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1. BEVEZETES

A Steinman és Cohn altal identifikalt és karakterizalt egér 1ép
dendritikus sejtek (DC) lymphoid eredetiieck, meghatarozasuk soran a
szerz6k morfologiai kritériumokra hagyatkoztak (Steinman és Cohn 1973).
Koézleményiikben leirjak, hogy e sejtek megkiilonboztetd jegyeként szolgal
a nagy, jellegzetes formaju sejtmag, a hosszu citoplazma nyalvany, és a
szamos mitokondrium. Kés6bb bizonyitottak, hogy a DC-ek nem
fagocitadlnak és Ia (MHCII) antigént expresszalnak (Steinman és mtsai
1979).

A DC-ek alapvetd szerepet toltenek be mind a primer, mind pedig
a secunder nyirokszervekben. A kozponti nyirokszervekben a T- és B-
sejtek érésében, valamint szelekcidjaban vesznek részt, azonban a periférias
nyirokszervekben (I€p, nyirokcsomd, bélhez,- tiid6hoz,- valamint a bérhoz
asszocialt nyirokszovet) valo lokalizaciojuk koveti a T- és B-sejtek
elhelyezkedését. Az interdigitaldo dendritikus sejtek (IDC) a T-dependens
terlileteken, mig a follikularis dendritikus sejtek (FDC) a nyirokszevek B-
sejtek altal benépesitett teriiletein helyezkednek el. Az IDC-ek feladata az
antigénprezentdcidban rejlik a T-sejtek szdméra, mig a FDC-ek az
immunkomplexek megkdtése altal stimulaljak a B-sejteket. A lymphoid
DC-ek expresszaljak a CD45 pan leukocyta markert, ami hemopoetikus
eredetiikre utal.

A madarak DC-jeinek felfedezése White és mtsai (1963) nevéhez
fizédik. Csirkéket injektaltak human szérum albuminnal (HSA)
intravénasan. Az injektalast kovetden HSA-t detektaltak a Iép fehér
pulpdjaban 1évé ecsetkapillarisok koriili sejtekben, majd néhany nappal

kés6bb az antigént (HSA) hordozo sejteket a csiracentrumokban lehetett
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kimutatni (White és mtsai 1969). Az antigénprezentacioért felelds sejteket
DC-eknek nevezték el, habar a “makrofagok egy tipusanak™ tekintették.
Maig is sokan 1Ugy gondoljak, hogy e sejtek fejlédési utvonala,
differencialodasa ¢€s funkcidja teljes mértékben eltér a makrofagok
populaciojatol, ugyanakkor szamos bizonyiték alatdmasztja, hogy a DC-ek
¢és a makrofagok egy kozos progenitorbol differencialodnak.

A Steinman és Cohn nevéhez fiiz6d6 DC-ek felfedezése utan
néhany évvel in vivo korilmények kozott identifikaltak a madar FDC-jeit
(Olah ¢és Glick 1979), valamint a bursai szekrécids dendritikus sejteket
(BSDC) is (Olah és Glick 1978). Az elmult 40 évben laboratdriumunkban a
madar primer és secunder nyirokszervek DC-jeinek tovabbi azonositésa,
valamint karakterizalasa volt iranyado.

A madar DC-eket fény- és elektronmikroszkopos szinten is
identifikaltak, tovabbi jellemzésiiket a kiilonboz6 csirkespecifikus
monoklonalis antitestek hasznalata, valamint a csirke-fiirj kiméra technika
alkalmazasa tette lehetdvé.

A madar thymus dendritikus sejtjeir6l (TDC) egészen maig csak in
vitro adat all rendelkezésiinkre. 1984-ben Oliver és Le Douarin csirke és
fiirj thymusbol olyan sejteket izolaltak, melyeket in vitro koriilmények
kozott tartva nyalvanyos, nem fagocitalo, Ia" (MHCII') sejtekként irtak le,
és ezeket a sejteket tekintették a DC-ek megfeleldinek. Mindemellett, in
vivo semmilyen adat nem all rendelkezésiinkre a csirke TDC-ekrdl, ezért

munkam legfobb célja a TDC-ek in vivo meghatarozasa volt.



2. CELKITUZESEK

A madarak periférias nyirokszerveiben (1ép, cecalis,- pyloricus és
esophagealis tonsilla) valamint a tobozmirigyben 1évé DC-eket mar jorészt
azonositottak és karakterizaltak, azonban a centralis nyirokszervek koziil
csak a bursa szekrécids dendritikus sejtjeit ismerjik (Olah és Glick,1978).
Tekintettel arra, hogy a madar TDC-ekr6l in vivo nem rendelkeziink

informacidval, ezért elsédleges célunk volt:

1. A madar thymus dendritikus sejtjeinek in vivo cytologiai
(elektronmikroszkdpos szintll) identifikalasa és immunmorfolégiai

karakterizalasa.

A thymus veléallomanyban 1évé hamsejtek a dendritikus sejtekkel egyiitt

felelések a centralis tolerancia kialakitasaért, azaz a thymus negativ
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2.  Célunk volt a TDC-ek hamhoz val6 viszonyianak meghatirozasa.

3. Tovabbi célul tiiztiik ki, morfometrids méréssel meghatarozni a
vel6allomany tovabbi kompartmentjeinek: a keratin negativ
teriiletek (KNA) és a Keratin pozitiv halézat (KPN) térfogati
eloszlasat.

4. Jellemezni kivantuk a KNA sejtes dsszetételét, valamint

5. célunk volt a KNA eredetének meghatarozasa.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez csirke (Gallus gallus, White Leghorn SPF,
Phylaxia-Sanophi, Magyarorszdg) ¢és fiirj (Coturnix coturnix japonica)
embriokbol (3, 6, 11, 13, 17, 20 napos), valamint kikelt allatokbol (4-8
hetes), illetve 8 hetes gyongytyukbol (Numida meleagris) és nyulbol nyert
szerveket hasznaltunk. A tojasokat laboratdriumunk keltetégépeiben
forgatoracson inkubaltuk 38°C hdémérsékleten, 60%-os paratartalom
mellett. Valamennyi kisérlethez csoportonként legalabb négy allat mintait
hasznaltuk fel. Az allatkisérletek a Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs

jovahagyasaval torténtek (az engedély iktatoszama: 22.1/10032-4/2010).

3.2. Immunhisztokémia

A TDC-ek fenotipusanak morfologiai jellemzésére hasznalt
antitestek  kimutatdsdhoz egyszeres immuncytokémiai, ¢és Kkettds

immunfluoreszcens festést hasznaltunk.

3.3. Félvékony technika, elektronmikroszképia

A sejtek  finomszerkezetének  vizsgalatdhoz a  4%-os
glutaraldehidben fixalt szervekbdl készitett 1,5um-es metszeteteket 1%-os
toluidinkékkel festettiik. Az ultravékony metszeteket uranil-acetattal és

olom citrattal kontrasztoztuk.



3.4. Pre-embedding immunhisztokémia

A TDC-ek kimutatdsara 50um-es metszeteken pre-embedding
immunhisztokémia technikat hasznaltunk, melynek soran a 74.3 pozitivitast

3,3’-diamino-benzidinnel tettiik lathatova.

3.5. Dexametazon kezelés

eloszlasi valtozasanak eléidézéséhez 24db 6 hetes csirkét kezeltiink
dexametazonnal (DM) hat kisérlet sorozatban. Az  allatokat
intraperitonealisan oltottuk Smg DM-nal testsuly- kilogrammonként 2x5

napon keresztiil.

3.6. Proliferacié vizsgalata bromo-deoxyuridinnel

A DM kezelést kovetd 3. napon az allatokat egyszeri alkalommal
bromo-deoxyuridinnel (BrdU) (100 mg/kg testsulykilogramm) oltottuk be
intraperitonedlisan. A BrdU beépiilését anti-BrdU antitesttel tettiik

lathatova.

3.7. Morfometrias mérés

A thymus kéreg- és veldallomanyanak, illetve a KPN és a KNA
egymashoz viszonyitott térfogati eloszlasanak vizsgalatara a Cavalieri
sztereologiai mérési modszert hasznaltuk. 3-3 db kontroll és DM-nal kezelt
csirke thymusok minden 25. metszetén cytokeratin festést végeztiink.
Meghataroztuk a csirke thymus kéreg- és veléallomanyanak, valamint a
vel6allomany keratin pozitiv (KPN) és keratin negativ teriileteinek (KNA)

térfogatat kontroll és DM kezelt allatokban.



3.8. Fiirj-csirke és csirke-fiirj testiireg kiméra

A 743 pozitiv TDC-ek eredetének vizsgalatara 3 napos
embrionalis fiirj, szén szemcsével megjeldlt 3-4. garattasakot tltettiink at 3
napos csirke embrié testliregébe (fiirj-csirke kiméra). Ezt kdvetden a
tojasokat ragasztoszalaggal zartuk le, majd tovabbi 2 hétig inkubéltuk. Az
inkubaciés id6 letelte utan a 17 napos embriok hasiiregét felnyitottuk, a
graftokat eltavolitottuk, majd szovettani €s immuncytokémiai elemzést
végeztiink rajtuk. Csirke-fiirj kiméra esetében 3 napos embrionalis csirke 3-

4. garattasakot iltettiink at 3 napos fiirj embri6 testiiregébe.
3.9. Fiirj-csirke chorioallantois membran kiméra

A TDC-ek hovatartozasanak tovabbi kimutatasara 3 napos fiirj
embriobol szarmazd 3-4. garattasakot a 9 napos csirke embrio

chorioallantois membranjara (CAM) iiltettiik.

3.10. Eziist impregnacié
Feltételeztiik, hogy a thymus KNA-ének alapszdvete retikularis
kotészovet, ezért ennek bizonyitasara GOmori-féle eziist impregnaciot

végeztiink (Krutsay 1980).



4. EREDMENYEK

4.1. A csirke thymus dendritikus sejtjeinek nyomdaban

A 743 antitest egy olyan csitke specifikus monoklonalis
ellenanyag, ami a Bursa Fabricii-ben a BSDC-eket, a lépben az IDC-eket,
mig a cecalis tonsilla csiracentrumaiban a FDC-eket jeloli, ezért
vizsgalataimban a thymus dendritikus sejtjeinek (TDC) felderitésére
alkalmaztam.

A 743 antitest a csirke thymus kéreg-vel6 hataran és a
vel6allomanyban  egyedi  sejteket ¢és  sejtcsoportokat fest. A
kéregallomanyban kiilonallo 74.3 pozitiv sejtek lathatoak. A kéreg-vel
hataron csoportokba tomoriild 74.3 pozitiv sejtek MHCII és vimentin
pozitivak. Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a csoportokba
tomorilé sejtek, valamint a kéregallomanyban 1évé egyedi sejtek
kiilonb6z6 sejtpopulacidhoz tartoznak- e, a csirke specifikus CD83 és
DEC205 emlés DC homolog markereket hasznaltam. A kéreg-vel6 hataron
és a veléallomanyban 1évé 74.3" sejtcsoportok CD83 és CD45 pozitivitast
is mutattak. A 74.3'CD83" kettSsen pozitiv sejtek nem mutattak DEC205
pozitivitast, bar a kéregallominyban elszort, egyedi DEC205" sejteket
talaltunk, melyek nem expresszaljak a CD45 hemopetikus markert.

Elektronmikroszkopos vizsgalataink soran olyan nyulvanyokkal
rendelkezé sejteket talaltunk, melyekben kimutathatéak a lamellaris
elrendezGdésti granulumok. A sejtmagok alakja (maghartya invaginacio),
heterokromatin szerkezete, valamint a sejtmag egyik oldalan lokalizalodo
granulumok, melyek esetenként lamellaris belsd szerkezetet mutatnak,

excentrikus  jelleget kolcsonéz a  sejtnek. A morfologiai és
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immuncytokémiai jegyekre hagyatkozva ezeket a sejteket a thymus
dendritikus sejtjeinek (TDC) tartjuk. Az elektronmikroszkopos felvételek
szerint a TDC-ek gyakran az KNA-ban talalhato erek koriil helyezkednek
el.

A DEC205'74.3'MHCII'CD45 sejtek cytokeratin intermedier
filamentumot expresszalnak.

A CD45'74.3" kettésen pozitiv és a CD4574.3" egyszeresen
pozitiv sejtek két kiilonb6zd populaciot alkotnak, melyek eredetének
kimutatasa érdekében csirke-fiirj, illetve fiirj-csirke testlireg és
chorioallantois membran (CAM) kiméra kisérleteket végeztiink.

Mind az embrionalis festési mintazatok, mind a kiméra kisérletek
arra engednek kovetkeztetni, hogy a 74.3 monoklonalis antitest a
thymusban valoban két populéciot jeldl. Vagyis a kéregallomanyban 1évo
endodermalis eredetti DEC205'74.3"MHCII'CD45™ kérgi hamsejteket és a
DEC205774.3'MHCII'CD45" hemopoetikus eredetii TDC-eket.



4.2. A madar thymus veléodallomanydnak kompartmentalizdacioja: keratin

pozitiv hdlozat és keratin negativ teriiletek

Hematoxylin-eosin festés alapjan a thymus allomanya kéreg- és
veléallomanyra tagolhatd, amit az anti-vimentin festés is megerdsit. A
cytokeratin festés azonban meglepd képet mutat a veldallomanyban:
cytokeratin pozitiv kotegek - melyek Osszekottetésben vannak a
kéregallomany hamretikulumaval — szovik at a vel6allomanyt, keratin
pozitiv halozatot (keratin positive network-KPN) képezve, mig a halozat
hézagait keratin negativ teriiletek (keratin negative area-KNA) t6ltik ki. Ez
a két, kiillonb6z6 morfologiai mintazat igényelte, hogy részletesebben
megvizsgaljuk a veldallomany szerkezetét.

A thymus egy olyan komplex szerv, melynek alap vazat a 3-4.
garattasak endodermajabol fejlodott hamretikulum képezi. A tokot és a
sovényeket alkotd kotdszovet a cardialis ganglionlécbdl szarmazik, amit
hemopoetikus eredetii sejtek (lymphocytak, makrofagok, dendritikus sejtek)
kolonizalnak.

A 3-4. garattasakbol fejlédé endodermalis eredetli epithelialis
koteg a kornyez6 mesenchymaba nd, melyek kolcsonds interakcidja
kovetkeztében a hdmbimbo ,,sarjadzani” kezd. Az embrionalis thymus telep
lebenykékre vald tagolodasaban az ugynevezett primer sdvények (PS)
fontos szerepet toltenek be. A sarjadzas eredményeként elagazodod
hamkétegek jelennek meg, melyeknek az elagazddashoz kozelebbi részébdl
alakul ki a veléallomany, mig a tavolabbi részébdl a kéregallomany (a
mintazat tehat emlékeztet a mirigyek fejlédésére). Az epithelialis kotegek
és a PS-ek folyamatos basalis laminaval rendelkeznek, melyek

folytonossaga a kéreg-velé hatarhoz érve megsziinik, felszakadozik. Ez
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lehet az elsé morfoldgiai jele annak, hogy a veldallomanyban nincs vér-
thymus barrier.

Immuncytokémiai  és  hisztokémiai  vizsgalataink  soran
megfigyeltiik, hogy a PS-ek a veléallomanyba érve folyamatosak a KNA-
tel. A KNA a PS-ek tagulataiként értelmezhetd, miszerint a hamtelep egyre
mélyebb és mélyebb teriileteibe valdo nyomulasaval kialakitja a vele (PS-
ekkel) Osszefiiggd KNA-t. Ezen Osszefiiggésbdl kovetkezik, hogy a két
teriiletet (PS és KNA) ugyanolyan szdvetnek kell alkotnia. Ezen
hipotézisiinket eziist impregnacioval, valamint anti-fibronektin és —tenascin
immunfestéssel igazoltuk.

A KNA eredetének tovabbi igazolasara a ganglionléc eredetli
myoid sejtek lokalizacidjat vizsgaltuk. A thymus veléallomanyara jellemz6
sejttipus a myosin €s aktin filamentumokat tartalmazé myoid sejt. A KNA
teriiletein nagy, széles citoplazmaval rendelkezd, nyulvanyos sejteket
talaltunk. A myoid sejtek olyan maganyos sejtek, mint a simaizom sejtek,
azonban harantcsikolatot mutatnak. A harantcsikolt izom fejlédhet a
somitakbol vagy a cranialis ganglionlécbdl is. A myoid sejtek KNA-ban
valo lokalizacioja valamint a PS-ek és a KNA egymashoz vald viszonya
(vagyis, hogy a PS-ek a veldallomanyba érve KNA-t¢ “tagulnak”),
kozvetett bizonyitékai lehetnek a KNA ganglionléc eredetének.

A veléallomanyban talalhatd vérerek kifejezetten a KNA-ben
lokalizalodnak, melyek koré csoportokba rendezddnek a DC-ek, mig a B-
sejtek a KPN ¢és a KNA hataran, mint egy hatarold zona tagjai
felsorakoznak. A CD4" sejtek a KNA-ben akkumuldlédnak, mig a CD8"
sejtek a KPN-ot foglaljak el.
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A vel6hamsejtek (mTECs) az egységes kérgi hamsejthalozat
kozvetlen folytatasaként alkotjak a veléallomany KPN-at. A KPN felszini
hamsejtjei a cytokeratin melllett a flexibilisebb vimentin intermedier
filamentumot is produkaljak, amely fejlddéstanilag szélesebb spektrumu
sejtekben expresszalodk, mint a keratin. A cytokeratin immunfestés soran a
KPN sejtjei  kozott Hassall testeket (HB) talaltunk, melyek nem
expresszalnak vimentin intermedier filamentumot, szemben a KPN felszini
hamsejtjeivel, melyeken keresztiil torténik a T-sejtek migralasa a KNA-ba,
majd onnan a perifériara. Feltehetfleg ezen “széli” sejtek jutottak el a
hamsejtek azon differencialodasi szakaszaba, ahol, mint funkcioképes, a T-
sejtek negativ szeleciojaban részt vevo sejtekként miikddnek. A thymus
vel6allomanyanak a HB mellett masik érdekes képletei a cystak, melyeket
képez6 hamsejtek is MHCII pozitivak, Gigy, mint a thymus vazat alkoto
epithelialis  retikularis hamsejtek. Elektronmikroszképpal a cysta
cytoplazmajaban myelinszerli granulumokat talaltunk, melyek hasonlésagot
mutatnak a II.  tipusi  pneumocytdk  granulumaival. Tovabbi
fénymikroszkopos vizsgélataink alapjan kimutattuk, hogy a cystat alkoto
sejtek surfactant protein-B-t (SP-B) termelnek, hasonléan a II. tipust

pneumocytakhoz.
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5. KOVETKEZTETESEK

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

Jellemeztem a TDC-ek cytologiai szerkezetét elektronmikroszkopos
szinten.

A madar thymus velallomanyaban két élesen elkiiloniild részt (keratin
pozitiv halozat-KPN és keratin negativ teriilet-KNA) mutattam ki.

Kimutattam, hogy a TDC-ek a KNA-ban talalhatdo erek koré
csoportosulnak.

Kiméra technikdval bebizonyitottam, hogy a 74.3'DEC205CD45"
csoportokba akkumulalédd sejtek, dendritikus sejtek, valamint a
kéregéllomanyban loklizalodé 74.3'DEC205'CD45  egyedi sejtek
hamsejtek.

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.

A cystakat képezd hamsejtek a thymus retikularis hamsejtjeihez
hasonlban MHC II antigént expresszalnak, valamint SP-B-t.
Ultrastrukturajukban is hasonlitanak a II. tipusa pneumocytakra, igy
feltehetéleg képesek lehetnek surfactant termelésre is.

Eredményeink alapjan, arra kovetkeztetiink, hogy a vimentin negativ
Hassall testek sejtjeinek differencialodasa a thymus fejlodés késdbbi
szakaszaban futott zsakutcaba.

A thymus felszinét és a PS-eket hataroléo hamsejtek membrana basalisa
folyamatos, azonban a veldallomany KNA-be érve ez a folyamatossag
megsziinik, a membrana basalis felszakadozik. Ez lehet az els6
hisztologiai jele a vér-thymus barrier hianyanak a veléallomanyban.
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10)A myoid sejtek jelenléte a KNA-ben — ami a PS-ek tagulataiként
értelmezhetéek - kozvetett bizonyitéka lehet a KNA ganglionléc
eredetének.

11) Vizsgalataink szerint a hisztologiailag megjelend kéreg-velé hatarnal a
feliiletileg jelentdsebb KPN-KNA hatar funkcionalisan fontosabb lehet
a KNA felépitése alapjan, ami, mint periférias nyirokszovet foghato fel
a thymuson beliil.
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