segitségével harom 6
vérsejttipust
kiilonitettiink el: a Hml
pozitiv
plazmatocitékat, a
fagocitalo
granulocitakat €s a
melanizal6 6nocitakat.

Hml pozitiv plazmatocita

fagocitald granulocita

melanizalé nocita
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Az eredmények osszefoglalasa

Az AmHml marker nyomon kdvetésével megvizsgaltuk, hogy a neonikotinoiddal
csavazott méhlegeld, vagy az amitraz kezelés hatassal van-e a sejt-kOzvetitette
immunvalaszra, valamint, hogy van-e kiilonbség a VSH €és nem VSH vonalakb6l szarmazo
méhcsalddok és az atkdval fert6zott vagy nem fertézott egyedek kozott. Nem tapasztaltunk
a kiilonb6z0 kezeléseknél €s méhvonalaknal kiilonbséget a vizsgalatok soran.

A velesziiletett immunitds mellett, az elsé egyik legfontosabb mechanikai
veédekezeés az elhatarolas. A kutikula hatarolja el a szervezetet a kornyezeti hatasoktol.
Kisérleteink soran megvizsgaltuk a D. melanogaster babok kutikuldjaban kifejez6dé Vajk
fehérjéket (Cinege €és mtsai., 2017). Kimutattuk Western blot eljarassal, hogy a Vajk 4

fehérje mézeld méh babokban is megtalalhato.

Munkank soran immunolégiai markereket azonositottunk, amelyek jellemzik a
kiilonbozd vérsejttipusokat. A vérsejt alpopulacidkra specifikus markerekkel azonositottuk
az alvadékképzodésben szerepet jatsz6 AmHml-t. A markerek hasznalatdval
megvizsgalhatjuk a vérsejtekben bekovetkezd valtozasokat fertézések és karositd tényezok
hatasara. Vizsgalatainkkal bOviteni szeretnénk a méhek immunitasarol szerzett eddigi
ismereteket, amelyek alapjan kozelebb keriilhetiink a tomeges koloniapusztulas altal
okozott karok okainak megismeréséhez, ¢és a karok okozta anyagi veszteségek

enyhités¢hez.

64



Summary of the results

VII Summary of the results

The honeybee (Apis mellifera) is a eusocial insect which belongs to the
Hymenoptera ordo (Winston, 1987). The species is not just vital in producing bee products,
which are used in food industry, pharmaceutics and cosmetics, but it is also very important
in maintaining biodiversity. Honey bee diseases and the Colony Collapse Disorder (CCD)
are therefore causing great economic and ecological losses (Daniat et al., 2012, Moritz et
al., 2010). To understand the precise mechanism of the multifactorial phenomenon of
colony losses it is crucial to understand the honey bee immune defense which is a major
factor contributing to fitness of the individuals and of the colony.

Being a social insect it has communal defense mechanisms such as hygienic
behavior and hive fever, therefore the honey bee immunity may have unique components
(Richard et al, 2008, Wilson-Rich et al., 2009). Similarly to solitary insects it has
individual immune system consists of regulatory pathways of the humoral immunity and
the cell-mediated responses (Evans et al.,, 2006). We have a deep understanding of the
humoral immunity (Consortium, 2006, Evans ef al., 2006, Elsik et al., 2014), however, our
knowledge of the cell mediated immunity is far from complete, particularly, how the
cellular networks develop and are related to function and to pathogenesis.

The effector cells of the cellular immunity are the blood cells, so called hemocytes,
which engulf microorganisms, produce antimicrobial peptides and form capsules around
intruders which are too big to be taken up by phagocytosis. Compared to the elements of
the humoral responses, the mechanism of the cell mediated immunity is much less
understood. So far, hemocytes were identified by morphological criteria and their lectin
binding properties, which resulted in the description of several, ill-characterized hemocyte
subsets. However, due to the lack of molecular markers for these cells the results are
controversial. A more specific method would be necessary to study the function of the
different blood cell types, to follow their differentiation and to reveal the hematopoiesis of
the honey bee (deGraaf et al., 2002, Negri et al., 2016).

We developed an antibody-based toolkit for the characterization and classification
of the honeybee hemocytes by cell-type specific antigens. In order to find molecular
markers for functional subsets of blood cells, first, we raised a set of monoclonal
antibodies to larval and adult hemocytes, similarly to Drosophila species (Kurucz et al.,
2007b, Markus et al., 2015). In our experiments ‘in vivo’ and ‘in vitro’ immunological and

molecular technics were used, including hybridoma production, immunofluorescence and
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immunohistochemical methods. For the phagocytosis assay we used fluorescence labeled
bacteria and for modeling the encapsulation response we used a plastic fiber threaded
through the bees' abdomen. We studied the melanisation and coagulation of the blood cells
and followed the differentiation in the blood cell populations in mite parasitized animals as
well as the effect of chemicals used in beekeeping and in the agriculture.

With the combination of a defined marker panel and functional tests we
distinguished three main classes of hemocytes: the aggregating plasmatocytes, the
melanizing oenocytes and the phagocytic granulocytes.

We identified markers specific for the plasmatocytes. With the help of the
plasmatocyte markers we found, that the proportion of the marker positive cells is
increasing through the development. The plasmatocytes form cell-aggregates around a
plastic fiber which demonstrates their ability to isolate foreign particles. In the clot
formation assay these cells built up a fiber matrix in the coagulum. In Western-blot and
LC-MS/MS analysis as well as in RNA interference the plasmatocyte specific marker was
identified as the AmHml (Gébor et al., 2017). The oenocyte marker proteins are expressed
on the melanizing cells and are present in the aggregate formed around the plastic fiber.
They might be conserved elements of the melanisation cascade, as the D. melanogaster
larval crystal cells which are responsible for the melanisation and the encapsulating cells,
the lamellocytes were marker positive too. The 2.28 oenocyte marker is detected at
~75kDa and ~150kDa in the Western-blot assay. The lower molecular mass band shows
the same molecular mass as the honey bee prophenoloxidase (Lourenco ef al., 2005). The
granulocyte-oenocyte marker is expressed on granulocytes and oenocytes in the adult and
in all hemocyte types in the larva; the expression of the markers are decreasing through the

development. The granulocytes take up microorganisms by phagocytosis (Fig. 27.).

Fig. 27. The main blood cell

Hml positive plasmatocyte

Hml positive giant plasmatocyte types of the honey bee in the
phagocyting granulocyte larva and in the adult.

With the aid of molecular
markers and functional tests we
identified three main blood cell
types: the Hml positive
plasmatocytes, the phagocyting
granulocytes and the

melanizing oenocytes.
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By using the AmHml antibody we marked the blood cells of honeybees kept in
neonicotinoid treated sunflower, bees treated with amitraz, and the differences between
VSH versus non VSH bee lines and mite infected versus non-infected individuals. We did
not record significant changes in the ratio of blood cell types.

The first line of the defense is the protection of the organism from the external
mechanical damages. In insects the cuticle is responsible for this function. We investigated
the expression of Vajk proteins which are expressed in the cuticle of D. melanogaster
pupae (Cinege et al., 2017) and also have been predicted to be expressed in the honey bee
too (Kurucz et al, 2007a, Somogyi et al., 2010, Zsamboki et al., 2013). We formally
showed the presence of the Vajk 4 protein in honey bee pupae by Western blot analysis.

Our work led to the identification of immunological markers, which are specific for
the different blood cell populations. These markers can be used for monitoring the
response of the cellular components of the immune system to harmful substances. We have
identified the AmHml as a key component in the aggregation and coagulation reactions to
foreign particles. Our studies expand the knowledge of the honey bee cell mediated
immunity, and we anticipate that they will lead to a better understanding of immune

defense against parasites and microbes and harmful agents in the honey bee.
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