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1. Bevezetés

A CXCL12 kemokin ¢és receptoranak (CXCR4)
esszencialis szerepét szamos sejttipus embryonalis vandorlasaban
leirtak. Ezek a molekulak iranyitjak a lymphocytak, a cranialis-
novekedésben, de a bélidegrendszert létrehozd cervicalis- ¢€s
lumbo-sacralis  ganglionléc  sejtek  vandorlasaban  betoltott
szerepére csak indirekt bizonyitékok, feltételezések vannak. Csirke
embryokban irtak le eldszor a bélidegrendszer ganglionléc eredetét,
amelyekhez a periférids ganglionokbol szarmazo kiilsé idegrostok
kapcsolodnak. Az emlésokben ¢és a madarakban egyarant
megtalalhat6 plexus pelvicus, valamint a madarspecifikus Remak-
ganglion a lumbo-sacralis ganglionlécbdl szarmaznak és a distalis
bélszakasz extrinsic beidegzését biztositjak, de a fejlodésiiket
szabalyoz6 molekularis mechanizmusok nem ismertek, ez pedig
kiemelten fontos a bélmotilitasi zavarokat okozo Hirschsprung-kor
(az 1:5000 gyakorisagu velesziiletett neurointesztinalis betegség,
ahol a distalis bélszakasz bels6- és a kiilsé innervécidja is egyarant
érintett) patogenezisének megértésében. A Hirschsprung-korban
szenvedd csecsemoknél eléforduld életveszélyes fertdzések
fokozott kockazata miatt a bélhez asszocidlt nyirokszervek
fejlodéstani vizsgalata is jelentds szereppel bir.

Immunfluoreszcenciaval 6tvozott in situ hibridizacios és
embryomanipuldcios  technikdkkal  kimutattuk, hogy a
farokbimbdban az utobél idegrendszeréhez kapcsolodé Remak-
ganglion €s a plexus pelvicus, valamint az utobélhez asszocialt
primer nyirokszerv, a bursa Fabricii sejtvandorlasi folyamataiban
is kulcsszerepet jatszik a CXCL12 kemokinnek, és receptoranak
térben ¢és idOben szétvalasztott preciz szabalyozasi rendszere.
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2. Célkitizések

A CXCR4 (C-X-C kemokin receptor 4) jelatvitelnek
Osszetett, stadiumspecifikus szerepe van az embryonalis
folyamatokban, az dssejtek (ganglionléc sejtek, hematopoetikus

sejtek) migracidjanak  szabalyozasaban jatszott kezdeti

crer

crer

zavara velesziiletett neurointesztinalis betegségek kialakulasahoz
vezet, amit a colorectum valtozd hosszisdgu agangliondzisa
jellemez. A ganglionmentesség mellett, nagyszami CXCR4+
extrinsic idegrost is megfigyelhetd, amelynek kialakulasarol
kevés ismerettel rendelkeziink. Az utobél CXCLI12 (C-X-C
kemokin ligand 12) in situ hibridizaciés vizsgalata soran
megfigyeltiik, hogy az extrinsic beidegzést adé Remak-ganglion
mellett az utobélhez asszocidlt bursa Fabricii mesenchymdjaban
is kifejezddik. A bursa Fabricii lehetdséget kindl arra, hogy a
tobbi vérképzo sejtvonaltol fliggetlentil egy izolalt kornyezetben
tanulmanyozhassuk a B-sejtek migracidjat és fejlodését.

Doktori értekezésemben célul tiiztem Kki:

A CXCR4-CXCL12 molekulaparos sokréti feladatanak
vizsgalatat a fejlédo farokbimbé szoveteiben, azon beliil az
utobél Kkiilso beidegzésének fejlodésében és az utobélhez
asszocialt primer nyirokszerv kialakulasa soran.

1. A CXCR4 receptor expresszidjanak nyomonkovetése a
bélidegrendszert 1étrehozd ganglionléc sejtek fejlodése soran.

2. A colorectum kiils6 beidegzésének kialakuldsanak
tanulmanyozasa madar és emlds embryokban.

3. A CXCR4-CXCL12 expressziojanak elemzése a bursa Fabricii
fejlddésében részt vevo sejtvandorlasi folyamatokban.



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez vad tipusa csirke (Gallus gallus
domesticus, White Leghorn tipus; Prophyl-BIOVO Ltd.,
Magyarorszag), transzgénikus z06ld fluoreszcens fehérjét (green
fluorescent protein, GFP; Prof. Helen Sang és Dr. Adam Balic,
The Roslin Institute, UK) expresszald csirke és Wnt1Cre*
Rosa26flox-mTRed-Stop-floxmGFP e &y (Mus musculus) embryokat (Dr.
Jakus Zoltan, Semmelweis Egyetem, Dr. Liam Ridge, UCL GOS
Institute of Child Health, UK) hasznaltunk. A pufferolt 4%-0s
parafolmaldehidben (PFA) fixalt abortalt huméan embryokon
veégzett szovettani munkat a Semmelweis Egyetem Regionalis €s
Intézményi Tudomdényos és Kutatasetikai Bizottsaga etikailag
jovahagyta (Kutatasetikai Bizottsag jovahagyasa: 70/2012).

3.2. Fluoreszcens immuncitokémia

A fluoreszcens immuncitokémiat 4% PFA-val fixalt
szovetekbdl (utobél, farokbimbo, embryomanipuldcids graft)
készitett 12 um vastagsagl fagyasztott metszeteken végeztiik. A
metszeteken a primer ellenanyagokat [anti-alpha simaizom aktin
(SMA), anti-agyi zsirsavkoto protein (BFABP), anti-csirke neuron
(CN), anti-CXCR4, desmin, E-cadherin, anti-GFP, anti-human
natural Killer-1 glycoprotein (HNK1), anti-ELAV-szert protein-4
(HuC/D), anti-neurofilament, anti-neurotrophin receptor (P75),
anti-SRY-kot6 HMG-box transzkripcids faktor (SOX10), anti-
BIIT tubulin (TUJL)] 1-3 6ran at szobahdmérsékleten vagy egy
¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk, majd Alexa fluorokrommal
kapcsolt szekunder ellenanyagokkal (Thermo Fisher Scientific)
1:200 higitasban, 45 percig szobahdmérsékleten eldhivtuk. A
sejtmagjelolést 1 pg/ml DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole
dihidrochloride, Invitrogen) reagenssel végeztikk, végil a
metszeteket vizoldékony fed6anyaggal (Aqua-Poly/Mount,
Polysciences) fedtik le, majd Zeiss LSM780 ¢és Olympus
Fluoview 3000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.
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3.2.1. Teljes szoveti fluoreszcens immuncitokémia

A Remak-ganglion = morfologiai  fejlédésének
tanulmanyozasahoz 6, 9, 12 és 14 napos (E) csirke embryok
utdbeleit izolaltuk, majd 4 %-0s PFA-ban egy ¢jszakan at 4°C-
on fixaltuk. A szoveteket permeabilizaltuk 0,1 %-0s Triton-X
(Thermo Fisher Scientific) 1x-es PBS oldataval egy éjszakan at
70 rpm-en razatva 4°C-on. A beleket 1:400-ban higitott TUJ1
primer ellenanyag és 1 %-os kecske szérumban (Vector), majd
Alexa Fluor kecskében késziilt anti-egér IgG (H+L) 488
szekunder  ellenanyaggal  inkubdltuk 1-1  o6ran &t
szobahémérsékleten 70 rpm fordulatszamon. A beleket Nikon
SMZ25 fluoreszcens sztereomikroszkoppal vizsgaltuk.

3.3. Insitu hibridizacio

Az in situ hibridizaciohoz a Cxcr4 és Cxcl12 antiszensz
szekvenciakat tartalmazé plazmidokat Dr. Beate Brand-Saberi
(Ruhr-Universitdt Bochum, Németorszag) laboratoriumabol
kaptuk, amelyekbdl elébb ,,Maxiprep”-et készitettliink, a DNS-t
linearizaltuk, majd digoxigeninnel jeldlt RNS-probat hoztunk
létre  standard  protokollok alapjan. A fluoreszcens
immuncitokémiaval kombinalt in situ hibridizacios felvételeket
Nikon Eclipse E800 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.4. GFP-Remak-ganglion kiméra

Annak meghatarozasara, hogy a Remak-ganglion
szerves részét képezi a bélidegrendszernek, fluoreszcens jelolést
végeztiink a kiillonb6zd szovetrészek elkiilonitésére. 6 napos
csirke embryok postcoecalis bélszakaszat mikroprepardciora
alkalmas eszkozok segitségével sztereomikroszkop alatt
izolaltuk, eltavolitottuk a Remak-gangliont és ugyanolyan kora
GFP csirke embryobol szarmazd Remak-ganglionnal helyettesitettiik
azonos orientacioban. A kisérletesen rekombinalt szervet 24 6rara
3-dimenzios kollagén matrixba agyaztuk, majd egy 9 napos
csitke embryo CAM membranjara iltettiik és tovabbi 7 napig
inkubaltuk a kiméra szerveket (tulélés 80%, n=5) (1.4bra).
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3.5. Bursa Fabricii GFP-CAM kiméra

A E9 napos vad tipusu csirke embryokbol izolalt bursa
Fabricii eldtelepeket E9 napos GFP-csirke CAM membranjara
transzplantaltuk, amelybdl a GFP+ vérképzo sejtek képesek
voltak kolonizalni a bursat. A CXCR4 jelatvitelt gatlo
kisérletekhez a bursa primordiumok mesenchymajaba 1 pl 200
uM AMD3100-at (Sigma Aldrich) injektaltuk, a kontroll
bursakba a kisérleti mintakban oldoszerként hasznalt 1 pl steril
1x PBS-oldatot juttattunk, és a GFP-CAM membranon
tenyésztettiik 9 napig (talélés: 70%, n=6/kezelési csoport). A
szovettani feldolgozéas utan tanulméanyoztuk a kiméra graftok
morfologiajat €s a karakterizaltuk a bevandorolt sejteket.

3.6. Invitro sejtmigracios kultira

Migracids tesztet alkalmaztunk a CXCL12 ndvekedési
faktor in vitro vizsgalatara. A tenyésztés soran Remak-gangliont
is tartalmazé E6 csirke utdbeleket az oldalukra fektetve
helyeztiink 20 pg/ml fibronektinnel (Thermo Fisher Scientific)
bevolt Petri-csészébe. A tenyésztést 4 ml DMEM/F12 (Sigma
Aldrich) médiumban végeztiink, melyhez CXCL12 (100 ng/ml;
R&D Systems), CXCL12 (100 ng/ml) +AMD3100 (200 uM,
Sigma Aldrich) inhibitort vagy GDNF (10 ng/ml; R&D
Systems) novekedési faktort adtunk (n=5/kezelési csoport). 24
Ords  tenyésztés utan  teljes  szoveti  fluoreszcens
immuncitokémiat végeztiink, ahol a TUJ1+ extrinsic
idegrostokat és a SOX 10+ ganglionléc sejtek szamat vizsgaltuk
a kiilonboz0 kezelések hatasara.



3.7. Fiiggesztett szervtenyészet

Az extrinsic idegrendszer struktirdjanak vizsgalatdhoz
fliggesztett szervtenyészeteket hoztunk létre. 6 napos csirke
embryok izolalt bélszakaszait rovartiik segitségével rogzitettiik
szilikonnal bevont steril Petri-csészék aljahoz, oly modon, hogy
ne tapadjanak le a szilikonhoz, hanem minden feliiletén
egyenletesen érintkezzen a médiummal. A kisérletben a kontroll
csoport DMEM/F12 médiuma nem tartalmazott ndévekedési
faktort, a CXCR4-CXCL12 jelatvitel tanulmanyozasahoz 200
uM-os  AMD3100 inhibitort mértiink a tapoldathoz
(n=5/kezelési csoport). A 72 6ras tenyésztési id6 utan TUJ1
,whole mount” immunfluoreszcens beleken az idegrostok
szamat, hosszlisagat és szélességét vizsgaltuk, tovabba CN,
valamint HU immunfluoreszcencidval az intrinsic plexusok
neuronjainak sejttestjeit €s rostjainak szamat mértiik meg.

3.8. Mikrogyongy implantacié

A CXCR4-CXCL12 jelatvitel szoveten beliili
idegrostnovekedést befolydsold vizsgalatira mikrogyongy
technikat alkalmaztunk, amivel a vizsgdlni kivant novekedési
faktorok lokalisan kifejtett hatasat lehetett tanulmanyozni. A
heparin-akril gyongyoket (atméré: 70-150 um, Sigma Aldrich)
a kontrollként hasznalt 20 pg/ml BSA, 20 pg/ml CXCLI12
rekombinans protein, illetve az 1 mM AMD3100 inhibitor steril
1x-es PBS oldataba 4ztattuk és E5 csirtke embryo utobél
mesenchymadjaba iiltettiik, majd CAM membranon tenyésztettiik
9 napig (talélés: 70%, n=5/kezelési csoport). Az utobél
graftokban TUJ1 immunfluoreszcencidval a gyongyok 300 um-
es kornyezetében a vizsgaltuk az idegrostok szamat és
vastagsagat.



4. Eredmények
4.1. A CXCR4 receptor expresszidjanak nyomonkovetése a
bélidegrendszert létrehozo ganglionléc sejtek fejlédése soran.
A kiilonbozé ganglionléc  sejtpopulaciok CXCR4
expresszios mintadzatanak jellemzésére csirke embryok
sorozatmetszeteit anti-CXCR4 és ganglionléc specifikus anti-
SOX10 ellenanyagokkal jeldltiik meg a cervicalis, a torzsi és a
lumbo-sacralis ganglionléc sejtek kivandorlasanak kezdetekor a
13. és a 20. Hamburger-Hamilton (HH) stddiumban (2. és 3.
embryonalis nap). A CXCR4 specifikusan kifejezédik a
SOX10+ cervicalis régiobol kivandorlod ganglionléc sejtekben.
Ezen a populacion belill az 1. és 3. szomita magassdgban
intenziv CXCR4 immunreaktivitast talaltunk a veldcsé mellett
¢s a garativek mesenchymajaban elhelyezkedd cardialis
ganglionléc sejtekben, ugyanakkor a 4. szomitatol caudalisan
kivandorld ganglionléc sejtek fokozatosan csokkend CXCR4
kifejezddést mutattak. Ellentétben a cervicalis ganglionléccel, a
delaminalodo korai és kés6bbi stadiumu torzsi vagy a lumbo-
sacralis szegmensbdl szarmazo sejtek nem fejezik ki a CXCR4

receptort.

4.1.1.A CXCR4 receptort a lumbo-sacralis ganglionléc-
eredetii Remak-ganglion fejezi ki

A CXCR4 teljeskorti expresszidjanak meghatarozasara a
csirke-embryo  utobél régidjaban a ganglionléc  sejtek
kolonizacigjanak és  differencidlédasanak  periodusaiban
CXCR4 immuncitokémiat 6tvoztiik bélidegrendszer specifikus
P75, CN, HU ¢és BFABP ellenanyagokkal. A CXCR4 atmeneti
expresszidja az utobél kiilsé beidegzését addo Remak-ganglion
CN+ idegrostjain (¢s nem a BFABP+ gliasejtjein) mutathat6 ki,
amikor a P75+ Remak-ganglionbol szarmazé rostok a bélfal
iranyadba novekednek, majd a beidegzés kialakuldsa utan a
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CXCR4 immunreaktivitisuk lecsokken. A  HU+/CN+
antigéneket hordozo belsd neurdlis plexusok nem hordozzak
felsziniikon a CXCR4 receptort.

4.2. A colorectum Kkiilsé beidegzésének kialakulasanak
tanulmanyozasa madar és emlés embryokban

4.2.1.A Remak-ganglion rostjai részt vesznek az utébél
mesenchymajanak és a neuralis plexusainak beidegzésében

A Remak-ganglion és a bélidegrendszer kapcsolatanak
meghatarozasara ex Vivo szovet rekombinaciot 6tvoztiink CAM
technikdval. Az wutobél tenyészeteket teljes mértékben
kolonizaltak a cervicalis ganglionléc sejtek, amelyek normalis

cre

van jelen a CAM-graftokban, amely azt mutatja, hogy a donor
GFP+ csirke Remak-ganglionbdl szarmazoé idegrostok képesek
belendéni az utobél falaba és az enterdlis ganglionokat is
behalozzak (1. abra).

1. abra. A Remak-ganglionbél szirmazé rostok beidegzik az
enteralis ganglionokat. A) A Remak-ganglion rekombinacid
illusztracioja és a CAM-ra lltetett kiméra. B) Az utobél graft GFP+
Remak-ganglion eredetli idegrostokat tartalmaz, amik elérik az
intrinsic plexusok neuronjainak B’, C) HU+ sejttestjeit és D) TUJ1+
nytlvanyait. A méretaranyt jelolé vonal az A képen talalhatd: A)
400 ym; B, B’) 170 pm; C, D) 40 pum; CAM, chorioallantois
membran; E, embryondlis nap; ep, utobél epithelium; hg, utobél; mg,
kozépbél; NoR, Remak-ganglion; smp, plexus submucosus.



4.2.2. A pelvicus ganglionok CXCR4 receptort expresszalnak

A madir ¢és emlds embryokban az utobél kiilsé
ganglionléc eredetli sejtek hozzdk létre. Csirkében a 8.
embryonalis napon CXCR4+ sejtek voltak jelen a Remak-
ganglion folytatasaba esé P75+ plexus pelvicusban, amiben HU
¢s neurofilamentum antigént expresszald neurdlis elemek
mutathatok ki. Az E13.5 napos Wnt1;GFP transzgenikus egerek
farokbimbojanak sorozatmetszetei alapjan a distalis utobél és a
hugyholyag kozott paros struktaraként Kifejlodé pelvicus
ganglionok szintén Kkifejezik a CXCR4-et. Az egérrel
megegyez0 képet kaptunk a human embryo vizsgalatakor is. A
ganglionléc sejtekre specifikus HNK1-el kirajzolodo plexus
pelvicus ganglionsejtei hordozzak felsziniikon a CXCR4
receptort. Az egér és a human embryoban is a bélidegrendszer
intrinsic elemei a csirkéhez hasonléan CXCR4 negativak (2.
abra).



E13,5 egér farokbimbo
J

P4
- o a-drg

ves. urin.

proximalis utobel™

ves. urin. HNK1

H” HNK/

2. abra: A pelvicus ganglionok CXCR4 expressziét mutatnak csirke és emlés
embryokban. A-B”) 8 napos csirke, C-E”) 13,5 napos Wnt1;GFP egér és F-H”) 8
hetes human embryo farokbimbo keresztmetszetein fluoreszcens immuncitokémiat
végeztlink. A méretaranyt jel6lé vonal az A képen talalhatd: A) 450um; B-B”)110
um; C) 350 um; D-D”) 180 pm; E-E”) 90 um; F) 350 um; G-G”) 150 pm; H-
H)120 pm. ¢/, cloaca; drg, dorsalis érzo ganglion, E, embryondlis nap; ep, utobél
epithelium, hg, utobél; nt, veldcsé; pg, pelvicus ganglion;pp, plexus pelvicus;
ves.urin, vesica urinaria, W, posztnatalis hetek szama.

10



42.3.A Cxcrd receptor és a Cxcll2 ligand mRNS
expresszioja csirke embryoban

Hasonléan az immuncitokémiai eredményekhez, a
Cxcrd mRNS E6. és E10. kozott kimutathaté a Remak-
ganglionban ¢és a plexus pelvicusban. A CXCL12 kifejezddése
dinamikusan valtozott, el6szor az E6. napon a Remak-gangliont
koriilvevé mesenchymalis sejtekben, majd (E8) a bélhamban és
a muscularis externa szovetében, késébb (E14) az intrinsic
ganglionok termelik nagy mennyiségben a kemokint.
Osszefoglalva eredményeink azt mutatjak, hogy a CXCR4 a
Remak-ganglionban és az utobélben a CXCL12 expresszidjaval
komplementer mintdzattal fejezddik ki, és Osszefliggésben van
az utdbél extrinsic beidegzésének kialakulasaval.

4.24. A CXCL12 elosegiti a Remak-ganglionb6l eredo
neuritok novekedését in vitro.

A Remak-ganglion és a bélidegrendszer eredetii neuritok
novekedésének tanulmanyozasahoz in vitro Kkisérleteket
végeztiink. 100 ng/ml CXCLI12 hozziaddsa a tenyésztd
médiumhoz erételjes neurit ndvekedést eredményezett a Remak-
ganglionbol. Ezzel ellentétben a CXCL12 nem volt hatassal a
veldesd cervicalis szakaszabol eredd intesztinalis ganglionléc
sejtek véandorlasara, mig a glia eredetli novekedési faktor
(GDNF) 10 ng/ml koncentracioban torténd alkalmazésa
erbteljes sejtmigraciot indukalt a kiiiltetett bélszakaszbol. A 200
uM  AMD3100 (CXCLI12 antagonista) kezelés a Remak-
ganglion eredetli axonhalozat kialakuldsanak gatlasahoz vezetett
az utébélben. A CXCL12 kezelés szignifikansan nagyobb
mértékiit Remak-ganglion eredetli neuralis kinovést indukalt a
fibronektinnel bevont feliiletre, mely sejtnytlvanyok atlagosan
nagyobb tavolsagot tettek meg, az inhibitor kezeléshez vagy a
kontrollhoz képest. SOX10+ sejtek voltak azonosithatoéak a
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rostok mentén. A CXCL12 kezelés hatasara szamottevéen tobb
ganglionléc eredetli sejt vandorolt ki a bélbdl, mint a DMEM,
valamint az AMD3100 kezelt tenyészetek esetében.
4.2.5.A CXCR4 jelatvitel gatlasakor nem alakul ki a bél
extrinsic beidegzése.

A CXCR4-CXCLI12 jelatvitel vizsgalatanak érdekében
fliggesztett szervtenyészetekben vizsgaltuk a TUJ1 antigént
expresszalo idegrostok fejlodését az utdbél kiilsé beidegzésének
kialakulasa soran. A kontroll tenyésztési-koriilmények kozott
(E6+72h DMEM) tartott utobélbe vandorolt enteralis
ganglionléc sejtek eloszldsi mintdzata a 9 mnapos (E9)
embryonalis stddiumhoz hasonlit, és TUJ1+ Remak-ganglion-
eredeti kiils6 idegrostok hatoltak a bélfalba. Az AMD3100
hozzaadasa nem zavarta meg az enterdlis ganglionléc sejtek
idegrostok Remak-ganglionbol kiindulé projekcidjat. Az
inhibitorral kezelt utdbelekben szignifikdnsan csokkent az
idegrostok szdma, hossza €s vastagsaga.

42.6.A CXCL12 chemoattraktans faktorként hat az
extrinsic idegrostokra ex vivo

Amikor 5 napos preganglionalt utoébeleket 9 napig
tenyésztettink CAM membranon azt tapasztaltuk, hogy az
extrinsic idegrostok a belsd plexusok jelenléte nélkiil is képesek
kisérte. A heparin-mikrogyongy alapit CXCL 12 kemokin lokalis
alkalmazdsa  szignifikdnsan megnovelte a  gyongyok
kornyezetében detektalahatd extrinsic idegrostok szamat és
vastagsagat, az AMD3100 és a BSA kezeléshez képest.
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43. A CXCR4-CXCLI12 expresszi6janak elemzése a
bursa Fabricii fejlodésében részt vevo sejtvandorlasi
folyamatokban
4.3.1.CXCR4 mRNS lokalizacioja a bursa Fabricii
fejlodése soran

A fejlodo csirke embryo utobelének részletes in situ
hibridizacids és immuncitokémiai elemzése soran megfigyeltiik,
hogy az utobélhez asszocialt primer nyirokszervben, a bursa
Fabricii-ben a B-sejtek fejlodése idején is kifejezodik a CXCR4
receptor. A bursa Fabricii ontogenezise soran CXCR4 in situ
hibridizacidéval kimutathat6é sejtek eldszor a 10. embryondlis
napon (E10) detektdlhatok a bursa eldtelepének ham alatti
mesenhymajaban. A kovetkezd fejlédési stadiumban (E14) a
CXCR4+ sejtek a bursa mesenchymijan kiviil, a fejlédo
folliculusbimbdkban is azonosithatok. A 18. embryondlis napra
a CXCR4 mRNS-ének kifejezodése felerosodik a
folliculusbimbok teriiletén a nagyszamban jelen 1év6 B-sejtek
miatt. A kikelés kornyékén a CXCR4 in situ hibridizacios
jeloléssel mar jol elkiilonithetd a folliculusok kéreg- ¢€s
veldallomanya, viszont a veldallomany halvanyabb jelolést
mutat. A kikelést kovetd 28. napra (D28) a CXCR4 jel foként a
folliculusok kéregallomanyi teriiletén valik kifejezettebbé.

4.3.2.CXCL12 mRNS expresszidja a bursa Fabricii
kiilonboz6 fejlodési stadiumaiban.

A CXCR4 receptor mMRNS-ének kifejezddésével
parhuzamosan megvizsgaltuk a receptor ligandjanak, a CXCL12
MRNS-ének bursa Fabricii-n beliili megjelenését is. A 10.
embryonalis napon a CXCL12 kiterjedt expressziét mutatott a
bursa eldtelep ham alatti mesenchymalis részében.
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A 12-14. embryonalis napra a CXCL12 kifejezédése a fejlodod
folliculusbimbodk tertiletére korldtozddott. A 18. embryonalis
napon a mesenchymalis expresszio szinte teljesen eltiint és a
CXCL12 pozitivitds az egyre nagyobb szamban megjelend
folliculusbimbdkra volt jellemzd. Kikelés utdn, a bursai
folliculusok kéregallomanyanak differencidlodasaval
parhuzamosan, a CXCL12 jel a folliculusok kiils6 részén
kondenzalodott. A kikelést kovetd 28. napon, a CXCL12
transzkriptum az érett bursai folliculusok kéregallomanyaban
volt jelen, ahol expresszidja a desmin pozitiv mesenchymalis
reticulum sejteket jellemezte. Az EI8 stadiumt bursa
metszeteken végzett kettds immuncitokémiai jeldléssel
igazoltuk, hogy a bursai szekrécios dendritikus sejtek (BSDC)
expresszaljak a CXCL12 mRNS-ét. A veléallomanyi BSDC
sejtek CXCL12 expresszidja csak atmeneti folyamat, amelyet a
kikelést kovetben a kéregallomanyi desmin pozitiv
mesenchymalis retikularis sejtek vesznek at (3.4bra).

Osszefoglalva, a CXCR4 expresszdja komplementer
modon a CXCL12 ligand kifejezodését kdveti az embryonalis és
a kikelést kovetd fejlédési stadiumokban. Az a megfigyelés,
hogy a CXCL12 expresszidés mintazata korlatozott, és idovel
valtozik, ahhoz a hipotézishez vezetett, hogy a CXCL12 fontos
szerepet jatszik a B-sejt vandorlds minden szakaszaban,
beleértve a bursa el6telepének kolonizacidjat (elsé migracios
1épés), a folliculus bimbdkba toérténd homingot (masodik
migracios 1épés), majd a B-sejtek cortex teriiletére 1épésével a
folliculusokban kialakulé kéreg és veldéallomany elvalasat
(harmadik migréacios 1€pés) is tamogatja.
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3. abra. A CXCL12 expresszidja a bursa Fabricii fejlodése soran. A-A”) A 10.
embryonalis napon (E10) a subepitelialis mesenchyma er6sen CXCL12 pozitiv. B)
A 12. napos embryoban (E12) a CXCL12 kozvetleniil az epithelium alatt mutathato
ki, ami C) a 14. embryonalis napra mar a fejl6dé folliculusbimbok teriiletén jelenik
meg (szaggatott vonal jelzi az epithelium alatt huzado basalis membrant). D)
Kikelés el6tt (E18) a kialakul6 folliculusbimbok nagy mennyiségben termelik a
CXCL12-t. E) A kikelést kovetd 2. napon (D2) a differencialodo cortex teriiletére
korlatozddik a CXCL12 expresszid, amely F) a kikelés utani 28. napra valik
egyértelmiivé, amikor F’) a kéregallomanyi desmin pozitiv retikularis sejtek
CXCL12 mRNS-t fejeznek ki (a szaggatott vonal a cortico-medullaris hatart jeloli).
A méretaranyt jelol6 vonal az A képen talalhato: A) 300 um; A”) 200 pm; A”) 60
um; B) 100 um; C, D, E) 80 um; F)150 um; F*) 40 um. E, embryondlis nap; ep,
epithelium; D, kikelés utani napok szama; mes, mesenchyma.

15



4.3.3.A CXCR4-CXCL12 jelatvitel funkcidja a bursa
Fabricii fejlodésében
Annak bizonyitasara, hogy ex vivo, a CXCR4+ bursai B-
sejtek  migracigjadt a  CXCL12  kemokin iranyitja,
embryomanipuléacios vizsgalatokat végeztiink. A kisérlet soran
a E9 napos bursa el6telepeket 1ul 200uM AMD3100 vagy
kontrollként 1x PBS oldattal injektaltuk ¢és GFP-CAM
membranon tenyésztettiik 9 napig. Az izolalt graftok komparativ
elemzése az AMD3100-kezelt bursak jelentésen kisebb méretét
mutatta a kontrollhoz viszonyitva. Mig a kontroll csoportokban
az anti-chBS6, illetve az anti-CXCR4 ellenanyaggal a B-sejteket
tartalmazé folliculusbimbok homogénen jelolédtek, addig az
AMD3100 nagy mértékben gatolta a folliculusok kifejlodését,
amelyekben csak néhany elszort chB6+, CXCR4+ sejt volt
lathato. A CXCR4-CXCLI12 szignalizacio gatlasa nem
befolyasolta a granulopoiesist és a dendritikus-prekurzorok
bevandorlasat a follikulusbimbokba, mivel szamos GRL1+ sejt
volt jelen a graftokban, illetve a CSFIR festés nytlvanyos
immunreaktiv sejteket mutatott ki a vizsgalt folliculusokban.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a CXCR4-CXCL12
jelatvitel gatlasa megakadalyozta a B-sejt prekurzorok
bevandorlasat a folliculusbimbokba, ami B-sejt-mentes
folliculusok kialakulasahoz vezetett, és a bursa Fabricii
csOkevényes fejlodését idézte eld.
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5. Kovetkeztetések

1. Igazoltuk, hogy a CXCR4 kemokin receptor intenziven
kifejezddik a cardialis ganglionléc sejtekben, de a bélidegrendszert
kialakito cervicalis és lumbo-sacralis sejteken nem mutathato ki a
gasztrointesztinalis traktus kolonizacidja soran.

2. Immunfluoreszcens és in situ hibridizacios eredményeink azt
bizonyitjak, hogy a human, egér és csirke embryokban az utobél
kiilsé beidegzéséért felelés lumbo-sacralis ganglionléc eredetii
plexus pelvicus és a Remak-ganglion neuronjai CXCR4 pozitivak.
Tovabba meghataroztuk, hogy a CXCR4 receptor ligandja
(CXCL12) a fejlodé bél simaizomzataban, epitheliuméaban és
késdbb az instrinsic ganglionokban termelddik.

3. Az altalunk kifejlesztett Remak-ganglion rekombinécids
kisérletekkel és veldcsd transzplantacidval igazoltuk a Remak-
ganglion eredetli idegrostok €s az intrinsic ganglionok kapcsolatat.
Ezekkel a mddszerekkel bizonyitottuk azt is, hogy az enteralis
plexusok jelenléte nélkiil is végbemegy a bél extrinsic beidegzése.

4. Szervtenyészetekkel, valamint mikrogyongy implantacios
kisérletekkel kimutattuk, hogy a CXCR4 és a CXCL12 molekuldk
iranyitjak az utobél extrinsic beidegzésének fejlodését. A CXCR4-
CXCL12 jelatvitel blokkolasa megakadalyozta a Remak-ganglion
idegrostjainak utobél iranyt ndvekedését.

5. In situ hibridizacios eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy az
utobélhez asszocialt primer nyirokszerv, a bursa Fabricii B-sejt
kolonizécios folyamataiban is részt vesz a CXCR4-CXCL12
molekulaparos. Kimutattuk, hogy a CXCR4-CXCL12 mRNS-
tartalom dinamikusan valtozik a bursa Fabricii fejlddésének
kiilonbdz6 stadiumai kdzott.

6. Embriomanipulaciés vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a CXCR4-
CXCLI12 kolcsonhatas nélkiilozhetetlen a bursa Fabricii B-

crer

illetve az érett B-sejtek perifériara torténd kivandorlasdhoz.
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