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1. Bevezetés

A gerincesek adaptiv immunitdsa az egyed egész életében folyamatosan fejlodik,
alkalmazkodik az ijabb vagy modosult korokozokhoz, eldsegitve a szervezet hatékony
védekezését a megvaltozott kornyezethez. Az elmult évtizedekben robbanasszeriien
fejl6dé immunoldgiai kutatasok széleskorben tartak fel immunrendszeriink miikodésének
sejtes €s molekularis alapjait.

Az altalanossagban hasznalt kisérletes immunologiai allatmodellek (egér,
patkany) mellett, a madarak is az immunologiai és a fejlédésbioldgiai kutatasok elterjedt
modell szervezetévé valtak, ugyanis a tojasban fejlodé embriok konnyebb
hozzaférhetdsége széleskorli lehetdséget nyljt az embridmanipuldcios technikak
megvalositdsdra. Tovabbd, az emldsoktdl eltéréen a madarak lymphocytainak
differencidlodéasa a thymus mellett nem a csontveldben, hanem egy bélhez asszocialt,
specifikus nyirokszervben a bursa Fabricii-ben zajlik. A morfoldgiai megfigyelés mellett,
embridomanipulaciés technikdkat is alkalmazé kutatdsok csirkében igazoltdk elsOként,
hogy csak a ,,bursa eredetii lymphocytak” (B lymphocytak) képesek antigén specifikus
ellenanyagok termelésére, ami megalapozta az immunitas disszociacios elméletének
megsziiletését, miszerint a sejtkozvetitett immunvalaszt a T lymphocyték, az ellenanyag
kozvetitette immunvalaszt pedig a B lymphocytak végzik. Fontos kiemelni, hogy a bursa
Fabricii a madarak olyan primer lympho-myeloid szerve, ahol a B lymphocytak
differencidlodasa és érése mas lymphoid, myeloid és erythroid sejtvonalak fejlodésétol
fiiggetlentil torténik. Ezaltal a bursa Fabricii alkalmas kisérleti modell azon molekularis
mechanizmusoknak a feltarasara, amelyek specifikusan a B lymphocytak ontogenezisét
befolyasold szoveti kornyezetet jellemzik.

A lymphocytdk fejlédését iranyitd mikrokdrnyezet és a lymphoid sejtek
karakterizalasat cé€lzo alapkutatasok rutinszerlien hasznalt eszkozei a monoklonalis
ellenanyagok, amelyek alkalmasak egy adott sejttipus azonositdsara és szoveten beliili
lokalizaciojanak meghatdrozdsara. A hematoldgiai betegségek nagy szama ¢és
valtozatossaga miatt, egyre nagyobb az igény a hematopoietikus sejteket specifikusan
felismerd monoklonalis ellenanyagokra, amelyek hasznos eszk6zok lehetnek a veérképzés
¢s a lympho-myeloid sejtek differencidlédasanak nyomon kovetésére, elosegitve a human

gyogyaszatban alkalmazhatd célzott terapias kezelések kifejlesztését.



A lymphocytak fejléddését iranyitdé mikrokdrnyezet és a lymphoid sejtek
karakterizalasat laboratoriumunkban késziilt nagyszamti monoklondlis ellenanyag
alkalmazasaval kozelitettiik meg. A lymphoid sejteket jelolé ellenanyagok koziil a 7H3
elnevezésii klon immunhisztokémiai festési mintazata teljesen eltért az eddig ismert
antitestekétol és elozetes eredményeink alapjan feltételezziik, hogy bursai B lymphocytak
egy alpopulaciojat jeloli. In vitro és korabbi aramlasi citometrias kisérletek szerint a bursa
Fabricii-n beliil eltér6 B lymphocyta populaciok azonosithatok, viszont ezek szoveti
kornyezetben valo elhelyezkedése, pontos immunfenotipusa, fejlédése és funkcidja nem

ismert.



2. Célkitiizések

A héaziasitott madarak az immunologiai és fejlodésbiologiai kutatdsok gyakran
hasznalt kisérletes modell szervezetei. A lymphocytak fejlodését iranyitdé mikrokdrnyezet
karakterizalasat és a lymphoid sejtek ontogenezisének kovetését laboratdriumunkban
hybridoma technikaval késziilt, nagyszamu csirke ¢és gyongytyuk specifikus
monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval kozelitettik meg. Kisérletes munkdm elsé
felében a 7H3 elnevezési egér monoklonalis ellenanyag immunhisztokémiai és
biokémiai karakterizalasat végeztem, amely elOzetes vizsgdlataink alapjan a felnott
gyongytyuk bursa Fabricii-ben az eddig ismert B lymphocyta markerekt6l eltéréen, csak
a B lymphocytak egy alcsoportjat jelolte.

Kisérletes munkam masodik felében, egyiittmiikodésben a miincheni Ludwig-
Maximilians ~ Universitit ~ Allatorvosi ~ Kardnak, Komparativ Immunoldgiai
kemokin ligandja, a CXCL12 expresszidos mintazatanak valtozasat kovettem a madarak

B lymphocytainak fejlddése soran.

Kutatasom céljai a kovetkezoéek voltak:

1. A 7H3+ sejtek eloszlasanak vizsgélata a felnétt gyongytyuk nyirokszerveiben.
2. A TH3+ sejtek megjelenésének a leirdsa az embrionalis fejlédés soran.
3. A 7H3 antigén molekula tomegének és sejten beliili lokalizacidjanak meghatarozasa.

4. A CXCRA4 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.



3. Madszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez gyongytyuk (Numida meleagris) és csirke (Gallus gallus
domesticus) embriokat, illetve kikelt allatok szerveit hasznaltuk fel. A gyongytyiak
tenyész tojasokat a godolldi Nemzeti Biodiverzitds- és Génmegdrzési Kozpont,
Haszonallat-génmegorzési Intézetének Génmegorzéstudomanyi - és Kisallattenyésztési
Osztalya biztositotta szamunkra. White Leghorn fajtaju, SPF (Specific-pathogen-free)
csirke tojasokat kereskedelmi tenyésztoktdl (Prophyl Kft.) szereztikk be. Embrionalis
szovetmintakat a masodik embrionalis naptol (E), egészen a kikelés eldtti napokig
(gyongytyuk E25, csirke E20) vettlink ki. A tojasokat laboratoriumunk sajat
keltet6gépében forgatoracson 37°C-on, 60%-os paratartalom mellett inkubaltuk. A
kikelést kovetden felndtt allatokbol (4-10 hetes kor kozott) bursa Fabricii, thymus, 1ép,

coecalis tonsilla és vér szovetmintakat vettiink, korcsoportonként legaldbb 3 éllatbol.

3.2. Mintak szovettani feldolgozasa

Kriotdbmos metszéshez, az izolalt szerveket zselatinos fagyasztott blokkokba
agyaztuk. Elsé lépésként mintdinkat 1 oran keresztiil fixaltuk pufferelt 4%-0s
paraformaldehidben (PFA), majd foszfattal pufferelt sdoldatban (PBS) mostuk (3x5
perc). A fixalast kovetden, a szerveket egy ¢éjszakan at PBS alapu 15%-os szachardz
oldatban, 4°C-on inkubaltuk, majd a beagyazast megel6zéen 37°C-on, 1 6ran keresztiil,
15% szacharozt és 7,5% zselatint tartalmaz6 PBS elegyében inkubaltuk. A blokkokat
folyékony nitrogénnel -50°C-ra hiitétt 2-metilbutanban (Sigma) fagyasztottuk le. A
blokkokbol 10-12 pm-es metszeteket készitettiink, amelyeket poly-L-lysine-el bevont
heparint tartalmazé steril fecskenddbe gylijtottikk. A levegdn széritott vérkeneteket

metanolban fixaltuk 10 percig, majd —20°C-on tartottuk felhasznélésig.

3.3. 7H3 monoklonalis ellenanyag készitése

A TH3 elnevezésii, gyongytyak specifikus monoklonalis ellenanyag
laboratoriumunkban hybridoma technikéval késziilt, amely soran Balb/c egereket

iImmunizaltunk 8 hetes gyongytyuk bursa Fabricii-bdl szarmazo sejtszuszpenzidjaval. Az



immunizalt egerek 1épébdl kinyert B sejteket Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejtekkel
fazionaltattuk. A hybridoma feliiluszok tesztelése 3-5 hetes gydngytytuk nyirokszerveibdl
szarmaz6 szovettani mintakon tortént. A hybridoma feliiliszd6 immunhisztokémiai és
Western blott analizisének megkezdése elétt, a kivalasztott hybridomak visszaklénozasa
legalabb kétszer megtortént. A monoklondlis ellenanyag izotipusanak meghatarozasa
ELISA kit alkalmazasaval végeztilk. A monoklonalis ellenanyag tisztitasa a 7H3-as
hybridoma sejttenyészet feliiltisz6jabol, izotipus specifikus Protein G Agarose oszlop
(Nab protein G Spin Kit, Thermo Scientific) felhasznalasaval tortént. A megtisztitott 7H3

crer

3.4. Immunhisztokémia ¢és immunfluoreszcencia, metszetek fényképezése,

feldolgozasa

A fagyasztott metszeteket primer ellenanyaggal 45 percig szobahdmérsékleten,
nedves kamrdban inkubaltuk. Szekunder ellenanyagként biotinnal konjugdlt, 16ban
termelt anti-egér IgG-t vagy kecskében termelt anti-nyul IgG-t hasznaltunk, amellyel a
metszeteket nedves kamraban tovabbi 45 percig inkubaltuk. A szoveti endogén peroxidaz
aktivitasanak blokkolasara PBS-el 3%-ra higitott H2O2-ba helyeztiik a metszeteket 10
percre. A PBS-es mosast kdveten avidin-biotin-peroxidaz komplexet (ABC) vittiink fel
a metszetekre (30 perc). A bekot6dott peroxidaz enzim aktivitasat 4-chloro-1-naphthollal
detektaltuk. Immunofluoreszcens festések esetében a metszetek el6készitését és primer
ellenanyaggal valo inkubalasat az elébbiekben leirtakkal azonos mdédon végeztiik. Ezt
kovetden fluorokrommal konjugalt szekunder ellenanyagot (kecskében termeltetett anti-
egér I1gG1, 19G2a, 1gG2p és anti-nytl IgG) mértiink a metszetekre, amelyeket 45 percig
nedves kamraban inkubaltuk. A sejtmagok kimutatasira DAPI (4,6 diamino-2-
phenylindole, dihydrochloride) reagenst hasznaltunk. Az immunjel6lések kiértékelése
fény-, fluoreszcens (Nikon Eclipse E800), konfokalis pasztazo (Zeiss LSM 780) és STED
(Abberior Expert Line- Nikon Ti2) mikroszkopokkal tortént. A digitalis kameraval
készitett képek feldolgozasat Imagel, illetve Adobe Photoshop programok segitségével

végeztiik.

3.5. SDS gélelektroforézis és Western blot

A 7H3 monoklonalis ellenanyag altal jeldlt antigén molekulatomegét

gélelektroforézis és Western blot segitségével hataroztuk meg, 6 hetes gyongytyuk bursa



Fabricii és thymus lebenyeibdl késziilt sejtszuszpenziobol. A fehérvérsejteket tartalmazo
sejtszuszpenzidt Whatman kvalitativ szrépapir (10 pm pérusméret, MilliporeSigma)
hasznalata mellett készitettiilk, majd centrifugalast (4°C, 520 g 25 perc) koévetéen a
sejtekhez lizis puffert mértiink (150 mM NaCl; 50 mM Tris pH 7,5; 1% Triton X-100,
0,1% SDS és proteaz inhibitor), amit jégen egy orat allni hagytunk. Centrifugalast
kovetéen (4°C, 21000 g, 10 perc) a felilluszot felhasznalasig —20 C-on taroltuk. A
Western blot vizsgalat megkezdése el6tt a sejtlizatumokhoz redukalé Tris-SDS puffert
(0,5M TRIS pH: 6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0.5% mercaptoethanol és 0,00125%
bromophenol kék) adtunk és 4 percen at forraltuk. Ezt kdvetden a redukalt mintaink
fehérjéit elektroforézis itjan valasztottuk el egymastol (12%-0s poliakrilamid gél, 200 V,
50 perc), majd a szétvalt fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk (1 6ra, 100 V). A
sikeresen szétvalt fehérjék kimutatasara indirekt immunhisztokémiai jelolést
alkalmaztunk. Elséként 7H3 monoklondlis ellenanyaggal 2 o6rat inkubaltuk, majd
szekunder ellenanyagként tormaperoxidazzal kapcsolt ellenanyagot (kecskében
termeltetett, anti-egér IgG-HRP; Vector Laboratories) hasznaltunk. A membranok
mosasara minden 1épés kozott, 3%-os zsirtalan tejpor tartalmia PBS-Tween-t hasznaltunk.
Az immunreakciét kemilumineszcens reagenssel (Luminata Classico Western HRP

substrate, Millipore) rontgenfilmre hivtuk eld.

3.6. Szikholyag in ovo tenyésztése

A TH3+ sejtek extraembrionalis eredetének bizonyitasara egy Uj technikat, a
szikhélyag in ovo tenyésztését alkalmaztuk. Ennek soran, még keringéssel nem
rendelkez6, HH10-es stadiumt gyongytytk embriokat Moria Pascheff-Wolff rugos ollo
segitségével eltavolitottuk az embriopajzs kozepérdl. Az igy létrejott embrid nélkiili
szikholyag tenyészeteket tovabbi két napig inkubaltuk, 37°C -os keltetben. Az
inkubacios id6 leteltével a tenyésztett szikholyagot 1x1 cm-es darabokra vagva 4%-0s

PFA-ban fixaltuk és zselatinba agyaztuk.

3.7. Antitest-antigén kapcsolédasan alapul6 funkcio blokkolé vizsgalat

A 7H3 antigén funkcidjanak vizsgéalatdhoz antigén-antitest kapcsolddasan alapulo
funkci6 blokkoldé eljarast kombinaltunk chorioallantois membran (CAM)
transzplantaciés technikdval. A kisérlethez 9 napos csirke, embriondlis bursa

kezdeményeit izolaltuk. A transzplantacio el6tt az izolalt bursa Fabricii-ket 0,2pul,



cyey

(n=8) injektaltuk, amelyhez 0,1%-0s FastGreen oldatot is adtunk. A FastGreen-nel és
komplett médiummal injektalt kontroll bursa Fabricii-k (n=6) mellett, egy 100 pug/ml
csoportot is alkalmaztunk (n=7). Az injektalt bursa Fabricii kezdeményeket egyesével 9
napos (fogado) csirke embrio CAM-ra transzplantaltuk és tovabbi 7 napig keltetdgépben
inkubaltuk. Az inkubdacios 1d6 letelte utan a CAM graftokat 4%-0s PFA-ban fixaltuk és

zselatinba agyaztuk.

3.8. Invitro B lymphocyta sejtmigracios teszt

Az embrionalis B lymphocytak vandorlasat 13 napos csirke embrid, bursa Fabricii
reddinek tenyészetén vizsgaltuk. A kipreparalt redOket fibronektinnel eldkezelt Petri-
csészékbe (20pg/ml Penicillin/Streptomycin tartalmi DMEM-ben higitva) helyeztiik és
a médiumot a vizsgalati csoportoknak megfelelé oldatokra cseréltik. Igy a pozitiv
kontroll csoport esetében (n=6) komplett RPMI-1640-es médiumhoz CXCLI12
kemoattraktanst (100ng/ml) adtunk, a tovabbi két negativ kontroll csoport esetében, pedig
vagy adalék anyag mentes, komplett RPMI-1640-es médiumot (n=4), vagy a komplett
médiumhoz adott CXCL12 (100ng/ml) és anti-N-cadherin ellenanyagot (9ng/ml)
egyiittesen (n=6) alkalmaztunk. A kisérleti csoport (n=7) esetében a komplett médium
hozzdadott CXCL12-t (100ng/ml) és tisztitott 7H3 ellenanyag (9ng/ml) tartalmazott. A
bursa red6 tenyészeteket az inkubalast kovetden (24 ora, széndioxid termosztatban) PFA-
ban fixaltuk le. A sejtvandorlast ImageJ szoftver segitségével mértiik, figyelembe véve a
kivandorolt sejtek szamat és a sejtek bursa redoktdl valo tdvolsagat. Az adatok statisztikai
elemzése soran Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk, amelyet egy post-hoc Dunn teszt

kovettet. Az igy kapott eredményeken Holm-Bonferroni-korrekciot alkalmaztunk.



4. Eredmények

4.1. TH3 ellenanyaggal jelolt sejtek eloszlasanak meghatarozasa felnott gyongytyuk

nyirokszerveiben

Tudomanyos kutatdsi témam kiinduld pontjat azok a laboratoriumunkban,
hybridoma technikéval késziilt, egér, monoklonalis ellenanyagok adtak, amelyeket
kifejezetten a madarak lympho-myeloid sejtjeinek karakterizalasa céljabol hoztunk 1étre.
Kisérletes munkam els6 részében ebbdl a hybridoma sorozatbodl egy, a bursa Fabricii
lymphocytédit szelektiven felismerd, a szakirodalombol még nem ismert
immunhisztokémiai mintdzatot mutatd, 7H3 elnevezésli monoklonalis ellenanyag keriilt
kivalasztasra.

A 10 hetes gyongytyuk bursa Fabricii follikulusainak kéregallomanyaban a 7H3
sejtcsoportokat jelolt. A veldallomany sejtjei nem mutattak 7H3 immunpozitivitast.
Kettés immunfluoreszcens festéseket kovetden a bursalis 7H3+ sejtek tobbsége a
madarak B lymphocytait altalanosan jel6l6 chB6 ellenanyaggal mutatott kolokalizaciot.
A 7H3+ B lymphocytak follikuluson beliili pontos lokalizaciéjanak meghatarozésara a
cortico-medullaris hatar mentén, valamint a kéregallomanyi Kkapillarisok koril
lokalizal6do basalis membrant szelektiven jelold, laminin immunhisztokémiai festést
alkalmaztunk, amellyel igazoltuk, hogy a 7H3+ B lymphocytak Kkifejezetten a
kéregéallomany teriiletén, a kapillarisok koriil lokalizalodnak.

A bursa Fabricii-vel szemben, a 7H3 ellenanyag a thymus valamennyi kéreg- és
vel6allomanyi CD3+ T lymphocytajat jelolte, viszont a veléallomanyaban jelen 1évo
chB6+ B lymphocyta populacidé nem expresszalta a 7H3 antigént.

A szekunder nyirokszerveken, igy a coecalis tonsillan és 1épen végzett
immunjeldlések alapjan, 7H3 pozitivitast csak a T dependens teriileteken tapasztaltunk.
A coecalis tonsilla teriiletén 7H3 ellenanyag a csiracentrumok koriili interfollikularis
teriilet CD3+ T lymphocytait jelolte. A B dependens csiracentrumokban elszortan
megfigyelheté néhany 7H3+ sejt szintén CD3+ fenotipust mutatott. A gyongytyukok
1épébdl késziilt metszeteken a 7H3 ellenanyaggal intenziv immunreakciot kaptunk a
vOros pulpa és a periarterioldris lymphoid hiively (PALS) tertiletén. Ez a mintazat nagyon

hasonl6 volt az anti-CD3 ellenanyaggal kapott immunhisztokémiai jel6léshez.



A periférias keringésben eléforduld 7H3+ sejtek karakterizalasa érdekében kettds
immunfestéseket készitettiink vérkeneten, amely soran a 7H3 ellenanyag kerekded
morfologiaja, mononuklearis, CD3+ T lymphocytakat festett gytiriszerien. A hasonld
méretll és morfologiagja chB6+ B lymphocytakat, a csoportosan megjelend
thrombocytéakat, €s a lebenyezett sejtmagva granulocytakat nem jeldlte a 7H3 ellenanyag.

Fiirj, csirke, liba, valamint emlds6k koziil egér és horcsdg nyirokszervein végzett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a 7H3 ellenanyaggal csak a csirke szovetein
azonositottunk fajok kozotti kereszt-reaktivitasat.

Osszeségében elmondhatd, hogy a felnétt gyongytyuk és csirke nyirokszerveiben
a 7H3 ellenanyag valamennyi T lymphocytara, valamint a bursai B lymphocytak egy

crer

Kifejezetten sejtfelszini membranjel6lést ad.

4.2. TH3 pozitiv sejtek megjelenése a gyongytyuk embrionalis fejlodése soran

Megvizsgaltuk a 7H3 ellenanyag altal felismert antigén korai embrionalis
stddiumokban torténd megjelenését is. Az elsé 7TH3+ sejteket 2 napos gyongytyik embrid
(Hamburger-Hamilton beosztas szerint 12. stadiuma embrié: HH12), szikholyagjanak
vérszigeteiben azonositottuk. Fél nappal késobb (HHI15-6s stadium) mar szamos,
kerekded morfologiaval rendelkezd, 7H3+ sejtet figyeltiink meg az extraembrionalis erek
lumenében, illetve szorosan az endothel sejtekhez kapcsolodva. Ezek a korai 7H3+ sejtek,
a hematopoietikus sejtre specifikus QHI monoklondlis ellenanyag altal jeldlt -
macroglobulint is koexpresszaltak.

A 7H3 antigén hematopoietikus sejtekre jellemzd expressziojat késdbbi
stadiumokban (HH19-HH25), az intraembrionalis vérképzo helyeken is megfigyeltik. A
legtobb gerinces faj esetén, a dorsalis aorta ventralis faldban megjelend paros
intraaortikus-hematopoietikus-klaszter (IAHC) az egyik legjobban karakterizalt
intraembrionalis vérképzo hely. A definitiv vérképzo dssejtek forrasaként szolgaldé IAHC
sejtjei kozott szamos, 7H3+ sejtet azonositottunk HH19-es stadiumt gyongytyuk
embrioban. Késébbi, HH25-6s stadiumban, az IAHC-bdl a dorsalis mesenteriumba
kivandorlo sejtek altal kialakitott, ugynevezett para-aortikus régioban is szamos, 7H3+

sejtet azonositottunk.

10



Mivel a korai embridban az extra-, €s intraembriondlis vérképzd helyeken
egyarant megfigyeltiink 7H3+ sejteket, felmeriilt a kérdés, vajon a szikholyagban
talalhato 7H3+ sejtek intracmbriondlis teriiletrél szarmaznak vagy in loco
differencialodnak. Egy altalunk kifejlesztett mikrosebészeti technika, a teljes embrio
ablacigjat  koveté in ovo szikholyag tenyésztéssel Dbizonyitottuk, hogy az
extraembrionalisan jelen 1évé 7H3+/QH1+ sejtek a szikholyag teriiletén keletkeznek.

A korai vérképzo helyek utan a 7H3 ellenanyaggal immunreakciét ado legtobb
sejtet a fejlodo, E14-es stadiumt bursa Fabricii mesenchymalis telepében azonositottuk.
Kettds immunfluoreszcens jeloléssel kimutattuk, hogy a bursa Fabricii mesenchymajat
kolonizalé chB6+ B lymphocyta prekurzorok mar kifejezik a 7H3 antigént. A E16-0s
stadiumtol kezdve a fejl6do follikulus bimbokat kito1t6, chB6+ B lymphocytak nagy része
expresszalja a 7H3 antigént. A myeloid sejtvonalhoz tartozd NIC2+ szekrécids
dendritikus sejtek, valamint BID3+ makrofagok nem jel6lddnek a 7H3 ellenanyaggal. A
Kikelésig és az azt kovetd par napban a hambimbokat kitolté B lymphocytak egyenletesen
fejezik ki a 7H3 antigént. A kikelést kovetd masodik héttdl, a 7H3 antigén kifejezddése
fokozatos lecsengést mutat, amely el6szor a bursai follikulusok veléallomanyi sejtjein
jelentkezik, majd a kikelést kovetd 10. hétre a 7H3 pozitivitas a kéregallomany
kapillarisok kortili sejtcsoportjaira korlatozodik.

A 7H3 ellenanyag korai vérképzo helyeken megfigyelt festési mintdzata, valamint
a 7H3+ sejtek QHI ellenanyaggal mutatott kolokaliz4cidja alatamasztja, hogy a 7H3
ellenanyag jeloli a hematopoietikus sejteket. Megallapitdsunkat szintén igazolja a
szikholyag in ovo tenyésztése esetében, in loco differencialodd 7H3+ sejtek jelenléte. Az
embrionalis fejlodés késdbbi stddiumaiban megfigyelt eredményeink szerint a 7H3
ellenanyag szelektiven jeldli a bursa Fabricii mesenchymajéat kolonizald, majd follikulus
bimbokba belépd, B lymphoid sejtvonal irdnyban elkdtelez6dott prebursalis

B lymphocytékat.

4.3. A TH3 antigén molekulatomegének meghatarozasa

A 7H3 antigén molekulatomegét 6 hetes gyongytyuk bursa Fabricii és thymus
lizatumbol hataroztuk meg gélelektroforézissel és Western blottal. Eredményeink azt
mutatjak, hogy reduktiv koriilmények kozott a 7H3 ellenanyag egyetlen, ~80 kDa tomegti

molekulét ismer fel a thymus és bursa Fabricii lizdtumaiban egyarant.
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4.4. A CXCR4 receptor expresszios mintazatanak osszehasonlitasa gyongytyuk és

csirke bursa Fabricii-ben

Emlosokben a CXCR4 kemokin receptor ¢s ligandja, a stromalis sejtek altal
termelt CXCL12 (mas néven: SDF-1) fontos szerepet tolt be a lymphoid sejtek migracios
folyamataiban és csontvelon beliili homeosztazisaban. Kollaboracioban a miincheni
Ludwig-Maximilians Universitit Allatorvosi Kardnak, Komparativ Immunologiai
kutatocsoportjaval  csirke allatmodellen  vizsgéltuk, hogyan befolyasolja a
CXCR4/CXCLI12 jelatvitel a bursai B lymphocytak fejlodését.

Kisérletes munkdm masodik részében, a kollaboratorunktol kapott 0j, madar
specifikus, anti-CXCR4 ellenanyag immunhisztokémiai tesztelését végeztem, mind
csirke, mind gyongytyuk bursa Fabricii-b6l szarmaz6 mintakon. 10 hetes gyongytytk és
pozitivitast. Kettés immunfluoreszcens jeldléssel kimutattuk, hogy mind a gyongytyuk,
mind a csirke kéregallomanyi chB6+ B lymphocytai kifejezik a CXCR4 receptort, viszont
a receptor kifejezodésének a mértéke eltér a kéreg kiilonbozo teriiletein. A follikulusok
expresszio jellemzi (CXCR4M"), mig kozvetleniil a kéreg-vel6 hatar melletti,
kapillarisokat tartalmazo, belsé keskeny savban 1évé chB6+ sejtek CXCR4 pozitivitasa
gyenge (CXCR4'™") vagy teljesen hianyzik (CXCR4-).

Kiilonb6z6 embrionalis stadiumokban kapott komparativ immunhisztokémiai
eredményeink alapjan azonositottuk, hogy a csirke ¢és gyongytytk bursalis
B lymphocytak CXCR4 receptoranak kifejez0dése valtozik a bursa Fabricii
organogenezise soran. Embrionalisan valamennyi bursalis B lymphocyta CXCR4+,
viszont a kikelést kovetden, a follikulusok kéregallomanyanak formalddasaval

parhuzamosan a CXCR4 kifejezddése a kéregallomanyi sejteken marad fenn.

4.5. A CXCR4 receptor és a 7TH3 antigén expresszios mintazatanak osszehasonlitasa

a bursa Fabricii B lymphocytain

A gyongytyuk fejlédé bursalis B lymphocytdinak idében valtozo CXCR4
pozitivitasat hasonlitottuk dssze a 7H3 antigén idében szintén valtozo Kifejezédésével.
Embrionalisan valamennyi bursalis 7H3+ B lymphocyta egyenletesen kifejezi a CXCR4
receptort, viszont felnétt gyongytytuk bursai follikulusainak 7H3+ sejtjei kifejezetten a
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kéreg azon belsé teriiletén talalhatoak, ahol a CXCR4- vagy CXCR4'Y B lymphocytak

lokalizal6dnak.

4.6. TH3 antigén sejtmigraciéban betoltott szerepének vizsgalata in vitro és in vivo

modszerek alkalmazasaval

A 7H3 ellenanyag funkcid blokkolo6 hatdsanak vizsgalatara 9 napos csirke embrio
(E9) chorioallantois membranjara B lymphocytak altal még nem kolonizalt E9 bursa
telepet helyeztiink, amelynek a mesenchymajaba az in vivo tenyésztés megkezdése el6tt
ismert koncentracioji  7H3 ellenanyagot injektaltunk. Kontrollként komplett
RPMI - 1640 tenyészté médiumot, illetve a B lymphocytak altal nem expresszalt, neuron
specifikus N-cadherin-t felismeré egér monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk. A
chorioallantois membranon térténd tenyésztést kdvetden a 7H3 ellenanyaggal kezelt
bursa Fabricii follikulusainak rendellenes fejloddését figyeltiik meg, amely esetben
kevesebb szdmu, csokevényes follikulus bimbo alakult ki. A kontroll csoportoknal, igy
az anti-N-cadherin ellenanyaggal, illetve a komplett RPMI-1640 médiummal t6rténd
kezelések utan a follikulusok kialakuldsa nem szenvedett zavart. Eredményeink alapjan a
7H3 ellenanyag bekdtddve sajat antigénjéhez funkcio blokkold hatést ért el, megzavarva

A 7H3 antigén sejtmigracioban betdltott szerepének tovabbi feltdrasa céljabol
invitro kisérletet végeztiink, amely soran 13 napos, embrionalis bursa reddket
fibronektinnel bevont Petri csészére helyeztiink ki, és 24 6raig komplett RPMI-1640
médiumban (n=5) inkubaltunk. Az inkubdcios id6 eltelte utan kis mennyiségii kivandorolt
sejtet detektalhattunk. Annak érdekében, hogy eldsegitsik a B lymphocytak
kivandorlasat a bursa red0kbdl, a tenyészetekhez CXCL12 kemoattraktanst is adtunk.
Sejtszdmlalas alapjan a CXCLI12 molekula jelenlétében (n=6) a bursa red6kbdl
kivandorlo 7H3+/CXCXR4+ sejtek szama 06tszorosére novekedett a komplett RPMI-
1640 médiumban tenyésztett csoporté¢hoz képest. 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.
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5. Kovetkeztetések

1. Kimutattuk, hogy a 7H3 elnevezésii egér monoklonalis ellenanyag a gyongytyuk és
csirke szoveteiben lymphocytakra specifikus sejtfelszini antigént ismer fel. Western blot
analizis alapjan a 7H3 ellenanyag egyetlen polipeptid lancbol allo6 ~80 kDa
molekulatomegii fehérjét (7H3 antigént) jelol.

2. Immunhisztokémiai festésekkel igazoltuk, hogy a 7H3 antigén a szikholyag vérképzo
Ossejtjein jelenik meg eldszor, majd az aorta kialakulasat kovetden az intraembrionalis

vérképzd helyeken lokalizal6dd hematopoietikus dssejtek is expresszaljak.

3. A szikholyag in ovo tenyésztésével egy 0j embriomanipulaciés technikat
fejlesztettiink ki, amivel kisérletesen bizonyitottuk, hogy a legels6 7H3+ vérképzo

Ossejtek a szikholyag vérszigeteiben keletkeznek.

4. lIgazoltuk, hogy a bursa Fabricii organogenezise soran az embrionalis bursa telepet
kolonizal6 B lymphocyta prekurzorok kifejezik a 7H3 antigént, viszont a kikelést

kovetden az antigén expresszioja lecsokken €s csak a kéregallomanyi B lymphocytak egy

crer

5. Kimutattuk, hogy a sejtmigraciot szabalyozé CXCR4 receptor feln6tt allatok bursai
follikulusainak kérgi B lymphocytdin heterogén modon expresszalodik: az alacsony
(CXCR'""") expressziot mutaté B lymphocytak a kéreg-veld hatar kozelében, mig a magas
CXCR4 expressziot (CXCRM") mutato sejtek a kiilsé kéregallomanyi teriileten
lokalizaloédnak. Kettés jelléssel igazoltuk, hogy a 7H3 antigén expresszidja a CXCR4'OW
B lymphocytékra jellemzd.

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

crer
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