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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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extracellularis matrix

endogénperoxidaz pozitiv sejt (endogenous-peroxidase positive cell)
hamsejt adhézios molekula (epithelial cell adhesion molecule)
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2. BEVEZETES

2.1 A DENDRITIKUS SEJTEK

2.1.1. A lvmphoid dendritikus sejtek felfedezésének elozményei

A dendritikus sejtek (DC) felfedezésének uttérdje Paul Langerhans, aki még
orvostanhallgatoként, 1868-ban figyelt meg egy olyan nyulvanyokkal rendelkezd sejtet
a human epidermiszben, amirdl azt hitte, hogy e sejtek az idegrendszer részét képezik.
Mara mar kideriilt, hogy funkcigjat tekintve tévedett, és az immunrendszer egyik
alapvetd tagjaként, mint a bOr immunvélaszdnak elinditojat ismerjik az éaltala
felfedezett sejtet. Mintegy 100 évvel kés6bb White és mtsai (1963) els6ként ismerték fel
az antigénprezentalo sejteket, melyeket mar akkor DC-eknek neveztek, habar jollehet a
“makrofagok egy tipusanak” tekintették. Csirkéket injektaltak huméan szérum
albuminnal (HSA) intravéndsan. Az injektalast kovetéen HSA-t detektaltak a 1ép fehér
pulpajaban 1évé ecsetkapillarisok koriili sejtekben, majd néhany nappal késébb az
antigént (HSA) hordozo sejteket a csiracentrumokban lehetett kimutatni. Néhany évvel
késébb Olah és mtsai a patkany thymusban Birbeck granulumokat tartalmazé sejtekrol
publikaltak (Olah és mtsai 1968). Késobbi kutatasok bizonyitottdk, hogy a Langerhans
sejtek a borbdl a thymusba vandorolhatnak (Thorbecke és mtsai 1980; Kashihara ¢és
mtsai 1986). Thorbecke munkacsoportja szerint a thymusban és a nyirokcsomdkban
1évo interdigitald sejtek - melyek citoplazmdjaban “tipikus Birbeck granulumok™-at
talaltak ¢és morfologiailag sem kiilonboznek a Langerhans sejtektl- ugyanazon
csoportba tartoznak ¢s a “makrofagok egy alpopulédcidjaként” jelennek meg (Thorbecke
¢s mtsai 1980). A patkany thymusban megfigyelt sejtek a thymus veldallomanyéaban
helyezkedtek el és az egyik legjellegzetesebb sajatossaguk a sejtmembran invaginacioja.
Szokatlan megjelenésiik miatt a szerzék (Olah és mtsai 1968) specidlis sejteknek
nevezték el. A nyul nyirokcsomo paracortexében egy ismeretlen sejtet talalt Veldman,
amit interdigitalé reticuldris sejtnek (IDC) nevezett el (Veldman 1970). A sejtek
kiilonods alakkal, szabalytalan sejtmaggal rendelkeztek és citoplazmajukban “bonyolult
tubulovesicularis rendszert” figyelt meg. Ujabb harom év elteltével jott az attorés, mely
Steinman ¢és Cohn (1973) nevéhez fiz6dik, a lymphoid dendritikus sejtnek, mint 6nalld

sejttipusnak az identifikalasa, amiért 2012-ben Nobel dijat kapott.
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2.1.2 A lymphoid dendritikus sejtek

A Steinman és Cohn altal identifikalt és karakterizalt egér 1ép dendritikus sejtek
lymphoid eredetlick, melyek meghatarozdsa soran a morfologiai kritériumokra
hagyatkoztak (Steinman és Cohn 1973). Koézleményiikben leirjak, hogy e sejtek
megkiilonboztetd jegyeként szolgal a nagy, jellegzetes formaju sejtmag, a hosszl
citoplazma nyulvany, és a szdmos mitokondrium. Citoplazméjukban nem talaltak
endocitozisra utald pinocitotikus vezikuldkat vagy fagocitalt sejttormeléket. Késébb
bizonyitottdk, hogy a DC-ek nem fagocitalnak és Ia (MHCII) antigént expresszalnak
(Steinman és mtsai 1979). Ezt Farr és Nakane (1983) eredményei is aldtdmasztjak,
miszerint a thymus kéreg-veld hatarin olyan Ia’ sejteket talaltak, melyek a
perivascularis térben, az erek koriil lokalizalodnak. Elektronmikroszkopos vizsgalatok
alapjan a sejtekben nem mutattak ki fagocitdzisra utalé morfoldgiai jegyeket.

Human nyirokcsom6 paracortexében IDC-eket talalt Kaiserling és Lennert
(1974), melyek létezésérdl korabban a nyul nyirokcsomdban is beszamoltak (Veldman
1970). Ezzel egyidoben Heusermann és mtsai (1974) a 1ép fehér pulpajaban ATPaz
enzim hisztokémiaval IDC-eket detektaltak, melyek nem tartalmaztak fagocitalt
sejttormeléket.

A human thymus IDC-ek identifikdldsa Brita von Gaudecker és Miiller-
Hermelink (1980) nevéhez fiizddik. A veldalloméany “mélyebb” teriiletein szabalytalan
sejtmaggal rendelkezd nagyméretli sejteket talaltak, melyeket “nem epithelialis” IDC-
eknek neveztek el. Tovabbi eredmények bizonyitjak, hogy a thymus dendritikus sejtek
(TDC) Ia" (MHCII") és T4" (CD4) sejtek, melyek hasonld fenotipussal rendelkeznek,
mint a Langerhans sejtek és feltehetleg ugyanazon sejtvonalhoz tartoznak (Barthélémy
¢s mtsai 1986). A T4 antigén a human immundeficencia virus (HIV) receptor
molekuldja, amit a Langerhans sejtek is expresszalnak (Patterson és Knight 1987). A
Pelletier ¢és mtsai (1986) altal izolalt TDC-ek citoplazmajaban szdmos szabad
riboszémat, jol fejlett endoplazmatikus retikulumot, Golgi komplexet, tubuloalveolaris
rendszert és membrannal hatérolt “sotét, homogén” granulumokat detektaltak. Az
ultrastruktiralis vizsgalatok soran nem taldltak phagolysoszomat, tonofibrillumot és

desmoszomat a sejtekben. Immuncytokémiai vizsgalatokkal kimutattak, hogy a TDC-ek
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Ia", ATP4z", S100 proteint és vimentin intermedier filamentumot expresszalnak. A
makrofagokkal szemben, a TDC-ek észteraz és lysosim negativak.

Az elmult két évtizedben a csirke kiilonb6zd nyirokszerveiben (bursa, 1ép,
cecalis tonsilla) identifikaltdk a DC-eket. A bursai DC-eket, melyek citoplazmatikus
szerkezete szekrécios jellegre utal, bursai szekrécios DC-eknek (BSDC) nevezték el
(Olah ¢és Glick 1978). Elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltak, hogy a cecalis
tonsilla follikuldris dendritikus sejtek (FDC) elektronstiri granulumai alkalmasint
lamellalt szerkezetet mutatnak (Olah és Glick 1979).

A LC-ek elkiilonitését az epidermiszben 1€vd sejtektdl kiilonbozd intermedier
filamentumok kimutatasa tette lehetové (DeWaal €s mtsai 1984; Loning €s mtsai 1982;
Mabhrle és mtsai 1983). Loning munkacsoportja kimutatta, hogy az epidermiszben
talalhatd lymphocytak, melanocytdk és Langerhans sejtek is vimentint expresszalnak
(Loning és mtsai 1982). Ezen tanulmény keltette fel Oldh és mtsai-nak figyelmét arra,
hogy hasonléan a Langerhans sejtekhez a BSDC-ek is ham kornyezetben talalhatoak,
ezért feltételezték, hogy a BSDC-ek is expresszalhatnak vimentin intermedier
filamentumot (Oléh és mtsai 1992). Kés6bbi tanulméanyaikban bebizonyitottdk, hogy a
Iép DC-jei (Oléh és Glick 1994) és a cecalis tonsilla FDC-jei (Olédh és mtsai 1995) is
vimentin pozitivak.

A madar DC-ek szélesebb jellemzését tesz lehetdvé az a csirkespecifikus
monoklondlis antitest (CVI-ChNL-74.3), amit Jeurissen munkacsoportja allitott eld
(Jeurissen és mtsai 1992). A 74.3 marker nem csak a 1ép FDC-jeinek, de a BSDC-ek ¢és
a cecalis tonsilla FDC-jeinek karakterizalasara is alkalmas (Nagy ¢és mtsai 2004; Nagy
¢s Olah 2007). A madar 1ép, cecalis tonsilla és bursa DC-jeit mara mar jorészt
karakterizaltak (Olah és mtsai 2014), azonban a TDC-ekrdl egészen maig csak in vitro
adat all rendelkezésiinkre. 1984-ben Oliver és Le Douarin izolaltak csirke ¢és fiirj
thymusbdl olyan sejteket, melyeket in vitro kdriilmények kozott tartva nyualvanyos, nem
fagocitalé, Ia" (MHCII") sejtekként irtak le. Citoplazmajukban Birbeck granulum-szerii
struktarat is kimutattak. In vivo azonban semmilyen adat nem 4ll rendelkezésiinkre a

csirke TDC-ekrél.
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2.1.3. A dendritikus sejtek definicidja, sejtfelszini markerei

A DC-ek olyan hemopoetikus eredetli antigénprezentalo sejtek (APC), melyek
osszekotik a velesziiletett és a szerzett immunitast. Orszemként végzik feladatukat:
kiszlirik a kdrokozokat a szervezetbdl, a naiv T sejteket aktivaljak, mig az autoreaktiv T
lymphocytékat artalmatlanitjak, vagyis a negativ szelekci6 aktiv tagjaként allnak helyt.
Funkciojukat €s fenotipusukat tekintve megkiilonboztetiink érett és éretlen DC-eket. Az
antigénprezentacid eldtt nagyfoku endocitozis és kevés felszini MHCI ¢s MHCII
molekuldk expresszidja jellemzi a sejtet. A DC-ek érését a baktériumokkal, illetve a
virdlis patogénekkel vald talalkozas indukalja. Gyulladasi ingerektdl az éretlen DC-ek
érett DC-ekké alakulnak at, melyeket kezdetben még az alacsony antigénfelvétel
jellemez, de ebben az allapotban mar képesek stimulalni a T-sejteket. Ezt a folyamatot
nagyfokt citoplazmatikus atrendez6dés jellemzi, illetve az intracelluldris MHC
molekulak antigénnel feltoltddve kikeriilnek a sejt felszinére, melyekkel parhuzamosan
megjelennek a kostimulacidos molekuldk (CD80, CD83, CD86) is (Caux és mtsai 1994;
Fujimoto és mtsai 2002;). Harom laboratériumnak is sikeriilt csirke ellenes anti-CD83
ellenanyagot eldallitani (Hansell és mtsai 2007; Lee és mtsai 2012; Staines és mtsai
tonsillaban talaltdk a legmagasabbnak (Hansell és mtsai 2007), de immunhisztokémiai
eljarassal is igazoltidk a CD83" sejtek jelenlétét a nyirokszervekben (Hansell és mtsai
2007; Lee és mtsai 2012; Staines és mtsai 2013).

A DC-ek felszinén szdmos mintdzatfelismerd receptor taldlhatd. Ezek koziil az
egyik legismertebb a sejtfelszini Toll-like receptorok (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10), melyek
lypopolyszacharidokat (LPS) ismernek fel. Az endoszomalis TLR3, 7, 8, 9 leginkabb a
nukleinsavak felismerésére specializalodtak. Emldsben a TLR7- és 9-nek fontos szerepe
gyulladésos citokineket termelhessenek (Lousberg és mtsai 2011). Csirke csontveld
eredeti éretlen DC-eken is megfigyelték a TLR4 expresszidjanak novekedését,
amennyiben az in vitro kultirahoz LPS-t vagy CD40-et adtak, illetve az érett DC-ekben
a Toll-like receptor 1-like A (TLR1LA) és TLR15 up-regulaciojat Wu és Kaiser (2011).
A TLR-ok olyan szignalizacids kaszkadot inditanak be, melyek eredményeként
gyulladdsos cytokinek ¢és receptorok (CCR és CXCR) termelddnek, kostimulacios

molekulak és chemokinek expresszalodnak (Janeway és Medzhitov 2002; Wu és Kaiser
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2011), vagyis elindul az érési folyamat. A human érett DC-ek legspecifikusabb markere
a CD83 (Zhou és Tedder 1996) mellett a DC-lysoszomahoz asszocialt membran protein
(DC-LAMP vagy CD208) (de Saint-Vis €s mtsai 1998). Kaiser munkacsoportja a csirke
ortolog DC-LAMP-ot (chDC-LAMP) is identifikalta. A 1ép, bursa és cecalis tonsilla
mellett a thymusban is kimutattdk a chDC-LAMP mRNS expressziojat (Wu és mtsai
2010a). A DC-ek érése soran antigénfelvevd receptorok jelennek meg. Ide tartoznak a
membranhoz asszocidlt C-tipust lektin receptorok (CLRs) (Langerin, DC-SIGN,
DEC205 manndz receptor, Dectin-1) (van Vliet és mtsai 2007). A DEC205 a TDC-¢ek és
a thymus kérgi hamsejtek (cTEC) olyan endocytotikus receptora, melynek szerepe van a
szénhidratok megkotésében is (Jiang €s mtsai 1995; Swiggard és mtsai 1995). Staines ¢€s
mtsai (2013) munkdjanak kdszonhetéen a DEC205 csirkében is elérhetd marker. A DC-
ek végsd differencidlodasuk soran a masodlagos nyirokszervekbe vandorolnak, ahol
antigént prezentdlnak a naiv T-sejtek szdmdra, mellyel beinditjak a természetes 616
sejtek (NK) és T-sejtek aktivaciojat, kialakitjdk azok tolerancidjanak kiiszobértékét. A
Tc-sejtek oloképessége fokozodik, melyek cytokin termeléssel reagalnak a fertézésre,
mig a B-sejtek ellenanyag termeléssel reagalnak ra. A DC-ek képesek lesznek
beinditani az adaptiv immunvalszt, éppugy vezényldi lesznek az antigénspecifikus T-

sejt valasznak, mint a humoralis immunvélasznak is.

2.1.4. A dendritikus sejtek alosztalyai

Az 1990-es években nagy port kavart a kiilonb6z6 szovetkben megjelend DC-ek
osztalyba sorolasa, ami maig nem rendezddott. A kutatok két részre szakadtak: az egyik
tabor a funkcidjuk alapjan osztalyozza a DC-eket, szemben a masik csoporttal, akik a
DC-ek plaszticitasa alapjan sorolja be 6ket. Bar még ma is meg akarjak feleltetni a DC-
eket ezeknek a kritériumoknak, azonban a kutatok latokore szélesebbé valt és a
hierarchikus rendszerbe vald sorolds elmélete helyett inkdbb arra koncentralnak, hogyan
fejlédik az adaptiv immunitas, az immunologiai memoria és ebben milyen szerepe van a
DC-eknek. Az ujabb eredmények azt mutatjdk, hogy nem a hovatartozas a fontos,
hanem az, hogy hogyan viselkednek a DC-ek az adott szovetben termelt faktorok
hatéséara, vagyis hogyan ¢és mire specializalodik példaul egy nyirokcsoméba vandorolt
DC vagy a thymusban talalhato DC.

Az antigénprezentald DC-eket a hemopoetikus rendszer tagjaiként tartjak
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szamon. A sejtfelszini fenotipusuk ¢és funkcidjuk variabilitdsa abban rejlik, hogy milyen
szoveti milidben valnak aktiv, érett DC-ekké. (Shortman és Caux 1997; Pulendran ¢és
mtsai 1999). A legelterjedtebb nézet szerint a DC-eknek a kovetkezd nagy populacidit
kiilonboztetjiik meg: a konvencionalis DC-eket (cDC), plasmacytoid DC-eket (pDC),
migralo DC-eket (mDC) ¢és a Langerhans sejteket (Moore és mtsai 2013). Az itt
emlitett csoportok koziil a eDC-ek ¢és pDC-ek lokalizdlodnak a primer és a secunder
lymphoid szervekben. Az irodalmi adatok szerint a DC-ek vagy lymphoid (Common
Lymphoid Progenitor - CLP) vagy myeloid (Common Myeloid Progenitor - CMP)
progenitorokbol fejlddnek (Wu és mtsai 2001; Kondo és mtsai 2001; Manz és mtsai
2001a, b). A DC-ek lymphoid, illetve myeloid vonalba valé besoroldsa anatomiai
lokalizaciojuk, sejtfelszini fenotipusuk ¢és fejloddési tutvonaluk alapjan torténik
(Banchereau és mtsai 1998; Ardavin 1997; Steinman és mtsai 1997, Shortman és mtsai
1998.) A ¢DC-ek csoportjaba tartoznak a lymphoid és a myeloid DC-ek (Moore és
mtsai 2013). A myeloid DC eldalakok a csontveldbdl a kiilonbozd szervekbe keriilnek,
ahol érett DC-ekké fejlodnek. Inaba és mtsai-nak (1993) sikeriilt kimutatniuk, hogy egér
csontveld eredetli monocytabol képes volt differencidlodni makrofag, granulocyta,
illetve DC-ek is, amennyiben jelen volt a granulocyta-makrofdg colonia-stimulald
faktor (GM-CSF) is. Hasonl6 eredményeket talaltak mas kutatok is, akik CD34" human
csontveld prekurzorbdl olyan CDla monocyta populacid, granulocyta-prekurzor
populacié és olyan bipotens prekurzor populacié képzodott, amibél GM-CSF és tumor
nekrozis faktor (TNF) o hozzaadasaval érett DC-ek fejlédtek. Amennyiben makrofag-
colonia-stimulalo faktort (M-CSF) tartalmazott a tenyészet, makrofagok képzddtek
(Reid és mtsai 1992; Szabolcs és mtsai 1996; Caux és mtsai 1996). A DC-ek myeloid
erdetére tovabbi bizonyiték all rendelkezésiinkre, miszerint in vitro koriilmények kozott
GM-CSF ¢s interleukin (IL) 4 jelenlétében a monocytak képesek DC-ekké alakulni
(Romani és mtsai 1994; Sallusto és mtsai 1994; Akagawa és mtsai 1996; Kiertscher ¢s
mtsai 1996; Pickl ¢s mtsai 1996). Wu és mtsai (2010b) attorést értek el a csirke DCek
tenyésztése sordn. Vordscsontveld sejteket izolaltak, majd GM-CSF és IL4 jelenlétében
tenyésztették tovabb. Az igy kifejlodott sejtek MHCII', CDI11c’, CD40", CDI1.1",
CD86", CD83", CD205 voltak. Az érést LPS-dal vagy CD40L-el indukaltak, melynek
soran a CD40, CD1.1, CD86, CD83 és DEC205 molekulak expresszidja fokozotta valt.

A sejtek nem csak fenotipusuk alapjan sorolhatoak be a DC-ek osztalydba, de
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funkcionalisan is megfelelnek az el6irt kritériumoknak.

Az 1990-es évek elején Ardavin laboratoriumanak sikeriilt eldszor fényt
deritenie a DC-ek lymphoid mivoltara. Besugarazott egerekbe tarnszplantaltak
intrathymikus lymphoid vonal sajatossagaival rendelkezd CD4°" prekurzorokat,
melyekbdl a recipiens allatban T sejtek és CD8" TDC-ek is differencialodtak (Ardavin
¢s mtsai 1993; Wu és mtsai 1995). Par évvel késébb ujabb eredmények keriiltek
napvildgra, miszerint ha ugyanezen lymphoid prekurzorokat intravénasan injektaltak
egereknek a 1épben CD8" és CDS™ DC-ek is megjelentek (Martin és mtsai 2000; Wu és
mtsai 2001). Habar a CD8 « jelenléte a DC-eken lymphoid eredetre utal, ennek ellenére
Traver munkacsoportja bebizonyitotta, hogy a CD8 a ~ és CD8 a ~ DC-ek is
fejlddhetnek CMP-b6l mind a thymusban, mind pedig a 1épben (Traver és mtsai 2000;
Wu és mtsai 2001). Vagyis alatdmasztotta a progenitor sejtek plaszticitasat.

Mindezen eredményeket Osszevetve kijelenthetjiik, hogy valamennyi DC
alpopulécio differencidlodhat CLP-bol és CMP-bol is (Liu és Nussenzweig 2010; Manz
¢s mtsai 2001b), ami azok fejlddési flexibilitasat tiikkrozi.

A pDC-eket kordbban plazmacytoid T-sejteknek, illetve plazmacytoid
monocytdknak nevezték. Citoplazmdjuk nagy részét jol fejlett durvafelszint
endoplazmas retikulum (DER) jellemzi. A pDC-ek a virusok detektalasaban kapnak
fontos szerepet a TLR7 vagy TLRY altal (Eckert és Schmid 1989; Siegal és mtsai 1999).
Ezt bizonyitja az is, hogy . tipusu interferont (IFN) termelnek (Shortman és Liu 2002).

2.1.5. A dendritikus sejtek és a makrofagok fejlodésének utvonalai

A DC-ek az immunrendszer azon sejtjei, melyek antigenprezentaciora
specializalodtak. A kutatok koziil sokan tigy gondoljak, hogy e sejtek fejlédési ttvonala,
differencidlodasa és funkcidja teljes mértékben eltér a makrofagok populacigjatol,
ellentétben azokkal a kutatokkal, akik szerint a két sejt eredete nem all oly tavol
egymastol. Amikor Steinman és Cohn felfedezték a DC-eket, olyan sejteket irtak le,
melyek nyirokszdvetben lokalizaloédnak, feladatuk az antigénprezentacié a naiv T-sejtek
szamara és azok nem fagocitalnak (Steinman és Cohn 1973; Banchereau és Steinman
1998; Steinman ¢és mtsai 1999). Ugyanakkor a makrofagok olyan sejtek, melyek nem

migralnak, szovetspecifikusak és alapvetéen nem prezentdlnak antigént. Proteolitikus és
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katabolikus aktivitdsuknak koOszonhetéen eltakaritjdk a sejtes tormelékeket ¢és
megemésztik a patogéneket (Murray ¢és Wynn 2011). Mdra mar sokak szamara
egyértelmii, hogy az embriondlis korban kialakult makrofagok a szikzacskdbol
szdrmaznak (Hashimoto ¢és mtsai 2013), azonban azoknak a makrofagoknak az eredete
¢s kapcsolata a DCs-kel, melyek a csontvel6i hemopoetikus 6ssejtekbdl (HSC) indulnak
fejlddésnek, maig sem tisztazott. Mind a DC-ek, mind pedig a makrofagok képzddését
kiilonb6z6 novekedési faktorok indukaljak. A mononukledris phagocyta rendszer
(MPS) tagjaként szamon tartott makrofdgok kialakuldsahoz elengedhetetlen a colonia
stimulalé faktor-1 (CSF-1) (Hume 2008a, b). Mas kutatok eredményei hasonld
adatokrdl szamolnak be, miszerint a makrofagok fejlddéséhez nélkiilozhetetlen a GM-
CSF, mig az érett DCs kialakuldséhoz ez a faktor nem sziikséges (Witmer-Pack és mtsai
1993; Saunders és mtsai 1996). A DC-ek eredetérdl, prekurzorairdl eddig alkotott
dogmat azonban megdonteni latszott, amikor Inaba laboratériumdnak sikeriilt
voroscsontveldi sejtekbdl GM-CSF hatasara DC-eket tenyészteni (Inaba és mtsai 1993).
A CSF-1 és a CSF-1 receptor (CSF-1R) mutécioja kovetkeztében a DC-ek és azok
prekurzorainak képzddése szignifikansan lecsokken, illetve mind az éretlen, mind pedig
az érett DC-ek is expresszaljak a CSF-1R-t (Garcia-Morales 2014; Geissmann és mtsai
2008; MacDonald ¢és mtsai 2005). A DC-ek miikodéséhez esszencidlis kovetelmény az
Flt-3 tirozin kinaz receptor ligandja (FIt-3L), szemben a makrofagokkal (D’Amico ¢és
Wu 2003; McKenna 2001).

Egy masik hypotézis szerint a CMP-bol olyan bipotens progenitor képzddik,
melybdl csak makrofagok és DC-ek alakulhatnak ki (MDP) (Fogg és mtsai 2006). Ezt
koveten a két sejtpopulacio (DC-ek ¢és makrofagok) fejlédése egymastdl fiiggetleniil
zajlik. Kialakul a k6zos DC-ek progenitora (CDP), amibdl majd a késdbbi pDC-ek és
cDC-ek differencidlodnak (Naik és mtsai 2007; Onai és mtsai 2007). A masik agon,
kozvetleniil a MDP-bol monocytak képzddnek, melyekbdl a szovetekben tigynevezett
monocyta eredetli vagy DC- vagy makrofagszerli sejtek formajaban Oltenek végleges
alakot (Poltorak és Schraml 2015) (1. abra).

Amennyiben azokat a sejteket tartjuk DC-eknek, melyek antigént prezentalnak,
akkor az alabbi eredmények alapjan meg kell fontolnunk, hogy mely sejteket
sorolhatjuk e csoportba. Szamos kutatasi eredmény bizonyitja, hogy a human monocyta

eredeti APC-ek megoérizték azon képességiiket, miszerint CSF-1 hatdsara képesek
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magukat visszaprogrammozni makrofdgokka, illetve a monocyta eredetli makrofagok is
tudnak antigént prezentalni (Héusser és mtsai 1997; Lo és mtsai 2007; Palucka és mtsai
1998; Robinson ¢és mtsai 1999).

Az antigénprezentacid kimutatdsandl azonban sokkal egyszerlibbnek tiint a
sejtek identifikalasa a kiilonb6z6 markerek segitségével. Az egér rendszerben miikddod
egyik ilyen népszerti marker a CD1l1c integrin (Metlay és mtsai 1990), melyrdl ugy
gondoltdk, hogy egyértelmii indikidtora a DC-eknek, illetve szerepe van a T-sejt
aktivacioban. Ennek ellenére egy tiz évvel késobbi publikacioban olvashtajuk, hogy a
CDl11c-t, mint endocytotikus receptort szdmos sejtfelszinen megfigyeltek: makrofagok,
DC-ek, granulocytdk ¢és T-sejtek. Funkciondlisan nincs kozvetlen szerepe a T-sejt

aktivacioban (Hume 2008a; 2008b).

Tézisemnek nem téméja a nem lymphoid eredetii DC tipusok elkiilonitése,
illetve az egyes DC-alpopulaciok eredetének és funkcidjanak ismertetése. Munkam a

madar thymus DC-jeinek identifikalasara és karakterizalasara koncentral.
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l.abra. 4 DC-ek és makrofigok fejlddési utvonala. A voroscsontvelében 1évé lymphoid multipotens
progenitorok (LMPP) sejtjeib6]l egymastdl fiiggetlen Gtvonalon kialakul a kdzds monocyta progenitor
(cMoP) és a kozos DC progenitor (CDP). A LMPP-ok koziil 1étrejohet egy bipotens makrofag és DC
progenitor (macrophage and dendritic cell progenitor-MDP), mely képes lehet differencialodni CDP-ra és
cMoP-ra is. A CDP-bdl kialakuld pDC-ek mar a vords csontveldben kifejlédnek, ellenben a CD11b™ vagy
Fejlodésiiket kiilonbozd transzkripeios faktorok (TF) iranyitjak (kék szinnel jeldlve). A cMoP-bol
kialakulé monocytak a szévetekben tovabb differencialdédhatnak DCs-ké vagy makrofagokka. A legtobb
szoveti makrofag képes az .n. embrionalis prekurzorbol kialakulni, melyek onmegujitdé programmal
rendelkeznek. A CDP és cMoP fejlédési agak nyomkovetését, illetve az egyes alpopulaciok elkiilonitését
a sejtfelszini markerek (CD135, DNGR-1, Ly6c stb.) teszik lehetdvé. M@- makrofag. Poltorak és
Schraml 2015 nyoman.
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2.1.6. A thymus dendritikus sejtek funkcidja és szerepiik a centralis tolerancia
kialakitasaban

A TDC-ek dinamikus hélozatként szovik be a thymus vel6éallomanyat, ahol
kozponti szerepet toltenek be a naiv T-sejtek érési folyamataban. A T-sejtek - DC-ek
szoros kapcsolata révén, rozettakat alakitanak ki, egy-egy TDC-hez akar 10-15 T-sejt is
kapcsolodhat (Kyewski és mtsai 1982; Shortman ¢és mtsai 1991). A véraramban
talalhato DC-ekkel szemben képesek a sajat antigén prezentalasara is, igy potencialis
képviseldivé valnak az autoreaktiv T-sejtek negativ szelekcidjanak (Brocker és mtsai
1997; Vandenabeele ¢s mtsai 2001). Azt azonban, hogy mekkora szerepet toltenek be e
folyamatban igen nehéz monitorozni, hiszen a DC-eken kiviil a veldhdmsejtek (mTEC),
B-sejtek és a makrofagok is képesek bemutatni a sajat MHC-t és ezaltal indukalni a
negativ szelekciot (Webb és Sprent 1990; Farr és Rudensky 1998; Klein és mtsai 1998;
Kleindienst 2000; Perera és Huang 2015; Yamano és mtsai 2015a, b).

A DC-ek, mint hivatdsos APC-ek tobbféle modon is megszerezhetik az
antigének, melyeket a veldallomanyba érkezd T-sejteknek mutatnak be (2. bra):

1. antigént kaphatnak a mTEC-ekt6l. A mTEC-ekben mas szervekre jellemzd
szovetspecifikus antigének (TRA) is kifejez6désre keriilhetnek az ugynevezett
AutoImmun REgulator (AIRE) kontrollja alatt. Az AIRE azon tul, hogy részt vesz a
mTEC-ek differencidlodésaban, irdnyitja a kiillonféle szervek génexpresszidjat, majd a
TRA-ek bemutatdsit a mTEC-ek MHCII molekulaja révén. Az antigénprezentacid
végbemehet makroautofagiaval (Miinz 2008; Nedjic és mtsai 2008) is vagy akar a
mTEC-ek és DC-ek kozott végbemend antigéntranszfer kozvetitésével is (Oh és Shin
2015; Koble ¢és Kyewski 2009). A TRA-eket vagy olyan T-sejteknek prezentaljak,
melyek autoreaktiv TCR-rel rendelkeznek, vagy exoszoémakba csomagolva (Skogberg
¢s mtsai 2013), MHCII komplexen keresztiill mutatjdk be az egyszeresen pozitiv T-
sejteknek, vagy pedig a DC-eknek tovabbitjak (Sheridan és Gray 2015). Azok a T-
sejtek, melyek felismerik a bemutatott fehérjéket elpusztulnak vagy regulatoros T-sejtté
(Treg) érnek, melyek szerepet kapnak a periférids immunszupresszioban (Aichinger és
mtsai 2013; Aschenbrenner és mtsai 2007; Koble ¢s Kyewski 2009). A CD4 és CD25
sejtfelszini molekuldkat kifejezé Treg-sejtek képzddésében és szupressziv funkcidjuk
fenntartasaban szerepe van a forkhead box P3 (FoxP3) transzkripcios faktornak (Chai és

mtsai 2005). A Hassall testek (HB) Thymus Stromal LymphoPoietin (TSLP) cytokint
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termelnek, ami a DC-ekben CD80/86 expressziot, a Treg-sejtekben pedig a FoxP3
transzkripcids faktor expressziot indukal (Hanabuchi és mtsai 2010; Watanabe és mtsai
2005). Vagyis a HB-eknek kozvetett szerepe van a Treg sejtek képzddésében.

2. Szabadon aramlé vér eredetli antigént is képesek bemutatni (Atibalentja €s
mtsai 2009; 2011). Signal regulator protein « (Sirp «) pozitiv DC-ek a kéreg-veld
hataron lokalizalodnak, a perivascularis térben, kisebb erek koriil (Baba és mtsai 2009).

3. A periférian 1évo6, felderitést végzd Sirp o™ DC-ek és pDC-ek a thymusba
érve antigént prezentdlnak a T-sejteknek. Amennyiben olyan “gyongyoket” injektaltak
intravénasan, illetve subcutan egerekbe, melyek tul nagyok voltak ahhoz, hogy a
thymust ellato ereken keresztiil penetraljanak, a Sirp o © DC-ekben és a pDC-ekben is
kimutathatéak voltak a “gyongyok”, vagyis a periféridn 1évé DC-ek a thymusba
vandoroltak (Hadeiba és mtsai 2012).

Thymus
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Blood vessel
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transcrpbion
Tssue-resticted anbgens
Cirausating anigers
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Treg ced
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2.abra. A DC-ek antigén felvétele és bemutatisa. (A) A mTEC-ek az AIRE medialta TRA-eket
mutatnak be a DC-eknek. (B) A vérarammal a thymusba jutd cirkulalé és a (C) a periférian megszerzett
antigéneket a DCs képesek direkt modon felvenni. (D) Az antigének bemutatasa az MHCII molekulan
keresztiil torténik a CD4" T-sejteknek, mig (E) a CD8" T-sejteknek az MHCI molekula kozvetitésével
prezentaljak. (G-F) A bemutatott fehérjéket felismerni képes T-sejtek vagy elpusztulnak apoptdzissal,
vagy Treg-sejtté alakulnak. Oh és Shin 2015 nyoman.
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Az egér thymusban taldlhaté DC-ek legnagyobb részét a eDC-ek képezik ¢és a
sejtek csak egy kicsiny hanyadat jelenti a pDC-ek (Ardavin és mtsai 1993; Luche ¢és
mtsai 2011; Moore és mtsai 2013, Schlenner és Rodewald 2010). A ¢cDC-cket a CD8
molekula expresszidja alapjan tovabbi két csoportot identifikaltak: 1; a nagyobb

szamban el6forduld lymphoid CD8 o. * ¢DC-¢k és 2; a myeloid CD8 o """ ¢cDC-ck. Az

utobbi alosztaly felszinén azonositottdk a SIRP « -t, illetve kimutattdk a CDI11b

crer

talalhato SIRP o™ DC alpopulacioval. Azonban az még maig sem tisztazott, hogy a
CD8 SIRP o TDC altipus, vajon egy specialis a thymuson beliil fejlédé csoport,
avagy a perifériarol érkezé DC-ek tagjaként jegyezhetd. Az egér thymus pDC-ek inkabb
kerekebb, a plazma sejtekre emlékezteté morfologiaval rendelkeznek. Aktivacio
hatasara érési folyamaton mennek keresztiil, DC-alakot 6ltenek (Okada és mtsai 2003).
Human thymusban harom TDC populéciot irtak le: 1; a legnagyobb szamban
eléfordulé pDC-ek (HLA-DR™CD123CDl1¢) 2; myeloid éretlen DC-ek (HLA-
DR™CD123°CD11c") 3; myeloid érett DC-ck (HLA-DR™CD123°CD11c"€"), melynek
tovabbi két alcsoportja ismert a CD11b pozitivitas alapjan (Evans és mtsai 2008;
Papoudou-Bai és mtsai 2012). A pDC-ek mind a kéregalloményban, mind pedig a
veldallomanyban eléfordulnak (Vandenabeele €s mtsai 2001). Funkcidjukat tekintve
csak feltételezéseket lehet talalni az irodalomban, de valdsziniisitheten szerepet kapnak
a viralis fertozések elleni védekezésben, amit a kutatok az IFN- « termelésiikkel hoznak
Osszefiiggésbe. Egy masik elképzelés szerint a pozitiv szelekcid hattér-vezényloi
lehetnek, ami a stromalis sejtek felszinén 1évé MHC I molekuldk mennyiségének IFN
kivaltotta megnovekedésével hozhatd kapcsolatba (Keir és mtsai 2002). Egy olyan
alternativ elmélet is létezik, ami azt vallja, hogy a thymust elhagyva a perifériara
keriilnek, belépnek a mdasodlagos nyirokszovetekbe €s részeseivé valnak a szerzett
immunvalasznak (Fohrer és mtsai 2004). A myeloid éretlen DC-¢k a veldalloményban
¢s a kéreg-veld hataron lokalizalodnak (Lafontaine és mtsai 1997; Res és mtsai 1999;
Vandenabeele és mtsai 2001; Schmitt és mtsai 2007), illetve analogiat mutatnak a
periférian 1évé CD11c" érett DC-ekkel (Bendriss-Vermare és mtsai 2001). Feladatuk az

auto-reaktiv T-sejtek elimindcidja (Brocker és mtsai 1997). A TSLP-nel stimulalt
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éretlen DC-ek in vitro koriilmények kozott érett DC-ekké differencidlodtak (TSLP-DC-
ek) (Vandenabeele és mtsai 2001; Watanabe és mtsai 2005). In vivo a TSLP-t a HB-ek
termelik (Watanabe és mtsai 2005). A TSLP-DC-ek a veléallomany centralis részében
talalhatoak, kozel a HB-ekhez. Ez a topografiai viszony arra enged kovetkeztetni, hogy
a TSLP-DC-ek kozremiikddnek a DC-ek altal medialt kdzponti tolerancidban, illetve
szerepet kaphatnak a pozitiv szelekcioban is (Watanabe és mtsai 2005). A myeloid
érett DC-ek olyan chemokineket termelnek a veldallomanyban, melyekkel a T-sejtek
“homing”—jat koordinaljak (Soumelis és mtsai 2002; Vicari és mtsai 1997).

A szoveti és vérben 1évé DC-ekkel szemben a humén TDC-ek prekurzorai
fejlodhetnek extra- és intrathymikusan is (Weijer ¢s mtsai 2002). Ardavin
laboratériuménak sikeriilt kimutatnia (1993), hogy az egér TDC-ek ¢és a T-sejtek kozos
prekurzorbél differencidlédnak a thymus allomanyan beliil, amit késdbb tobb
munkacsoport is igazolt (Bell és Bhandoola 2008; Corcoran és mtsai 2003; Wada ¢és
mtsi 2008). Azonban szdmos olyan humén eredmény is rendelkezésiinkre all, miszerint
a még nem elkotelezett prekurzorokbdl T-sejtek, B-sejtek, NK-sejtek és végiil DC-ek
is differencidlodtak (Wu és mtsai 2005; Res és mtsai 1996). In vitro human
tenyészetben CD34" prekurzorbol DC-ek fejlédtek, habar a pDC-ek jelenlétét nem
tudtak igazolni (Dalloul és mtsai 1999; Kelly és mtsai 2001). Az ugynevezett thymus
korai prekurzorok koziil 4 csoport ismert egér rendszerben: 1; korai T-sejt prekurzor 2;
dupla negativ (DN) Ic prekurzor 3; DNI1d prekurzor és 4; DNle prekurzor, melyek
mindegyikébdl fejlédhet TDC intrathymikusan, in vivo (Moore és mtsai 2013).
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2.2. A THYMUS ORGANOGENEZISE

A madar thymus a nyak bdre alatt, két oldalt, a vena jugularist atfono
kotdszovetbe dgyazottan helyezkedik el (Kendall 1980). Ovalis, lapos lebenyekbdl allo
lancot alkot, amelyek a fejtdl a mellkas bejaratdig egymas mogott helyezkednek el. A
lebenyek szdma tyukban 6-8; kacsdban és galambban 5-6 darab. A madarak
thymusdnak hamtelepe a harmadik és negyedik garattasak ventralis rész¢ébdl fejlédik
(Dieterlen-Li¢vre és Le Douarin 2004; Le Douarin 1967; Le Douarin és mtsai 1984;
Neves és mtsai 2012).

Fejlodésének eredetérdl kiillonbozé elméletek sziilettek. Hammond (1954) gy
gondolta, hogy a garattasak endodermdjaval érintkezd ectoderma indukélja a thymus
strodmajanak kialakulasat. Ezt az elméletet (“dual origin”) kovették Cordier és mtsai is,
akik szerint a cTEC-ek az ectodermabol szdrmaznak, mig a mTEC-ek az endodermabol
(Cordier és Heremans 1975; Cordier és Haumont 1980). Mdara mar altalanosan
elfogadottd valt az ugynevezett “single origin” modell, miszerint az ectoderma nem
jérul hozza sem az emlds, sem pedig a madar thymus kialakuldsdhoz. (Le Douarin és
Jotereau 1975; von Gaudecker és Miiller Hermelink 1980; Ropke €s mtsai 1995;
Gordon ¢és mtsai 2004). Az endoderma hamja a vena jugularis kozelében, sarjadzé
hamkotegeket képez, amelyek Osszekottetése a garattasakkal a keltetés 5—6. napjan
megsziinik (Ackerman és Knouff 1964; Venzke 1952). Az endodermalis hamtelep tobb
részre tagolodik és a késObbiekben ezek a részek adjak a nyak két oldalan elhelyezkedd
lebenyek hamretikulumat. A TEC-ek 4altal kialakitott harom dimenzids halozatot
hemopoetikus eredetli lymphoid progenitor sejtek kolonizaljak a fejlédés 6,5. napjan
(Le Douarin és Jotereau 1975).

A funkcidképes thymus kialakuldsdhoz az endoderma és a hemopoetikus sejtek
mellett a mesenchyma elengedhetetlen szerepét mar 1960-ban Auerbach egéren végzett
megfigyelései is alatimasztottak. Az epithelialis primordium csak mesenchymalis sejtek
co-kulturajaban fejlodott tovabb. Ganglionléc eredetii sejtek (NCC) hianyaban a thymus
nem fejlodott ki vagy mérete zsugorodott (Jiang és mtsai 2000; Yamazaki és mtsai
2005). LeDouarin csirke-fiirj in vivo garattasak kiméra kisérletei is bizonyitottak, hogy
a funkciondlisan jol miikodd, hemopoetikus sejtek altal kolonizalhaté thymus
kialakulasdhoz a mesenchyma interakcidjara is sziikség van (Le Douarin 1967; Le

Douarin ¢és Jotereau 1975). Le Douarin (1967) beszamol arrdl is, hogy csak abban az
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esetben alakult ki funkciondlisan érett thymus, amennyiben a 3-4. garattasak endoderma
tovabbi fejlodését somatopleura vagy splanchnopleura eredetli Gn. “megengedd”
mesenchyma indukalta. Vagyis a TEC-ek diferencidlodasahoz elengedhetetlen feltétel a
mesenchyma indukcidja (Itoi és mtsai 2007; Jenkinson és mtsai 2007; Neves és mtsai
2012), mint ahogyan az is, hogy a TEC-ek késobbi fejlddéséhez a T-sejtektdl szarmazod
szignalok sziikségesek (Klug és mtsai 2002; Rossi és mtsai 2007). A platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR) « a cranidlis NCC-eken expresszalodik (Morrison-

Graham ¢és mtsai 1992), vagyis a thymus mesenchymalis sejtein is kimutathat6 (Jiang és
koriili mesenchyma kialakuldsdhoz (Yamazaki és mtsai 2005; Jenkinson és mtsai 2007).
A fibroblast growth factor (Fgf) 7 és 10 is befolydsolja a thymus epithelium

morphogenezisét (Jenkinson és mtsai 2003). Patch mutdns (PDGFR o mutécioja)

egerekben a mesenchymalis sejtek defektusat mutatja a Fgf7 és a Fgf10 mRNS szint
csOkkenése és emellett thymus sem formalodik (Itoi és mtsai 2007). Madaron és
emldson végzett kisérletek eredményei is bizonyitjak, hogy a tok, s6vények, a pericytak
¢s a simaizom sejtek az ectomesenchymalis eredetli ganglionlécbdl (NC) formalodnak
(Bockman és Kirby 1984; Foster és mtsai 2008; Jenkinson és mtsai 2003, 2007; Le
Douarin és Jotereau 1975; Le Liévre és Le Douarin 1975; Miiller és mtsai 2008; Noden
1978, 1983). Bockman ¢és Kirby (1984) voltak a ganglionlécirtas Uttdréi. Az ablacid
athymidt vagy a thymus méretének csokkenését idézte eld, ami a NC esszencialis
szerepét bizonyitja (Bockman és Kirby 1984, 1985; 1989; Kuratani és Bockman 1990 a,
b, 1991).

A thymus korai fejlodését kiillonb6zd morfogén faktorok és szignalizacios
molekuldk befolydsoljak. Ezek koziil madar embridban az egyik legkordbban (4.
embriondlis napon) megjelend a forkhead box transzkripcids csaladdba tartozo Foxnl
molekula, ami a harmadik garattasak ventralis részén expresszalodik (Neves és mtsai
2012; Darnell ¢és mtsai 2014). Feladata a TEC-ek proliferacigjanak és
Miikddéséhez hozzdjarulnak a bone morphogenic protein (Bmp), Fgf, sonic hedgehog
(Shh), wingless-int (Wnt) szignalizaciés molekuldk. A mesenchyméban expresszalodod
Bmp4 molekuldnak fontos szerepe van az endoderma-mesenchyma interakcioban.

Csirke-fiirj kimérakon végzett kisérletekkel kimutattdk, hogy amennyiben a 3-4.
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garattasak endodermdjat a Foxnl expresszid kezdete elétt (3. embriondlis nap el6tt)
transzplantaltdk “megengedd” mesenchyma kornyezetébe, fejlett és kolonizalhatd
thymus képzodott (Neves ¢és mtsai 2012). Neves eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a mesenchyméban termel6dé Bmp4 indukélja az endoderméban a
Foxnl expresszidjat, vagyis a két szovet szoros egylittmiikdodése teszi lehetdvé a
garattasakok tovabbi fejlodését. Nem csak egérben (Tsai és mtsai 2003), de madarban is
sikerlilt monitorozni, hogy a thymus organogenezisét az Fgfl0 is szabalyozza, mely
megjelenését a Bmp4 regulalja (Neves és mtsai 2012). A francia kutatdcsoport arrél is
beszamol, hogy bar a Bmp4 ¢és az Fgfl0 eldszor a mesenchymaban detektalhato,
azonban a fejlddés késdbbi szakaszaban az endodermaban is expresszalddnak (Neves és
mtsai 2012). A Bmp4 antagonistija a Noggin szignalizaciés molekula. In vitro
szovetkultiraban a 2,5 napos fiirj embrid6 3-4 garattasak endodermat, olyan
mesenchymaval tenyésztettek tovabb, amibe Noggin-nal atitatott bead-et tettek. Két
nappal késébb nem lehetett kimutatni a Foxnl expresszidjat. Ha ugyanezt a kisérletet 3
napos filirj embrio szoveteivel végezték, a Foxnl transzkriptum hiba nélkiil atirédott
(Neves ¢s mtsai 2012). Ezek a megfigyelések aldtamasztjdk, hogy a Foxnl
megjelenéséhez sziikséges a Bmp4, azonban a fejlédés késobbi stadiumaban
expresszidja fliggetlen a Bmp4 koncentraciotol.

1™"¢s Foxnl® mutans egerekben a TEC-ek differencialédasaban defektus

Foxn
volt kimutathatd és a lymphocyta progenitor sejtek sem kolonizaltdk a thymust. A
kéreg-veld hatart nem lehetett identifikalni és a TEC progenitor (TEPC) stadiumban

megrekedt (Nehls és mtsai 1996; Su és mtsai 2015).

2.2.1. A thymus hamsejtek és progenitoraik jellemzése

A TEC-ek identifikalasara alkalmas modszer a cytokeratin (K) intermedier
filamentumok (KIF) kimutatdsa. Az epithel sejtekre jellemzd KIF proteinek koziil
megkiilonboztetiink savas (I.tipus: K9-K23) és bazikus (IL.tipus: K1-K8 és K71-K80)
csoportot (Odaka ¢és mtsai 2013). A KIF-ok megjelenési formai egy adott sejtvonal
jellemzd indikéatorai lehetnek. A TEC-ek fenotipusat és funkcidjat figyelembe véve
megkiilonboztetiink cTEC-eket és mTEC-eket. Az egér cTEC-ekben K8 és K18

expresszalodik, mig a veléadllomanyban kétféle mTEC-ek populéaciorol szamoltak be:
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1. a nagyobb szimban eléforduldé K5'K14® csillag alaku sejtek csoportja,
melyek Ta" (MHCII) és
¢s mtsai 1998; Surh és mtsai 1992; Lee és mtsai 2011; Odaka ¢s mtsai 2013).

Az immuncytokémiai karakterizalas mellett elektronmikroszkopos szinten is
sikeriilt elkiiloniteni a mTEC-ek tovabbi tipusait:

1. nem differencialddott, éretlen, blastoid tipusu epithel sejtek

2. nagyméretli epithel sejtek, melyek citoplazmdjdban szdmos szerkrécids
vakuolat figyeltek meg, illetve a veldallomanyban talalhato cystakat alkotd sejtek kozott
is megtalalhatoak és

3. kisméretli, orsé alaku epithel sejtek jol fejlett cytokeratin kotegekkel
(Mili¢evi¢ és mtsai 2008).

A humén thymus hamsejtjeiben is megfigyelheté a K8 és a K18, de mellettiik
megjelenik a K19 is, amit a mTEC-ekben is detektaltak (Shezen €s mtsai 1995). A KIF-
ok mar a TEPC-ekben is kimutathatoak az embryogenezis és a thymus esetleges
regenreacidjakor (Lee és mtsai 2011). Cyclophosphamid indukalta acut involuciot
kovetden a thymus regeneracioja soran a kéreg-veld hataron K5'K8" TEPC-ek jelennek
meg, melyekbél a K8'KS cTEC-ek differencialédnak (Garcia-Ceca és mtsai 2009;
Klug és mtsai 1998; 2002). Ugyanakkor a K8 deficiens egerekben a cTEC-ek és a
mTEC-ek is aberrans fejlddést szenvedtek (Odaka és mtsai 2013). A T-sejtek érési,
differencidlodasi folyamataihoz sziikséges mikrokdrnyezet kialakitdsaban a makrofagok
¢s DC-ek mellett relevans szerepet kapnak a TEC-ek. A TEC-ek fejlédéséhez nem csak
a hadmsejt-hamsejt, illetve ham-mesenchyma interakcié sziikséges, de a T-sejt-hamsejt
szoros kapcsolata is lételeme a TEC-ek differencidloddsdnak. Minden olyan esetben,
ahol a thymocytdk érése blokkolva van (Rodewald 2008), a TEPC-ek nem képesek
befejezni differenciacios programjukat. A kéreg-veld kompartmentalizacié zavart
szenved. Habar a korai TEC-mintdzat kialakuldsa, a keratin expresszié megjelenése
fiiggetlen a hemopoetikus sejtektdl eredd szignaloktdl, azonban a TEC alosztalyok
késoébbi elkiilontiléséhez a thymocytak altal kozvetitett jelek nélkiilozhetetlenek (Klug
¢s mtsai 2002; Rossi és mtsai 2007; Shakib és mtsai 2009).

A csirke thymus hamretikulumat feltérképez6 kutatocsoportok olyan teriileteket

hataroztak meg a veldallomanyban, ahol nem lehetett kimutatni cytokeratin expressziot
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(Boyd ¢és mtsai 1992; Guillemot és mtsai 1984; Mink6 és Olah 1996). Ezeket madarban
keratin negativ teriiletnek (KNA) nevezték el (Boyd és mtsai 1992). Vemhes egerek
thymusdban olyan “gytliriit” (medullary epithelial rings) irtak le, ahol hidnyoznak a
hamsejtek ¢és a gylirli centralis részén egy kozponti ér lokalizalodik, amit fibroblastok és
kotdszovet dvez (Clarke és mtsai 1994). Az Eph és Ephrin szignalizacio is befolyésolja
a thymus hamretikulumanak fejlddését és organizacigjat. EphB és ephrin-B deficiens
egerekben a thymus epithelium egy mesenchymalis transzformacion megy keresztiil
(Garcia-Ceca ¢és mtsai 2015). Megnd a cystdk szdma, a ham “Osszeseik” és nagy,
hamsejt mentes teriiletek jelennek meg (Cejalvo és mtsai 2015). Habar a TEC-ek és a
mesenchyma interakcioja 4ltalanosan elfogadott tény, ennek ellenére az maig
tisztdzatlan maradt, hogy mi a KNA eredete és funkcioja.

A TEC-ek eredetérdl eltérd nézetek alakultak ki, hiszen sokaig tigy vélték, hogy
a cTEC-ek egy ectodermadlis, mig a mTEC-ek egy endodermalis 6ssejtbdl fejlddnek
(Cordier és Haumont 1980; Cordier és Heremans 1975). Eredetiiket visszavezetik az
ugynevezett unipotens progenitorokra, miszerint a ¢cTEC-ek és a mTEC-ek is kiilon
utvonalon, egymastol fliggetleniil fejlédnek (Bleul és mtsai 2006). Ezzel szemben
szdmos tanulmanyon keresztiil olvashatunk arrdl, hogy a két sejtpopuléacio (cTEC-ek ¢és
mTEC-ek) az endodermabol indul el a fejlddés utjan (Wallin és mtsai 1996). A
legelfogadottabb elmélet szerint a cTEC-ek és a mTEC-ek ugyanazon bipotens
progenitorokbol képzddnek (Bleul és mtsai 2006; Rossi és mtsai 2007; Shakib és mtsai
2009; Zhang ¢és mtsai 2007). Természetesen szamtalan kisérleti tanulmany irodott a
tovabbi lehetséges progenitor-elméletekrél. Szdmos kutatécsoport beszamol az
individudlis ¢cTEC-ek és mTEC-ek progenitorok létérél (Hamazaki és mtsai 2007;
Rodewald és mtsai 2001). Az egér specifikus MTS24 monoklondlis antitest a thymus
mindkét hamsejt tipusat felismeri (Blackburn és mtsai 1996; Rossi és mtsai 2007). Az
Mts24" sejteket, TEPC-eknek tartjdk, hiszen ha ezeket az egér sejteket izolaltdk, majd a
vese tokja ald transzplantaltak, komplett thymus fejlodott (Bennett és mtsai 2002; Gill
¢s mtsai 2002).

A szinkron elmélet szerint a kozos progenitorbol (TEP) egyszerre indul
fejlodésnek a kérgi (cTEP) és a veld (mTEP) progenitor, kialakitva a cTEC-eket és a
mTEC-eket (Alves és mtsai 2014). A legtjabb, un. “serial progression” iranyzatot vallo

kutatok szerint tovabbi két modell is felmeriilhet a TEC-ekkel kapcsolatban: az
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asszimetrikus és a szimmetrikus modell. A kiilonbség csupan annyi, hogy els6 1épésben
egy olyan atmeneti TEP alakul ki, ami az asszimetrikus szcendri6 szerint kozeli

rokonsagot mutat a cTEP-ral (Alves és mtsai 2014), (3.4abra).

A. Synchronous Model B. Serial Progression Model

cTEP cTEC Asymmetric Progression

Q _—vcé:é Q % default %:TEC
TEP T O—» Q TEP tTEP = cTEP '
mTEP mTEC B5t CD205+II7YFP‘O — Q

mTEP mTEC

TEP tTEP
psr*cozos*/ﬁl’FP-O ’
(MTEC traits ) mTEP mTEC

time ... : . . s

3. abra. Thymus hdmsejtek fejlédési utvonalai I. (A) A szinkron elmélet szerint a TEP-bdl id6ben
egyszerre differencialodik a cTEC-ek és a mTEC-ek progenitora is, vagyis a cTEP és a mTEP is. (B) A
“serial progression” fejlédési utvonal esetén a TEP-bol els6ként kialakul egy atmeneti kdzds progenitor
(tTEP), mely tovabbfejlodik az adott sejtvonalra jellemzd progenitorokon (cTEP és mTEP) keresztiil
cTEC-ekké és mTEC-ekké. Az asszimetrikus modellben szerepld tTEP fenotipusa sokkal kdzelebb all a
cTEP fenotipusahoz, azonban bipotenciajukat elveszitve, ezekbdl a progenitorokbol csak mTEC-ek
képzédhetnek. A cTEC-ek kialakulasa ez esetben valamilyen deformitds eredménye lehet. A
szimmetrikus modellben szereplé tTEP a kérgi és a veld hamsejtek sejtvonaldra jellemzd molekulakat
expresszaljak. A fejlédés tovabbi 1épései megegyeznek a szinkron elméletben leirtakkal, vagyis a cTEP-
bol a cTEC-ek, mig a mTEP-bol a mTEC-ek alakulnak ki. Alves és mtsai 2014 nyoman.

A mTEC-ek érést 3 fazison keresztiil lehet végigkovetni (Sun és mtsai 2013):

1. éretlen mTEC-ek, melyek alacsony intenzitéssal expresszaljak az MHCII-t és
a CD80/86 kostimulator molekulakat (Sun és mtsai 2013),

2. olyan hamsejtek, amelyek mar elkotelezett mTEC-ek, azonban azéltal, hogy

az AIRE gén még nem keriilt kifejezddésre, e sejtek még funkcionalisan éretlenek és
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3. a TRA-ek bemutatasara képes, igy a T-sejtek negativ szelektalasaért felelds,
érett MHCIT"" CD80/86™¢" Aire" mTEC-ek (Alexandropoulos és Danzl 2012) (4.4bra).

A cTEC-ek fejlédési utvonalat szintén végig lehet kovetni a kiilonbozd érési
markerek jelenlétének fliggvényében (4.abra). A bipotens TEPC-bdl egy cTEPC
specializalodik a ¢cTEC-ek sejtvonalanak iranydba. A cTEPC-re az epithelialis sejtek
kozotti adhézios molekula (EpCAM) és a DEC205 molekula jelenléte a jellemzo,
azonban MHCII negativ. Az ¢érett cTEC-ekben katalitikus aktivitassal biro S 5t

proteoszoma detektalhaté, melynek hianydban a CDS8" sejtek negativ szelekcidjaban

hiba torténik, szamuk drasztikusan csokken (Murata és mtsai 2007).
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4. abra Thymus hamsejtek fejlédési utvonalai II. A cTEC-ek és a mTEC-ek is a kdzos bipotens TEPC-b6l
indulnak el a fejlodés utjan. A differencialodas soran kialakulnak a mindkét sejtvonalra jellemzd
progenitorok (cTEPC és mTEPC). A kiilonb6z6 érési stadiumban 1évo sejteket a sejtfelszini molekulak
expresszidja alapjan lehet megkiilonboztetni. A ¢cTEC-ek fejlédésére az EpCAM, a CD205, a CD40, az
MHCII és a 8 5t molekulak kiilonb6z6é mértékii expresszidja jellemzd. Ezek alapjan megkiilonboztetiink
éretlen és érett cTEC-eket. A mTEC-ek érése tobb lépésen keresztiil zajlik: az Ulex Europaeus
Agglutinin-1 (UEA-1) és Claudin3, 4 pozitiv mTEPC-b6l az éretlen mTEC differencialodik. Az MHCII,
a CD80 és a CD40 molekuldk expressziojanak fokozodasa kovetkeztében egy intermedier mTEC-en
keresztiil érett (mature) mTEC-ek alakulnak ki, melyek az AIRE medialta TRA-eket termelik. Az érési
folyamat végs6 fazisaként az érett mTEC-ek terminalis allapotba 1épnek, elveszitve az AIRE
pozitivitasukat, illetve az MHCII és a CD80 molekulak expressziojanak mértéke is csokken. A terminalis
mTEC-¢ek involucrint kezdenek el produkalni, ezzel is jelezve funkciojuk elvesztését. Alexandropoulos és
Danzl 2012 nyoman.
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2.2.2. Cystak

A cystak eredetével, valamint funkcidjaval kapcsolatban szamos elmélet 1étezik,
melyek egymassal ellentmondd teoriat timasztanak ala. A mTEC-ek differencialodasi
programjaban olykor “hiba” léphet fel, aminek kdvetkeztében cystak képzddnek. A
maradnak, apikalis felsziniikon mikrobolyhok, esetenként csillok figyelhetdek meg,
hasonléan, mint a 1égz6- vagy emésztd rendszerben talalhato csillos sejtekhez (Dooley
¢s mtsai 2005a, b; Gillard és mtsai 2007; Khosla és Ovalle 1986). Egy masik elmélet
szerint a thymus organogenezise sordn, még a hamsejtek végsd differencidlodasat
megelézve, a mTEC-ek egy része megreked fejlodésiik egy korai stddiumaban (Dooley
¢s mtsai 2005a, b), melyek létrehozzak a cystakat. Tovabbi hypotézisek szerint,
amennyiben nem torténik meg a T-sejt — TEC kozotti “crosstalk”, a TEC-ek
fejlodésében defektus 1ép fel, cystdk alakulnak ki (Vroegindeweij és mtsai 2010).
Emldsben egy sejtbdl, mig a madarak thymusdban inkabb a kettd vagy tobb sejtbol
Osszekapcsolodo cystékat figyeltek meg, melyek egymassal desmoszomakon keresztiil
keriilnek 6sszekottetésbe (Frazier 1973; Isler 1976; Kendall és Frazier 1979). A kéreg-
veld hatdron loklalizalodé cystdk lumenében lymphocytakat, granulocytékat,
makrofagot is megfigyeltek, mig mas esetben egy ismeretlen osszetételii, homogén denz
anyagot detektaltak (Gulati és mtsai 1995; Kendall és Fraizer 1979). A centralis
tolerancia egyik alappilléreként miikodo sejtek a mTEC-ek, melyek TSA-eket mutatnak
be a CD4" vagy CD8  T-sejteknek. A tiidé II. tipusi pneumocytii surfactant
proteineket (SP) termelnek (Crouch és Wright 2001). Az SP-A és SP-C expressziojat
nem csak tiidoben, de nude és kontroll egerek thymusaban is kimutattdk RT-PCR
technikaval (Dooley és mtsai 2005a, b). Az érett mTEC-ek (Sun és mtsai 2013) és a
cystdkat alkoté6 mTEC-ek is MHCII", melyekrdl kimutattik, hogy SP-A" (Dooley és
mtsai 2005a) és Foxnl" (Vroegindeweij és mtsai 2010). Ezen tulajdonsigaik alapjn
feltételezik, hogy a cystdknak szerepe van a T-sejt szelekcioban is (Vroegindeweij és

mtsai 2010).
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2.2.3. Hassall testek

Habar tobb, mint 150 éve tudunk a HB-ek 1étezésérél (Hassall 1846), azonban
nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre morfologidjukrol, funkciojukrol. A TEC-ek
acidophil struktarai, melyek centralis részében necrosisra, elszarusodasra vagy akar
meszesedésre utalé morfologiai jegyeket lehet felfedezni. Eretlen és érett HB-eket is
megkiilonboztetnek, azonban egyikiik sem expresszal vimentint, dezmint, CD3-at vagy
CD4-et (Raica és mtsai 2006; Minké ¢és Olah 1996). A pusztolofélben 1évé hamsejtek
kozott cystara emlékeztetd szerkezetet is leirtak (Ors és mtsai 1999), illetve makrofagot,
CD20°'CD3°CD4" lymphocytakat is kimutattak a hamsejtek kozott (Raica és mitsai
2005). Ezen informaciora alapoztdk a kutatok azt a feltételezésiiket, miszerint a HB-ek
nem csak a hamsejtek turnoverének egy jarulékos kovetkezménye, hanem szerepet
kaphatnak a negativ szelekcidban, de hozzdjarulhatnak egy T-sejt szubpopuléacio
kialakitasdhoz is (Raica ¢€s mtsai 2006). Mas elmélet szerint fagocital6 tulajndonsaggal
rendelkeznek, igy a T-sejtek “temetdjének” is nevezik Oket (Farr és mtsai 2002).
Jollehet sokdig azt gondoltak, hogy egy funkcidval nem rendelkezd képz6dményrdl van
$z0, azonban Zaitseva és mtsai (2002) eredményei kimutattdk, hogy a HB-t felépitd
hamsejtek thymus stromalis TSLP ¢és IL-7-et termelnek. Mig az egér thymusban mind a
TSLP-nek, mind pedig az IL-7-nek szerepe van a T- és B-sejtek differencidlodasi
folyamataiban, addig a human TSLP a CDllc" éretlen myeloid DC-eket aktivalja
(Raica és mtsai 2005). Watanabe és mtsai (2005) a TSLP" HB-¢k sejtjei kozott CD11c”
érett DC-eket detektaltak. Ugy gondoljak, hogy a kéreg-velé hatéron elhelyezkedé DC-
eknek a negativ szelekcioban van szerepiik, a TSLP-re érzékeny DC-eknek pedig az
autoreaktiv T-sejtek pozitiv szelekcidjaban, melyekbél a CD4" CD25" Treg sejtek
differencidlodnak (Raica és mtsai 2006). Amennyiben ezeket az adatokat vessziik
alapul, akkor a HB-eknek kiemelkedd szerepiik van a DC-ek medialta centralis

tolerancia kialakitasaban.

29



DOI:10.14753/SE.2016.1909

2.2.4. Myoid sejtek

A thymusban el6fordulé myoid sejtek (TMC) jelenlétét tobb, mint szdz évvel
ezeldtt feljegyezték (Mayer 1888). Mayer ugy gondolta, hogy ezek a struktarak
izomrostok degradalodott maradvanyai. Madarban Raviola és Raviola (1967)
tanulmanyaban olvashatunk bdvebben a myoid sejtekrél, melyek szama a kor
elérehaladtaval csokken. Hiilloknél és kétéltiieknél is megfigyelték, hogy az évszakok
valtakozasa soran képesek ujra és Gijra megljulni. Alakjuk valtozatos: elnyult, ovalis,
akar korte alaku is lehet. Fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatokkal alatdmasztottak,
hogy maganyosan fordulnak eld, mint a simaizom sejtek, azonban az aktin és myosin
filamentumok sarcomérakba rendezodnek, harantcsikolatot mutatnak. Kiilonbozo
izomspecifikus proteineket expresszalnak, mint pl.: troponin T-t vagy dezmint
(Tamiolakis és mtsai 2004).

A TMC-ek eredetérdl szamos elmélet létezik, tobbek kozott, hogy az
embriondlis fejlédés egy véletlen “balesetébdl” szdrmaznak (Mandel 1968), vagy a
keringésen keresztiil érkeznek, mint jarulékos sejtek progenitorai (Dustin 1909),
azonban mindkét elmélet zsakutcaba vezetett. A tudomany fejléddésével tovabbi nézetek
alakultak ki valodi szarmazéasukrol:

1. Raviola ¢és Raviola (1967) megfigyelései alapjan a TEC-ek

2. A modern kor embriomanipulacios technikdinak és a madar embrié adta
elénydknek koszonhetden Nakamura és Ayer-Le Lievre (1986) eredményei igazoltak
azt a feltételezést, miszerint a TMC-ck a NCC-ekbdl szarmaznak.

3. Ugyanakkor tovabbi transzplantacids kisérletek arrdl szamolnak be, hogy a

TMC-ek a prechordalis mesodermabol fejlddnek (Seifert és Christ 1990).
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2.2.5. Az extracellularis matrix szerepe a thymusban

A thymus olyan mikrokdrnyezetet biztosit a thymocytdk szdmara, melyben a
TEC-ek halézatan keresztiil érnek ¢és differencidlédnak kiilonbozd cytokinek,
chemokinek és extracellularis matrix (ECM) fehérjék hatasara. A csontveld eredetii
lymphocyta prekurzorok (LP) a keringésen keresztiil érkeznek a kéregalloméanyba, ahol
teljesen izoldlva kezdhetik el a thymuson beliili életiiket. Ezt a vér-thymus barrier
(BTB) teszi lehetévé, ami meggatolja az idegen antigének bejutdsat (Raviola és
Karnovsky 1972). A BTB-t az endothel sejtek és lamina basalisuk, illetve a
kéregallomany felszini epithel sejtjei €s azok lamina basalisa alkotja (Tord és Oladh
1967). Gyakran taldlkozhatunk a “double-layerd” kapillaris elnevezéssel is, miszerint a
LP-oknak két basalis laminan keresztiil kell atjutniuk az erekbdl a thymus kérgi
parenchymajaba (Henry és mtsai 1992). Ugyanakkor ilyen vagy ehhez hasonl6 barriert
nem lehet talalni sem a kéreg- ¢és veldallomany kozott, sem pedig a veléalloméanyban. A
fejlédési folyamatokon, szelekciokon atjutd érett T-sejtek a veldéallomanyba
vandorolnak, majd onnan az ereken keresztiil jutnak a periféridra. A T-sejtek
“kozlekedését” az ECM molekuldk irdnyitjdk. A TEC-ek fibronektint, laminint,
kollagént termelnek, melyek segitik a lymphocytdk véandorlasat, differencialédasat
(Savino és mtsai 2000; 2002; 2004). A laminin kiilonb6z6 izoformdinak (pl.: laminin-2,
laminin-5) defektusa esetén a thymocyak fejlodésében zavart észleltek. A dupla negativ
(DN) T-sejtek szama drasztikusan csokkent és az apoptotikus folyamatok is gyakrabban
jelentkeztek. Feltételezhetdéen a laminin-2-nek szerepe van a DN staddiumbol a
CD4'CDS8" dupla pozitiv (DP) allapotba valo jutisban (Gameiro és mtsai 2010; Magner
¢s mtsai 2000). Az integrinek szerepe sem elhanygolhat6 a thymocytak érési fazisaiban.
Az integrinek miikodése a guanin nukleotid kotd fehérje, az Rho kontrollja alatt
torténik. Az Rho feladata, vezényelni az integrinek altal szabélyzott T-sejt és ECM
molekuldk Ossze- ¢és szétkapcsolodasi folyamatait (Vielkind és mtsai 2005). A
migralasban szerepet kapnak a chemokinek is, azonban feltételezik, hogy kooperalva az
ECM molekulékkal hatékonyabban képesek miikodni (Savino és mtsai 2004; Yanagawa
¢s mtsai 2001). Az ECM folytonos megtjulasat a matrix metalloprotedzok (MMP)
teszik lehetdvé. A szoveti atalakulds mellett masik fontos funkcidjuk a T-sejtek
fejlédésében rejlik (Gameiro és mtsai 2010). Az ECM glycoproteinek kozé tartozod

tenascin a NCC-ek vandorlasat is szabalyozza (Akbareian és mtsai 2013; Halfter és
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mtsai 1989; Tucker 2001). Embriondlis fejlédéskor mesenchymalis sejtek migralnak a
thymus hamtelepébe, megeldzve a hemopoetikus sejtek kolonizacidjat (Dieterlen-Lievre
¢s Martin 1981; Savagner és mtsai 1988). A mesenchymalis eredetii fibroblastok ECM
molekuldkat (fibronektin) termelnek, melyek egy “finom” szdvevényes haldzatot
alkotva jelennek meg a veldallomanyban, azonban a kéregdllomédnyban nem
detektalhatd jelenlétik (Anderson és mtsai 1997; Savino és mtsai 2000; Suniara és
mtsai 2000). A kor elérehaladtdval az atrophizald egér thymusban az ECM fehérjék
mennyisége megnd, ami korrelal a kiillonb6zd glycocorticoidok indukalta involucid
soran felhalmoz6dé ECM mennyiségével (Gameiro és mtsai 2010; Lannes-Vieira és
mtsai 1991).

Habar (Weiss 1988) ugy gondolta, hogy a thymus alapvazat csak a TEC-ek
alkotjak, azonban Rosai és Levine (1976) megreformalta a thymusrol alkotott eddigi
véleményt. Ezt a dinamikusan véltozd szerkezetet a racsrostok héalézata egésziti ki,
melyek szdma fokozatosan né az eldregedd thymus alloményaban (Yu és Lee 1993). A
human thymus tokjaban, sévényeiben folyamatosan 0sszefliggd racsrostok talalhatoak,
azonban a kéreg-veld hatdran lokalizalodo erek koriil a folyamatossdg megtorik (Yu és

Lee 1993).
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3. CELKITUZESEK

Tekintettel arra, hogy a madar TDC-ekrél in vivo nem rendelkeziink

informdacioval, ezért elsddleges célunk volt:

I. A madar thymus dendritikus sejtjeinek in vivo cytolégiai
(elektronmikroszkopos szintil) identifikdlasa és immunmorfolégiai

karakterizalasa.

A thymus veléallomanyban 1évé hamsejtek a dendritikus sejtekkel egyiitt

rrrrr

ezért:

II.

1. Célunk volt a TDC-ek hamhoz val6 viszonyanak meghatarozasa.

2. Tovabbi célul tlztik ki, morfometrids méréssel meghatarozni a
veldallomany tovabbi kompartmentjeinek: a keratin negativ teriiletek-
KNA ¢és a keratin pozitiv halozat (KPN) térfogati eloszlasat a
veléallomianyban normal 4llatban ¢és acut involaciot indukald
dexametazonnal torténd kezelés utan.

3. Jellemezni kivantuk a KINA sejtes dsszetételét, valamint

4. célunk volt a KNA eredetének meghatarozasa.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Anyagok

Primer antitestek: Isd. I. Tablazat

Secunder antitestek: biotinilalt 16 anti-egér IgG, biotinilalt kecske anti-nyul IgG
(Vector Laboratories, Burlingame, CA), biotinilalt kecske anti-egér IgGl és IgG2a
(Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL), Alexa 488-cal és Alexa
594-gyel jelzett anti-egér IgG, IgG1 és IgG2a secunder ellenanyagok, Zenon Alexa 488
IgGl1 jelol6 kit (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA).

Avidin-biotin-peroxidaz komplex (ABC) és el6hivo reagensek: Vectastain Elite ABC
kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA), 3,3-diamino-benzidin (DAB), 4-chloro-1-
naphtol (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszdg).

4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI): ThermoFischer Scientific,
Waltham, MA.

Polybed/Araldite Epoxy miigyanta keverék és OsQy: (Polysciences Inc., Warrington,
PA)

5-bromo-2-deoxyuridin (BrdU): Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag.

Dexametazon (Dexa Ratiopharm, a tovabbiakban roéviditve: DM): 4mg/ml oldatos

injekcio, Teva (Semmelweis Egyetem, Kozponti Gyogyszertar).

4.2. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez csirke (Gallus gallus, White Leghorn SPF, Phylaxia-Sanophi,
Magyarorszag) ¢és fiirj (Coturnix coturnix japonica) embriokbol (3, 6, 11, 13, 17, 20
napos), valamint kikelt allatokbo6l (4-8 hetes), illetve 8 hetes gyongytyukbol és nyulbol
nyert szerveket hasznaltunk. A tojasokat laboratériumunk keltetdgépeiben
forgatoracson inkubdltuk 38°C homérsékleten, 60%-0s paratartalom mellett.
Valamennyi kisérlethez csoportonként legalabb négy allat mintait hasznaltuk fel. Az
allatkisérletek a Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs jovahagyéasaval torténtek (az

engedély iktatoszama: 22.1/10032-4/2010).
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4.3. Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai festések sordn a kivett szerveket vagy madjba agyazva,
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk vagy 4%-os paraformaldehid-ben (PFA) 60
percig fixaltuk szobahon.

A PFA-val torténd fixalast kovetden a szovetmintakat 15%-os szachardz,
foszfattal pufferelt sdoldatban (PBS-phosphate-buffered saline) hiitészekrényben 4°C-
on egy ¢éjszakan at inkubaltuk, majd PBS-ben 3x5 percig mostuk. Kovetkezd 1épésben
37°C-on 1 6rara, 15% szachardzt és 7,5% zselatint tartalmazo PBS-be helyeztiik. Ezt
kovetden az impregnalt szerveket zselatinba agyazva, folyékony nitrogénben eldhiitott, -

60°C-os 2-metilbutan-izopentanban fagyasztottuk le. Cryomicrotommal 12 u m

vastagsadgu metszeteket készitettiink. A majba adgyazott szerveket, a metszést kdvetden
hideg acetonnal 10 percig fixaltuk.

A PBS-ben rehidralt metszeteket 45 percig inkubaltuk a primer ellenanyagokkal.
Ezt kovetden a biotinilalt szekunder ellenanyagokat hasznaltuk 1%-os bovine serum
albumin-t (BSA) tartalmaz6 PBS-ben, 1:200-as higitasban. Az endogén-peroxidaz
aktivitast PBS-ben higitott 3%-o0s H,O,-dal blokkoltuk, mig a thymus enogén-peroxidaz
pozitiv sejtjeit (EPC) 3,3-diamino-benzidinnel (DAB) tettiikk lathatova. A primer
ellenanyagok altal adott jel felerdsitéséhez ABC-t alkalmaztunk, és az ellenanyagok
kotddési helyét 4-chloro-1-naphtol kromogén szubsztrat segitségével detektaltuk.

Egyszeres immunfluoreszcencia jelolés soran Alexa-488-cal vagy Alexa-594-
gyel jelzett szekunder ellenanyagot hasznaltunk 1:100-as higitdsban PBS-ben. Kettds
jelolés esetén izotipus specifikus, azaz anti-egér IgG1, anti-egér 1gG2, illetve anti-nyul
IgG ellenanyagot alkalmaztunk. A 74.2, a DEC205 ¢és a cytokeratin 5 antitestek
megjeldlésére ZenonFluor 488 IgG1 kitet hasznaltunk. A sejtmagokat 4,6-diamidino-
phenylindol dihydrochloriddal (DAPI) tettiik lathatova.

A metszeteket Zeiss Axiophot mikroszképpal tekintettik at, és a
hozzacsatlakoztatott Zeiss AxioCam HRC kameraval digitalis fényképeket készitettiink.
Konfokalis 1ézermikroszkopiat BioRad Radiance 2001 Rainbow LCM tipust
mikroszkoppal végeztiink. A képek tovabbi feldolgozéasara, szerkesztésére Adobe
Photoshop CS6 és Fiji programokat hasznéltunk.
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4.4. Félvékony technika, elektronmikroszkopia

A TDC-ek ¢és a TEC-ek ultrastrukturdjanak jellemzésére félvékony ¢és
elektronmikroszkopos technikat alkalmaztunk. A kivett szerveket 4%-os Millonig
pufferelt glutaraldehidben (GA) fixaltuk egy oran keresztiil. A fixalo kimosasara 4%-os
Millonig puffert, majd a membranok kontrasztozasara, illetve utofixalasra 0,5-2%-0s
osmiumtetroxidot (OsO,) hasznaltunk. Ujabb mosas utan a szoveteket felszalld
alkoholsorban 10 percig viztelenitettiik. A dehidralast intermediummal (propilén-oxid),
¢s propilén-oxidban oldott Polybed/Araldite 6005 epoxy miigyanta keverékével vald
atitatas kovette. A szerveket Polybed/Araldite 6005 epoxy miigyantaba agyaztuk, majd
polymerizalodas céljaboll éjszakara 56 C-os termosztatba helyeztiik. Az igy elkészitett
blokkokbdl 2um-es metszeteteket 1%-os toluidinkékkel festettik. Az ultravékony
metszeteket uranil-acetattal és 6lom citrattal kontrasztoztuk. A preparatumokat Hitachi

H-7600 tipusu elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.

4.5. A dendritikus sejtek kimutatasa pre-embedding immunhisztokémia

technikaval

4%-os PFA-val fixalt, 7,5%-os zselatinba agyazott thymus blokkokbdl 50um-es
metszeteket készitettlink, majd hideg PBS-be vettilk fel. A rehidralast kovetden a
mintdkon 74.3 monoklondlis antitesttel immunfestést végeztiink, melynek 1épései
azonosak a 3-as pontban leirtakkal. Az inkubacids idOtartam a primer és secunder
antitest esetén 1,5-2 ora volt, az endogén-peroxidaz aktivitast 30 percig blokkoltuk, az
ABC bekotddési idejét 60 percre ndveltiik. A 74.3 pozitivitast 3,3-diamino-benzidinnel
tettiikk lathatova. Az immunhisztokémiat kdovetden a mintakat 1,5%-o0s GA-et és 4%-0s
PFA-t tartalmazé oldatban utéfixdltuk 4°C-on egy ¢jszakdn keresztil, majd a
dehidralast kdvetden Polybed/Araldite 6005 epoxy miigyantaba dgyaztuk. A félvékony
metszeteket 0,1%-os toluidinkékkel festettiik meg.

4.6. Dexametazon kezelés

valtozasanak eldidézésére 24db 6 hetes csirkét kezeltiink dexametazon-nal (DM). Az
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allatokat intraperitonealisan oltottuk testsuly-kilogrammonként 5mg DM-nal 2x5 napon
keresztiil. A thymus lebenyeket az utolsd kezelést kovetd 1,5-2 oraval eltavolitottuk,

majd immunhisztokémiai, illetve elektronmikroszkopos vizsgéalatokra el6készitettiik.

4.7. Proliferacio vizsgalata bromo-deoxyuridinnel

Az 5-brom-2-deoxyuridin (BrdU), mint timidin analdég épiil be az Gjonnan
szintetizdlodo DNS lancba, igy kimutathatéak az S-fazisba 1épett oszt6do sejtek. A DM
kezelést kovetd 3. napon az dallatokat egyszeri alkalommal BrdU-nal (100 mg/
teststlykilogramm) oltottuk be intraperitonealisan. A BrdU beadasa utadn 1,5 oraval az
allatok thymusat eltavolitottuk, és a fagyasztott metszeteket acetonnal fixaltuk. PBS
mosas utan a DNS tartalmat 2N HCI-dal 37°C-on denaturaltuk, majd a szoveteket 0,1M
borat pufferben neutralizaltuk 2x5 percig. A neutralizaciot kovetden a BrdU beépiilését

anti-BrdU antitesttel tettiik lathatova.

4.8. Morfometrias mérés

A thymus kéreg- és veldallomanyanak, illetve a KPN és a KNA egymashoz
viszonyitott térfogati eloszlasanak vizsgalatira a Cavalieri sztereologiai mérési
modszerét hasznaltuk. A Cavalieri sztereologiai mddszer segitségével kvantifikalni
lehet a metszetek teriileteit, azokbol pedig kiszamithatjuk a szervek térfogatat (Tschanz
¢s mtsai. 2014). 3-3 db kontroll és DM-nal kezelt csirke thymusok minden 25.
metszetén cytokeratin  festést végeztink. Meghatdroztuk a csirke thymus
kéregallomanyanak és veléallomanyanak, valamint annak keratin pozitiv (KPN) és
keratin negativ teriileteinek (KNA) térfogatat. A moddszer alkalmazésa soran az anti-
cytokeratinnal festett thymus metszetekre egy altalunk meghatarozott nagysagu (25x25
u m), digitalis racshalot (gridet) vetitettiink. Minden egyes metszeten kijeloltik a
kéreg- ¢és veldallomany, illetve KNA ¢és KPN teriileteit, majd egy véletlenszertien
elhelyezett racs hasznalataval megszamoltuk az ezekre a teriiletekre esd racspontok
szamat. A thymus térfogatanak megbecsléséhez a kovetkezd képletet hasznalva - V= A,
xm xt x(P;) (ahol V, a becsiilt térfogat, A,, a racsegységek teriilete, vagyis a racspontok

tavolsdganak négyzete, m, a kiértékelt metszetek tavolsaga, t, az atlagos

37



DOI:10.14753/SE.2016.1909

metszetvastagsag, Pi, az adott kompartmenten beliili pontok szdma) - megkapjuk az
egyes thymus lebenyek Ossztérfogatat, illetve a kéreg- ¢€s veldallomany, valamint a
KNA ¢és KPN térfogatat. Az elemzéshez a Neurolucida szoftvert alkalmaztunk (MBF

Biosciences).

4.9. Fiirj-csirke testiireg kiméra

A TDC-ek eredetének vizsgéalatdra 3 napos embriondlis fiirj 3-4. garattasakot
iiltettlink at 3 napos csirke embri6 testiiregébe. A donorként szolgald garattasakokat a
transzplantacié ideje alatt Penicillin-Streptomycint (PenStrep) tartalmazoé steril PBS-ben
tartottuk. A fogado csirke embriodt tartalmazo tojas tompa végén ejtett nyilason keresztiil
1,5-2ml albumint tavolitottunk el, és a fejlodd embrid felett egy kis ablakot vagtunk,
melybe 2-3 csepp PenStrep-PBS-t cseppentettiink. Wolfram szalbol készitett késsel az
embrié ektoderméjan metszést végeztiink, majd livegbot segitségével a szén szemcsével
megjelolt flrjbdl szarmazd garattasakokat transzplantaltuk a fogadd csirke embrid
testiiregébe. Ezt kdvetden a tojasokat ragasztdszalaggal zartuk le, majd tovabbi 2 hétig
inkubaltuk. Az inkubécios id6 letelte utan a 17 napos embriok hasiiregét felnyitottuk, a
graftokat eltavolitottuk, majd szdvettani ¢és immuncytokémiai feldolgozasokat

végeztiink. Osszehasonlito vizsgalatok céljabol a host embrié thymusat is eltavolitottuk.

4.10. Fiirj-csirke chorioallantois membran kiméra

A TDC-ek eredetének tovabbi vizsgalatara a 3 napos flirj embridobol szarmazo 3-
4. garattasakot a 9 napos csirke embri6 chorioallantois membranjara (CAM) iiltettiik. A
transzplantacid utan tovabbi 8 napig inkubaltuk a tojasokat. A mintavételezésnél mind a

graftbol fejlédd, mind pedig a gazda éllat thymusat feldolgoztuk.

4.11. Csirke-fiirj testiireg kiméra

A 743 pozitiv sejtek endodermalis eredetének vizsgélatira 3 napos csirke
embriobol szarmazo 3-4. garattasakot helyeztiink 3 napos fiirj embrio testiiregébe. Az
inkubacids idok, illetve a szovettani feldolgozasok metodik4ja mindenben azonos a 4.3-

as pontban emlitettekkel.
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4.12. Eziist impregnacio

A thymus KNA-ének tovabbi vizsgalatara GOmori-féle eziist impregnaciot
végeztiink (Krutsay 1980). A csirke thymusokat 1 ¢jszakan keresztiil 4%-os pufferelt
PFA-ban fixaltuk. A PBS-ben torténd mosast kovetden a szerveket paraffinba agyaztuk,

¢s 8um-es metszeteken tortént az elective festés.

I. Tablazat

Felismert
Antitest/klon sejttipus/ Higitas Beszerzési hely
specificitas
Lu-5 human pan- 1:100 BMA, Biomedicals AG,
egér [gG1 cytokeratin ’ Augst, Switzerland
c?t?:) sl?el:rc:tliln . 1200 MerckMillipore Kft,
cytokeratin 5 : A
egér 1gG1 Budapest, Magyarorszag
AMPF-17b ] ) o Developmental Studies
egér IgG1 vimentin feltiliszo Hybridoma Bank, Iowa, 1A
3B4 ] ) MerckMillipore Kft,
egér IgG2a vimentin 1:200 Budapest, Magyarorszag
31 o Developmental Studies
egér IgG1 laminin 1:50 Hybridoma Bank, Iowa, 1A
3B2 ) Developmental Studies
egér IgG1 kollagén 1T 1:1500 | Hybridoma Bank, Iowa, IA
B3/D6 ) Developmental Studies
egér IgG1 fibronektin 1:5 Hybridoma Bank, Towa, TA
M1B4 ) Developmental Studies
egér IgG1 tenascin 1:5 Hybridoma Bank, Towa, IA
D76 ) Developmental Studies
egér IgG1 dezmin 1:4 Hybridoma Bank, lowa, IA
CVI_%‘:‘I\;I)JJ‘LS cs1rksee§it2111<d;t1kus 1200 Prionics AG, Switzerland
egér 1gG1 pneumocyta II : (Kocsis és mtsai (2012)
Dr. Colin Butter
CD83 . . ) szivességébdl, Pirbright
egér [gG2a dendritikus sejtek 1:200 Institute, Newbury, Anglia
(Staines €és mtsai 2013)
.. . Dr. Colin Butter
DEC205 dendritikus sejtek, szivességébol, Pirbright
. thymus kérgi 1:200 . .
egér [gG1 hémseitek Intézet, Newbury, Anglia
! (Staines és mtsai 2013)
CVI_%‘:‘I\;I)JJ‘LZ érett makrofagok 1:200 ThermoFischer Scientific,
L & ‘ Waltham, MA
egér [gG1
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CVI-ChNL-68.2
(68.2)

makrofagok

1:250

Acris Antibodies GmbH,

egér IgG1 Germany
monocytak,
macrofagok, .
K1’1101 interdigitalé sejtek 1:200 Santa Cruz Biotechnology,
egér [gG1 , ., Inc., Texas, USA
és aktivalt
microglia
T — N
CSFI1R faktor receptorl, SCEEDOL,
, , 1:20 Institute, Scotland
egér [gG1 monocytak, . , .
makrofigok (Garcia-Morales és mtsai
o1ago 2014)
CT4 Southern Biotechnology
coér 10G1 csirke CD4 1:200 Associates, Inc.,
gerie Birmingham, AL
CTS Southern Biotechnology
coér 1oG1 csirke CDS8 1:200 Associates, Inc.,
gerie Birmingham, AL
BoAl Bula és Bulb, | AbD Serotec, Puchheim,
X . feliilusz6 | Germany (Igyarto és mtsai
egér [gG1 B-sejtek
2008)
HIS-C7 CD45, pan- 1:200 ThermoFischer Scientific,
egér [gG2a leukocyta ’ Waltham, MA
QCPN . L . Developmental Studies
egér IgG1 minden fiirj sejt 1:200 Hybridoma Bank, lowa, IA
MHCII ThermoFischer Scientific,
egér IgG1 MHCII 1:200 Waltham, MA
TAP1 ) Developmental Studies
egér [gG2a MHCII 1:200 Hybridoma Bank, lowa, IA
1A4 N . . Dako A/S, Glostrup,
cgér 1gG2a « -simaiizom aktin 1:200 Denmark
GIIF3 Sajat laboratoriumunkban
o 1oG1 simaizom aktin feliiluszo | eldallitott antitest (Nagy és
cecr’e mitsai 2001)
SP-B SP-B, pneumocyta . I?r. Je,fffe},l, Wh1t§ett
nydl TgG 1 1:300 szivességébdl, Perinatal
y Institute, Cincinnati, Ohio
Southern Biotechnology
(ejT:r ?gf CD4 1:100 Associates, Inc.,
gerie Birmingham, AL
Southern iotechnology
CeTéSr-fIglC CD8 1:100 Associates, Inc.,
gere Birmingham, AL
G3G4 5-bromo-2'- 15 Developmental Studies
egér [gG1 deoxyuridine BrdU ’ Hybridoma Bank, lowa, IA
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5. EREDMENYEK

5.1. A CSIRKE THYMUS DENDRITIKUS SEJTJEINEK NYOMABAN

5.1.1. A csirke thymus dendritikus sejtjeinek in vivo immunmorfolégiai
identifikalasa és karakterizalasa

A 74.3 egy olyan csirke specifikus monoklondlis ellenanyag, ami a Bursa
Fabricii-ben a BSDC-eket (1. A kép), a 1épben az interdigitald DC-eket, mig a cecalis
tonsilla csiracentrumaiban a FDC-eket (1. B kép) jeloli.

A 74.3 antitest a csirke thymus kéreg-veld hataran és a veléallomanyban egyedi
sejteket és sejtcsoportok festddését mutatja, hasonldéan az endogén peroxidaz aktivitast
mutatd sejtekhez (EPC) (Oléh és mtsai 1991), azonban két kiilonb6z6 sejtpopoulaciorol
van sz6 (1. C kép). A kéregallomanyban kiilonallé 74.3 pozitiv sejtek lathatéak (1. C
kép). Ezen eredményeket figyelembe véve a 74.3 monoklondlis antitest alkamasnak
bizonyult a csirke TDC-ek kimutatésara.

A kéreg-vel6é hataron csoportokba tomoriilé 74.3 pozitiv sejtek MHCII és
vimentin pozitivak (1. E, F és inset kép). A 74.3 pozitiv sejtek cytologiai
jellegzetességét elektronmikroszkdpos szinten is szerettiik volna jellemezni, ezért a pre-
embedding immunhisztokémia technikat alkalmaztuk. A félvékony metszeteken a 74.3
antitest mind a kéreg-veld hatdron és a velédllomanyban, mind pedig a
kéregalloméanyban talalhatd sejtek citoplazmajaban granuléris festédést mutat (1. G, H
kép). Ez a technika azonban nem volt alkalmas a sejtek finom szerkezetétnek
vizsgalatara, legalabbis tobbszori probalkozas utan is sikertelennek bizonyult immun-
elektronmikroszkopos kimutatasuk.

A CDS83 ¢és DEC205 az emlés DC-ekkel homolog, csirke-specifikus CD83 és
DEC205 markerek, melyekkel, valamint a 74.3 monoklonalis antitesttel kettds
festéseket végeztiink annak igazoldsara, hogy a 74.3 marker a thymusban is DC-eket
fest. A csirke specifikus CD83 monoklonalis antitesttel torténd immuncytokémiai
vizsgalatok nyulvanyos sejtek tomoriiléseit mutattak (1. I kép), hasonloan a 74.3 pozitiv
sejtekhez (1. J kép), azonban a kéregallomanyban nem taldltunk CD83 pozitiv sejtet. A

két antitest (CD83, 74.3) eredményei nagyon hasonlé morfoldgiai mintdzatot adnak a
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kéreg-veld hataron és a veléallomanyban (1. I, J kép), ezért kettds immunfluoreszcens
festést végeztiink. A konfokalis mikroszkoppal készitett felvételeink alapjan kideriilt,
hogy a 74.3 pozitiv sejtek valoban CD83 pozitivak is (1. I jobb oldali inset kép).

A TDC-ek tovabbi identifikalasara a DEC205 csirke specifikus monoklonalis
antitestet hasznaltuk, mint DC markert. Az immunhisztokémiai festések azonban mas
eredményeket hoztak: a 74.3'CD83" kettdsen pozitiv sejtcsoportok nem mutattak
DEC205 pozitivitast, bar a kéregallomanyban — hasonléan a kérgi 74.3" sejtekhez -
DEC205" egyedi sejteket talaltunk (1. D kép). Habar a DEC205-6t a TDC-ek és cTEC-
ek kozos markereként tartjadk szdmon, azonban a csirke thymus veléallomanyaban nem
talaltunk DEC205 pozitiv sejtet, szemben a kéregallomanyban, ahol elszortan
elhelyezked6 egyedi nyulvanyos sejteket abrazol.

A TDC-ek karakterizalasara a fentebb emlitett antitestek mellett a CD4 és CD8
molekulak expressziojat is megvizsgaltuk. A human TDC-ekkel megegyezden (Winkel
és mtsai 1994) a csirke thymus veléallomanyaban akkumulalodé CD83" és 74.3" DC-ek
is CD4" (1. J job oldali inset kép), mig a CD8 molekula nem mutathato ki (nincs kép).

1. kép. A 74.3" sejtek fenotipizdlisa. (A) 74.3" DC-ek a bursa Fabricii veldallomanyaban. (B) 74.3"
FDC-ek a cecalis tonsilla csiracentrumaiban. (C-J) 6 hetes csirke thymus metszetei. (C) A
vel6allomanyban 1évé 74.3 pozitivitast mutatdé csoportok (kék) nem kolokalizalnak az EPC-ek
csoportjaival (barna). A kéregallomanyban 74.3" egyedi sejteket lehet latni (nyil). (D) Parhuzamos
metszet C-vel. A DEC205" sejtek a kéregallomanyban lokalizdlédnak (nyil), a veldallomany negativ. (E
és inset) 74.3/MHCII kettés immunfluoreszcens festés. A vel6illomanyban talalhaté 74.3" (piros)
sejtcsoportok MHCII (z61d) pozitivak és (F és inset) vimentint (z61d) is expresszalnak. A magokat DAPI-
val (kék) tettiik lathatova. (G-H) Preembedding 74.3 immunhisztokémiai festés, thymus toluidin kékkel
festett féelvékony metszete. (G) Mind a kéregallomanyban, (H) mind pedig a veléallomanyban kimutatott
74.3" sejtek citoplazmajaban DAB pozitiv granulumokat lehet latni (nyil). (I) A veléallomanyban
lokalizalodod nyulvanyos CD83 pozitiv sejtek csoportokba tomdriilnek ugyanugy, mint (J) a 74.3 pozitiv
sejtek is. Parhuzamos metszet I-vel (I jobb oldali inset) CD83 (zold) és 74.3 (piros) kettds
immunfluoreszcens festés konfokalis felvétele. A két molekula kolokalizaciot mutat. ( I bal oldali inset)
CDS83" sejt nagyobb nagyitissal. (J jobb oldali inset) CD4 (zold) és 74.3 (piros) kettés
immunfluoreszcens festés konfokalis felvétele a thymus veldallomanyabol. A 74.3" sejtek CD4-et
expresszalnak, sejtmag — DAPI (kék). (J bal oldali inset) A veldallomanybol egy 74.3" sejt nagyobb
nagyitassal. Bar A-B: 50 u m; C-F, I és J: 100 u m; E inset, F inset, G-H, I jobb ¢és bal oldali inset és J
jobb és bal oldali inset: 10 u m.
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Annak eldontésére, hogy a 74.3'CD83" sejtek expresszaljak-e a makrofagokra
jellemzé molekulakat, immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Mar a 74.3'CD83"
sejtek eltérd eloszlasi mintazatabol (1. C, I, J kép) is kiolvashato, hogy ezek a sejtek
nem makrofagok (2. A, B, C, D kép). Azonban, hogy ezt teljes biztonsaggal
kijelenthessiik, kettds immunfluoreszcens festést végeztiink a 74.3 és 74.2 antitesttel,

ami valoban két kiilonbozo sejttipust mutat (2. E kép).
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2. Kkép. Makrofagok kimutatisa a csirke
thymusdban. (A-D) 6 hetes csitke thymus
parhuzamos metszetein végzett immunfestés
makrofag markerekkel (A-KulO1, B-CSF-1R, C-
68.2, D-74.2). A sejtek mind a négy metszeten
elszort mintazatot mutatnak a kéreg - és a
veldallomany teriiletén is. Barna szinnel az EPC-
ek lathatéak. (E) A 74.2 (z6ld) és a 74.3 (piros)
nem mutat kolokalizaciot. Bar A-D: 100um, E:
10pm.
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Az elektronmikroszkopos szintli immuncytokémiai vizsgalatok nem vezettek
eredményre, de a 74.3 és a CD83 immunfestések arra engednek kovetkeztetni, hogy a
TDC-ek csoportokat képeznek a veléallomanyban. Ez a ,,manko” segitett abban, hogy
olyan sejtcsoportokat keressiink az ultravékony metszeteken, melyek elkiilonithetdek a
lymphoid sejtektdl, a hamsejtektdl és nem tartalmaznak lysoszomat, mint a makrofagok
(4. B, C kép). Elektronmikroszkopos vizsgalataink soran olyan nyulvanyokkal
rendelkezd sejteket talaltunk (3. A-D és G-H kép), melyekben kimutathatéak a
lamellaris elrendezédésti granulumok (3. E, F kép). A sejtmagok alakja (maghartya
invaginacio), heterokromatin szerkezete, valamint a sejtmag egyik oldalan lokalizal6do
granulumok, melyek esetenként lamellaris belsé szerkezetet mutatnak (3. E, F kép),
olyan kiilonleges jelleget kolcsonoz a sejtnek, mint amilyet a bursai szekrécids sejteken
¢és a csiracentrumok FDC-jein lathatunk. A morfoldgiai és immuncytokémiai jegyekre
hagyatkozva ezeket a sejteket TDC-eknek tartjuk. Az elektronmikroszkopos felvételek
szerint a TDC-ek gyakran az erek koriil helyezkednek el (3. H kép). A makrofagok
citoplazmajaban a lysoszomak mellett fagoszomak is lathatdak, melyek alatamasztjak,
hogy valoban két kiilonbozd sejtrdl van sz6 (4. B, C kép). Az EPC-ek citoplazmajaban
is talalunk granulumokat, azonban azok eloszlésa, jellege és a sejtmag szerkezete (4. A
kép) egy teljesen mas sejttipust jellemez, szemben a TDC-ekkel. A TDC-ek csoportos
elhelyezkedése a veléallomanyban és az ottani topografiai helyzetiik, valamint az ismert
sejttipusoktol valo elkiilonitésiik biztos ,,kapaszkodot” jelentett elektronmikroszkdpos

szintli meghatarozasukban.
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3. kép. A csirke thymus dendritikus sejtjeinek elektronmikroszkopos szerkezete. (A-D és G-H) A
nyulvanyos alakkal rendelkez6 sejtek citoplazmajaban szamos durvafelszini endoplazmatikus retikulum
(DER) és mitokondriumok jelenléte figyelheté meg. A szabalytalan alak(, behuzodast mutatd sejtmag
excentrikusan helyezkedik el. (E-F) Granulumok a csirke TDC-b6l, ami (E), bizonyos metszési sikban
lamellaris szerkezetet mutat. Co-kollagén kotegek, Ca-kapillaris. Bar A-H: 1 4 m.
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4. kép. A TDC-ek, az
EPC-ek és a makrofifok
morfologidjanak
elektronmikroszkopos
osszehasonlitdsa. (A)
EPC-ek a thymus
velballomanyaban.
Citoplazmajukat  nagy
elektronstiriiségi
granulumok  toltik ki,
melyek koziil egyesek
szekréciora utald
jegyeket mutatnak. (B-C)
A makrofagok sejtmag

heterokromatinja
diszperz eloszlasu,
citoplazmaja

fagoszomakat (nyilfej) és
lysoszomakat (nyil) is
tartalmaz. Bar: lum.
M@-makrofag, TDC-
thymus dendritikus sejt,
TEC-hamsejt, M-mitdzis,
L-lymphocyta.
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5.1.2. A 74.3 pozitiv sejtek eredete a thymus kéreg- és veloallomanyaban

Tovébbi vizsgélataink a csirke TDC-ek eredetére iranyultak, ezért fejlodéstani
vizsgalatokat is végeztiink. Az emlés TDC-eket véreredetiinek tartjak, ezért anti-CD45
immunfestéssel (5. A kép) a 11 napos embrié thymust kolonizal6 hemopoetikus sejteket
mutattuk ki. Az els6 74.3 pozitiv sejtek az embriondlis fejlddés 11. napjan jelennek meg
a thymusban (5. B kép). A 74.3 pozitiv sejtek eredetének kimutatdsa érdekében kettds
immunfluoreszcens festést hasznaltunk a CD45 kozos pan-leukocyta markerrel és a 74.3
antitesttel. A kiértékelések soran CD45774.3" kettésen pozitiv sejtek mellett (5. C és
inset kép) CD4574.3" sejteket is detektaltunk. A fejlddés soran mindkét sejtpopulacio
szama gyarapszik. A 14. embrionalis napon egyre tobb csak 74.3" sejtet talalunk,
melyek a kéregallomany tertiletére lokalizalodnak, illetve a csoportokba akkumulalodo,
nyulvanyos 74.3 pozitiv sejtek szdma is n6 (5. D, E kép).

Korabbi eredményeink szerint a felnétt allat thymusanak kéregallomanyaban is
talalhatoak egyedi 74.3" sejtek (1. C kép). A DEC205" sejtek mind szamban, mind
pedig eloszlasukban hasonld mintazatot mutatnak a kérgi 74.3" sejtekhez felnétt
allatban (1. C, D kép), ezért cytokeratinnal kettds immunfuoreszcens festést végeztiink
ezen sejtek hovatartozasanak kimutatdsdra, ami szerint a kéregallomanyban 1évo

cytokeratint expresszalo sejtek pozitivak DEC205-re és 74.3-ra (5. F, G és inset kép).

48



DOI:10.14753/SE.2016.1909

5. kép. A 74.3" sejtek immunkarakterizdldsa. (A-C) 11 napos embrié thymus. (A) CD45 immuncytokémiai
festés. (B) 74.3 pozitiv sejtcsomdk a lebeny belsejében €s a tok alatt egyedi 74.3 pozitiv sejtek (nyilhegy).
(C) A thymus allomanyaban CD4574.3" sejtek detektalhatoak (nyilhegy). (C inset) Nagy nagyitasu felvétel
a lebeny belsejébdl, ahol a CD45774.3" kettésen pozitiv sejtek is megfigyelhetdek. (D-E) 74.3 immunfestés
a 14 napos csirke embrié thymusan. (D) A vel6allomanyban tobb 74.3 pozitiv sejtcsoport jelenik meg (nyil)
és a kéregallomanyban megnétt a 74.3 pozitiv egyedi sejtek szama (nyilhegy). (E) Részlet a D kép egy
sejtcsoportjarol, ami 74.3" nytilvanyos sejtekbdl all. (F és inset) Cytokeratin (zold) és DEC205 (piros)
kimutatdsa a kéregallomanyaban. A DEC205-6t expresszalo sejtek cytokeratin pozitivak. (G és inset)
Cytokeratin (z6ld) és 74.3 (piros) kettés immunfluoreszcens festés a kéregallomanyban. A cytokeratint
expresszald sejtek 74.3 pozitivak. Bar A-B, D, F-G: 100pum, C: 10um, E, F inset és G inset: 20um.
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A CD45%74.3" kettdsen pozitiv és a CD45774.3" egyszeresen pozitiv sejtek két
kiilonbozé populaciét alkotnak. Kérdés, hogy az utobbi, a CD4574.3" egyszeresen
pozitiv sejtek is valoban DC-ek-e, és ha igen milyen eredetiiek? A CD4574.3" kettésen
pozitiv sejtek kétséget kizardoan hemopoetikus eredetiieck, mig a kérgi egyedi CD45
74.3" sejtek hisztologiai eloszlasa hasonlod a kortikélis epithelialis retikulum sejtekéhez,
ami felveti a sejtek ham eredetét. Ennek a feltételezésnek az igazolasara csirke-fiirj,
illetve fiirj-csirke testlireg (6. A kép) és chorioallantois membran (CAM) kiméra
kisérleteket végeztiink. A dendritikus sejtek hemopoetikus eredetének vizsgalatara 3
napos fiirj 3-4. garativet transzplantaltunk 3 napos csirke embrio testiiregébe. A
beiiltetett garativekbdl thymus fejlodott. A fiirj eredetii endodermalis hamretikulummal
rendelkezd thymusban (6. B, C kép) a csirke keringésébdl beléps, CD45" sejtek
jelennek meg (6. D kép). A 74.2" makrofagok (6. E kép) mellett megtalaljuk a 74.3
pozitiv sejteket is a vel6allomanyban (6. F és inset kép), azonban a kéregéllomanyban
nincs 74.3" sejt, ami arra utal, hogy a csirke thymus kérgi CD4574.3" sejtjei a thymus
hamtelepébdl fejléddnek. A hemopoetikus eredet tovabbi alatdmasztasara CAM kimérat
alkalmaztunk. 3 napos flirj embrié 3-4. garativét iltettiink ki 9 napos csirke embrid
CAM-ra. A garativekbdl ez esetben is morfologiailag felismerhetd thymus lebeny
fejlodott. A CAM kisérlet esetében is a fiirj hdmmal rendelkezdé thymus allomanyaba
valoban a csirke keringésébdl 1éptek be a CD45" és a 74.3" sejtek (6. G, H, T kép).
Ezzel bebizonyitottuk, hogy a veldallomanyban 1évé 74.3" nyulvanyos sejtek
hemopoetikus eredetiiek.

A CD4574.3" sejtpopulacio eredetét forditott kiméra technika segitségével
mutattuk ki, vagyis 3 napos csirke emri6 3-4. garativet iiltettlink 4t 3 napos fiirj
testiiregébe. Mivel a 74.3 antitest csak a csirke eredetii sejteket ismeri fel, igy ebben a
kisérletben a fiirj TDC-eket nem tudjuk kimutatni. A kiméra thymus csirke erdetii
hamretikulum vazat QCPN pozitiv a fiirj keringésébdl szarmazé sejtek népesitették be
(7. A, B kép). Ezen kisérlet eredményei szerint csak a kéregallomanyban talaltunk 74.3
pozitiv endodermalis eredetii csirke sejteket (7. C kép).

Mind az embrionalis festési mintazatok, mind a kiméra kisérletek arra engednek
kovetkeztetni, hogy a 74.3 a thymusban valoban két populaciét jeldl, vagyis a cTEC-
ekben és a TDC-ekben is kimutathato.
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6. kép. A 74.3" sejtek eredete I. A-F Fiirj-csirke 17 napos embrié testiireg kiméra thymus. (A) 3 napos fiirj
embrié garativek lathatdak, melyekbdl a 3-4. garativet (kékkel szinezve) transzplantaltuk (nyil) a fogado
csirke embri6 testiiregébe. (B) Anti-cytokeratinnal festett kiméra thymus. (C) QCPN festéssel detektalt fiirj
sejtek a kiméra thymusban. (D) CD45" sejtek a thymus hamtelepében, melyek kozott (E) 74.2" makrofagok
a thymus egész allomanyaban megtalalhatéak, mig (F) a 74.3" sejtek kizarolag a veldallomany teriiletére
lokalizdlodnak (a kéreg-vel6 hatart a szaggatott vonal jelzi). (F inset) A 74.3 pozitivitas
intracitoplazmatikusan jelentkezik a nyulvanyos sejtekben, a sejtmag koriil. G-1 Fiirj-csirke 17 napos
embrio CAM kiméra thymusa. (G) QCPN (piros) és CD45 (z6ld) kettés immunfestés kiméra thymuson. (H)
A veldallomany terilletén 74.3" nytlvanyos sejtek jelentek meg (a kéreg-veld hatart szaggatott vonal
mutatja). (I) A H metszet bekarikazott teriilete nagyobb nagyitassal. Bar B-F és G-H: 100um, F inset:
10pm, I: 20um.
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74.3.

7. kép. A 74.3" sejtek eredete II. A-C Csirke-fiirj 17 napos embrio testiireg kiméra thymus metszetei. (A)
A thymus hamtelepe cytokeratin immunfestéssel. (B) QCPN" sejtek a thymus telepében. (C) A kiméra
thymus periférias részén (jovenddbeli kéregallomany) 74.3 pozitiv sejtek lathatéak (nyil) Bar A-C: 100um.

Eddigi  eredményeinket  Oszefoglalva: a  kéregdllomdnyban  1évd
74.3'DEC205'CD45 scjteket hamsejteknek, mig a vel6allomanyban talalhato
74.3' DEC205 CD45" sejteket DC-eknek tekintjiik.
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5.3. A KERGI HAMSEJTEK VARIABILITASANAK JELLEMZESE

Habar eredeti célunk a TDC-ek morfologiai identifikalasa és fenotipikus
jellemzése volt, azonban a 74.3 pozitiv antigén kéregallomanyban valé lokalizacioja a
cTEC-ek iranyéba terelte figyelmiinket. Immuncytokémiai vizsgéalatokkal kimutattuk,
hogy a cTEC-ek a 74.3 mellet DEC205 pozitivak is (5. F és G kép), melyek
kolokalizaciét mutatnak (8. A és inset kép). A DEC205-nek szerepe van a cTEC-ek
1995), ezért a DEC205 ¢és az MHCII molekula koexpresszidjat vizsgaltuk. A
cytokeratint expresszaldé hamsejtek MHCII pozitivak (8. B, D kép). A DEC205 és 74.3
pozitiv sejtek is kolokalizaciét mutatnak az MHCII molekulaval (8. E, G és H, J kép).

Bar a cTEC-ek morfologiai jellemzése nem tartozott eredeti célunk kozé,
azonban elektronmikroszkoppal is karakterizaltuk a cTEC-eket. Vizsgélataink soran
talaltunk olyan 1; cTEC-eket (¢TEC;), melyek citoplazmaja granulumokt6él mentes
volt, azonban a sejtmag kromatin szerkezete és desmoszémalis kapcsolatuk igazolja
ham eredetiiket (9. kép). A cTEC;-ek vagy a tok alatt helyezkednek el, vagy a sovények
mentén taldlhatdak és membrana basalissal rendelkeznek (9. kép). A granulumoktol
mentes citoplazmdji cTEC; mellett olyan 2; cTEC-eket (¢TEC;) is kimutattunk,
melyek magja nagy, eukromatikus szerkezetet mutat, citoplazmajukban a kiilonb6z6
denzitasu és méretli granulumok (10. A, B kép) mellett keratin filamentum jelenléte

igazolja ham eredetiiket.
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8. kép. A c¢TEC-ek immunfenotipusa. (A) A 74.3 (piros) és a DEC205 (z6ld) a kéregallomanyban
kolokalizaciot mutat elszort egyedi sejteken, ami (A inset) nagyobb nagyitassal is lathato (konfokalis
felvétel). (B) A cytokeratin pozitiv (z6ld) cTEC-ek MHCII-t (piros) expresszalnak (konfokalis felvétel).
(C) B kép DAPI-val festett felvétele, ami a sejtmagokat mutatja. (D) B és C kép ,,0sszeejtett” valtozata.
(E) A DEC205 (z61d) kolokalizal az MHCII molekulaval (piros) (konfokalis felvétel). (F) E kép DAPI-
val festett felvétele, ami a sejtmagokat mutatja. (G) E és F kép ,,0sszeejtett valtozata”. (H) 74.3 (zold)
MHCII (piros) kettésen pozitiv sejtek a kéregallomanyban (konfokalis felvétel). (I) H kép DAPI-val
festett felvétele, ami a sejtmagokat mutatja. (J) Bar H és I kép ,,0sszeejtett valtozata”. A: 100 u m, A
inset, D, G ésJ: 10 u m.
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9.kép. A cTEC; ultrastrukrurdja. Elektronmikroszkopos felvétel a cTEC;-r6l. A thymus lebeny felszinén
elhelyezked$ ¢TEC,, melynek a citoplazmajaban nincs granulum. A lebenyt a cTEC; membrana basalisa
zarja le a sovény kotészovete felé (nyilhegy). A cTEC-ekre jellemzd sejtmag és a keratin intermedier
tonofibrillumok (nyil) jol 1athatéak. Co-kollagén kotegek metszete. Bar: 1 u m.

S
T
10. kép. A cTEC; ultrastrukturaja (A-B) Elektronmikroszkopos felvétel a cTEC,-r6l. Morfologiai
ismertet0i kozé tartozik az elnyult alak, a nagy, halvany sejtmag, az organellumokban gazdag citoplazma,
a kiilonboz6 denzitast és nagysagll granulumok. (B) cTEC, citoplazma részlet. Kiilonb6z6é méretil,
denzitasu ¢és tartalmu granulumok mellett szamos mitokondrium és DER lathatd. Bar: 1 . m
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Habar eredeti célunk a TDC-ek morfologiai identifikalasa és fenotipikus
karakterizalasa, valamint a veldallomany kompartmentjeinek (KNA ¢és KPN)
morfologiai jellemzése volt (Isd. alabb), azonban a KNA ¢és KPN térfogateloszlasi
valtozasanak eldidézéséhez alkalmazott DM kezelés mas utra terelte figyelmiinket. A
kortizon kezelés hatdsara a kéregallomany drasztikus hanyatlasat lehet megfigyelni (11.
A kép). A hemopoetikus sejtek depletalodasa kovetkeztében a hamsejtek morfoldgiai
valtozasokon mennek keresztiil, melyeket immuncytokémiai és elektronmikroszkdpos
vizsgalatokkal kovettiink nyomon.

A Kkéregalloméany szerkezete jelentdsen 4talakult (11. A kép), azonban
megtartottdk mind az MHCII, DEC205 (nincs kép), mind pedig a 74.3 pozitivitasukat
(11. A inset, B, C é D kép). A kéregillomany elvékonyodott, azonban a
veldallomanyban a KPN és KNA egymashoz viszonyitott térfogatszazalékos eloszlasa
nem valtozott (5. A és B abra).

A kezelés befejeztével kivancsiak voltunk, hogy a thymus hamretikuluma
hogyan véltozik a regeneracios fazisban. Az utolsod kezelést kovetd 3. napra a thymus
allomanya regeneralodik. Az elvékonyodott kéreg ujra visszanyeri eredeti alakjat,
kezelést kovetd 3. napon az allatokat BrdU injekcidval oltottuk intraperitoneédlisan. A
BrdU" lymphocytak mellett talaltunk BrdU" proliferaciéra képes hamsejteket is (11. F

és inset kép).
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11. kép. A cTEC-ek immunfenotipusa DM kezelést kovetéen. (A-D) DM-nal injektalt csirke thymus
metszetei, a kezelést kovetd 10. napon. (A) Cytokeratin immuncytokémiai festés. (A inset) (konfokalis
felvétel). Cytokeratin (z6ld) és MHCII (piros) kettés immunfluoreszcens festés a kéregallomanyban. A
nyilhegy a kolokalizalciot ado sejteket mutatja. MHCII-t nem expresszald sejtek — nyil. (B) Intenziven
festddo 74.3+ sejtek az elvékonyodott kéregallomanyban a thymus tokja és sdvényei alatt tomoriilnek
(nyil). A veléallomany teriiletén, csoportokban lokalizaloddo 74.3+ sejtek (nyilhegy). (C) A
kéregallomany teriiletérdl készilt 74.3 (z6ld) és MHCII (piros) kettds immunfluoreszcens festés
konfokalis felvétele. (D) DEC205 (zold) és MHCII (piros) kettds immunfluoreszcens festés konfokalis
felvétele a kéregallomanyban. (E-F) Thymus metszetek a DM utolso kezelést koveté 3. napon. (E)
Cytokeratin immuncytokémiai festés. (F) Cytokeratin (z6ld) és BrdU (piros) kettds immunfluoreszcens
festés a kéregallomanyban. (F inset) (F) kép nagyobb nagyitasu konfokalis felvétele. Bar A-D, A inset, B
inset, C inset: 100 z m, E: 50 u m, E inset: 25 u m
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5.2. A MADAR THYMUS VELOALLOMANYANAK
KOMPARTMENTALIZACIOJA

5.2.1. A KPN és a KNA megjelenése

Hematoxylin-eosin festés alapjan a thymus alloménya kéreg- és veléallomanyra
tagolhatd (12. A kép), amit az anti-vimentin festés is megerdsit. A vimentin pozitiv

sejtek a veldallomany teriiletén lokalizalédnak, kirajzolva a klasszikus hisztologiai

kéreg-veld kompartmenteket (12. B kép).

¢

- Vimentin*

12. kép. (A) 6 hetes thymus hematoxylin-eosin és (B) anti-vimentin immunhisztokémiai festése. Bar A-
B: 100 x m

A thymus endodermélis hamretikulumbol all, melyben a T-sejtek érése és
immunkompetens sejtt¢ valasa torténik. A TDC-ek szerepet jatszanak a szelekcids
folyamatokban, ezért viszonyuk a hamretikulumhoz alapvetd jelentdségli. Ez a tény
igényelte, hogy megvizsgaljuk a TDC-ek és a hamretikulum topografiai helyzetét. A
hamsejtek  keratin  intermedier  filamentumai  biztos alapot szolgaltatnak
meghatarozasukban. A cytokeratin festés meglepd képet adott a veldallomanyban:
cytokeratin pozitiv kotegek - melyek Osszekottetésben vannak a  kéreg

hamretikulumaval — szovik at a veléallomanyt, mint keratin pozitiv hal6zatot (keratin
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positive network-KPN) képezve, mig a halézat hézagait keratin negativ teriiletek
(keratin negative area-KNA) toltik ki (13. A kép). A veldallomany hamretikulum
mentes teriiletei (KNA) valoszintileg folyamatosak a kotdszoveti sovényekkel. Ezeket a
mar korai embriondlis korban megjelend sovényeket primer sovényeknek (PS) neveztiik
el (13. A kép). A cytokeratin festés azt mutatja, hogy a madar thymus veléalloméanya
szovettanilag két kiilonbozd egységbdl épiil fel: a kéreggel dsszefiiggd keratin pozitiv
halézatot (KPN) olyan teriiletek szakitjdk meg (13. A kép), ahol nincs keratin
expresszido (KNA). A madar thymus veldallomanyéanak keratin pozitiv (hamretikulum)
¢és keratin mentes (hamretikulum hidnyos) teriileteinek elkiiloniilése felvetette azt a
kérdést, hogy a veldallomany kompartmentalizacidja madar specifikus-e vagy egy
altalanos hisztologiai tulajdonsaga a thymusnak. Ez a felvetés indokolta, hogy az emlds
thymust is cytokeratin immunfestéssel megvizsgaljunk. Ezen immunfestések alapjan a
veldallomany KNA-ei nemcsak madarban, de emlésben (nyul) (13. B kép) is
kimutathatoak.

A veldalloméany KPN- és KNA-ra vald elkiiloniilése indokolta az embrionalis
vizsgalatokat, valamint arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogyan fejlédik a thymus
hamretikuluma és mikor jelenik meg a KNA? Az embrionalis fejlédés 6. napjan a
thymus homogén hamretikulummal rendelkezik (14. A és inset kép), majd a 11. napon
a sarjadzasnak indulé hamkoteg faagszeriien eldgazodik (14. B, C kép). Az embrionalis
thymus telep centrélis részébdl (14. C kép) alakul ki a kés6bbi veldallomany, ami
Osszekoti az elagazddd hamkotegeket, melyekbdl a leendd kéregallomany fejlodik. A
fejlédés 13. napjan a PS-ek kozvetlen folytatasaként cytokeratin pozitivitdst nem mutatd
teriiletek jelennek meg (14. D kép), melyek a KNA kezdeményei. A fejléddés késdbbi
szakaszaban a PS-ek kozelében erdsebb cytokeratin festddésli hamsejtek tomoriilése
lathato, melyekbdl kialakul a késébbi KPN (15. kép). A PS-kel szemben a kialakult
kéregalloméanyban olyan sovények jelennek meg (13. A kép), melyek rovidek és nem
érik el a veléallomany teriiletét. Rendszerint vérereket nem tartalmaznak, ellentétben a

PS-ekkel. Ezeket a sovényeket secunder sovényeknek (SS) neveztiik el.
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¥ SN L
. Cytokeratin
13. kép. A veléallomany kompartmentalizdaciéja. (A)
6 hetes csirke thymus anti-cytokeratinnal festett
metszete. A négy thymus lebenyke a PS altal van
Osszekottetésben (kipontozva), ami a veléalloméanyba
érve kitagul és létrehozza a KNA-t (csillag). (B)
Cytokeratin immunfestés nydl thymus metszeten. Az
erds festddési pontszerli képletek az EPC-eket
mutatjadk. A KNA-t a csillag jeloli. PS-primer sovény,
SS-secunder sévény. Bar A-B: 100um.
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14. kép. A fejlodé thymus hamtelepének differencidlodasa cytokeratin festéssel. (A-D) Cytokeratin
immunfestés. (A) 6 napos csirke embrid nyak keresztmetszete. A bekarikazott teriiletek a fejlédé thymust
mutatjak. (A inset) Thymus részlet az A képrdl nagyobb nagyitassal. (B) 11 napos csirke embrid nyak
keresztmetszete. A bekarikazott struktira a thymust jeloli, amit a (C) képen kinagyitva lehet latni.
Nyilhegy jelzi a kés6bbi primer sovények kezdeményét. A szaggatott vonalon kiviil esé teriilet a késébbi
lebenykék kéregallomanyat abrazolja, a koron beliil pedig a fejlédé veldallomany lathato. (D) 13 napos
csirke embrié thymusa. A primer sdvények kitagulasa a veldallomany KNA-ét adja. Szaggatott vonal
jelzi a kéreg- és veldallomany hatarat. KNA-csillag, PS-nyilhegy. Bar A-B: 200 1 m, A inset: 50 u m, C-
D: 100 1 m.
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15. kép. 17 napos csirke embridé thymus keresztmetszete anti-cytokeratin festéssel. A KPN-t alkoto
hamsejtek keratin intermedier filamentum tartalma nagyobb, mint a kérgi hamsejteké, ezért intenzivebb
reakciot adnak. Szaggatott vonallal a kéreg-veld hatar van jeldlve. KNA-csillag, KPN-nyil, PS-nyilhegy.
Bar: 200 u m.

A veldallomanyban talalhato, kozvetlen az ereket koriiloleld tereket —
perivascularis tereket ganglionléc szarmazékoknak tekintik (Miiller és mtsai 2008).
Annak kimutatasara, hogy a KNA nagyobb, mint a perivascularis tér, morfometriai
mérést végeztiink. A kéreg- és veldallomany, valamint a KPN és KNA teriileteinek,
illetve térfogatainak kvantifikalasat a sztereologiai Cavalieri modszerrel analizaltuk.
Morfometrids eredményeink szerint a kéregallomany ardnya a lebeny 6ssztérfogatahoz
képest 60%, a maradék 40%-ot pedig a veldédllomany foglalja el. A veléallomanyban
talalhat6 tovabbi két kompartment —KPN és KNA- egymashoz viszonyitott szdzalékos
eloszlasa 53% (KPN) és 47% (KNA) (5. A abra). Irodalmi adatok szerint DM kezelés
hatasara a perivascularis tér megnd (Gameiro €s mtsai 2010). Annak igazoldsara, hogy a
KNA nem egyezik meg a perivascularis térrel, DM kezelést alkalmaztunk. Az acut
involucio eldidézése kovetkeztében, amit a lebenyek kisebb mérete, az éretlen
CD4'CDS8" T-sejtek depléciodja és a kéregallomany elvékonyodasa mutat (20. F kép és
11. A kép). A kéreg-vel6 ardnya a kezelt allatok thymusaban felcserélodik. A
kéregallomény a thymus 36%-4t adja, a veléallomany pedig a 64%-at (5. B abra). Arra
is kerestiik a valaszt, hogy vajon a glycocorticoidok indukélta involicié soran az ECM

mennyiségének novekedésével (Gameiro és mtsai 2000) a KNA expanzidja is
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megfigyelhet6-e. Szamitdsaink kiértékelésekor egyértelmiivé valt, hogy az ECM
molekulak (fibronektin, tenascin) mennyisége felhalmozodik (20. G, H kép), azonban a
KNA teriilete nem né meg (5. B dbra), szemben az irodalomban leirt perivascularis
térrel (Gameiro és mtsai 2010).

Habar a vel6allomany mérete is csokkent a kortizon hatdsara, azonban az azt
alkotd KPN és KNA teriileteinek aranya valtozatlan maradt: 53% KPN és 47% KNA (5.
B abra).

Kontroll thymus Kezelt thymus

KPN
KPN 83%
53% | KNA Medulla / KNA
47% : 64% 47%
5. abra A 5. abra B

Térfogati aranyok a (A) kontroll és a (B) DM kezelt csirke thymus kéreg- és veléallomanyaban, illetve a
KPN- és KNA-ban.
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5.2.2. A KPN és az abbdl kialakult strukturak: a Hassall test és a cysta

A vel6hamsejtek (mTEC) az egységes kérgi hamsejthalézat kozvetlen
folytatasaként alkotjak a veléallomany KPN-at, amit a KNA szakit meg (16. A kép). A
mTEC-ek a keratin mellett MHCII pozitivak is, azonban nem expresszaljak a DEC205
(1. D kép) molekulat és a 74.3-at (1. C kép), mint a cTEC-ek.

A cTEC-el csak keratin intermedier filamentumot termelnek, ellenben a KPN
felszini hamsejtjeivel - vagyis azok a mTEC-ek, melyek kozvetleniil a KPN-KNA
hataran lokalizdlodnak -, melyek a cytokeratin melllett a flexibilisebb vimentin
intermedier filamentumot is produkaljak (16. B, C kép).

A cytokeratin immunfestés soran a KPN sejtjei kozott HB-eket talaltunk (16. D,
E kép). A HB-eket alkotd sejtek hagymalevélszerlien 6sszetomorddnek (16. D, E, F
kép), melyek mindig a KPN ,bels6” teriiletén helyezkedtek el. A KPN ezen bels6
hamsejtjeinek citoplazmajaban turnover-iik soran felhalmozodik a keratin tonofibrillum
(16. D, E kép), azonban nem expresszalnak vimentin intermedier filamentumot (16. F
kép).

A KPN széli sejtjei ,,fogazottd” valnak. Laminin immunfestéssel ezeken a
terlileteken - a veléallomany KNA-e koriil talalhato KPN felszini hamsejtjei esetében -
a basalis membran szakadozotta valik (17. A, B, C kép). Vagyis a KNA-t — ahol az
artérikat és vénakat talaljuk - egy nem folyamatos basalis lamina vélasztja el a KPN-t6l,

amit cytokeratin ¢és laminin kettés immunfluoreszcens festéssel mutattunk ki (17. D

kép).

16. kép. A KPN karakterizalisa 1. (A) 6 hetes csirke thymus cytokeratin immunfestése. A
kéregallomany hamretikuluma egységes festodést mutat, ezzel szemben a veléallomany a KPN-re (nyil)
és KNA-ra (csillag) kiiloniil. (B) Cytokeratin (z61d) és vimentin (piros) kettés immunfluoreszcens festés
a thymus vel6allomanyaban. A sarga szin jelzi a két molekula kolokalizacigjat (nyil) a KPN felszinén.
(C) Nagy nagyitasu konfokalis felvétel a cytokeratin (z61ld) és vimentin (piros) kettdsen pozitiv sejtrol.
(D-F) Cytokeratin immuncytokémiai festés 8 hetes gyongytyuk thymus vel6éallomanyan. (D)
Bekeretezve egy Hassall test kinagyitott képe lathaté az (E) képen. (F) Cytokeratin (z6ld) és vimentin
(piros) kettés immunfluoreszcens festés a thymus veléallomanyabol. A bekeretezett Hassall test
vimentin negativ. Bar A-B és D-F: 50um, C: 10pm.
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17. kép. (A-C) 6 hetes csirke thymus laminin immuncytokémiai festése. (A) Atnézeti kép a thymusrol.
PS-nyil, SS-nyilhegy. (B) Részlet a veléallomany teriiletérél. A nyilak a felszakadozott membrana
basalisra mutatnak. (C) Részlet a kéreg-veld hatarrol. A tok és a PS lamina basalisa folyamatos, addig a
KNA-t koriilolel6 membrana basalis fenesztralttd valik (nyil). (D) Cytokeratin (z6ld) és laminin (piros)
kettds immunfluoreszcens festés. A PS membrana basalisa folyamatos (nyilhegy), mig a KPN széli
hamsejteké felszakadozott (nyil). Erek kizarolag a KNA-ban talalhatoak. C-cortex, PS-primer sdvény,
SS-secunder sovény. Bar: 100 1 m.
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A mTEC-ek egy masik fejlodési utvonaldnak eredménye lehet a cystaképzddés.
A cystak apikalis felszinét mikrobolyhok képezik (18. A kép), melyekben aktin
talalhato (18. B inset kép). A mikrovillusok tengelyében haladé filamentumok a sejt
apikalis részén talalhatd terminal web mikrofilamentum rendszerében rogziilhetnek (18.
A, B, C kép). Szamos esetben a cystat alkot6 sejtek citoplazmajaban (18. D kép) a tiido
II. tipust pneumocytdira (18. E kép) jellemzd, myelinszerli strutktara lathato. A II.
tipusu pneumocytak surfactant B-t (SP-B) (18. F kép) is termelnek, ami a tubularis
myelin alkotoja. A cystak ultrastrukturalis morfologiaja alapjan — myelinszet képletek a
citoplazmaban -, valamint annak ismeretében, hogy a cystdk szovetspecifikus
antigéneket (TRA) is termelhetnek (Dooley és mtsai 2005a, b), tobbek kdzott SP-A-t €s
SP-B-t, anti-SP-B immunfestést végeztiink. Vizsgalataink sordan kerek sejtek
csoportosuldsat figyeltik meg a thymus veléallomanyaban (18. G kép). A cystadk
mikrovillusaiban aktin filamentumok huzodnak, amit anti-aktin immunfestéssel
mutattunk ki (18. B inset kép). Annak bizonyitasara, hogy az SP-B-t valdban a cystak
expresszaljak, kettds immunfluoreszcens festést végeztink SP-B-vel és aktinnal,
melyek egy sejten beliili kolokalizacidét mutattak (18. G inset kép). A cystak tovabbi
immunmorfoldgiai karakterizdldsa soran kimutattuk, hogy az emlds irodalommal
megegyezden (Dooley ¢és mtsai 2005a), a madar thymus cystéit alkoté hamsejtek is

MHCII" (18. H kép).

18. kép. A KPN karakterizdalasa II, a cystik morfolégiai jellemzdi. (A-D) Elektronmikroszkdpos
felvételek 6 hetes csirke thymus vel6allomanyaban 1évé cystakrol. (A) Multicellularis cysta
mikrobolyhokkal. A cysta tiregét kozepesen elektron slirli anyag t6lti ki. (B) Az A képen bekeretezett
teriiletr6l késziilt nagyobb nagyitasu felvétel. Nyil - A sejtek lateralis membranjai interdigitacioval
kapcsolodnak egymashoz. (B inset) Aktin kimutatidsa a cystdkban immuncytokémiai festéssel. (C) A
cysta sejtek citoplazmajaban tonofibrillumok talalhatoéak (nyil). (D) A citoplazméban feltekeredett,
myelinszeri strukturak talalhatoak, melyek morfologiai szerkezete megegyezik (E) a csirke tiid6 II.
tipustt pneumocytdk citoplazmajaban 1évé granulumokéval. (F) Anti-SP-B immuncytokémiai festés 8
hetes csirke tiidején. Az atriumokban (csillag) és a parabronchusokban (nyil) SP-B pozitivitas lathato. (G)
Részlet 6 hetes csirke thymus vel6allomanyabodl, anti-SP-B immuncytokémiai festéssel. A barna
szinreakci6 az EPC-eket jeloli, melyek mellett kerek SP-B pozitiv cystak lathatoak (kék). (G inset) Aktin
(piros) és SP-B (z6ld) kettés immunfluoreszcens festés. (H) SP-B (zold) és MHCII (piros) kettds
immunfluoreszcens festés. Bar A-E: 1 u m, B inset, F-H: 50 u m.
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5.2.3. A keratin negativ teriiletek morfologiai karakterizalasa

Amikor nyilvanvalova valt, hogy a KNA teriiletein nem taldlunk
hamretikulumot, a kovetkezod kérdésre kerestiik a valaszt: ha nem hamszovetet, akkor
milyen tipust szovetet talalunk a KNA teriiletein? A periférias nyirokszdvetek vazat a
retikularis kotdszovet alkotja, melynek alapjat a racsrostok képezik. A racsrostok
klasszikus kimutatdsanak modja az eziist impregnacid. A GOmori-féle technikaval a
ganglionléc eredetli teriileteken, vagyis a tokban, a PS-ekben ¢és a KNA teriiletein
racsrostokat mutattunk ki (19. A, B kép), melyet a III. tipust kollagén jelenléte is
megerdsitett (20. A kép).
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19. kép. Rdcsrostok kimutatisa Gomori féle eziist impregndcioval. (A-B) A kéregallomany racsrost
mentes, szemben a veldallomannyal, ahol a KNA teriiletén megjelennek a racsrostok. PS-primer sdvény,

C-kéregallomany, M-veldallomany. Bar: 200 1 m

A KNA tamaszto elemét képezd racsrostok igazoldsa utan kivancsiak voltunk,
vajon a kotdszovetre jellemzd extracellularis matrix (ECM) elemei is jelen vannak-e
ezen a teriileten, azaz a periférids nyirokszervekre jellemzd hisztologiai szerkezettel
allunk-e szemben. Két alapvetd ECM elemet vizsgaltunk: a fibronektint (20. B kép),
ami a lymphocyta migracidohoz sziikséges elem, és a tenascint (20. C kép), ami pedig
gatolni képes a sejtvandorlast, igy migraciot szabalyozo szerepe van. A festési
eredmények szerint mind a fibronektin mind pedig a tenascin a tok, a PS-ek és azok

tagulatainak, vagyis a KNA teriiletén expresszalodnak (20. D, E kép).
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A KNA eredetének tovabbi igazoladsara a ganglionléc eredetli myoid sejtek
(Nakamura ¢és Ayer-Le Lievre 1986) lokalizaciojat vizsgaltuk. A thymus
veldallomanyéra jellemz6 sejttipus a myofilamentumokat tartalmazé myoid sejt, ami
kiilonb6z6 izom specifikus proteineket expresszal, mint pl.: troponin T-t és dezmint
(Tamiolakis és mtsai 2004). Dezmin festéssel a KNA teriiletein (21. A kép) nagy, széles
citoplazmaval rendelkezd, nyulvanyos sejteket talaltunk, melyek citoplazmajaban a
dezmin intermedier filamentum kimutathato (21. B kép). Félvékony, illetve
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk, hogy ezek a sejtek olyan maganyos
myoid sejtek, mint a simaizom sejtek, azonban harantcsikolatot mutatnak (21. C, D és

inset kép).
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20. kép. A KNA karakterizdlasa I. (A-C) Sorozatmetszetek 6 hetes csirke thymusbol. (A) A kollagén 111,
(B) a fibronektin és (C) a tenascin jelenléte a PS-ben és a veléallomanyban. (D) Cytokeratin (z6ld) és
fibronektin (piros) valamint (E) cytokeratin (z6ld) és tenascin (piros) kettds immunfluoreszcens festése a
thymus veléallomanyaban. (F-H) DM kezelt hét hetes csirke metszetei. (F) Cytokeratin (G) Fibronektin
(H) tenascin immunfestés. Bar: 200 1 m.
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Dezmin

kettés immunfluoreszcens festés a thymus veléallomanyaban. (B) Dezmin immunfestés. A nyilak myoid
sejteket jeldlnek. (C) Félvékony metszet 6 hetes csirke thymus vel6allomanyabdl, toluidin-kékkel
megfestve. A kép kdzepén harantcsikolatot mutatdé myoid sejt lathatd. (D és inset) Elektronmikroszkopos
felvétel egy myoid sejtrél. A citoplazméban 1év6 sotét vonalszeri képzédmények a Z-vonalakat mutatjak
(nyil). CO-kollagén kotegek. Bar A-C: 100um, D: 1pm.
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5.2.4. A hemopoetikus sejtek kolonizacidja a veloallomanyban

A cytokeratin festés alapjan a veldallomany kétféle kompartmentbdl épiil fel:
KNA-bél és KPN-bol (13. A kép). A 743" TDC-ek (22. A kép) pontosabb
lokalizciojanak meghatarozdsdhoz kettds immunfluoreszcens festést végeztiink
cytokeratinnal és a 74.3 markerrel. A 74.3" sejtek a KNA kozponti teriileteit foglaljak el
(22. B kép), ahol, mint egy barriert allkotva koriilhataroljak az ereket (22. C kép),
melyeken keresztiil elhagyjdk az érett T-sejtek a thymust és onnan a periféridra
keriilnek.

A lymphocytak veléallomanyban torténd elhelyezkedését CD4 és CDS, valamint
cytokeratin immunfestéssel kovettiik nyomon. A veléallomanyban 1évé T-sejtek foltos
elrendezédést mutatnak. Parhuzamos metszeteket alkalmazva kideriilt, hogy a CD4"
sejtek foként a KNA-ben lokalizalédnak (22. E, F kép), mig a CD8" sejtek inkabb a
KPN-ban (22. F, G kép).

A thymus tovabbi hemopoetikus sejtjei koz¢ tartoznak a B-sejtek is, melyek
szintén a veldallomanyban taldlhatoak. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a
B-sejtek esetében is kimutathato-e valamely rendezettség a veldallomany KNA és KPN
teriiletei kozott. Az anti-chB6 és anti-cytokeratin kettds immunfluoreszcens festés azt
mutatja, hogy a B-sejtek meghatarozott rendben sorakoznak a KPN felszinén, egyfajta

hatart képezve a KPN és KNA kozott (22. D kép).

22. kép. Hemopoetikus sejtek a velodallomdanyban. (A) 74.3 (kék) és EPC-ek (barna) kettds
hisztokémiai festés. A két sejtcsoport nem kolokalizal, amit nagyobb nagyitassal az (A inset)
képen lehet latni. (B) 74.3 (piros) és cytokeratin (z6ld) kettés immunfluoreszcens festés. A
74.3" sejtcsoportok a KNA-ben lokalizaloédnak. (C) 74.3 (piros) és simaizom aktin (zdld) kettds
immunfluoreszcens festése a KNA-ben. A 74.3" DC-ek (piros) az erek (zold) koré
rendezddnek. (D) ChB6 (piros) és cytokeratin (zold) kettds immunfluoreszcens festés. A chB6
pozitiv B-sejtek (piros) a KNA-ban akkumulalédnak, kozel a KPN felszin¢hez (zold). (E-G)
Parhuzamos metszetek, az azonos teriiletek korberajzolva lathatoak. (E) CD4 (F) cytokeratin
(G) CD8 immunfestés. A CD4" sejtek leginkdbb a veldallomanyban, a KNA-ban helyezkednek
el (v0.E-F). Bar A-G: 100 o m.
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6. MEGBESZELES

Doktori munkdm soran az eddig még csak in vitro koriilmények kozott ismert
csirke thymus dendritikus sejtjeit (TDC) in vivo identifikdltam és karakterizaltam. A
TDC-ek lokalizacigjanak kimutatdsakor 4llapitottuk meg, hogy a veldallomany
kompartmentekre tagolhatd. Ertekezésem maésodik felében ezen szerkezet vizsgalatat
végeztem (keratin negativ teriilet-KNA ¢és keratin pozitiv hal6zat-KPN).

A thymus dendritikus sejtjeinek karakterizalasahoz a 74.3, CD83, DC205 és
vimentin-specifikus ellenayagokat hasznaltuk. Kordbbi kutatasi eredmények alapjan
ezen ellenanyagok a bursa Fabriciiben a szekrécids dendritikus sejteket, a periférids
nyirokszervekben (1ép, cecalis tonsilla) a follikularis dendritikus sejteket és az
interdigitald dendritikus sejteket ismerik fel. Mivel a makrofag és a lymphoid DC
populaciok kozos eredetiiek (Fogg €és mtsai 2006) €s néhany membran antigénjiik
azonos, ezért munkdm soran ki kellett zarni, hogy a 74.3 antitest valéban nem a
makrofagokat jeloli.

Emlds irodalmi adatok alapjan tudtuk, hogy a thymus DC-eket a
veldallomanyban és/vagy a kéreg-veld hataron kell keresni, ezért fontos volt
meghatdrozni, hogy melyik antitest ad reakciét a veléallomanyban. A 74.3 ¢és a CD83

markerek 50-80 u m atmérdjl sejtcsoportokat ismertek fel. Kettés immunfluoreszcens

festéssel kimutattuk, hogy a két marker kolokalizal, vagyis a TDC-ek mindkét antigént
expresszaljak. A CD83 membran, mig a 74.3 pozitiv antigén citoplazmatikus. A 74.3
antitest a veléallomanyban 1évo sejtcsoportokon kiviil a kéregallomdnyban szétszortan
elhelyezkedd, csillag alakt, nytlvanyos egyedi sejteket is jeldlt, melyekrdl késébb
kideriilt, hogy kérgi hamsejtek.

A kapott eredmények utan egyrészt a 74.3 és CD83 pozitiv sejtcsoportok
fenotipusat és cytologiai szerkezetét, valamint a kérgi 74.3 pozitiv sejtek tipusat €s
eredetét vizsgaltuk meg. Miutan a veldalloményban 1€v6 sejtcsoportok egyes sejtjeinek
¢s a kérgi 74.3 pozitiv sejtek fenotipusdt (immuncytokémia), cytologiai képét
(elektronmikroszkopia) és eredetét (kiméra) meghataroztuk, a kapott informaciot
Osszevetettilk a csirke lymphoid dendritikus sejtjeivel. Ennek a vizsgalatnak volt az

eredménye a csirke thymus dendritikus sejtjeinek identifikalasa és karakterizalasa.
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A veldallomany 743  pozitiv  sejtjeinek  immuncytokémiai  és
elektronmikroszkopos vizsgalata vezetett ahhoz a felismeréshez, hogy annak stromalis
sejtes Osszetétele (ham- és dendritikus sejtek) két élesen elkiiloniild kompartmentre
(KNA ¢és KPN) tagolodik. Ezek és a benniik 1évé T- ¢és B-sejtek eloszlasa is

meghatdrozott topografiai elrendezddést mutat.

6.1. A THYMUS DENDRITIKUS SEJTEK JELLEMZESE

6.1.1. A thymus dendritikus sejtek lokalizacioja

A kéreg-veld hataron és a veléallomanyban csoportokba tomoriild €s elszortan
elhelyezked6 nyulvanyos 74.3 pozitiv sejteket detektaltunk, melyek a CD83 molekulat
is expresszaljak. A kéregallomanyban nem taldltunk CDS83 pozitiv sejteket, azonban a
74.3 markerrel elszort, egyedi, nytlvanyos sejteket mutattunk ki. A 74.3°CD83"
kettésen pozitiv sejtek csoportos megjelenése a kéreg-vel6 hatdron ¢és a
veldallomanyban megegyezik az emlds TDC-ek lokalizaciojaval (Lafontaine és mtsai
1997; Res és mtsai 1999; Schmitt és mtsai 2007; Vandenabeele és mtsai 2001;Wu ¢és
mtsai 1991).

A kéreg-veld hataron EPC-eket talaltunk. Ez utobbi sejtek megjelenési forméja
(a csoportokba valdé akkumulalodas) felvetette annak a lehetdségét, hogy az Olah és
mtsai  (1991) 4ltal azonositott EPC-ek 74.3 pozitivak. Ugyanakkor az
elektronmikroszkopos és immunhisztokémiai vizsgéalataink is azt mutattak, hogy két
kiilonbozd sejtpopulaciorol van szo.

Mivel a T-sejtek szelekcigjaban a mTEC-eken kiviil a TDC-ek is szerepet
kapnak (Farr és Rudensky 1998; Klein ¢és mtsai 1998; Kleindienst 2000; Perera és
Huang 2015; Webb ¢és Sprent 1990), ezért elengedhetetlen volt a TDC-ek hamhoz
viszonyitott topografiai helyzetének meghatarozasa. Cytokeratin és 74.3 kettds
immunfluoreszcens festéssel a thymus KNA-ban 74.3" sejtcsoportokat - valamint a
KPN teriiletén egyedi elszort sejteket a KPN és a KNA teriiletén detektaltunk.
Sawanobori ¢és mtsai (2014) hasonlé eredményeket publikaltak patkdny thymusrol,
miszerint a veléallomanyban “epithelium free area”-t talaltak, ahol MHCII'DEC205"
TDC-ek akkumuldlodtak, mig az 0U.n. “epithelium-contained area”ban ¢és az

“epithelium free area”-ban MHCII'CD103" TDC-eket detektaltak. Habar a 74.3 pozitiv
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sejtcsoportok nem mutattak DEC205 pozitivitast, azonban a sejtek megjelenési formai
(csoportokba akkumulalddas) alapjan feltételezhetjiik, hogy a csirke TDC-ek azok a
sejtek, melyek a KNA-ban csoportokba tomoriilnek.

Az erek koriil 74.3" sejtcsoportokat talaltunk. Ezen sejtek feltehetSleg a Farr és
Nakane (1983) 4ltal leirt egér thymus kéreg-veld hataran 1évé Ia" (MHCII)
sejttomoriiléseknek, esetleg a Baba és mtsai (2009) altal megfigyelt signal regulator

protein (Sirp) « pozitiv DC-eknek felelhetnek meg. Ezek a sejtek bizonyitottan részt

vesznek a véreredetli antigének T-sejteknek vald bemutatdsaban.

6.1.2. A thymus dendritikus sejtek fenotipusa

Az emlds TDC-ekhez hasonloan (Barthélémy és mtsai 1986; DeWaal és mtsai
1984; Farr és Nakane 1983; Loning és mtsai 1982; Mahrle és mtsai 1983; Pelletier és
mtsai 1986; Steinman és mtsai 1979) az altalunk leirt, a kéreg-veld hataron és a
veldallomanyban lokalizalodé 74.3°CD83" kettdsen pozitiv sejtek vimentint és MHCII
molekulat expresszalnak. Mivel a 74.3 antitest, a madar mas nyirokszerveiben is a DC-
eket jeloli, melyek MHCII pozitivak (Olah és Glick 1994, 1995; Olah és mtsai 1992),
feltételeztiik, hogy a csirke thymus 74.3 és MHCII pozitiv sejtjei a TDC-jeit is jeldli.

A TDC-ek fenotipusanak tovabbi jellemzésére a DEC205 antitestet hasznaltuk,
ami az emlés TDC-ekben kimutathat6 (Jiang és mtsai 1995; Swiggard és mtsai 1995). A
csirke homolog DEC205 nem jeldlte a 74.3"CD83" kettdsen pozitiv sejtcsoportokat a
veldallomanyban, azonban a kéregallomanyban DEC205" egyedi nyulvanyos sejteket
talaltunk, hasonléan a 74.3" kérgi sejtekhez. A kérgi 74.3" sejtek DEC205 pozitivnak
bizonyultak. Wu ¢és mtsai (2010b) eredményei szerint az in vitro koriilmények kozott
tartott, LPS-dal vagy CD40L-el stimulalt csirke voroscsontveld sejteken, melyekbdl
DC-ek differencidlédnak, a CD83 és a DEC205 molekuldk expresszidja fokozotta valt.
A madar DC-ekre a 74.3 pozitiv antigén expresszidja a jellemz0, ezért felmeriilt annak a
lehetésége, hogy a kéregallomanyban 1év6 74.3" sejtek DC-ek. A kérgi 74.3" DEC205"
kettésen  pozitiv  sejtek  hovatartozdsanak  kimutatdsa  érdekében  kettds
immunfluoreszcens festéssel kimutattuk, hogy a 74.3'DEC205" sejtek keratin
intermedier filamentumot expresszalnak, ami ezen sejtek ham eredetére utal. Emlésben

a DEC205-6t a TDC-ek ¢és a kérgi hamsejtek (cTEC) kozds markereként tartjak
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szamon, ezért felvetédott, hogy a kéregallomanyban talalhaté 74.3" DEC205" kettdsen
pozitiv sejtek hamsejtek. Ugyanakkor az emlés thymus kéregallomanydban DC-eket
mutatott ki tobb kutatdcsoport is (Ladi és mtsai 2008; Paessens és mtsai 2008;
Vandenabeele és mtsai 2001), ezért annak a kérdésnek a megvalszolasara, hogy a 74.3 a
hamsejteket vagy a DC-eket jeloli a kéregallomanyban csirke-fiirj kimérat

alkalmaztunk.

6.1.3. A thymus dendritikus sejtek eredete

A 74.3'CD83 ' DEC205 a kéreg-veld hataron és a veléallomanyban lokalizalodé
és a kérgi 74.3"CD83'DEC205" sejtek eredetének vizsgalatihoz csirke-fiirj kiméra
embriomanipulacios technikat haszndltuk. Kimutattuk, hogy a csirke keringésébdl
CD45'74.3" hemopoetikus sejtek vandorolnak be a kiméra thymus fiirj eredetii
hamretikuluméba. Ezt igazolta a chorioallantois membran kiméra kisérlet is, miszerint a
74.3" sejtek valoban a vérarambol keriilnek a thymusba.

Amennyiben a csirke garativeket transzplantaltuk a fiirj embrié testiiregébe
(forditott kiméra), a kiméra thymus hémretikuluma a csirke garattasakok
endodermajabol fejlodott ki. A thymus hamtelepében 74.3" nytlvanyos sejteket
mutattunk ki a jovenddbeli kéregallomany teriiletén. A forditott kiméra soran nem
talaltunk CD45" sejtet a kifejlédott thymusban, azaz a 74.3 pozitiv sejtek semmiképp
sem szarmazhatnak a vérkeringésb6l. Mivel a kiméra thymus telepe a fiirj 3-4.
garattasakok endodermajabol fejlodott ki, amiben 74.3 pozitiv sejteket talaltunk,
valamint a felnétt thymus kéregallomanyéaban kimutatott cytokeratint expresszald sejtek
74.3 poztitivitasa is arra enged kdvetkeztetni, hogy ezen sejtek hamsejtek.

Eredményeink szerint a 74.3 antitesttel valoban két populaciot lehet elkiiloniteni
a thymusban: 1; a kéreg-veld hatdron és a veldallomanyban csoportokban és egyedi
sejtekként megjelené CD4574.3'CD83'DEC205 hemopoetikus sejteket és 2; a
kéregallomanyban 1évé CD4574.3'CD83 DEC205" endodermalis eredetii sejteket.

A kéregallomanyban két kiilonbozé morfologiai jegyekkel bird hamsejteket
azonositottunk, melyeket cTEC;-nek és cTEC;-nek neveztiink el. A ¢cTEC, citoplazméja
granulumoktél mentes volt, szemben a cTEC,-kel, melyek citoplazméjaban kiilonb6z6

denzitasu granulumokat talaltunk. A 74.3 marker granularis fest6dést mutatott a cTEC-
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ekben, ami feltehetleg a cTEC;-et jeloli, hiszen csak azon kérgi hamsejtek
citoplazmajaban detektaltunk granulumokat. A 74.3" cytokeratint expresszalo, a
kérgegallomanyban lokalizal6dé sejtek minden esetben MHCII és DEC205 pozitivak
voltak, ami alapjan Ugy gondoljuk, hogy ezek a sejtek hamsejtek, melyek
megfeleltetheték az emldsben leirtakkal (Alexandropoulos és Danzl 2012).

Ezen morfolégiai jegyekre hagyatkozva a kéreg-veld hataron ¢és a
veldalloményban 1évé CD45774.3'CD83'DEC205MHCII" sejteket a thymus DC-
eknek tekintjiik, mig a CD45774.3'CD83 DEC205 MHCII" sejteket a thymus kérgi
hamsejtjeinek (cTEC).

6.1.4. A thymus dendritikus sejtek cytologiaja és a makrofagok kizarasa

A csitke TDC-ek elektronmikroszkopos szintli identifikdlasa érdekében pre-
embedding immunhisztokémia technikat alkalmaztunk. Ezzel a modszerrel 74.3 pozitiv
sejteket detektaltunk a kéregallomanyban, a kéreg-veld hataron és a veléallomanyban.
Mivel a 74.3 pozitiv, granularis szerkezetet mutatd, nyulvanyos sejtek immun-
elektronmikroszkopos kimutatasa tobbszori probalkozas utan is sikertelennek bizonyult,
ezért a TDC-ek ultrastrukturdjanak jellemzésekor a 74.3 és CD83 immunfestések
eredményeire tdmaszkodtunk: olyan nyulvdnyos, granulumokban gazdag sejteket
kerestiink, melyek az erek kdzelében csoportosan helyezkednek el. Az ultrastrukturalis
vizsgalatok soran azonositott sejtekben a sejtmag excentrikusan helyezkedik el,
melynek a maghartya invaginacid jellegzetes alakot kolcsondz. A sejtek szdmos
elektrondenz granulumokat tartalmaznak, melyek szerencsés metszése esetén lamellaris
szerkezetet mutatnak. Ehhez hasonld szerkezetet irtak le a cecalis tonsilla
csiracentrumaiban 1évd follikularis dendritikus sejtek granulumaiban (Olah és Glick
1979). Ezen morfoldgiai hasonlosag alapjan neveztik el a lamellaris szerkezetl
granulumokkal rendelkezd nytlvanyos sejteket a TDC-jeinek.

A biztos cytologiai karakterizalds érdekében szerettiik volna elkiiloniteni a
lamellaris szerkezetii granulumokkal rendelkezd nyulvanyos sejteket a makrofagoktol
immuncytokémiai és elektronmikroszkopos szinten is. A makrofagok citoplazméja
lysoszémat ¢és fagoszoémat is tartalmaz - szemben a TDC-ekkel - amit

elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltunk. 74.3 és 74.2 kettds immunfluoreszcens
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festéssel kimutattuk, hogy a két marker nem kolokalizal. Ezen eredményeket
figyelembe véve és a tovabbi makrofagok monoklonalis antitestekkel torténd
immunfestés alapjan kijelenthetjiik, hogy két kiilonbozd sejttipusrol van szo, és a 74.3

nem jeldli a thymus makrofagjait.

6.2. A VELOALLOMANY KOMPARTMENTALIZACIOJA

6.2.1. A KPN és KNA Kkialakulasa

A thymus dendritikus sejtjeinek identifikalasa és karakterizdlasa sordn a TDC-
eknek a hamretikulumhoz val6 topografiai viszonyat vizsgalva a veléallomany tovabbi
tagozddasat azonositottuk. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a veldallomany ijabb
kompartmentekre (keratin pozitiv halézat-KPN ¢és keratin negativ teriilet-KNA)
tagolodik, ami nem fajspecifikus, hiszen emlds (nyul) thymusban is detektaltuk. A
keratin negativ teriilet jelenlétét mas kutatok eredményei is aldtdmasztjadk mind a madar
(Boyd ¢és mtsai 1992; Guillemot és mtsai 1984; Mink6 és Oldh 1996), mind pedig az
emlos rendszerben (Sawanobori és mtsai 2014; Garcia-Ceca és mtsai 2015), azonban
azok kialakuldsa és funkcidja mostandig tisztdzatlan maradt. A thymus az egyetlen
olyan nyirokszerv, ami hasonléan fejlédik, mint a mirigyek (6. abra). A 3-4.
garattasakbol fejlod6 endodermalis eredetli epithelialis koteg a kornyezd
mesenchymdba nd, melyek kolcsonds interakcioja kovetkeztében a hambimbd
»sarjadzani” kezd. Az epithel sziget ganglionléc eredeti mesenchymdba vald
agyazodasat Rodewald megfigyelései is aldtdmasztjak (Rodewald 2008; Rodewald ¢és
mtsai 2001). Az embriondlis fejlédés 11. napjan a mesenchyma tovabbfejlédve PS-
ekként tor be a formal6édé hdmretikulumba. Az embriondlis thymus telep lebenykékre
valé tagolodasaban a PS-ek fontos szerepet tolthetnek be. Immuncytokémiai ¢és
hisztokémiai vizsgéalataink soran megfigyeltiik, hogy a PS-ek a veldallomanyba érve
folyamatosak a KNA-tel. A KNA a PS-ek tagulataiként értelmezhetd, a hdmtelep egyre
mélyebb ¢és mélyebb teriileteibe vald nyomuldsaval kialakitja a vele (PS-ekkel)
Osszefiiggd KNA-t. Ushiki és Takeda (1997) eredményei alapjan az emldsben leirt
perivascularis tér folyamtos a kotOszoveti sovényekkel, melyek ganglionléc

szarmazékok. Ezen eredményeket dsszevetve az altalunk megfigyeltekkel, feltételezziik,
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hogy a KNA is ganglionléc szarmazék, hiszen a KNA is hasonlo folytonossagot mutat a
PS-ekkel, ugyanigy mint az emlésben megfigyelt perivascularis tér. A PS-ek mellett
megjelend rovid lefutasu, csak a kéregéllomany tertiletéig terjedd sdvényeket secunder

sovényeknek (SS) neveztiik el.

~—Epithelialis kiteg

6. abra. A thymus fejlodésének sémds rajza.
A sarjadzasnak indult hAmbimbobol kialakuld epithelialis koteg a kdrnyezé mesenchymaéba nd. A PS-eket
¢és a felszint hatarolé hamsejtek folyamatos lamina basalissal rendelkeznek (fekete vonal), azonban a

leendd veldallomany teriiletére érve szaggatotta valik. PS-primer sévény, SS-secunder sovény.

Néhany kutatd szerint a perivasculdris tér nem mas, mint az epithelialis halozat
egy maradvanya (Hwang ¢és mtsai 1974; Kato és Schoefl 1987; 1989), mig masok
eredményei azt mutatjak, hogy az “epithel sejtek egy vékony rétegével hatarolodik”
(Bearman ¢€s mtsai 1975; Irino és mtsai 1981; Pereira és Clermont 1971; Ushiki 1986).
Megfigyeléseink alapjan a KNA-et a mTEC-ek alkotta KPN hatarolja, ami hasonlo
sztereotipidt mutat az emldsben kimutatott perivascularis térrel. Annak igazolasara,
hogy a KNA nem feleltethetd meg a perivascularis térnek és, hogy nagyobb teriiletet
foglal el, mint a perivasculdris tér, Cavalieri morfometrids becslést végeztliink. A
sztereologiai metodikdval, kimutattuk, hogy a KNA nagyobb teriilet, mint a
perivasculdris tér, hiszen a KNA a thymus lebeny kdzel 50%-t elfoglalja. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a normal thymus kéreg- és veléallomény térfogatanak aranya 3:2, a

KPN ¢és KNA egymashoz viszonyitott térfogatszazalékos eloszlasa pedig 53% ¢és 47%.
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Osszefoglalva, a velédllomanynak kozel felét a KNA alkotja, vagyis a KNA nagyobb
teriiletet foglal el 6nmagaban, mint a perivascularis tér.

A kortizon kezelés hatdsara a lebenyek mérete csokkent. A dupla negativ T-
sejtek depletalédnak (Franchini és mtsai 2004; Ishidate és Metcalf 1963), a
kéregalloméany zsugorodik. A cytokeratin festés alapjan azt gondolhatnank, hogy a
veldallomany térfogata megnétt, azonban morfometrias szamitasaink alapjan ez nem
bizonyult igaznak. A kezelés kovetkeztében a kéreg- ¢és veléallomany
térfogatszazalékos eloszlasa felcserélodott a kontroll csoporthoz képest, vagyis a
kéregalloméany 60%-r6l 36%-ra csokkent a veldallomany pedig 40%-rdl 64%-ra relative
,megnott”. Méréseink alapjan a velddllomany kompartmentjei, a KPN és a KNA
egymashoz viszonyitott ardnya a kezelés kovetkeztében valtozatlan maradt. A kor
elérehaladtdnak eredményeként a human thymusban involuciés folyamatok indulnak el,
melynek kovetkeztébena a perivasculéris tér expanzidja figyelheté meg (Gameiro és
mtsai 2010). Vagyis ezen megfigyeléseink is alatdmasztjak azt a feltevésiinket, hogy a
KNA valéban nagyobb és nem egyezik meg a perivascularis térrel, hiszen a
dexametazon kezelés kovetkeztében nem nétt meg a KNA térfogata, szemben az
emldsben leirt perivascularis térrel. A veldallomany térfogata csokkent a kontroll
allatokéhoz képest, azonban az acut invollicidt szenvedett thymus lebeny nagyobb
szazalékat foglalja el, mint a kéregallomany. Vagyis a szteroid mind a cTEC-ekre, mind
pedig a mTEC-ekre egyarant hatdssal volt. A kezelés jol szemlélteti, hogy a
kéregallomanyban megsziinkk a lympho-epithelialis kapcsolat. A  fény- ¢és
elektronmikroszkopos eredményeink alapjan a lymphocytdk depletadlodnak és a
hamretikulum ,,0sszeesik”. Vajon ennek a megvaltozott mikrokdrnyezetnek kdszonhetd
a kéregallomany elvékonyodéasa vagy annak, hogy a cTEC-eknek kiilon progenitora
van, mely szintén érzékeny lehet kortizonra, igy a kezelés ideje alatt a progenitorok is
blokkolva vannak ¢és azok nem képesek megvédeni a kéregallomanyt? Azon
eredményeink tiikrében, hogy a kezelés kovetkeztében nem csak a kéregallomany
térfogata, de a veldallomany¢ is csokkent, feltételezhetjiik, hogy a cTEC-ek és mTEC-
ek egy koOzds bipotens progenitorral rendelkeznek, egyetértésben az irodalomban
talaltakkal (Bennett és mtsai 2002; Bleul és mtsai 2006; Farr és mtsai 2002; Rossi és
mtsai 2007). BrdU-nal t6ténd vizsgalattal kimutattuk, hogy a regeneracio fazisaban a

cTEC-ek képesek proliferaciora. Az utols6 kezelést kovetd 3. napon a thymus lebenyek
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visszanyerik eredeti méretiiket, Ujraépiilnek és a kéregdllomany wjra ,,feltoltéddik™ a T-
sejtek progenitoraival. Azonban az tisztdzatlan marad, hogy melyik folyamat indukalja
a masikat. Vagyis, a T-sejt progenitorok migralasa kdvetkeztében all helyre a rend, vagy
azért vandorolonak oda a T-sejt progenitorok, mert a thymus hamretikuluma jra képes
lesz azok befogadasara? Dudakov és mtsai (2012) kimutattdk, hogy stressz, fertdzés
vagy sugarzas okozta immundepléciot kovetden a thymus képes megujulni, ujraépiilni.
Egészséges szervezetben a TDC-ek altal termelt interleukin- (IL) 23 szekréciojat az
éretlen T-sejt prekurzorok gatoljadk. Amennyiben a CD4 CDS8" T-sejtek depletalddnak,
az IL-23 szekrécidja fokozddik, ami, mint egy lancreakciot beinditva, a lymphoid
szovet indukald (lymphoid tissue inducer) sejteken keresztiil stimulalja a ¢TEC-ek
hogy a regeneraci6 akkor torténhet meg, amennyiben a cTEC-ek proliferacigja altal ujra
visszanyerheti a kéregallomdny a normal milkddéshez sziikséges hamretikulum
halozatat.

A 13 napos embrié thymusaban a lebeny belsejében erdsebb keratin affinitast
mutatd TEC-eket talaltunk, melyek a feln6tt thymus kéreg-vel6 hatdran is
kimutathatak. A regeneracié soran K5'K8" progenitor hdmsejtek jelennek meg a
kéreg-veld hatidron, melyekbdl a cTEC-ek differencidlodnak, illetve a ¢cTEC-ek és a
mTEC-ek progenitorai is lehetnek (Garcia-Ceca ¢és mtsai 2009; Klug és mtsai 1998,
2002; Rodewald 2008; Sun és mtsai 2013). Vajon ezek, a keratint erdsebben
expresszalo hamsejtek lehetnek-e a thymus ham progenitor sejtjei, melyekbdl a
kéregalloményban a granulumoktél mentes c¢TEC, és a granularis cTEC,, a
veldallomanyban pedig a KPN-ot alkot6 mTEC-ek differencidlédnak? Tovébbi
vizsgalatokat igényel, hogy vajon ezen, az erdsebb keratin expressziot mutatd
teriileteken torténik-e proliferacid, akar a hamsejtek vagy akar a lymphocytak

tekintetében?

6.2.2. Avelo hamsejtek differencialodasi lehetoségei: a KPN széli sejtjei, cysta és a
Hassall test

Fejlodéstani  vizsgalataink sordn az embriondlis thymus jovenddbeli
veldallomany teriiletén megfigyelt erdsebb keratin affinitdst mutatdé TEC-ekbdl a KPN

alakul ki. Immunfluoreszcens festésekkel a KPN sz¢li hamsejtjeinek citoplazméjaban a
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keratin mellett vimentin intermedier filamentumot is kimutattunk, ami ezen sejtek
plaszticitasat jelentheti. Feltételezhetéen ezek a széli hamsejtek azok, melyek részt
vesznek a vel6allomany legfobb funkcidjaban, a negativ szelekcidban.

A KPN belsé sejtjeibdl képzddhetnek a cystak és Hassall testek (HB), melyek
kialakuldsa soran megszakadt a kapcsolatuk a hemopoetikus elemekkel.
Feltételezésiinket arra alapozzuk, hogy ezen sejtekben nem mutattunk ki vimetin
intermedier filamentumot, csak cytokeratint. Immuncytokémiai festéseink alapjan a
csirke thymus cystait alkoto6 mTEC-ek MHCII pozitivak és a II. tipusi pneumocytak
altal expresszalt surfactant-B (SP-B) proteint termelnek, valamint citoplazméjukban a
II. tipusu pneumocytakra jellemzé myelinszerii morfoldgiaval rendelkezd képleteket
detektaltunk elektronmikroszkoppal. Egyes kutatok gy gondoljak, hogy a T-sejtek
szelekcidjaban is szerepet kapnak azaltal, hogy kiilonboz6 szdvetspecifikus antigéneket
(TSAs) (tobbek kozott SP-A-t és SP-B-t) termelnek (Vroegindeweij és mtsai 2010) ¢€s
MHCII molekulajuk révén részt vesznek azok bemutatdsdban. A cystakkal kapcsolatos
morfoldgiai eredméyeink is aldtdmaszthatjak az emldsben leirt funkcidjukat, azonban
ennek tisztdzasara tovabbi funkcionalis vizsgalatokat kell végezniink. Tovabbi kérdések
megvalaszolasa sziikséges ahhoz, hogy valaszt adhassunk arra a kérdésre, hogy milyen
jelentdség rejlik abban, hogy a cystakat alkot6 mTEC-ek fejlddése a korai szakaszban
megrekedt, melynek eredményeként a sejtek polarizaltak maradtak (Dooley és mtsai
2005a, b). Illetve, hogy a Hassall testek a mTEC-ek terminalis differencilodasanak
eredményeként jelennek meg. A HB-eket alkot6 mTEC-ek kozott vimentin pozitiv
granulocytakat, makrofagokat talaltak (Minko és Olah 1996), azonban immunfestéseink
alapjan a mTEC-ek nem expresszalnak vimentint, hasonléan a KPN belsd sejtjeihez.
Ezen megfigyeléseink is arra engednek kovetkeztetni, hogy a KPN széli (keratint és
vimentint is expresszal6 mTEC-ek) és belsd (csak keratint produkalé mTEC-ek)
sejtjeinek eltérd funkcidjuk lehet.

A thymus hamsejtjeinek kiilonboz6 differencidlédasi utvonalait a 7. abra

szemlélteti.
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cTEC, — granulumoktol mentes

cTEC /
\

cTEC, — granulumokban gazdag

mTEC > KPN
Széli sejtek Cysta Hassall test
Cytokeratin+ Cytokeratin+ Cytokeratin+
Vimentin+ Vimentin- Vimentin-
Negativ szelekcio A fejlédés korai szakaszaban A fejlédés késdi szakaszaban 1évo,
megrekedt sejtekbdl all (Dooley a hamsejtek terminalis
és mtsai 2005a). differencidlédasaként  megjelend

strukturak (raica és mtsai 2006).

rrrrrr

citoplazmajuk tartalma alapjan megkiilonbozethetjiik, mint cTEC; melynek citoplazméja granulumoktol
mentes, és cTEC,, mely granulumokban gazdag citoplazmaval rendelkezik. A KPN-t alkotd veld
hamsejtek (mTEC) széli sejtjei cytokeratin és vimentin intermedier filamentumot is expresszalnak,
melyek feladata a T-sejtek negativ szelekcidja lehet. Amennyiben a KPN-t alkotd hamsejtek cystakat vagy
Hassall testet képeznek, vimentint nem, csak cytokeratin intermedier filamentumot termelnek. Mig a
cystak a fejlodés korai stadiumaban megrekedt polarizalt sejtekbdl allnak, addig a Hassall testeket a
hamsejtek turnoverének eredményeként a fejlodés késoi szakaszaba eljutd hamsejtek alkotjak.
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6.2.3. Vér-thymus barrier

A Kkéregdlloményban ér6 lymphoid progenitorok szaméra olyan steril”
mikrokdrnyezet jon létre, melynek kialakitdsban a vér-thymus barrier jatszik fontos
szerepet. A kéregdllomanyon kiviil sem a kéreg-veld hataron, sem pedig a
veldallomanyban nem talalunk vér-thymus barriert.

A tokot ¢és a PS-eket alkotd6 hamsejtek lamina basalisa folyamatos, azonban a
veldallomany KNA-re érve ez a folytonossag megszakad, ahol a felszakadozott lamina
basalis egyfajta hatart mutat a KPN és a KNA kozott (8. abra).

A KPN fenesztralttd valt lamina basalisa valamint a keratin és vimetin
filamentum k6z06s expresszidja lehet az elsé cytologiai és molekularis jele annak, hogy a

vér-thymus barrier valoban csak a kéregallomanyban 1étezik, azonban a KPN és a KNA

kozott ez megsziinik.

8. abra. A PS-ek és a velgallomdny kapcsolata. A PS-ek a velballomanyba érve KNA-té tagulnak. A
KNA-t hatarol6 lamina basalis felszakadozotta valik (fekete szaggatott vonal). A bekeretezett teriiletet a

9. abra szemlélteti. PS-primer sdvény, SS-secunder sovény.
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6.2.4. A KNA eredete és kapcsolata a PS-ekkel

Amikor nyilvanvalova valt, hogy a KNA-ban nem talalunk hamretikulumot,
tobb kérdésre is kerestiik a valaszt: 1; Ha nem hamszovetet, akkor milyen tipust
szovetet talalunk a KNA teriiletein? 2; Ez esetben a thymus veldallomanyanak
tekinthetd-e a KNA vagy egy masodlagosan megjelend, a hamretikulumba belendvé
peripherialis nyirokszovetnek? A peripheridlis nyirokszovetek vazat a retikularis
racsrostok adjak. Eziist impregnacioval a ganglionléc eredetii teriileteken, vagyis a
tokban, a PS-ekben és a KNA-ben is racsrostokat mutattunk ki, melyek mellett az ECM
elemeinek (kollagén, fibronektin, tenascin) jelenlétét is igazoltuk, azonban a
kéregallomanyban nincs ECM expresszio. Mind a fibronektin, mind pedig a tenascin
fetalis thymus normal fejlddéséhez (Lannes-Vieira és mtsai 1991). A ganglionléc
eredetli mesenchymalis sejtek a thymus epitheliumaba vandorolnak, ahol fibroblastokka
differencidlodva ECM molekuldkat kezdenek el termelni, melyek fontos szerepet
kapnak a T-sejt fejlédés soran (Suniara és mtsai 2000). Az ECM molekulak jelenléte a
KNA-ban arra enged kovetkeztetni, hogy a mar “megsziirt” T-sejtek perifériara vald
jutasdhoz sziikség van a T-sejtek KNA-ba vald 1épésé¢hez. Az erek koriil olyan
terlileteket jegyeztek fel, melyekben eziist impregnacioval racsrostokat mutattak ki
(Sainte-Marie és Leblond 1964). A szerzOk perivascularis csatornanak (perivascular
channel) nevezték el, amit ma perivascularis térként emlegetiink. A perivascularis
csatorna nem feltétleniil egy ér kortil figyelheté meg, akar 2-3 eret is magaba foglalhat
kotdszovetbe agyazva (Sainte-Marie és Leblond 1964; Kostowiecki 1967; Ushiki és
Takeda 1997). Eredményeink azt mutatjak, hogy a thymus veléallomanyaban kimutatott
racsrostok nem csak a perivascularis térben jelennek meg, hanem az egész KNA
teriiletét kitoltik. A DM-nal indukalt acut involucié soran az ECM molekuldk
expresszidja fokozottabba valt a KNA teriiletén, ami megegyezik az irodalomban
leirtakkal, hiszen acut (Lannes-Vieira és mtsai 1991; Gameiro ¢és mtsai 2010) ¢és
fiziologias (Savino és mtsai 1993) involuciot eldidézve a retikularis racsrostok és az
ECM molekuldk mennyiségének novekedését tapasztaltak.

A KNA-ban harantcsikolatot mutatdé ambar magényos, nyulvanyos myoid
sejteket talaltunk. Harantcsikolt izom fejléddhet a somitdk myotomjabdl, a prechordalis

lemezbdl (Seifert és Christ, 1990) vagy a ganglionlécbdl, de semmiképp sem lehet
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endodermalis vagy ectodermalis eredetli. A ganglionléc sejtek myogén potencidljat
szamos kutatocsoport igazolta (Nakano és Nakamura 1985; Yamashita és Sohal 1987).
A myoid sejtek eredetére vonatkozdan kiilonbozo teoridk sziilettek, azonban Nakamura
¢s Ayer-Le Liévre (1986) csirke-flirj kiméra eredményei szerint ganglionlécbdl
szarmaznak. A myoid sejtek KNA-ban val6 lokalizacidja valamint a PS-ek és a KNA
egymashoz val6 viszonya (vagyis, hogy a PS-ek a veléallomanyba érve KNA-té

“tagulnak”™), kozvetett bizonyitékai lehetnek a KNA ganglionléc eredetének.

6.2.5. A dendritikus sejtek és lymphoid sejtek topografiai viszonya a KNA-ban

A pozitivan szelektalt T-sejtek tovabbvandorolnak a veldallomanyba, ahol
negativan szelektalddnak a mTEC-ek és a DC-ek kooperacioja révén. A KNA-be érve a
hemopoetikus sejtek szigoru rendezettséget mutatnak. A B-sejtek a KPN és a KNA
hataran, mint egy hatdrold zona tagjai felsorakoznak. Kordbban kevésbé ismerték el
szerepiiket a negativ szelekcidban, azonban méra mar széles korben elfogadotta valt,
hogy a CD4" T-sejtek negativ szelekcidjaban részlegesen részt vesznek (Boursalian és
mtsai 2004; Frommer és Waisman 2010). MHCII molekuldjuk révén képesek a sajat
antigén bemutatasara, mellyel az autoreaktiv CD4" T-sejtek kivonasiban kapnak
szerepet (Frommer és Waisman 2010). Az AIRE gén koriili vizsgalatokban egy ujabb
fordulat kovetkezett be, hiszen azok expresszidjat a mTEC-ekben figyelték meg,
azonban Yamano ¢és mtsai (2015a) megfigyeléseire hagyatkozva a thymus B-sejtjeiben
is kimutathat6 az AIRE expresszioja. Az AIRE medialta szovetspecifikus antigéneket
termelt B-sejteknek szerepe van a T-sejtek szelektalasaban, mindazonaltal esszencidlis
feladatot toltenek be a centralis tolerancia kialakitdsaban (Yamano és mtsai 2015b).
Feltételezhetéen az altalunk megfigyelt sejtes rendezettség is arra utalhat, hogy a B-
sejtek részt vehetnek a T-sejtek szelekcidjaban. A KNA valdsziniileg tranzitzonaként
mitkddik a thymus és a periféria kozott. A KNA-ban lokalizalodé CD4" és CDS8"
egyszeresen pozitiv T-sejtek eloszlasa, az erek koré akkumuldlodadsa is ezt mutatja,
hiszen az ¢érett T-sejtek periféridra vald jutdsa az ereken keresztiil torténik.
Vizsgalataink soran a KNA-ben lokalizalodé erek koriil 74.3" DC-ek aggregalodasat
talaltuk. Az emlds nyirokcsomokban talalhatd magas endothel-lel bélelt erek (HEV-
high endothelial venule) kériill CD11c” DC-ek csoportosulnak (Moussion és Girard
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2011). A thymus postkapillarisai nem mutatnak a HEV-re emlékeztetd morfoldgiat,
azonban a KNA ¢és az ott talalhato erek egy igen erds sejtmigracionak adnak teret. Ezen
eredményeink alapjan, az altalunk karakterizalt 74.3 pozitiv sejtek is hasonl6 funkcioval
birhatnak, mint az emlds nyirokcsomoékban talalt CD11¢” DC-ek. A hemopoetikus
sejtek és a KPN ezen szigort és szabalyszerii rendezettsége a T-sejtek thymuson beliili
meghatarozott uton torténd vandorlasara utal. A cTEC-ek halozatan taljutd pozitivan
szelektal6do T-sejtek a veldallomany KPN-on tovabbhaladva a KNA-be kilépve, az ott
lokalizalodo ereken keresztiil hagyhatjak el a thymust (9. abra).

© cpicpsr-seit
@) ('/)4+'I'-.\cil
O CDS8'T-sejt

QO B-sejt

9. abra. A hemopoetikus sejtek elrendezodése a KNA-ben (8. dbra bekeretezett teriilete részletesen). A
KNA centralis részében foglalnak helyet a vérerek, melyek koriil a DC-ek aggregalédnak. A B-sejtek a
KPN és a KNA mentén hatart képeznek. A CD4" T-sejtek a KNA-ben csoportosulnak. cTEC-kérgi
hamsejt, mMTEC-veld hamsejt, M@-makrofag, DC-dendritikus sejt.

Mindezen morfoldgiai bizonyitékok arra engednek kovetkeztetni, hogy az eddig
mar jol ismert morfoldgiai kéreg-veld hatar mellett 1étezik egy funkcionalis hatar a KPN
¢s a KNA kozott. Ugyanakkor az a kérdés is felvetddik, hogy vajon ez a funkcionalis
hatar a kéreg- és vel6allomany kozott huzodik-e — vagyis egy Ujabb kéreg-veld hatart
definidlunk-, vagy amennyiben a KPN-t a veldallomany egy kompartmentjének

tulajdonitjuk, akkor az a veldallomany részeként foghato-e fel?
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KOVETKEZTETESEK

1) In vivo azonositottam a madar (csirke) thymus dendritikus sejtjeit.

2) Jellemeztem a TDC-ek cytologiai szerkezetét elektronmikroszkopos szinten.

3) A madéar thymus veldallomanyéban két élesen elkiiloniilé részt (keratin pozitiv

halézat-KPN és keratin negativ teriilet-KNA) mutattam ki.

4) Kimutattam, hogy a TDC-ek a KNA-ban talalhato erek koré csoportosulnak.

5) Kiméra technikaval bebizonyitottam, hogy a 74.3'DEC205CD45" csoportokba
akkumulalodo sejtek, dendritikus sejtek, valamint a kéregallomanyban loklizal6do

74.3'DEC205'CD45 egyedi sejtek hamsejtek.

6) A KPN sz¢li sejtjei vimentin intermedier filamentumot is expresszalnak a cytokeratin
mellett, mely a sejtek plaszticitasat noveli. Ezek a sejtek érték el a thymus veld

hamsejtek végso differencialodasat.

7) A cystakat képezd hamsejtek a thymus retikuldris hdmsejtjeihez hasonléan MHC 11
antigént expresszalnak, valamint SP-B-t. Ultrastruktirajukban is hasonlitanak a II.

tipusu pneumocytakra, igy feltehetdleg képesek lehetnek surfactant termelésre is.

8) Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a vimentin negativ Hassall testeket
a hamsejtek turnoverének eredményeként a fejlédés késdi szakaszaba eljutd

hamsejtek alkotjak.

9) A thymus felszinét és a PS-eket hatarol6 hamsejtek membrana basalisa folyamatos,
azonban a veldallomany KNA-be érve ez a folyamatossag megsziinik, a membrana
basalis felszakadozik. Ez lehet az elsé hisztologiai jele a vér-thymus barrier

hidnyéanak a veléallomanyban.
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10) A myoid sejtek jelenléte a KNA-ben — ami a PS-ek tagulataiként értelmezhetdek -

kozvetett bizonyitéka lehet a KNA ganglionléc eredetének.
11) Vizsgalataink szerint a hisztologiailag megjelend kéreg-veld hatarnal a feliiletileg

jelentdsebb KPN-KNA hatar lehet funkciondlisan fontosabb, a KNA felépitése

alapjan, mint periférias nyirokszovet foghato fel a thymuson beliil.

92



DOI:10.14753/SE.2016.1909

OSSZEFOGLALO

Doktori munkdm sordn a csirke thymus dendritikus sejtjeit (TDC) in vivo fény-
és elektronmikroszkdpos szinten vizsgaltam. A sejtek fenotipusdnak meghatarozasaban
a DC-ekre jellemz6é monoklonalis antitesteket hasznaltam (74.3, CD83, MHCII és anti-
vimentin). A 74.3" TDC-ek a kéreg-velé hatar és a veldallomany keratin mentes
teriiletein csoportokba rendezddve, az erek koriil helyezkednek el. A DC-ek cytologiai
szerkezetének leirdsdra a transzmisszids elektronmikroszkop nyujtott lehetdséget,
melynek eredméyeit Osszevetve a DC-ekre jellemzd cytologiai szerkezettel, igazolta
azok dendritikus sejt voltat.

A 74.3 monoklonalis antitest a kéregallomanyban egyedi, csillag alaku sejteket
is felismer, melyekrdl csirke-fiirj kiméra kisérlettel kimutattam, hogy ham eredetii
retikularis sejteket reprezentalnak és nem DC-eket.

Az anti-cytokeratin immunfestés a thymus veléallomanyaban két élesen
elkiiloniild kompartmentet mutatott, melyeket keratin pozitiv halozatnak (KPN) és
keratin negativ terililetnek (KNA) neveztem. Morfometrias vizsgalatok alapjan a két
teriilet hozzavetdlegesen 50-50% aranyban foglalja el a vel6allomanyt.

A KPN sz€li sejtjei a cytokeratin mellett vimentin intermedier filamentumot is
expresszalnak. A KPN bels6 sejtjeibdl alakulhatnak ki a cystdk és a Hassall testek,
melyek sejtjei elvesztették kapcsolatukat a T-sejtekkel, vagy ki sem alakult. A sdvények
felszinén 1évé folyamatos membrana basalis a KPN széli sejtjeinek KNA felé nézo
oldalan szaggatotta valik, ami az elsd ismert morfologiai jele annak, hogy a
veldallomanyban nem mikddik a vér-thymus barrier.

A thymust kolonizalé CD45 pozitiv hemopoetikus sejtek a KPN és a KNA-n
beliil kiilonboz6 elrendezédést mutatnak. A DC-ek és a CD4" sejtek a KNA-ben
lokalizalédnak, a B-sejtek a KNA és KPN hataran sorakoznak, mig a CD8" sejtek a
KPN tertiletét preferaljak.

A thymus epithelidlis telepének elagazddasait elvalasztd sdvényeket primer
sovényeknek (PS) neveztiik el, melyek a veldallomany KNA-kel folyamatosak, azonos
hisztologiai Osszetételiiek. A thymus tokja és a PS-ek a ganglionlécbdl fejlédnek, ennek
alapjan feltételezziik, hogy a KNA is ganglionléc eredeti, amit a harantcsikolatot

mutatdé myoid sejtek jelenléte is alatdmaszt.

93



DOI:10.14753/SE.2016.1909

SUMMARY

The goal of my thesis was the in vivo identification of chicken thymic dendritic
cells (TDCs) by immunophenotyping and electon microscopy. In phenotypic
characterization of TDCs, several monoclonal antibodies (74.3, CD83, MHC class II
and anti-vimentin) were used. TDCs were found in clusters around the blood vessels,
locating in the keratin free areas of thymic medulla. The cytological structure of the
TDCs was described by transmission electronmicroscopy.

However the 74.3 monoclonal antibody reacted with scatterd individual cells in
the thymic cortex. Chicken-quail and quail-chicken chimeric experiments provided
circumstantial evidence, that the 74.3 positive cortical cells are epithelial cells and not
TDCs.

Anti-cytokeratin immunostaining showed two sharply separated compartments
in the avian thymic medulla, which were named as keratin positive network (KPN) and
keratin negative area (KNA). Morphometric studies showed that the two areas form
approximately 50-50% of the medulla.

Marginal epithelial cells of the KPN besides the cytokeratin intermediate
filament express vimentin. The inner cells of thy KPN express only cytokeratin
filament. These epithelial cells form the thymic cysts and Hassall’s bodies. Cyst’s
epithelial cells maintain their polarity and lose the connection with the T and
mesenchymal cells.

Primary septae separate the branching epithelial cords of the thymic anlage and
receive the blood vessels. Surface of the epithelial cords is covered by a basal lamina,
which becomes discontinouos at the dilation of the primary septum. The structural
changes in the basal lamina are the first observation and finding, which may explain the
existence and absence of blood-thymus barrier in the cortex and medulla, respectively.
Anti-keratin immunostaining provided evidence that the KNA is “a dilation” of the
primary septae, which develop from the cells of neural crest. This finding suggests, that
the KNA of the thymic medulla may also be of neural crest origin. Presence of myoid

cells in the KNA may confirm our hypothesis.
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