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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC:
BSA:
BSDC:
CAM:
CD:
chBAFF:

CSFI1R:

CXCL1z2:

CXCRA4:
D:
DAPI:

FAE:
HH:

HSC:
IAHC:

IFE:

MHC:

PALS:

PBS:

PFA:

PWP:

RPMI Medium:

SDF-1:

avidin-biotin-peroxidaz komplex (Avidin-Biotin Complex)

borju szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

bursai szekrécios dendritikus sejt (Bursal Secretory Dendritic Cell)
chorioallantois-membran (ChorioAllantoic Membrane)
differenciacios klaszter (Cluster of Differentiation)

emlds BAFF csirke homoldgja (Chicken homologue of mammalian
BAFF)

kolonia stimulalo faktor 1 receptor (Colony Stimulatory Factor 1
Receptor)

C-X-C kemokin ligand 12 (C-X-C motif chemokine Ligand type 12)
(=SDF-1)

C-X-C kemokin receptor 4 (C-X-C motif chemokine Receptor type 4)
kikelés utani nap (Day after hatching)

4,6 diamidino-2-fenilindol (4,6 DiAmidino-2-Phenylindole)
embrionalis nap (Embryonic day)

follikulus-asszocialt epithelium (Follicle-Associated Epithelium)
Hamburger-Hamilton szerinti stadiumbeosztas (Hamburger-Hamilton
stages)

hematopoietikus Ossejt / vérképzé 6ssejt (Hematopoietic Stem Cell)
intra-aortikus hematopoietikus klaszter (Intra-Aortic Hematopoietic
Cluster)

interfollikularis epithelium (InterFollicular Epithelium)

6 hisztokompatibilitasi komplex (Main Histocompatibility Complex)
periarteriolaris lymphoid hiively (PeriArteriolar Lymphatic Sheath)
foszfattal pufferelt sboldat (Phosphate-Buffered Saline)
paraformaldehid oldat (ParaFormAldehyde)

periellipszoidalis fehérallomany (Periellipsoid White Pulp)

Roswell Park Memorial Institute 1640 sejttenyészté médium (Roswell
Park Memorial Institute 1640 cell culture medium)

stroma sejt eredetli faktor 1 (Stromal cell-Derived Factor 1)
(=CXCL12)



2. BEVEZETES

A gerincesek adaptiv immunitasa az egyed egész életében folyamatosan fejlodik,
alkalmazkodik az ijabb vagy modosult korokozokhoz, eldsegitve a szervezet hatékony
védekezését €és alkalmazkodast a megvaltozott kornyezethez. Az elmult évtizedekben
robbanasszerien fejlodd  immunologiai  kutatdsok  széleskorben tartak  fel
immunrendszeriink mikddését. Hangstilyozando, hogy a humoralis immunités 1étezését
elészor madarakban sikeriilt azonositani. Ettdl szamitva tudjuk, hogy az adaptiv
immunrendszer milkddése funkciondlisan két részre: humordlis ¢€s celluléris
immunvalaszra 0szlik.

Az eml6sok mellett rovid idén beliil madarak is az immunologiai és a
fejlodésbiologiai kutatasok elterjedt modell allatava valtak, ugyanis tojasban torténd
fejlodésiik, az embriok konnyebb hozzaférhet6ségét eredményezi, amely széles
spektrumtl lehetdséget nyujt az embridmanipuldcidos technikdk megvaldsitasara.
Tovabba, az eml6soktdl eltéréen a madarak lymphocytainak differencialodasa a thymus
mellett nem a csontvel6ben, hanem egy specifikus bélhez asszocialt nyirokszervben, a
bursa Fabriciiben zajlik (Glick et al., 1956; Cooper et al., 1965; Gitlin & Nussenzweig,
2015; Nagy et al., 2022). A morfologiai megfigyelés mellett embriomanipuléaciot is
alkalmazo kutatdsok elsoként igazoltdk, hogy a ,bursa eredetli lymphocytak”
(B lymphocytak) jelentds szerepet jatszanak az ellenanyagok termelésében (Cooper et al.,
1965). A bursa Fabricii a madarak olyan primer lympho-myeloid szerve, ahol a
B lymphocytak differencidlédasa és érése mas lymphoid, myeloid és erythroid
sejtvonalak fejlodésétol szeparaltan torténik (Glick, 1994). A B lymphocytakra
specializalt bursa Fabricii szerv tobb olyan kutatasi lehetdségeket is kinal, amelyet
emlGsok esetén az in vitro koriilmények kozott csak korlatozott ideig fenntarthato B
sejteken nem sikeriilt vizsgalni. A bursa Fabricii ugyancsak alkalmas szerv azoknak a
molekularis mechanizmusoknak a feltarasara, amelyek kifejezetten a B lymphocytak
ontogenezisét befolyasolo szoveti kornyezet kialakulasat szabalyozzak.

A lymphocytak fejlddését iranyitdé mikrokdrnyezet és a lymphoid sejtek
karakterizalasat célzo alapkutatasok rutinszeriien hasznalt eszkdzei a monoklonalis
ellenanyagok, amelyek alkalmasak egy adott sejttipus azonositasara és szdveten beliili
lokalizaciojanak meghatarozdsara. A hematologiai betegségek nagy szama ¢és

valtozatossaga miatt egyre nagyobb az igény a hematopoietikus sejteket specifikusan



felismeré monoklonalis ellenanyagokra, amelyek hasznos eszkozok lehetnek a vérképzés
¢s a lympho-myeloid sejtek differencidloddsanak nyomon kovetésére, elésegitve a human

gyogyaszatban alkalmazhato célzott terapias kezelések kifejlesztését.
2.1. A madarak jellegzetes primer nyirokszerve: a bursa Fabricii
2.1.1. Bursa Fabricii immunoloégiai jelentosége

A bursa Fabricii a madarakra jellemzd primer nyirokszerv, amely kritikus szerepet
jatszik a B lymphocytak fejlddésében, differencialodasaban és szelekciojaban. A bursa
Fabricii humoralis immunités kialakitdsdban betoltott szerepét Bruce Glick ismerte fel
el6szor. 1956-ban szamolt be bursectomias (bursa eltavolitas) kisérleteirdl, amelyek
alapjan arra kovetkeztetett, hogy a bursa Fabricii részt vesz az antigén-specifikus
ellenanyagok termelésében (Glick et al., 1956). Nem sokkal kés6bb Warner és Szenberg
javaslatdra a thymus ¢és a bursa kiilonb6zé hatasmechanizmusa alapjan, a csirke
immunrendszerét funkcionalisan két részre kiilonitették (Warner & Szenberg, 1962). Ez
vezetett az immunitds disszociacidos elméletének megsziiletéséhez, miszerint a
sejtkozvetitett immunvalaszt a T (thymus eredetli) lymphocytdk, az ellenanyag
kozvetitette immunvalaszt pedig a B (bursa eredetil) lymphocytak végzik (Cooper et al.,
1965; Gitlin & Nussenzweig, 2015). Ezutan kezdték el meghatarozni emldsdkben az
ugynevezett bursa—equivalens szerveket, amelyek koz¢ a juh ilealis Peyer-plakkjai, a nyul
appendix vermiformise, emberben és a tobbi emlésben a csontveld tartozik (Reynaud et
al., 1991; Weinstein et al., 1994). A csontvel6ben, appendixben és a Peyer-plakkokban
hasonl¢ cellularis és molekularis mechanizmusok zajlanak, amelyek elengedhetetlenek a
B lymphocytak korai fejlédéséhez, viszont ezekben a szervekben az egyéb lympho-
modon, a tobbi lympho-myeloid sejtvonal fejlédésétdl fiiggetlentil biztosit megfeleld
mikrokornyezetet a B lymphocytak fejlédéséhez (Glick, 1994). Ezért is valhatott a B sejt

fejlédésre iranyuld bioldgiai kutatasok egyik legjobban tanulmanyozott modelléveé.
2.1.2. A bursa Fabricii altalanos felépitése

A bursa Fabricii kifejlett csirkében 1,5-1,7 cm atmérdjli, reddket tartalmazo

tireges szerv, amely Kivezeté csovén keresztiil a kloaka proctodeumaval (1. abra A)



allando 6sszekottetésben van (Boyden, 1922; Olah et al., 1986; Nagy et al., 2022).
Kiviilrdl zsirsejtekben gazdag tunica adventitia boritja. Falat belsé korkoros és kiilsd
hosszanti simaizomréteg alkotja, amely Osszefligg a klodka izomrétegével.

A bursa lumene harantmetszeti képen csillag alaku, az tiregébe bedomborod6 12-
16 hosszanti lefutasu red6 miatt (1. abra B). Az egyes redék 5-7 mm magasak, 2-3 mm
szélesek és 12-15 mm hossztak. Ezt a méretet 4-6 hetes kort csirkében lehet megfigyelni,
amikorra a bursa gyors ndvekedése (a teststily gyarapodasahoz viszonyitva) befejezddik
(Olah és Glick, 1978a). A redok kotdszovetébe nagyszamu, B lymphocytakkal teli
follikulus agyazodik (1. abra C), amelyek a bursa Fabricii funkcionalis és szerkezeti

alapegységei (Sayegh et al., 2000).

coecum

coecalis
tonsilla

1. abra: A bursa Fabricii anatomidja és dltalanos szovettani szerkezete. A) A bursa Fabricii a
vastagbél dorsalis oldalan, a kloaka proctodeum részéhez csatlakozva talalhat6. B) A bursa kis
nagyitasu, hematoxilin-eosin festett keresztmetszeti képén hamsejtekkel boritott redok (R)



figyelhetéek meg. A bursa liregébe domborodé red6k miatt a lumen (L) csillag alaka. C) A bursa
reddit (R) lymphoid follikulusok (*) toltik ki. Bar: A: 10000 pm; B és C: 1000 um. Sajdt készitésii
képetk.

A follikulusok elhelyezkedése szabalyos, a red6k kot6szovetes tengelyében
huz6do erek (artéridk, vénak, nyirokerek) két oldalan, a lument béleld epitheliumhoz
asszocialtan lokalizalédnak. Feln6tt dallatokban nagyobb terjedelmii centralis
veléallomanybol és keskenyebb marginalis, kéregallomanybdl épiilnek fel (Nagy et al.,
2022). Ez a szerkezeti felépités a kikelést kovetd hetekben valik teljessé, mivel az
embriondlisan megjelend hambimbok a felndttkori follikulusok veldallomanyanak
feleltethetok meg, és a kéregalloméany differencidlodasa kozvetlenill a kikelés elott
néhany nappal kezdédik. A bursa Fabricii nem alland6 szerve a madarak szervezetének,

koriilbeliil 23 hetes korra teljesen visszafejlodik (Naukkarinen & Sorvari, 1984).
2.1.3. A bursa Fabricii follikulusainak szoveti szerkezete

A bursa Fabricii kdzvetlen dsszekottetése a bélrendszerrel lehet6vé teszi a kiilso,
idegen antigének bejutasat a bursa lumenébe, amelyek a felszint boritd epithelium
kozvetitése révén befolyasoljak a follikulusok B lymphocytainak érését (Felfoldi et al.,
2005). A kikelést kovetden a bursa redék felszini hamboritasanak mintegy 90%-at az
ugynevezett interfollikularis epithelium (IFE) adja (2. abra A, B, E), amely basalis
membranon iil6, szekrécids hengerhamsejtekbdl és differencialatlan, a felszint el nem érd,
basalis sejtekbdl all (Romano et al., 1996; Kaiser & Balic, 2015; Bédi et al., 2018).
Elektronmikroszkopos felvételek alapjan ismert, hogy a szekrécidés hengerhamsejtek
apikalis felszine mikrobolyhokkal tagolt €és nagyszamu mucint tartalmaz6 granulum
lokalizalodik benniik. Mindemellett lizozimet (Balic et al., 2019) és egyéb antimikrobialis
anyagokat, példaul katelicidin-B1 peptidet (Goitsuka et al., 2007) is termelnek, megfeleld
a felszini hamot védo barriert képezve a bursa lumenébe keriil6 mikroorganizmusokkal
szemben.

A hamfelszin maradék 10%-at a follikulus-asszocialt epithelium (FAE) alkotja
(2. abra A, B, D). A FAE sejtjei szigetszeriien ékelddnek be az IFE sejtjei kozé, specifikus
Osszekottetést biztositva a follikulusok vel6allomanya és a bursa lumene kozott (2. abra

crer

apikalis és elkeskenyedd basalis résszel. Apikalisan ritkabban all6 mikrobolyhokat
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hordoznak, a szomszédos sejtek pedig zonula occludensekkel kapcsolodnak egymashoz
(Nagy et al., 2001). Ellentétben az IFE sejtjeivel mucint és antimikrobialis anyagokat nem
termelnek tovabba morfologiailag egyediilallo jellegzetességiik, hogy nincs alattuk
alaphartya. Alatamasztasukat az alattuk 3-5 sejtsorban elhelyezkedd -ellaposodott
hamsejtek (Un. FAE-tdmaszt6 epithelium sejtjei) végzik, amelyek desmosomékon
keresztiil kapcsolodnak a veldallomany hamretikulumahoz (Nagy et al., 2001; Nagy et
al., 2004a). Az eml6sokben jol ismert Microfold (M) sejtekkel funkcionalisan analog
FAE sejtek biztositjdk a follikulus velédllomanya ¢és a bursa lumene kozotti
anyagforgalmat (Bockman et al., 1983; Balic et al., 2019). A FAE sejtjei a lumenbdl
antigéneket kotnek meg, (bél eredetli antigének a kloaka feldl retrograd perisztaltikaval
keriilnek ide), amelyeket transzcitdzissal tovabbitanak a follikulus veldalloményaba
(Sayegh et al., 2000).

Antimikrobidlis anyagok hidnyaban a mikroorganizmusok atjutasa szintén a FAE
sejtjein keresztiil lehetséges. Feltételezések szerint a felvett antigének a B lymphocytak
érésének iranyitasaban vesznek részt, valosziniileg a bursai szekrécios dendritikus sejtek
(BSDC) kozvetitésével (lasd késobb). A FAE sejtek szoros kapcsolatban vannak a
veldallomanyi elhelyezkedd antigén prezentaciot is végzo makrofagokkal. Kifejezetten a
TIM4+ (apoptotikus sejtek felvételében résztvevd foszfatidilszerin receptor) makrofagok
azok, amelyek a FAE sejtek basolateralis részei kozé ékelddve lokalizalodnak, habar
ennek a kapcsolatnak a pontos funkcioja nem ismert (Balic et al., 2019).

A bursai follikulusokban eléforduldé harmadik hamtipus a veléallomany vazat
alkotd cytokeratin+/E-cadherint retikularis hdm, amely ectodermalis eredetli, a bursa
lumenét bélelé hengerhamboal differencialodik a follikulus bimbok fejlédése soran (Nagy
& Olah, 2010). A sejtek nyulvanyosak, csillag alaktiak, egymashoz desmosomakon
keresztiil kapcsolodva haromdimenzios hamretikulum halézatot hoznak 1étre (2. abra A).
A velédllomany szélén lokalizdloddo hamretikulum sejtek nytlvanyokkal nem
rendelkeznek, ellaposodottak, alattuk alaphartya talalhato, amely folytonos a felszini IFE
alaphartyajaval (2. abra A, C). Ezek a sejtek képezik a kéreg- és veldallomanyt elvalaszto
un. cortico-medullaris hamsejt réteget (cortico-medullary epithelium = CME) (2. abra C).
A cortico-medullaris hamsejtek a velGallomany felé nézd, jellegzetes arkadszerti
képleteket formalnak (cortico-medullary epithelial arches = CMEA) (2. abra A), amelyek
ritkdn o0sztddo, nem B sejt progenitorokat (CD45+/chB6-), hanem feltehetéleg a
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dendritikus sejtek progenitorait zarjak kozre (Olah et al., 2022). A cortico-medullaris
hamsejtek rétege barrierként funkcional a follikulusokon beliil, amelyen keresztiil
szabalyozott, intenziv lymphocyta migracio zajlik a vel6- és kéregallomany kozott (Nagy
et al., 2004a; Olah et al., 2002) (2. abra C).

A bursa Fabricii egy masik jellegzetes sejttipusat, a szekrécios dendritikus sejteket
(bursal secretory dendritic cell, BSDC), amelyek kizarolagosan a follikulusok
veléallomanyaban lokalizalodnak, el6szor Olah és Glick irta le (Olah & Glick, 1978b)
(2. abra A, F). Ultrastruktirajuk némileg eltér az eml6soknél leirt dendritikus sejtekétol.
A szekrécidés dendritikus sejtek altaldban hosszan elnyutltak, két aszimmetrikus
nyulvannyal rendelkeznek, citoplazmatikus organellumaik elhelyezkedése nem
egyenletes, polarizaltsagot kolcsondz a sejteknek. Az egyik nyulvany fejlett durva
felszinli endoplazmas retikulumot, Golgi-apparatust, ¢és nagyszamu granulumot
tartalmaz. A masik sejtnyalvanyt féleg intermedier filamentumok toltik ki, granulumokat
nem tartalmaz, citoplazmatikus organellumokban szegény. Az intermedier
filamentumokat vimentin képezi (Olah et al., 1992), hasonléan mas dendritikus sejtekhez,
illetve a bér Langerhans sejtjeihez. Neviiket szekrécios tevékenységiikrdl kaptak, amelyre
a sejtek felszinén membranhoz kototten megjelend, siiri elektrondenz anyag utal (Olah
és Glick, 1987). Ennek mennyisége a granulumok szamaval aranyosan valtozik. A
BSDC-k eredetiiket tekintve, a follikulusokat indukalo, CD45+ hematopoietikus eredetii
sotét sejtekbdl differencidlodnak és a vimentin mellett N1C2 és 74.3 antigéneket is
expresszalnak (Nagy et al., 2004a, 2004b). Legtijabb kutatasok kimutattak, hogy a csirke
BSDC sejtjei tovabbi, emldsokben is leirt sejtfelszini molekulakat is expresszalnak mint
példaul: CDS83 protein (Lee et al., 2012), DEC205 receptor (CD205; Staines et al., 2013),
CDl11c (Olah & Nagy, 2013; Nagy et al., 2016), kolonia stimulalé faktor 1 receptor
(CSF1R; Balic et al., 2019). A kikelést kovetéen a sejteket felszini IgG és MHCII
pozitivitas is jellemzi. Fehérjéik szintézisének vizsgalatai soran kideriilt, hogy ezen sejtek
az 1gG-t nem termelik, csupan felsziniikon megkotik (Felfoldi et al., 2005). A bursa
Fabricii lumenébdl az antigének a FAE kozvetitésével a follikulusok veldallomanyaba
jutnak, amelyeket a BSDC-k felsziniikon megkotott immunkomplexek formajaban
prezentalnak, elésegitve ezzel a B lymphocytak érési folyamatait. A BSDC-k szdvet

specifikusan, dnfenntartd sejtpopulaciot képeznek. Prekurzor sejtjeik feltehetéen a
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2. abra: A bursa Fabricii follikulusainak szévettani szerkezete. A) A bursai folliculus sémas rajza.
B-G) Félvékony metszetek toluidinkék festéssel. B) Bursa follikulus atnézeti képe: felszini
epithelium alatt hiz6dd basalis membran (szaggatott vonal) folytonos a kéregallomanyt (c) €s
medullat elvalasztd epithel réteg alatti basalis membrannal. Follikulus asszocialt epithelium
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(FAE), interfollikularis epithelium (IFE). Korbe rajzolt teriilet a C képen kinagyitva. C) A kéreg-
(cortex) és veldallomanyt (medulla) egymastdl elvalasztd epithel réteg (<), mely alatt folytonos
basalis membran (szaggatott vonal) talalhato. Cortico-medullaris epithel réteg apikalis felszine
(pontozott vonal). Kéregallomanyi kapillaris (c). D) Mucint nem szekretald FAE. E) Mucint
szekretald IFE. F) Szaggatott vonallal koriil hatarolt szekrécios dendritikus sejt. G) Szaggatott
vonallal koriil hatarolt vel6allomanyi makrofag. Bar: B, D, E: 100 pm; C, G: 10 um. 4) Sémas
rajz forrasa: Nagy és munkatarsai abrdja modositva (Nagy et al., 2001. Figure 1.). B-G) sajat
készitesii képek.

cortico-medullaris arkadokban lokalizalodnak, sziikség esetén a veldallomanyaba
kikeriilve antigén prezentalod sejtekké differencidlodnak. A terminalisan differencialodott
BSDC-k nemcsak antigén prezentalo, hanem fagocitézisra képes makrofag-szerii
sejtekké alakulnak (Nagy et al., 2016; Olah et al., 2022).

A bursa Fabricii vel6allomanyanak felépitésében a hamretikulum, a dendritikus
sejtek és a B lymphocytak mellett kis szamt makrofag is részt vesz (2. abra A, G). A
veléallomany makrofag populacioja kimutathatd a Kkifejezetten csirke monocyta-
makrofag sejtjeit specifikusan jel616 KULO1 ellenanyaggal (Mast et al., 1998) a Lampl
fehérjét Lepl00 (Lippincott-Schwartz & Fambrough, 1987), illetve a foszfatidilszerin
receptort jelolé TIM4 (Balic et al., 2019) ellenanyagokkal is.

A felndtt allatok  follikulusainak  kéregdllomanya, a  veldallomany
hamretikulumaval ellentétben, mesenchymabdl szarmazoé retikulum  sejtekbdl
(MRC=mesenchymal reicular cell) all, amelyek desmint és vimentint expresszalnak
(Olah & Glick, 1995). A kéregallomany a fejlddés soran késobb jelenik meg, a kikelés
utan két héttel éri el kifejlett allapotat (Igyarto et al., 2008). A mesenchymalis retikulum
sejtek altal 1étrehozott haromdimenzids struktara lazabb szerkezetii, mint a veldallomany
hameredetli retikularis sejtjeinek halozata (Madej et al., 2013), mindemellett sok
extracellularis matrix molekula, példaul kollagén I, kollagén III, fibronektin és tenascin-
C jellemzi (Olah et al., 2014). A lymphocytak elszallitasaban résztvevé kapillarisok
gazdag halozata kifejezetten a kéregallomanyra jellemzd, a vel6allomany nem
vaszkularizalt (Abbate et al., 2007) (2. abra A, B). Nyirokkapillarisok sem a kéreg sem a
veldallomany teriiletén nem talalhatok, csakis a follikulusok kozotti kotdszovetes térben
figyelhetdek meg, viszont a kéregallomany kiilsé szegmensébdl a nyirokerekbe atlépd
lymphocytékat sikeriilt azonositani (Ekino et al., 1979). A kéregallomany siiriin
elhelyezkedd B lymphocytai mellett, elszortan T lymphocytakat, makrofagokat (Balic et
al., 2019; Olah et al., 2022) és granulocytakat is tartalmazhat (Kim et al., 2000)
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2.1.4. A bursa Fabricii embrionalis fejlodése

A bursa Fabricii fejlédésére szamos irodalmi adatot talalunk (Olah et al., 1992;
Nagy et al., 2001; Nagy et al., 2004a, 2004b; Nagy & Olah, 2010). A legtobb tanulmanyt
csirke embrion végezték, de néhany irodalmi adatot mar ismertink egyéb fajokra, példaul
gyongytyuk és fiirj embridkra vonatkozoan is (Nagy et al., 2001; Nagy et al., 2004a). A
gyongytyukok tojasbol valo kikelése a csirkékhez képest 5-6 nappal kés6bb (26-27 napra)
torténik. Ez a par nap eltolodas megjelenik a bursa Fabricii hisztologiai fejlédésében is,
habar a folyamat 1épései teljesen azonosak a csirkében leirtakkal (1. tablazat). Mivel a
gyongytyukok bursajanak fejlodésér6l kevesebb irodalmi adatot ismeriink, ezért a
tovabbiakban a bursa fejlodésére megadott idépontok csirkére vonatkoznak (Glick,

1988).

1. tablazat: Jellegzetes fejlodési stadiumok a bursa Fabricii ontogenezise soran, gyongytyuk és
csirke embridban.

Fébb stadiumok gyongytyak csirke
Bursa epithelialis telepének a megjelenése 7E! 5E*
Dendritikus prekurzor sejtek megjelenése a 1 4

, 12 E 9E
mesenchymaban
Reddk képzédésének idépontja 14 E* 10 E*
Follikulus bimbok indukcioja 16 E* 11-12 E*

chB6 pozitiv B sejtek megjelenése a follikulus bimbokban ~ 16-17 E2 12-13 E®

Follikulus asszocialt epithel sejtek megjelenése 22E* 15E3

Nagy et al., 2001

2Sajat megfigyelés alapjan
$Madej et al., 2013

40l4h et al., 1986

5Glick, 1994

E: embrionalis nap

A bursa Fabricii embriondlis fejléddése kiilonbozd stddiumokra tagolhato. Elsd
lépésként a szerv epithelio-mesenchymalis telepe jelenik meg. Csirkében az
embrionalis fejlodés 5. napjan a klodkalemez vezikulumszerli megnagyobbodasa
figyelhet6 meg a proctodeum és az urodeum hataran, amely hamcsap formajaban kezd

belenéni a farokbimb6d mesenchymajaba (Nagy & Olah, 2010). A bursa lumenének
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kialakuldsa az embriondlis fejlodés 5-7. napjan torténik, a hdmcsap belsejében zajlo
intenziv apoptozis révén. Az elpusztult sejtek helyén vakuolumok keletkeznek, majd ezek
Osszenyilasaval hamsejtekkel bélelt tireg képzddik (Olah et al., 1986). A bursa epithelialis
kezdeményének ectodermalis eredetét embriomanipulacios kisérletek alapjan sikertilt
bizonyitani (Nagy & Olah, 2010). A mesenchyma sejtek intenziv proliferacioja miatt, a
10. naptol kezdve mér megjelennek a bursa lumenébe domborodd, hdmmal fedett red6k.

A bursa fejlédésének kovetkezd {6 eseménye a follikulus kezdemények
indukcioja (3. abra A), amely egybeesik a bursa telepének hematopoietikus eredetii
CD45+ sejtek altali kolonizaciojaval (Le Douarin et al., 1975; Olah et al., 1986; Nagy et
al., 2004b; Fellah et al., 2014; Dora et al., 2017). A bursa Fabricii prekurzor sejtek altali
kolonizacidja harom hullamban, a 8-15. embrionalis napok (E) k6zott torténik (Nagy et
al., 2004b). Az els6 hullamban Grl1+/Grl2+ granulocyta vonalhoz tartoz6 sejtek jelennek
meg a bursa mesenchymajaban (Quesada & Agulleiro, 1984; Thomas et al., 1993; Nagy
et al., 2020). Ez a sejtpopulacié atmenetileg van jelen a fejlodo szervtelep reddinek
tengelyében, 17. embriondlis napra szamuk jelentdsen csokken és még a kikelés el6tt
teljesen eltinik. A masodik hullamban myeloid prekurzor sejtek bevandorlasa torténik a
9. embrionalis naptol. E9-E15 kozotti napokban a fejlodé bursa ham alatti
mesenchyméjaban, két jellegzetes sejttipust kiilonithetiink el: a vildgos mesenchyma
sejteket és az orso alaku, vérkeringésbdl szarmazo, Un. sotét sejteket. A sotét sejtek
(amelyek a BSDC prekurzorai) elnevezésiiket toluidinkékkel festett félvékony metszeten
adott, erds basophil festddésiikrdl kaptak. A sotét sejtek csirkében a CD45 (kozos
leukocyta antigén) és 74.3 (csirke dendritikus sejt marker) antigéneket fejezik ki (Nagy
etal., 2004b; Nagy & Olah, 2010), mig gyongytytkban ¢és fiirjben, QH1 (hematopoietikus
sejt és endothel marker) és N1C2 (dendritikus sejt marker) antigéneket expresszalnak
(Nagy et al., 2001). A 10. embrionalis napon, kozvetleniil a bursa lumenét bélelé6 ham
alatti mesenchymaban a CD45+/74.3+ sotét sejtek kis csoportokat alkotnak, majd a 11-
12. napon atlépik a hamréteg alaphartyajat és a hamsejtek k6z¢é vandorolnak (Lupetti et
al., 1986; Olah et al., 1986). Belépésiik helyén a hamsejtek intenziv osztédasba kezdenek,
a mesenchyma irdnyaba bimbo6znak, mikdzben az alaphartyat maguk el6tt tolva, kezdetét
veszi a leend6 follikulusok kialakulasa (3. abra A, B). A fejlodé hambimbok a felnott
bursai follikulusok vel6alloméany kezdeményeinek tekinthetdk, és csak azokon a helyeken

képzddnek, ahol a CD45+/74.3+ sejtek a hamba vandoroltak (Nagy et al., 2001). A
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késébbiekben a follikulus indukciot elinditd sotét sejtekbdl differencidlodnak a
veldallomany CD45+/74.3+/CSF1R+/MHCII+ szekrécios dendritikus sejtjei (Nagy etal.,
20044, b; Nagy & Olah, 2010). igy alakul ki a fejlédé follikulus bimbé alapjat képezd
dendro-epithelialis szovet. A vilagos sejtek a mesenchymaban maradnak és a
késobbiekben feltehetden a kéregallomany retikularis sejtjeit hozzak létre (Nagy et al.,
200443).

Végiil (harmadik sejtpopulacioként) lymphoid prekurzorok kolonizaljak a fejlodo
bursa telepét (Nagy et al., 2004b). A bursat kolonizald B sejt prekurzorok elészor a redok
mesenchymajaba 1épnek, majd a felszini ham irdnyaba vandorolnak. Ezt kovetden az
embrionalis €let 12-15. napja kézott, indul meg a bursa Fabricii fejloédésének harmadik
stadiuma: a follikulus bimbék B sejtes kolonizacioja (3. abra B), amely soran egy-egy
fejlodo follikulus bimboba minddssze 2-3 B lymphocyta prekurzor sejt 1ép be (Pink et al.,
1985; Ratcliffe, 2006). A tomor dendro-epithelialis szovet sejtjei kozott megtelepedve és
azokkal szoros kontaktusba keriilve, a B sejtek intenziv osztodasba kezdenek, amelynek
kovetkezményeként a hamsejtek fokozatosan nyulvanyossd, csillag alakuva valnak,
retikulum sejtekké differencialodnak. A B lymphocyta prekurzorokban az
immunglobulin gének atrendez6dése még a bursa Fabricii-be torténd belépésiiket
megel6zéen megindul és azok a lymphocytak, amelyek nem képesek felszini
immunglobulin expresszidjara, apoptotizalnak. A madarak diverz immunglobulin
repertoarja génkonverzios folyamatok hatasara alakul ki, amely Kkifejezetten a
follikulusok alloméanyan beliil zajlik. Habar a folyamat nem teljesen tisztazott, a
génkonverzidhoz sziikséges stromalis mikrokornyezet kialakitdsadban €s a folyamatot
szabalyoz6 mechanizmusokban fontos szerepet tulajdonitanak a BSDC sejteknek (Nagy
et al., 2004a, 2004b; Ratcliffe, 2006; Olah & Nagy, 2013).

A bursa fejlédése soran a negyedik jellegzetes morfologiai valtozas a follikulus
asszocialt epithelium (FAE) megjelenése (3. abra C), amely az embrionalis fejlodés
utolso hetén torténik, a ndvekvo follikulus kezdemény lympho-epithelialis egysége folott
(Dolfi et al., 1988; Nagy et al., 2001; Madej et al., 2013). Ez a specialis ham nem
rendelkezik basalis membrannal, mert a follikulusbimbok novekedése soran az eredetileg
felszini epithelialis sejtek a mesenchyma fele tolodnak az alattuk elhelyezkedd
alaphartyaval egyiitt, ami végiil a kifejlett follikulus kéreg-vel6 hatarvonalat fogja

képezni. A FAE kapcsolatot teremt a follikulus veléallomanya €s a bursa lumene kozott,
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kiemelt szerepet betoltve a kiillonboz6 antigének follikulus belsejébe torténd
transcytozisaban.

A bursa Fabricii fejlédése nem all meg a kikelést kovetden, mivel a follikulusok
kéregallomanyanak kialakulasa (3. abra C, D) még zajlik (Nagy & Olah, 2010.) A
bursai follikulusok kéregallomanyanak embrionalis fejlodésérdl, differencialodasarol
csak kevés informacioval rendelkeziink. Feltételezik, hogy kialakulasa a kikelés
kornyékén veszi kezdetét azaltal, hogy B lymphocytak a vel6allomanybdl, a kéreg-veld
hatar hamsejtjeinek alaphartyajan athatolva, kilépnek a mesenchyma sejtek koz¢é (Sayegh
et al., 2000). Teljesen kifejlett allapotat kikelés utan két héttel éri el (Igyarto et al., 2008).
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3. abra: Sémas dbra; a bursa Fabricii follikulogenezisének fo lépései. A) A felszini epithelium
basalis membranjat (BM) atlépé véreredetli sotét sejtek (dendritikus prekurzor sejtek) indukaljak
a follikulusok kialakulasat. K6zben a bursa telep mesenchymajaba belépnek az els6 prebursalis
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B lymphocytak. B) A kialakuldé dendro-epithelialis szovetet néhany B lymphocyta progenitor
kolonizélja, melyek intenziv osztodasba kezdenek, mikdzben kialakul a leendd veléallomany
hamretikulum halézata. C) Kikelést megel6zéen megjelenik a leendd veldallomanyt a lumennel
0sszekotd FAE sejtjei. Parhuzamosan a B lymphocytak atlépik a leend6 kéreg-veld hatar hamse;jt
réteg basalis membranjat (BM), megkezdve a follikulusok kéregallomanyanak kialakitasat. D) A
kifejlett follikulusok B lymphocytai a kéregallomanyi kapillaris (c) halozaton keresztiil [épnek ki

crer

nap; D: kikelést kdvetdé nap; IFE: interfollikularis epithelium, FAE: follikulus asszocialt
epithelium. Sajat készitésii abra.

2.2. A madarak B lymphocytainak fejlodése
2.2.1. A Blymphocyta progenitorok determinacidja, érési lépései

A madar embrié lympho-myeloid szerveit (bursa Fabricii, thymus, 1ép, csontveld)
kiilonb6z6 idépontokban vérképzo, mas néven hematopoietikus dssejtek (hematopoietic
stem cell, HSC) kolonizaljak (4. abra). Ezen multipotens sejtek képesek mind a négy
vérsejtvonal (erythroid, thromboid, myeloid és lymphoid) populédcidinak létrehozasara. A
madarak fejlédése soran az els6 HSC-k extraembrionalisan a szikhdlyag vérszigeteiben
mutathatoak ki, amelyek atmenetileg, mint primitiv vérképzd Ossejtek vesznek részt a
korai vérsejtalakok 1étrehozasaban (Lacaud et al., 2017; Nagai et al., 2018). A 2000-es
évek kezdetén féleg in situ hibridizacios, illetve sejtfelszini expressziés mintazat
vizsgalatain alapul6 technikakkal a szikholyagi HSC-K erythroid és thromboid sejtvonal
iranyu elkotelezodését sikeriilt alatamasztani (McNagny et al., 1997; Mink et al., 2003;
Nakazawa et al., 2006). A késObbi években transzgénikus allatmodellek és kiméra
kisérletek alkalmazasaval a myeloid sejtvonalhoz tartozoé makrofagok (Garceau et al.,
2015), BSDC progenitor sejtek (Doéra et al., 2017) illetve cirkulalo endothel sejtek
(Pardanaud & Eichmann, 2011; Seco et al., 2020) szikholyag eredetli, extraembrionalis
kialakulasat is igazoltak. Ezeket a sejteket erythro-myeloid progenitoroknak (EMP)
nevezték el (Wu & Hirschi, 2021).

Az 1970-es években Dieterlen-Liévre és munkatarsai csirke-fiirj kiméra
segitségével mutattak ki el6szor kisérletesen, hogy a késobbi felndtt vérképzésben
szerepet jatszo ugynevezett definitiv HSC-k intra-embrionalisan keletkeznek (Dieterlen-
Lievre, 1975). Ezt az eredményt egér kisérleti modellben is sikeriilt alatimasztani

(Delassus & Cumano, 1996).
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Madarakban az intra-embrionalis vérképzd Gssejtek harom jol definialhato helyen
mutathatoak ki; a dorsalis aorta ventralis fala mentén megfigyelheté intra-aortikus
hematopoietikus klaszterben (E3-E4), az alatta elhelyezked6 para-aortikus régioban (E6-
E8) (Jaffredo et al., 2000), valamint a laboratoriumunkban felfedezett arteria coelica
koriili mesenchymaban, az ugynevezett periarterialis hematopoietikus hiively tertiletén
(E8-E10) (Dora et al., 2017). A vérképzést célzo jelenlegi kutatasok a definitiv HSC-k
legfébb prekurzor sejtjének, a hemogenikus endotheliumot (hemogenic endothelial cell,
HEC) tartjak (Dieterlen-Lievre et al., 2006; Seco et al., 2020; Zhao et al., 2022). Ez a
sejtpopulacio tobb gerinces fajban, jellegzetesen a dorsalis aorta ventralis falaban
mutathat6 ki (Medvinsky & Dzierzak, 1996; Jaffredo et al., 1998; Ciau-Uitz et al., 2000;
Oberlin et al., 2002; Bertrand et al., 2010; Zhao et al., 2022). Ezek az intra-aortikus
hemogenikus endothel sejtek osztodasuk altal az aorta lumenébe domborodo, novekvd
Runx1 transzkripcios faktor, CD45 és CD41 (integrin alfa 2b lanca) expressziot mutatod
HSC sejtaggregatumot hoznak Iétre, amelyet a szakirodalom intra-aortikus
hematopoietikus klaszterként (IAHC) definial (Dieterlen-Li¢vre et al., 2006; Jaffredo et
al., 2010; Richard et al., 2013; Batsivari et al., 2017). Madarakban az intra-aortikus
hematopoietikus klaszter az embrionalis fejlédés 3-4 napja kozott az aorta lumenébe
domborodd két ventrolateralis vagy egyetlen ventromedidlis hosszanti reddként
figyelheté meg (4. abra) (Jaffredo et al., 1998). A CD45+ HSC sejtek levalva az intra-
aortikus hematopoietikus klaszter sejtjeir6l vagy a keringés altal folytatjak ttjukat vagy
elhagyva az aortat belépnek a dorsalis mesenteriumba, ahol l1étrehozzak a para-aortikus
hematopoietikus régiot (Jaffredo et al., 2000; Jaffredo & Yvernogeau, 2014; Déra et al.,
2017; Yvernogeau et al., 2022). A lymphoid szerveket kolonizalni képes CD45+/CD44+
progenitor sejtek az 5-6. embrionalis napon a para-aortikus régioban detektalhatoak
(Lassilaetal., 1979; Lampisuo et al., 1998; Dunon et al., 1999; Dora et al., 2017). A para-
aortikus régi6 sejtjein még nem mutathatdak ki a T illetve B lymphocytakra jellemz6
sejtfelszini (CD3, valamint IgM és chB6) molekulak (Doéra et al., 2017), viszont
génexpresszidos mintazat elemzések alatamasztjadk az itt lokalizalodd6 HSC sejtek
lymphoid sejtvonal irany elkotelezddését (Sdynidjédkangas et al., 2009). Dora és
munkatarsai megfigyelték, hogy a 8-9 napos csirke embrid arteria coelica koriili

mesenchymaban az artériat hiivelyszertien nagyszami CD45+ sejt veszi koriil
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(periarterialis hematopoietikus hiively), amelyek kozott E10-es stadiumban elszortan

chB6 immunpozitiv sejtet is megfigyeltek (Dora et al., 2017).

VERKEPZO SEJTEK EREDETE
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4. abra: A vérképzo rendszer fejlédése csirke embrioban. A kép az embriondlis kor fiiggvényében
abrazolja a vérképzO sejtek keletkezésének a helyét, valamint a kiillonbozé lympho-myeloid
célszervek kolonizacids iddintervallumat. Abra forrdsa: Minké Krisztina Doktori
Disszertaciojanak 2. abrdja (26. oldal) utan modositva, (Minko, 2005).

A B lymphocytak érésének kovetkezé szakaszai mar a bursa Fabricii fejlodo
szervtelepében zajlanak. Az embrionalis fejlédés folyaman a bursai follikulusok stromalis
elételepét kiviilrél bevandorld hematopoetikus eredetii sejtek népesitik be (Nagy et al.,
2004b; Nagy & Olah, 2010; Dora et al., 2017). Hematopoetikus eredetii progenitor sejtek
a bursa telepének vaszkularizacioja révén jutnak a follikulus bimbok kozelébe (Moore &
Owen, 1965). A CD45+ hematopoetikus Ossejtekbdl még a bursa kolonizéacidja elott
Ikaros (korai-B lymphocyta faktor) és Pax5 transzkripcidos faktorok hierarchikus

sorrendben torténd kifejezédése eredményeképpen indul meg a B lymphocyta
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Yvernogeau et al., 2022).

Sejttranszplantacios és embridmanipulacidos vizsgalatok alapjan a madarak
B Ilymphocytainak fejlddése harom szakaszra oszthatd: prebursalis, bursalis és
postbursalis szakaszra (Toivanen et al., 1972; Toivanen & Toivanen, 1973; Toivanen et
al., 1974). A prebursalis B lymphocytak olyan, a bursa Fabricii mikrokdrnyezetétol
fliggetlen modon differencidlodé progenitor sejtek, amelyekben megindul az
immunglobulin gének atrendezédése és a chB6 antigén (Bu-1, B lymphocyta marker)
expresszidja. Az immunglobulin gének atrendezédése a B sejtvonal irdnyl
differencialodas legels6 megnyilvanulasa csirkében (Ratcliffe, 2006). A folyamat soran a
progenitor sejtek DNS-¢ében az immunglobulin gének szomatikus rekombinacion esnek
at (5. abra). Az immunglobulin molekula nehézldncanak antigént felismerni képes
variabilis (V1) doménjét harom génszegmens kodolja: variabilis (variable; Vi), diverzitas
(diverity; Dn) és kapcsolodo (joining; JH) szegmens. A génatrendez6dés elsé fazisaban
(E5-6), a Iépben, a szikhdlyag ereiben és a para-aortikus régioban lokalizalodé progenitor
sejtekben megtorténik az immunglobulin nehézlancanak variabilis doménjét ado DJ
génszegmensek egymas mellé keriilése (Mansikka et al., 1990; Reynaud et al., 1992). Az
igy kialakult DJ génkomplexhez két nappal késObb egy V gén is kapcsolodik. A sikeres
nehézlancgének atrendez6dése meginditja az immunglobulin molekula koénnytilanc
variabilis doménjét képez6 VI gének atrendezOdését. Madarakban — az emlGsokhoz
hasonloan — ezeket a génatrendez6dési folyamatokat a Rag-1 és Rag-2 rekombinans
enzimek szabalyozzak (Carlson et al., 1991; Lee et al., 2022). Az eml6sokkel ellentétben,
a madarak csak egy funkcionalis V ¢és J génnel rendelkeznek, igy a szomatikus
rekombinacio csak egy nagyon limitalt immunglobulin repertoar 1étrejottét teszi lehetdve
(Reynaud et al., 1985, 1987). A sikeres génatrendezddés befejeztével a B lymphocyta
eléalakok IgM-t fejeznek ki, amely a B sejt receptorkomplex (BCR) részeként jelenik
meg a sejtfelszinen (Sayegh et al., 2000). A prebursalis szakaszban a B lymphocytak
extrabursalis érését az embriondlisan végzett bursectomia kisérletek is aldtdmasztjak;
csirke embrion végzett bursectomia utan a lymphocytak IgM képzésre képesek, mig
antigénspecifikus IgG-t nem termelnek (Cooper, 1969; Mansikka et al., 1990). A
prebursalis szakasz a fejlddé bursa mesencyméjanak chB6+/IgM+ B sejt progenitorok

altali kolonizécidjaval ér véget.
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A bursalis szakasz kezdetén a chB6+/IgM+ lymphoid progenitorok a follikulus-
bimbdkba vandorolnak, ahol intenziv osztédasba kezdenek (Houssaint et al., 1987). A
progenitorok osztodasaval parhuzamosan a génkonverzio is megtorténik, amely biztositja
a madarak immunglobulinjainak sokféleségét (5. abra). A génkonverzid alatt az
immunglobulin molekula varidbilis régidjat kodold egyetlen V génjébe (nehéz- és

konnytilanc esetében is), ugynevezett pszeudo V-gének (rekombinacids szignalt nem
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5. abra: Az ellenanyagok sokféléségének képzési folyamata csirkében. Az ellenanyagok
sokféleségét az immunglobulin molekula nehéz- és kdnnyli lancanak antigént felismer6 variabilis
doménje adja. A variabilis domén génatrendezddés €s az ezt kdvetd génkonverzids események
soran alakul ki. Génatrendez6dés soran a nehéz lanc Vu, Dy és Jy gének, mig konnyii lanc
esetében V| és J_ gének kozott megy végbe. Csirkében a nehéz lanc esetén egyetlen Vi és Jn gén
valamint koriilbeliil 15 Dy génszegmens talalhato, szintigy a konnyl lanc esetében egyetlen Vi
és Ju gén van. Igy a génatrendez6dés soran kialakulé VaDpdn és ViJL génkomplexek szama
limitalt. A csirke immunglobulin molekuainak sokféléségéért a génkonverzios folyamat felelds,
amely soran ugynevezett pszeudo-V gének épiilnek be (YV) nehéz- és konnylilanc variabilis
régiojat kodolo egyetlen V génjébe. A konnyi lanc esetében mintegy 25 kiilonb6z6 WYV gén, még
a nehéz lanc esetében koriilbeliil 60 kiillonb6z6 WV gént azonositottak. Az abra becsiilt érékeket
tartalmaz az egyes eseményeket kovetd ellenanyag sokféleségre. Abra forrdsa: Avian
Immunology 2" Edition 2014. 4 Chapter, Figure 4.1. (67. oldal) médositva (Ratcliffe & Hrtle,
2014).
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tartalmazd V gén) épiilnek be. A nehézlanc V génjének 5° végén 60-100, a konnyii
lancnak 25 darab pszeudo V-génje van (Reynaud et al., 1987, 1992). A pszeudogének
beépiilése akar 7-10-szer is megtdrténhet egy adott sejt életében megvaldsitva a V gének
(Thompson, 1992; Masteller & Thompson, 1994). Az atalakult immunglobulin génekkel
rendelkezd sejtek gyors osztddasa (klondlis expanzidja) mellett az apoptozis mértéke is
nd, igy kiszelektalodnak a genetikailag hibas, funkcioképtelen vagy a sajat antigéneket
felismer6 receptorokat hordozd B lymphocytak. Az elpusztult sejteket a follikulus
bimbodkban talalhaté makrofagok tavolithatjak el (Hu et al., 2019). Mivel a génkonverzio
csak a bursa follikulusaiban torténik meg, ezért a folyamat soran a progenitor sejtek
genetikai programjat a follikulusok stromalis sejtjeinek (BSDC-k, hamretikulum sejtek)
kozvetlen vagy citokin kozvetitett hatasa iranyithatja (Reynaud et al., 1992). A 2000-es
évek elején azonositottdk az emlds B sejt aktivalo faktor (BAFF) csirke homologjat
(chBAFF), amely magas expresszios szintet mutat a bursdban az embrionalis fejlodés 14.
napjatol kezdve (Schneider et al., 2004). A chBAFF receptora (chBAFFR) kifejezédik
valamennyi bursalis B lymphocytan, fontos szerepet jatszva a korai B sejtek talélésének,
illetve apoptozisanak egyensulyi fenntartasaban (Kothlow et al., 2007). A kikelés elott
néhany nappal a génkonverzion atesett B lymphocytak a veldallomanybdl, a kéreg-velo
hatar hamsejtjeinek alaphartyajan athatolva kialakitjak a kéregallomanyt (Sayegh et al.,
2000).

bursalis B lymphocytak kivandorolnak a periférias, kiemelten masodlagos
nyirokszervekbe, ahol megtelepedve antigénekkel talalkoznak ¢és plazmasejtekké
differencialodnak (Cooper et al., 1969; Paramithiotis & Ratcliffe, 1993). A sejtosztodas
soran DNS-be beépiild6 BrdU (5-brom-2-dezoxiuridin) jeloléssel igazoltak, hogy a
B lymphocytak kozvetleniil a follikulusok kéregallomanyabol 1épnek ki a perifériara
(Paramithiotis & Ratcliffe, 1994a). Ez a kisérlet azt is felvetette, hogy a fiatal allatok
bursdjaban nap mint nap keletkezd B lymphocytdknak csak mintegy 5%-a emigral a
periféridra, a tobbi valosziniileg apoptozissal elpusztul (Lassila, 1989; Paramithiotis &
Ratcliffe, 1994a; Paramithiotis & Ratcliffe, 1994b). A velé- és kéregallomanyi B
lymphocytak k6zott nemcsak a periférias szervekbe torténd kolonizacios képességében,

hanem immunfenotipusukban is eltérés mutatkozott. Schusser és munkatarsai szerint a
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bursabol a perifériara torténd kivandorlas egyik feltétele az intakt, sejtfelszini BCR
komplex expresszioja (Schusser et al., 2013; Schusser et al., 2016). Paramithiotis €s
Ratcliffe molekularis hasonlosagot talalt az LT2 antigén expresszidjaban, ahol a bursai
follikulusok kéregallomanyi B lymphocytai és a perifériara kivandorolt B lymphocytak
egyarant expresszaljak az LT2 antigént, mig a veldallomany B sejtjei LT2 negativak
(Paramithiotis & Ratcliffe, 1994a). Az LT2 antigén biokémiai tulajdonsagai nem
ismertek. Houssaint és munkatarsai az Ov antigént (mas néven: ChL12) hataroztak meg,
mint kérgi B lymphocytékra jellemz6 molekula (Houssaint et al., 1991). Az Ov antigén
kéregallomanyi B lymphocytakon vald expresszidja kizardlag aramlasi citometrias
vizsgalat altal igazolt, immuncitokémiai bizonyitasa nem tortént meg. A kiilonb6z6
fejlettségti, illetve eltérd bursalis lokalizacidju B lymphocytékra specifikus molekuldk

azonositasa, karakterizalasukra vonatkozo irodalmi adataink hianyosak.

erer

22.2. A B lymphocytdk migraciojat befolyasolé6 molekuladk ¢és a
CXCR4/CXCL12 szignalizacio szerepe a B lymphopoiesisben

A B lymphocytak fejlédése soran a bursa Fabricii kiilonb6z6 kompartmentjei
kozott intenziv sejtmigracio torténik (3. abra). Elsé Iépésként a prebursalis B
lymphocytak kolonizaljak a fejlédé bursa telep mesenchymajat (Nagy et al., 2004b; Nagy
et al., 2020). Masodik 1épésben néhany B lymphocyta prekurzorok belépnek a fejlodé
follikulus bimb6 dendro-epithelialis szovetbe, ahol nagyfoku osztoédasba kezdenek
(Houssaint et al., 1987). Kikelés kornyékén a bursalis B lymphocytak a follikulus bimbok
basalis membrant, ezaltal megformalva és 1étrehozva a follikulusok kéregallomanyat
(Sayegh et al., 2000). A bursai mikrokornyezet teljes elhagyasa a legutolsé 1épés, amely
soran a génatrendezOdésen atesett naiv bursalis B lymphocytak a follikulusok
kéregallomanyi kapillaris halozatan keresztiil a perifériara emigralnak (Paramithiotis &
Ratcliffe, 1994a).
résztvevé molekularis elemek, sejt-sejt, sejt-extracellularis matrix kapcsolatok kevésbé
feltartak. Néhany sejtadhézioban résztvevé molekula hatdasmechanizmusa viszont jol
ismert. A lymphocytak migracios folyamatanak fontos része az érfalon vald atlépés, ahol

az endothel sejtekhez valo kapcsolodasukban fontos szerepet toltenek be a szelektinek
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csaladjaba tartozo sejtadhézios molekulak (Spertini et al., 1991). A szialil LewisX (5-
acetilneuraminil-(2-3)-galaktozil-(1-4)-(fukopiranozil-(1-3))-N-acetilgluk6zamin =
CD15s) a szelektinek egy természetesen el6forduld ligandja (Varki, 1994), amely jelen
van a bursa Fabriciit kolonizalé myeloid és lymphoid prekurzorok sejtfelszinén is.
Masteller és munkatarsai megfigyelték, hogy a B lymphocytak felszini glikozilacios
allapota befolyassal van a bursa telepének kolonizacios folyamatara (Masteller et al.,
1995a, 1995b). Kisérletesen igazoltak, hogy a szialil LewisX epitop nélkiilozhetetlen a
prebursalis B lymphocytdk ,homingjahoz”, a bursa telep mesenchymajanak
kolonizacidjahoz (Masteller et al., 1995a). Az embrionalis fejlédés 15-17. napja kozott, a
bursalis B lymphocytak glikozilaciés fenotipus valtasa kovetkezik be: a szialil LewisX
expresszidja egyre csokken ¢és helyette megjelenik a LewisX (3-fokuzil-N-
acetillaktozamin, SSEA1: Stage Specific Embryonic Antigen, CD15) molekula. Ez az
expresszids mintazat valtozas kizardlag a bursai mikrokdrnyezetben figyelhetd meg és
szoros korrelaciot mutat a B lymphocytdkban lezajlo génkonverziés eseménnyel
(Masteller et al., 1995b). Mindazonaltal a LewisX megjelenése és a szialil LewisX
elvesztése egy olyan érési folyamat része, amely soran a B lymphocytdk elveszitik
képességiiket a bursaba torténd belépéshez (Masteller et al., 1995a). A kikelés koriili
1ddszakban egy masodik glikozilacios allapot valtozas kovetkezik be, a B lymphocytak
LewisX expresszioja mérséklodik az embrionalisan jelenlévohoz képest. Ez a masodik
(Masteller et al., 1995b).

A LewisX molekulan kiviil felmeriilt a HEMCAM sejtadhézios molekula szerepe
a prebursalis B lymphocytak homingjaban (Vainio et al., 1996). A HEMCAM egy a
csirkében azonositott immunglobulin szupercsaladba tartozdo molekula, amely a c-kit
pozitiv hematopoietikus progenitorok, T lymphocytak, B lymphocytdk és vascularis
endothel sejtek felszinén is jelen van (Vainio et al., 1996). A HEMCAM homolégja az
egér és human CD146/Mucl8 molekuldnak, valamint a patkdnyban leirt gicerinnek. Mint
sejtadhézios molekula homofil (gicerin-gicerin) illetve heterofil (gicerin-neurite
outgrowth factor = NOF) kapcsolat kialakitasara is képes (Hayashi & Miki, 1985; Taira
et al.,, 1994). A HEMCAM bekotédését kovetd szignaltranszdukcid hatdssal van a
sejtfelszini B1 integrin expresszidjara, ezaltal képes befolyasolni a lymphoid sejtek

migracios folyamatait (Alais et al., 2001). In vitro sejtmigracios kisérletekben igazoltak,
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hogy a HEMCAM homologjat expresszald T sejt progenitor, 04p1 integrinjén (VLA-1)
keresztiili kapcsolddasat segiti az endothelidlis vascularis adhéziés molekuldkhoz
(VCAM-1) (Johnson et al., 1999; Alais et al., 2001). Madarakban a HEMCAM molekula
kimutathaté a feln6tt bursai follikulusok kéregallomanyi kapillarishalézatanak endothel
sejtjein, valamint a kéreg-veld hatar menti epithel sejteken. Az embrionalis fejlédés soran
E11-E12 kozott a legmagasabb a HEMCAM expresszios mértéke a bursa Fabriciin beliil,
amely egybeesik a prebursalis B lymphocytak kolonizacios folyamataval (Vainio et al.,
1996).

A sejtadhézios mulekulak mellett, a kis molekulatomegii (8-14kDa) kemokinek is
jelentés szerepet jatszanak a lymphocyta migracid irdnyitdsaban. Az elmult két
évtizedben nagy figyelmet kapott a C-X-C kemokin receptor 4 (CXCR4) ¢és ligandja
CXCL12 (C-X-C motif chemokine ligand type 12) vagy mas néven SDF-1 (stromal
derived factor-1), amely emlésokben fontos szerepet tolt be a lymphoid sejtek iranyitott
sejtek altal szekretalt CXCL12 Kkemokin az emlésok szamos szervében ¢és
szovettipusaban, mint példaul a thymusban, szivben, tiidében, majban, csontvelében,
nyirokcsomoban kimutathato (Zou et al., 1998; Ratajczak et al., 2003). Receptora, a
CXCR4 (LESTR, Fusin, CD184) egy G-protein kapcsolt 7 transzmembran régios
receptor (6. abra), melynek expresszidjat eldszor periférias vér leukocytain irtak le
(Loetscher et al., 1994) majd funkcionalisan, mint a HIV (human immundeficiency virus)
koreceptoraként kapott nagy figyelmet (Feng et al., 1996). A CXCR4/CXCL12 jelatvitel
sejtmigracioban betoltott szerepét eldszor zebrahal primordialis Ossejtjein sikertlt
igazolni (Knaut et al., 2003). Viszont a CXCL12 erds kemoattraktans hatasat mar
korabban, in vitro médon CD34+ hematopoietikus 6ssejtek, lymphocyta és monocyta
sejtek esetén is leirtak (Bleul et al., 1996; Aiuti et al., 1997; Ma Q et al., 1998).

A CXCR4/CXCL12 jelatvitel madarak vérképzésben betoltott szerepérdl kevés
informacio all rendelkezésiinkre. Legtobb kutatasi eredmény az emlOsok — bursa
equivalens — csontveldi hematopoiezise kapcsan keriilt publikalasra. Egér modellen
igazoltak, hogy az embriogenezis soran a CXCL12 direkt mddon befolyéasolja a CD34+
(Karpova et al., 2015). Feln6tt egerek esetében viszont a hematopoietikus progenitorok

csontveldn beliili megtartasdban, perifériara keriilésiik megakadalyozasaban vesz részt
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(Lapidot & Kollet, 2002). Ezt alatamasztja a CXCR4 receptor antagonistajaval, az
AMD3100-al torténd kezelés hatasa, amely a feln6tt egerek csontvel6i hematopoietikus
progenitorainak gyors deplécidjat idézi el6 (Dar et al., 2011). Fontos megemliteni, hogy
az AMD3100 (plerixafor) egy nem-peptid (szimmetrikus biciklam) tipusu antagonistaja
a CXCR4-nek, amely kifejezetten a receptor 6 ligandk6td zsebét alkotdo aminosavakhoz
kapcsoldodva gatolja az intercellularis szignaltranszdukciot (Rosenkilde et al., 2004).
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6. abra: CXCR4/CXCL12 komplex jelatviteli folyamata. A CXCL12 kemokin ligand bekotédése
a CXCR4 receptorhoz egy kiterjedt intracellularis jelatviteli halozatot indit el, a hozza kapcsol6do
heterotrimer G-fehérje Ga alegységének aktivalasaval. Az aktivizalt Ga alegység disszocial a
trimer szerkezetr6l és a visszamaradt GB/Gy dimerhez hasonldan kolcsénhatasba 1ép kiilonbozé
effektor fehérjékkel. Az aktivalt Ga a foszfolipaz C-n (PLC) keresztiil hidrolizalja a
foszfatidilinozitol-bifoszfatot (PIP2), amely soran két masodlagos hirvivé molekat: inozitol-
1,4 5-trifoszfatot (IP3) és diacilglicerolt (DAG) general. Az IP3 tutvonalon mobilizalja a
kalciumot az endoplazmas reticulumboél (ER), mig a DAG kozvetitésével szamos protein kinazt
aktivalva, ideértve a protein kinaz C-t (PKC) szabalyozza a migracidt és a sejtproliferaciot.
Tovabbi receptor stimulacioé a mitogén altal aktivalt protein kinaz (MAPK) aktivalasahoz vezet,
amelyet eredetileg extracellularis szignal szabalyozott kinaznak (ERK) is neveztek. Ezek a
kinazok a kis GTPazok, mint a Ras és Rho fehérjék, aktivalasan keresztiil a kemotaxis és
sejtciklus szabalyozasaban vesznek részt. A CXCL12/CXCR4 jelatvitel f6 tengelye a
foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K), majd protein kinaz B (AKT) aktivizalodasa. A PI3K-AKT-on
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keresztiili aktivalt B sejt k konnyiilanc nuklearis faktor enchancer (Nfkb) aktivacid utjan
befolyasolja a lymphocyta migraciot és kemotaxist. Forkhead boksz O (FOXO) proteinen
keresztiil a sejt tulélését szabalyozza. A CXCR4/CXCL12 kapcsolat szamos adhézioban fontos
szerepet jatszo regulator molekula foszforilaciojat is eredményezheti: mint a prolinban gazdag
kinaz 2 (Pyk-2), Crk-asszocialt szubsztrat (CRK), fokalis adhéziés kinaz (FAK) és a paxilin,
amely utvonal szintén hozzajarul a sejtmigracio és sejtciklus befolyasolasahoz. A PI3K-AKT-
NFxb tengely, valamint MEK '2 és ERK utvonal részt vesznek azon transzkripcios faktorok és
intracellularis proteinek aktivalasaban, amelyek kifejezetten az Ossejt allapot fenntartasat
eredményezik. Abra forrdsa: Kaiser és munkatdrsai abrdja alapjan rajzolva (Kaiser et al., 2020,
Fig. 1).

A B lymphopoiesis kifejezett zavart szenved CXCR4 vagy CXCL12 homozigéta
nullmutans egerekben (Nagasawa et al., 1996; Ma Q et al., 1998). A CXCR4-/- donorbol
szdrmaz6o embrionalis B lymphocyta progenitorok nem képesek kolonizdlni a
besugarzassal kezelt recipiens allatok csontvel6jét. Késobb a csontveldi plazma sejtek
szama is nagyon alacsony szinten marad (Nagasawa et al., 1996; Ma Q et al., 1998).
Felné6tt egerek kondicionalt CXCR4 nullmutans B lymphoid progenitor sejtjei id6 elott
l1épnek ki a csontvelébdl a perifériara és telepednek meg szekunder nyirokszervekben
(Nie et al., 2004). Ez is alatamasztja Beck és munkatarsainak eredményeit, miszerint a
CXCR4 szignalizacidé kontrollalja a B lymphocytak csontvelébél perifériara torténd

A 2000-es évek elején csirkében is azonositottdk a CXCR4 receptor madar
homologjat (Liang et al., 2001) és a CXCL12 ligandjanak mRNS-ét (Read et al., 2005).
Embrionalis bursa Fabriciin végzett PCR alapu RNS szekvencia vizsgalatok kimutattak,
hogy a CXCL12 és CXCR4 egyszerre expresszalodnak a bursa fejlddése soran, viszont a
bursalis B lymphocytdk CXCR4 mRNS-nek expresszios mértéke jelentds mértékben
valtozik az embrionalis fejlédés soran (Ko et al., 2018).

A CXCR4 medialt szignalizacio és a sejtfelszini B sejt receptorbol (BCR) kiindulo
szignaltranszdukcid egymassal szoros, oda-vissza hatd kapcsolatot mutat. Csirke DT40
sejtvonalon (avian leukosis virus indukalta bursalis lymphoma sejtek) igazoltak, hogy a
B sejt receptorbol Kiinduld szignalizacié hatasara csokken a sejtfelszini CXCR4
hanyatlasa lesz (Guinamard et al., 1999). Egér csontveldi B lymphocyta progenitorok

esetében a CXCR4/CXCL12 medialt jelatvitel elengedhetetlen a pre-B lymphocytak

------
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immunglobulin molekula konnytl ldncénak sikeres rekombinacios folyamatat (Mandal et
al.,, 2019). A CXCR4 receptorbdl kiinduld szignalizacié immunglobulin gének
atrendezd6désre kifejtett hatasat csirkében is igazoltak, miszerint a Ragl/Rag2 enzim
indukcios hatasat segiti elé (Lee et al., 2022).

Mivel az eml6sok csontveldi sejtjeihez képest a bursa Fabricii B lymphocytainak
differencialodasa a tobbi lympho-myeloid sejtvonaltél elkiilonitetten torténik, ezért ennek
aszervnek a tanulmanyozasa a B lymphocyta prekurzorok és follikulusok stromalis sejtjei
altal alkotott molekularis mikrokdrnyezet kapcsolatanak részletesebb megismerését teszi
lehetévé. Tovabba a CXCR4/CXCL12 jelatvitel altal befolyasolt bursa specifikus
faktorok jellemzése, pontos szabalyozasi feltardsa jelentdsen elOsegitené a

B lymphocytak fejlodését és migraciojat iranyitod folyamatok mélyebb megismerését.
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3. CELKITUZESEK

A haziasitott madarak az immunolégiai és fejlodésbiologiai kutatasok gyakran
hasznalt kisérletes modell szervezetei. Az emldsokkel szemben a madarak
asszocialt primer nyirokszervben, a bursa Fabriciiben zajlik. A lymphocytak fejlodését
iranyité mikrokornyezet karakterizalasat €s a lymphoid sejtek ontogenezisének kovetését
laboratériumunkban hybridoma technikaval késziilt, nagyszdmu csirke €és gyongytyuk
specifikus monoklondlis ellenanyag alkalmazédsadval kozelitettik meg. Kisérletes
munkdm elsé felében a 7H3 elnevezésii egér monoklondlis ellenanyag
immunhisztokémiai és biokémiai karakterizalasat végeztem, amely elézetes vizsgalataink
alapjan a felndtt gyongytyuk bursa Fabricii-ben az eddig ismert B lymphocyta
markerekt6l eltéréen, csak a corticalis B lymphocytak egy csoportjat jelolte. Kisérletes
munkam masodik felében, egylittmiilkddésben a miincheni Ludwig-Maximilians
Universitit Allatorvosi Kardnak, Komparativ Immunoldgiai kutatocsoportjaval a
lymphoid sejtek migracidjaban szerepet jatsz6 CXCR4 receptor és kemokin ligandja, a
CXCL12 expresszidos mintazatanak valtozasat kovettem a madarak B lymphocytainak

fejlédése soran.

Kutatasom céljai a kovetkezoek voltak:

1. A 7H3+ sejtek eloszlasanak vizsgalata a feln6tt gyongytyuk nyirokszerveiben.

2. A TH3+ sejtek megjelenése az embrionalis fejlodés soran.

3. A 7H3 antigén molekula tomegének és sejten beliili lokalizaciojanak meghatarozasa.

4. A CXCR4 receptor expresszios mintazatanak vizsgalata felndtt gyongytyuk és csirke

bursa Fabricii-ében.

5. A CXCR4 receptor és a 7H3 antigén expresszids mintazatanak Osszehasonlitasa a

bursa Fabricii B lymphocytain.

6. 7H3 antigén sejtmigracioban betoltott szerepének vizsgalata in vitro és in vivo

modszerek alkalmazasaval.
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

A vizsgalatokhoz kiilonb6z6 koru gyongytyuk (Numida meleagris) és csirke
(Gallus gallus domesticus) embridk, illetve kikelt allatok szerveit hasznaltuk fel. A
gyongytyuk tenyész tojasokat a godolléi Nemzeti Biodiverzitas- ¢s GénmegOrzési
Koézpont, Haszonallat-GénmegoOrzési Intézetének Génmegbrzéstudomanyi - és
Kisallattenyésztési Osztalya biztositotta szamunkra, a kikelt allatokat kistermel6tol
(Katona Lajos, K+K farm Kft.) vasaroltuk. A White Leghorn fajtaja, SPF (Specific-
pathogen-free) csirke tojasokat kereskedelmi tenyésztokt6l (Prophyl Kft.) szereztiik be.
A tojasokat laboratoriumunk sajat keltetdgépében (Heka-Brutgerate, TS-7000C)
forgatoracson inkubaltuk 37°C-on, 60%-o0s paratartalom mellett. Az embriok koranak
meghatarozasdhoz a Hamburger ¢s Hamilton (HH) altal leirt stadium beosztast hasznaltuk
(Hamburger & Hamilton, 1992). A stadium meghatarozasa kiilonos jelentdséggel birt a
két faj fejlodésének 0sszehasonlitasa soran, mivel a gyongytyikra hosszabb kelési ido
jellemzd. A csirke kikelése a megtermékenyitéstél szamitott 21. napon, mig a
gyongytytukok esetében a 26-27. napon torténik. Az idésebb stddiumil embridk korat az
inkubacios napok (E) szama alapjan hataroztuk meg. A kikelt allatokat néhany napig
inkubatorban (37°C-on) tartottuk, majd a Semmelweis Egyetem, Anatomiai, Szovet- és
Fejlodéstani Intézetének allathazaba keriiltek. Kisérleteink végrehajtasa sordn betartottuk
a Magyarorszagon hatalyos, a 40/2013 (11.14.) szamu Korm. rendelet allatkisérletekrol
sz616 rendelkezéseit. A Pest Megyei Kormanyhivatal PEI/001/1775-2/2015 {igyiratszam
alatti hatarozata alapjan a Semmelweis Egyetem, Anatomiai, Szévet- és Fejlodéstani
Intézete, mint allatkisérleti felhasznalé ¢és tenyésztd Iétesitmény engedély szama:
20/2015. A Semmelweis Egyetem, Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag altal kiallitott sajat
allatkisérleti engedély szamom: SEMAB-B/036/2022.

4.2. Mintak szovettani feldolgozasa

Kisérleteink soran embrionalis és feln6tt allatok nyirokszerveit (thymus, bursa
Fabricii, 1ép, coecalis tonsilla) hasznéltuk fel, kontroll vizsgdlatainkhoz tovéabbi
szovetmintakat (ma4j, tiido, vese, agy) is feldolgoztunk. Az embrionalis szervek kivételét

¢s az utopreparacios munkalatokat sztereomikroszkop alatt, mikropreparaciora alkalmas
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eszkozokkel (mikroolld, csipesz, rovartlik, embridspatula) végeztiik. A kivett szervekbol
immuncitokémiai €¢s immunfluoreszcens vizsgalatokra zselatinos fagyasztott blokkokat

készitettiink. A félvékony metszetek miigyantaba dgyazott mintakbol késziiltek.
4.3. Zselatin-szacharézos fagyasztott blokk készitése

Az izolalt szerveket 1 6ran keresztiil fixaltuk pufferelt 4%-0s paraformaldehidben
(PFA), majd foszfattal pufferelt sooldatban (PBS; pH 7,2) haromszor 5 percig mostuk. A
szerveket a fixalast kovetden, egy éjszakan at PBS alapu, 15%-os szachar6z oldatban 4°C-
on tartottuk. A beagyazast megel6zden az explantatumot 37°C-on, 1 oran keresztiil 15%
szacharozt (Reanal puris, M:342,30) és 7,5% zselatint (Fluka, 04055) tartalmazé PBS-
ben inkubaltuk. Az igy impregnalt szerveket elére, a bedgyazdé muanyag formakba
kiontott zselatindgyra helyeztiik, majd néhany percig vartunk, hogy a szervek a zselatin
agyhoz tapadjanak. Ezutan meleg zselatinnal teljesen befedtiik ezeket és 4°C-on, 3 percig
szilardulni hagytuk. A kivant méretii zselatinos blokkokat korbevagassal alakitottuk ki és
Shandon Cryomatrix-szal (Anatomical Pathology Ind., 67690006) feliratozott
kartonpapirra rogzitettilk. Végiil folyékony nitrogénnel -60°C-ra lehiitétt izopentanban
(2-metilbutan; Sigma-Aldrich, M32631) lefagyasztottuk, felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.
4.4. Miigyantas blokk készitése

A félvékony metszetek készitéséhez felhasznalt szovetmintakat 4%-0s pufferolt
glutaraldehidos oldatban fixaltuk 24 6ran keresztiil 4°C-on. A tovabbi 1épéseket elszivo
fiilke alatt végeztik. A fixalt szerveket 3x5 percig mostuk Milloning pufferrel
szobahOmérsékleten, majd a mintakat 2 oran keresztiil utofixaltuk 1%-0S ozmium
tetroxiddal (OsOas). A beagyazas megkezdése el6tt felszallo alkoholsorral (50%, 70%,
80%, 90%, 96%-0s etanol 10-10 percig, végil 99,8%-0s etanollal 3x20 percig)
dehidraltuk a szovettani mintdkat. A viztelenités utolsd Iépéseként propilén-oxidba
(Merck, 12492) helyeztiik a mintadkat 2x5 percig. Mivel a propilén-oxid oldja a
milanyagot, igy ezt a lépést iliveg eszkozokkel végeztik. A kovetkezd 1épésben a
szerveket propilén-oxid és EPON gyanta 1:1 aranyu keverékében, 45 percig,
szobahdmérsékleten inkubaltuk, és végiil 45 percig tiszta EPON gyantaban impregnaltuk.
Az inkubacios id6 elteltével a mintakat EPON gyantaval felt61tott gumicsonakokba (SPI,
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2442) helyeztiik, minél kozelebb helyezve azokat a leendd metszési felszinhez, majd a
kiontott blokkokat 56°C-os termosztatban, 1 napon at polimerizaltattuk. Metszés soran 1
um vastag szovettani félvékony metszeteket készitettiink, amelyeket 1%-os toluidinkék
(Merck, 115930) oldattal festettiink meg.

4.5. Beagyazashoz hasznalt oldatok

Koncentralt (10x) PBS puffer: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,2 g Na2HPO4 x 2H,0; 2 g KH2POyg;
1000ml desztillalt viz. A tovabbi pufferek elkészitéséhez a koncentralt (10x) PBS oldatot

10-szeres higitasban alkalmaztuk (1xPBS).

A szacharodz tartalmt PBS puffer: 15 g D-szachar6zt oldottunk fel 100 ml 1xPBS-ben,

majd az oldatot 4°C-on, hiitében taroltuk.

A szachar6z és zselatin tartalmt 1x PBS puffer: D-szacharozt (15 m/V%) és zselatint (7,5

m/V%) tartalmazé 1xPBS puffer, amelyet felhasznalasig -20°C-on fagyasztva taroltuk.

Pufferelt 4%-0s paraformaldehid (pH=7,4): 60°C-0s, 700 ml desztillalt vizhez 40 g

paraformaldehidet adtunk, és magneses keverdre helyeztiik. A keletkezett csapadékot

cseppenként hozzaadott, 20%-0s (0,5 M) NaOH-dal oldottuk fel. Az oldatot megsziirtiik,
majd 250 ml 1xPBS-t adtunk hozza. Még mindig magneses keverdn beallitottuk a pH-t,
majd az oldatot atontve 1000 ml-es mérShengerbe, a térfogatat desztillalt vizzel

egészitettiik ki 1000 ml-re. Végiil 15 ml-es csévekbe kiontve -20°C-on taroltuk.

Milloning puffer: 830 ml 2,26% NaxHPO4 2H,O (Merck, 106462) és 170 ml 2,52%
NaOH (Merck, 1.06346.1000) keveréke.

4%-os glutaraldehid: 52,5 ml Milloning puffer és 10 ml 25% glutaraldehid (SPI-Chem,
02607-BA)

1%-0s ozmium tetroxid: 1g OsOs-ot (Merck, B000970) 50 ml desztillalt vizben feloldva

2%-o0s oldatot készitettiink, amelyet kiporcidzva -20°C-on tarolunk. Kozvetlen

felhasznalasa el6tt Milloning pufferrel kétszeresére higitottuk.

EPON gyanta keverék: 30 ml Araldite Resin Grade 6005 (EMS, 10920), 30 ml Poly-bed
812 (EMS, 14900), 30 ml DDSA (Dodenyl Succinic Anhydride) (EMS, 13710), 20 ml
NMA (Nadic methyl Anhydride) (EMS, 19000) Osszemérése és iivegbottal vald
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Osszekeverése utan 2,2 ml DMP 30 (2,4,6-Tris Dimethyl aminomethylphenol) (EMS,
13600) térhalositot adtunk hozza.

4.6. Metszet készitése

A zselatinos blokkok metszésére Shandon gyartmanyt kriotomot hasznaltunk, a
metszést -28°C-os munkahémérsékleten végeztiik. A metszés elbtt a blokkokat a
kriosztatba helyeztiik, hogy felvegyék annak hdmérsékletét. A mintdkbol 8-12 um vastag
metszeteket készitettiink, amelyeket poly-L-lysine-nel (Sigma, P8920) bevont
targylemezre vettiink fel. Felhasznalasukig -20°C-on, tékaba rendezve taroltuk.

A migyantds metszetek készitése Reichert Ultracut ultramikrotom hasznalataval
tortént. Az 1 um vastag metszeteket targylemezekre kicseppentett desztillalt vizre
helyeztiik, majd a teljes szaradas utan, 63-67°C-on, 1 percig még allni hagytuk.

Felhasznalasukig tékaba rendezve taroltuk.
4.7. Vérkenet készitése

A periférias keringésben jelen 1évé 7H3 pozitivitast mutato sejtek vizsgalatahoz
vérkenetet készitettiink. A minta 6 hetes gyongytyukbdl szarmazott, kozvetleniil
dekapitaciot kovetden. A szarny vénabol inzulinos fecskendd segitségével vettiink vért,
amelybe elézetesen heparint szivtunk fel (Iml vérhez 0,1 ml heparin). A levett vérbol 1
cseppet helyeztiink a targylemezre, majd egy masik targylemez segitségével vérkenetet
készitettiink. Ezt kovetden szobahdmérsékleten allni hagytuk, majd szaradds utan 10

percig metanolban (Sigma-Aldrich, 32213) fixaltuk. Felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
4.8. TH3 monoklonalis ellenanyag készitése

A 7H3 elnevezésii monoklonalis ellenanyag a 2000-es években, hybridoma
technikaval késziilt, amely soran 8 hetes gyongytytk bursa Fabricii sejtszuszpenzidjaval
immunizaltak Balb/c egereket (Nagy et al., 2001). Kisérletes munkam soran
immunhisztokémiai, immunfluoreszcens, valamint in vitro és in vivo vizsgalatainkhoz a
7H3-as hybridoma sejttenyészet feliiluszojat hasznaltam, mint 7H3 monoklonalis
ellenanyagot. Az ellenanyag izotipizalasanak meghatarozasat ELISA kit alkalmazasaval

végeztiik, mely alapjan a 7H3 monoklonalis ellenanyag izotipusa: IgGab.
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A hybridoma sejtklonok tenyésztését, fenntartasat steril korilmények kozott;
laminéris fiilke alatt (Napco NapFlow 1200 Class II A/B3 Biosafety Cabinet), steril,
egyszer hasznalatos eszk6zok felhasznalasaval (sejttenyészto flaskak, centrifuga csovek,

szerologiai pipetta hegyek) végeztem.
4.8.1. 7H3-as hybridoma sejttenyésztése és feliiliszojanak gyiijtése

A 7H3-as hybridoma klént tartalmazo csévet folyékony nitrogénbdl (-196°C)
kiemelve azonnal 37°C -os vizfiirdébe helyeztiik, 5-10 percre, mig teljesen ki nem olvadt
a benne 1évo sejtszuszpenzio. A csoveket steril fiilke ala helyeztiik, kiviilr6l 70%-0s
alkohollal lemostuk, majd tartalmukat steril 15 ml-es centrifuga csévekbe mértiik at. A
sejtekhez fokozatosan (2-3 perc alatt) elémelegitett (37°C -0s) komplett hybridoma
médiumot (kb 10 ml) pipettdztunk, mikézben enyhén meg-megraztuk a
centrifugacsoveket. Annak érdekében, hogy a fagyaszto médiumot (10%-0s dimetil
szulfoxid tartalmu krioprotektiv oldat, DMSQO) eltavolitsuk, centrifugalast (10 perc,
500 g) végeztiink, majd a feliiliszot leontottiikk. A centrifugacsé aljaban Gsszegytilt
sejteket 37°C -os komplett hybridoma médiummal felszuszpendaltuk (10 ml), majd
tenyésztd flaskaba porcioztuk (10 ml sejtszuszpenzid/tenyésztd flaska). A sejttenyésztést
széndioxid termosztatban (5% CO2, 37°C és kozel 100%-os paratartalom) végeztiik.

A nagyobb mennyiségii feliiliszo kinyerése érdekében, a 7H3-as hybridoma
sejttenyésztése 10 napig zajlott, amely soran kezdetben naponta, majd 2-3 naponta
passzéltuk a sejteket. Az elsé passzalds 24 ora inkubacidt kovetden tortént. Laminaris
fiilke alatt a tenyészté flaska teljes tartalmat harom felé osztottuk; 3-3 ml hybridoma
sejtszuszpenzidt mértiink at 1) tenyésztd flaskakba, majd a folyadékszintet komplett
hybridoma médium hozzaadasaval 10 ml-re egészitettiik ki. A szétosztott sejteket
termosztatban tovabbi két napig inkubaltuk. A passzéaldsok kozott a sejtek allapotat
minden nap inverz mikroszkop (Zeiss Axiovert 135 inverted Phasecontrast Microscope)
alatt ellendriztiik.

A T7H3-as hybridoma sejttenyészet feliiliszdjanak elsé begyiijtése a masodik
passzalast kdvetden (a sejttenyésztés 6. napjan) tortént. Valamennyi flaska tartalmat steril
50 ml-es centrifuga csovekbe gylijtottiik, majd 7 percig, 500 g-n, 21°C -on centrifugaltuk.
A centrifugalast kovetden az ellenanyagot tartalmazo feliiliszot 50 ml-es csovekbe

ontottiik. Az immunfestésekhez szant feliiliszohoz a hosszabb eltarthatosag érdekében,
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10%-os natrium-azidot (1:100 aranyban) adtunk és 4°C -on taroltuk. Funkcio blokkolo
kisérletekhez a natrium-azid mentes feliiliszokat felhasznalasig -20°C-on fagyasztva
taroltuk. A sejttenyészet tovabbi két passzalason esett at, mikozben a feliiluszot

ismételten begytijtottiik.
4.8.2. 'TH3 ellenanyagot tartalmazé feliilliszo tisztitisa

A 7H3 ellenanyag tisztitasa frissen felvett 7H3 hybridoma sejtkultara
feliiliszgjabol tortént affinitaskromatografia elvén miikodo, izotipus specifikus Protein G
Agarose oszlop (Nab™ Protein G Spin Columns, Thermo Scientific, 89953)
felhasznalasaval, a gyartd altal ajanlott protokoll szerint. A megtisztitott 7H3
sorozatszdm:9826-010, Tokyo, Japan) 280 nm hulldmhosszon mértiik meg. A standard
sor beméréséhez 20, 40, 80, 100 png/ml borjusavé oldatot (Bovine Serum Albumin; BSA
ellenanyagot kifejezetten funkcid blokkold vizsgalataink (in vitro migracios teszt €s in

vivo chorioallantois membran kisérlet) esetében alkalmaztuk.
4.8.3. TH3 monoklonalis ellenanyag gytijtéséhez hasznalt oldatok

Komplett hybridoma médium: Elkészitése soran az egyes komponenseket steril flilke alatt

mértiik 6ssze; 500 ml végtérfogatot 1étrehozva. Az elkésziilt oldatot 4°C -on taroltuk.
Osszetétele: 430 ml RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™ Supplement (TermoFischer,
61870036), 50 ml foetalis borjusavé (Fetal Calf Serum, FCS; Sigma, F9665), 5 ml
Penicillin/Streptomycin (Sigma, P0781), 5 ml MEM Non Essential Amino Acid Solution
(Sigma, M7145), 5 ml MEM Vitamin Solution (Sigma, M6895), 5 ml Hepes Solution
(Sigma, HO887), 500 ul 2-Mercaptoethanol (Sigma, M6250).

Fagyaszté médium: DMSO (Sigma, D2650) és 10%-os foetalis borjusavé (Fetal Calf
Serum, FCS; Sigma, F9665) 1:9 aranyt oldata.

10%-os natrium-azid: 10 ul natrium-azid (Sigma 08591) 1 ml desztillalt vizben higitva.
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4.9. Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

Az immunhisztokémiai ¢és immunfluoreszcens vizsgalatokat fagyasztott

metszeteken végeztiik.
4.9.1. Immunhisztokémia

A metszeteket 1xPBS-ben, 10 percig, szobahdmérsékleten rehidrataltuk (a
zselatinos metszeteket el@szor a zselatin kioldasa érdekében, néhany percre eldre
felmelegitett 1xPBS-be helyeztiik, majd szobahomérsékletii 1xPBS-be raktuk). Ezt
kovetden ramértiik a metszetekre a primer ellenanyagot (2. tablazat) (50-80 pl/metszet),
amely vagy egy monoklonalis ellenanyagot tartalmazo, higitatlan sejttenyészet
feliiluszoja vagy eldzetesen betitralt higitast ellenanyagoldat volt. A sziikséges
higitasokat 1%-0s BSA-t tartalmazo, 1XPBS oldatban (PBS-BSA) végeztiik. A primer
ellenanyaggal lefedett metszeteket 45 percig, szobahdmérsékleten, nedves kamraban
inkubaltuk, amelyet mosas kovetett 1xPBS-ben (3x5 perc). Kovetkezd 1épésként PBS-
BSA-ban higitott, biotinilalt szekunder ellenanyagot (3. tablazat) vittiink fel a
metszetekre, amellyel tovabbi 45 percig inkubaltunk (szobahdmérsékleten és nedves
kamraban). Ezutan 0jabb mosas tortént 1xPBS-ben (3x5 perc). A szdveti endogén
peroxiddzok aktivitasdnak blokkoldsa érdekében a metszeteket 1xPBS-ben higitott, 3%-
0s H20,-ba (Sigma-Aldrich, H1009) helyeztiikk 10 percre. A haromszori 1XxPBS mosas
utan avidin-biotin-peroxidaz komplexet (ABC; Vectaststain Elite ABC-HRP Kkit; Vector
Laboratories, PK-6100) pipettaztunk a metszetekre, és fél 6ran at inkubaltuk igy 6ket. Az
ABC-t a cég altal megadott aranyban 1xPBS-ben higitottuk. Eldszor az avidin oldatot
mértiik bele a PBS-be, majd ehhez megfeleld mennyiségben adtunk a biotinilalt
peroxidazt tartalamzo oldatbol, alaposan felkevertiik, és fél 6ra allas utan hasznaltuk fel.
Mosas (1xPBS, 3x5 perc) utan a kotddott peroxiddz enzim aktivitdsat kloronaftollal
detektaltuk (Sigma, C8890). Eldzetesen a kloronaftolt elére elkészitett torzsoldatabol
higitottuk ki PBS-ben (100 ul kloronaftol térzsoldat 100 ml 1xPBS-ben oldva), amelyet
sOtétben magneses keverdn legalabb fél orat kevertettiink. Felhasznalas elott
szlirdpapiron atsziirtiik, és 3%-0s H202-ot (500 ul) adtunk hozza. A metszeteket ebben az
oldatban 30 percig sotétben inkubaltuk. Az utols6 mosast (1XPBS, 3x5 perc) kovetéen a
metszeteket vizoldékony fed6anyaggal (Poly-Aqua Polyscience Inc., Warrington PA,
USA; 18606) fedtiik le és 4°C-on hiit6ben taroltuk.
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49.2. Immunfluoreszcencia
Egyszeres immunfluoreszcencia

A metszetek elOkészitését, primer ellenanyaggal valdé inkubalasat az
immunhisztokémiai fejezetben leirtakkal azonos moddon végeztiik. Ezutan kihigitott
szekunder ellenanyagot (50-80 pul/metszet) mértiink a metszetekre. Ez lehetett
kozvetleniil fluorokrommal konjugalt (4. tablazat) vagy csak biotinilalt ellenanyag. Az
inkubalast 45 percig, szobahdmérsékleten, fénytdl védetten, nedves kamraban végeztiik.
A biotinilalt szekunder ellenanyagok bekotddésének detektalasdra streptavidinnel
kapcsolt fluorokréomot (Invotrogen; Streptavidin, Alexa-Fluor 594, S32356 ¢és
Streptavidin, Alexa-Fluor 488, S32354) alkalmaztunk, amely ismételt 45 perces, fénytol
védett inkubalast igényelt. Az inkubalasok kozott és utan 1xPBS-sel mostuk a
metszeteket 3x5 percig. A sejtmagok kimutatasara DAPI-t (4,6 diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride; Invitrogen, D1306) hasznaltunk, 1xPBS-ben higitva
lug/ml ardnyban, 15 perces inkubalasi idovel. Az utolsé mosast kdvetden a metszeteket

lefedtiik és sotétben, 4°C-on taroltuk.
Kettos immunfluoreszcens festés

Annak érdekében, hogy a 7H3 ellenanyag altal jelolt molekula expresszidjat
egyéb antigénekkel is 6sszehasonlitsuk, kettés immunfluoreszcens festéseket végeztiink.

A kettds festés soran elsd lépésben a metszetekre ramértiik az elsd primer
ellenanyagot, amelyet a fentiekben emlitett koriilményekkel azonos mdédon 45 percig
inkubaltunk. A mosast kovetéen (1xPBS, 3x5 perc) kozvetleniil fluorokrommal kapcsolt
szekunder ellenanyagot vittiink fel a metszetre (4. tablazat), amely a primer
ellenanyagnak megfeleld faj és/vagy izotipus specifikus volt. A munkafolyamat tovabbi
1épéseit fénytdl védetten végeztiik. 45 perces, nedves kamraban torténd inkubalds utan
1xPBS-ben mostuk a metszeteket (3x5 perc). Ezutan vittiik fel a mésodik primer
ellenanyagot, amellyel Gjbol 45 percig inkubaltunk, és a végén 1xPBS-ben (3x5 perc)
mostuk. A mésodik szekunder ellenanyagot ugy valasztottuk meg, hogy annak gerjesztési
hullamhossza eltérjen az elézbleg hasznalt szekunder ellenanyagétol. A szekunder
ellenanyag metszetekre vald pipettazasat 45 perces inkubacido kovette. A sejtmagok

Kimutatasara DAPI-t hasznaltunk, amelyet 15 percig hagytunk a lemezeken. A mosas
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utan (1xPBS) a metszeteket vizoldékony anyaggal fedtiik le, majd hiitében, 4°C-on

taroltuk.

4.9.3.

elohivoszerek, oldatok

Primer ellenanyagok

2. tablazat: Primer ellenanyagok
A 2. tablazat tartalmazza a klon nevét, az ellenanyag izotipusat, a felismert molekulat,

milyen sejtek detektalasat teszi lehetdve és a beszerzés forrasat.

Az immunfestés soran alkalmazott primer és szekunder ellenanyagok,

Primer

, Izo-  |Antigén Felismert Beszerzés forrasa/
ellen- Klon , A e .
tipus [specificitas [sejttipusok Forgalmazo
anyag
B sejtek (kivétel a  [sajat
Bu-la + plazma sejtek) és a  |laboratériumunkban
chB6 BoAl l9G1 Bu-1b makrofagok egy kifejlesztve (Igyartd
alcsoportja et al., 2008)
Southern
Bu-la + . Biotechnology
chB6 AV20 |IgG1 Bu-1b B sejtek Associates,
Birmingham, USA
80 kDa-os |bursalis B sejtek e sajdt
s e . .,.J . 9y laboratoriumunkban
TH3 7H3 1gGan  |sejtfelszini |alpopulécidja és T s .,
molekula |sejtek kifejlesztve (Fejszak
etal., 2022)
minden
o- makro- hematopoietikus és |Developmental
QH1 lgG1 lobulin endothel sejt, kivéve |Studies Hybridoma
g erythrocytak (fiirj és |Bank
gyongytyuk)
Anti- Poli- |17 kDa-0s
5A1 klonalis |aktivalt apoptotikus marker |Cell Signaling
caspase ,
nyul caspase-3
205 kDa-0s |minden B sejt,
EIV-E12 IgG1 |sejtfelszini |plazma sejt, és a (TSSi)P gjirvressé -
molekula  |BSDC prekurzorok &
bursai follikulusok .
L Michael
corticalis B 3 H.Ratcliffe
LT2 IgG1 |ismeretlen [sejtjeinek egy része, |,
. r (Canada)
¢s a periférias B- szivesséebél
sejtek 60%-a g
Developmental
Laminin  |3H11 IgG1  (laminin basalis membran Studies Hybridoma

Bank
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Primer

ellen- Klén I1zo- Antigén Felismert Beszerzés forrasa/
anyag tipus [specificitas [sejttipusok Forgalmazo
Sajat
. laboratoriumunkban
GTrl IgG1l |ismeretlen [thrombocyta Kifejlesztve (Bodi et
al., 2009)
Sajat
30 kDa madar dendritikus  (laboratériumunkban
N1C2 l9G1 protein sejtek kifejlesztve (Nagy et
al., 2001)
Polyclonal Poli- E‘;?;:;rz;eg’
rabbit anti- klonalis [human-CD3 | 1o~ 1¢28 Dako
cD3 nydl csirkével és
gyongytytkkal
. kozos leukocyta Prionics/Thermo
CD45 HISCT  |lgG2a - jeger-CD4S marker Fisher Scientific
. csirke leukocytai és |, ,.
csirke- - Viertlboeck and
CD45 UM16-6 |lgG2a CD45 he_matopmetlkus Gobel. 2007
sejtek
Poli- .
Foszfo- ... _|Phospho-  |G2 fazisban 1év6 L
hiszton-H3 Serl0 llifgiahs Histon H3 |sejtek Cell Signaling
cxcra lobs  hagoa |CXCR4  |killonbiszs leukocyta Edrufccgg Hirtle,
g receptor szubpopulacidk , Y
szivességbol
220 &s 320 ic’e?le)tratéri munk-ban
BID3 lgG1  |kDa protein |makrofag cifel umu :
roforméi ifejlesztve (Gumati
et al., 2003)
Qnrgtﬁ,yto- Lu-5 IgG1 |cytokeratin |hamsejtek Millipore
N- sejt Developmental
cadherin 6B3 IgG1l |adhézios idegszovet Studies Hybridoma
molekula Bank
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Szekunder ellenanyagok

3. tablazat: Szekunder ellenanyagok
A 3. tablazat tartalmazza a biotinilalt és peroxiddz kapcsolt szekunder ellenanyagok
nevét, forrasat és kataldogus szamat. A szekunder ellenanyagokat PBS-BSA-val 1:200

aranyban higitottuk.
Megnevezeés Forras Katalogus szam
16ban késziilt biotinilalt anti- | Vector Laboratories BA-2000
egér IgG (H+L)
kecskében késziilt biotinilalt | Vector Laboratories BA-1000
anti-nyul IgG (H+L)
kecskében késziilt peroxidaz | Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-2005
kapcsolt anti-egér IgG

4. tablazat: Fluorokrémmal kapcsolt szekunder ellenanyagok

A 4. tablazatban szerepld fluorokrémmal konjugélt szekunder ellenanyagokat az
Invitrogen-t6l (Life Technologies) rendeltiik. Az ellenanyagok kecskében késziiltek. A
cellak tartalmazzak a faj és izotipus specifitast, a fluoreszcencia cstcsintenzitast és a
katalogus szamot. A szekunder ellenanyagokat 1XPBS-ben, 1:100 aranyban higitottuk.

fluorokromok excitaciés hullamhossza
szekunder ellenanyag

488 594
anti-egér IgG (H+L) A-11001 A-11005
anti-egér IgG1 (y1) A-21121 A-21125
anti-egér IgG2b (y2b) A-21141 A-21145
anti-egér IgG2a (y2a) A-21131 A-21135
anti-nyul IgG (H+L) A-11008 A-11012

4.9.4. Immunhisztokémidhoz és egyéb szovettani festésekhez felhasznalt

oldatok

Kloronaftol: 250 mg/ml-es torzsoldat készitéséhez 500 mg 4-chloro-1-naphtolt (Sigma,
C8890) oldottunk fel 2 ml abszolut etanolban (Molar Chemicals Kft, 02910-101-340)
majd -20°C-on taroltuk. El6hivaskor a torzsoldatbdl frissen higitottunk, mely oldat

koncentracioja 0,25 mg/ml volt.

1%-0s PBS-BSA oldat: 1 g BSA-t (Sigma, A9647) 100 ml PBS-ben oldottunk fel. Sziirés

utan 0,1 %-ban NaN3-ot adtunk hozza.
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1%-0s toluidinkék oldat: 5 g toluidinkék (C1sH16CIN3S; Merck, 115930), 500 ml 2%-0s
borax (di-natrium-tetraborat-dekahidrat, Merck, 106308) oldatban feloldva. Festés elott

kozvetlenil atszlrve.

Hematoxylin-oldat: A és B oldat 1:1 arany( keveréke. (A oldat: 10 g hematoxylin
(C16H1406xH20; Merck, 517-28-2) 100 ml, 96%-os alkoholban feloldva, érlelve
(torzsoldat), majd 96%-0s alkohollal 10x-esre higitva. B oldat: 1 ml (40%-0s) ferrum-

sesquikloratum desztillalt vizzel 100ml-re kiegészitve, és hozzaadva 10 csepp cc. sdsav).

Eosin-oldat: Eosin (C20HsBrsOs Merck, 15086-94-9) 0,3%-os desztillalt vizes oldata.
4.10. Metszetek értékelése és képfeldolgozas

A metszetek vizsgalata fény-, fluoreszcens (Nikon Eclipse E800), konfokalis
pasztazd (Zeiss LSM 780), valamint STED (Abberior Expert Line- Nikon Ti2)
mikroszkdpokkal tortént. A digitalis kamerdval készitett képek feldolgozasat Imagel,
illetve Adobe Photoshop CC 2020 programok segitségével végeztiik.

4.11. SDS gélelektroforézis és Western blot
4.11.1. Minta

A 7H3 monoklonalis ellenanyag altal jelolt antigén (7H3 antigén)
molekulatomegét gélelektroforézis €s Western blot segitségével hataroztuk meg. 6 hetes
gyongytyuk bursa Fabricii és thymus lebenyeib6l nyert sejteket lizalo pufferrel kezeltiink,
majd az igy kapott lizatumot vizsgaltuk SDS-PAGE technikaval.

4.11.2. Lizatum készitése

Elsé lépésben sejtszuszpenziot készitettiink. A kivett, kornyezd szdovetektdl
megtisztitott thymus lebenyek ¢€s izolalt bursa redék tomegét lemértiik, majd oraiivegre
helyezett, PBS-el atnedvesitett kétrétegii Whatman kvalitativ sziir6papirra (10 um
porusméret; MilliporeSigma WHA1091150) raktuk, és oll6 segitségével apro darabokra
vagtuk. Ezutdn a szerv darabokat a szlirdpapirba csomagoltuk, kevés PBS hozziadasa
utdn gorbiilt csipesszel 6vatosan nyomkodtuk a papir felszinét (a papir porus mérete miatt
a lymphocytakat atengedi). A kvalitativ sziirOpapiron atszlir6d6 sejt szuszpenziot

15 ml - es centrifuga cs6be gyijtottiik, majd 4°C-on, 520 g-vel, 25 percig centrifugaltuk.
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A kiiilepedett sejtekhez lizis puffert mértiink (el6zetesen lemért 1 g szovethez 1 ml lizis
puffert). Jégen, egy orat allni hagytuk, kdzben néhanyszor alaposan felkevertiik. A
legvégén 10 percig, 4°C-on, 21000 g-vel centrifugaltuk, a keletkezett feliiluszot tiszta

centrifuga cs6be mértiik at, és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
4.11.3. Minta el6készitése

Egy tiszta 1,5 ml-es centrifuga csébe 1:1 aranyban mértiik Gssze a mintat és a
Laemmli puffert. Redukalt mintaink esetében a Laemmli puffert 10%-0s 2-
merkaptoethanollal egészitettiik ki. Az elegyet 4 percre forrasban 1év6 vizbe helyeztiik,

végiil a mintakat a gélre rétegeztiik.
4.11.4. Gélek 6sszemérése

A gélontés Bio-Rad gélontdvel tortént és a folyamatot vizszintezd asztalon
végeztiik. A két liveglapot (gyarilag tavtartoval ellatott) gélkazettaba fogtuk be, majd a
gélkazettat az aljan gumicsikkal ellatott gélontd allvanyra helyeztiik. Ezutan kezdtiik meg

az also gél Osszemérését.
Alsoé gél vagy szeparalo gél

Az als6 gél komponenseit (5. tdblazat) folyamatos, enyhe keverés mellett
Osszemertiik, ligyelve a buborék képzddésére. Az ammonium perszulfatot (APS) és a
tetrametil-etilén-diamint (TEMED; Bio-Rad, 161-0801) ebben a sorrendben, a legvégén
adtuk az elegyhez. Ezt kdveten a gélt (kb 4 ml) pipettaval a két {iveglap kozé folyattuk,
majd a gél tetejére vizes amilalkoholt (kb 0,5-1 ml) rétegeztiink a feliilet kiegyenlitésének
céljabol. 45 perc polimerizacios i1d6 utan az amilalkoholt ledntottiik, és a gél tetejét

haromszor atmostuk ultratiszta vizzel (UTV).

5. tablazat: Also gél osszetétele. A végtérfogata 12 ml.

ALSO GEL 12 %
ultratiszta viz (UTV) 5,22 ml
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 3ml
10% (w/v) SDS-oldat 120 pl
40% Akrilamid/Bis oldat 3,6 ml
10% ammonium-perszulfat (APS) 60 ul
tetrametil-etilén-diamin (TEMED) 6 ul
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Fels6 gél vagy koncentralo gél

A felsd gél dsszetevait (6. tablazat) ugyantigy mértiik 0ssze, mint az el6z0 esetben.
A gél ontése elott a féstit ferdén behelyeztiik a két tiveglap k6z¢, majd az 6sszemért gélbol
koriilbeliil 1 ml-t lassan rapipettaztunk a polimerizalddott alsé gél tetejére. Végiil a fésiit
a helyére allitottuk tligyelve arra, hogy a fogai alatt ne maradjon buborék. A gélt

szobahOmérsékleten 45 percig hagytuk polimerizalodni.

6. tablazat: Felso gél osszetétele. A végtérfogata 10ml.

FELSO GEL 40 %
ultratiszta viz (UTV) 6,425 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml
10% (W/V) SDS-oldat 100 pl
40% Akrilamid/Bis oldat 0,975 mi
10% ammonium perszulfat (APS) 50 pl
tetrametil-etilén-diamin (TEMED) 10 pl

4.11.5. SDS gélelektroforézis futtatas

A polimerizacios 1d0 lejarta utan az iiveglapokat belepattintottuk az elektrod
tartoba €s ezt a szerkezetet a futtatd kadba helyeztiik. Futtatd pufferrel feltoltottiik a két
gél kozotti, belsé kamrat, a maradékot a kazettdkon kiviilre ontottiik. Ezutdn a mintakat
(15-20 pl/zseb) a kialakitott zsebekbe mértiik Hamilton fecskendd segitségével (a
molekulastly standardbol 5 pl-t vittiink fel az els6 zsebbe). Majd a futtatas
szobahémérsékleten, 200 Volt-on, 50 percig tartott.

4.11.6. Blottolas nitrocellul6z membranra

Futtatdst kovetden a gélt talkaba kiontdtt blottold pufferbe helyeztik. A
blottolashoz a kovetkezéket raktuk Ossze megfelelé sorrendben: sziirészivacs, 2 db
szirdpapir, gél, nitrocellul6z membran, 2 db sziirépapir, sziirészivacs (eldzetesen minden
elemet blottold pufferbe aztattuk). Ezeket 0sszezartuk, a blottolé edénybe helyeztiik,
majd a kadat blottold pufferrel feltoltottiik. A kadba egy jégakkut és egy keverdbabat is
elhelyeztiink, a talmelegedés ellen €s az egyenletes homérséklet fenntartasa érdekében.
100 Volt-on, 60 percig blottoltunk. PBS-es mosast (2x 10 perc) kovetden, a membrant

5%-os zsirtalan tejporos oldatban blokkoltuk 1 éjszakan keresztiil, 4°C-on, hiitében.
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4.11.7. Immunjelolés

A membrant az 5%-os zsirtalan tejpor oldatbol kivéve PBS-Tweenben mostuk
(3x5 perc), majd a zsebeknek megfelelden, szikével csikokra vagtuk. Ezeket parafilmmel
kibélelt talkakba helyeztilk, majd ramértiik a primer ellenanyagot, majd a 2 o6ras
inkubacios id6 elteltével a membranokat 3%-os zsirtalan tejpor tartalmia PBS-Tweenben
mostuk  (3x5 perc). Szekunder ellenanyagként tormaperoxidazzal kapcsolt
ellenanyagokat (anti-egér IgG (H+L)-HRP, 3. tablazat) hasznaltunk, amelyeket
eldzetesen 3%-0s, zsirtalan tejpor tartalmi PBS-Tweenben higitottunk (1:2500) és 2 oraig
szobahdmérsékleten hagytuk a membran csikokon. A mosast kovetden (zsirtalan tejporos
PBS-Tweenben 3x5 perc), az immunreakciot kemilumineszcens reagenssel (Luminata
Classico Western HRP substrate, Millipore WBLUCO0100) rontgenfilmre hivtuk el a

gyart6 altal megadott protokoll szerint.

4.11.8. Lizatum Kkészitéshez és Western blotthoz hasznalt oldatok és

elohivoszerek

Lizis puffer: 150 mM NaCl; 50 mM Tris pH 7,5; 1% TritonX 100; 0,1% SDS; proteaz
inhibitor (Roche Complete Mini, Roche, Sigma-11836153001).

Vizes amilalkohol: 50 ml amilalkohol (Reanal, 01136) 5 ml UTV-ben oldva

(szobahOmeérsekleten tarolva).

5x futtatd puffer: 9 g Tris; 43,2 g glicin (Sigma, G8898); 3 g SDS (Bio-Rad, # 1610302);
600 ml UTV (4°C-on tarolva).

10x blot puffer: 30,3 g Tris (Bio-Rad, 161-0719); 144 g glicin; 800 ml UTV; 200 ml

methanol (4°C-on tarolva).

PBS-Tween: 200 ml 10xPBS; 1800 ml UTV; 1 ml Tween 20 (Reanal, 20142)

(szobahdmérsékleten tarolva).

Laemmli puffer: 1 ml 0,5 M Tris puffer (pH 6,8); 0,8 ml glicerin; 1,6 ml 10% SDS
0,004%-0s bromfenolkék UTV-ben.

Redukalé puffer: 1 ml 0,5 M Tris puffer (pH 6,8); 0,8 ml glicerin; 1,6 ml 10% SDS 0,4
ml merkaptoethanol; 0,004%-o0s bromfenolkék UTV-ben (-20°C-on tarolva).
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10% -os ammoénium perszulfat /(NHa4), S,Og/: 100 mg APS (Bio-Rad, 161-0700) 1 ml
UTV-ben oldva.

5%-os zsirtalan tejpor (blokkold) oldat: 5 g zsirtalan tejpor (Cell Signaling, 9999) 100 ml

PBS-Tweenben oldva.
4.12. Szikhélyag in ovo tenyésztése

A gyongytyuk embri6 szikholyag vérszigeteiben kimutathato 7H3+ sejtek
extraembrionalis megjelenésének detektalasara a szikholyag in ovo tenyésztését
alkalmaztuk, amely technikat Dr. Déra David munkatarsammal kézosen fejlesztettiink ki
(Dora et al., 2017). Ennek soran, még a keringés megindulasa el6tt (mely a HH12-HH13
stadiumban torténik) eltdvolitottuk a HH10-es stadiumua embriot (a megtermékenyitéstol
szdmolt 36-42 oras inkubalast kdvetden) a tojasbol, elvalasztva annak extraembriondlis
részeitdl. Els6 1épésként a 1égkamra feldli oldalon injekcids fecskendd segitségével 1-2
ml tojasfehérjét szivtunk le, majd a tojasokat a lateralis oldalukon nyitottuk meg
(ablakszeriien), a meszes héj, illetve az alatta talalhatd héjhartya eltavolitasaval. Ezzel
lathatova valt a fejlddé embridpajzs, amely feliiletére steril, Penicillin/Streptomicin
tartalmt PBS oldatot pipettaztunk. Az embridpajzsot fedd felszini perivitellinaris
membran eltdvolitdsa utdn, Moria Pascheff-Wolff rugds olld segitségével az embriot
kortilvagva, teljes ablaciot végeztiink. A mikrosebészeti vagas nemcsak az embrio
eredményezi, megakadalyozva ezéltal, hogy az alatta elhelyezkedd szikanyag
kiszivarogjon. Az igy létrejott embrid nélkiili szikholyag tenyészeteket tovabbi két napig
inkubaltuk 37°C -os keltetében. Az inkubaciés id6 eltelte utan az épen maradt
szikholyagokat teljesen izolaltuk a tojasokbdl (n=7), majd 1x1 cm-es darabokra vagva,
4 % PFA-ban, két oran at fixaltuk. Zselatinos beagyazast kovetéen immunhisztokémiara

készitettiik eld.
4.13. Ellenanyag-antigén kapcsolodasan alapulé funkcié blokkolo vizsgalatok.

Az in vitro funkcionalis vizsgalatok egyik moddszere a vizsgalt molekulat
specifikusan felismerni képes ellenanyag sejttenyészethez adasa. Szamos alkalommal
alatamasztottadk, hogy a célmolekuldhoz bekdtd ellenanyag funkcid blokkold hatast

kifejtve akadalyozza antigénjének normal mikodését, a receptorbol kiindulod
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szignaltranszdukcidt, megzavarja a normal receptor ligand kapcsolodast vagy gatolhatja
a sejtadhéziot (George-Weinstein et al., 1997; Xiao et al., 2016). Annak érdekében, hogy

crer

in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk a 7H3 ellenanyag funkcid blokkolo hatasat.

4.13.1. 7H3 ellenanyaggal injektalt bursa Fabricii fenntartisa chorioallantois

membran transzplantacio alkalmazasaval

A chorioallantois membran (CAM) transzplantécio alkalmas technika arra, hogy
nagyobb méretii embrionalis szerveket hosszabb ideig in vivo koriilményekhez hasonlo
miliében tenyéssziink (Gerhart et al., 2008; Dora et al., 2017). Kisérletiinkben a 7H3
monoklonalis ellenanyag funkci6 blokkold hatasat vizsgaltuk choriallantois-membranra
transzplantalt, ¢és eldzetesen 7H3 ellenanyaggal injektalt bursa Fabricii
szervkezdeményekben.

A kisérlethez 9 napos csirke embrionalis bursa kezdeményeit izolaltuk, amelyeket
elsd 1épésben Penicillin/Streptomycin (10 pg/ml, PenStrep, Sigma P0781) tartalmu steril
1XPBS-be helyeztiink. A transzplantaci6 el6tt az izolalt bursa Fabricii-ket 0,2ul, 100
ellenanyaggal (n=8) injektaltuk. Az injektalashoz felhasznalt 7H3 monoklonalis
ellenanyagot elézetesen NAb™ Protein G oszlopok segitségével tisztitottuk, majd protein
szerint). Az injektalas el6tt vitalis festéket, 0,1%-0s FastGreen oldatot adtunk az
ellenanyaghoz. A FastGreen-nel és komplett RPMI-vel injektalt kontroll bursa
Fabricii - k (n=6) mellett, egy anti-N-cadherin ellenanyaggal (DSHB, klon 6B3) kezelt
negativ kontroll csoportot is alkalmaztunk (George-Weinste et al., 1997), ahol az anti-N-
cadherin ellenanyagot 100 pg/ml, komplett RPMI-ben oldva injektaltuk a bursa Fabricius
mesenchymdjaba (n=7). Fontos megjegyezni, hogy a bursai B lymphocytdk nem
expresszaljak a neuronalis N-cadherin sejtadhézios molekulat, igy varhatéan nem okoz
valtozast, az egyébként funkcid blokkold hatdsu anti-N-cadherin ellenanyag jelenléte a
bursa Fabricii fejlddésében.

A chorioallantois membran transzplantacié kezdeti 1épéseként, a fogadd csirke
tojasokon (E9 stadium) csipesz segitségével kis ablakot nyitottunk a 1égkamra felett, majd

egy csepp Penicillin/Streptomycin tartalmu steril PBS-t cseppentettiink a héjhartyara.
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Enyhén megsértve a héjhartyat a steril folyadék bejut a chorioallantois membran és
héjhartya kozé, igy lehetdve teszi ez utobbi sériilésmentes eltavolitasat. Az igy szabadda
tett, gazdagon vaszkularizalt chorioallantois membran feliiletén kivalasztottunk egy
megfeleld ér elagazddasi pontot, amelyet papirvatta segitségével traumatizaltunk a graft
vaszkularizacigjanak elésegitése érdekében. Az eldzetesen injektalt bursa kezdeményt
(graft) réhelyeztik a fogadd (host) embrid traumatizalt chorioallantois membran
feltiletére (egy host embrid/egy graft). A tojason nyitott ablakot ragasztocsik segitségével
leragasztottuk, majd 37°C-on, 70%-os paratartalom mellett a laboratérium
keltetdgépeiben tovabbi 7 napon keresztiil inkubaltuk. Az inkubécios id6 eltelte utan a
graftokat  sztereomikroszkép  alatt  eltavolitottuk, majd immunhisztokémiai

feldolgozashoz készitettiik eld.
4.13.2. Invitro B lymphocyta migracios teszt

Embriondlis B lymphocytdk tenyésztését ¢s vandorlasat 13 napos csirke embridk bursa
Fabricii tenyészetén vizsgaltuk. Sejttenyésztd/szovettenyésztd alapmédiumként DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose, Sigma Aldrich, D5671-1L) és
RPMI-1640 (Gibco, 61870-037) tipust tapoldatokat hasznaltunk. A szovettenyésztés elsd
1épéseként steril, laminaris fiilkében, szteredbmikroszkdp alatt izolaltuk az embrionalis
bursa kezdeményeket, majd a szervet megnyitva, a nyalkahartya reddit steril Moria
Pascheff-Wolff rugos ollo segitségével eltavolitottuk. A preparalas 1%-0s
Penicillin/Streptomycin tartalmti (Pen/Strep) RPMI-1640-es médiumban tortént. A
szOvettényésztéshez hasznalt Petri-csészéket eldzetesen fibronektinnel eldkezeltiik
(20pg/ml fibronektin (Sigma, fibronectin bovine plasma, F1141) oldat, 1%-0s Pen/Strep
tartalmu DMEM-ben higitva, 37°C-on, 30 percig inkubaltuk). A bursai red0k preparalasat
kovetden a fibronektinnel elékezelt Petri-csészék aljara egy vékony csikot karcoltunk, a
redéket kozvetlentil a karcolatra helyeztiik, majd komplett RPMI-1640-es médiumban,
rovid ideig, szén-dioxid termosztatban inkubaltuk (2 h, 5% CO>, 37°C, kozel 100%-0s
paratartalom) eldsegitve a szovetdarab kitapaddsat. A letapadast kovetéen az RPMI
oldatot lecseréltiik a kontroll, valamint a kisérletes csoportoknak megfeleld anyagokat
tartalmaz6 oldatokra. Pozitiv kontroll (n=6) esetében a 1%-0s Pen/Strep komplett RPMI-
1640-es médiumhoz CXCL12 kemoattraktanst (100ng/ml) (Biotechne, recombinant
mouse CXCL12/SDF-1 alpha protein, 460-SD-010) adagoltunk. Tovabba két negativ
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kontroll csoportot alkalmaztunk: az els6 esetben 1%-0s Pen/Strep komplett RPMI-1640-
es médiumot tartalmazo Petri-csészében (n=4), a masodik esetben pedig médiumhoz
adott CXCL12 (100ng/ml) és anti-N-cadherin ellenanyag (9ng/ml) (DSHB, klon: 6B3)
egylittes jelenléte mellett (n=6) tartottuk az embrionalis bursa redoket. Kisérleti csoport
(n=7) esetén a médium CXCL12-t (100ng/ml) és tisztitott 7H3 monoklonalis
ellenanyagot (9ng/ml) tartalmazott. A tenyészeteket 24 ora, szén-dioxid termosztatban
tortént (5% CO2, 37°C, kozel 100%-o0s paratartalom) inkubalast kdvetéen PFA-ban

fixaltuk (2 oran at, szobahdmérsékleten).
Immunhisztokémia el6készitése az in vitro migracios teszt sejtjein

A bursa redokbol kivandorolt sejteken egyszeres immunfluoreszcens festést
végeztiink. A hasznalt tenyészté médiumot leszivtuk és a kivandorolt sejteket 37°C-on,
1 oraig szaritottuk. A fixalast -20°C-o0s, 100%-0s methanollal (Lach-Ner, 67-56-1) (10
perc) végeztiik, majd szobah6mérsékleten szaritottuk és felhasznalasig -20°C-on, hiitGben
taroltuk. Az immunhisztokémiai festést 2x5 perces, 1XPBS-ben torténd rehidratalassal
kezdtiik. Az anti-CXCR4 ellenanyaggal torténd inkubalést (2 ora, szobahdmérsékleten)
kovetden szekunder ellenanyagot (goat anti-mouse 1gG2a 594 1:100) alkalmaztunk
(1 ora, szobahdmérsékleten). Végiil 3x5 perc, 1XxPBS-es mosast kovetdéen a sejteket

vizoldékony fedéanyaggal lefedtiik, és fluoreszcens mikroszkoppal fotoztuk.
Képanalizis és szamolas az in vitro migracios teszt fluoreszcens felvételein

A kiilonb6z0 csoportok esetében alkalmazott anyagok sejtmigraciot befolydsolo
hatdsanak jellemzésére statisztikai analizist végeztiink, amelyben figyelembe vettiik a
kivandorolt sejtek szamat és a sejtek bursa redoktdl valo tavolsagat. Image J (F1JI)
képanalizal6 program felhasznalasaval az embrionalis bursa reddkbdl kivandorolt,
fluoreszcensen jelolt CXCR4+ sejteket egymastdl elkiilonitettiik és a bursa redoktdl vald
tavolsdgukat pm-ben megmértiikk. A kivandorolt sejtek szamat és a vandorlds soran
megtett utat hisztogramon tiintettiik fel. Az adatok statisztikai elemzése soran Kruskal-
Wallis tesztet hasznaltunk, amelyet egy post-hoc Dunn teszt kovettet. Az igy kapott
eredményeken Holm-Bonferroni-korrekciot —alkalmaztunk. Az eredményeinket

statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha p<0.05 volt.
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5. EREDMENYEK

5.1. 7H3 ellenanyaggal jelolt sejtek eloszlasainak meghatarozasa Kifejlett
gyongytyuk nyirokszerveiben.

5.1.1. 7H3 antigén expresszids mintazata a gyongytyuk primer

nyirokszerveiben (bursa Fabricii és thymus)

Tudomanyos kutatdsi témam kiinduld pontjat azok, a laboratériumunkban
hybridoma technikéval késziilt egér monoklonalis ellenanyagok adtdk, amelyeket
kifejezetten a madarak lympho-myeloid sejtjeinek karakterizalasa céljabol hoztunk létre.
Ennek a kisérlet sorozatnak az eredményeként szdmos olyan ellenanyag késziilt és kertilt
publikalasra, amelyek a bursa Fabricii dendritikus sejtjeit (Nagy et al., 2001; Nagy et al.,
2004a), FAE sejtjeit (Nagy et al., 2001), 1ép makrofagokat (Gumati et al., 2003),
thrombocytakat (Bodi et al., 2009) vagy a B lymphocytakat (Igyarto et al., 2008) jelolik.
Munkdm sorédn elsé 1épésben olyan ellenanyagok tesztelését végeztem, amelyek
szelektiven a lymphoid sejtvonalat jelolik. A bursa Fabricii lymphocytait szelektiven
felismerd ellenanyagok Osszehasonlitdo elemzése alapjan, a szakirodalombdl még nem
ismert immunhisztokémiai mintazatot mutatd, 7H3 elnevezésii monoklonalis ellenanyag
kertilt kivalasztasra.

A TH3 ellenanyag izotipusat ELISA modszerrel hataroztuk meg (IgGa2p), majd
immunhisztokémiai festési mintdzatat felndtt gyongytyuk nyirokszerveiben vizsgaltuk. A
10 hetes gyongytyuk bursa Fabricii follikulusainak kéregallomanyaban a 7H3 ellenanyag
elszortan elhelyezkedd, kerekded morfologidj sejtekbdl allo, elkiiloniilt sejtcsoportokat
jelolt (7. abra A). A veldallomany sejtjei nem mutattak pozitiv immunreakciot a 7H3
ellenanyaggal.

A 7H3 immunpozitiv sejtek karakterizalasara elsd lépésben Osszehasonlito
festéseket végeztink B és T lymphocyta specifikus markerekkel. A madarak B
lymphocytait altalanosan jelolé chB6 ellenanyaggal a bursai follikulusok teljes egésze
immunpozitivitdst mutatott (7. abra B). Ehhez hasonlé festést adott, a szintén B
lymphocytakra jellemz6 EIVE12 ellenanyag is (7. abra C). Csirkében az LT2 molekulat,
mint a corticalis B lymphocytakra jellemz6 antigént irtak le (Sayegh et al., 2000). Az LT2

ellenanyag a gyongytyik bursdban a szakirodalmi adatokhoz hasonlé modon, a
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follikulusok kéregallomanyanak sejtjeit jelolte (7. abra D). Az LT2+ sejtek nem alkottak
a 7H3 ellenanyag festésére jellemz6 sejtcsoportokat, hanem heterogén immunreaktivitast
mutatva, a kéreg teljes teriiletén elszortan fordultak eld.

A T lymphocytakat anti-CD3 ellenanyaggal azonositottuk, amelyek fdleg az
interfollikularis epithelium alatti kotészovetben lokalizalodtak, de elszortan a
kéregallomanyban is azonositottunk egy-egy CD3+ sejtet (7. abra E).

7H3 ¢és CD3  kettds immunfluoreszcenciat alkalmazva a  7H3+
sejtaggregatumokon belill csak elvétve, egy-két sejt volt 7H3+/CD3+ fenotipust (7. abra
F). A 7H3+ sejtek tobbsége a B lymphocytakat jelolé chB6 ellenanyaggal mutatott
kolokalizaciot (7. abra G). Ezen immunhisztokémiai festésekkel kapott eredmények azt
igazoltak, hogy a 7H3+/chB6+ sejtcsoportok a gyongytytik bursai B lymphocytainak egy
populécigjat jelolik.

A 7H3+ sejtek pontos lokalizacidjanak meghatarozasara laminin (3H11 klon) és
7H3 ellenanyagokkal kettds immunfluoreszcens festést készitettiink. A laminin festés
lathatova tette a bursai follikulusok cortico-medullaris hatarat képezé hamsejtek
(7. abra H, 1), valamint a kéregallomany kapillarisait béleld endothel sejtek basalis
membranjat (7. dbra I). A kettds jelolést kovetden megfigyeltiik, hogy a 7H3 éltal jelolt
B lymphocytdk a kéregallomany teriiletén a lamininnal kirajzolt kapillarisok kortil
lokalizalodnak, illetve az érlumenben is kimutathatoak (7. abra H, I).

A TH3+ sejtek csoportos megjelenése alapjan felmeriilt, hogy az ellenanyag
intenziven osztdodé B lymphocyta klonokat jeldl. Az osztdodd sejtek kimutatasahoz
phosphohiston H3 (G2 ¢és korai telofazisban 1év6 sejtalakokat jeloli) és 7H3
ellenanyagokkal kettds immunfluoreszcens jelolést végeztink gyongytyuk bursa
Fabricii-bol késziilt metszeteken (8. abra A-C). Az eredmények szerint csak néhany
kettds pozitivitast mutato sejt volt azonosithato a bursai follikulusok kéregallomanyaban

(8. abra C).
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/flaminin/DAPI} I —4. /laminin

7. abra: A TH3 ellenanyag festési mintdzatanak dsszehasonlitisa kiilonb6zé lymphocyta
markerekkel, 10 hetes gyongytyuk bursa Fabricii follikulusaiban. A-E) Kloronaftollal el6hivott
egyszeres immunjelolés A) A 7H3+ sejtek a bursai follikulusok kéregallomanyaban (C: cortex)
csoportokban lokalizalodnak, a medulla (M) teriilete 7H3 negativ. B) és C) A bursa cortikalis (C)
és a medullaris (M) B lymphocytai chB6 és EIVE12 ellenanyagokkal homogén jelolést mutatnak.
D) LT2 ellenanyaggal a follikulusok kéregallomanyi (C) teriiletén a B lymphocytak eltérd
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intenzitasu fest6dése figyelheté meg. E) anti-CD3 ellenanyaggal immunreaktiv T lymphocytak
az interfollikularis epithelium (IFE) alatti kotészovetben figyelhetéek meg; szaggatott vonal:
cortico-medullaris hatar. F) 7H3 (piros) és anti-CD3 (z61d) ellenanyagokkal t6rténd kettds
immunfluoreszcens jelolésnél csak néhany sejt mutat kolokalizaciot (nyilak), mig G) 7H3 (piros)
és chB6 (z061d) kettds immunfluoreszcens festés esetén, valamennyi sejt kolokalizal (sarga szinti
sejtek); szaggatott vonal: cortico-medullaris hatar. H) Kett6s immunfluoreszcens jel61és: laminin
(zold) / 7TH3 (piros) / DAPI (kék) magfestés; a laminin festéssel jel6l6dik a cortico-medullaris
(nyilak) hatar, valamint az erek basalis membranja. 1) A cortico-medullaris hatar (CM) jel61ddik
laminin (z6ld) festéssel. A kéregallomanyban (C) a 7H3+ sejtek (piros) a laminin (z6ld) altal
kirajzolt kapilléris basalis membranja (nyilhegy) koriil csoportosulnak. Bar: A-F és I: 10 um; G
és H: 100 pm.

A bursa Fabricii-vel szemben, a 7H3 ellenanyag thymusban mutatott festési
mintazata megegyezik az anti-CD?3 ellenanyag jelolésével (9. abra A, B). A thymus kéreg-
és veléallomanyanak valamennyi T lymphocytaja 7H3 pozitivitast mutatott (9. abra A).
A 7H3 ellenanyaggal t6rténd immunjelolés teljesen kirajzolta a lymphocytak kerekded
figyelhettiik meg (9. abra A inset). A thymus veléallomanyaban jelen 1évé chB6+ B
lymphocyta populacié nem expresszalta a 7H3 ellenanyag altal felismert antigént (7H3

antigén) (9. abra C).

B — phosphohiston] C© — phosphohiston

8. abra: Osztodo sejtek detektalisa immunfluoreszcens jeldléssel, 10 hetes gyongytyuk bursai
follikulusainak kéregallomanyi 7H3 pozitiv sejtcsoportjaiban. A) TH3 pozitiv sejtcsoport a
follikulusok kéregallomanyaban. B) Phospho-hiszton H3 ellenanyaggal az osztodo sejtek
jelolédnek. C) 7H3 (piros) és phospho-hiszton H3 (z61d) kettés immunfluoreszcens jeloléssel
csak néhany osztodo 7H3+ sejt (nyillal jeldlt, sarga szinl sejtek) detektalhatd. Bar: A-C 100 um.
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9. abra: 4 7H3 antigen kifejezodése 6 hetes gyongytyuk thymus lebenyében. A) és B)
Kloronaftolos immunjelolés. A) A 7H3 ellenanyag a thymus kéreg- és vel6allomanyi T
lymphocytait egyarant jeloli; A inset abra: kéregallomanyi 7H3+ sejtek kinagyitva. B) A CD3
molekula expresszidja homogén a kéreg-és veldallomanyi sejteken. C) Kettés immunfluoreszcens
festés esetén a 7H3 ellenanyag (piros) nem jeloli a thymusban jelen 1év6 chB6+ B lymphocytakat
(zold). Bar: A és B: 100 um; A inset és C: 10 pm.

512. A 7H3 antigén expressziéja Kkifejlett gyongytyik szekunder

nyirokszerveiben.

A primer nyirokszervek utdn a 7H3 ellenanyag tesztelését szekunder
nyirokszervekben folytattuk. A szekunder nyirokszerveken (coecalis tonsilla, 1ép) végzett
immunjeldlések alapjan, 7H3 pozitivitast csak a T dependens teriileteken tapasztaltunk.
Kettés immunfluoreszcenciat alkalmazva a T lymphocytdkra jellemz6 CD3 és a
B lymphocytakat jelold chB6 ellenanyagok alkalmazéasaval 6sszehasonlitottuk a 7H3
antigén kifejezddését a periférids szervek lymphocyta populécioin.

A coecalis tonsilla a madarak legnagyobb bélhez-asszocialt szekunder
nyirokszerve. A csiracentrumokat (centrum germinativum) tartalmazo nyirokszovet anti-
mesenterialisan a két coecum bazisanal talalhato (10. abra A, B) (Nagy et al., 2022). Az
emlds6khoz hasonldan a tunica submucosaban lokalizalédod csiracentrumokat,
lymphocytdkban gazdag interfollikularis teriilet veszi koril (10. abra B, C). A
csiracentrumokban lokalizalodd6 chB6+ sejtek (10. d&bra E) kozott, elszortan
megfigyeltiink néhany 7H3+ sejtet (10. abra D, F), amelyek chB6 ellenanyaggal nem
jelolédtek, viszont expresszaltak a CD3 molekulat (10. abra 1). A 7H3 ellenanyag a

csiracentrumok koriili interfollikularis teriilet lymphoid sejtjeit jelolte (10. abra G, 1)
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hasonléan, az anti-CD3 T lymphocyta marker festési mintazatahoz (10. abra H, 1),

ellenben az itt lokalizalod6 chB6+ B lymphocytak a 7H3 antigént nem expresszaltak
(10. abra D-F).

10. abra: A 7H3 ellenanyag festési mintdzata 6 hetes gyongytyuk coecalis tonsillajaban. A) A
coecalis tonsilla az ileum és a colon hataran, a két coecum bazisanal (nyil), anti-mesenterialisan
helyezkedik el (sztereomikroszkopos felvétel). B) A coecum hematoxilin-eosin (HE) festett
keresztmetszeti képén az aszimmetrikusan lokalizalodo coecalis tonsilla (CT) lathato. C) HE
festett metszett nagyitott képén a submucosalis csiracentrumok (csillag) figyelhetéek meg. D-F)
Kettds immunfluoreszcens festés D) 7H3 (piros) és E) chB6 (z61d) ellenanyagokkal, valamint F)
kolokalizacios képik. A chB6+ B lymphocytdkban gazdag csiracentrum (csillaggal) 7H3
ellenanyaggal nem jel6l6dik; interfollikularis régio (IF) G-1) Kettds immunfluoreszcens festés G)
7H3 (piros) és H) anti-CD3 (zold) ellenanyagokkal, valamint I) kolokalizacios képiik. A T
lymphocytdkban gazdag CD3+ interfollikularis régioban a 7H3 ellenanyag is pozitiv
immunreakciot ad. Bar: A és B: 1000 pm; C-I: 100 pm.
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A madarak lépe, akarcsak az emldsoké, fehér és vords pulpara tagolodik. A fehér
pulpat a B dependens csiracentrumok, az ecsetkapillarisokat behiivelyezé ellipsoidok, az
Oket koriilvevo, B lymphocytakban gazdag periellipsoidalis fehérallomany (periellipsoid
white pulp, PWP), és a T dependens periarteriolaris lymphoid hiively (periarterial
lymphatic sheath, PALS) alkotja (Nagy et al., 2022). A 7H3 ellenanyaggal intenziv
immunreakciot kaptunk a vords pulpa és a PALS teriiletén (11. abra A, D). Ez a mintazat
nagyon hasonlitott az anti-CD3 ellenanyaggal kapott immunhisztokémiai képhez (11.
abra B). A 7H3+/CD3+ teriiletektdl ¢lesen elkiiloniiltek a chB6+ B dependens
csiracentrumok és a periellipsoidalis fehérallomany (11. abra C, D).

Vérkeneten kettds immunfestéseket készitettiink, a periférids keringésben
eléforduld 7H3+ sejtek karakterizdldsa érdekében. A madarak sejtmaggal rendelkezd
thrombocytdinak jelolésére egy szintén laboratoriumunkban késziilt, gyongytyuk
specifikus monoklonalis ellenanyagot, a GTrl-et alkalmaztuk (Bédi et al., 2009). A
kiilonb6z6é granulocytak jelolésére sajnos nem allt rendelkezésiinkre gyongytytikon is
keresztreakciét mutatd ellenanyag, de erdsen lebenyezett sejtmagjuk alapjan, DAPI
magfestéssel konnyen elkiilonithetdek voltak a vér tobbi alakos elemétdl. A lymphocytak

jelolésére anti-CD3 és chB6 ellenanyagokat hasznaltunk. A kettés immunjel6lések soran

[ SN4

csoportosan megjelend thrombocytdkat (12. 4dbra E) és a lebenyezett sejtmagvi
granulocytadkat nem jelolte a 7H3 ellenanyag.

Megemlitendd, hogy a thymus, 1ép és bélhez asszocialt nyirokszerveken kiviil,
példaul a vese és a tiid6 szovettani metszetén az erek lumenében, valamint az
interstitiumban diffizan lokalizdlodo, a kozponti idegrendszerben csakis az erek

Osszefoglalds: A felnétt gydngytytk nyirokszervein végzett immunfestésekkel
kapott eredményeink szerint a 7H3 monoklonalis ellenanyag valamennyi

crer

specifikus marker, mely kifejezetten sejtfelszini membran jelolést ad.
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11. Abra: A 7H3 ellenanyag festési mintdzata 6 hetes gyongytyik lépében. A) TH3; B) anti-CD3;
¢és C) chB6 ellenanyagokkal tortént egyszeres immunjeldlés kloronaftollal eléhivva. A) A 7TH3+
sejtek B) az anti-CD3 ellenanyag festési mintazatahoz hasonldan, a 1ép T dependens
periarteriolaris lymphoid hiively (PALS) teriiletén (szaggatott vonal) és a vords pulpaban (RP)
lokalizalodnak. C) A chB6+ B dependens periellipszoidalis fehérallomany (PWP) képe, amely az
ecsetkapillarisok koriil elhelyezkedé chB6 negativ ellipsoidokat fogja koril D) A Kettds
immunfluoreszcens festés 7H3 (piros) és chB6 (zold) ellenanyagokkal mutatja, hogy a 7H3+
sejtek a 1ép B dependens periellipszoidalis fehérallomanyban (PWP), a csiracentrumaiban (GC),
valamint a chB6- ellopsoidok (E) teriiletén nem fordulnak el6. Bar: A-D: 100 pm.
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12. abra: 10 hetes gyongytyuk vérkenet kettés immunfluoreszcens jeloléssel. A) TH3 ellenanyag
(piros) és DAPI (kék). B) anti-CD3 ellenanyag (zold). C) 7H3 (piros) és anti-CD3 (zold)
ellenanyagok, valamint DAPI magfestés (kék). D) 7H3 (piros) és chB6 (z61d) ellenanyagok. E)
7H3 (piros), GTrl (z6ld) ellenanyagok és DAPI magfestés (kék) kimutatasa fluoreszcens
mikroszkoppal. A-C) A 7H3 ellenanyag lymphocytakra jellemzd, kerekded morfologiaja sejteket
gyliriszeriien jelol, amelyek egyben CD3 pozitivak is. D) A hasonlé méreti chB6+ B
lymphocytékat (z61d) és E) a csoportosan megjelend GTrl+ thrombocytakat (zold) a 7H3 (piros)
ellenanyag nem jeldli. Bar: A-C: 1 um; D és E: 10 pm.

5.2. TH3 pozitiv sejtek vizsgalata a gyongytyikok embrionalis fejlédése soran
5.2.1. A 7H3 pozitiv sejtek megjelenése a korai gyongytyuk embrioban

A 7TH3 ellenanyag altal felismert antigén tovabbi karakterizalasa soran
megvizsgaltuk a korai embrionalis stadiumokban torténé megjelenését is. Az embrionalis
fejlodés sordn az elsé 7H3+ sejteket 2 napos, Hamburger-Hamilton (HH) beosztas szerint
12. stddiumu embridé szikholyagjaban figyeltik meg (13. &bra A). A halvany
immunpozitivitast mutatd, kerekded morfologiaval rendelkezé6 7H3+ sejtek az

extraembriondlis vérszigetekben kis szamban fordultak eld.
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Fél nappal késébb (HH15-0s stadium), a szikhdlyag vérszigeteiben megjelend,
kerekded 7H3+ sejtek onalléan vagy kis csoportokat alkotva egymashoz, valamint a
fejl6do erek endothelium boritasahoz asszocialtan lokalizalodtak (13. abra B). Ugyan
ebben a stddiumban mar az intraembrionalis mesodermaban is azonositottunk néhany
7H3 pozitivitast mutaté sejtet (13. dbra C). A korai megjelenés, a sejtek lokalizacidja és
morfologiaja hematopoietikus eredetre utalt. Ennek bizonyitasara kettds jelolést
alkalmaztunk a QH1 ellenanyaggal, amely egy fiirj specifikus, korai hematopoietikus
sejteket, valamint endothelt jel6l6 marker (Pardanaud et al., 1987). A QHL1 ellenanyag
keresztreagalt gyongytyukkal is, ahol a QHI kirajzolta a fejlédé szikholyagi erek
endotheliumat és egyben jelolte a szomszédsagaban 1évé 7TH3+ sejteket is (13. abra D).

A 7H3 antigén hematopoietikus sejtekre jellemzd expresszidjat késObbi
stadiumokban, az intraembrionalis vérképzé helyeken ¢és a fejlddé primer
nyirokszervekben is nyomon kovettiik. A csirke és fiirj embridkban megfigyelt
intraembrionalis vérképzés a harmadik embrionalis nap utan veszi kezdetét (Jaffredo et
al., 1998; Dieterlen-Lievre et al., 2006; Dora et al., 2017). A paros aorta fuzidjat kovetden,
a ventralis falat alkot6 hemogenikus endotheliumbol burjanzéssal képzddnek az intra-
aortikus sejt aggregatumok (intra-aorticus hematopoietikus redd, intraaortic
hematopoietic cluster = IAHC). Génexpresszios és funkcionalis adatok alapjan, az aorta
IAHC sejtjei adjak a felnéttkori vérképzés progenitor sejtjeit (Orkin & Zon, 2008).

Intraembrionalisan, 3 napos gyongytyuk embrié (HH19) aortajanak ventralis
falaban megjelend intra-aortikus hematopoietikus redében detektaltunk tovabbi 7H3
pozitiv sejteket (13. abra E). Fontos kiemelni, hogy a csirkében leirt, paros IAHC-t61
eltér6 modon a gyongytyik embrioban egyetlen, az aorta ventralis oldalan, szélesebb
savban végig huzodo intra-aortikus hematopoietikus redét figyeltiink meg (13. abra E).
Késébbi HH25-6s stadiumban 7H3+ sejteket azonositottunk a para-aortikus régidban (13.
abra F).

A TH3+ sejtek képz6dését a szikholyag vérszigeteiben kisérletesen is igazoltuk
(14. abra A-C). A keringéssel még nem rendelkezd, HH10-es stadiumt embriok in ovo
mikrosebészeti eltavolitasaval, izolaltan lehet a szikhdlyagot tenyészteni (Dora et al.,
2017). Ezzel a kisérleti technikaval, amelynek részleteit Dr. Dora David munkatarsammal
kozosen fejlesztettiik ki, lehetéségiink nyilt az extraembrionalis differencialédo vérsejtek

In situ vizsgalatara.
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A HH10-es stadiumu gyongytyuk embridé mikrosebészeti eltavolitasa (14. dbra A)
utan két nappal, a tovabb fejlodé szikholyagban szamos, keringés hidnyaban

nagyméretiire felduzzadt vérszigetet detektaltunk (14. abra A, B). A vérszigetekben
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13. abra: A 7H3 antigén megjelenése korai gyongytyiuk embrioban. A-C) Kloronaftollal el6hivott
egyszeres immunjel6lés A) A 7H3 ellenanyaggal 38-45 6ras embrid szikhdlyagjaban els6ként
Extraembrionalisan, a szikholyag teriiletén a 7H3+ sejtek egyesével (1) vagy endothelhez
asszocialtan csoportosan (11) lathatéak. C) Intraembrionalisan is megjelené 7H3+ sejtek
detektalhatoak (nyil). Koriilrajzolt teriilet (inset): extraembrionalis vérsziget kinagyitva. D)
Kettés immunfluoreszcens festés 7H3 (piros), QH1 (z6ld) ellenanyagokkal és DAPI (kék)
magfestékkel. A kettésen jelolt, QH1+/7H3+ kerekded sejtek (nyilhegy) a QH1+/7H3- vérsziget
endothel sejtjeinek (nyil) szomszédsagaban lokalizalodtak (spl: splanchnopleura; so:
somatopleura). E) és F) Kloronaftollal eléhivott egyszeres immunjel6lés. E) A 3 napos (HH20)
embrioban 7H3 ellenanyag altal jelolt sejtek az intra-aortikus reddben (nyilak), majd F) egy
nappal kés6bb (HH25), a dorsalis mesenterium para-aortikus mesenchymaban (nyilak) fordultak
eld. Bar: A, B, Cinset, D, E, F: 10 pm; C: 100 pm.
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14. abra: A 7H3+ sejtek extraembriondlis képzddésének bizonyitasa szikholyag in ovo
tenyésztésével. A) A mikromanipulacié sémas dbrazolasa: a keringés megindulasa elétt, a HH10-
es stadiumu gyongytyuk embriét iridektomias olloval kimetsszilk, majd a visszamaradt
szikholyagot a tojasban hagyva, tovabbi 2 napot inkubaljuk (sajdt készitésii abra). B) Az
inkubacios id6 eltelte utan, keringés hianyaban megduzzadt vérszigetek fejlédtek ki az area opaca
(AO) teriiletén. C) Kloronaftolos immunjeldlést kdvetéen a megnagyobbodott vérszigeten beliil
TH3+, kerekded sejtek léthat(')ak a vér egyéb alakos elemi kt')zétt Kinagyitott képrészlet (inset):

srer

Osszefoglalds: A QHI ellenanyaggal torténd immunhisztokémiai festések,
valamint az embri6 ablacios kisérlet azt igazolja, hogy a 7H3 antigén extraembrionalisan
keletkezd vérképzd Ossejteken expresszalddik eldszor, majd a fejlédés késobbi

stadiumaiban az intraembrionalis vérképz6 helyek hematopoietikus sejtjei is kifejezik.
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5.2.2. A 7H3 antigén expresszidja a gyongytyuk bursa Fabricii fejlédése soran

A bursa Fabricii ontogenezise soran a 7H3+ sejtek eloszlasat 6sszehasonlitottuk a
chB6+ B lymphocytak (Igyartoé et al., 2008), a BID3+ makrofagok (Gumati et al., 2003)
és az NIC2+ BSDC-k (Nagy et al., 2001) megjelenésével. Gyongytytikban a bursa
Fabricii a 12. embriondlis napon (E12) hamtelepbdl és az azt koriilvevé mesenchymabol
all (Nagy et al., 2001), amelyben megjelennek a szervet kolonizalo vérképzé dssejtek. Az
els6 7H3+ sejtek kis szamban az El2-es stadiumt6l kimutathatéak a bursa
mesenchymdjdban, megelézve a chB6+ B lymphocyta prekurzorok (prebursalis B
lymphocytak) bevandorlasat.

A 14. embrionalis napon (E14) nagyszdmu 7H3+ sejt lokalizalodott a fejlédo
reddk mesenchymdjaban, ¢és néhany sejt a felszini epitheliumot is kolonizalta
(15. abra A). Ezzel egyidében a bursa primordium mesenchymaja a felszini hamboritastol
tavol elhelyezkedé chB6+ (15. abra B, C) és BID3+ (15. abra D) sejteket is tartalmazott.
Kettés immunfluoreszcens jeloléssel kimutattuk, hogy a szervet kolonizald6 chB6+
B lymphocyta prekurzorok kifejezik a 7H3 antigént (15. abra C), mig a BID3+
makrofagok nem jelolédnek a 7H3 ellenanyaggal (15. dbra D). A 16. embrionalis naptol
kezdve mar megfigyeltiink néhany fejlddd follikulus bimbodt, amely nagyszama 7H3+
sejtet tartalmazott. Ezzel parhuzamosan a reddk tengelyében tovabbi szdmos 7H3+ sejt
volt jelen (15. abra E). A 18 napos embrid bursajaban mar szamos follikulus bimbo
azonosithatd, amelyeket kitdltd chB6+ B lymphocytdk nagy része expresszalja a 7H3
antigént, habar elszortan talaltunk 7H3+/chB6- vagy 7H3-/chB6+ fenotipusu sejteket is
(15. abra F-H). E18-as stadiumban a B lymphocytdk mellett szamos, a myeloid
sejtvonalhoz tartozé NIC2+ BSDC is jelen van a follikulus bimbokban, amelyek nem
mutattak kolokalizaciot a 7H3 ellenanyaggal (15. abra I). A kikelésig és az azt kovetd par
napig a bimbokat kitolté B lymphocytak egyenletesen fejezik ki a 7H3 antigént (15. abra
J, K). A kikelést kovetd masodik héttél a veldallomanyi B lymphocytdk 7H3
immunpozitivitdsa cs6kkeni kezd (15. dbra L), majd a 10. hétre az antigén kifejezddése
(@5.1.1. fejezetben taglalt modon) a kéregallomany izolalt sejtcsoportjaira korlatozodik.

Osszefoglalds: A kiilonbozd embriondlis stddiumi bursa Fabricii-n végzett
immunhisztokémiai festések szerint a primer nyirokszervet kolonizalé6 B lymphocyta
prekurzorok (prebursalis B lymphocytdk) mar kifejezik a 7H3 antigént, amelynek

expresszidja valamennyi, embriondlisan differencialédé bursai B lymphocytara jellemzo.
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Kikelést kdvetden a velo-, majd a kéregalloméanyi B lymphocytdk 7H3 antigénjének
kifejezoddése fokozatosan csokken. Ez alol kivételt képez a kéregallomanyi B

lymphocytak egy alpopulécioja.

15. abra: 7H3 pozitiv sejtek vizsgdlata a gydngytyuk bursa Fabricii ontogenezise soran. A-D) 14
napos embri6 (E14) bursa Fabricii-e. A) és B) Kloronaftolosan el6hivott egyszeres immunjeldlés
A) E14-es stadiumt embrio bursa mesenchymajat 7H3+ sejtek kolonizaljak. Ebben a stadiumban
néhany 7H3+ sejt belép a felszint boritd hamrétegbe is. Koriilrajzolt teriilet kinagyitva lathatd
(inset). A nyil intraepithelialis helyzeti 7H3+ sejtekre mutat. B) Elszortan chB6+ B lymphocytak
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jelennek meg a bursa mesenchymajaban; koriilrajzolt teriilet kinagyitva lathato (inset), a nyilak a
redoék tengelyében lokalizalodé chB6+ sejtekre mutatnak. C) Kettds immunjelolés soran a 7H3
pozitivas (piros) atfed a chB6 pozitivitast (z6ld) mutaté B lymphocyta prekurzor sejtekben. D)
BID3+ monocyta/makrofag (zold) sejtek a 7H3 ellenanyaggal (piros) nem jel6lédnek. E)
Kloronaftolos immunjel6lés: két nappal késébb (E16), a kialakulo follikulus bimbokat
kolonizaljak a 7H3+ sejtek. Kinagyitott képrészlet (inset): follikulus bimbo; a szaggatott vonal a
ham alatti basalis membrant jeloli. F-1) 18 napos embrionalis bursa follikulusok (E18). F-H)
Kettds immunjelolést kovetden chB6 (zold) és 7H3 (piros) ellenanyagokkal, a B lymphocytak
tobbsége expresszalja a 7H3 antigént (sarga szinii sejtek). Néhany sejt chB6+/7H3- (nyil) vagy
chB6-/7H3+ (nyilhegy) fenotipust. 1) N1C2+ (z6ld) dendritikus sejt jelolés nem kolokalizal a
7H3 ellenanyaggal. J-L) Kloronaftolosan el6hivott egyszeres immunjeldlés, a bursa kikelés
kornyéki, kiillonbozo fejlédési stadiumaiban. J, K) Kozvetleniil a kikelés el6tt (E25) és utan 1
nappal (D1) a 7H3 ellenanyag valamennyi B lymphocytat jeloli. L) Két hetes korban (W2) a
cortikalis B lymphocytak intenziven festddnek, mig a vel6allomanyban a sejtek 7H3 pozitivitasa
fokozatosan csokken. Bar: A, B, E: 100 um; A inset, B inset: 50 um; C, D és F-L: 10 um.

5.3. 7H3 antigén expresszioja csirke bursa Fabricii-ben

Fiirj, csirke, liba, valamint emlds6k koziil egér és horcsdg nyirokszervein végzett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a 7H3 ellenanyaggal csak a csirke szdvetein
azonositottunk  fajok  kozotti  kereszt-reaktivitasat.  Kovetkezd — 1épésként
Osszehasonlitottuk a 7H3 ellenanyag kiilonbdz6 koru csirke bursa Fabricii-ben mutatott
festési mintazatait a gyongytyuk bursa Fabricii-nek organogenezise soran megfigyelt
eddigi eredményeinkkel.

A 7H3 antigén csirke bursa Fabricii-ben mutatott expresszids mintdzata mind
embriondlisan, mind a kikelés utani stadiumokban nagyon hasonld képet mutatott a
gyongytyukban megfigyelt mintazattal (16. abra A-E). E13-as stadiumban szamos, jol
(16. abra A). Az anti-CD45 ellenanyag festési mintazata hasonld volt a 7H3-hoz, kivéve
a bursa reddk tengelyében elhelyezkedd CD45+ nyllvanyos sejteken, mivel 7H3
pozitivitds kizardlag a kerekded morfologiat mutatd, mesenchymaéban lokalizalodo
sejteken detektaltunk (16. dbra B). Kikelés el6tt (E20) a follikulus bimbok valamennyi
B lymphocytaja 7H3 pozitivnak bizonyult (16. abra C), mig az erythrocytak és a
nyulvanyos myeloid sejtek negativak voltak. Kikelést kovetden a follikularis
B lymphocytak 7H3 pozitivitasanak lecsengése hasonld modon torténik, mint a
gyongytyuk bursa Fabricii follikulusaiban. A vel6allomanyi B lymphocytak lesznek
elészor negativak (16. abra D), viszont idében gyorsabban zajlik a folyamat. A csirke

65



kikelését kovetd masodik hét végére csakis a kéregallomanyi sejtcsoportok jelolédnek

7H3 ellenanyaggal (16. abra E).

16. abra: 7H3 ellenanyag keresztreakcioja csirke bursa Fabricii-ben. A-E) Kloronaftolosan
el6hivott egyszeres immunjeldlés. A) 13 napos csirke embrié (E13) bursa Fabricii fejlédo

crer

detektalhat6 a red6k tengelyében és a felszini hAmhoz asszocialtan. B) Az anti-CDA45 ellenanyag
jelolése megegyezik a 7H3 ellenanyagéval, kivételt képez a red6k tengelyében talalhatd
nyulvanyos sejtpopulacio (nyilhegy). C) A kikelést megel6z6 napon (E20) valamint D) két nappal
a kelés utan (D2) a follikulus bimbok szinte valamennyi sejtje expresszalja a 7H3 antigént. E) 2
hetes kikelt (W2) csirke 7H3 antigént expresszalé bursalis sejtiei a follikulusok
kéregallomanyban (*) figyelhetéek meg. Bar: A, B, D és E: 50 um; C: 10 pm.

66



54. A 7H3 antigén é a CXCR4 receptor expresszids mintazatanak

osszehasonlitasa gyongytyuk és csirke bursa Fabricii-ben

54.1. Gyongytyuk és csirke CXCR4 receptor expresszios mintazatanak

osszehasonlitasa a bursalis B lymphocytakon

Emldsokben a CXCR4 kemokin receptor és ligandja, a stromalis sejtek altal
termelt CXCL12 (mas néven: SDF-1) fontos szerepet tolt be a lymphoid sejtek migracios
folyamataiban, valamint a B lymphocyta prekurzorok csontvelon beliili
homeosztazisaban (Nagasawa, 1996, Nagasawa, 2014; Mcheik et al., 2019; Medeiros et
al., 2021). Beck és munkatarsai kimutattak, hogy a csontvel6i B lymphocyta prekurzorok
CXCR4 receptoranak expressziés mértéke iddben valtozik, meghatdrozva a sejtek
csontveldn beliili lokalizaciojat, illetve a periférias keringésbe torténd kilépését (Beck et
al., 2014). Egy nemrégen csirkén végzett tanulmanyban igazoltak, hogy a bursalis
B lymphocytak szintén kifejezik a CXCR4 receptort, amelynek fontos szerepe lehet a
bursa Fabricii kolonizacios folyamataiban (Ko et al., 2018).

Kollaboraciéban a miincheni Ludwig-Maximilians Universitit Allatorvosi
Kardnak Komparativ Immunoldgiai kutatdcsoportjaval csirke allatmodellen vizsgaltuk,
hogyan befolyasolja a CXCR4/CXCL12 jelatvitel a bursai B lymphocytdk fejlodését. A
kollaboratorunktol kapott 0j, anti-CXCR4 ellenanyag tesztelését laboratoriumunkban
végeztiik. Igy a CXCR4 receptor expresszios mintazatat immunhisztokémiai festésekkel
vizsgaltuk és a csirke bursa Fabricii mellett, kiilonb6zd korti gyongytyik bursabol késziilt
mintékon is tanulméanyoztuk.

10 hetes gyongytyuk bursa Fabricii-bdl késziilt metszeteken a CXCR4 receptor
a festési mintazat teljesen megegyezik a 6 hetes csirkében latott mintazattal (17. abra B).
Anti-cytokeratin ellenanyag alkalmazasaval a veldallomany retikularis epitheliuma,
valamint a cortico-medullaris hatart alkotd epithel sejtréteg elkiilonitheté a cytokeratin
negativ kéregallomanyi mesenchyma sejtektol csirke bursaban (17. abra C). A csirke
bursa Fabricii metszetein anti-cytokeratin és anti-CXCR4 kettés immunfestés szerint
kifejezetten er6s CXCR4 pozitivitas jellemzd a follikulusok kéregallomanyi teriiletére
(17. édbra D). Tovabbi kettés immunfluoreszcens jeloléssel kimutattuk, hogy a csirke

kéregéllomanyi chB6+ B Ilymphocytai kifejezik a CXCR4 receptort, viszont

67



expresszidjanak a mértéke eltér a kéreg kiilonbozo teriiletein (17. abra D-G). A
follikulusok kéregallomanyanak kiils6 sz¢lén lokalizalodo B lymphocytakat erés CXCR4
pozitivitas jellemzi (CXCR4"), mig kozvetleniil a kéreg-veld hatar melletti belsd,
keskeny savban 1év6 chB6+ sejtek CXCR4 pozitivitasa gyenge (CXCR4'°) vagy teljesen
hianyzik (CXCR4-) (17. abra D, E, G).

A csirkében megfigyelt fokozott és gyenge CXCR4 expressziot (CXCR4MI" és
CXCR4IY/ICXCR4-) mutaté B lymphocyta populaciok szintén kimutathatoak
gyongytyuk bursai follikulusaiban (17. abra H-J). A csirkével teljesen megegyezd
eloszlast mutatva, a gyongytyak chB6+/CXCR4'"Y/CXCR4- B lymphocytéi a cortico-
medullaris hatdr mentén helyezkednek el, ahol a kéregallomany kapillaris halézata is
huzodik. A kapillarisok endothel sejtjei ugyancsak expresszaljadk a CXCR4 receptort
(17. abra H, J) (Nagy et al., 2020).

A tovabbiakban megvizsgaltuk a CXCR4 receptor kifejezodését a bursa Fabricii
ontogenezise soran, ezért kiilonbdz6 embrionalis stadiumut gyongytyuk €s a csirke szoveti
mintain végeztiink 06sszehasonlité immunhisztokémiai festéseket. A gyongytyuk
hosszabb embrionalis fejlddése miatt (26 nap) a bursai follikulusok fejlettségi allapotat
vettiik figyelembe és hasonlitottuk 6ssze a csirke megfelelé embrionalis stadiumaival (18.
abra A-E).

Gyongytytukban a 20. embrionalis napon (E20) a fejlédé follikulus bimbokat
kit6lto szinte valamennyi kerekded sejt festddik az anti-CXCR4 ellenanyaggal (18. abra
A), hasonldéan az E13-as stadiumu csirke embri6 follikulusaihoz (18. abra D). A kikelést
megeldz6 napokban (gyongytyuk E25, csirke E19), a folliulusok kozéps6 részén, a leendd
medullaris teriileten elhelyezkedd B lymphocytdk halvanyabb immunpozitivitast
mutatnak az anti-CXCR4 ellenanyaggal (18. abra B, E). Kikelést kovetden mind a
gyongytytuk, mind a csirke follikulusai esetén a CXCR4 receptor expresszidja a medulla
tertiletén lecsokken, ¢és az Ujonnan kialakult kéregallomdnyra korlatozodik
(18. abra C, F).

Osszefoglalds: ~ Komparativ ~ immunhisztokémiai  eredményeink  alapjan
elmondhatd, hogy mig embriondlisan valamennyi bursalis B lymphocytaja CXCR4
pozitivitast mutat. A kikelést kdvetden viszont a receptor a follikulusok kéregalloményi
B lymphocytain marad fenn heterogén expresszids mintazatot (CXCR4M9"/CXCR4'™")

mutatva.

68



/chB6/Dapi

17. abra: A corticdlis B lymphocytak CXCR4 receptoranak heterogén expresszios mintdzata
felnott gyongytyukban és csirkében. A) 10 hetes gyongytyik (10W GF) és B) 6 hetes csirke
(6Wech) bursai follikulusainak anti-CXCR4 ellenanyaggal torténd, kloronaftolosan eléhivott
immunjeldlése hasonld képet mutat. C) és D) Kettés immunjeldlés 6 hetes csirke bursai
follikulusain anti-cytokeratin (piros) és anti-CXCR4 (z6ld) ellenanyagokkal. A medulla
retikularis epitheliuma, valamint a cortico-medullaris hatar (CM) cytokeratin pozitiv (piros)
teriiletén kevés CXCR4+ (zold) sejt lathato. CXCR4 pozitivitas elsdsorban a cortex kiilsd
medullaris hatar teriiletér6l (szaggatott vonal); cortex (C), medulla (M). E) Anti-CXCR4, F) chB6
ellenanyagok jelolésének detektalasa és G) kolokalizacidjuk DAPI (kék) magfestéssel. A cortex
kiilsé szegmensének chB6+ B lymphocytai (z6ld) jelentds mértékben expresszaljak a CXCR4
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receptort (CXCR4"9") (piros), mig kdzvetleniil a cortico-medullaris hatdr mentén elhelyezkedd B
lymphocytdk a CXCR4-et alacsony intenzitdst mutatva vagy egyaltalan nem expresszaljak
(CXCR4"™W/CXCR4-). H-J) Kettds immunjeldlés 10 hetes gydngytylk bursai follikulusainak
cortico-medullaris hatararél (szaggatott vonal); cortex (C), medulla (M). H) Anti-CXCR4 és 1)
chB6 (z6ld) ellenanyagok jelolésének detektalasa és J) kolokalizacidjuk DAPI magfestéssel
(kék). A chB6+/CXCR4""/CXCR4- sejtek a cortico-medullaris hatar mentén lokalizalodnak. H,
J) CXCR4 pozitivitas az erek endothel sejtjein is kimutathato (nyilhegy). Bar: A-C: 100 um; D-
J: 10 pm.
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18. abra: B lymphocytik CXCR4 expresszios mintazatanak valtozdsa a Qyongytyuk és csirke
bursa Fabricii organogenezise sordan. A-E) Kloronaftolosan el6hivott egyszeres immunjel6lés.
A-C) Kiilonbo6z6 kort gyongytyuk (GF) bursa follikulusok CXCR4 receptort expresszalo sejtjei.
D-F) Kiil6nb6z6 koru csirke (ch) bursa follikulusok CXCR4 receptort expresszald sejtjei. A, D)
A follikulus bimbok kialakulasa utan a gyongytyak E20-as stadiuma, a csirke E15-0s
stadiumanak megfeleld fejlettségli, ahol a follikulus bimbodkat kitdltd sejtek nagy része
expresszaljaa CXCR4 receptort. B, E) A kikelést megel6z6en a gyongytyuk (E25) és csirke (E19)
follikulus bimboinak kdzepén az anti-CXCR4 festés halvanyabb reakciot ad. C, F) Kikelés utan
a CXCR4 receptor expresszidja a fejlodo kéregre korlatozodik. E: embrionalis nap, D: kikelés
utani nap. Bar: A-F: 10 pm.
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5.4.2. A gyongytyik bursalis B lymphocytiira jellemzé6 CXCR4 receptor és

7H3 antigén expressziés mintazatanak osszehasonlitasa

A gyongytyuk bursalis B lymphocytainak fejlodése soran megfigyelt valtozo
CXCR4 pozitivitast hasonlitottuk 6ssze a 7H3 antigén id6ben szintén valtozd expresszios
mintazataval. Kettés immunjeldlést alkalmazva kimutattuk, hogy embrionalisan (E18
stadium) a bursai follikulusok B lymphocytai mind a 7H3 (19. abra A), mind az anti-
CXCRA4 ellenanyaggal (19. abra B) egyenletesen jelolddnek és a két marker kolokalizal
(19. abra C). A korabbi (5.2.2. és 5.4.1.) fejezetekben leirt modon a fejlodé folliculus
bimbokat kitolté bursai B lymphocytdk a kikelésig egységesen expresszaljak a 7H3
antigént és a CXCR4 receptort is.

A CXCR4 receptor és a 7H3 antigén expresszids mintdzata a kikelés utdn mutat
jelentds valtozast. A 10 hetes felndtt gyongytyik bursai follikulusaiban a 7H3 antigén
expresszidja mar lecseng a veldallomany teriiletén, egyediil a kéreg-veld hatdr mentén,
az erek kortil lokalizalodé B lymphocytakon marad fenn (19. abra D, E). Ugyanebben a
stadiumban a CXCR4 receptor heterogén expresszids mintazatot mutat a kéregallomanyi
B lymphocytakon (19. abra F). Kettds immunfluoreszcens jelolést kovetd kolokalizacios
vizsgalattal Kimutattuk, hogy a 7H3 pozitivitas kifejezetten a kérgi CXCR4- vagy
CXCR4"" sgjteken detektalhato (19. abra D, G).

Osszefoglalds: Ezen eredményeink alapjan a felnétt allatok bursa Fabricii-ben a
7H3 antigént az a kéregallomanyi, kapillarisok koriil lokalizalodé B lymphocyta
populacid expresszalja, amely a CXCR4 receptort alacsony mértékben vagy egyaltalan

nem fejezi ki.
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19. abra: A CXCR4 receptor és a 7H3 antigén expresszios mintazatinak dsszehasonlitdsa
gyongytyuik bursa Fabricii-ben. A-C) 18 napos gyongytyuk embri6 (E18 GF) bursai follikulusain
végzett kettés immunfluoreszcens jelolés A) 7H3 ellenanyag és DAPI magfesték B) anti-CXCR4
ellenanyag és DAPI magfesték. C) A 7H3-CXCR4 kolokalizaciét mutatd sejtek sargan
jelolédnek. D-G) 10 hetes gyongytyuk (10W GF) bursai follikulusain végzett kettds
immunfluoreszcens jelolés. D) 7H3 és anti-CXCR4 ellenanyaggal torténd jel6léskor a 7H3
antigén expresszidja a kéregallomany (C) CXCR'™/CXCR4- B lymphocytaira jellemzé. E) 7TH3
ellenanyag ¢és DAPI magfesték. F) Anti-CXCR4 ellenanyag detektalasa. G) A
7H3+/CXCR4"™/CXCR4- sejtek a kéregallomanyi (C) erek (*) koriil lokalizalédnak (M: medulla,
szaggatott vonal: cortico-medullaris hatar). Bar: A-C és G: 10 um; D-F: 100 pm.
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5.5. 7H3 antigén funkcio blokkolo vizsgalata
5.5.1. 7H3 ellenanyag hatasa a B lymphocytak bursa telepének kolonizacidjara

Bizonyos ellenanyagok képesek funkcid blokkold molekulaként meggatolni vagy
megzavarni a felismert antigénjilk mikoédését (Chung & Lillehoj, 1991; George-
Weinstein et al., 1997; Plett et al., 2002; Zhao et al., 2011).

A 7H3 ellenanyag funkci6 blokkolo hatdsanak vizsgéalatara 9 napos csirke embrio
(E9) chorioallantois membranjara B lymphocytak altal még nem kolonizalt E9-es bursa
telepet helyeztiink, amelynek a mesenchymajaba az in vivo tenyésztés megkezdése eltt
komplett RPMI - 1640 tenyészt6 médiumot (n=6), illetve a B lymphocytak altal nem
expresszalt, neuron specifikus N-cadherin-t felismeré egér monoklonalis ellenanyagot
hasznaltunk (klon 6B3) (n=7). Az anti-N-cadherin ellenanyagot a 7H3-hoz hasonlo
koncentracioban és térfogatban injektaltuk. A chorioallantois membranon torténd
tenyésztést kovetden a 7H3 ellenanyaggal kezelt csoport bursa follikulusainak
rendellenes fejlddését figyeltik meg, amely esetben kevesebb szamu, csdkevényes
follikulus bimbo alakult ki (20. abra B, C). A kontroll csoportoknal, igy az anti-N-
cadherin ellenanyaggal (20. abra D), illetve komplett RPMI-1640 médiummal (20. abra
B, E) torténd kezelések utan a follikulusok kialakulasa nem szenvedett zavart. Mivel a
chB6+ B lymphocytdk szdma jelentésen kevesebb volt a 7H3 ellenanyaggal injektalt
bursaban, ezutan megvizsgaltuk, hogy az ellenanyagnak van-e hatdsa a B lymphocytak
tulélésére. Anti-caspase-3 ellenanyag hasznalataval a B lymphocytdk, valamint a
mesenchymalis sejtek kozott kis szamban ugyan detektaltunk apoptézist (20. abra F, G),
de az apoptotizald6 B lymphocytak aranya szemikvantitativ megitélés alapjan nem
kiilonbozott a kiillonbozd kezelések utan.

Osszefoglalds: Eredményeink alapjan a 7H3 ellenanyag bekotddve sajat
antigénjéhez funkcio blokkolo hatast ért el, megzavarva a B lymphocyta prekurzorok

crcr

73



7H3 mAb injektalt graft |, = 6B3 mADb injektalt graft
7H3 mADb sl o w P ¥ ; ;

injectio

/casp3
/DAPI

7 nap inkubaciot kévetéen
RPMI kezeltsss & 7H3 mADb kezelt
£ oo & ‘ ;.:_v, v

20. abra: Antigén-antitest kapcsoloddasan alapulo funkcio blokkold vizsgdlat. A) In vivo vizsgalat
sémas rajza: 9 napos csirkébdl izolalt bursa Fabricii mesenchyméajaba 7H3 ellenanyagot (mAb),
anti-N-cadherin ellenanyagot (6B3 mAb) vagy komplett RPMI-1640 médiumot injektaltunk,
majd E9-es stadiumu csirke embrié chorioallantois membranjara (CAM) transzplantaltuk, és
tovabbi 7 napig inkubaltuk (sémds dbra forrasa: Fejszak et al., 2022, Figure 6. utin modositva).
B-E) Kloronaftollal el6hivott, chB6 ellenanyaggal torténé egyszeres immunjel6lés. B) Az
inkubaciods id6 eltelte utani 7H3 ellenanyaggal kezelt és komplett RPMI-1640 médiumot kapott
bursa Fabricii-k teljes keresztmetszeti képe chB6 immunfestést kovetéen. C) 7H3 ellenanyaggal
torténd kezelés hatdsara csokkent a follikulus bimbok szama. A megjelend follikulusok
csOkevényesek, kevés chB6+ B lymphocytat tartalmaznak. D) A kontroll csoportokként
alkalmazott anti-N-cadherin ellenanyaggal vagy E) komplett RPMI médiummal injektalt
bursakban a follikulogenezis nem szenvedett zavart. F) és G) A ,,C” képen koriilhatarolt
tertiletekr6l szdrmazo, nagyobb nagyitasu képek: a 7H3 ellenanyaggal kezelt bursa kettOs
immunfluoreszcens jeldlése chB6 (piros), anti-caspase-3 (zold) ellenanyaggal és DAPI
magfestéssel. Néhany, elszortan lokalizalodo, apoptotizald sejt detektalhatdé mind F) a
follikulusok, mind G) a bursa mesenchymajanak teriiletén. Bar: B: 1000 um; C, D, E 100 pm; F,
G: 50 pum.
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55.2. In vitro sejtmigracié vizsgalata 7H3 ellenanyag és CXCL12

kemoattraktans egyiittes alkalmazasa mellett

A 7H3 antigén sejtmigracioban betoltott szerepét in vitro kisérletben is
megvizsgaltuk. A kisérlet kiindulasi alapkoncepcidjat arra alapoztuk, hogy embrionalis
csirke bursa Fabricii fejlédé follikulus bimboit kitolté 7H3+ B lymphocytak (21. abra A)
a CXCR4 migracids receptort is expresszaljak (21. abra B, C).

Az in vitro kisérlet soran E13-as koru bursa reddket fibronektinnel bevont Petri
csészébe helyeztiink Ki, és 24 oraig komplett RPMI-1640 médiumban (n=5) inkubaltunk.
Az inkubaciods id6 eltelte utan kis mennyiségii kivandorolt sejtet detektalhattunk (21. abra
D, H). Hasonldé eredményt kaptunk, amikor a tenyésztomédiumhoz tisztitott 7H3
ellenanyagot (n=5) adtunk (21. abra H). A kovetkez6 1épésben, hogy eldsegitsiik a bursa
redokbol a B lymphocytak kivandorlasat, a tenyészetekhez CXCL12 kemoattraktanst is
adagoltunk. Sejtszamlalas alapjan a CXCL12 molekula jelenlétében (n=6) a bursa
red6kbodl kivandorld sejtek szama Otszordsére novekedett a komplett RPMI-1640
médiumban tenyésztett csoporté¢hoz képest (21. abra E, H). A bursa red6kbdl kivandorlo
B lymphocytdk expresszaltdk a CXCR4 receptort (21. abra E inset). Ezt kovetden, a
CXCL12 kemokin jelenléte mellett, tisztitott 7H3 ellenanyagot is adtunk a
tenyészetekhez (n=6). A 7H3 ellenanyag jelenléte szignifikdnsan (p<0.001)
lecsokkentette a médiumba kivandorld B lymphocytak szamat (21. abra G, H). Negativ
kontrollként ebben az esetben is anti-N-cadherin ellenanyagot alkalmaztunk CXCL12
jelenlétében (n=6). Az anti-N-cadherin ellenanyag hozzdadasa nem befolyasolta a
CXCL12 hatasara kivandorl6 sejtek szamat. (21. abra F, H).

Osszefoglalds: In vitro kisérletiink alapjan megéllapithatd, hogy az embrionalis
bursa redokbdl CXCL12 kemoattraktans hatasara a B lymphocytdk intenziven
kivandorolnak a fibronektinnel bevont felszinre. A 7H3 ellenanyag és CXCL12
kemoattraktans egyiittes alkalmazasa esetén a kilépé6 CXCR4+ B lymphocytak szama

jelentdsen lecsokkent.
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21. abra: In vitro funkcio blokkolé vizsgalat: embriondlis bursa reddk tenyésztése CXCLI2
kemoattrakeins és 7H3 ellenanyag jelenléte mellett A-C) 16 napos csirke embrié (E16) bursa
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follikulusainak kett6s immunfluoreszcens jel6lése. A) 7H3 és B) anti-CXCR4 ellenanyaggal
torténd jelolés esetén C) a 7H3+ B lymphocytak expresszaljak a CXCR4 migracios receptort. D-
H) 13 napos csirke embri6é (E13) bursa Fabricii reddinek in vitro tenyésztése. D) A komplett
RPMI-1640 médiumban inkubalt bursa reddket kevés szami sejt hagyta el. E) A CXCL12
kemoattraktanst is tartalmazo médiumban jelentés mennyiségiit CXCR4+ sejt vandorolt ki (inset:
CXCR4 immunpozitivitas piros szinnel lathato). F) A CXCL12 mellett alkalmazott anti-N-
cadherin ellenanyag (mAb) nem befolyasolta a kivandorlo sejteket, ellentétben G) a 7H3
ellenanyag (mAb) és CXCL12 egyiittes alkalmazasaval, amikor is a kivandorl6 sejtek szama
jelentésen csokkent. H) A kiilonboz6 kisérleti és kontroll csoportok esetén megfigyelt bursa
red6kbol kivandorlo sejtek szamanak abrazolasa. Statisztikai elemzés Kruskal-Wallis teszt
alkalmazasaval, majd post-hoc Dunn teszttel tortént. Szignifikancia: ***P<(0.001. Bar: A, B és
D-G: 50 um; C és E inset: 5 um.

5.6. A 7H3 ellenanyag altal jelolt antigén molekulatomegének meghatarozasa

A 7H3 antigén molekulatomegét 6 hetes gyongytyuk bursa Fabricii és thymus
lizatumbodl hataroztuk meg gélelektroforézissel és Western blottal. A gydngytyukbol
eltavolitott és megtisztitott bursa reddkbdl, illetve thymus lebenyekbdl lymphocyta
sejtszuszpenziot készitettiink. Centrifugalast kovetden a kiiilepedett sejteket lizis
pufferrel kezeltilk. A kapott fehérje lizdtumokat lecentrifugaltuk és a feliiluszokat
hasznaltuk fel a gélelektroforézishez, valamint a blottolashoz. Eredményeink azt
mutatjak, hogy reduktiv koriilmények kozott a 7H3 ellenanyag egyetlen, ~80 kDa tomegii

molekulakat ismer fel a thymus és bursa Fabricii lizatumaiban egyarant (22. abra).

kDa Thy BF

170 —
130 —
100 —

70_ - ——

55 —
40 —
35—

25—

22. abra: 7H3 ellenanyag adltal jelolt antigén molekula tomegének meghatdrozasa Western
blottal. 6 hetes gyongytytk thymus (Thy) és bursa Fabriciib6l (BF) szarmazé mintai. A 7H3
monoklonalis ellenanyag ~80 kDa molekula tomegi antigént ismer el, mindkét tipusu lizatumban.
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6. MEGBESZELES

A fejlédésbiologiai  és immunoldgiai  kutatdsokban a madarak primer
nyirokszervei, a bursa Fabricii és a thymus kivalo lehetéséget nydjtanak a lymphocytak
egyedilallo, mas vérsejt alakoktol fiiggetlen fejlédésének, differencidlédasanak és
érésének tanulmanyozasara (Glick, 1994; Nagy et al., 2022).

Az elmult harom évtizedben szamos vizsgalati eredmény bizonyitja, hogy a bursa
Fabricii kiilonb6z6 B lymphocyta populaciok szamara nyujt tamogatd szoveti
kornyezetet. Toivanen és Toivanen csirkén végzett klasszikus immunologiai és
sejttranszplantacios kisérletei igazoltak, hogy a kikelést kovetden a B lymphocyték eltérd
fejlodési stadiumokban fordulnak el6 a bursai follikulusokban. Ezek a B lymphocyta
populaciok funkciojukat tekintve eltéré modon képesek a B sejt depletalt allatok bursa
Fabricii-ének rekonstrukciojara (Toivanen et al., 1972; Toivanen & Toivanen, 1973).

A ’90-es évektdl kezdve tobb olyan monoklonalis ellenanyag késziilt, amely
alkalmas a madarak B lymphocytainak szelektiv jelolésére. Ezek kozott vannak olyan
ellenanyagok, amelyek kifejezetten a bursa Fabricii kéregallomanyi B lymphocytait
(Paramithiotis & Ratcliffe, 1994b; Sayegh et al., 2000) vagy csak a medullaris
B lymphocytakat (Masteller et al., 1995b; Withers et al., 2006) jelolik. A lymphocytakat
jelolo ellenanyagok nagy segitséget nytijtanak a bursa Fabricii-ben zajlo fejlddésbioldgiai
mechanizmusok és immunologiai folyamatok megértéséhez. Tovabba, szamos olyan
monoklonalis ellenanyag is elérhetd a kereskedelemben, amely nemcsak a csirke
lymphoid sejtjeire specifikus, hanem a fiirj, gyongytyuk vagy a pulyka lymphocytait is
jelolik. Ezekkel a markerekkel a vadon €16 madarak immunrendszere is tanulmanyozhato
¢és az eredmények Osszehasonlithatoak a belterjesen tenyésztett csirke torzseken végzett
immunologiai vizsgalatokbol kapott eredményekkel. Annak ellenére, hogy funkcionalis
kisérletekkel igazoltak, az egyes B lymphocyta populaciok dinamikus valtozasat a bursa
fejlédése soran, keveset tudunk sejtfelszini expresszios mintazatukrol, amely jellemezheti

az eltéro fejlodési potenciallal rendelkezd sejteket.
6.1. A 7H3 monoklonalis ellenanyag egy B lymphocyta alpopulaciot jelol.

Doktori munkam elsd célkitlizése a 7H3 elnevezési, IgGop izotipusu, gyongytyuk
¢s csirke specifikus egér monoklondlis ellenanyag immuncitokémiai és biokémiai

karakterizalasa  volt.  Felndétt  gyongytyak bursa  Fabricii  follikulusainak
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kéregallomanyaban azt tapasztaltuk, hogy a 7H3 ellenanyag elszértan megjelend
sejtcsoportokat jelol, valamint intenziv immunreakciét ad a thymus kéreg- ¢és
vel6allomanyban és a periférias nyirokszervek T dependens teriiletein is. Kettos
immunhisztokémiai festésekkel kimutattuk, hogy a 7H3 ellenanyag a felnétt gyongytyiak
T lymphocytai mellett szelektiven jeloli a bursa Fabricii follikulusainak egy
alkotva fordulnak el8. Osszehasonlitva a madarak lymphoid sejtjeire vonatkozo
szakirodalmi adatokat, a 7H3 ellenanyag festési mintdzata jelentOsen eltér a madarak
B lymphocytait jel616 egyéb ellenanyagokétol.

A TH3 ellenanyag festési mintazatdhoz hasonld6 modon, a CB11 és Hy86b5
ellenanyagok a T lymphocytak mellett, a bursai follikulusok kéregallomanyanak egy-egy
B lymphocyta alpopulacidjat jelolik (Olson & Ewert, 1990). Mind a CB11, mind a
Hy86b5 ellenanyag altal jelolt antigén kiilonlegessége, hogy a fejlédés soran
expressziojuk lecsengést mutat. Csirkében, az embrionalis fejloddés 12. napjatol kezdve
mindkét ellenanyag a fejlédé bursai follikulusokat kitdltd valamennyi B lymphocytat
jeloli, de még a kikelés elott az altaluk felismert antigének kifejez6dése drasztikus
Embrionalis és fiatal, kikelt gyongytytukokon végzett vizsgalataink soran, a 7H3 antigén
esetében is megfigyeltiink expresszids lecsengést a bursai B lymphocytakon, viszont
ellentétben a CBI11 és Hy86b5 antigénekkel, ez a kikelést kovetéen torténik.
Embriondlisan, a bursai follikulus bimbokat kitdlté valamennyi B lymphocyta kifejezi a
7H3 antigént. Kikelés koriil a 7H3 ellenanyag a legtdbb follikularis B lymphocytat jeloli,
majd a Kikelést kovetd 2. héttél a medullaris sejteken csokken az expresszios szintje,
fokozatosan lesziikiilve a kéregallomany B lymphocytéaira. A 10. héttdl kezdve csak a
kapillarisok koriili, izolalt sejtcsoportokon ad immunreakciot, és az elkdvetkezd hetekben
ez a festési mintazat valtozatlan marad (az allatokat 16 hetes korig vizsgaltuk). A 7H3
ellenanyag a CB11-t61 és Hy86b5-t61 nemcsak az expressziojanak idébeli valtozasaban,
hanem az antigének molekula tomegében is eltérést mutatott. Western blot analizis soran
megallapitottuk, hogy a 7H3 ellenanyag reduktiv koriilmények kozott egy ~80 kDa
tomegli molekulat ismer fel, mig a CB11 egy 37 kDa-os antigént, a Hy86b5 pedig egy
142 kDa-os és 162 kDa-os molekulakbol allo heterodimert jelol. Megjegyzendd, hogy a
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CB11 és a Hy86b5 antigéneket jelold ellenanyagok kereskedelemben nem elérhetok. Az
eredeti kdzlemények megjelenése 6ta mas kisérletben nem hasznaltak.

Az LT2 antigént szintén a bursai follikulusok corticalis sejtjei altal expresszalt
molekulaként azonositottak (Paramithiotis & Ratcliffe, 1994a; Sayegh et al., 2000). Az
LT2 antigént, hasonléan a 7H3 antigénhez, embrionalisan valamennyi bursalis
B lymphocyta kifejezi, majd a kikelést kovetén, az 1-3 hetes allatok follikulusainak
kéregéallomanyi B lymphocytai expresszaljak. Az LT2 antigén periférias keringésben 1€vo
sejteken mutatott expresszidés mintdzata nem egyezik a 7H3 ellenanyaggal kapott
eredményeinkkel, miszerint a kikelés utan a vérben 1évé B lymphocytak mintegy 60%-a
er0sen expresszalja az LT2 antigént (Paramithiotis & Ratcliffe, 1994a; Paramithiotis és
Ratcliffe, 1994b). Munkank soran iddsebb (10 hetes) gyongytytk bursai follikulusainak
kéregallomanydban megvizsgaltuk az LT2+ sejteket, amelyek nem alkottak a 7H3
ellenanyag festésére jellemzo sejtcsoportokat, hanem a csirkében publikalt adatokhoz
hasonl6 modon, elszortan a kéreg teljes tertiletén lokalizalodnak.

Eml6sokben a cellularis immunvalasz kialakitasdban szerepet jatszo6 CD80/CD86
kostimulacios molekulakat az antigén prezentalo sejtek mellett (Damoiseaux et al., 1998)
aktivalt B lymphocytak is expresszaljak (Sahoo et al., 2002; O'Neill et al., 2007). Lee és
munkatéarsai létrehoztak egy egér monoklonalis ellenanyagot, amely a csitke CD80-as
(chCD80) molekulajat ismeri fel (Lee et al., 2011). Az anti-chCD80 ellenanyaggal a 1ép
fehér pulpdjaban és a bélben dendritikus sejteket, illetve a 1ép vords pulpajaban
monocytdkat azonositottak. Tovabba pozitiv immunreakciot kaptak a bursa
follikulusainak kéregallomanyaban, ahol a chCD80+ sejteket monocytaként jellemezték.
Habar a 7H3 és az anti-chCD80 ellenanyag bursai follikulusokban mutatott festési
mintdzata, a szakirodalmi adatok alapjan hasonld, a 7H3 nem jeldli a myeloid
sejtvonalhoz tartozé dendritikus sejteket és a monocytakat sem.

Egy masik, nemrég lekozolt ellenanyag, amely szintén a bursa kéregallomanyi
sejtjeinek egy csoportjat jeldli, a csirke specifikus tumor nekrozis faktor-szerti ligand 1A
(chicken tumor necrosis factor-like ligand 1A; chTL1A, molekulasulya: 32 kDa)
molekulat ismeri fel (Lee et al., 2014). Emlésokben a TL1A protein leukocytakra és
antigén prezentald sejtekre jellemz6, amely kiemelten a T lymphocytak
kostimulatoraként miitkddve befolyasolja a gyulladdsos citokinek termelését és a sejt

proliferaciot (Xu et al., 2022). A TL1A molekulanak membranhoz kotott és aktivan
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szekretalt, szolubilis formaja is ismert (Kim & Zhang, 2005; Pedersen et al., 2015). Lee
¢s munkatarsai altal 1étrehozott csirke specifikus ellenanyaggal a csirke TL1A proteint
kéregéallomanyaban, valamint poligonalis morfologiat mutatéd sejteket a thymusban és a
coecalis tonsillaban (Lee et al., 2014). Mivel 7H3 ellenanyaggal torténé immun-
hisztokémiai festéseink soran minden esetben a lymphocytak sejtmembranjat kirajzold
immunreakciot detektaltunk, igy elmondhatd, hogy a csirke TL1A protein szekretalt
formajaval ellentétben a 7H3 antigén egy sejtfelszini, membranhoz kotott molekula.

A bursai B lymphocytakat szelektiven jelol6 ellenanyagok koziil, szakirodalmi
adatok alapjan, a 11A9 elnevezésii monoklonalis ellenanyag mutatta a legnagyobb
egyezést a TH3 ellenanyag festési mintazataval. A 7H3 antigénhez hasonloan, a 11A9
monoklonalis ellenanyag altal jel6lt, tgynevezett Ov antigén (mas néven chL12) is korali
embrionalis megjelenést mutat (Houssaint et al., 1991). A legelsé Ov+ sejteket 3 napos
csirke embri6 szikhdlyagjanak vérszigeteiben azonositottak, majd idésebb embridkban
ugyanugy, mint a 7H3 antigént, a CD45+ sejtek is expresszaljak az Ov antigént. A 7H3
jeloléssel azonos modon, 14 napos csirke embrid bursajanak valamennyi
chB6+ B lymphocytaja, valamint a thymust kolonizalé T lymphocyta prekurzorok is
jelolédnek a 11A9 ellenanyaggal. A kikelést kdvetden viszont a bursai B lymphocytaknak
csak 4%-a ad immunreakciot. Késobbi publikaciokban megallapitottak, hogy a bursai
B lymphocytak kozvetleniil a perifériara vald emigralasuk eldtt kezdik el kifejezni az
Ov antigént, mivel a periférids B lymphocytdk, a T lymphocytdkkal azonos mddon
szintén Ov immunpozitivak (Paramithiotis & Ratcliffe, 1993). Ezzel ellentétben,
immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a 7H3 ellenanyag a gyongytyuk periférias
B lymphocytait nem jel6li, valamint a 7H3 antigén molekula tomege is kiillonbozik a
35 kDa-os Ov antigén molekula stlyatol (Hértle et al., 2022). Az Ov antigént szelektiven
felismerd ellenanyagot termeld hybridoma kereskedelemben nem kaphato.

Osszefoglalva a kereskedelemben elérhetd B lymphocyta markerek és a korabbi
publikacidkban leirt ellenanyagok festési mintdzatanak komparativ elemzését,

megallapithatd, hogy a 7H3 monoklonalis ellenanyag egy 1j marker, amely specifikusan

crer

fel.
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6.2. A 7H3 ellenanyag jeloli a korai vérképzo dssejteket.

A 7H3 ellenanyag a felndtt allatok lymphocytai mellett, mar a korai vérképzés
soran megjelend hematopoietikus sejteket is jeloli. Immunhisztokémiai festések
alkalmazasaval az els6 7H3+ sejteket 2 napos gyongytyuk embrio (HHI12)
szikholyagjanak vérszigeteiben azonositottuk. Késobbi fejlodési stadiumokban mar
szamos kerekded morfologidval rendelkezd 7H3+ sejtet figyeltink meg az
extraembrionalis erek lumenében, illetve szorosan az endothel sejtekhez kapcsolodva.
Ezek a korai, 7H3+ sejtek a hematopoietikus sejtekre specifikus QH1 monoklonalis
ellenanyag altal jelolt a-macroglobulint is koexpresszaltak. A QHI elnevezésii
ellenanyag a fiirj embridk hematopoietikus és endothel sejtjeit jel6l6 marker (Pardanaud
etal., 1987), amely sajat adataink szerint keresztreagal a gyongytyuk sejtjeivel is. A QH1
ellenanyag csirkével nem mutat keresztreakciot, ezért helyette a CD45 molekulat
felismerd ellenanyagot hasznaltuk a hematopoietikus sejtek azonositasara (Jaffredo et al.,
1998, Doéra et al., 2017).

A fejlédés kezdeti szakaszaban (HH3-HHS) a szikholyag vérszigeteiben primitiv
hematopoietikus sejtek keletkeznek (Minko et al., 2003; Sheng, 2010), amelyek erythro-
myeloid sejtvonal iranyt elkotelez6dést mutatva korai erythrocytak, primitiv
makrofagok, mikroglia sejtek, valamint a BSDC prekurzorok létrehozasaban vesznek
részt (Cuadros et al., 1992; Nagai & Sheng, 2008; Sheng, 2010; Pardanaud & Eichmann,
2011; Dora et al.,, 2017). A 7H3 ellenanyag extraembrionalisan kizarolag kerekded
szikholyagi CD45+ amdboid vagy erdsen nyulvanyos myeloid prekurzor sejtekkel (Dora
et al., 2017), sem az ovalis alak, sejtmaggal rendelkez6 erythrocytakkal vagy a QH1+
endothel sejtekkel.

A 7H3 antigén hematopoietikus sejtekre jellemzd expresszidjat késObbi
stadiumokban (HH19-HH25) az intraembriondlis vérképzo helyeken is megfigyeltiik.
Gerinces embridkban a definitiv vérképzé Ossejteket 1étrehozd IAHC sejtjei kozott,
valamint a para-aortikus régiéban szamos 7H3+ sejtet azonositottunk, amelyek szintén a
veérképzo Ossejtekre jellemzé QH1 antigént expresszaltak. A legtdbb gerinces faj esetén
a dorsalis aorta ventralis falaban megjelené IAHC az egyik legjobban karakterizalt
intraembrionalis vérképzé hely (Medvinsky & Dzierzak, 1996; Jaffredo et al., 1998;
Ciau-Uitz et al., 2000; Oberlin et al., 2002; Bertrand et al., 2010; Zhao et al., 2022). Az
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IAHC-bdl levalo, definitiv hematopoietikus 6ssejtek hozzak 1étre a késdbbi para-aortikus
régiot, ahol génexpresszios vizsgalatok alapjan megjelennek a lymphoid sejtvonal
iranyban elkotelez6dé elsé prekurzor sejtek (Lassila et al., 1979; Reynaud et al., 1992;
Lampisuo et al., 1998; Dunon et al., 1999; Déra et al., 2017). Mivel a 7H3 antigén az
intraecmbrionalis vérképz6 helyek QHI+ hematopoietikus sejtjein mar jelen van és a
késébbiekben differencialodd lymphocytak is expresszaljak, ezért a 7H3 ellenanyag
alkalmas marker lehet a lymphoblastok fejlédésének nyomon kovetésére. Az extra-, és
intraembrionalis  vérképzd helyeken megfigyelt 7H3+/QH1+ sejtek pontos
differencidltsagi fokanak meghatarozasa érdekében tovabbi terveink kozott szerepelnek
génexpressziot célzé vizsgalatok, ahol a GATA3, Lmo2, Scl és Runx1 gének in situ
hibridizaciés kimutatasat végezziik a 7H3 ellenanyag jelolése mellett.

Mivel a korai embridoban az extra-, és intraecmbrionalis vérképz6 helyeken
egyarant szamos 7H3+ sejt azonosithatd, felmeriilt a kérdés, vajon a szikholyagban
talalhato 7H3+ sejtek intraembrionalis teriiletr6l szarmaznak vagy in loco
differencialodnak. Egy altalunk kifejlesztett mikrosebészeti technika, a teljes embrio
stadiumban megfigyelhet6, 7H3+/QH1+ sejtek in loco extraembrionalisan keletkeznek és
nem a keringésen keresztiil jutnak a szikhoOlyag teriiletére. Az extraembrionalis
7TH3+/QH1+ sejtek egy része egyesével vagy csoportosaval a fejlodd erek
endotheliuméhoz kapcsoltan lokalizalodott, és ez a megjelenési forma megegyezik a
HH7-HH10 embrionalis stidiumokban zajlo szikhdlyagi vérképzés formdjaval (Downs,
2003). Extraembrionalisan megjelend lymphoid progenitor sejteket mar a *90-es években,
invitro szikholyagi sejttenyészeteken végzett sejtdifferenciacios vizsgalatokkal is
kimutattak (Liu & Auerbach, 1991; Huang et al., 1994; Godin et al., 1995). Legfrissebb
sejt-sorskdvetéses és génexpresszios vizsgalatok megerdsitik, hogy a lymphoid
sejtvonalat 1étrehozéd definitiv hematopoietikus Ossejtek mar a korai extraembrionalis
vérképzés soran is kialakulnak (Seco et al., 2020; Zhao et al., 2022). Csirke embrioban
megfigyelték, hogy az IAHC létrehozasaért is felelds hemogenikus endothel sejtek mar a
HH7-8 stadiumu szikholyag falaban is kimutathatoak, ahol definitiv vérképzé dssejteket
tartalmazé vérszigetek megformalasara képesek (Seco et al., 2020). Ezen legfrissebb
irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a 7H3 ellenanyag az extraembrionalisan

megjelend definitiv hematopoietikus dssejteket is jeloli. Feltételezésiink megerdsitésére
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terveink kozott szerepel, hogy aramlasi citometria segitségével izoldljuk az
extraembrionalisan megjelené 7H3+/QH1+ sejteket, amelyeket intravascularisan
injektalunk a 7H3 ellenanyaggal keresztreakciot nem mutat6 fiirj fogadd embridba, hogy
képesek-¢ a fejlodé lympho-myeloid szervek (bursa Fabricius, 1ép, csontveld) telepének
kolonizacidjara.

A korai vérképz6 helyek utan a 7H3 ellenanyaggal immunreakciot ado, legtobb
sejtet a fejlédé bursa Fabricii mesenchymalis telepében azonositottunk. Madarakban a
B lymphocytak fejlédése harom diszkrét fazisra tagolhatd: prebursalis, bursalis és
postbursalis stadiumokra (Toivanen et al., 1972; Toivanen & Toivanen, 1973; Toivanen
etal., 1974; Ko et al., 2018). Napjainkig a legjobban feltart és tanulmanyozott sejtcsoport
a prebursalis B lymphocytak populacidja. A prebursalis B lymphocytak, azok a B sejt
prekurzorok, amelyek a nyirokszerveken kiviil hematopoietikus Gssejtekbol
differencialodnak és immunglobulin génjeik atrendezdodését kovetéen IgM-t illetve a
chB6 anti-apoptotikus molekulat expresszald sejtekként kolonizaljak a bursa telepét
(Houssaint et al., 1989; Houssaint et al., 1991; Sayegh et al., 1999). Gyongytyuk embrid
bursa Fabricii-ében a follikulus bimbokat még nem tartalmazé epithelio-mesenchymalis
red6k megjelenése, a csirkében leirtakhoz képest (10E) néhany nappal késdbb, a 13-14.
embrionalis napon figyelhet6 meg (Nagy et al., 2001). Ebben az idGpontban a
mesenchymat kolonizal6 chB6+ prebursalis B lymphocytdk a 7H3 antigént is
expresszaljak, valamint néhany 7H3+ sejt eléri és kolonizalja a felszini epitheliumot. Két
nappal késébb (E16), a megjelend follikulus bimbokat 7H3+/chB6+ sejtek toltik ki és ez
az allapot valtozatlan marad egészen a kikelés idopontjaig (Fejszak et al., 2022).

Osszefoglalva, a 7H3 ellenanyag korai vérképzd helyeken megfigyelt festési
mintdzata, valamint a 7H3+ sejtek QHI1 ellenanyaggal mutatott kolokalizacioja
alatamasztja, hogy a 7H3 ellenanyag jeloli a hematopoietikus sejteket. Megallapitasunkat
szintén igazolja a szikholyag in ovo tenyésztése esetében, in loco differencialodo 7H3+
sejtek jelenléte. Az embrionalis fejlédés késobbi stadiumaiban megfigyelt eredményeink
szerint, a 7H3 ellenanyag szelektiven jeloli a bursa Fabricii mesenchymajat kolonizalo,
majd follikulus bimbokba belépd, B lymphoid sejtvonal irdnyban elkotelez8dott
prebursalis B lymphocytéakat.
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6.3. 7H3 antigén a B lymphocytak migraciojat szabalyoz6 molekula.

A prebursalis stddiumot leszamitva kevés informacié all rendelkezésre a kikelést
kovetd, érett bursai mikrokOrnyezetben torténé B lymphocyta érési folyamatokrol,
szakirodalom egyik legvitatottabb kérdése a kikelést kovetden kialakuld bursai
follikulusok kéregallomanyanak funkcidja. Ratcliffe és munkatarsai szerint, a bursa
follikulusainak kéregallomanyat a veléallomanybol kivandorld sejtek hozzak létre
(Ratcliffe et al., 1987). Feltételezik, hogy a kéregallomanyi B lymphocytak, intenziv
proliferacidval felszaporodnak és fokozatosan a perifériara vandorolnak (Paramithiotis és
Ratcliffe, 1994a). Fluoreszcens sejtjeloléses technikaval kimutattak, hogy a bursalis B
lymphocytak mintegy 5%-a vandorol ki naponta (Paramithiotis & Ratcliffe, 1993) és
kifejezetten a follikulusok kéregallomanyanak kapillaris halézatan keresztiil jut a
periférias keringésbe (Paramithiotis és Ratcliffe, 1994a).

Eredményeink alapjan a 7H3 antigént expresszalé bursalis B lymphocytak
csoportos megjelenése a follikulusok kéregallomanyi kapillarisai koriil, egybeesik azzal
a fejlédési idészakkal, amikor a B lymphocytéak a bursa Fabricii-bol kivandorolnak, majd
kolonizaljak a periférias nyirokszoveteket. Kisérletes munkam kovetkezd részében a 7H3
ellenanyag altal felismert antigén funkcidjanak tanulmanyozasat tliztem ki célul.
Vizsgélatainkat eldsegitette a miincheni Ludwig-Maximilians Universitit Allatorvosi
Kardnak, Komparativ Immunoldgiai kutatocsoportjaval kozds  kollaboracios
kisérletsorozat, amelyben a CXCR4 migracids receptor €s ligandja, a kemokin hatasu

CXCL12 bursa Fabricii-ben vald kifejez6dését ¢és a bursalis B lymphocytak

crcr

crer

et al., 1999; Nie et al., 2004; Beck et al., 2014), a madarak B lymphocytainak CXCR4
expressziojat korabban kizardlag PCR alapu RNS szekvencia vizsgalatokkal igazoltak
(Ko et al., 2018). Kiilonbozé embrionalis koru, csirke bursa Fabricii-ken végzett
immunhisztokémiai festésekkel kimutattuk, hogy valamennyi bursalis B lymphocyta
kifejezi a CXCR4 receptort. Kikelés kornyékén a CXCR4 receptor csokkend expresszios
szintet mutat, majd a feln6tt allatok follikulusainak kéregallomanyi B lymphocytai

heterogén moddon fejezik ki azt. A follikulusok kéregallomanyanak kiils6, szélesebb
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szegmense a CXCR4 receptort magasan expresszalo (CXCR4M9") teriiletnek bizonyult,
mig kozvetleniil a kéreg-veld hatar kozelében, a kérgi kapillarisok mentén egy alacsony
expresszids intenzitast mutatd (CXCR4'°Y/CXC4-) teriilet jelenik meg. Parhuzamos
immunhisztokémiai festésekkel igazoltuk, hogy a CXCR4 migracids receptor bursai
B lymphocytdkon mutatott expressziés mintdzatanak dinamikus valtozdsa a csirkével
azonos modon zajlik a gyongytyuk esetében is. Kettés immunhisztokémiai festésekkel
bizonyitottuk, hogy a 7H3+ B lymphocytak a bursai follikulusok kéregallomanyanak
azon részében lokalizalddnak, ahol a sejteken a CXCR4 receptor alacsony expresszios
szintje (CXCR4"9Y/CXCR4-) figyelhet meg.

Csirkén végzett daramlasi citometrids mérések alapjan laboratdériumunk
kollaboracioban kimutatta, hogy bursa Fabricii-bol kivandorolt, periférias vérben jelen
1évé B lymphocyta populacié gyenge CXCR4 pozitivitast mutat (Nagy et al., 2020). igy
igazoltuk, hogy madarakban a CXCR4 receptor expresszidjanak csokkenése sziikséges a
naiv B lymphocytak bursa Fabricii-bol perifériara torténé vandorlasahoz (Nagy et al.,
2020). Eredményeinket alatamasztjak a korabbi években emldsokben leirt folyamatok,
miszerint a csontveldben képzddd, éretlen B lymphocytak perifériara torténd kilépéséhez
sziikséges a CXCR4 receptor expressziojanak csokkenése (Beck et al., 2014; Mcheik et
al., 2019).

Mivel gyongytytk bursaban a 7H3+ B lymphocytdk a kéregalloményi
CXCR4"“"/CXCR4- sejtpopulacidhoz tartoznak, azt feltételeztiik, hogy a 7H3 antigén egy
sejtmigracioban szerepet jatszo molekula. Hipotézisiink igazolasa érdekében in vivo
chorioallantois membranon fenntartott szervtenyészetet és in vitro sejtmigracios tesztet
otvoztiink olyan ellenanyagok alkalmazéasaval, amelyek képesek funkcid blokkolo
molekulaként meggatolni a felismert antigénjiik mtikodését (Chung & Lillehoj, 1991,
George-Weinstein et al., 1997; Plett et al., 2002; Zhao et al., 2011). In vivo kisérletiink
soran, az embrionalis bursa Fabricii mesenchymajaba injektalt 7H3 ellenanyag
megakadalyozta a lymphoid follikulusok kialakulasat (Fejszak et al., 2022). Kisérletes
eredménylink megegyezik azokkal a megfigyelésekkel, ahol a follikulogenezis
iddészakaban gatolt volt a B lymphocyta prekurzorok belépése a fejlddé hambimbdba,
ezért csak kevés szamu, csokevényes bursai follikulus alakult ki (Laparidou et al., 2020;

Nagy et al., 2020; Lee et al., 2022). In vivo kisérletiink alapjan elmondhato, hogy a 7H3
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ellenanyag funkcio blokkold hatisa megzavarta a 7H3+ prebursalis B lymphocytak

Tekintettel arra, hogy a 7H3 ¢és a CXCR4 molekulak expresszioja hasonlo az
embrionalis bursa Fabricii-ben, a 7H3 antigén sejtmigracidban betoltott szerepét tovabb
vizsgaltuk in vitro sejtmigracios tesztek alkalmazasaval. Korabbi in vitro és in vivo
kisérletek alatdmasztjdk, hogy a CXCR4 receptort expresszald egér csontveldi
B lymphocyta progenitorok, valamint az A20-as (egér B sejtes lymphoma sejtvonal) és
DT40-es (csirke bursalis lymphoma sejtvonal) sejtvonalak sejtjei aktivan vandorolnak a
CXCLI12 iranyaba (D'Apuzzo et al., 1997; Humpert et al., 2014; Kim et al., 2016). Az in
Vvitro sejtmigracios kisérletiink soran, a sejttenyésztd médiumba helyezett embrionalis
bursa red6kbol, a CXCL12 kemoattraktans hatasara jelent6s mennyiségii 7H3+/CXCR4+
B lymphocyta vandorolt ki a fibronektinnel Kkezelt felszinre. A kemoattraktans
jelenlétében hozzaadott 7H3 ellenanyag hatasara viszont a kivandorld sejtek szama

szignifikansan csokkent. A 7H3 ellenanyag gatolta a CXCR4+ B lymphocytak CXCL12
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prekurzorok altali kolonizaciojat, valamint késobbi follikulogenezisét is.

A Dbursa Fabricii kéregallomanyi B lymphocytain expresszalodé 7H3 antigén
migracidban betoltott szerepét a veliink egyiittmitkddé miincheni kutatdcsoport aramlasi
citometrids elemzésekkel kapott eredményei is alatdmasztjadk. Az emlitett vizsgalatok
segitségével felnott csirke bursabol két, a 7H3 antigént eltérd intenzitassal (kozepes:
7H3™Md &5 alacsony: 7H3'°%) expresszalé B lymphocyta csoport azonosithatd: egy
7H3Y/chB6"9" és egy 7H3™/chB6M csoport (Fejszék et al., 2022). A 7H3'°/chBg"d"
alcsoport CXCR4'™" és CXCR4"9 sejteket is tartalmaz, viszont a 7H3™M/chB6Me
sejtekben a CXCR4 receptor expresszidja egységesen alacsony vagy hianyzik. Az
aramlasi citometrias mérésekbdl szarmaz6 adatok alapjan feltételezziik, hogy a 7H3
antigén azokon a bursalis B lymphocytakon fejezddik ki, amelyek kozvetleniil
kivandorolnak a follikulusok kéregallomanyanak kapilldris halézatan keresztiil.
Hipotézisiinket alatdmasztja korabbi megfigyelésiink, miszerint a bursabdl kivandorlo,
valamennyi B lymphocyta egységesen CXCR4'™" fenotipust mutat (Nagy et al., 2020).

Mivel az aramlasi citometrias mérések azt is igazoltak, hogy a periférias keringésben 1€vo
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chB6+ B lymphocytak ugyancsak expresszaljak a 7H3 antigént, feltételezziik, hogy a
frissen kivandorolt kérgi B lymphocytdkon &atmenetileg megmarad a 7H3 antigén
expresszidja. Viszont ezt, a periférias vérben 1év6, 7H3 pozitiv sejt alpopulaciot nem lehet
immuncitokémiai moddszerrel azonositani hagyomanyos hisztolégiai eljarassal késziilt
vérkeneteken.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy kifejlesztettink egy 1j monoklonalis
ellenanyagot, a 7H3-at, amely komparativ immunhisztokémiai adatok alapjan a bursa
immunhisztokémiai eredményeink, a biokémiai tulajdonsagok ¢és a funkcionalis
vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a 7H3 ellenanyag altal felismert antigén
mar a B lymphocyta prekurzor sejtek migraciojaban is jelentds szerepet tolt be. Mig a
7H3 ellenanyag specifikusan T és B lymphocytakat jelol a gyongytytk és a csirke
nyirokszoveteiben, nem ad keresztreakciot a fiirjben, a pulykaban és az egérben. A 7H3
monoklonalis ellenanyag lehetdvé teszi, egy vadon ¢él6 madarfaj, a gyongytyuk
immunrendszerének tanulmanyozasat és az igy kapott eredmények 6sszehasonlithatoak a

beltenyésztett csirke torzsekben végzett immunologiai vizsgalatok eredményeivel.
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7. KOVETKEZTETESEK

1. Kimutattuk, hogy a 7H3 nevii, egér monoklonalis ellenanyag a gyongytyuk és
csirke szoveteiben lymphocytakra specifikus, sejtfelszini antigént ismer fel. Western blot
analizis alapjan a 7H3 ellenanyag egyetlen polipeptid lancbol allo, ~80 kDa
molekulatomegi fehérjét (7H3 antigént) jelol.

2. Immunhisztokémiai festésekkel igazoltuk, hogy a 7H3 antigén elészor a
szikholyag vérképzo Ossejtjein, majd az aorta kialakuldsat kovetéen az intraembrionalis
vérképzo helyeken jelenik meg, igy az intra-aortikus redékben és a para-aortikus régioban

lokalizal6do hematopoietikus dssejtek is expresszaljak.

3. A szikholyag in ovo tenyésztésére egy 0 embriomanipulacios technikat
fejlesztettiink ki, amellyel bizonyitottuk, hogy a 7H3+ vérképz6 Ossejtek a szikholyag
vérszigeteiben keletkeznek, aldtdmasztva a legujabb irodalmi adatokat, melyek szerint az

extraembrionalis vérképzés soran is kialakulnak definitiv vérképz6 Ossejtek.

4. Igazoltuk, hogy a bursa Fabricii organogenezise soran az embrionalis bursa
telepet kolonizald B lymphocyta prekurzorok hordozzak a 7H3 antigént, €s a kikelés elott
valamennyi bursalis B lymphocyta 7H3 pozitivitast mutat. A kikelést kdvetden viszont a

7H3 antigén expresszidja lecsokken és csak a kéregdlloményi B lymphocytdk egy

crer

5. Kimutattuk, hogy a sejtmigraciot szabalyozo CXCR4 receptor felndtt csirke €s
gyongytytuk bursai follikulusainak kérgi B lymphocytdin heterogén modon
expresszalodik: az alacsony (CXCR'™%) expressziét mutatd B lymphocytak a kéreg-veld
hatar kozelében, mig a magas CXCR4 expressziot (CXCRM") mutatd sejtek a kiilsd
kéregéallomanyi teriileten lokalizal6dnak. Kettds jeldléssel igazoltuk, hogy a 7H3 antigén

expresszidja a CXCR4'Y B lymphocytakra jellemzo.

6. Invivo és in vitro kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a 7H3 ellenanyag funkcio

crer

kolonizécigjat.
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8. OSSZEFOGLALAS

A bursa Fabricii a madarak jellemz6 primer lympho-epithelidlis nyirokszerve,
ahol a B lymphocytak differencialédasa zajlik. Funkcidjanak 1956-os felfedezése
jelentésen hozzajarult az immunologia robbanasszert fejlodéséhez. Mivel a mono- és
poliklonalis ellenanyagok els6sorban csirke eredetli antigének ellen késziiltek, a madar
immunologia szinte egyenld a hazitytkra vonatkozé ismereteinkkel. A vadon ¢€16
madarak immunrendszere ellenallobb, a nyirokszervek szoveti szerkezete
differencidltabb, mint a beltenyésztett hdzimadarak lympho-myeloid szervei, ezért
immunsejtjeiknek  karakterizalasa, ontogenezisiiknek nyomon kovetése az
immunrendszer funkcidjanak jobb megértéséhez vezethet. Munkdm sordan egy 1j,
gyongytyuk ¢és csirke lymphocytéi altal expresszalt 80 kDa-os antigént felismerd egér
monoklondlis ellenanyag (klon neve: 7H3) immunhisztokémiai, biokémiai ¢és
funkcionalis karakterizalasat végeztem el.

A 7H3 ellenanyag feln6tt allatokban az éretlen és érett T lymphocytakat egyarant
jeldli, mig a bursa Fabricii follikulusaiban specifikusan egy corticalis B lymphocyta
populéciot ismer fel. A korai embrionalis fejlodés soran az elsé 7H3+ sejtek a gyongytyuk
embrid szikhdlyagjanak vérszigeteiben jelennek meg, majd késdbb az intraembrionalis
vérképzo Ossejtek is kifejezik a 7H3 ellenanyag altal jelolt antigént (7H3 antigén). A
fejlodo bursa Fabricii telepét kolonizaldé CD45+/chB6+ B lymphocyta prekurzorok
expresszaljak a 7H3 antigént, amely embriondlisan valamennyi bursalis B lymphocyta
felszinén jelen van. A kikelést kovetden a bursai follikulusok 7H3 immunreaktivitasa
Kett6s immunjeloléssel igazoltuk, hogy a 7H3+ B lymphocytak a follikulusok cortexének
belsd részében lokalizalodnak, ahol a sejtek a CXCR4 receptor alacsony szintli
expresszidjat (CXCR4'™) mutatjak. A 7H3+/CXCR4'" sejtek corticalis kapillarisok
kozelében torténd csoportos megjelenése egybeesik azzal az idOponttal, amikor a B
lymphocytak elhagyjak a bursa Fabriciit és a periférias nyirokszerveket kolonizaljak.
Funkci6 blokkolo ellenanyagokkal végzett in vitro és in vivo vizsgalataink szerint, a 7H3
antigén gatlasa zavart okoz a CXCR4+ B lymphocytak CXCL12 kemokin ligand altal

Eredményeink 0Osszefoglalva igazoljak, hogy a 7H3 és CXCR4 molekulak
expresszidja a kérgi B lymphocytak kiilonbozd érési fazisait kisérik és befolyésoljak az
aktiv sejtmigraciot. A 7H3 ellenanyag egy igen értékes immunologiai markerként szolgal

a madar B lymphocytak ontogenezisének vizsgalataban.
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9. SUMMARY

Bursa of Fabricius is an avian primary lympho-epithelial organ, where the
differentiation of B lymphocytes occurs. The discovery of its function in 1956 significantly
contributed to the explosive development of immunology. Since the mono- and polyclonal
antibodies were raised primarily against chicken antigens, the avian immunology is almost
equal with our knowledge about the chicken. Immune system of wild birds is more resilient,
the histological structure of the lymphoid organs is more differentiated than the lympho-
myeloid organs of the inbred domesticated birds; therefore, the characterization of their
immune cells and the monitoring of their ontogenesis can lead to a better understanding of the
function of the immune system. During my PhD studies | have performed multiple
immunocytochemical, biochemical and functional characterization of a novel mouse
monoclonal antibody (clone name: 7H3) specific to an 80 kDa antigen expressed by
lymphocytes of guinea fowl and chicken.

In adult bird both immature and mature T lymphocytes were labelled by 7H3 antibody,
while in the follicles of the bursa of Fabricius a subpopulation of cortical B lymphocytes were
labelled specifically. During early embryogenesis the first 7H3+ cells appear in the yolk sac
blood islands of the guinea fowl embryo and later, the intraembryonic hematopoietic stem cells
also express 7H3 antigen. CD45+/chB6+ B lymphocyte precursors colonizing the primordium
of the developing bursa of Fabricius also express 7H3 antigen, which is present on the surface
of all bursal B lymphocytes during the embryonic life. After hatching the 7H3 immunreactivity
of the bursal follicles gradually diminishes, but remains in a subpopulation of the cortical B
lymphocytes. Using double immunostaining we showed that 7H3+ B lymphocytes are
localized in the inner part of the follicular cortex, where the cells show low expression level of
the receptor CXCR4 (CXCR4™). The cluster appearance of 7H3+/CXCR4"" cells near
cortical capillaries coincides with the time when B lymphocytes emigrate from the bursa and
colonize the peripheral lymphatic organs. In vitro and in vivo experiments performed with
functional blocking antibodies demonstrated that the inhibition of 7H3 antigen prevents the
migration of CXCR4+ B lymphocytes directed by CXCL12 chemokine.

Our results confirm it in summary that the expression of 7H3 and CXCR4 molecules
accompanies various maturation phases of B lymphocytes, influencing their active cell
migration. 7H3 antibody will serve as a very valuable immunological marker for studying the

ontogeny of avian B lymphocytes.
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