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Osszefoglalé

A héazi méh a Hymenoptera rendbe tartozo kozmopolita elterjedésti rovar. Az egyik
legfontosabb faj a novények beporzasaban, ezaltal a biodiverzitas kialakitasaban,
nélkiilozhetetlen a méztermelésben. A kolonidkat tobb patogén is karositja, az utobbi
¢vekben vilagszerte tobb orszdgban szamoltak be megndvekedett méhelhullasrol, amely
sulyos gazdasagi kovetkezményeket von maga utan. Annak érdekében, hogy megoldast
talaljunk az elterjedt fertozésekre, megbetegedésekre ¢és megismerjilk a koloniak
pusztulasat okozd tényezoket, fontos megérteniink a hazi méh immunrendszerének
milkodését. A tobbi rovarfajhoz hasonléan velesziiletett immunitassal rendelkezik,
melynek sejt-kozvetitette €s humoralis elemei vannak, de mivel szocialis faj alapvetd
kiilonbségeket, specidlis elemeket tartalmazhat a mar részletesen vizsgalt
organizmusokhoz képest. Alternativ stratégiakat alkalmaz, mint példaul a tisztogatasi
tevékenység vagy a ,Kkaptarlaz’. Korabbi tanulmanyok alapjan a sejt-kozvetitette
immunvalasz effektorsejtjeit, a vérsejteket morfologiai jegyek alapjan jellemezték,
azonban ennek ellenére semmit nem tudunk még a kiilonb6z6 vérsejtpopulaciok és
alpopulaciok pontos funkciojarol, differencidlodasi vonalakrol, vérképzd szovet
meglétérol.

Kisérleteinkben a hazi méh sejt-kozvetitette immunitasanak elemeit a vérsejteket
vizsgaljuk.  Immunoldgiai  markereket  azonositottunk  melyek  segitségével
immunhisztokémiai és indirekt immunfluoreszcens modszerekkel elkiilonithetok a larva és
a kifejlett egyed kering6 vérsejt tipusai. A vérsejt-specifikus markerek alkalmasak lehetnek
a hazi méh immunitdsanak, sejt-kozvetitette immunvalaszanak a vizsgalatira ¢és a

vérsejtképzd szovetek azonositasara.
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Roviditések jegyzéke

AEC
BSA
DAPI
FBS
FITZ
HAT
H20:
HRP
IMD
JAK
PBS
PEG
PGRPs
PTU
T2/48

3-amino-9-etilkarbazol

borju szérumalbumin
4,6-diaminido-2-fenillindol
ujszilott borjiszérum
fluoreszcein-izotiocianat
hipoxantin-aminopterin-timidin
hidrogén-peroxid
tormaperoxidaz
immundeficiencia
Janusz-kinéaz

foszfatokkal pufferelt fiziologids sdoldat
polietilén-glikol

peptidoglikan felimerd fehérjék
1-fenil-2-tiourea

humaén leukocita elleni antigén



Bevezeto

1.1 A hazi méh jellemzése
Regnum: Animalia
Phylum: Arthropoda
Classis: Insecta
Ordo: Hymenoptera
Familia: Apiidae
Genus: Apis

Species: Apis mellifera

A hazi méh tobb ezer évvel ezelbtt haziasitott, kozmopolita elterjedési, kizardlag
csaladokban ¢16 euszocialis faj. Egy csalad altalaban 20 000-80 000 egyedbdl all, melyek 3
kasztba rendezddnek: kirdlynd, dolgozo és here. Normalis koriilmények kozott egyediil a
kirdlynd (méhanya) képes fertilis petét rakni a hatszogletli kaptarsejtekbe, melyeket a
dolgozok épitenek. A fiatal dolgozok a kaptarban bels6é munkat végeznek: gondozzak a
kiralynét, a fiatal egyedeket és a 1épet, mig az id6sebb dolgozok kiilsé munkassa valnak:
pollent és nektart gylijtenek a kornyez6 novényekrdl. A herék kizarolagos feladata a
parzas, 6sz kozeledtével a dolgozok elkergetik ¢ket a kaptarbol.

Az egyedek teljes atalakulassal fejlodnek. A pete 3 nap utan larvava, koriilbeliil 6-7
nap utan babba alakul. Az utolsé larvastadium végén a dolgozok befedik a sejtet, amelybdl

16.-24. napon a kifejlett egyed kiragja magat (Winston, 1991).
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1. abra A hazi méh kasztok és fejlédési stadiumok 6sszehasonlitisa (Dade, 1977 utan, modositva))

A hazi méh mind 6koldgiai, mind gazdasagi szempontbol az egyik legjelentdsebb

haszonallat. Jelentés mértékben hozzajarul a biodiverzitds kialakitdsahoz a ndvények
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beporzasan keresztiil. Nélkiilozhetetlen a méztermelésben, a kiilonb6zé ,,méhtermékek”,
mint a propolisz, viragpor, méhméreg stb., eléallitasaban, amelyek az élelmiszeripar, a

gyogyszeripar és a kozmetikai ipar alapanyagaul szolgalnak (Moritz et al., 2010).

1.2 A hazi méh korokozoi

Szamos koérokozo karositja a fiakat és a dolgozokat egyarant. Bakterialis fert6zés
okozza az amerikai nyulos koltésrothadast. A Paenibacillus larvae subsp. larvae Gram-
pozitiv baktérium a larvak rothadasat valtja ki (Alippi et al., 2002). Hasonlo tiinetei vannak
a Mellisococcus pluton altal eléidézett europai koltésrothadasnak is (Arai et al., 2012).
Gombas fertdzés példaul az Ascosphaera apis keltette ,,Chalkbrood”-betegség, mely évrél
évre jobban terjed. Onmagaban nem végez koloniamértékii pusztitasokat, azonban igy is
komoly gazdasagi karokat okozhat (Aronstein et al. 2010). A Kkifejlett egyedek
szarnyelégtelenségét okozza a DWV (deformed wing virus) fertézés, melynek
kovetkeztében ropképtelenné valnak az egyedek, és az egészséges dolgozok kirekesztik
6ket a koloniabol (Chen et al., 2007). A hazi méh atkasodasért tobbek kozott felelds fajok a
Varroa destructor és Varroa jacobsoni. Ezek kiils6 parazitak, melyek a kifejlett egyedek
vérével taplalkoznak igy gyengitve azokat, ezaltal a méhek sokkal fogékonyabbak lesznek
egyéb fertézésekre (Anderson et al.,2000). A Nosema cerenae és Nosema apis okozott
hasmenés szintén hozzajarul méhelhullashoz (Chen et al., 2010). Ezenfeliil, nemrégiben
felfedezték, hogy egy légy faj is szerepet jatszhat a kaptarelhagyas jelenségében. Az
Apocephalus borealis kifejlett egyedek potrohaban helyezi el petéjét, aminek hatasara a
dolgozék a fény felé szallnak elveszitve tajékozodasi képességiiket (Core et al., 2012). Az
utobbi idében dramaian megemelkedett a kolonidk elnéptelenedéssel jard, sulyos gazdasagi
karokat eredményezd pusztuldsa, amely tobb patogén egyiittes tdmadéasanak a
kovetkezménye (Daniat et al., 2012). A hazi méh a kiilonbozé patogének ellen
immunvalasszal és a szocialis viselkedésbdl adodo alternativ védekezé stratégiakkal veszi

fel a harcot.

1.3 A hadzi méh velesziiletett immunitdsa
A héazi méh a tobbi rovarfajhoz hasonld velesziiletett immunitassal rendelkezik.
Ezen beliil két 6 rendszer kiilonithet6 el: a sejt-kozvetitette és humoralis immunvalasz. A
sejt-kozvetitette immunvalasz effektor sejtjei a vérsejtek, melyek bekebelezik a
mikrobakat. A parazitadkkal szemben kialakulo tokképzdé reakcd megléte (Wilson et al.,
2008) eddig nem nyert megerdsitést. A humoralis immunvalaszt a patogént érzékeld
peptidoglikan felismeré fehérjék (PGRPs) inditjak el, kiilonbozd jelatviteli utakat
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aktivalva, mint a Toll-, Imd-, JAK- ut, melynek eredményeként antimikrobialis peptidek
termelédnek. Azonban Osszehasonlitva a D. melanogaster fajjal, ahol 20 tipus
kiilonboztethetd meg, a hazi méhben eddig hatot fedeztek fel, melyek kozil a
hymenoptaecin fajspecifikus (Evans et al., 2006).

Morfologiai jegyek alapjan mas Hymenoptera fajokhoz hasonléan (Amaral et al.,
2010, Manfredini et al., 2008) kategorizaltak a vérsejttipusokat. Megkiilonboztetnek
prohemocitakat, kiilonb6z6  plazmatocitdkat, granulocitdkat, Onocitoidokat  és
koagulocitakat (Mohandes et al., 2010). A strukturalis kategorizalds ellenére sem a
morfologiailag egymastol kiilonbozé vérsejt tipusok funkcidi sem a differencialodasi
vonalak nem ismertek. A kiilonb6z0 sejttipusok azonositdsara nincsenek elérhetd

molekularis markerek, €s mindeddig vérsejtképzd szoveteket sem sikeriilt azonositani.

1.4 A hazi méh genomja

A hazi méh genomjanak DNS szekvenciait 2006-ban tették kozzé (Consortium,
2006): szamos olyan kodolo régiot sikeriilt azonositani, amelyekr6l atirddd fehérjék részt
vesznek az immunvédekezésben.

Tobb, a D. melanogaster immunfehérjéivel homolog szekvenciat talaltak, t6bbek
kozott egy NimA-, egy NimB-, két NimC- és egy draper-szerii gént. Ezen gének az
ecetmuslicaban a fagocitdzisban jatszanak szerepet (Kurucz et al., 2007, Somogyi et al.,
2010). A genom magas A+T és CpG tartalmu, a gerincesekre jellemzé cirkadian ritmusért,
RNS interferenciaért (RNSi) és DNS metilacioért felelds szakaszt tartalmaz. A kiilonb6zo
kasztok és fejlédési stadiumok kialakulasaban micro RNS-ek jatszanak szerepet
(Consortium, 2006).

A haziméh genomja mas rovarfajokhoz képest kevesebb immunvalaszban résztvevo
fehérjét kodol (Consortium, 2006). Ennek az lehet az oka, hogy a hazi méh euszocialis faj, és
ebb6l adéddan az egyedszintii immunvédekezés kolonia szinti alternativ stratégiakkal

egésziil Ki.

1.5 Alternativ stratégiak az immunvédekezésben

A hazi méh szocialis viselkedésébdl adoddan egyéb kolonidkban é16 fajokhoz
hasonldéan (Armitage et al., 2010, Schliins et al. 2009) specialis modszereket alkalmaz a
fertdzések megeldzésére:

A tisztogatasi tevékenység soran a dolgozok felismerik és eltavolitjak a kaptarbol a
fertdzott larvakat elkeriilve a fertézés tovabbi terjedését. A ,,szocialis vakcinacid” sordn az
egyedek tisztogatjdk egymast (Richard et al., 2008), felismerik, és eltdvolitjak egymas
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testérél a rajuk tapadd korokozokat. A tisztogatdsi hajlam vonalanként eltérd, és
genetikailag 6roklédik. A dolgozok képesek a kaptar hdmérsékletének megemelésére, ez
az ugynevezett ,kaptarlaz” jelenség, ami egyes korokozdkat -elpusztit, vagy
megakadalyozza azok fertOképességét. A fertézott, beteg dolgozok csokkentik az

érintkezést a kiralyndvel és a kaptarral, vagy elhagyjak a koldniat.



Célkitiizések

Kisérleteinkben a sejt-kozvetitette immunitas elemeinek a vizsgalatat tlztik ki
célul a hazi méhben, mivel a kiilonb6zé vérsejttipusok funkcidja és vérsejtképzo szerve
sem ismert. Immunologiai markerek azonositasaval részletesebben szeretnénk vizsgalni az
immunvalasz elemeit, vérsejtképzd szovetek utdn kutatunk, megvizsgaljuk a kiilonbozo
kasztok és fejlodési stadiumok kozti esetleges kiilonbségeket.

A keringd vérsejtek immunfestddési mintdzata alapjan az egyes vérsejtekre
specifikus immunologiai markereket azonositunk. A késdbbiekben ezeknek a markereknek
a Dbiokémiai, és molekularis biologiai vizsgalatat tervezziikk. A vérsejt-specifikus
immunologiai markerek alkalmasak Ilehetnek immunszerv azonositasara, tovabba az

egyedfejlodési stadiumokra, vagy egyes kasztokra specifikus molekulakat jeldlhetnek ki.



Anyagok és modszerek

I1.1 Reagensek és oldatok
Oldatok:

AEC- oldat: 0,05% AEC torzsoldat (Sigma Aldrich) 0,003% H,O, natrium-acetat
pufferben

DAPI: Sigma Aldrich, 20mg/ml 1:10000 0,1% PBS-BSA-ban higitva
Drosophila-Ringer-oldat: 111 mM NaCl, 1,87 mM KCI, 2,38 mM NaHCOs, 1,1
mM CaCl,, 0,84 mM NaH,PO4

FBS: 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
Natrium-acetat: 2mM, pH 4,6

PBS-oldat: 0,13 M NaCl, 7mM Na;HPO,, 3mM NaH,PO4, pH 7,4

PEG 1540: Sigma Aldrich

PTU: Sigma, Aldrich

RPMI 1640: GIBCO

Schneider-médium: Sigma Aldrich

Ellenanyagok:

1.2

ALEXA 568: Molecular Probes, 2 mg/ml 1:1000 0,1% PBS BSA-ban higitva
Biotinalt anti-egér kecske ellenanyag: DAKO, 1,46 mg/ml 1:500 0,1% PBS-
BSA-ban higitva

Monoklonalis ellenanyagok: 2. tablazat

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

T2/48: huméan leukocita entigén elleni ellenanyag, 0,5 mg ml™, 0,15 M NaCl

Az Apis mellifera egyedek tartdsi koriilményei

Az altalunk vizsgalt méheket magyar szabvany szerinti in. Tamasi rendszeri 1/2

Boconadi, egyenl6 lépes rakodo-kaptarokban tartjuk, melyben a keretek kiilmérete 42x18

cm és amely fiokonként 10 Keretnyi 1épet tartalmaz. Az also két fiok (2 x 10 keretnyi 1ép)

szolgél ,fészek” gyanant, vagyis itt talalhatdo az anya és a szaporulata. A fészek felett

anyaraccsal van elvalasztva a sziikség szerint 1-3 fiokbol allo ,,mézkamra”, melybe a

csalad az elvehetd tartalék mézet gyijti. A méheket tavasztol nyar végéig vandoroltatjuk,
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vagyis lehetdség szerint az éppen viragzo ,,méhlegelokre” szallitjuk, ami aprilis kozepén
repce, majus kozepén akac, junius elején sziriai selyemkord, és végiil jalius elején
napraforgd. Az allomanyt az akac és a napraforgd utan amitraz tartalmu atkadld szerrel,
novemberben pedig oxalsavval kezeljikk a Varroa destructor atka kartevo ellen. A méhek
az utolso gyiijtés utan naluk hagyott kb. 5-10 kg-nyi napraforgd mézen és az arra etetett kb.
5-10 kg-nyi répacukor-szirupon telelnek, két fiokon.

A Kkisérleti egyedeket a kisérlet napjan gyiijtottiik, tavasszal és nyaron. Azonnal
felhasznaltuk. A larvakat Drosophila-Ringer oldattal mostuk ki a 1épekbdl és

begytjtésiiket kovetden 6t 6ran beliil hasznaltuk a kisérletekben.

11.3 Vérsejtek gyiijtése

A larva vérsejtjeinek gylijtése soran a larvakat Drosophila Ringer-oldatban
lemostuk, majd egy jéggel hitott iivegtalba helyeztik. Egy fecskendd segitségével
atszartuk a kutikulat, majd egy masik helyen PTU-t, 5% FBS-t tartalmazé Schneider
médiumot fecskendeztiink a larvaba, igy tejszeri homogén, vérsejteket tartalmazéd
hemolimfat nyertiink. A sejteket 5 percig jégen {ilepitettiik, majd 4 000 rpm-en 10 percig
centrifugaltuk és 5% FBS-t tartalmaz6 Schneider médiumban szuszpendaltuk.

A kifejlett egyedeket CO,-dal kabitottuk, majd egy fecskend6 segitségével 50 pl
5% FBS-t tartalmazo Schneider médiumot fecskendeztiink az egyed toran keresztiil a
testiiregbe, majd egy ti segitségével felsértettiik a potrohat és a potrohon keresztiil
cseppenként tavozd hemolimfat jégen allo 1,5 ml-es Eppendorf csében fogtuk fel. A
sejteket 5 percig jégen iilepitettiik, majd 4 000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk ¢és 5%
FBS-t tartalmazo Schneider médiumban szuszpendaltuk.

A vérsejtek fagocitdzisanak in vivo vizsgalata soran a larvakba és a Kifejlett
egyedekbe 50 pl FITC jelolt E.Coli-t oltottunk, majd az egyedeket 45 perc utan
perfundaltuk.

I1.4 Ellenanyagok eliallitasa
BALB/c egereket immunizaltunk haromszor, minden alkalommal 10° A. mellifera
larvabol nyert vérsejttel 3 hetes id6kozokkel. Az immunizalds utan sejtszuszpenziot
készitettiink az egerek 1épébdl RPMI-1640 szovetkultura médiumban. A Iépsejteket Sp2/0
sejtekkel fuzionaltattuk PEG-1540 (Sigma Aldrich) hozzaadasaval. A hibridomakat HAT
(Aldrich, 5 mM hipoxantin, 0,02 mM aminopterin, 0,8 mM timidin) médiumon
szelektaltuk. A szdvetkultura szupernatansait hasznaltuk a vérsejtek jellemzésére (Kohler
et al., 1975, Kohler et al., 1976, Kurucz et al., 2007).
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11.5 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal figyeltiik a markerek kifejez6dését a vérsejteken
¢s larvalis szoveteken. A kisérleteket 23°C-on végeztiik.

A vérsejtek vizsgalata:

A vérsejtek egy tobblyuk targylemezre tapasztottuk (SM-011, Hendley-Essex) 60
percig 5% FBS-t és PTU-t tartalmaz6 Schneider oldatban. A sejteket acetonnal fixaltuk 6
percig és levegdn szaritottuk, majd 0,1% PBS-BSA oldattal telitettiik 20 percig. A sejteket
60 percig inkubaltuk a hibridoma feliiliszoval, majd a mintakat harom alkalommal 5
percig mostuk PBS oldattal. Biotinalt anti-egér kecske ellenanyaggal (DAKO, 1,46 mg/ml
1:500 0,1% PBS-BSA-ban higitva) inkubaltuk a lemezeket 45 percig, majd harom
alkalommal 5 percig mostuk PBS oldattal. Ezutan a mintakat Streptavidin HRP-vel
(DAKO, 0,85 mg/ml 1:300 0,1% PBS BSA-ban higitva) kezeltiik 45 percig majd Gjbol
haromszor 5 percig mostuk PBS-sel, ezt kdovetden haromszor 3 percig natrium-acetattal
(0,2 M, pH4,6). A reakciot 0,003% H,O,-t tartalmazo, natrium-acetat pufferben (0,2 M, pH
4,6) oldott 0,05% 3-amino-9-etilkarbazol (AEC, Sigma-Aldrich) oldattal tettiik lathatova.
A folyamatot haromszor 5 perces desztillalt vizes mosassal allitottuk meg. A sejtmagok
jelolésére 10 percig DAPI oldattal (Sigma Aldrich, 20mg/ml 1:10000 0,1% PBS-BSA-ban
higitva) inkubaltuk a mintdkat, majd haromszor 5 percig mostuk desztillalt vizben. A
lemezeket glicerol oldattal fedtiik és Zeiss Axioscope mikroszkopban, Nomarski,
faziskontraszt és fluoreszcens objektivvel vizsgaltuk.

Szovetek vizsgalata:

A testfestéshez szétbontottuk a larvat Schneider, 5% FBS oldatban, majd 20 percig
telitettik 0,1% PBS-BSA, Triton-X oldatban. Hozzaadtuk a hibridoma feliilluszot 60
percre. A mintakat harom alkalmommal 10 percig mostuk PBS oldattal. Biotinalt anti-egér
kecske ellenanyaggal (DAKO, 1,46 mg/ml 1:500 0,1% PBS-BSA-ban higitva) inkubaltuk
45 percig, majd haromszor 10 percig mostuk PBS oldattal, ezutan Streptavidin HRP-vel
(DAKO, 0,85 mg/ml 1:300 0,1% PBS BSA-ban higitva) inkubaltuk 45 percen keresztiil. A
mintakat haromszor 10 percig mostuk PBS oldattal, majd haromszor 3 percig natrium-
acetattal (0,2 M, pH4,6). A reakciot 0,003% H,O,-t tartalmazo, natrium-acetat pufferben
(0,2 M, pH 4,6) oldott 0,05% 3-amino-9-etilkarbazol (AEC, Sigma-Aldrich) oldattal tettiik
lathatova. A folyamatot haromszor 10 perces desztillalt vizes mosassal allitottuk le. A
sejtmagok jelolésére 10 percig DAPI oldattal inkubaltuk a mintdkat, majd hdromszor 10
percig desztillalt vizzel mostuk. A lemezeket glicerol oldattal fedtiik, Zeiss Axioscope

mikroszkdpban, faziskontraszt, Nomarski és fluoreszcens objektivvel vizsgaltuk.
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11.6 Indirekt immunfluoreszcens vizsgalatok

Indirekt immunfluoreszcens modszerrel vizsgaltuk a markerek kifejez6dését a
vérsejteken és a larvalis szoveteken. A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztik. A
vérsejtek esetében a kisérlet menete a masodik ellenanyag hozzdadasaig megegyezik az
immunhisztokémiai vizsgalat menetével (Isd.:I.5. Immunhisztokémiai vizsgalatok).
Masodik ellenanyagként anti-egér ALEXA 568 (Molecular Probes 1:1000, 0,1% PBS
BSA-ban higitva) oldatot hasznaltunk, mely a sejtmagok megjelenitésére szolgalo DAPI-t
(Sigma Aldrich, 20mg/ml 1:10000 0,1% PBS-BSA-ban higitva) tartalmazott. A lemezeket
a masodik ellenanyaggal 45 percig inkubaltuk, majd vérsejtek esetén haromszor 5 percig,
szovetek esetén haromszor 10 percig mostuk PBS-ben. A mintakat Fluoremount-
médiummal (Southern Biotech, Fluoromont G) fedtiik le, majd elemzésiik Zeiss Axioscope

fluoreszcens mikroszkop és Olympos konfokalis mikroszkop segitségével tortént.
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Il Eredmények és az eredmények értékelése

111.1 A vérsejtek morfologiai jellemzoi

Osszehasonlitottuk a vérsejtek struktirajat kiilonbozd egyedfejlédési stadiumok és
kasztok fliggvényében (2. ébra). A larva és kifejlett egyed vérsejttipusai kozott a
morfologiai jegyek alapjan kiilonbséget talaltunk. Mindkét staddium hemolimfajaban
lathatunk kisebb ¢és nagyobb szabalyos szférikus (kerek) és nytlvanyos sejteket, azonban a
larvaban nagy nyulvanyos sejteket is azonositottunk. A herék és dolgozok vérsejttipusai

ko6zott nem talaltunk morfologiai kiillonbséget.

2. abra Vérsejttipusok morfologiai sajatsagai: larva- (a); dolgozo- (b); here-(c) vérsejttipusainak 6sszehasonlitasa Zeiss
Axioscope mikroszkopban, faziskontraszt objektivvel, 20X-os objektiv alatt. Mindharom kasztban lathatunk szabalyos
szférikus (=) és nyllvanyos (=) sejteket, azonban a larvaban azonositottunk nagy aszimmetrikus nyalvanyos sejteket is

(=)
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111.2. Molekularis klaszterek

A kiilonbozd tipusu vérsejtek funkciondlis elkiilonitése céljabol monoklonalis
ellenanyagokat termeltettiink, melyeket immunfluoreszcens ¢és immunhisztokémiai
modszerekkel jellemeztiink. Ily moédon a korabban mar D. melanogasterben hasznalt
modszerre alapozva (Kurucz et al., 2007) immunologiai markereket azonositottunk,

melyeket a larva és az adult keringé vérsejtjein torténd megnyilvanulasuk alapjan

csoportositottunk (1., 2. tablazat).

Klén Larva Adult
(% pozitiv sejt) | (% pozitiv sejt)
<
=
= = | 1,5, 35,38, 40, 41, 76, 81, 98, 100, 112,
Z é 120, 4A4, 4F8, 6C11, 8D10 >90 >90
2,28, 36, 61, 91 >90 <90
V4
[
8 109, 3G8 60-90 60-90
=
E 43, 80, 9F6 60-90 <60
23, 63, 88, 4E1, 5A2, 6B3, 6F10 <60 <60
[9p]
P i 30, 57, 58, 64, 85 >90 0
>0
25
- o 7,31, 56, 72, 124, 2E8 60-90 0
(9]

1. tablazat Molekuldris marker klaszterek, pirossal jelolve az abrakkal illusztralt (3.-9.abra) markerek

A markerek egy csoportja panhemocita, azaz mind a larva, mind a kifejlett egyed
Osszes vérsejtjén jelen van (#112, 3.4bra).

A legtobb marker jellegzetes heterogenitast mutat: egy résziik a larva valamennyi
sejtjén kifejezddik, viszont a kifejlett egyedek vérsejtjein csak kisebb aranyban van jelen
(#91, 4. abra). A heterogenitast jelz6 markerek alpopulacidjat képezik azok, melyek a
valtozo aranyban larva és adult vérsejteken (#43, 6. abra). A markerek egy csoportja
kizardlag a larva vérsejtjein van jelen, a larva-bab atmenet soran eltlinik és az adult

vérsejtjein nem nyilvanul meg (#85, 8. abra és #31, 9. abra).
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LARVA ADULT

3. abra Panhemocita marker

4. abra Larva- > 90%-an, adult vérsejtek < 90%-an kifejez6d6 marker

5. abra Larva- és adult vérsejtek 60-90%-an kifejez6dé marker

6. abra Larva- 60-90%-an, adult vérsejtek < 60%-an kifejez6d6 marker

16



7. abra Larva- és adult vérsejtek < 60%-an kifejez6d6 marker

8. abra Larvaspecifikus marker

9. abra Larvaspecifikus marker

3-9. abra: Molekularis klaszterek immunfluoreszcens vizsgalata adult és larva vérsejtjein Zeiss Axioscope
mikroszkopban, 20x-os objektiv alatt.
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A kiilonboz6 kasztok vérsejtjeinek azonositasara dsszehasonlitottuk néhany marker
kifejezodését (#31, #76, #85, #90, #112) dolgozd és here vérsejteken. A két kaszt
vérsejtjeinek ellenanyagokkal jellemzett molekularis mintazataban (10. abra) nem lattunk
kiilonbséget.

10. abra Molekularis marker mintazat Gsszehasonlitasa dolgozo (a) és here (b) vérsejteken Zeiss Axioscope
mikroszkopban, Nomarski objektivvel, 20x-os objektiv alatt. Mindkét kasztban azonos mértékben fejezédik ki a marker,
minden sejten jelen van.
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111.2 Fagocitozis vizsgalat

,In vivo” kisérletekben vizsgaltuk a FITC jelolt E.coli baktériumokat bekebelezd
sejtek morfoldgiai jellemzoOit valamint a bekebelezd képesség ¢és a markereinkkel
jellemezhetd fenotipus kozotti kapcesolatot. Megallapitottuk, hogy a vérsejteknek 38%-a
(valamennyi kerek morfologiaja) fagocital. Megallapitottuk tovabba, hogy egyes markerek
(#AEL, #5A2, #6F10 és #6B3) a nem fagocitald sejteken nyilvanulnak meg (1.diagram,

11.4bra), mig masok, eltér6, de molekularis klaszterekre jellemz6é mintazattal

alpopulaciokra bontjak a fagocitalo sejteket (#3G8, 12.abra).

LARVA ADULT

E. coli

12. abra Fagocitalo sejteket heterogén modon jelolé marker (=)

11.-12.4bra: Fagocitozis vizsgalata konfokalis mikroszkopban 40x-es nagyitas alatt
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5A2

4E1
6 )

6F10 o 6B3

e%

M ellenanyag pozitiv, nem fagocitald sejtek ™ ellenanyag pozitiv, fagocitalo sejtek

M ellenanyag negativ, fagocitald sejtek M ellenanyag negativ nem fagocitald sejt

1. diagram Nem fagocitalo sejtek apopulaciojat jelolé markerek

111.3 A ldrva szoveteinek vizsgalata

A termeltetett ellenanyagok segitségével megprobaltunk vérképzd szdvetet
azonositani. A vizsgalatokhoz a larvak ventralis oldalat felnyitottuk és egy résziiket igy
fixaltuk, masokat az emésztocsd eltavolitasa utan fixaltunk. Az ellenanyagokkal (#1, #2,
#5, #30, #31, #40, #58, #61, #76, #85, #90, #91, #98, #100, #112, #120, #4F8) végzett
immunhisztokémiai ¢és immunfluoreszcens vizsgéalatok segitségével eddig nem sikertilt
vérsejtképz6 szovetet azonositani (13. abra), ,,in vivo” injektalt, FITC-E.coli baktériumok a

muslicadéhoz hasonl6 szesszilis szovetet nem jeloltek ki.

© Adam Tofilski - www.honeybee.drawwing.org

13. abra Larva szovetek immunhisztokémiai festddése Zeiss Axioscope mikroszkdpban, Nomarski objektivvel, 5x-6s
objektiv alatt. A larva szoveteinek jelent6s kifejez6d6 marker.
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Diszkusszio

A rovarok, igy a hazi méh, korokozok elleni védekezésében, a fizikai elhatarolas
mellett, alapvetd szerepet jatszik az immunitas. Immunvalaszukat, a tobbi Szocialis fajhoz
hasonloan alternativ stratégiakkal egésziti ki (Armitage et al., 2010, Schliins et al. 2009),
igy kevesebb az immunitdsban szerepet jatszo fehérjét kodold génszakasz talalhato
genomjaban (Consortium, 2006, Evans et al.,2006).

Mas Hymenoptera fajokhoz hasonléan (Amaral et al., 2010, Manfredini et al.,
2008) a hazi méh vérsejtjei, morfologiai jellemzo6ik alapjan, nagyfokt heterogenitast
mutatnak (Mohandes et a., 2010); Kisérleteinkben ezenfeliil, kiilonbséget fedeztiink fel a
fejlodési stadiumok vérsejttipusai kozott azonban a sejttipusok funkcidja, eredete és a
sejttipusok egymashoz valo viszonya nem ismert.

A sejt-kozvetitette immunvalasz vizsgalatara, a Drosophild-ban sikeresnek
bizonyult stratégiat (Kurucz et al. 2003, Kurucz et al. 2007) kovetve, specifikus markereket
allitottunk el6. A markereket a vérsejteken adott reakciomintazatuk alapjan klaszterekbe
soroltuk, melyek alapjan azonositottunk panhemocita, larvaspecifikus ¢és heterogén
reakciokat adé markereket. A heterogén markerek mind a larvaban, mind a kifejlett
egyedben megtalalhatdéak azonos vagy kiilonb6z6 ardnyban. Ezek alapjan megallapitottuk,
hogy a vérsejtek immunologiai fenotipusa az egyedfejlodés soran jellegzetesen valtozik.

A markerek segitségével 0sszefliggést kerestiink a vérsejtek morfologiai jellemzoi,
molekularis mintazata és a funkcio kozott. Megallapitottuk, hogy a kerek sejtek egy
alpopulacidja (38%) vesz részt a fagocitdzisban, ezen tulmenden sikeriilt azonositanunk

Vérsejtképz6 szovetet eddig nem sikeriilt azonositani, azonban vérsejt-specifikus
markerek segitségével tovabbi vizsgalatokat végziink kiilonbozdé fejlodési stadiumi

larvakon és adult egyedeken.
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Tovabbi terveink

A tovéabbiakban folytatjuk a jellegzetes mintdzatot mutatd markerek klaszterekbe
sorolasat molekulatomegiik alapjan, majd izoladldsukat MALDI analizis céljabol. A
molekuldk tovabbi jellemzése a Hazi Méh Genom Project keretében generalt szekvenciak
alapjan lehetové teszi funkcidjuk meghatdrozasat, tovabbi jellemzését. Célul tuztiik ki
tovabba, hogy a jelenlegi, és jonnan generalt markerek hasznalataval részletesebben
megvizsgaljuk a differencialédasi utvonalakat az egyedfejlédés, a kasztok és az iddjaras

figgvényében.
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Mellekletek

Klén Larva Adult
(% pozitiv sejt) | (Yo pozitiv sejt)
1 99 99
5 99 99
35 90 90
38 95 95
40 99 99
= 4 99 99
ol 76 99 99
g 81 99 99
=| o8 99 99
Z | 100 91 91
= 1 99 99
120 98 98
4A4 99 99
4F8 95 95
6C11 95 95
8D10 99 99
2 99 80
28 91 54
36 90 68
61 99 32
91 99 60
109 86 64
Z 368 85 71
S| 43 81 50
Z| 80 65 36
= | 9F6 80 25
=| 23 35 33
63 43 42
88 63 59
4E1 26 26
5A2 54 43
6B3 62 60
6F10 32 33
30 96 0
wl 57 93 0
2| 58 98 1
=| 64 99 0
S8 95 0
& 7 83 0
S = 78 0
Z| s6 95 0
=1 7 75 0
124 83 0
2E8 85 0

2. tablazat Molekularis markerek kifejez6dése a vérsejteken [%], pirossal jeldlve az abrakkal
(3.-9.4bra) illusztralt markerek
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