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Bevezetés

A mézeld méh a Hymenoptera rendbe tartozd, kolonidkban ¢l6, kozmopolita
elterjedésii rovar. Az egyik legfontosabb faj a ndvények beporzasaban, ezaltal a biodiverzitas
fenntartasaban, valamint potolhatatlan egyes kozmetikai, gyogyszeripari ¢€lelmiszeripari
alapanyagok eldallitdsaban és a méztermelésben. A méhkolonidkat kiilonbdz6 mikrobak és
parazitdk karosithatjadk, amelyekkel szembeni védekezésben az egyedek velesziiletett
immunrendszerének Kkitiintetett szerepe van. A méhkolonidk tomeges pusztuldsa az utdbbi
években vilagszerte egyre gyakoribba valt, sulyos gazdasagi kdvetkezményeket vonva maga
utdn. A gazdasagi karok csokkentése érdekében, fontos megismerniink a korokozok és
gazdaszervezet koOzotti kolcsOnhatasokat, amelyhez elsésorban a gazdaszervezet
immunrendszerének megismerésén keresztiil vezet az 1t.

A mézeld méh egyedei a tobbi rovarfajhoz hasonléoan velesziiletett immunitassal
rendelkeznek, amelynek f0 elemei az antimikrobidlis peptidek termelésével jellemezhetd
humoralis- ¢és a vérsejtek kozremiikodésével megvalosuld sejt-kozvetitette immunvalasz.
Mivel a mézeld méh csaladokban €16, euszocialis faj, egyedi, a kdrokozé mikroorganizmusok
¢s parazitdk elleni immunitas mellett olyan alternativ védekezési stratégidkat is alkalmaz,
mint a tisztogatasi tevékenység vagy a ,kaptarldz”. Annak ellenére, hogy a szocidlis kozeg
kedvez a fertdzések gyors terjedésének, a mézeld méh egyedeinek genomjaban joval
kevesebb immunvélaszban szerepet jatszd gént azonositottak, mint a nem euszocidlis
viselkedésli, maganyosan €16 rovarfajok genomjaban.

A mézeld méh sejt-kozvetitette immunvalaszdban szerepet jatszd molekularis
mechanizmusokrdl keveset tudunk. A vérsejtek, az Un. hemocitdk alpopulacidinak
azonositasat korabban a vérsejtek morfologiai jegyei €s lektinkotési képességiik alapjan
veégeztek, amely a kiilonboz6 laboratoriumokban mas-méas eredményre vezetett. A
vérsejttipusok funkcidja, leszdrmazasi vonalai nem ismertek ¢s a mézeld méhben eddig

vérsejtképzo szoveteket sem sikeriilt azonositani.



Célkituzeések

Napjainkban a biotikus ¢€s abiotikus faktorok altal okozott tomeges méhpusztulas
vilagszerte stlyos 0kologiai és gazdasagi karokat okoz. A méhpusztulas okainak részletes
feltardsdhoz  jarulhat hozzd a méhek természetes védekezési folyamatainak és
immunrendszerének megismerése. A méhek euszocidlis viselkedésébdl adddo alternativ
védekezési stratégidkat, valamint az egyedi immunvalasz humoralis folyamatait mar
részletesen tanulmanyoztdk, azonban a sejt-kozvetitette immunvalasz —molekularis

folyamatair6l keveset tudunk, ezért kisérleteinkben célul tiiztiik ki:

1. a mézeld6 méh vérsejtjeinek ¢és sejt-kozvetitette immunrendszerének

molekularis szintll jellemzésére alkalmas vizsgalati rendszer létrehozasat,

2. a mézeld méh larvak és dolgozok vérsejtjein megnyilvanulé markerekkel
kapcsolodd monoklondlis ellenanyagok eldallitasat, a vérsejt alpopulaciok

jellemzését,

3. az azonositott vérsejt alpopulaciok 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 vonalaban szerepet jatszo fehérjék megismerését, a

fizikai védekezést szolgalo kutikulaban megnyilvanuld Drosophila

melanogaster Vajk fehérjék homologjainak vizsgalatat a mézeld méhben.
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Az eredmények osszefoglalasa

1.

A mézeld6 méh kiilonboz6 vérsejttipusainak elkiilonitése céljabol, a kiilonbdzo
Drosophila fajokban korabban mar sikeresen alkalmazott stratégiat kovetve, a mézeld
méh vérsejtjeivel reagdld monoklondlis ellenanyagokat (mAb) allitottunk eld. Az
eléallitott ellenanyagok alkalmazasaval a dolgozo kaszt larvak és a kifejlett adultok
vérsejtjein €s vérsejt alpopulacidoin megnyilvanulé molekuldkon immunfluoreszcens
¢s immunhisztokémiai moédszerekkel markermolekuldkat azonositottunk. Ezeket a
molekuldkat a vérsejtekre altalanosan jellemzd un. panhemocita-, a kis kerek €s ovalis
plazmatocitdkon kifejez6d6 un. plazmatocita, a melanizaciéra hajlamos Onocita
sejteken megnyilvanulé un. onocita €s a granularis és melanizalt sejteken egyarant
kimutathaté un. granulocita-6nocita markerekként definidltuk. Az ellenanyagokkal
azonositott molekuldk segitségével harom f6 vérsejttipust hatdroztunk meg: a

plazmatocitdkat, a granulocitdkat €s az dnocitakat.

Az eldallitott ellenanyagok segitségével larvakban ¢és a kifejlett egyedekben
meghataroztuk a kiilonbozd vérsejttipusok aranyat. Larvakban a plazmatocitdk az
Osszes vérsejt 12%-23%-at, mig a granulocitak 87%-76%-at teszik ki. A kifejlett
fiatal egyedekben a plazmatocitdk aranya 77%, a granulocitak aranya 22%, idds
egyedekben a plazmatocitak aranya 51%, a granulocitdk aranya 48%. Az Onocitak a
veérsejtek 1%-at alkottak a vizsgalt fejlodési staddiumokban. Megallapitottuk, hogy az
azonositott markermolekuldk kifejezOdésének mintdzata alapjan a plazmatocitdk
aranya az egyedfejlodés soran a kifejlett adult staddiumig folyamatosan emelkedik,
majd az idOsebb adultokban cs6kken. A granulocita-Onocita markerek a larva
stadiumban az Osszes vérsejten megnyilvanulnak, de az adultokban a kifejezédésiik a
granulocitakra és az Onocitakra korlatozodik. Eredményeink szerint az altalunk
azonositott vérsejttipus specifikusan kifejez6d6 markermolekuldk alkalmasak a
vérsejt alpopuldciok egyedfejlodés soran bekdvetkezd valtozdsainak a nyomon

kovetésére.

A tovabbiakban a méhanyak ¢és herék kasztjanak kifejlett egyedeibdl szdrmazo
vérsejteket 1s megvizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy azok vérsejt alpopulacioi

hasonlé markerexpresszios mintdzatot mutatnak, mint a dolgoz6 kaszt egyedeibdl



szarmaz6 vérsejtek, ami arra utal, hogy a kiilonbozé kasztok sejt-kozvetitette

immunvalasz folyamataiban valosziniileg nincs 1ényeges eltérés.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a mézelé6 méh vérsejtjeinek alpopulacidin
altalunk azonositott molekularis markerek a vérsejtek citoplazmajaban fejezddnek ki,
de a vérsejtek permeabilizalasadt kovetéen az ellenanyagok alkalmasak aramlasi
citometriai analizisre, ami lehetdvé teszi a kiilonbozd fejlédési stadiumokban 1€vo,
vagy kiilonboz0 kezeléseknek kitett egyedekbdl szadrmazd vérsejt alpopulacidk

megoszlasanak nagyobb hatékonysdggal torténd nyomon kovetését.

A mézeld méh sejt-kozvetitette immunvalaszaban résztvevd vérsejt alpopulacidok
vizsgalatanak eredményeképpen megallapitottuk, hogy a granulocita-onocita
markereket  kifejez6,  granularis  morfolégidt  mutatdé  granulocitdk a
mikroorganizmusok fagocitalasat, a nem fagocitalo, plazmatocita markerekkel ellatott
plazmatocitdk az idegen testek gazdaszervezettdl torténd elhatarolasat végzik,
mikdzben a testidegen anyagon képz6dd hemocita aggregatumban az Onocita
markerek is kimutathatoak. Ex vivo koriilmények kozott végzett kisérleteink sordn azt
tapasztaltuk, hogy a fliggdcsepp moddszerrel eldidézett hemolimfa alvadékban a

plazmatocita és a granulocita-onocita markerek egyarant kifejezédnek.

A mézeld6 méh melanizacids folyamataiban szerepet jatsz6 Onocita vérsejtekkel
reagald ellenanyagaink D. melanogaster kristalysejtekkel és a lamellocitdk egy
alpopulacidjaval is reagaltak. D. melanogaster-ben ezek a sejtek a tokképzés és
sebgyogyulds sordn a melanizacidés kaszkad kiindulasi anyagat, a profenoloxidazt
(PPO) termelik. Az altalunk azonositott 2.28 Onocita marker molekulatomegének
Western blot analizise soran 75 kDa és 150 kDa molekulatomeg tartomanyban két
fehérje jelet kaptunk. Mivel a korabban hemolimfabol azonositott mézelé méh PPO
(AmPPO) molekulatomege 74,5 kDa, feltételezésiink szerint az altalunk kimutatott
150 kDa-os fehérje az AmPPO dimerizalt formaja lehet. A harom DmPPO valamint
az AmPPO szekvencidjadnak Osszehasonlitdsa sordn azt tapasztaltuk, hogy a fehérjék
47%-60%-0s szekvencia azonossagot mutattak. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a

2.28 markert expresszalo fehérje az AmPPO.



10.

Kisérleteink sordn a mézel6 méh plazmatocitain azonositott 4E1 marker
immunprecipitaciot kovetd tomegspektrometriai analizise azt valoszintsitette, hogy
ez a molekula a mézeld méh hemolektin (AmHml). Annak vizsgalatara, hogy a 4E1
molekula valéban az AmHml génrdl irddik at a génterméket RNS interferenciaval
csendesitettlik, ami a 4E1 fehérje vérsejteken torténd kifejezddésének csokkenésével

jart.

A mézel6 méh plazmatocitdin megnyilvanulé AmHml (4E1) kifejez6désének nyomon
kovetésével megvizsgaltuk, hogy a ndvényveédelem altal alkalmazott neonikotinoiddal
csavazott napraforgd magvakbol kifejlodd mehlegeld, vagy az atkak ellen
sz¢éleskorlien hasznalt amitrazkezelés befolyasolja-e a vérsejt alpopulaciok aranyait.
Hasonl6 vizsgélatokkal 6sszehasonlitottuk a magas és gyenge tisztogatasi hajlammal
rendelkez0 méhvonalakbol szdrmazé csaladok egyedeinek, valamint az atkaval
fertézott és nem fertdzott egyedek plazmatocitdinak aranyat, de a kiilonb6zo
vegyszeres kezeléseknél, a kiilonb6z0 tisztogatasi hajlammal bir6 méhvonalaknal és

az atkafertdzés soran sem tapasztaltunk eltérést a plazmatocitdk aranyaban.

A mézelé méh vérsejttipusok funkcidinak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
larvakban a kifejlett egyedek vérsejtjeinek 22%-a fagocitald granulocita. Kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy immunindukciot kovetden (steril szards, atkafertdzés,
vegyszeres kezelés, idegen makropartikulumok a szervezetben) a granulocitdk aranya

nem valtozik és ujfajta vérsejt alpopulacio differencialédasat sem tapasztaltuk.

Megvizsgaltuk, hogy a szervezet elsé védelmi vonala, rovarokra jellemzd kutikula
tartalmaz-e olyan fehérje molekuldkat, amelyeknek szerepiik lehet fertdzések elleni
védekezésben. A D. melanogaster genomjanak Nimrod régidjaban talalhatd vajk
génekrol atirodd Vajk fehérjék kifejezodését vizsgaltuk mézeld méhben Western blot
modszerrel, a D. melanogaster Vajk fehérjéket felismerd ellenanyagok
felhasznalasaval. Eredményeink szerint a Vajk 4 fehérje mézeld méh babokban is

kimutathatd, feltételezhetden sokkal kisebb mennyiségben, mint ecetmuslicdban.
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