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1. BEVEZETES

Az ,optimalis” fejlédésbiologiai modellek kivalasztasanal az embriologusok szamara a
legfontosabb szempont mindig a konnyl hozzaférhetdség, laboratoriumi fenntarthatosag,
gyors embriondlis fejlodés, kisérletes manipuldlhatosag és a beavatkozasokkal szembeni
ellenalloképesség volt. Az utdébbi években egyre nagyobb szerepet kaptak azok a
madarembriokon végzett embridmanipulacios és sejtjelolési kisérletek, amelyekben nyomon
kovethetd egy sejttipus eredete, vandorlasa és differencialodasa. A viszonylag nagyméreti
madar embrid lehetdvé teszi a legvaltozatosabb embriomanipulacios kisérleteket, melyekkel
sz¢éleskoriien tanulmanyozhat6 a kiilonb6zo Ossejt tipusok ontogenezise, differencialodasa,
illetve a koztiik fennallo interakciok az embrionalis fejlodés folyaman. Ezen adottsdgai miatt a

madar embrid jelentés mértékben hozzajarult a vérképzés megismeréséhez is.

A vérképzé vagy hemopoietikus 6ssejtek (hematopoietic stem cells, HSCs) olyan multipotens
sejtek, amelyek képesek mind a négy vérsejtvonal (eritroid, trombocitoid, mieloid, limfoid)
populacidinak létrehozasara. A HSC-k azonositasa és karakterizalasa a monoklonalis
ellenanyagok (mAb) bevezetésével kapott nagy lendiiletet. A CD45 egy membran-asszocialt
protein tirozin-foszfataz receptor (PTPRC), amit k6zos leukocita antigénnek (LCA) is hivnak.
A CD45 nem csupan a differencialattan HSC-ken expresszalodik, hanem minden
hemopoietikus elemen megtalalhat6. Az eritroid sejtvonalat kivéve, az embrioban az 6sszes
differencialodd hemopoietikus elemet, beleértve a mononuklearis sejtvonalat (makrofag,
monocita), polimorfonuklearis granulocitakat, trombocitakat, limfocitakat és dendritikus

sejteket is jeloli.

Zebrahal, csirke és egér modellallatokon végzett kisérletek igazoltak, hogy a gerinces
embridoban zajlo hematopoiesis a vérképzd Ossejteket (HSC) képezi, amelyek intenziv
proliferacid, migracié és differencialodas utan a gerinces szervezet vérsejtjeit hozzak létre. Ez
a folyamat anatomiailag elkiiloniilt teriileteken torténik: az extraembriondlis mezodermaban
kezddédik (primitiv vérképzés), majd az aorta dorsalis-ban, és a paraaortikus mesenchymaban,
illetve a magzati majban folytatodik (definitiv vérképzés). A HSC-k végiill a primer
nyirokszerveket és a csontveldt kolonizaljak, ahol tovabbi HSC-k és differencialt eldalakok
képzddnek. Habar a vérsejtek differencidlodasdra szamos molekularis bioldgiai adat all

rendelkezésiinkre, a szikhdlyagban képz6do dssejtek ontogenezise csak részben ismert.



Ma mar tudjuk, hogy a szikholyag primitiv HSC-inek donté része eltiinik az embrionalis
fejlodés végeén, mégis fontos athidalo szerepiik van a szovetek passziv diffuzioval torténd
taplalasa és az intraaortikus vérképzés megjelenése kozott. Csirkében az embrionalis fejlodés
2. napjan és 3. napjanak elején a szikholyag primitiv eritrocitai biztositjak a gasztrulalédo
embrio oxigén-igényét az intra- és extraembrionalis keringés o6sszekapcsolodasatol, az
organogenezis kezdetéig. A madar embrioban, ahogy az egérben is, a primitiv HSC az
extraembrionalis szikholyag vérszigeteiben jelenik meg, és egy tranziens hemopoietikus
populaciét hoz létre, dontéen eritroid és trombocitoid potenciallal. Bizonyos extracmbrionalis
HSC-k viszont képesek arra, hogy kolonizaljak az embrionalis fejlédés korai szakaszaiban a
szoveteket és ott rezidens, nyulvanyos sejtekké differencialodjanak. Az utobbira példa a
mikroglia és a Langerhans sejtek csoportja, melyek megtelepedésiik utan perzisztalnak a

szovetekben és in situ 6nmegujulasra is képesek.

Doktori munkdmban eldszor mutattunk be egy olyan atfogd analizist, amely nyomon koveti a
CD45+ HSC embrionalis megjelenését és kolonizéaciojat, valamint a sejtek morfologiai
jegyeit és immunfenotipusat részletesen leirja. A CD45+ sejtek embrionalis karakterizalasa
soran arra lettiink figyelmesek, hogy egy nyulvanyos makrofag populacié a fejlodé bélcsd
mesenchymajaban, kozel a bélidegrendszer plexus myentericusanak ganglionjaihoz fordul
el6. Ez a megfigyelés felvetette annak a lehetdségét, hogy a felndtt enteralis ganglionokban a

ganglionléc eredetli neuronok és gliasejteken kiviil egy harmadik sejtpopulacio is 1étezik.

2. CELKITUZESEK

Madar embridkon végzett vizsgalatok mutattdk meg eldszor, hogy a magasabb rendii
gerincesekben, igy a human embridban is, a definitiv vérképz6 Ossejtek a dorzalis aorta
teriiletén alakulnak ki és az itt fejlodé CD45+ progenitorok késdbb az Osszes vérsejtvonal
létrehozasara képesek. Habar a vérsejtek differencidlodasara szamos molekularis biologiai
adat all rendelkezésiinkre, a korai embridban zajlo vérképzés fejlddésmechanizmusa csak
részben ismert. Az elmult évtized vérképzést c€lzo kutatdsai egyre inkabb hangstlyozzék az
extraembrionalis vérképzés fontossagat is. Szikholyagi eredetii dssejtekbdl szarmaznak az agy
mikroglia és a bor Langerhans sejtjei és szamos makrofag tipusu sejt szikholyagi eredetét is
feltételezik, de a szikhdlyag eredetli sejtek pontos embrionalis disszeminacidja csak részben

feltart. Doktori munkam elsé felében ezekre a kérdésekre kerestem a valaszt, kiilonos



figyelmet forditva arra, hogy van-e ontogenetikai kapcsolat az intraembrionalis
mesenchymdban el6forduld nyulvanyos CD45+ sejtek és a primer nyirokszervekben
elédordulé makrofag és dendritikus sejtek kozott. Az embrionalis és feln6tt madarak, illetve
egér bélidegrendszerében megfigyeltik, hogy nyalvanyos CD45+ sejtek a bélfal
ganglionjaihoz asszocidltan, valamint a gangliont alkoté neuronok és gliasejtek kozott is
eléfordulnak. Tovabba, komparativ vizsgalatokkal Kimutattuk, hogy az intraganglionaris
nyulvanyos CD45+ sejtek mikrogliara jellemz6 sejtfelszini molekuldkat expresszalnak. Vajon
az idegsejteken ¢€s a glian kiviil 1étezik-e az enteralis idegrendszerben is egy mikroglianak
megfeleltetheté harmadik elem? Doktori munkam masodik felében ennek az
intraganglionarisan megjelend CD45+ sejttipusnak az immunologiai fenotipusat ¢és

embrionalis fejlodését vizsgaltam.

A kutatasom céljai a kovetkezok voltak:

1. CD45+ sejtek azonositasa az intra- és extraembrionalis szdvetekben, immunologiai

karakterizalasuk ¢€s szoveti eloszlasuk feltérképezése a korai csirke embridban.

2. CD45+ sejtek intraembrionalis differencidlodasdnak nyomonkdvetése.

CD45+ sejtek szarmazasanak meghatarozasa embrionalis kiméra technikdval. Vajon a bursa

Fabricii dendritikus sejtjei szarmazhatnak-e a nytlvanyos CD45+ sejtpopuléciobol?

4. A bélfal ganglion-asszocialt CD45+ sejtjének immunologiai karakterizaldsa és

ontogenezisének tanulmanyozasa embriomanipulaciés modszerrel.



3. MODSZEREK

3.1 Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez csirke (Gallus gallus, White Leghorn SPF, Phylaxia Sanophi, Magyarorszag),
¢és fiirj (Coturnix coturnix japonica) embridkat, valamint izolalt embrionalis szerveket
hasznaltunk fel. A transzgenikus GFP-t (green fluorescent protein) expresszalé és CSFIR®™
(minden CSF1-receptort kifejez6 makrofag z6ld fluoreszenciat mutat) csirketojasokat
Professzor Helen Sang és Dr. Adam Balic jovoltabol a skociai Roslin Intézetbol (University
of Edinburgh) kaptuk. A CX3CR1®™ (minden mikroglia és intesztinalis makrofag zold
fluorescens proteint expresszal) transzgenikus egereket Prof. Allan Goldstein (Harvard

Medical School) laboratériumanak kézremiikodésével szereztiik be.

3.2 A mintak szovettani feldolgozasa

Hisztologiai vizsgalatokra korai (10 napnal fiatalabb) csirke embridkat, a hozzajuk tartozo
szikholyagot, embrionalis szerveket (1ép, bursa fabricii, sziv, bél, tiid6, maj, timusztelep),
valamint 4-12 hetes csirke vékony- és vastagbelét, illetve 8 hetes egér vékony- és vastagbelét
hasznaltuk fel. Az immuncitokémiai és immunfluoreszens vizsgalatokhoz zselatinos
fagyasztott blokk késziilt. A kivett szerveket méretiikt6l fiiggéen 1-2 6ran, vagy egy éjszakan
at fixaltuk pufferelt 4% paraformaldehidben (PFA), majd foszfattal pufferelt sooldattal (PBS)
haromszor 5 percig mostuk. A szerveket a fixalast kdvetden, egy éjszakat 15%-0s szacharoz
PBS oldataban inkubaltuk 4°C-on, majd a beadgyazast megelézéen 37°C-on, 1 6ran keresztiil,
15% szacharozt és 7,5% zselatint tartalmazé PBS oldatban tartottuk. A blokkokat folyékony
nitrogénnel -50°C-ra lehiitott 2-metilbutan—izopentanban 1 perc alatt lefagyasztottuk, és
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A metszésre Shandon gyartmanya kriotomot (kriosztat)
hasznaltunk és a zselatinos blokkokat -27°C-os, munkahOmérsékleten metszettiik. A
mintakbol 11-12 um vastag metszeteket készitettiink a kloronaftolos és immunfluoreszcens
fénymikroszkopos feldolgozashoz; 20-25 pm vastag metszeteket pedig konfokalis

mikroszkopiahoz.

3.3 Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia, metszetek fényképezése, feldolsozasa

A fagyasztott metszeteket PBS-ben 10 percig rehidraltuk szobahémérsékleten, ezt kovetden
rajuk mértiik a primer ellenanyagot (50-80 pl/metszet), majd 60 percig szobahdmérsékleten,
nedves kamraban inkubaltuk. Szekunder ellenanyagként, biotinnal konjugalt loban termelt

anti-egér 1gG-t, anti-kecske IgG-t, illetve anti-nyal IgG-t hasznaltunk, amellyel tovabbi 45



percig inkubaltuk szobahémérsékleten a metszeteket. A szoveti endogén peroxidazok
aktivitasanak blokkolasara a metszeteket PBS-sel 3%-ra higitott H,O,-ba helyeztiik 10 percre.
A mosas utan ABC komplexet (avidin-biotin-peroxidaz komplex) vittiink fel a metszetekre és
tovabbi fél orat inkubaltuk 6ket. Végiil a kotddott peroxidaz enzim aktivitasat 4-chloro-1-
naftollal detektaltuk. Immunofluoreszcens festések alkalmaval a metszetek el6készitését és
primer ellenanyaggal valo inkubalasat, az immunhisztokémiai fejezetben leirtakkal azonos
modon végeztiik. Ezt kovetden, fluorokrommal konjugaltatott szekunder ellenanyagot (50-
80ul/ metszet) mértiink a metszetekre. A sejtmagok kimutatasara DAPI (4,6 diamino-2-
phenylindole, dihydrochloride) reagenst hasznaltunk. Néhany esetben a mikroszkopos
vizsgalatokat nem metszeteken, hanem béldarabok korkoros simaizom rétegének teljes
szoveti festésén (whole mount technika) végeztiik, amely tartalmazta a plexus myentericust is
(LMMP preparatum). 8 hetes felndtt egerck béltraktusabol kipreparalt ileum és colon
szakaszok mucosajat és longitudinalis simaizom rétegét eltavolitottuk, majd a megmaradt
circularis simaizom réteget kiteritettiik, és 3x5 percig PBS-ben mostuk. PFA fixalas utan a
primer ellenanyagb6l (human anti-Hu és anti-GFP) 300ul-t mértiink a béldarabra, 4°C-on
inkubaltuk, majd Alexa konjugalt egér anti-human (A594) és szamar anti-kecske (A488)
szekunder ellenanyaggal hivtuk el6 a fluoreszcens jelet. A metszeteket Zeiss Axiophot
mikroszkoppal tekintettiik at, és Zeiss AxioCam HCR kamera segitségével, digitalis képeket
készitettem kiilonb6z6 nagyitasokon. A konfokalis mikroszkopiat Zeiss LSM 710 tipusu
mikroszkoppal végeztem. A képek tovabbi feldolgozasahoz, szerkesztéséhez Imagel és

Adobe Photoshop CS 7.01 tipusti programokat hasznaltam.

3.4 Embriémentes szikhélyaq in ovo tenyésztése

Annak eldontésére, hogy 6sszekapcsolodott-e mar a csirke embrid intra- és extraembrionalis
keringése, egy 50 pl-es Hamilton fecskendével felszerelt Narishige mikroinjektort
hasznaltunk, amivel 33 o6ra és 50 dora kozotti stadiumok kozotti embridk szivesovébe 2 pl 1:10
aranyban PBS-ben higitott Pelikan tust injektaltunk. Az in ovo szikhélyag-tenyészetekhez 33
oOras stadiumt embriokat hasznaltunk, ugyanis ez volt a legkésdbbi olyan stadium, amikor
még nem volt anasztomozis a szikholyag és az embrié keringése kozott. Az embriopajzsbol az
embriokat Moria Pascheff-Wolff Spring olloval tavolitottuk el és az embrido-ablacié utan
maradt szikholyag szabadon maradt lemezeit, iridotomias olloval finoman 6sszetapasztottuk.
A 72 o6ras inkubacio végén 10x10 mm-es darabokat vagtunk a tenyésztett szik

preparatumokbol, majd 4%-0s PFA-ba fixaltuk éket 2 oran at.



3.5 Csirke — fiirj parabiozis

A csirke - fiirj parabidzis technika alkalmas arra, hogy meghatarozzuk a keringésben 1évo
CD45+ sejtek fejlodési képességét, illetve azt, hogy az embrié mesenchymajaban talalhaté
nytlvanyos CD45+ sejtek szarmazhatnak-e a keringés kerek morfologiaja CD45+ vérképzo
sejtjeibOl. A kisérlet soran a 24 orat inkubalt csirketojasokban a csirke embridpajzsot Ggy
orientaltuk, hogy az minél nagyobb feliileten érintkezzen a fiirjtojasbol mellé ontott fiirj
embriopajzzsal. A tojasokat 38°C-on inkubaltuk tovabb a laboratoriumi keltetégépben. A 12
inkubalt parabiotikus embrio-parbdl 3 nap utadn 7 volt életben, 5 nap utan 3, 7 nap utan pedig

2 parabiont-par maradt meg, ami kisérlet végére 17%-os talélési aranyt jelentett.

3.6 Szikhélyag kiméra

Az extraembrionalis eredetli Gssejtek kisérletes nyomon kovetésére szikholyag Kimérakat
készitettiink, melyekhez White leghorn (WT) és transzgenikus GFP (green fluorescent
protein) csirke tojasokat hasznaltunk 33 6ras stadiumig. Az embriopajzs kdzponti teriiletérdl a
HH10 stadiumt GFP-csirke embriot kimetszettiik, és helyére azonos stadiumu normal WT
csirke embriot implantaltunk. A fogado szikholyag és a donor embrié 6sszetapadasat a szabad
szélek Pascheff-féle iridektomias olloval végzett vizszintes bevagasaval lehet 6sszekapcsolni.
Az embriomanipulécio utan a tojasokat lefedtiik (n=32) és tovabbi 72 o6ran at inkubaltuk, ami
alatt vaszkularis anasztomoézisok létesiiltek a ,varrat”-on keresztiil és GFP+ szikholyag
eredetli sejtek kolonizaltak az embridt. A szikholyag kimérakat 5 napos stadiumban (n=6)
fixaltuk 4%-0s PFA-ban, majd szovettani feldolgozasra és fluoreszens immuncitokémiara
keriiltek. A 32 inkubalt kimérabol 6 élte tul a 72 6ras inkubalast, ami 19%-os kisérleti tulélést

jelent.

3.7 Csirke-fiirj testiireg kiméra

A kisérlet soran a fogado 3 napos csirke embriokat a héjhartya és az amnion megnyitasaval
tettik szabadda. Ezutan a donor fiirj embriot kiemeltiik a tojasbol, ventralis részén az
ektodermat megnyitottuk, majd finom csipeszek segitségével kipreparalt béldarabokat pipetta
segitségével a mar elékészitett fogadd embriod testiiregébe helyeztiik és a sziv mogé forditva
megfeleléen orientaltuk. A transzplantaciot kovetdéen a tojast atlatszo ragasztoszalaggal
lezartuk és az embriokat 14 napig inkubaltuk. Osszesen 8 transzplantaciobol 6 volt sikeres

(75%), melyeket szovettanilag is feldolgoztunk.
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1. abra. Kisérletes munkam soran alkalmazott embriomanipulaciés modszerek sematikus abrai. A) csirke-
fiirj parabidzis technika B) GFP szikholyag-kiméra C) in vitro bursa Fabricii — GFP szikhdlyag rekombinacio és
CAM tenyészet D) in ovo tus-feltoltés és szikholyag tenyészet E) embrionalis bél graft GFP-CAM tenyészete F)
csirke-fiirj testiireg kiméra

3.8 Bursa fabricii- szikhdlyag rekombinacio

Annak érdekében, hogy kovetni tudjuk a szikholyag eredetii CD45+ sejteket az 5. embrionalis
nap utan is 9 napos bursa Fabricii-t kombinaltunk embrio ablacion atesett in ovo tenyésztett
szikholyag fragmentumokkal. A normal embriébol szarmazo bursakat, GFP csirkébdl
szarmazo szikholyag darabkakba csomagoltuk, majd a ,,szikholyag-boriték™ két szabad szélét
iridotomias olloval 6sszetapasztottuk. Az igy keletkezett GFP szikholyag — vad tipust bursa
Fabricii rekombinalt graftokat 9 napos, normal csirke embrié chorioallantois membranjara
(CAM) implantaltuk. A graftokat (n=24) 7 napig tenyésztettiik tovabb, majd 4% PFA-ban
fixaltuk 1 6ran keresztiil. A 24 kimérabol 18 élt tul (75%).



3.9 Embrionalis bélszakaszok chorioallantois membran (CAM) tenyésztése

A Dbélidegrendszer intraganglionaris  makrofagjainak  hemopoietikus  eredetének
tanulmanyozasara 8 napos normal csirke kozép- és utobél szakaszokat transzplantaltunk 9
napos green fluorescent protein (GFP) csirke embriok CAM-jara, majd 9 napig tovabb
tenyésztettiik ket (n=22). A CAM graftok 70%-a élt tul a 9 napos inkubacio utan.

4. EREDMENYEK

4.1 CDA45+ sejtek meqgjelenése és differencialodasa a korai csirke embriéban

A csirke embri6 fejlddése soran az els6 CD45 expressziot mutatd sejtek 50 oras stadiumban
lumenében, a nyualvanyosak a vérszigetek Kkozotti mesenchymaban fordulnak —el6.
Megfigyeltiik, hogy 56 oras stadiumtol mind a szikholyagi vérszigetekben, mind az embrio
ereiben a CD45+ sejtek egy kisebb szubpopulacioja CD51/61 trombocita markert expresszal.
A Kkeringésben talalhato sejtek mellett ebben a stadiumban figyelhetd6 meg el6szor
intraembrionalisan nytlvanyos CD45+ sejt, amely koncentraltan a cranialis mesenchymaban a
neuroepitélium kozelében fordul el6. Ezek a sejtek, hasonloan a szikholyag vérszigetei kozott
megjelend els6 CD45+ sejtekhez vékony, csillag alaka citoplazmaval és hossza
nyulvanyokkal rendelkeznek. A nyualvanyos CD45+ sejtek par oraval késébb (64 oras
stadium) az embrio térzsi mesenchymajat is benépesitik, mikozben a kerek CD45+ sejtek az
dorzalis aorta ventralis falahoz tapadva az intraaortikus redoket alakitjak Ki. A nyalvanyos
CD45+ sejtpopulacio 12-24 o6raval korabban jelenik meg, mint az aortai vérképzés, ami arra

utal, hogy nem a kerek sejtek prekurzoraitol szarmazik.

Az 5 napos csirke embrioban a névekvé szamt nyalvanyos CD45+ sejtek szétszorodnak a
gerinchar és a veléesé koriil, belépnek a felszini-, illetve a neuralis ektodermaba, de
megjelennek a fejlédé majban, pancreasban, szivben, bélcsében, illetve a végtagbimbok
mesenchymajaban is. Egyre tobb nyulvanyos CD45+ sejt mutat MHCII koexpressziot. A
nyulvanyos mellett egy amodboid morfologiat mutatd CD45+ sejtpopulaciod is megjelenik,
mely a LAMP1 lizoszoma-marker (Lep100) kolokalizaciojat mutatja. A CD45+ Lepl00+
sejtek makrofag fenotipusat savas foszfatdz hisztokémiaval is bizonyitottuk. Ez a
sejtpopulacio morfologiailag és immunologiailag jol elkiilonithetd a CD45+MHCII+ vagy

CD45+MHCII- nyulvanyos sejtektél. CD45 immunpozitivitas a paraaortikus régio teriiletén
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el6szor a 6 napos csirke embrid keresztmetszetén lathato, ahol nagy szamu kerek CD45+ sejt
jelenik meg a dorzalis mezentérium teriletén, az aortatdl és a nyel6csotél caudalisan, a
mesonephros telepéig terjedve. Mikozben a paraaortikus régio6 CD45+ sejtjeinek
immunofenotipizalasat végeztiik, a mesonephros telepét6l caudalisan, az embrionalis arteria
coeliaca koriil egy teljes ,,hemopoictikus hiivelyt” fedeztiink fel, melyet kerek CD45+ sejtek
aggregatumai alkotnak. A ,,periarterialis hemopoietikus” gytirii a 6. embrionalis napon jelenik

meg és a 9. embrionalis napig van jelen az aorta paratlan zsigeri agai Kortil.

Az embrionalis fejlodés 8. napjara a CD45+ sejtek benépesitik az 6Sszes embrionalis szovetet,
beleértve a neuroepitéliumot is. Erésen nytlvanyos CD45+ sejtek az epidermiszben is
feltinnek, amelyek Langerhans sejtek eldalakjai lehetnek. A vel6cs6é koriil eléforduld
nyulvanyos CD45+ sejtek egy része MHCII molekulat expresszal, viszont negativ a Lep100
klasszikus makrofag markerre. Ebben a stadiumban az amdboid alaku fagocita sejtek féleg az
aorta koriili mesenchymaban, a bélfalban és a végtagok interdigitalis régidiban figyelhetdek
meg és savas-foszfatdz enzim aktivitas jellemzi éket. A 8. és 10. embrionalis nap kozott a
nyulvanyos CD45+ sejtek szama folyamatosan novekszik. Ebben az idszakban, a megjelend
limfomieloid szervek (lép, timusz, bursa Fabricii) is kolonizalodnak CD45+ sejtekkel.
Madarban a B-sejt érés elsddleges szerve a bursa Fabricii (BF). A BF kezdemény a cloaca
ektodermalis részének egy epitelialis divertikulumabol fejlédik ki. Az els6 CD45+ sejtek a 8
napos embrioban jelennek meg elszérva a BF mesenchymajaban, és egy résziik kerek, mig
egy masik sejtcsoport nyalvanyos morfologiat mutat. A 10 napos bursaban 3 féle CD45+
sejtpopulacio irhato le: 1) kis szamtt CD45+chB6+ kerek, B-sejt eléalak; 2) CD45+Lepl100+
amoboid granulocitak aggregatumai koncentraltan a BF proximalis mesenchymajaban; 3)
CD45+MHCII+ sejtek, melyek nytlvanyos morfologiat mutatnak és a bursa epitéliuma alatt

csoportosulnak.

4.2 CD45+ sejtek nyomon kovetése a keringésben parabiozis technikaval

A hemopoietikus sejtek korai differencialodasanak vizsgalata utan arra kerestilk a valaszt,
hogy mi a kerek és nyalvanyos hemopoietikus sejtek egymashoz valo viszonya? Ahhoz hogy
megallapitsuk, hogy a szoveti, nyalvanyos CD45+ sejtek szarmazhatnak — e a keringéshen
alkalmaztuk. A csirke parabiontbol szarmazo hemopoietikus sejteket a CD45, a fiirj eredetii
HSC-ket és endotél sejteket a QH1 marker alapjan kiilonitettiik el a fogadé embrioban. Az

immunfluoreszens festésekbdl kapott eredmények alapjan a fiirj embrio szoveteiben csak a
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kerek morfologiat mutato, CD45+ HSC-k fordultak ¢l6, nytalvanyos sejteket nem talaltunk.
Csirke-fiirj parabiotikus kimérak immuncitokémiai vizsgalata azt mutatta, hogy csak a kerek
sejtek keveredtek az embriokban, mig a nyulvanyosok a kozos keringés ellenére sem
kolonizaltak kolcsonosen a szervek mesenchymajat. Ez a kisérletes eredmény felveti annak a
lehet6ségét, hogy az embriokban a kerek és nytlvanyos sejtvonal mar a keringés megindulasa

elott szétvalik és a kerek-sejtes forma nem prekurzora a nyulvanyosnak.

4.3 Szikholyag eredetii nyulvanyos CD45+ sejtek kolonizaljak az embrionalis szoveteket

Jelenlegi ismereteink alapjan a szikholyagi hemopoietikus sejtek sokféle sejtté
differencialodhatnak, ezért feltételeztik, hogy az intraembrionalisan eléforduld
CDA45+ sejtekt6l szarmazik. Ennek bizonyitasara, 33 oras csirke embriok ablacioja utan in ovo
szikholyag tenyészeteket készitettiink. A tenyészetek viabilitasanak vizsgalata utan CD45
immunfestést alkalmaztunk, ahol a a vérszigetek lumenén eléforduld kerek CD45+ sejtek
mellett MHCII-t koexpresszalo, nyalvanyos CD45+ sejteket azonositottunk a vérszigetek
kozotti mesenchymaban. Ahhoz, hogy az intraembrionalis nyalvanyos CD45+ sejtek
szikholyagi eredetét mas modszerrel bizonyitani tudjuk, szikhoélyag-kimérakat készitettiink.
Az kisérletben 40 oras stadiumt GFP csirke embriopajzshol eltavolitottuk az embriét, majd
hasonl6 kora, normal embrioval helyettesitettiik. A feldolgozott kimérakban a GFP-pozitiv
szikholyagi sejtek teljesen kolonizaltak az embrionalis graftokat és erés CD45 koexpressziot
mutattak. A GFP+ sejtek mindeniitt megjelentek az embrionalis mesenchymaban és a
neuroepitéliumban. Minden zold GFP-vel jelolodé sejt kifejezte a CD45 hemopoietikus
markert és hasonlé eloszlasi mintazatot mutatott, mint a normal embriokban. Ezzel szemben
az intraembrionalis eredet(i intraaortikus red6k kerek CD45+ sejtjei nem mutattak GFP-

pozitivitast.

4.4 A bursa Fabricii dendritikus sejtjei a szikhélyagbél szarmaznak

Abbol a célbol, hogy a GFP alapu sorstérképezést érettebb szovetekre, példaul kifejlodott
nyirokszervekre is ki tudjuk terjeszteni, egy alternativ technikat alkalmaztunk, melyhez 33
oras stadiuma GFP+ szikholyag fragmentumokat kombinaltunk 9 napos normal bursa
Fabricii-kel, majd tovabbi 7 napig normal csirke embriok CAM-jan tenyésztettiik 6ket. 9 nap
tenyésztés utan jol azonosithato CD45+ follikulusok jottek Iétre a bursak parenchymajaban. A
follikulusokat donor-eredetli GFP+ sejtek kolonizaltak, és az interfollikularis teriileten is

szamos GFP+CD45+MHCII+ sejt jelent meg. A follikulusokon beliil lokalizalodo GFP+
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sejtek nyulvanyos morfologiat mutattak és mindegyikiik CD45-6t expresszalt. Mikor
megnéztiik, hogy a GFP+CD45+MHCII+ nyulvanyos sejtek pozitivak-e a csirke dendritikus
sejteket jelolé 74.3 antitestre, azt tapasztaltuk, hogy az 6sszes follikularis donor-eredeti sejt
expresszalja a 74.3-at. Eredményeink felvetik azt a lehet6séget, hogy a mikroglia és a
Langerhans sejteken kiviil, a primer nyirokszervekben talalhaté dendritikus sejtek egy
csoportja is az embrionalis fejlédés korai stadiumaban bevandorolt szikholyagi

prekurzorokbol differencialodik, és nem pedig csontveldi eredetii monocitakbol.

4.5 Hemopoietikus eredetii sejtek a csirke és egér bélidegrendszer ganglionjaiban

A CDA45+ sejtek embrionalis karakterizalasa soran arra lettiink figyelmesek, hogy egy
nyulvanyos makrofag populacio a fejlodé bélecsé mesenchymajaban, kozel a bélidegrendszer
plexus myentericusanak ganglionjaihoz fordul el6. A 18 napos csirke embrioban végzett
immunfluoreszens festések azt mutattak, hogy ezek a nytlvanyos CD45+ sejtek egy része a
myenterikus és submucosus plexus ganglionjain belil helyezkedik el és megtalalhato a
madar-specifikus Remak ganglionban is. Ahhoz, hogy az ujonnan azonositott sejtpopulacio
hemopoietikus eredetét bebizonyitsuk, 8 napos embrionalis vastagbél szakaszokat 9 napos
GFP-t expresszalo embriok CAM-jan 9 napig tenyésztettiink. A GFP+ sejtek a graftot teljes
mértékben kolonizaltak, beleértve a bélfal ganglionjait és a Remak ganglion-t is. Az
intraganglionaris sejtek hemopoietikus eredetilknek megfeleléen CD45-6t expresszaltak,
amelyet csirke-fiirj testiireg kimérakkal is megmutattunk. Az embrionalis kiméra kisérletekb6l
kideriil, hogy az intraganglionaris nyulvanyos CD45+ sejtpopulacié a vérbol szarmazik, és
nem ducléc eredetii, ami az enteralis neuronokat és gliat hozza létre. Az intraganglionaris
nyulvanyos CD45+ sejtek MHCII-t, CSF1R-t (kolonia stimulalo faktor 1 receptor) és chB6
antigént fejeznek ki. A chB6 a madar limfomieloid szervekben eléforduld B-sejtek markere
de kifejez6dik a tobozmirigy és a belso fiil érzékhamjanak mikroglia sejtjein is. A fehérje
funkcioja még nem teljesen ismert, de egyes kutatasok szerint szerepe lehet a B sejtek
az intraganglionaris makrofagok nem fejeznek ki mas B-sejt markereket, mint az EIVE-12
vagy a CD1, ami arra utal, hogy ezek a sejtek nem B limfocitak. Az ismeretlen
citoplazmatikus molekulat jelolo 74.2 mas madar szoveti makrofag ellenes antitestekhez,
mint a Lep100, vagy a KUL-01 (MRC1-mann6z receptor 1) hasonléan, csak a ganglionokon
kiviil talalhatd myenterikus makrofagokat jeloli, az intraganglionarisakat nem. Transzgenikus
CSF1R®™ reporter csirkék kisagyabol, vékony- és vastagbelébdl szarmazo fagyasztott
metszeteken végzett komparativ immuncitokémiai vizsgalatok segitségével, egy Uj
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intraganglionaris makrofag populaciot sikeriilt azonositani. Megallapitottuk, hogy a kdzponti
idegrendszeri mikrogliahoz hasonloan erre a sejtpopulaciora is a CSF1R/chB6 antigének

expresszioja és a nyulvanyos morfolégia jellemzo.

Annak meghatarozasara, hogy a csirkében megfigyelt intraganglionaris makrofag populacio6

1GFP

az eml6sok bélidegrendszerében is megtalalhato-e, CX3CR transzgenikus egereket

hasznaltunk. A CX3CR1 a fraktalkin nevii kemokin receptora, melynek szerepét el6szor
receptor (CX3CR1) azon kevés molekularis marker kozé tartozik, amelyek egyediilalloan
jellemzOek az intesztinalis makrofagokra és mikrogliara, mas széveti makrofagok azonban
nem expresszaljak. Vizsgalataink azt mutattak, hogy CX3CR1+ makrofagok megtalalhatok a
vékony- és vastagbél muszkularis rétegeiben és a myenterikus ganglionjai kozelében.
Részletes konfokalis mikroszkopos analizissel Kimutattuk, hogy a CX3CR1+ sejtek az
intraganglionaris térben is el6fordulnak, ahol nyulvanyaikkal korbefonjak az enteralis
neuronokat. Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjik, hogy a muszkularis makrofagokkal

mutatott morfologiai hasonlosag mellett az intraganglionaris makrofagok mikrogliara

emlékeztetd sejtfelszini molekuldkat expresszalnak.

2. abra. Az egér és csirke enteralis
ganglion sematikus illusztraciéja

piros:
enteralis neuron
magenta:
enteralis glia

sima izom sejt
zold:

intraganglionaris
ke

csirl

(CD45+MHCII+CSF1R+chB6+)  és
extraganglionaris

(CD45+MHCII+CSF1R+KULO01+

csirke .
74.2+)  muszkularis makrofagok




5. KOVETKEZTETESEK

1. Kimutattuk, hogy extraembrionalisan kétféle CD45+ sejt differencialodik. A Kkerek

cre

mesenchymaban jelennek meg. KésObbiekben a kerek sejtek az aorta, és annak zsigeri agai

kortil lokalizalodnak, a nyulvanyos morfologiaji sejtek elszortan az embrionalis

mesenchymaban talalhatok.

2. Az irodalomban ismert intraaortikus redok és paraaortikus région kiviil, egy eddig
ismeretlen vérképzé teriiletet azonositottunk a hasi aorta paratlan zsigeri agai koriil, melyet
»periarterialis hemopoietikus hiivelynek” neveztiink el. B-sejt specifikus immunfestések
alapjan feltételezziik, hogy ezen a helyen veszi kezdetét a csirke B-sejt prekurzorok

differencialodasa.

3. Uj embriomanipulaciés modszert dolgoztunk ki a szikholyag tenyésztésére. Parabidzis, in
ovo szikhoélyag tenyészet és szikholyag kiméra technikak immuncitokémiai analizissel torténd
kombinaldsaval igazoltuk, hogy a CD45+ nyulvanyos sejtek prekurzorai a szikholyagban
keletkeznek €s az embridba vandorolva kolonizaljdk a szervkezdeményeket, ahol MHCII-t

expresszalo dendritikus vagy ,,stellate” sejtekké differencidlodnak.

4. Embrionalis bursa Fabricii - szikhélyag rekombinacioval és chorioallantois membran
tenyeésztéssel bemutattuk, hogy a bursai dendritikus sejtek (BSDC-k) a szikhdlyagbol

szarmaznak.

5. Csirke embriokkal végzett embriomanipulacios kisérletekkel igazoltuk, hogy véreredetii
CDA45+ sejtek a fejlodd enteralis ganglionokat is kolonizaljak, amelyek letelepedésiik utan
nyulvanyos sejtekké differencidlodnak €s a kdzponti idegrendszerben taldlhatdo mikroglidhoz

hasonlé molekulakat expresszalnak.

6. Kimutattuk, hogy az intraganglionaris és ganglionon kiviili nyulvanyos sejtek
immunfenotipusa eltér egymastol. A CD45, MHC-II, és CSFIR sejtfelszini molekuldk
mindkét sejttipuson eldfordulnak, mig a B-sejtekre és mikrogliara specifikus chB6 molekula
expresszidja csak az intragangliondris sejtekre jellemz6. Ezzel szemben a 74.2, Lep100 és
KUL-01 monocita eredetii szoveti makrofag markereket csak az extra-ganglionaris

nyulvanyos sejtek fejezik ki.
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