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1. Irodalmi hattér

1.1. A szervezet keringési rendszerei

Szervezetiinkben az egyes szovetek és szervek kozotti kapcsolat két, egymassal
0sszehangoltan miik6do érhalozat, a vérérhaldzat és a nyirokérhaldzat kozvetitése révén
valosul meg. A vérérrendszer egy cirkularis rendszer, amelyben a vér a szivbol kiindulva
az artériakon, arteriolakon, kapillaris plexusokon, venuldkon és vénakon végighaladva
visszatér a szivbe. A vérkeringés elsddleges feladata a szervezet sejtjeinek oxigén- és
tapanyagellatdsanak biztositdsa, valamint az anyagcseretermékek és szabalyozo
molekulak szallitasa. A nyirokérhalozat egy vakon kiinduld, lineéris rendszer, amely a
kezdeti, nyirokkapillaris szakaszan felvételre keriild szovetkozotti folyadékot, sejteket,
makromolekulakat (6sszefoglald elnevezés: nyirok) gyiijtd nyirokereken és
nyirokcsomokon keresztiilhaladva tovabbitja a vénas keringésbe (1. dbra). A két
érhalozat a ductus thoracicus és a truncus lymphaticus dexter révén kapcsolodik

egymashoz, amelyeken keresztiil a nyirok a vérérhalozatba tovabbitodik [1-3].

nyirokcsomo

/tUd(J'arTéria

ductus thoracicus tidévéna

gyujtényirokér —

nyirokérbillentyiik /

\ [

kezdeti gy(jtényirokér

nyirokkapillarisok =7

artérias rendszer

1. Abra: Szervezet keringési rendszerei
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Bar e két érhalozat szamos funkcionalis, strukturalis és anatomiai hasonlosagot
hordoz, a réluk rendelkezésre all6 tudomanyos és orvosi ismereteink nagyon eltéréek.
Mig a vérérrendszer felépitése €s mitkddése jol dokumentalt, a nyirokrendszert sokaig
csak egyfajta ,masik keringésként” tartottdk szamon, és a rendelkezésre allo
ismeretanyag is szerényebb [1, 4-6].

Az elmult idészakban azonban szamos 1j informécio latott napvilagot ennek a
kevésbé ismert keringési rendszernek a felépitésérdl és fejlodésérdl, valamint olyan
régiokban is fedeztek fel nyirokereket, amelyekre a korabbi elképzelések szerint nem
jellemz0 azok jelenléte. Ezen tilmenden szamos olyan élettani és korélettani folyamatban
mutattak ki a nyirokerek szerepét, amelyrdl korabban nem is gondoltuk, hogy szerepet
jatszhat benniik a nyirokrendszer [1, 4-7]. A nyirokerek tjonnan felfedezett
szervspecifikus funkcidinak részletesebb megismerésével kozelebb kertilhetiink szamos,
jelenleg nem gydgyithatd megbetegedés kialakulasanak ¢és korfolyamatanak
megértéséhez, valamint ezen megbetegedések gydgyitasat megcélzo terapiak potencialis

célpontjainak azonositasahoz.

1.2. A nyirokérhalozat felépitése

A nyirokérhalézat kezdeti szakaszat alkot6 nyirokkapillarisok jellemzden a szervezet
Osszes szervében megfigyelhetdek. Kivételt képeznek az avaszkularis szovetek, mint a
porcok, cornea, epidermis, valamint egyes vaszkularizalt szovetek, mint a csontveld,
retina, illetve a korabbi elgondolas szerint a kozponti idegrendszer [1-3, 8, 9]. A
nyirokkapillarisok keresztmetszeti képén jellemzéen — a hemodinamikai nyomas
hianydban — 0Osszeesett, konkav lumen figyelheté meg [10]. A nyirokkapillarisok
egyrétegll, részben atfedo nyirokendothelsejtekbdl allnak, amelyek koriil nem figyelhetd
meg Osszefliggd bazalis membran, valamint sem vaszkularis simaziomsejtek, sem
pericitak jelenléte nem jellemz6 [1, 11, 12]. A nyirokkapillarisok tolgyfalevél alaki
nyirokendothelsejtjeinek szélei laza intercellularis junkciok segitségével kapcsolodnak
egymashoz (ugynevezett gombszeri sejtkapcsolat) [11-13]. A nyirokendothelsejtek
felszinén taldlhato filamentumok segitségével a nyirokerek ablumindlis felszine az
extracellularis matrixhoz horgonyzodik. Az intersticialis nyomas fokozodasakor a

horgonyz6 filamentumok huzoéer6t fejtenek ki a sejtekre, ami kovetkeztében az
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egymashoz lazan kapcsolddo nyirokendothelsejtek kozotti rések megnyilnak, amelyeken
keresztiil az intersticialis tér €s a nyirokérlumen kozotti nyomaskiilonbség révén a
sejtkozotti térbol folyadék, makromolekuldk és sejtek jutnak a nyirokkapillarisok
lumenébe [12, 14, 15].

A nyirok a nyirokkapillarisok feldl az elszértan simaizomszovettel boritott, am
abszorbeald képességgel is rendelkezd kezdeti gylijté nyirokerekbe [16], majd az
extravazalis folyadék felvételére nem képes, simaizomszovettel boritott gyiijtd
nyirokerekbe keriill. A nyirokkapillarisokkal ellentétben a gyljtd nyirokerek
nyirokendothelsejtjei (a vérerek endothelsejtjeihez hasonldéan) szorosan kapcsolddnak
egymashoz (ugynevezett cipzar-szerli sejtkapcsolat) és koriilottiik bazalis membran,
pericitak és izomsejtek figyelhetéek meg [13]. A koérnyezd harantcsikolt izomszovetek,
valamint a gy(ijté nyirokerek falaban talalhat6 simaizomsejtek dsszehuzodasai, valamint
a gyljté nyirokerek intraluminalis billentytii biztositjak a nyirok egyirdnyl aramlasat a
nyirokcsomoék, majd a vénas rendszer irdnyaba [17, 18]. A nyiroktorzsekké alakulé gytjté
nyirokerekbdl a nyirokfolyadék a ductus thoracicuson, illetve a truncus lymphaticus
dexteren keresztill a vena subclavia és vena jugularis interna talalkozasanal jut vissza a
vénas rendszerbe [19, 20]. A nyirokérhalozat fobb elemeit és a nyirokrendszer

felépitésének sematikus abrazolasat a 2. abra szemlélteti.

Nyirokkapillaris
N

Kezdeti
gy(jté nyirokér
A

Gyijté nyirokér
I\

\_ a@m» Nyirokendothelsejt

—==== Simaizomsejt

2. abra: A nyirokérhalozat felépitésének sematikus abrazolasa
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1.3. A nyirokerek funkciodi

A nyirokrendszer {6 feladata a szovetk6zotti folyadék elszallitasa, és ezaltal a szoveti
folyadékegyensuly fenntartasa [1-3]. A szervezet folyadékegyensulyanak szabalyozasan
tal a nyirokérhalozat fontos feladatot tolt be az immunsejtek szallitasaban is. A vakon
kiindulé nyirokkapillarisokba belépd leukocitak a gyiijtd nyirokerek alkotta halozat
révén, kemokinek, illetve citokinek iranyitasaval jutnak el a regionalis nyirokcsomokba
[1-3]. A leukocitak passziv szallitasan tilmenden a nyirokendothelsejtek sejtadhézios
molekulak [21-25], valamint citokinek és kemokinek [21, 26-31] kifejezése révén aktivan
képesek elésegiteni a fehérvérsejtek nyirokerekbe torténd belépését és szallitasat. Ezen
talmenden antigén-prezentald sejtekként a nyirokendothelsejtek képesek a T-sejtes
immunvalasz befolyasolasara [32-35]. E folyamatok révén a nyirokerek fontos szerepet
jatszanak a szervezet immunvalaszanak meghatdrozasaban.

A szervezet folyadékegyensulyanak biztositdsan és a leukocitak transzportjan
talmenden jol ismert, hogy a bélbolyhokban taldlhatd chyluserek (vagy mas néven:
centralis nyirokerek) feladata a lipidek lipoproteinek formajaban torténd felvétele és
elszallitasa [1-3].

A nyirokérhdlozat el6zéekben bemutatott, széleskoriien ismert funkcidin tilmenden
az elmult idészakban a nyirokereknek szdmos, kordbban ismeretlen szerepére is fény
dertilt.

Egereken végzett kisérletek eredményei alapjan a lipidek tapcsatornabdl vald
felvételében betoltott szerepiik mellett a nyirokerek fontos szerepet jatszanak a lipidek
periférias szovetekbdl majba torténd szallitasaban is (reverz koleszterintranszport), ami
felveti a nagy erek falaban elhelyezkedd nyirokerek szerepét a hiperkoleszterinémia és az
atheroszklerdzis kialakulasaban [36-38].

Mindemellett ragcsalékon végzett megfigyelések szerint a bér nyirokerei az
intersticidlis folyadékegyensuly meghatarozasa révén részt vesznek a szisztémads
vérnyomas szabalyozasaban, ezaltal szerepiikk lehet a magasvérnyomas-betegség
korélettani folyamataiban [39-41].

A sziiletést koveto elsé levegovétel soran az addig folyadékkal telt alveolusok
leveg6vel vald megtoltéséhez rendkiviil nagy mechanikai erd sziikséges [42]. Egereken

végzett kisérleti eredmények alapjan a tiid6 nyirokerei a surfactanttol fiiggetlen moédon
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fontos szerepet jatszanak a tiido elsd 1égvételre valo felkészitésében a vemhesség késoi
szakaszaban. A megfigyelések szerint a nyirokérnovekedési jelpalya zavara esetén
nyirokerek hianyaban az egerek sziiletésiiket kovetden cianotikussa valnak és révid idén
beliil elpusztulnak [43].

A nyirokerek kutatasara alkalmas kisérletes megkozelitések gyarapodasaval és
finomodasaval nemcsak a nyirokerek élettani és korélettani szerepérdl all rendelkezésre
egyre tobb adat, hanem egyuttal egyre szélesebb korti ismerettel rendelkeziink azok

fejlodési és érési folyamatairdl is.

1.4. A nyirokerek fejlédési és érési folyamatai

A nyirokerek fejlodésérdl szolo elsd kutatasok a XX. szdzad elejérdl szarmaznak és
Florence Rena Sabin és Frederic Thomas Lewis amerikai kutatok nevéhez kothetdek.
Eredményeik arra utaltak, hogy az embrionalis fejlddés soran a nyirokerek a vénas erek
endothelsejtjeibdl képzodnek [44-46]. A megfigyeléseiken alapuld ,centrifugalis”
elmélet szerint a korai embrionalis fejlodés soran a vénakrol levald endothelsejtekbdl
kialakuld kezdetleges nyirokstruktarak centrifugalisan novekedve kapillarisokat
alakitanak ki a periféria iranyaban, és behalozzak a szerveket [1-3, 8, 9, 47]. Szamos
vizsgalat megerdsiti, hogy a fejlodé nyirokérhalozat sejtjei foként az embrionalis
vénakbol lefliz6do nyirokendothelsejtekbdl szarmaztathatoak [48-56].

Egyes kisérleti eredmények ugyanakkor arra utalnak, hogy a nyirokendothelsejtek
perivaszkularisan elhelyezked6 progenitor sejtekbdl, ugynevezett limfangioblasztokbol
is szarmazhatnak (,,centripetalis” elmélet) [1, 2, 8, 9, 47, 57]. A megfigyelések szerint a
nyirokendothelsejtek kozott talalhatdak mezenhimalis [58-63], valamint hemogenikus
eredetli [64-66] nyirokendothelsejtek is, amely eredmények felvetik a nyirokendothelsejt-

progenitorok heterogén eredetének lehetdségét.

1.4.1. Az embrionalis nyirokérfejlédésben szerepet jatszo fobb molekularis

mechanizmusok

A nyirokérhdlozat fejlodése a korai embriondlis id6északban — emberek esetén a
megkozelitdleg 40 hétig tartd varandossag 6-7. hetében, mig egereknél a nagysagrendileg

21 napig tartd vemhesség 9.0. embrionalis napjan (E9.0) — kezdédik meg.
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Egérembriokban a vena cardinalis anterior egyes lateralisan elhelyezkedd
endothelsejteinek felszinén E9.0 korban megjelend nyirokendothel hialuronsav-receptor
1 (LYVE-1, Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor 1) az egyik elsd
indikatora az endothelsejtek nyirokendothel iranyu elkotelezodésnek [51]. A LYVE-1
mellet E9.5 koru egérembridokban a vena cardinalis endothelsejtjeiben megkezdddik a
Prospero homeobox fehérje 1 (PROX-1, Prospero Homeobox Protein 1) transzkripcios
faktor kifejez0dése, amely kettOs pozitiv sejtek a vénabdl ledgazva, polarizalt médon
vandorolva megalkotjak a primer nyirokciszternakat [50-52, 54-56, 67]. Egérmodelleken,
valamint human primer vérérendothel-sejttenyészeten végzett kisérletek eredményei
alapjan a PROX-1 transzkripcios faktor az endothelsejtek nyirokendothelsejt iranyaba
megnd a nyirokérendothel-specifikus fehérjék kifejezédése, mellyel parhuzamosan
csokken a vérérendothelsejtekre jellemzo fehérjék jelenléte [51, 56, 68, 69]. PROX-1
hianyos egerekben a vérérképzodés nem szenved zavart, azonban elmarad a primer
nyirokciszternak megjelenése, valamint nem fejlodnek ki nyirokerek [50, 51]. A PROX-
1 kifejez6dése a nyirokerek fejlodési folyamatainak befejez6dését kovetden is
folyamatosan fennmarad a nyirokendothelsejtekben [70].

Jelenleg kevéssé ismertek a PROX-1 transzkripcios faktor kifejez6désének
indukalasaban részt vevd molekularis mechanizmusok. A ProxI gén promoter
szekvenciajaban megtaladlhatd az Y kromoszéma nemmeghatarozo régid transzkripcios
faktor 18-ra (SOX-18, Sex Determining Region of Chromosome Y (SRY)-Box
Transcription Factor 18) specifikus kot6hely, raadasul a megfigyelések szerint a PROX-
1 pozitivitast megeldz6 idészakban (E9.0 korban) a SOX-18 transzkripcios faktor
kifejezo6dik a vena cardinalis azon endothelsejtjeiben, amely sejtek késobb
nyirokendothel iranyban  kotelez6édnek el. A  nyirokendothelsejtekben a
nyirokrendendszer fejlodésének kezdeti 1épéseit kdvetden nem mutathaté ki a SOX-18
jelenléte, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a SOX-18 nem sziikséges a
nyirokendothelsejtek identitdsanak fennmaradasahoz [71].

A kisérleti eredmények szerint a PROX-1 transzkripcios faktor hatdsira a vena
cardinalisbol 1efiz6d6 nyirokér-progenitorsejtekben fokozodik a nyirokerek fejlodési és
érési folyamataiban kozponti szerepet betdltd érendothel novekedési faktor receptor 3

(VEGFR-3, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 3) fehérjét kodolo
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koloniastimulald faktor 1-hez (FMS) k&thetd receptor tirozin kindz 4 (Flt4, Colony
Stimulating Factor 1 (FMS)-related Receptor Tyrosine Kinase 4) gén kifejezodése [51,
69]. A VEGFR-3 tirozin kinaz receptor jelpalyaja elengedhetetlen a nyirokendothelsejtek
VEGFR-3 pozitiv visszacsatolasként eldsegiti a PROX-1 kifejezddését, ezaltal fenntartva
a nyirokér-progenitor sejtek identitasat a nyirokerek fejlodése soran [72].

A VEGFR-3 jelenleg ismert ligandjai az érendothel novekedési faktor C (VEGF-C,
Vascular Endothelial Growth Factor C) és VEGF-D [73-75]. A VEGF-C fehérjét kodolo
gén hianya esetén, bar megfigyelhetd a vena cardinalis egyes sejtjeinek
primer nyirokciszternak és nem fejlédik ki nyirokérhalozat [76]. VEGF-D hidnyédban csak
részleges nyirokérhiany figyelhet6 meg, ami arra utal, hogy a VEGF-D megkeriilheto a
nyirokerek fejlédése soran [77]. A VEGFR-3 ligand altali aktivaciojat kovetéen a
receptorrol  kiinduld intracellularis jelpalya hozzdjarul a nyirokendothelsejtek

Egérmodellen végzett kisérleti eredmények alapjan az embrionalis fejlodés korai
szakaszaban a VEGFR-3 4ltalanosan megjelenik minden endothelsejt felszinén [82], és a
VEGF-C novekedési faktortol fiiggetlen modon részt vesz a kardiovaszkularis rendszer
fejlédésében [83, 84]. Egérembriokban az E10.5 kort kovetéen a VEGFR-3 kifejezodése
azonban mar csak a nyirokendothelsejtekre jellemz6 [82, 85, 86].

E11.5 kortol kezdédden a nyirokendothelsejtek felszinén megjelenik a podoplanin
(PDPN; egyéb elterjedt elnevezései: Tla, gp38, E11 antigén) sejtfelszini fehérje, és
kialakul a centrifugalis irdnyban ndvekvo, LYVE-1, PROX-1, VEGFR-3 ¢és PDPN
fehérjéket egyarant kifejezé nyirokerekbdl allo kezdetleges nyirokérhalozat [67, 86, 87]
(3. abra).
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3. abra: A nyirokerek altalinos fejlédése soran lezajlé folyamatok sematikus
abrazolasa

A primer nyirokciszterna vena cardinalisrol valo lefiizédésének egyes folyamatait
iranyito  fobb molekularis faktorok, illetve a nyirokendothelsejteken megjelend

molekularis markerek idozitésének sematikus abrazoldsa.

1.4.2. A nyirokerek fejlddésének szervspecifikus sajatossagai

Az egyes szerveket behalozo nyirokérstrukturdk nemcsak eredetiiket tekintve
mutatnak heterogenitast, hanem fejlodési és érési programjuk megvalosulasanak
idépontjaban és modjaban is jelentds kiilonbségeket figyelhetiink meg. A nyirokerek
fejlodési és érési folyamatai jellemzOen az embrionalis fejlodés soran lejatszodnak,
azonban bizonyos szervekben a szervspecifikus nyirokérfejlodés és -érés részben vagy
teljes mértékben a sziiletést kovetd idoszakban valosul meg.

A vékonybél nyirokereinek fejlédése soran egerekben elséként E13.5 korban
figyelhetoek meg a vena mesenterica superior endothelsejtjei kozott PROX-1 pozitivitast
mutatdé nyirokendothelsejtek, és a kezdeti éretlen mezenterialis nyirokérstrukturak az
E14.5 korban alakulnak ki. Ezt kovetoen az E17.5 iddszakban jelennek meg az érett
nyirokerek a mezentériumban és a vékonybélben [88]. Habar a legtobb esetben a
nyirokerekre — a patologias folyamatoktol eltekintve — a fejlodési és érési folyamataikat
kovetéen nem jellemzO nyirokérijdonképzodés, a vékonybél nyirokereiben azok
fejlédési programjanak befejezddését kovetden is megfigyelhetd a nyirokendothelsejtek
folyamatos proliferacioja [89, 90].

A bor nyirokérnovekedési programja soran egérembriokban a juguléris primer

nyirokciszternabol eredd els6¢ nyirokerek E12.5 korban érik el a bor rétegeit. Ezt
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kovetden, az E12.5-E14.5 idészakban a vénas és hemogenikus eredetli prekurzorokbol
megkezdddik a kezdetleges szubkutan dermalis nyirokérhalozat kialakulasa [66]. A sziv
nyirokereinek kialakuldsa egerekben E12.5 korban kezdddik meg, s a teljesen kifejlett
nyirokérhalozat két héttel sziiletést kdvetden figyelhetdé meg a szivben [65]. Egerekben a
fiil kialakulasa posztnatalisan torténik, ennek megfeleléen a fiil nyirokérhalozatanak
fejlodése is a sziiletést kovetd idOszakra esik. Ezen tilmenden a megfigyelések szerint a
rekeszizom nyirokérhalozatanak fejlodési és érési folyamatai is a sziiletést kdvetden
jatszodnak le — annak ellenére, hogy a rekeszizom kialakulasa mar az embrionalis fejlodés

soran megtorténik [91].

1.4.3. Az érett nyirokérhalozat kialakulasanak altalanos 1épései

Egerekben az E10.5-E11 korban kialakuld kezdetleges nyirokérplexus jellemzoen a
vérérrendszerhez kapcsolodo kapillarisszerii kezdetleges nyirokérstrukturakbol all [45],
amelyek E14.5 korra behal6zzak az embridt [92]. Ezt kdvetden az elséként kialakulod
éretlen nyirokerek szervenként eltéré idopontban és mechanizmussal megvalosuld érési
folyamatokon mennek keresztiil. Ennek sordn a kiilonalld nyirokkapillaris-halozatok
egymashoz kapcsolodnak és a mar meglévo nyirokerekhez csatoltan tovabbi nyirokerek
jonnek létre, valamint az éretlen nyirokerek strukturalis atalakulason mennek keresztiil.
A nyirokerek strukturalis atalakulasa soran elkiiloniilnek a kapillaris és gyiijt6 nyirokerek,
a gyljté nyirokerek endothelsejtjei koriil simaizom-boritas alakulhat ki, valamint
lumeniikben megjelenhetnek a nyirok egyiranyt aramlasat biztosité luminalis billentytik
[92, 93].

A nyirokerek fejlédése soran, illetve felnott korban a gyiijt6 nyirokerek billentytiiben
nagy mennyiségben kifejez6do targoncafehérje C2 (FOXC2, Forkhead Box Protein C2)
transzkripcios faktor fontos szerepet jatszik abban, hogy a kezdetleges nyirokerekbdl
kapillaris és gyiijté nyirokerek jojjenek létre [94, 95]. FOXC2 hianyaban a
nyirokérfejlédés kezdeti szakaszaiban nem figyelheté meg eltérés, azonban a nyirokerek
érése soran nem alakulnak ki billentyiik a gy(ijt6 nyirokerekben, a nyirokkapillarisok
endothelsejtjein vérérendothel-specifikus fehérjék kifejezodése figyelhetdé meg, és
falukban ektopias bazalis lamina és simaizomsejtrétegek jelennek meg [95]. A FOXC2
ezen tulmenden a PROX-1 és GATA-kot6 fehérje 2 (GATA2, GATA Binding Protein 2)
transzkripcios faktorokkal egylittesen fontos szerepet tolt be a nyirokérbillentytiiket alkoto
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crcr

kialakulasaban [96-100].

1.4.4. A vérérrendszer és nyirokérrendszer elkiiloniilésében szerepet jatszo

folyamatok

Fiziologias koriilmények kozott a nyirokérhalozat a vérérrendszertdl elkiiloniilt
keringést alkot. Egyes genetikailag modositott egértdrzsekben azonban azt figyelték meg,
hogy sériil a két keringési rendszer elkiiloniilése. A nyirokendothelsejteken altalanosan
kifejez6d6 PDPN hianyaban habér a vérérhaldzat nem kérosodik, sériil a vérerek és
nyirokerek szeparacioja és a nyirokerek vérrel kitoltotte és tagultta valnak [87, 101]. Ezen
talmenden a szinte kizardlag hematopoetikus sejtekben kifejez6dd 1ép tirozin kindz
(SYK, Spleen Associated Tyrosine Kinase), illetve adaptorfehérjéje, a limfocita citoszol
fehérje 2 (SLP-76, Lymphocyte Cytosolic Protein 2), és a SYK altal aktivalt foszfolipaz
C y2 (PLCy2, Phospholipase C y2) fehérje [102-107], tovabba vérlemezkék [108, 109],
¢és vérlemezke-aktivacioban kozponti szerepet betdltd C-tipusu lektin-szerli receptor 2
(CLEC-2, C-type Lectin-like Receptor 2) [110-113] hidnya esetén is azt figyelték meg,
hogy nem valosul meg a vérerek €s nyirokerek szeparacidja az embrionalis fejlédés soran,
ami kovetkeztében a nyirokerek vérrel kitoltotté valnak.

Ma mar ismert, hogy a nyirokendothelsejtek membranjaban E11.5 kortdl kezdédéen
kifejez6d6 PDPN aktivalja a véraramlasban keringd vérlemezkék altal kifejezett, és a
vérlemezke-aktivacioban kozponti szerepet betdltd CLEC-2 fehérjét [114], ami a SYK,
SLP-76, PLCy2 fehérjék altal kozvetitett jelatviteli utvonalon keresztiil kivaltja a
vérlemezkék aktivaciojat (4. dbra A panel) [115, 116].

Felnott allatokban és emberben a nyirokrendszer a vena subclaviaba torkoll6 ductus
thoracicuson és truncus lymphaticus dexteren keresztiil kapcsolodik a vérérrendszerhez
[2, 4, 8, 92]. Egerekben a vérér- és nyirokérhalozat elkiiloniilésének biztositasara az
E11.5-13.5 kozotti idoszakban a két keringési rendszer taldlkozasanal tgynevezett
lymphovénas billentyiik alakulnak ki (4. dbra B panel) [117]. A lymphovénas billentylik
¢és a nyirokérbillentyiik fontos szerepet toltenek be a vér nyirokerekbe torténd retrograd
aramlasanak megakadalyozasaban, azonban dnmagukban nem képesek a két keringési

rendszer elkiiloniilésének biztositasara.
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A megfigyelések szerint a PDPN — CLEC2 — PLCy2 jelatviteli tutvonal
kovetkeztében vérlemezke-aggregacio alakul ki a primer nyirokciszterna és a vena
cardinalis kozott az E12.5-E13.5 kozotti id6északban, amely folyamat kritikus szerepet
113]. A megfigyelheté vérlemezke-aggregatum vélhetden idoszakosan oldodik, illetve
ujjaépiil, ezaltal biztositva a nyirok vénas rendszerbe vald tovabbitasat, valamint
meggatolva a vér nyirokerekbe torténd retrograd aramlésat [118].

A = | B c

Nyirokendothelsejt PDPN/ CLEC-2/ PLCy2
1

vad tipust egerekben jelpalya karosodasa esetén

vena cardinalis  primer nyirokciszterna vena cardinalis  primer nyirokciszterna

aggregatum L/

lymphovénas lymphovénas
billentyii . billentyii

ol

vorGsvértestek vorosvértestek

—_
Vérlemezke-
aggregaci6

4. abra: A vérérrendszer és a nyirokérrendszer elkiiloniilését biztosito jelpalya és a
két keringési rendszer karosodott elkiiloniilésének sematikus abrazolasa

A: A nyirokendothelsejt indukadlta vérlemezke-aggregdcio folyamatinak sematikus
dbrazolasa B: A vérér- és nyirokérhdlozatok elkiiloniilésének kialakuldsa a vena
cardinalis és a primer nyirokciszterna taldlkozasandal. C: A vérérrendszer és a

nyirokérrendszer sériilt elkiiloniiléese a PDPN — CLEC-2 jelpalya karosodasa esetén.

A jelatviteli utvonal gatloszerrel és genetikai modon megvalodsitott sziiletést kovetd
gatldsa soran egyarant megfigyelték, hogy a jelpalya nemcsak a két rendszer embrionalis

korban megvalosul6 elkiiloniiléséhez sziikséges, hanem elengedhetetlen a két keringési

crer

1.4.5. A nyirokaramlas szerepe a nyirokerek fejlodési és érési folyamataiban

Az értekezésemben korabban ismertetett molekularis faktorokon tulmenden a
megfigyelések szerint a nyirokaramlas keltette mechanikai erék is befolyasoljak az

endothelsejtek tulajdonsagait, valamint a nyirokerek fejlodési és érési folyamatait.
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In vitro kisérleti eredmények felvetik, hogy az aramlas keltette mechanikai erdk
hozzéajarulhatnak az endothelsejtek nyirokendothel iranyu elkotelezédéséhez [120],
illetve a nyirokendothelsejtek osztodasahoz [121], és az aramlés iranya meghatarozza a
nyirokendothelsejtek alkotta struktirak novekedési iranyat [ 122]. Ezen tilmenden in vitro
¢s in vivo kisérleti eredmények alapjan a nyirokerekre jellemz6 aramlas soran jelentkez6
osszcillatorikus nyirofesziiltség hatasara fokozodik a GATA2, FOXC2 és PROX-1
transzkripcidés faktorok kifejez6dése a nyirokendothelsejtekben, amely faktorok a
korabban bemutatott médon hozzajarulnak a nyirokerek érési folyamataihoz [123, 124].
Ezen eredmények alapjan felmeriil, hogy az aramlas fontos szerepet jatszhat a nyirokerek
érési folyamatai soran. Egyes szervek gyiijté nyirokereiben a nyirokerek érési folyamatai
soran intraluminalis billentylik alakulnak ki. A megfigyelések szerint a
nyirokérbillentytik kialakuldsa a nyirokdramlds intenzitdsanak emelkedését kdvetden
indul meg, és a kialakuld nyirokérbillentyiikben megemelkedik az aramlas-indukalta
gének kifejezodése [98, 100]. A megfigyelések alapjan a nyirokérbillentylik jellemzoen
az erek elagazddasainal alakulnak ki [96, 98], ahol az d&ramlés laminaris jellege megtorik
[125], ami tovabb erdsiti azt az elméletet, miszerint a nyirokaramléds dinamikaja és a
nyiroero jellege dontden befolyasolja a nyirokérbillentytik kialakulasanak helyét.

A piezo-tipusu mechanoszenzitiv ioncsatorna komponens 1 (PIEZO1, Piezo-Type
Mechanosensitive Ion Channel Component 1) nevli mechanoszenzitiv ioncsatornat
koédolod gén hianya, illetve funkcidvesztéses mutacidja human vizsgélati eredmények
alapjan orokletes nyirokddémat eredményez [126, 127]. Egérmodelleken végzett
kisérletek soran a Piezol gén nyirokendothelsejtekben torténd sejtvonalspecifikus
delécigja esetén a nyirokérbillentylik fejlédésének zavarat, valamint éretlen struktaraju
mezenterialis nyirokérhalozatot figyeltek meg, amely elvaltozasok kovetkeztében a
hasiiregben chylus folyadék jelentkezik [128, 129]. Ezen megfigyelések arra utalnak,
hogy a nyirokerek érési folyamataiban fontos szerepet jatszik a PIEZOI1
mechanoszenzitiv ioncsatorna. Az allatmodelleken végzett kisérletek alapjan egyelore
nem egyértelmi, hogy a nyirokérbillentytlik kialakuldsdban és nyirokerek érésében fontos
szereppel bird6 FOXC2 és GATA2 fehérjék oszcillatorikus nyiréer6-medialta fokozott
kifejezddése kizarolag a PIEZO1 mechanoszenzitiv ioncsatornan keresztiil valosul meg,
vagy mas mechanoszenzitiv fehérje is részt vesz a nyirokerek érésében szerepet jatszo

aramlas-indukalta folyamatok szabalyozasaban [123, 128].
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A korabban bemutatott eredmények szerint a CLEC-2 jelatviteli ttvonal fontos
szerepet jatszik a vérér- és nyirokérhaldzatok -elkiiloniilésének kialakulasaban és
fenntartasaban. Az egérmodell vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy a CLEC-2 hianyos
egérembriok mezenterialis nyirokereiben nem figyelhetd meg azoknak a géneknek a
kifejez6dése, amely gének az in vitro megfigyelések alapjan csak a csak a
nyirokaramlasra jellemzé nyirderd jelenlétében fejezddnek ki [123, 124], valamint
kimutattak, hogy az egerekben karosodik a nyirokaramlas [123, 130]. Ezen kisérleti
eredmények alapjan azon egérmodellek, amelyekben sériil a vérér- €s nyirokérhaldzatok
elkilonilésének kialakulasa és fenntartasa, kivaldan alkalmazhatéak lehetnek a
nyirokaramlas a nyirokerek szervspecifikus érésében betoltott szerepének vizsgalatara.

A megfigyelések szerint a CLEC-2 hianyos egerekben a nyirokaramlés karosodésa a
mezenteridlis nyirokérhalozat fejlodésének kezdeti szakaszaiban nem okoz eltérést,
azonban elmarad a mezenteridlis nyirokerek strukturalis atalakuldsa azok érési folyamata
soran az E15.5-E18.5 idészakban, aminek kovetkeztében az E18.5 kora CLEC-2 hidnyos
embridkban nem figyelheté meg a vad tipusu kontroll embridkban jellemzé érett,

hierarchialisan strukturalt mezenterialis nyirokérhalozat (5. dbra) [123].

[ E15.5 |{ E16.5 |{ E18.5 |

Vad tipusu egér

CLEC-2 hianyos egeér

5. abra: A mezentérium nyirokérhalézatanak érési programja vad tipusa és
karosodott nyirokaramlasu CLEC-2 hidanyos egértorzsben

(szerkesztett abra Sweet és mtsai., J Clin Invest, 2015 kozleménye [123] alapjin)
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Nemrégiben kozolt kisérleti eredmények alapjan a CLEC-2 hianyaban kialakulo
nyirokaramlasi zavar kovetkeztében a mezenterialis nyirokerek mellett karosodik a tiid6
nyirokereinek érési folyamata is [130].

Ezen kisérleti eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a nyirokaramlas fontos

szerepet jatszhat a nyirokerek szervspecifikus érési folyamatai soran.

1.5. A keményagyhartya nyirokérhalozata

A rendelkezésre allo kisérletes eszkozok fejlodése nem csupan a nyirokrendszer
felépitésének, fejlodési és érési folyamatainak, valamint altalanos és szervspecifikus
funkcidinak megismerését segitette eld. Az elmult idészakban olyan teriileteken is
nyirokereket figyeltek meg — példaul a keményagyhartydban — amelyekre a kozelmultig

altalanosan elfogadott nézet szerint nem jellemz6 a nyirokerek jelenléte [1-3].

1.5.1. A meningealis nyirokerek felfedezése

Annak ellenére, hogy a kozelmultig altalanosan elfogadott nézet szerint a kézponti
idegrendszerre nem jellemz0 a nyirokrendszer jelenléte, egyes tanulmanyok felvetették
annak lehet6ségét, hogy a keményagyhartyaban jelen lehetnek nyirokerek. A XVIII.
szazadban Paulo Mascagni ,,Vasorum lymphaticorum corporis humani historia et
ichonographia” cimii miivében emlitést tesz nyirokerek jelenlétérdl a dura materben
[131]. Habar megfigyeléseit viaszmodellek segitségével is megorokitette, a
keményagyhartydban megfigyelt nyirokérhaldzat feledésbe meriilt [132]. A XX. sz4zad
masodik felében olasz, magyar és német kutatok is megfigyeltek nyirokérstruktirakat a
keményagyhartyaban [133-135], azonban ezek a felfedezések nem voltak elegendéek
ahhoz, hogy megvaltoztassak a klasszikus nézetet, amely szerint a kozponti
idegrendszerben nem talalhatéak nyirokerek. Az 1990-es években pasztazo
elektronmikroszkopos megkozelitéssel figyeltek meg nyirokerekhez hasonld
érstrukturdkat a keményagyhartydban, amelyekrél azonban nem tudtdk egyértelmiien
megallapitani, hogy ténylegesen nyirokerek [136].

2015-ben két kutatocsoport fluoreszcens mikroszkopiai megkozelités segitségével
egymastol fiiggetleniil mutatta ki a meningealis nyirokerek jelenlétét egerekben. [137,

138]. Megfigyeléseik szerint ezen nyirokérstruktirak jellemzden a vénas szinuszokkal és
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nagyobb erekkel parhuzamos lefutast mutatnak (6. dbra). Ezen tanulmanyok hatasara
megvaltozott a korabban elfogadott paradigma, amely szerint a kozponti idegrendszerre

nem jellemz6 a nyirokerek jelenléte.

, gf[[d”& 5Upen()r
sinus transversus
sinus sagittalis superior / \ m /

P allE O K( ’YV\\

N L LY
NSRS XY

arteria meningea media arteria meningea media

Cl\

6. abra: Az egerek meningealis nyirokérhal6zatanak sematikus abrazolasa

A: Laterdlis iranybol B: Dorzalis iranybol (zold: nyirokerek, kék: véndk; piros: artériak)

Késobbi vizsgalatok soran megfigyeltek a kisebb vérerek mentén lefutd nyirokereket
is a keményagyhartyaban [139], valamint az intracranialisan elhelyezkedd meningealis
nyirokereken tilmenden az elmult iddszakban nyirokerek jelenlétét irtdk le a
gerinccsatorna  meningealis kompartmentjében is [140-142]. A  meningealis
nyirokérhalozat meglétét az elmult idészakban megerdsitették zebrahalakban [143],

patkanyban [144], foemldsokben és emberben is [138, 145, 146].

1.5.2. A meningealis nyirokérhaldozat felépitése

Az egereken végzett kisérletek eredményei alapjan a meningealis nyirokerek
strukturajaban egyarant megfigyelhetéek a nyirokkapillarisokra és gyiijté nyirokerekre
jellemzd tulajdonsdgok is. A koponya dorzalis részén futd nyirokerekre a
nyirokkapillarisokhoz hasonléan nem jellemzd a billentyiik jelenléte [137], valamint
falukban nem figyelhet6 meg simaizom-boritas [138]. A sejtek féleg cipzar-szerii
sejtkapcsolatokkal kapcsolédnak egymashoz, ami azonban inkabb a gy(ijté nyirokerekre
jellemz6 [147]. A bazalis régio nyirokerei rendelkeznek nyirokérbillentyiikkel [137, 147],

valamint nagyobb mértékben jellemz06 rajuk a gombszer(i sejtkapcsolatok jelenléte. A
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bazalis meningealis nyirokerek esetében a dorzalis nyirokerekhez viszonyitva
gyakrabban figyelhetéek meg eldgazasok, illetve a nyirokerek atlagos atmérdje is
nagyobb. A bazalis régié nyirokérhalozatanak ezen tulajdonsagai a kezdeti gyiijto

nyirokerek esetén megfigyeltekkel mutatnak hasonlosagot [147].

1.5.3. A meningealis nyirokérhalozat élettani és kérélettani szerepe

A meningealis nyirokérhalozat felfedezésével felmeriilt a kérdés, hogy az jjonnan
felfedezett nyirokérhal6zat milyen modokon jarul hozza a kézponti idegrendszer élettani

¢s korélettani folyamataihoz.

1.5.3.1. A kozponti idegrendszer folyadékhaztartasanak klasszikus elmélete

A kozponti idegrendszer é¢lettani miikodéséhez elengedhetetleniil sziikséges az
agyszovet intersticialis folyadékanak megfelelé megtisztulasa, amely funkciot a
szervezetben altalaban a nyirokérrendszer latja el. A klasszikus elgondolas szerint a
kozponti idegrendszerrel Osszekottetésben levé nyirokérrendszer hijan az agyszovet
folyadékhaztartasa egyedi modon valosul meg. A kozponti idegrendszer és a
nyirokrendszer kozotti kapcsolatot elsoként a XIX. szdzad masodik felében Gustav
Schwalbe német anatomus irta le [ 148]. Ezt kdvetden szdmos kutatas soran megfigyelték,
hogy a cerebrospinalis folyadékba (CSF, Cerebrospinal Fluid), illetve az agyszdvetbe
injektalt jelolt molekuldk a nyaki régié nyirokcsomoiban jelennek meg [149].
Nyirokérhalozat hijan a korabeli megfigyelések szerint a CSF kétféle modon hagyja el a
koponyat [149, 150]: a szagloideg mentén, a nazalis mukdza nyirokerein at a nyaki
nyirokcsomokba jutva [151-153], valamint az arachnoidréteg villusai kozvetitésével, a
meningealis szinuszokon keresztiil a vena jugularisba jutva [154, 155]. A megfigyelések
szerint a CSF-elvezetddés kozel 30-50%-a a nazalis mukdza nyirokerei altal valosul meg
a nyaki nyirokcsomok iranyaba, mig a fennmarado rész az arachnoidréteg villusai révén
keriil elvezetddésre [156-159]. Az elmult idOszakban felmeriilt, hogy az injektalt
makromolekulak artéridk mentén is eljuthatnak a fej bér alatti nyirokereihez [160].
Emellett megfigyelték, hogy az agykamraba injektalt jel6lt makromolekula hamarabb éri
el a nyaki nyirokcsomokat, mint a szisztémas vérkeringést, ami azt valoszintsiti, hogy a
makromolekuldk kozponti idegrendszerbdl vald elszallitddasa nem valosulhat meg a

meningealis szinuszokon keresztiil [160].
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1.5.3.2. A keményagyhiartya nyirokereinek szerepe a makromolekulak

kozponti idegrendszerbél valo elszallitodasaban

A meningealis nyirokerek 1étét leird kozlemények egy része szerint a meningealis
nyirokérhaldzat szerepet jatszik az agyszdvetbe, illetve cisterna magnaba injektalt jelolt
makromolekulak felvételében, €s a mély nyaki nyirokcsomodk iranyaba torténd
elvezetddésében [137, 138, 141, 147, 161]. Mas kutatasi eredmények arra utalnak, hogy
a gerinccsatorna meningealis nyirokerei szintén részt vehetnek a makromolekulak
regionalis nyirokcsomok iranyaba torténd elszallitasaban [162]. Habar ezen
megfigyelések alapjan a keményagyhartya nyirokérhaldzata részt vesz a makromolekulak
kozponti idegrendszerbdl valo felvételében és elszallitodasaban, mas kutatok azonban
nem tudtdk detektadlni a cerebrospinalis folyadékba injektalt makromolekulak
meningedlis nyirokereken keresztiili elszallitodasat [160, 163, 164]. A jelenleg
rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan nem donthetd el egyértelmtien, hogy a
meningealis nyirokerek részt vesznek-e a makromolekulak kozponti idegrendszerbdl valo

elszallitddasaban, igy ennek megallapitasara tovabbi kisérletek sziikségesek.

1.5.3.3. A keményagyhartya nyirokereinek feltételezett szerepe kozponti

idegrendszert érinté6 megbetegedésekben

A kisérleti eredmények alapjan a meningealis nyirokerek struktiraja a kor
elorehaladtaval karosodik. Ezen tulmendéen mind a keményagyhartya nyirokereinek
lokalis torlése esetén, mind az idds kort egerek esetében azt figyelték meg, hogy sériil a
makromolekulak agyszovetbol valo elszallitasa és ezzel parhuzamosan karosodnak az
egerek kognitiv funkcidi [161]. Ismeretes, hogy a memoriazavarok €s kognitiv hanyatlas
formajaban jelentkezd Alzheimer-kor neuropatologiai folyamatai sordan az amiloid-83
polipeptidekbdl allo plakkok és a hiperfoszforilalt tau-fehérjékbol allé rendezetlen
fibrillumok felhalmozodasa figyelheté meg a kdzponti idegrendszerben [165]. Ennek
alapjan felmeriilt, hogy a meningealis nyirokerek karosodasa szerepet jatszhat az
Alzheimer-kor korélettani folyamataiban. A kisérleti eredmények alapjan a meningealis
nyirokerek részt vesznek az amiloid-B plakkok [161, 166] és a tau fehérje [167] kozponti
idegrendszerbdl valo elszallitodasaban. Ezen kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a

meningealis nyirokerek fontos szerepet tolthetnek be az Alzheimer-koér korélettani
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folyamataiban, ezaltal a megbetegedés gyogyitasat megcélzod terapiak potencialis
célpontjai lehetnek.

Egy munkacsoport kisérleti eredményei alapjan a meningealis nyirokerek fontos
szerepet jatszanak a leukocitak kozponti idegrendszerbdl a regionalis nyirokcsomokba
valo elszallitasaban, valamint aktivacidjaban, ezaltal meghatarozva az immunvalasz
kialakuldsat. Felmeriilt tovabba, hogy a keményagyhartya nyirokérhaldzata hozzajarulhat
a gyulladassal jar6é neuroldgiai megbetegedések, mint a szklerdzis multiplex, vagy az
autoimmun agyveldgyulladds korfolyamataihoz [141]. Egy nemrégiben megjelent
kozlemény ezeken tilmenden felveti annak lehetdségét, hogy a meningeélis nyirokerek a
leukocitasejtek szallitasa révén részt vehetnek az agyi tumorok elleni immunvéalasz

szabalyozasaban is [168].

A jelenlegi elképzelés szerint tehat a meningealis nyirokérhalozat valoszintisithetéen
a perineuralis és perivaszkularis CSF-transzportot kiegészitve részt vesz a kdzponti
idegrendszer folyadékegyenstulyanak fenntartdsaban, a makromolekuldk k&zponti
idegrendszerbdl valo elszallitddasaban, valamint a leukocitdk szallitasa révén fontos
szerepldje a kdzponti idegrendszer és az immunrendszer kapcsolatanak [169, 170]. Annak
megismeréséhez, hogy a keményagyhartya nyirokérhaldzata pontosan milyen médon és
milyen mértékben vesz részt a fenti folyamatokban azonban még szdmos tovabbi

vizsgalat sziikséges.

1.5.4. A meningealis nyirokerek fejlédési programja

Ahogy az értekezésem korabbi részeiben bemutatasra keriilt, a szervezet egyes
régioit behaldozd nyirokerek eredetiikben, fejlédésiikben, valamint funkciojukban
egyarant igen jelentds eltéréseket mutathatnak. A meningealis nyirokérhalézat élettani és
korélettani folyamatokban betdltott szerepének jobb megértéséhez fontos ismereteket
szolgaltathat azok szervspecifikus fejlodésében és érésében szerepet jatszo folyamatok
minél részletesebb megismerése. Ezen folyamatok feltérképezésével a fentebb emlitett
kozponti idegrendszert érintdé megbetegedések gydgyitasat megcélzd terapiak 1Uj
potencidlis célpontjai is azonositasra keriilhetnek.

A keményagyhartya nyirokereinek fejlodési és érési folyamatairdl jelenleg sziikos

ismeretekkel rendelkeziink. Az eddigi kisérleti eredmények alapjan a meningealis
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nyirokérhaldzat a korabban bemutatott szisztémas nyirokérfejlodési programtol eltéréen,
az egerek sziiletését kovetden alakul ki. A jelenleg rendelkezésre allo adatok alapjan a
meningealis nyirokérhalozat a koponya bazisa feldl kiindulva, a sinus transversus és az
arteria meningea media mentén fokozatosan terjeszkedve a sziiletést kdveté masodik-
harmadik hétre éri el a koponya dorzalis részét, amelyet kdvetden alakulnak ki a sinus
sagittalis superior mentén futo nyirokerek. A folyamat eredményeként a sziiletést kovetd
elsé honap soran alakul ki a feln6tt egerekre jellemz6 meningealis nyirokérhalozat [140,
171].

A jelenleg rendelkezésre allo6 tanulmanyokban a VEGF-C — VEGFR-3 jelpalya a
meningealis nyirokérhalozat fejlodésében betoltott szerepét is vizsgaltak. A VEGF-C
sziiletéskori delécioja esetén a fiatal felndtt kora egerek keményagyhartyajanak
vizsgalatakor azt figyelték meg, hogy az egerekben karosodott a meningealis nyirokerek
kialakuldsa. Ezzel szemben VEGF-D hianyos egereket vizsgalva azt talaltdk, hogy az
egerekben nem sériilt a keményagyhartya nyirokérhalozatanak kialakulasa. A VEGFR-3
sziiletéskori delécidja esetén azt figyelték meg a sziiletést kovetd harmadik hét végén,
hogy karosodott a meningedlis nyirokerek kialakuldsa (a VEGF-C kondicionalis
génkilitott egerekben megfigyeltekhez hasonléan). VEGFR-3 ellen termeltetett antitest
ujsziilott vad tipust egerekbe vald injektalasa esetén az egerek keményagyhartyajanak
feln6tt korban valod vizsgdlatakor szintén azt tapasztaltdk, hogy az egerekben nem
alakulnak ki a meningealis nyirokerek [140]. A VEGFR-3 jelpélya kéarosodésa esetén a
kisérleti eredmények szerint nem figyelhetd meg az agyszovetbe [137], illetve a cisterna
magnaba [140] injektalt jelolt makromolekuldk elszallitodasa a mély nyaki
nyirokcsomokba. A rendelkezésre allo eredmények tehat arra utalnak, hogy a VEGFR-3
fehérje a nyirokrendszer embrionalis korban megvalosuld szisztémas fejlodési
programjaban betoltott szerepéhez hasonldéan fontos szerepet jatszik a meningealis
nyirokérhalozat sziiletést kovetd idOszakban lezajlo szervspecifikus fejlodési
programjaban is. Nem tisztazott azonban az altaldnos nyirokérfejlédési programot
meghatarozo egyéb mechanizmusok szerepe a meningealis nyirokerek szervspecifikus
fejlédési programjaban.

Az értekezésemben korabban bemutatott in vitro és in vivo kisérleti eredmények
alapjan a nyirokerek fejlodését és érését meghatarozo molekularis faktorokon tilmenden

az aramlas keltette mechanikai er6k és nyirderd szintén fontos szerepet tolthetnek be a
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nyirokerek szisztémas fejlodési és érési folyamatai soran [98, 118, 123, 128-130, 172-
175], ami felveti annak lehetdségét, hogy az aramlas keltette mechanikai erdk
meghatarozo jelentdséggel birhatnak a meningalis nyirokerek szervspecifikus fejlodési és
érési folyamataiban is. Errél azonban egyeldre nem all rendelkezésre kisérletes adat. Az
aramlas meningealis nyirokerek fejlodési programjaban Dbetoltott szerepének
feltérképezésével kozelebb keriilhetiink a keményagyhartya nyirokereinek élettani és

korélettani folyamatokban betoltott szerepének megismeréséhez is.

1.6. Hibrid tulajdonsagu erek a szervezetben

A korai elgondolasok szerint a vérerek €s nyirokerek egymastdl strukturalisan és
molekularis mintazatukban is j61 megkiilonbdztetheto, kiilonalld érhaldzatokat alkotnak,
és ennek megfeleléen a nyirokerek ndvekedésében szerepet jatszo molekulak nem
fejezodnek ki a vérerek endothelsejtjeiben. Mai ismereteink szerint azonban a kiillénb6z6
értipusokat alkotdé endothelsejtek identitasa sokkal heterogénebb, mint korabban
gondoltuk [176]. Az elmult iddszakban — a meningealis nyirokérhalozat felfedezésével
szinte parhuzamosan — tobb érstruktirardl is leirtak, hogy egyarant kifejeznek vérerekre
¢és nyirokerekre jellemzé markereket, valamint felmeriilt, hogy a nyirokérnovekedési

jelpalyak szerepet jatszhatnak ezen hibrid tulajdonsagu erek fejlodésében.

1.6.1. A Schlemm-csatorna endothelsejtjei

Az inhartydban a szaruhartyaval parhuzamosan fut6, endothelsejtek altal bélelt
Schlemm-csatorna feladata a csarnokviz tovéabbitdsa a kardiovaszkularis rendszer
iranyaba, ezaltal meghatarozva a cornea és a szemlencse kzotti térben uralkodé nyomast
[177]. A Schlemm-csatorna bazalis membranja nem folytonos, és pericitak jellemzden
nem figyelhetéek meg a kornyezetében, ezaltal struktiraja hasonldésagot mutat a
nyirokkapillarisokkal [178].

A kisérleti eredmények alapjan a Schlemm-csatorna sejtjei a sziiletést kovetd
id6szakban vérerekbdl alakulnak ki, azonban fejlédésiik soran a sejtek a klasszikus
angiogenezis folyamatatol eltéré modon kifejezik a nyirokendothelsejtek identitdsanak

kialakulasaban és fennmaradasaban fontos szerepet bet6lté PROX-1 transzkripcios
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faktort, valamint a VEGFR-3 fehérjét és a FOXC2 transzkripcids faktort is — azonban
nem figyelheté meg benniik a LYVE-1 és PDPN kifejezédése [179-182].

A kutatasi eredmények szerint a Schlemm-csatorna kialakulasa soran fontos szerepet
jatszik az els6sorban a vérerek fejlodésében részt vevo angiopoietin és az angiopoietin-1
receptor (TIE-2) [183, 184]. Ezen tilmenden azonban a Schlemm-csatorna fejlodéséhez
az endothelsejtjeiben kifejez6do nyirokendothel-specifikus markerek is hozzajarulnak. A
kisérleti eredmények alapjan a VEGFR-3 aktivéaciojaban szerepet jatsz6 VEGF-C és
VEGF-D fehérjék kondicionalis delécidja esetén bar kialakul a Schlemm-csatorna,
azonban er6sen hipoplazias struktira figyelheté meg. [180]. A megfigyelések alapjan a
PROX-1 transzkripcioés faktor elengedhetetlen a Schlemm-csatorna miikodéséhez,
azonban aktivalodasa SOX-18-fliggetlen modon valdsul meg. A vizsgélati eredmények
alapjan a csarnokviz aramlasa okozta nyirderd fontos szerepet tolt be abban, hogy a
Schlemm-csatorna endothelsejtjein megjelenjenek a PROX-1 ¢s VEGFR-3 markerek
[181]. A rendelkezésre all6 adatok alapjan tehat a Schlemm-csatorna egy egyedi fejlodési

programmal rendelkez0, szervspecifikus funkciot ellato hibrid tulajdonsagu érstruktara.

1.6.2. A vasa recta felszallé szaranak endothelsejtjei

A vese kivalaszté funkciojahoz és a koncentralt vizelet 1étrehozdsdhoz sziikséges
medulléris hiperozmolaritas kialakitasaban elengedhetetlen a Henle-kacsbol €s a vese
gyljtécsatornajabol visszaszivasra keriilt intersticialis folyadék eliminalasa [185]. Az
intersticialis folyadék azon részének, amely a periférian nem 1ép be a vénas rendszerbe,
jellemzden a nyirokerek altal szallitodik el a vérkeringésbe, azonban a renalis medullaban
nem, vagy csak igen kis szamban figyelhetdek meg nyirokerek [186, 187]. Az
intersticidlis folyadék vénds rendszerbe torténd visszajuttatdsat a rendlis medulldban
megvalositd vasa recta felszalld szara vékony, lyukacsos endothelréteggel, valamint
fenesztralt bazalis membrannal rendelkezik és kevéssé jellemzoé rd a perivaszkularis
simaizom- ¢és pericitasejtek jelenléte [188, 189], amely tulajdonsagok a kezdeti
nyirokerekre hasonl6 struktirat eredményeznek. A vasa recta felszalld agaban az aramlas
sebessége joval alacsonyabb, mint a leszalld agaban [190], ami tovabb noveli a
nyirokerekkel vald hasonlosagukat.

Egy kutatocsoport nemrégiben megjelent kozleményében azon feliil, hogy

kisérletesen bizonyitotta, hogy vasa recta felszalld6 aga fontos szerepet tolt be az
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intersticialis folyadék renalis medullabol valo elszallitodasaban, megfigyelte azt is, hogy
a vasa recta endothelsejtjei a vérérspecifikus markereken feliil kifejezik a nyirokerekre
jellemz6é PROX-1 és VEGFR-3 markereket is, azonban a Schlemm-csatorna sejtjeihez
hasonléan nem jellemz6 rdjuk a LYVE-1 és PDPN kifejezddése [191]. A VEGFR-3 és
PROX-1 fehérjéknek a Schlemm-csatornaban és a vasa recta felszallo dgaban betoltott
szervspecifikus  szerepének, valamint az aktivalodasukat kivaltd folyamatok

megismeréséhez tovabbi kisérletek sziikségesek.

1.6.3. A placenta spiralis artériai, mint potencialis hibrid tulajdonsagu erek

A placenta anyai oldalan talalhatd spiralis artéridk kanyarulatos vérerek, amelyek
feladata az anyai vér szallitdsa a placenta anyai oldala fel6l a magzati oldal irdnyaba,
ezaltal biztositva a magzat oxigén- és tapanyagellatasat. Ahhoz, hogy a spiralis artéridk a
terhesség sordan végig biztositani tudjak a fejlodé magzat folyamatosan novekvo
tapanyag- ¢€s oxigénszikségletét, a terhesség kozépsd szakaszaban az eredetileg
simaizom-boritassal és bazalis membrannal rendelkezd spiralis artéridk és a kdrnyezo
extracellularis matrix strukturalis atalakuldson mennek keresztiil. Ezen folyamat soran a
megnovekedett vérellatas biztositasa érdekében megnd az erek atmérdje, fokozodik az
endothelsejtek sejtosztodasa, csokken az ereket boritd simaizom és bazalis membran
mértéke, valamint az erek endothelrétegébe endovaszkularis trophoblasztsejtek
befiiz6dése figyelhetd meg [192-196]. A spiralis artéridk strukturalis atalakulasa az
emberi varandossag els trimeszterében, illetve a masodik trimeszter kezdetén [192, 193],
mig egerekben a gesztacids periddus 10.5 és 14.5 napja (GD10.5 — GD14.5) kozotti
idészakban valosul meg [197]. Jelenleg nem ismertek pontosan a spiralis artéridk
strukturalis  atalakuldsat szabalyozo folyamatok, ¢és a strukturdlis atalakulés
elmaradasahoz vezetd6 mechanizmusok [193]. Mindazonaltal a spiralis artériak
endotheliumaba beagyazodo trophoblasztsejtek és az uterindlis természetes 6l0sejtek
feltételezhetoen fontos szerepet jatszanak a spiralis artériak strukturalis atalakulasa soran
[198-200].

A humén varandossagok 3-5%-aban preeclampsia alakul ki. A human preeclampsia
a varandossag 20. hetét kovetden de novo kialakuld magas vérnyomas, ami mellé
tarsulhat proteinuria, akut anyai veseelégtelenség, majelégtelenség, neuroldgiai tiinetek,

hemolizis, thrombocytopenia, valamint a magzati ndovekedés karosodésa. Ezen hatdsok
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kovetkeztében mind az anyara, mind a magzatra nézve veszélyt hordoz a preeclampsia
[192, 201-203]. Tobb megfigyelés is megerdsiti, hogy a spiralis artéridk strukturalis
atalakulasanak karosodasa esetén nagyobb valdszintiséggel alakul ki preeclampsia,
azonban a spiralis artériak strukturalis atalakulasanak hidnya nem minden esetben okoz
magas vérnyomadst ¢és proteinuriat [192, 193]. Jelenleg nem ismert a preeclampsia
kialakuldsanak pontos hattere, ennek kovetkeztében nem allnak rendelkezésre olyan
vizsgalatok ¢és biomarkerek, amelyek alkalmasak a preeclampsia kockazatanak
megbizhatd vizsgalatara [192, 193, 203]. A preeclampsidhoz vezeté folyamatok
feltérképezése révén azonosithatdoak olyan molekulak, amelyek potencialis biomarkerei,
valamint terapias célpontjai lehetnek a preeclampsianak.

Habar a megfigyelések szerint a placentara nem jellemz6 a klasszikus nyirokrendszer
jelenléte [204-206], egy nemrégiben kozolt tanulmany eredményei alapjan a human
placentdk spiralis artéridinak endothelsejtjei, valamint az endotheliumba befiiz6do
trophoblasztsejtek egyarant kifejezik a VEGFR-3 fehérjét [207]. A human
trophoblasztsejtek raadasul a megfigyelések szerint a VEGFR-3-on tulmenden kifejezik
a VEGF-C fehérjét is az elsO trimeszter soran, ¢s a VEGF-C VEGFR-3-hoz val6
kotodésének gatlasa esetén csokken a trophoblasztsejtek endotheliumba valo
beagyazddasanak mértéke [208], ami a human spiralis artériak strukturalis atalakulasanak
egyik 1épése [196, 199]. Ezen talmenden human és egérmodellen végzett vizsgalatok
soran azt talaltak, hogy a terhesség kezdeti szakaszaban a decidualis leukocita-populacio
jelentds részét alkoto, €s a spirdlis artériak strukturalis atalakulasaban fontos szerepet
betolto uterinalis természetes 6ldsejtek (UNK, Uterine Natural Killer Cells) [200, 209] a
klasszikus nyirokérfejlodésben szerepet jatszo VEGF-C-t, valamint a vérér- és
nyirokérfejlédésben egyarant fontos funkcidoval rendelkezé angiopoietineket és
ephrineket is kifejezik [210-212], amely molekularis faktorok feltételezhetden szerepet
jatszanak a spiralis artéridk strukturalis atalakulasaban [213].

Ezen eredmények alapjan felmeriil, hogy a spiralis artéridk az el6z6ekben bemutatott
erekhez hasonldan hibrid molekuldris mintazattal rendelkezhetnek, mésrészrél pedig

felvetik a VEGFR-3 jelpalya szerepét a spiralis artériak strukturalis atalakuldsa soran.
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2. Célkitiizések

A bemutatott irodalmi adatok alapjan jelenleg nem donthetd el egyértelmiien, hogy
a meningealis nyirokerek részt vesznek-e a makromolekuldk kozponti idegrendszerbol
valo elszéllitddasaban. Nem tisztdzott tovabba a VEGF-C — VEGFR-3 jelatviteli
utvonalon tilmenden az 4altalanos nyirokérfejlodési programot meghatarozo egyéb
mechanizmusok, 1igy az aramlas szerepe a keményagyhartya nyirokereinek
szervspecifikus fejlodési programjaban. A meningealis nyirokerek funkcioi, valamint a
fejlédési programjukat meghatarozo folyamatok feltérképezésével kozelebb keriilhetiink
a keményagyhartya nyirokereinek ¢élettani és korélettani folyamatokban betoltott
szerepének megismeréséhez.

Ezen tilmenden jelenleg nem ismertek a placenta spirdlis artériainak strukturalis
atalakulasat meghatarozd folyamatok, valamint a preeclampsia kialakulasanak pontos
hattere. Az irodalmi adatok alapjan felmeriil, hogy a spiralis artériak hibrid molekularis
mintazattal rendelkezhetnek, és hogy a VEGFR-3 nyirokérndvekedési jelpalya szerepet
jatszhat a strukturalis atalakuldsuk soran. A VEGFR-3 jelpalya spirdlis artéridk
strukturalis atalakuldsadban betoltott szerepének megismerésével kozelebb keriilhetiink a
folyamatot meghataroz6 mechanizmusok megértéséhez, valamint eredményeink
hozzéjarulhatnak a preeclampsia potencialis biomarkereinek, illetve terapids

célpontjainak azonositasahoz.

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki, hogy jellemezziik a nyirokerek fejlodését iranyitod
mechanizmusok szerepét a keményagyhartyaban, valamint a placenta spiralis artériainak
strukturalis atalakulasa soran.

Vizsgéltuk:

1. A keményagyhartya nyirokérhalozatanak szerepét a kozponti idegrendszerbe

injektalt makromolekulak elszallitodasaban.

2. A meningedlis nyirokérhalozat fejlédési folyamatait.

3. Az éramlas szerepét a meningealis nyirokerek szervspecifikus novekedési

programjaban.

4. A VEGFR-3 jelatviteli itvonal szerepét a placenta spiralis artéridinak strukturalis

atalakulasa soran.
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3. Modszerek

3.1. Munkank soran hasznalt Kisérleti allatok

Kisérleteink soran kiilonb6z6 kortt him €s ndstény CS57BL/6 vad tipusu egerek
mellett Prox19FP [214] és Fit4"FP [215] nyirokendothel-specifikus riporter egértorzseket
hasznaltunk, amelyekben a fluoreszcens riporterfehérje [z6ld fluoreszcens fehérje (GFP,
Green Fluorescent Protein), illetve sarga fluoreszcens fehérje (YFP, Yellow Fluorescent
Protein)] atiro6dasat nyirokendothel-specifikus kifejez6dést mutatd gének (Prox/, illetve
Flt4) promotere hajtja. A C57BL/6 vad tipusu egereket kereskedelmi forrasokbdl, a
Prox1°f? egértorzset pedig a Mutant Mouse Regional Resource Centers-tdl szereztiik be.
Az Flt4"F egértorzset Jean-Léon Thomas (Yale School of Medicine, New Heaven,
Connecticut, Amerikai Egyesiilt Allamok) bocsétotta rendelkezésiinkre.

Az aramlas szerepét a nyirokerek fejlédési folyamataiban és a makromolekulak
elszallitodasaban Plcy2 ™/~ egértdrzs [106] segitségével vizsgaltuk. A Plcy2™~ egértdrzset
James Thle (St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, Tennessee, Amerikai
Egyesiilt Allamok) bocsatotta rendelkezésiinkre. A nyirokér-riporter egértorzseket és a
Plcy2™ egértorzset C57BL/6 genetikai hattéren, heterozigota formaban tartottuk fenn és
transzgén-specifikus polimeraz lancreakcid6 (PCR, Polymerase Chain Reaction)
segitségével genotipizaltuk. A Plcy2”~ egereket Plcy2™*, valamint Plcy2*”
testvérkontroll egerekkel hasonlitottuk ossze.

A VEGFR-3 jelatviteli utvonal spirdlis artériak strukturalis atalakuldsaban betoltott
szerepének vizsgalatara Flt4*/*egértorzset alkalmaztuk. Az Flt4* allél esetében a
VEGFR-3 fehérjét kodold Fit4 gén tirozin kindz domént kodolo szakaszan talalhato
pontmutacié eredményeként a gatlodik a receptor tirozin kindz aktivitasa (igynevezett
,kinase-dead” fenotipus, amelybdl ered az allél roviditése: kd) [216]. Az Flt4**
egértorzset NMRI genetikai hattéren tartottuk fenn, és allél-specifikus PCR-t kovetden
Bacillus globigii restrikcios endonukleaz 11 (Bglll, Type II Restriction Endonuclease of
Bacillus globigii) enzimmel valo emésztés segitségével genotipizaltuk. A placentak és
embridk generaldsahoz idézitett vemhességeket hoztunk létre, amelyek soran Flt45* és
kontroll vad tipusi NMRI ndstényeket vad tipust NMRI himekkel paroztattunk. Az

idozitett vemhességek soran a vaginalis plug megjelenését reggel 8 drakor ellendriztiik,
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¢és a vaginalis plug megjelenésének reggelét tekintettiik GDO0.5 idépontnak. A placentak
és embriok izolalasdhoz az FIt4*/* és testvérkontroll Flt4"* néstényeket GD11.5,
GDI13.5, illetve GD18.5 idopontban aldoztuk fel.

A Kkisérleti allatokat meghatarozott korokozoktol mentes (SPF, Specific Pathogen-
free), illetve konvencionalis allathazban tartottuk 12-12 oras fény/sotétség ciklusokkal.
Az egereket normal tappal, ad libitum taplaltuk. Az értekezésemben bemutatott
allatkisérletek a Semmelweis Egyetem Allatjoléti Bizottsaga és a Pest Megyei

Kormanyhivatal altal elfogadasra keriiltek.

3.2. Szovetek kimetszése és fixalasa

3.2.1. Keményagyhartya kimetszése

A meningealis nyirokerek fejlodési programjanak jellemzéséhez kiilonb6z6 kort vad
tipust, nyirokér-riporter, valamint Plcy2™~ és testvérkontroll egereket hasznaltunk fel
ujsziilott (PO) és 21 napos (P21, Postnatal Day 21) iddpontok kozott. A
keményagyhartyak izolalasat az Antonie Louveau ¢€s Jonathan Kipnis altal leirt
preparalasi protokoll alapjan végeztiik [138, 217]. P8 koru, illetve idésebb egerek
esetében az egereket 2,5%-0s Avertin (Sigma-Aldrich, T48402) oldattal valé altatast
kovetéen 10 ml foszfatpufferelt sooldattal (PBS, Phosphate Buffered Saline), majd 10 ml
4%-0s  paraformaldehid-oldattal (PFA, Paraformaldehyde) transzkardialisan
perfundaltuk. A PO és P8 kor kdzotti egerek esetében a transzkardialis perfuziot S ml PBS
¢s 5 ml 4%-os PFA oldattal végeztiik. A perfuziot kovetden az allatokat dekapitaltuk,
majd oll6 és csipeszek segitségével eltavolitottuk a fejbdrt, a koponyan tapadd izmokat,
a szemgolyokat és a latdidegeket. Ezt kovetden olld segitségével atmetszettik €s
eltavolitottuk a jAromcsontokat, az allkapocscsontot, valamint a rdgéizmokat. Kdvetkezo
Iépésként transzverzalis iranyban atmetszettilk az orrcsontot, majd a koponyat a
pikkelyvarrat mentén korbemetszve eltavolitottuk a koponya bazisat és az agyszdvetet.

Kisérleteinkben a keményagyhartyat a koponya belso felszinéhez tapadva vizsgaltuk.
A megkozelités elonye, hogy a keményagyhartya nem sériil az eljaras soran, és megorzi
térbeli anatomiai struktirajat. Hatranya, hogy a koponya optikai tulajdonsagaibol
adodoan a képalkotds soran nagyobb hattérjel tapasztalhatdo, ami megneheziti a

fluoreszcens képalkotast. A koponya belsd felszinén elhelyezkedé keményagyhartyat
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4%-o0s PFA oldatban egy ¢éjszakéan keresztiil 4°C homérsékleten inkubaltuk, majd harom
Iépésben PBS oldatban mostuk.

3.2.2. Nyirokcsomoék kimetszése

A nyirokcsomodk szovettani elemzésére az egerek kiilonbozo régiokban talalhatd
nyirokcsomoinak (felszini nyaki, mély nyaki, inguinalis, poplitealis, mezenterialis
nyirokcsomok) kimetszését kovetden 4%-os PFA oldatban egy éjszakan keresztiil 4°C
hémeérsékleten inkubaltuk, majd harom lépésben PBS oldatban mostuk, amelyet kvetden

a nyirokcsomokat szovettani eljarasban hasznaltuk fel.

3.3. Alkalmazott szovettani eljarasok és festések

3.3.1. Izolalt szovetek dehidralasa, paraffinba agyazasa és metszése

Az izolalt szovetmintakat fixalast kovetden felszallo alkoholsorban dehidraltuk (2
ora inkubacid 50%-os etanolban, 4 6ra inkubacid 70%-o0s etanolban, ¢jszakan keresztiili
inkubacié 95%-os etanolban, 8 dra inkubaci6d abszolut etanolban) 4°C homérsékleten,
majd 2x10 percig szobahdmérsékleten xilolban tartottuk, amelyet kovetéen 3x1 oran at
65°C hémérsékleten paraffinban inkubaltuk. Ezt kovetden a szoveteket paraffinba (Leica)
agyaztuk Leica EG1150 szdvettani bedgyazokésziilék segitségével. A bedgyazast
kovetden a paraffinblokkokat -20°C homérsékleten tartottuk egy éjszakan keresztiil, majd
a szoveteket tartalmazo paraffinblokkb6ol Thermo Scientific HM340E mikrotom
segitségével 7 um vastagsagu metszeteket készitettiink.

A szovettani metszeteket ezt kdvetéen hematoxilin-eozin (HE, Hematoxylin-eosin)
(Leica) alapu rutin szovettani festéssel, vagy fluoreszcens immunhisztokémiai eljarassal

festettiik.

3.3.2. Szovettani metszetek festése fluoreszcens immunhisztokémiai és rutin

hematoxilin-eozin festési eljarassal

A szovettani metszetek fluoreszcens immunhisztokémiai festését a korabbiakban
leirt immunfestési protokoll alapjan [43] végeztilk. A metszeteket eloszor 48 oran

keresztiil 45°C homérsékleten tartottuk, majd 10% kecske- vagy 16szérumot (Gibco life
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Technologies, 16210-064; 16050-130), és 0,5% Tween-20 reagenst (Sigma-Aldrich,
P1379) tartalmaz6é PBS oldatban szobahomérsékleten inkubaltuk 1 o6ran keresztiil. A
mintakat ezt kdvetden 24 o6ran keresztiil 4°C homérsékleten inkubaltuk 1:50 aranyban
elsddleges antitestet és 0,1% ardnyban Tween-20 reagenst tartalmazé PBS oldatban.
Kisérleteink soran a kovetkezo fehérjék ellen termeltetett elsddleges antitest oldatokat
alkalmaztuk: TER-119 vorosvértest-marker (R&D Systems, MAB1125) VEGFR-3
(R&D Systems, AF349), a-simaizomaktin (a-SMA, a-Smooth Muscle Actin) (Sigma-
Aldrich, 1A4 klén), foszforilalt extracellularisan szabalyozott mitogén-aktivalt fehérje
kinaz (p-ERK, Extracellular Regulated Mitogen-activated Protein Kinase) (Cell
Signaling Technology, 4370). Az inkubacios id9 leteltével a mintakat haromszor mostuk
0,1% Tween-20 reagenst tartalmazd PBS-sel, majd 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten
inkubaltuk 1:250 aranyban masodlagos antitestet, €s 0,1% Tween-20 reagenst tartalmazo
PBS oldatban. Kisérleteink soran az alabbi masodlagos antitest oldatokat alkalmaztuk:
kecskében vagy szamdrban termeltetett, az egyes elsddleges antitest oldatnak
megfelelden patkany, kecske, nyul, vagy egér antigéneket felismerd, Alexa Fluor 488,
Cianin fluorofor 2 (Cy2 Cyanine Dye 2), Cy3, vagy Cy5 fluoroforral konjugalt
immunglobulin G (IgG, Immunoglobulin G) antitest oldatok (Life Technologies A11006,
Jackson ImmunoResearch 715-225-150, 711-165-152, 705-175-147). Az inkubacids id6
leteltével a metszeteket haromszor mostuk 0,1% Tween-20 reagenst tartalmazd PBS-sel,
majd 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 4’,6 diamidino-2-phenylindole) tartalmu
feddoldattal (Vector Laboratories, H-1200) fedtik. A DAPI egy fluoreszcens
tulajdonsagu festdmolekula, ami erésen kotddik a DNS-szalhoz, ezaltal alkalmas a
dezoxiribonukleinsav (DNS, Deoxyribonucleic Acid) és a DNS-t nagy mennyiségben
tartalmazo sejtmagok lathatova tételére [218]. A metszeteket a fluoreszcens immunfestési
eljarast kovetden -20°C homérsékleten taroltuk.

A metszetek rutin HE festését az altalanosan alkalmazott protokoll szerint végeztiik
[219], majd a metszeteket szobahdmérsékleten taroltuk.

A rutin- ¢és fluoreszcens immunhisztokémiai festési eljarassal kezelt szovettani
metszeteket Nikon Ni-U forditott allast mikroszkdppal (Nikon Instruments) vizsgaltuk.

A mikroszkopos képek elkészitéséhez Nikon DS-Ri2 kamerat hasznaltunk.
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3.4. A keményagyhartya-mintak festése teljes szoveti (whole mount)

immunfestési eljarassal

A teljes szoveti immunfestés soran az agyhartyamintakat 10% kecske- vagy
loszérumot tartalmazo PBS-ben 1 6ran keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt
kovetéen a mintakat elsddleges antitesteket tartalmazd PBS oldatban 24 6ran keresztiil
4°C hoémérsékleten tartottuk. Az elsddleges ellenanyaggal valé immunfestési 1épés soran
hasznalt PBS oldat 1:170 ardnyban tartalmazta az egyes antigének ellen termeltetett
antitest oldatokat, 10%-ban tartalmazott 16- vagy kecskeszérumot, valamint 0,1%-ban
tartalmazott Tween-20 reagenst. Kisérleteink sordn a kdvetkezd molekularis markerek
ellen termeltetett els6dleges antitest oldatokat alkalmaztuk: LYVE-1 (R&D Systems,
AF2125), PROX-1 (Abcam, AB76696), PDPN (Abcam, ab92319), vérlemezke- és
endothelsejt adhézios molekula (PECAM, Platelet and Endothelial Cell Adhesion
Molecule) (R&D Systems, MAB3628), epidermalis ndvekedési faktor-szerii egységet
tartalmaz6 mucin-szerii hormonreceptor-szeri fehérje 1 (F4/80, Epidermal growth factor-
like Module-containing Mucin-like Hormone Receptor-like Protein 1) (BioLegend,
123101). Egyes kisérleteinkben a Prox1°Ff és Flt4FF nyirokér-riporter egértorzsekbdl
szdrmazo6 mintakban a nyirokendothelsejtek altal kifejezett GFP és YFP fehérjék nativ
fluoreszcens jelének felerdsitésére GFP fehérje ellen termeltetett elsddleges
antitestoldatot (Life Technologies, A11122) alkalmaztunk, ami a GFP és YFP fehérjék
kozotti hasonldsagbol fakadodan specifikusan kotddik a GFP és YFP fehérjékhez egyarant.
Az elsOdleges antitestoldattal vald inkubaciot kovetden a mintdkat 3-szor PBS-sel
mostuk, majd masodlagos antitesteket tartalmazé oldatban 1 o6ran Kkeresztiil
szobahémérsékleten inkubaltuk a mintdkat. A masodlagos ellenanyaggal valo
immunfestési 1épés sordn hasznalt PBS oldat 1:1000 aranyban tartalmazta kecskében
vagy szamarban termeltetett, az egyes elsddleges antitest oldatnak megfeleléen nyl,
kecske, patkany, vagy sziriai aranyhorcsog antigéneket felismerd, Alexa Fluor 488, Alexa
Fluor 568, vagy Alexa Fluor 594 fluoroforral konjugalt IgG antitest oldatot (Life
Technologies, A21206; A11055; A11057; A11006; A11077; A21113), tovabba 2%-ban
tartalmazott 16- vagy kecskeszérumot, és 0,1%-ban Tween-20 reagenst. A masodlagos
antitestoldattal vald inkubaciot kdvetden a mintakat 3-szor PBS oldatban mostuk, majd a

mintakat 4°C homérsékleten PBS-ben taroltuk.
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Annak vizsgalatara, hogy az egyes markerekre nézve pozitiv sejtek ténylegesen
nyirokendothelsejtek-e, kettds immunfestést alkalmaztunk, és a kettds pozitiv sejteket
tekintettiik nyirokendothelsejteknek.

A teljes szoveti mintakat Nikon DS-Ri2 kamerahoz csatlakoztatott Nikon SMZ-25
sztereomikroszkop segitségével, illetve Yokogawa CSU-W1 konfokalis egységhez
csatlakoztatott Nikon Eclipse Ti2 mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. A nyirokérfunkcio jellemzésére alkalmazott kisérletes eljarasok

A nyirokerek specifikusan a nagy molekulatomegi [40 kilodalton (kDa) és nagyobb]
molekulak elszallitasaban vesznek részt, az ennél kisebb molekulak felvétele és
elszallitodasa megtorténhet a vérerek altal is [220]. A nyirokaramlas vizsgalatanak széles
korben alkalmazott modszere a fluoreszcensen jelolt makromolekulak nyirokerek altali
eliminaciojanak és a nyirokcsomokba valo elszallitasanak vizsgalata. Az eljaras kivaléan
alkalmazhaté a nyirokérfunkcio jellemzésére, a CLEC-2 hidnyos egerek, valamint a
keményagyhartya nyirokereinek funkcionalis jellemzésére soran is hasznaltadk ezen
megkozelitéseket [123, 130, 137, 138, 140, 141, 147, 161, 220]. Kisérleteink soran a
nyirokerek funkcigjat fluoreszcensen jelolt makromolekulak és lipidek injektalasaval, és
a molekuldk elszallitodasanak kovetésével jellemeztiik a kovetkezOkben részletezett

modokon.

3.5.1. A nyirokérfunkcio jellemzése a vékonybélben

A nyirokérfunkcié vékonybélben vald jellemzésére Plcy2~ és testvérkontroll
egerektol egy éjszakan keresztiil megvontuk a taplalékot, majd az egereket 100 pl
napraforgoolajban (Sigma-Aldrich, S5007) 1:250 aranyban feloldott jeldlt lipiddel [4,4-
Difluoro-5,7-Dimetil-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacén-3-Hexadekansavat (BODIPY C16,
4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene-3-Hexadecanoic Acid)]
(Thermo Fisher, D3821) etettiik meg. A kisérleti egereket két oraval késébb felaldoztuk,
majd fluoreszcens sztereomikroszkopia segitségével kovettiik a jeldlt lipidek vékonybél

nyirokerei altal megvalosuld felvételét s elszallitodasat.
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3.5.2. A nyirokérfunkcio kovetése a hatso végtaghan

70 kDa molekulatomegli rhodamin dextran (RhD, Rhodamine dextran) oldatot
injektaltunk fiatal felndtt (21-32 napos kort) Plcy2~/~ és testvérkontroll egerek talpbSrébe
az allatok hats6 végtagjan. A kisérleti allatokat az injektalast kovetden 100 perccel
terminaltuk, és a bor eltavolitasait kovetden fluoreszcens sztereomikroszkopia
segitségével kovettik a jelolt makromolekuldk nyirokerek altal megvaldsulo

elszallitodasat a poplitealis nyirokcsomo iranyaba.

3.5.3. A meningealis nyirokérfunkcio jellemzése

Kisérleteink soran tobbféle molekulasulyt makromolekulédval is jellemezni szerettiik
volna a keményagyhdartya nyirokereinek funkci6jat. Ezen kisérleteink soran a kovetkezo
oldatokat alkalmaztuk:

e 70 kDa molekulatomegli rhodamin dextran (Life Technologies, D1818)
e 40 kDa molekulatomegii rhodamin dextran (Life Technologies, D1842)
e 3 kDa molekulatdmegii rhodamin dextran (Life Technologies, D3308)
e PBS

Az oldatok 2,5 pl térfogatban keriiltek injektalasra 2,5%-o0s Avertin oldattal altatott
kisérleti egerek agyszdvetébe, vagy cerebrospindlis folyadékaba. A jelolt molekulakat 10
fluoreszcensen jelolt dextran injektalasat kontroll kisérletként végeztiik el, tekintettel
arra, hogy felvétele és elszallitodasa megvalosul a vérerek altal is. Annak vizsgalatara,
hogy a nyaki nyirokcsomoékban megjelend jel mennyire specifikus, tovabbi kontroll
kisérletként az agyszovetbe valo injektalas helyén 70 kDa molekulatomegii rhodamin
dextrant injektaltunk szubkutan.

Az agyszdvetbe vald injektalas soran a fejboron olloval sagittalis irany bemetszést
ejtettiink a sutura sagittalis felett. A bregmatdl lateralis irdnyban a koponyat atszarva
Hamilton-fecskend6 segitségével lassan injektaltuk a jelolt makromolekulakat, vagy PBS
oldatot ~2 mm mélységben. Az injektatum szivargasat elkeriilendo a tlit az injektalast

kovetden 5 perccel, lassu, 6vatos mozdulattal tavolitottuk el.
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A cerebrospindlis folyadékba val6 injektalashoz a nyakboron olldval sagittalis iranyu
bemetszést ejtettiink a cervikalis szegmentben a dorzalis oldalon, majd az izmok tompa
preparalassal valo szétvalasztasat kovetéen 70 kDa molekulastlyi thodamin dextran-
oldatot injektaltunk a cisterna magnaba. Az injektatum szivargasat elkeriilendé a tiit az
injektalast kovetden 5 perccel lasst, ovatos mozdulattal tavolitottuk el. Az injektalast
kovetden az egereket 100 percig altatdsban tartottuk, majd a kisérleti allatokat
terminaltuk, és vizsgaltuk a jelolt molekuldk a nyaki nyirokcsomok iranyaba torténd
elvezetddését.

Annak vizsgalatara, hogy a kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak a
meningealis nyirokerek kozvetitésével jutnak-e el a nyaki nyirokcsomokba, 70 kDa
molekulatomegii rhodaminnal jel6lt dextrant injektaltunk fiatal felnétt (21-32 napos kort)
vad tipusu, illetve FIt4FF nyirokendthel-specifikus riporteregerek agyszovetébe, majd az
injektalast kovetden 100 perccel termindltuk a kisérleti egereket. Ezt kovetden a
illetve GFP elleni teljes szoveti immunfestés alkalmazasaval tettiik lathatova a
meningedlis nyirokereket, és vizsgaltuk a jelolt makromolekulak és nyirokerek
egymashoz viszonyitott elhelyezkedését a keményagyhartyaban.

Annak jellemzésére, hogy a makromolekulak milyen mértékben szallitodnak el a
kozponti idegrendszerbdl a nyaki nyirokcsomokba a kiilonb6z6 kora egerekben, a 70 kDa
rhodamin dextran agyszovetbe vald injektalasat kiilonb6zé kora nyirokér-riporter
egereken végeztiik el PO és P21 idépontok kozott.

Annak megallapitdsdra, hogy a nyirokaramlds hidnya hogyan befolyasolja a
makromolekulak koézponti idegrendszerbdl a nyaki nyirokcsomok iranyaba torténd
elszallitasat, 70 kDa rhodamin dextran agyszovetbe és cisterna magnaba torténd
injektalasat végeztiik el fiatal felnétt Plcy2 ™/~ és vad tipusu testvérkontroll egereken.

Az injektalas mindségét a kisérletek soran szigortan ellendriztiik. A nem megfeleld
mindségl injektalas esetén az adott kisérlet eredményeit nem vettiik figyelembe.

A nyirokérfunkcio jellemzésére hasznalt jelolt lipidek ¢és makromolekuldk
elvezetddését Nikon DS-Ri2  kamerdhoz  csatlakoztatott ~Nikon SMZ-25
sztereomikroszkop segitségével kovettiik. A nyirokcsomokba eljutott jeldlt molekulak

mennyiségi jellemzésére a nyirokcsomokban mérhetd atlagos fluoreszcens jelintenzitasat
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(MFI, Mean Fluorescent Intensity) hasznaltuk, melyhez a kovetkezd képletet
alkalmaztuk:

MFI = MFlyyirorcsoms — MFInstrer
ahol MFI jeloli az adott mérési teriileten mért atlagos fluoreszcens jelintenzitas mértékét.
Az egyes teriiletek atlagos fluoreszcens jelintenzitdsdnak meghatdrozdsdhoz a NIS

Elements szoftvert alkalmaztuk.

3.6. A PLCy2 hianyos egerekben megfigyelt fenotipus kvantitativ jellemzése

3.6.1. A vérerek és nyirokerek karosodott elkiiloniilésének kovetése a

vékonybélben

Annak jellemzésére, hogy a vérerek és nyirokerek elkiiloniilése milyen mértékben
karosodik a PLCy2 hianyos egerekben, egy 0-4 pontig terjedé pontozasi rendszert
hoztunk létre, melyben figyelembe vettiik az alabbi paramétereket:

e Vér megjelenése a vékonybél falanak nyirokereiben

e Vér megjelenése a mezenterialis nyirokerekben

e Abnormalis struktirat mutat6 nyirokérhaldzat a vékonybél falaban
e Abnormalis struktirat mutatd mezenterialis nyirokérhalozat

Minden egyes paraméter esetén 1 pontot adtunk, amennyiben megfigyelhetd volt az
adott elvaltozas az egérben, €s 0 pontot adtunk az egyes paraméterekre, amennyiben nem
volt megfigyelhet6 az adott elvaltozas. A négy pontszam szamtani 0sszegét tekintettiik az
adott egér vékonybelében a vérér- és nyirokérhalozatok elkiilonélésének zavarat jellemz6

pontszamnak.

3.6.2. A nyirokcsomok vérrel valé kitoltottségének jellemzése

Az irodalmi adatok alapjan a vérerek és nyirokerek elkiiloniilésében szerepet jatszo
PDPN — CLEC-2 jelpalya sziiletést koveto karosodasa esetén a nyirokerek vérrel vald
kitoltottségén talmenden a nyirokcsomok is vérrel kitoltdtté valhatnak [104, 113, 119,
221-223]. A nyirokcsomokban megjelend vér megvaltoztathatja a nyirokcsomok
hemodinamikai tulajdonséagait, ami hatassal lehet arra, hogy milyen mértékii elvezetést

detektalunk az injektalas helyének megfeleld regionalis nyirokcsomoban. Ezért egy 0-4
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pontig terjed6 pontozasi rendszert hoztunk létre annak jellemzésére, hogy a PLCy2
hianyos egerek nyirokcsomodiban milyen mértékben jelenik meg vér a vérér- és
nyirokérhalozatok elkiiloniilésének zavara kdvetkeztében. A pontozasi rendszerben kiilon
pontoztuk a Plcy2™/~ és testvérkontroll egerek mezenteriélis, inguinalis, felszini nyaki és
mély nyaki nyirokcsomoinak vérrel valo kitoltottségét az alabbiak szerint: 0 pont: nem
figyelhetd meg vér az adott nyirokcsomdban; 4 pont: a nyirokcsomo teljes mértékben

veérrel kitoltott.

3.6.3. A meningealis nyirokérhalézat strukturalis jellemzése

A meningedlis nyirokérhalozat kvantitativ jellemzését kétféle megkozelitéssel
végeztiik. Egyrészrol 1étrehoztunk egy 0-15 pontig terjedd pontozasi rendszert, amelyben
figyelembe vettik a meningealis nyirokerek folytonossagat, a meningealis
nyirokérhalozat strukturalis érintetlenségét, a nyirokerek jelenlétét a sinus sagittalis
superior, sinus transversus és arteria meningea media mentén, valamint a meningealis
nyirokérhalozatban megfigyelheto elagazasok szamat a kdvetkezoek szerint:

e a meningealis nyirokerek folytonossaga: 0-4 pont; 0 pont: nem figyelhetdek
meg folytonos nyirokérstruktirdk; 4 pont: az 0Osszes megfigyelhetd
nyirokérstruktura folytonos lefutast mutat

e a meningealis nyirokérhaldzat strukturalis érintetlensége: 0-3 pont; 0 pont:
nagyszamban el6forduld sulyos strukturalis deformitds; 3 pont: ¢€p
nyirokérstruktirak

e a nyirokerek jelenléte a sinus sagittalis superior mentén: 0-2 pont; 0 pont:
nem figyelhetd meg nyirokér a sinus sagittalis superior mentén; 1 pont:
nyirokerek figyelhetdek meg a sinus sagittalis superior egyik oldalan; 2 pont:
nyirokerek figyelhetdek meg a sinus sagittalis superior mindkét oldalan

e a nyirokerek jelenléte a sinus transversus mentén: 0-2 pont; 0 pont: nem
figyelheté meg nyirokér a sinus transversus mentén; 1 pont: nyirokerek
figyelhetéek meg a sinus transversus mentén a koponya egyik oldalan; 2
pont: nyirokerek figyelhetéek meg a sinus transversus mentén a koponya
mindkét oldalan

e a nyirokerek jelenléte az arteria meningea media mentén: 0-2 pont; 0 pont:

nem figyelhetd meg nyirokér az arteria meningea media mentén; 1 pont:
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nyirokerek figyelhetéek meg az arteria meningea media mentén a koponya
egyik oldalan; 2 pont: nyirokerek figyelhetbek meg az arteria meningea
media mentén a koponya mindkét oldalan
e a nyirokerek eldgazodasanak mértéke: 0-2 pont; 0 pont: nem figyelhetdek
meg nyirokérelagazasok, vagy legfeljebb 3 elagazas lathato; 1 pont: 3-10
elagazas detektalhato; 2 pont: 10-nél tobb elagazas detektalhato
Az egyes paraméterekre kapott pontszamok szamtani 6sszegét tekintettiik az adott
egér meningealis nyirokérhalozatat jellemzo pontszamnak.
A keményagyhartya nyirokérhalozatdt ezen tulmenden a meningedlis
kompartmentben megfigyelheté nyirokerek 0sszhosszisaganak mérésével jellemeztiik,

amelyhez a NIS Elements szoftvert alkalmaztuk.

3.7. A spiralis artéridk strukturalis atalakuldsa soran lezajlo folyamatok

jellemzése

Annak vizsgalatara, hogy az Flt4*¥* néstényekben karosodik-e a spiralis artéridk
strukturalis atalakulasa, idozitett vemhességeket hoztunk Iétre vad tipust himek, illetve
Flt4"* ¢és vad tipusu néstények paroztatiasaval. GD11.5 és GD13.5 idépontokban a
nostények terminalasat kovetden az embriokat és placentakat csaszarmetszés segitségével
kimetszettiik, majd az embridkat és placentdkat 4%-os PFA oldatban egy éjszakan
keresztiil 4°C homérsékleten inkubaltuk, amelyet kovetden a mintdkat 3 1épésben PBS
oldatban mostuk, majd a placentakbdl a korabban bemutatott protokollok segitségével
szOvettani metszetet készitettiink és rutin HE, valamint fluoreszcens immunhisztokémiai
festési eljarassal kezeltiik.

A spiralis artériak strukturalis atalakuldsanak jellemzéséhez megmértiik a spiralis
artéridk luminalis keresztmetszetét, valamint meghataroztuk az erek luminalis
keresztmetszetére vonatkoztatott relativ falvastagsagat. A spiralis artéridk simaizom-
boritottsaganak vizsgalatahoz a spiralis artériak fala koril kézzel kijelolt korvonal minden
pontjan meghataroztuk az o-simaizomaktin-ellenes immunfestés csatorndjan meérhetd
fluoreszcens jelintenzitas értékét. Ezt kovetden a pontok fluoreszcens jelintenzitas-értékei
alapjan meghataroztuk a simaizomsejtek altal fedett pontok és az érfal koril kijelolt

korvonal pontjainak szazalékos aranyat. A foszforilalt ERK fehérje szintjének
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meghatarozasdhoz a spiralis artéridk endotheliuméat kijelolve vizsgaltuk a kijelolt
teriileten mérhetd MFI értékét a foszforilalt ERK-ellenes immunfestés csatorndjan. A
spiralis artéridk luminalis keresztmetszetének, az erek luminalis keresztmetszetére
vonatkoztatott relativ falvastagsaganak, az erek simaizom-boritottsaganak, valamint a
foszforilalt ERK fehérje szintjének meghatarozasa Image] 1.51n program segitségével

tortént.

3.8. Preeclampsia fenotipus jellemzése

A preeclampsia korfolyamata emberekben a terhesség soran magas vérnyomassal,
proteinuriaval, anyai veseelégtelenséggel, valamint a magzati ndvekedés karosodasaval
jarhat, amely hatasok mind az anyara, mind a magzatra nézve vesz¢lyt hordoznak [192,
201, 203]. Annak vizsgalatara, hogy a human preeclampsia soran megfigyelhet? tiinetek
jelentkeznek-e a VEGFR-3 tirozin kinaz jelatviteli utvonalanak karosodasa esetén az
Flt4"* genotipust néstény egerekben, kisérletes rendszereket allitottunk be a kisérleti
allatok szisztolés vérnyomasanak kovetésére, a vizelet fehérjetartalmanak, illetve

placentak, embridk, valamint az anyai vesék tomegének meghatarozasara.

3.8.1. A szisztolés vérnyomas meghatarozasa

A humén preeclampsia sordn jelentkezd magas vérnyomds egerekben valo
vizsgalatara vemhes és nem vemhes Flt4"¥* és Fit4™* nBstények szisztolés vérnyomasat
a farokartérian kivitelezett mandzsettds modszerrel végeztiik. A mérés soran B60- 4"
szenzorral, Y” mandzsettaval felszerelt IITC Life Science 29 NIBP erdsitot
alkalmaztunk, melyhez Biopac MP45 adatfeldolgoz6 egységen keresztiil szamitdégéphez
csatlakoztattuk. Az adatok rogzitése és feldolgozasa Biopac Student Lab PRO 3.7.7
szoftver alkalmazasaval tortént. Az egereket a mérés soran egyedi készitési
immobilizacidos csOben helyeztik el, és 37°C homérsékleten tartottuk a mérés
befejezéséig.

Vemhes egerek esetében az Flt4** és Fit4™* nOstények szisztolés vérnyomasat
GD13.5 és GDI18.5 id6szakban kora délutdni id6pontban mértiik, naponta egy
alkalommal. A ndstényeket GD16.5-GD17.5 kor k6zott metabolikus ketrecben helyeztiik

el, emiatt a GD16.5 korban a néstények vérnyomasat a tobbi naptol eltéréen, 10.00 érakor
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mértiik. A nem vemhes Flt4*"* és Flt4** néstények vérnyomdasat 4 egymast kovetd
napon at kovettiik kora délutani idépontokban. A mérések elott az egereket a
kornyezethez vald hozzaszokas érdekében 5 percig az immobilizacios csoben tartottuk.
A vérnyomasmérést egerenként alkalmanként legfeljebb 10 ismétléssel végeztik, az
ismétlések kozott legalabb 1 perc sziinetet biztositottunk a farokartériak falanak
tekintettik az egér adott napi szisztolés vérnyomasértékének. A méréssorozatot
megelézden a kisérletbe bevont egereket egy egyhetes periddus soran hozzaszoktattuk a

mérési koriilményekhez.

3.8.2. Proteinuria vizsgalata

Annak vizsgalatira, hogy az Flt4"¥* ndstényekben kialakul-e proteinuria a
vemhesség soran, vemhes és nem vemhes Flt4*/" és Flt4*" néstényeket 24 oran keresztiil
metabolikus ketrecben tartottunk, és vizeletet gytlijtottiink. A vemhes néstények esetén
ugy végeztik a kisérletet, hogy a néstények altal a metabolikus ketrecben eltoltott id6 a
GD16.5 és GD17.5 kozotti idészakra essen. A ndstényektdl a taplalékot a metabolikus
ketrecben toltott idészakban megvontuk, elkeriilendd, hogy a tap a vizeletmintakba
keriiljon. A néstények megfeleld ivoviz-ellatasat a metabolikus ketrecben toltott id6 alatt
is biztositottuk. A gyljtott vizeletmintakat felhasznalasig -80°C homérsékleten taroltuk.

Ezt kdvetden keriilt sor a vizeletmintak 0sszfehérjetartalmanak meghatarozasara. A

minta §sszfehérjetartalmat a kreatinintartalomra nézve normalizaltuk.

3.8.3. Embriok, placentik, anyai vesemintik tomegének meghatarozasa

késo embrionalis korban

A vemhes ndstények veseszoveti karosodasanak vizsgalataira GD18.5 id6pontban a

c ey

embriokat, placentakat, valamint az anyai veséket, majd analitikai mérleg segitségével

meghataroztuk a kimetszett embridk, placentak és vesék tomegét.
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3.9. A mérési eredmények statisztikai analizise és bemutatasa

A vérér- és nyirokérhalozatok elkiiloniilésének Plcy2”~  egérmodellben
megfigyelhetd zavaranak, valamint a kisérleti allatok nyirokcsomoéinak vérrel valo
kitoltottségének jellemzésére, illetve a meningedlis nyirokérhaldézat kvantitativ
jellemzésére 1étrehozott pontozasi rendszerekben minden egyes paraméter két, egymastol
fiiggetlen kutat6 altal keriilt pontozasra, akik nem rendelkeztek informacioval a kisérleti
egerek genotipusarol, korardl, és egyéb, a pontozast esetlegesen befolyasolo
paraméterekrél. Ezen pontszamok statisztikai analizise soran minden esetben a két
megfigyeld altal adott 6sszpontszam matematikai atlagat vettiik figyelembe.

A kisérletek kivitelezése €s analizise soran az azt végzo kutatd nem rendelkezett
olyan informacioval az adott kisérlet kiértekelésének befejezéséig, ami befolyasolhatta a
kisérlet kiértékelését és az eredmény partatlansagat.

Az értekezésben bemutatott kisérletek elemszamait az adott kisérlet eredményeinek
bemutatasakor jelolom. A mérési eredményeket bemutaté abrakon pont formajaban
jelolom az egyedi mérési eredményeket, valamint jel6lom az egyes csoportok szamtani
atlagat és standard hibajat (SEM, Standard Error of Mean) is. Az adatok kvantitativ
elemzésére Microsoft Office Excel és Graph Pad Prism 7.0 szoftvereket alkalmaztunk.
Az egyes méréseknél alkalmazott statisztikai prébakat minden egyes kisérletnél kiilon

jelolom. A statisztikai analizis soran 0,05 alatti p-értékeket tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. A meningealis nyirokérhalézat felépitésének vizsgalata

A keményagyhartya nyirokérhéalozatanak jellemzésére iranyuld kisérleteink elsd
Iépéseként az érett meningealis nyirokérhalozat szerkezetét vizsgaltuk, melyhez az
agyhartyamintak teljes szoveti fluoreszcens immunfestését alkalmaztuk. Kisérletiinkben
fiatal felnott vad tipusii egerekben jellemeztiik a vérér- és nyirokendothelsejteken
egyarant kifejez6d6 PECAM sejtfelszini markert, valamint a nyirokendothel-specifikus
LYVE-1, PDPN, PROXI molekuldkat kifejezd sejtek elhelyezkedését a
keményagyhartyaban.

Kisérleti eredményeink megerdsitették a jellemzden a vénas szinuszokkal, illetve az
arteria meningea mediaval parhuzamos lefutdst mutatd nyirokerek jelenlétét a
keményagyhartyaban, amelyek pozitivnak bizonyultak az Osszes, altalunk vizsgalt
nyirokér-specifikus molekularis markerre, valamint az 6sszes endothelsejten kifejez6do
PECAM-ra nézve (7. abra A-D panel). A vad tipusu egereken végzett megfigyeléseinket
megerdsitették a Prox1°fP és Flt4""P nyirokendothel-specifikus riporter-egértérzseken
végzett vizsgalataink is (7. dbra E-I panel). A ProxI°ff és Flt4""" egerekben a
fluoreszcens riporterfehérje (GFP, illetve YFP) atirodasat nyirokendothel-specifikusan
kifejez6d6 gének (Prox1, illetve Fit4) promotere hajtja, ezaltal a nyirokendothelsejtek (és
igy a nyirokerek) fluoreszcens technikéaval vizsgalva lathatova valnak. A riporterfehérjét
kifejez6 PROX-1, illetve VEGFR-3 pozitiv sejtek egyarant kifejezték a LYVE-1
nyirokendothel markert, illetve a PECAM altalanos endothelmarkert is.
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7. abra: A keményagyhartya nyirokerei fiatal felnott egerekben

A: PECAM és LYVE-I sejtfelszini markerfeherjék kifejezodesének vizsgdalata a véndas
szinuszok mentén fiatal felnott vad tipusu egerek agyhdrtyajaban. Méretlépték: 500 um.
B,C: LYVE-1 és PDPN sejtfelszini markerfehérjék kifejezodésének detektalasa a véndas
szinuszok mentén fiatal felnott vad tipusu egerek agyhdrtyajanak teljes szoveti
immunfestését kovetéen fluoreszcens sztereomikroszkopia (méretlépték: 500 um) (B),
illetve konfokalis mikroszkopia (méretlépték: 200 um) (C) segitségével. D: LYVE-1 és
PROX-1 nyirokendothel markerek kifejezodésének vizsgalata a vénas szinuszok mentén
fiatal felnott vad tipusu egerek agyhartydjaban. Méretlépték: 500 um. E-G: GFP és
LYVE-1 fehérjék kifejezodésének vizsgalata a vénds szinuszok mentén fiatal felnétt
ProxI°ff egerek agyhdrtydjaban. Nativ GFP-jel (méretlépték: 500 um) (E), valamint
GFP és LYVE-I kifejezédés detektaldsa teljes szoveti immunfestést kovetden fluoreszcens

sztereomikroszkopia (méretlépték: 500 um) (F), illetve konfokdlis mikroszkopia
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(méretlépték: 200 um) (G) segitségével. H: GFP és PECAM fehérjék kifejezédésének

]GFP

vizsgdlata a sinus sagittalis superior mentén fiatal felnott Prox egerek

agyhartydajaban teljes széveti immunfestés segitségével. Méretlépték: 500 um. 1. YFP és

4P egerek

LYVE-1 kifejezodés vizsgalata a vénds szinuszok mentén fiatal felnott Flt
agyhartyajaban teljes szoveti immunfestés segitségével. Meéretlépték: 500 um. A
bemutatott reprezentativ képek minden esetben 2 vagy tobb fiiggetlen kisérletbol

szarmaznak.

4.2. A keményagyhartya nyirokérhialéozatanak a makromolekulik koézponti

idegrendszerbél valé elszallitédasaban betoltott szerepének vizsgalata

Mig az irodalomban rendelkezésre all6 eredmények egy része azt tamogatja, hogy a
keményagyhartya nyirokerei részt vesznek a makromolekulak kézponti idegrendszerbol
valo felvételében, mas kutatok kisérleteikben nem tudtdk kimutatni a meningealis
nyirokerek szerepét ebben a folyamatban [137, 138, 141, 147, 160, 161]. Tovabbi
kisérletek sziikségesek annak eldontésére, hogy a keményagyhartya nyirokerei részt
vesznek-e a makromolekuldk kozponti idegrendszerbdl valo elszallitddasaban. Ezért
kisérleteink soran jellemezziik a keményagyhartya nyirokérhaldzatdnak szerepét a

makromolekuldk kdzponti idegrendszerbdl vald elszallitodasaban.

42.1. A kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak

elvezet6désének vizsgilatiara alkalmazott kisérleti eljaras beallitasa

A makromolekuldk kozponti idegrendszerbdl valo elszallitodasanak vizsgalatara
elterjedten alkalmazott modszer a fluoreszcensen vagy radioaktivan jelolt
makromolekulak agyszovetbe, agykamraba, illetve cisterna magnaba vald injektalasa,
majd az injektalt makromolekula elszallitodasanak kovetése. Kisérleteinkben kiilonb6z6
molekulatomegii (70 kDa, 40 kDa és 3 kDa) rhodaminnal jelolt dextranmolekulakat
injektaltunk fiatal feln6tt kort ProxI9fF és Flt4"" nyirokendothel riporter egerek
agyszovetébe, illetve cerebrospindlis folyadékaba. A makromolekulak injektalasat
kovetéen 100 perccel vizsgaltuk azok nyaki nyirokcsomok iranyaba torténd
elvezetddését. Annak kontrollalasara, hogy a nyirokcsomoékban detektalhato6 fluoreszcens

jel a jelolt makromolekuldkbol szarmazik, kisérleti allatok agyszovetébe PBS-t
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injektaltunk, majd monitoroztuk a fluoreszcens jelintenzitas mértékét a nyaki
nyirokcsomokban. Annak vizsgalatara, hogy a nyaki nyirokcsomokban megjelend jel
mennyire specifikus, kontroll kisérletként az agyszovetbe valo injektalas helyén 70 kDa
rhodamin dextrant injektaltunk a bor ala, és detektaltuk annak elszallitodasat a nyaki
nyirokcsomokba.

Kisérleteink soran a jelolt molekuldk injektalasat kovetéen a felszini nyaki
nyirokcsomokban elhanyagolhat6an kis mértékii fluoreszcens jelet tapasztaltunk (8. abra
A panel). Nagy molekulatomegii (70 kDa, illetve 40 kDa) rhodamin dextranmolekulak
agyszovetbe ¢és cerebrospinalis folyadékban valo injektalasat kovetden azonban a jeldlt
makromolekulak jelentds mértéki felhalmozodasat figyeltik meg a mély nyaki
nyirokcsomokban (8. dbra B panel). Az injektalast kovetben a mély nyaki
nyirokcsomokban mért fluoreszcens jelintenzitas-értékek szamszerusitése statisztikailag
szignifikans elvezetédést mutatott a jelolt makromolekuldk (70 és 40 kDa) agyszovetbe,
illetve cerebrospinalis folyadékba vald injektalasa esetén (8. dbra C panel). A
makromolekuldk agyszovetbe vald injektalasakor enyhe ipszilaterdlis dominanciat

figyeltiink meg a molekulak mély nyaki nyirokcsomokba valo elszallitodasaban.
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8. dbra: A kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak elszallitasa a felszini
és mély nyaki nyirokecsomokba

A,B: Az injektalt jelolt molekuldk felhalmozodasa a felszini nyaki (A) és mély nyaki
nyirokcsomokban (B) 70, 40, 3 kDa molekulatomegii rhodamin dextran agysziovetbe,
cerebrospindlis folyadékba, illetve bor ald torténé injektalasat kovetéen. LEC:
nyirokendothelsejtek (Lymphatic Endothelial Cells). A mutatott képek 2 vagy tobb
fliggetlen kisérletbol szarmazo reprezentativ képek. Méretlépték: 1000 um. C. Az egyes
injektalasi eljarasokat kévetéen a nyaki régio nyirokcsomoiban mérhetd fluoreszcens
jelintenzitas-értékek oOsszehasonlitasa a PBS injektdldasakor mérhetd fluoreszcens

jelintenzitassal. Egyutas varianciaanalizis, Dunnett-féle post-hoc teszt; atlag = SEM; n>2
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minden injektalds esetén, szignifikanciaszintek: *P<0,05; **P<0,01; ****P<(,0001 az

agyszovetbe injektalt PBS csoporttal osszehasonlitva.

4.2.2. A meningealis nyirokerek szerepének vizsgalata a Kkozponti

idegrendszerbe injektalt makromolekulik felvételében

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a meningealis nyirokerek felveszik-e a kdzponti
idegrendszerbe injektalt makromolekulat. Ehhez 70 kDa molekulatomegli rthodamin
dextrant injektaltunk a kisérleti allatok agyszovetébe. Kisérleti eredményeink alapjan az
agyszovetbe injektalt jelolt makromolekuldk megjelennek a szinuszok mellett

elhelyezked6 LY VE-1 és VEGFR-3 pozitiv nyirokérstrukturakban (9. dbra).

A B

@ vad tipusu egér @ Flt4"*

RhD
RhD

LYVE-1
YFP

9. abra: A meningealis nyirokerek szerepe a makromolekulak kozponti
idegrendszerboél valé felvételében és elszallitasaban

AB: Az agyszévetbe injektalt 70 kDa rhodamin dextran meningedlis nyirokerek dltali
felvételének vizsgalata fiatal felndtt egerek keményagyhartyajaban. A nyirokerek
lathatova tétele vad tipusu egerek LYVE-1 ellenes immunfestése révén (A) és nativ YFP
jel Flt4"'" nyirokér-riporter egerekben valé detektalasaval (B) tortént teljes szoveti
keményagyhartyamintikon. A mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbol szdrmazo
reprezentativ képek. A fehér nyilak a nyirokerekben megfigyelheté rhodamin dextrdnt
jelolik. Méretlépték: 500 um.

Ezen kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy a keményagyhartya nyirokerei részt

vesznek a kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak felvételében és mély nyaki

nyirokcsomokba torténd elszallitasaban.
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4.3. A meningealis nyirokérhalézat fejlodési programjanak vizsgalata

4.3.1. A meningealis nyirokérstrukturak fejlodésének kovetése

Ezt kovetden a nemrégiben felfedezett meningealis nyirokérhaldzat szervspecifikus
fejlodési programjat vizsgaltuk. Kisérleteinkben kiillonb6zo kort egerekbdl szarmazo
agyhartyamintak teljes szoveti immunfestését végeztiikk el. P21 koru egerekben az
értekezésemben korabban bemutatott eredményekhez hasonloan érett, folytonos
meningealis nyirokereket figyeltiink meg Prox1-GFP, Flt4-YFP, LYVE-1, PDPN ¢és
PECAM markerek segitségével. Ujsziilott kort (P0) egerekben Prox1-GFP, Flt4-YFP,
PDPN pozitivitdst mutatd, éretlen nyirokérhaldzatot figyeltiink meg, amelyek
kornyezetében egymastol elkiiloniilten elhelyezkedd LYVE-1 pozitiv sejteket
detektaltunk (10. abra A-F panel).

Ezt kovetden az agyhartyaban megfigyelt LYVE-1 pozitiv sejtek vizsgalatahoz
fluoreszcens mikroszkopos technikak segitségével jellemeztilk a mezenhimalis eredetii
sejtekre jellemzO F4/80 fehérje kifejezddését a sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy az
ujsziilott kora egerekben megfigyelhetd, egymastol elkiiloniilten elhelyezkedd LY VE-1
pozitiv sejtek nagy aranyban kifejezték az F4/80 fehérjét. A fiatal felndtt egerekben
megfigyelheté F4/80 sejtek kozott azonban kisebb aranyban talaltunk LYVE-1 — F4/80
kettés pozitiv sejteket (10. abra G-H panel).
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10. abra: A keményagyhartydban megfigyelheté nyirokérstrukturiak fejlodési
programja

A: GFP és LYVE-1 kifejezodésének vizsgalata a vénds szinuszok mentén ujsziilott és fiatal
felndtt korit Prox19tY egerek agyhdrtydjdban. Méretlépték: 500 um. B: GFP és PDPN
kifejezodésének vizsgalata a vénas szinuszok mentén ujsziilott és fiatal felnott koru
ProxI°tf egerek agyhdrtydjaban. Meéretlépték: 500 um. C: YFP és LYVE-I
kifejezédésének vizsgalata a vénas szinuszok mentén vjsziilott és fiatal felndtt kori Flt4"™F
egerek agyhdrtydjaban. Méretlépték: 500 um. D: LYVE-1 és PDPN kifejezodésének
vizsgadlata a vénas szinuszok mentén ujsziilott és fiatal felndtt koru vad tipusu egerek

agyhartyajaban. Meretlépték: 500 um. E: PECAM és LYVE-1 kifejezodésének vizsgalata

53



DOI:10.14753/SE.2020.2462

a sinus sagittalis superior mentén P0, P3, P5, P8, P13 és P21 koru vad tipusu egerek
agyhartydajaban. Méretlépték: 500 um. F: GFP és LYVE-1 kifejezddésének detektdldsa

19TP egerekbdl szarmazé agyhdrtydban konfokdlis mikroszkdpiaval.

ujsziilétt  Prox
Meretléptek: 200 um. G,H: LYVE-1 és F4/80 markerek kifejezodésének detektalasa
ujsziilott és fiatal felnott egerek agyhartyajaban fluorveszcens sztereomikroszkopia
(méretléptek: 500 um) (G), illetve konfokalis mikroszkdpia (méretlépték: 200 um) (H)
segitségevel. A bemutatott reprezentativ képek minden esetben 2 vagy tébb fiiggetlen

kiserletbol szarmaznak.

4.3.2. A makromolekuldk agyszovetbdl valé elszallitodasanak kovetése a

meningealis nyirokerek fejlodési programja soran

Ezt kovetden a makromolekulak elszallitodasat vizsgaltuk a nyirokérhaldzat fejlodési
programja soran. Ehhez 70 kDa rhodamin dextrant injektaltunk kiilonb6z6 kori egerek
agyszovetébe. Fiatal feln6tt kort egerekben a korabbi kisérleteinkben megfigyeltekhez
hasonldan jelentés mértékii elvezetodést tapasztaltunk a mély nyaki nyirokcsomokban,
mig fiatalabb koru egerekben kisebb mértékii elvezetddést detektaltunk, és az ujszilott
egerekben szinte egyaltalan nem volt megfigyelhetd elvezetddés (11. abra A,B panel). A
nyirokcsomédkban mért fluoreszcens jel statisztikai analizise megerdsitette, hogy az
agyszovetbe injektalt makromolekula megjelenése a mély nyaki nyirokcsomodkban a
sziiletés idépontjatol kezdédden folyamatosan ndvekszik a meningealis nyirokérhaldzat
fejlodési programjanak ideje alatt, a sziiletést kovetd harmadik hét végéig (11. dbra C
panel). Ezen megfigyeléseink alapjan a makromolekulak kézponti idegrendszerbdl valo
elszallitodasanak meginduldsa egybeesik a meningealis nyirokerek fejlodési

programjanak idépontjaval.
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11. Abra: A kozponti idegrendszerbe injektilt makromolekulik elszallitasa a felszini
¢s mély nyaki nyirokcsomokba a sziiletést koveto elsé harom hét soran

A,B: Az agyszivetbe injektalt jelolt molekulak felhalmozodasa a felszini nyaki (A) és mély
nyaki nyirokcsomokban (B) 70 kDa molekulatomegii rhodamin dextran kiilonbézé koru
nyirokendothel-riporter egerek (ProxI1°ff, FIt4""") agyszivetébe valo injektdldsat
kovetden a sziiletést kdveté harom hét soran. A mutatott kepek 3 vagy tobb fiiggetlen
kisérletbol szarmazo reprezentativ képek. Méretlépték: 1000 um. C: A kiilonbézd kori
egerek mély nyaki nyirokcsomoiban mérheté fluoreszcens jelintenzitds-értékek
osszehasonlitisa a fiatal felnott (P21 koru) egerekben mérheté fluoreszcens
Jjelintenzitassal 70 kDa rhodamin dextran agyszovetbe valo injektalasat kévetden.
Egyutas varianciaanalizis, Dunnett-féle post-hoc teszt; datlag + SEM; n>3 minden
injektalas esetén; szignifikanciaszintek: *P<0,05; **P<0,01 a 21 napos egerek

csoportjaval osszehasonlitva.
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4.4. Az aramlas meningealis nyirokérhalézat fejlédési programjaban betoltott

szerepének vizsgalata

Korabbi vizsgalatok sordn mar jellemzésre keriilt a VEGFR-3 jelatviteli utvonal
meningealis nyirokerek ndvekedésében betdltott szerepe [140]. Kisérleteink soran arra
kerestiik a valaszt, hogy a nyirokérfejlodési folyamatok egyik meghatarozo tényezojének
szamit6 aramlas keltette mechanikai er6k miként befolyasoljak a meningealis

nyirokérhalozat fejlodési programjat.

4.4.1. A PLCy2 hidnyos egértorzsben megfigyelheté fenotipus jellemzése

SYK, SLP-76 és PLCy2 fehérjék hianyaban az értekezésem elsd részében bemutatott
okokbol kifolyolag sériil a vérér- és nyirokérhaldzatok vérlemezke-medialta elkiiloniilése
az embrionalis idészakban, aminek kovetkeztében a nyirokerek vérrel kitoltotté valnak
[101, 104, 105, 107, 110-113]. A kisérleti eredmények szerint a vér- €s nyirokrendszer
elkiiloniilésének zavara esetén a vérrel kitoltott nyirokerekben karosodik a nyirokaramlas,
ami kdvetkeztében sériil a mezentérium és a tiido nyirokereinek szervspecifikus érési
programja [123, 130]. Ezen megfigyelések alapjan felmeril, hogy a PLCy2 hidnyos
egértorzs igéretes modell lehet az aramlés szervspecifikus nyirokérfejlédési programban

betoltott szerepének vizsgalatara [107].

4.4.1.1. A PLCy2 hianyaban kialakulé nyirokér-fenotipus jellemzése

embrionalis koru egerekben

Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a CLEC-2 hidnyos egerekhez hasonldan a
PLCy2 hianyaban is megfigyelhetd-e a vérér- €és nyirokérhaldzatok elkiiloniilésének
zavara, valamint sériil-e a vékonybél nyirokérhal6zatanak érése az egerek embrionalis

koraban. Ennek vizsgalatahoz a PLCy2 egértorzset kereszteztik az Flr4""P

nyirokeér-
riporter egértorzzsel, majd vizsgaltuk az egérembriok nyirokérhaldzatat. Kisérleteinkben
azt talaltuk, hogy a CLEC-2 hidnyos egértdrzsh6z hasonléan [113, 123], a PLCy2
hianyaban is karosodik a vérér- és nyirokérhalozatok elkiiloniilése és a nyirokerek vérrel

kitoltotté valnak, amely fenotipus jol megfigyelhetd a mezentérium nyirokereiben (12.
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abra A panel). Ezen tilmenden azt is megfigyeltiik, hogy a Plcy2™/~ egérembridokban sériil

a vékonybél nyirokereinek érése (12. abra B panel).

A

Plcy2+ Plcy2”

Plcy2++ Plcy2+" Plcy2”

YFP

12. abra: A PLCy2 hianyaban kialakul6é fenotipus jellemzése embrionalis koru
egerekben

A: A vékonybél és mezentérium vérér- és nyirokérhalézata E19.5 korii Plcy2V”, Plcy2"~
és Plcy2™~ egérembridkban. B: A vékonybél és mezentérium YFP pozitiv nyirokereinek
szerkezete E19.5 kori Plcy2"*, Plcy2*~ és Plcy2™'~ egérembridkban FIt4"'" genetikai
hattéren. A mutatott képek 3 vagy tobb fiiggetlen kisérletbdl szdarmazo reprezentativ

képek. Méretlépték: 500 um.

A Plcy2™~ x Pley2"”  keresztezésekbdl sziiletett utodok —genotipusainak
Osszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy az utddok kozott a Plcy2™~ egerek aranya a
sziiletést kovetd harmadik héten 9,9%, ami jelent6sen elmarad a mendeli 6roklésmenetnél
jellemzd 25%-t61 (13. dbra). Ezen megfigyeléseink alapjan a Plcy2™/~ egereknek tobb,

mint fele nem éri meg a sziiletést kovetd harom hetes kort.

57



DOI:10.14753/SE.2020.2462

*
>1 00%1 W Plcy2+
— - = O Plcy2
| Fiatal feln6tt egere » /-
GEBHpIS Mend(-,:-ll : = & Picy2
eloszlas Arany N n
2 50%7
Plcy2++ 25,0% 31,4% 17 %
N
Plcy2+ 50,0% 587% | 219 iy
v &
Plcy2” 25,0% 9,9% 37 0P €
N o
" (6(‘ %\'99
Osszesen | 100,0% | 100,0% | 373 WO 8)
S
NI
NP
<

13. abra: A PLCy2 hidnyos egerek tilélésének jellemzése.

A Plcy2 kolonidaban sziiletett utodok genotipusinak oOsszehasonlitasa a mendeli
oroklésmenetre jellemzo aranyokkal kontingencia tabldazat és halmozott oszlopdiagram
formdjaban. A Plcy2"~ x Plcy2"" keresztezésekbdl szarmazé 67 alomban sziiletett 373
utod genotipusait a sziiletést kovetd harmadik héten dllapitottuk meg. Az eredmények
mendeli ardanyokkal valo dsszehasonlitasara Pearson-féle Chi-négyzet probat

alkalmaztunk. n>37 minden genotipus esetén; *P<0,05.

4.4.1.2. A PLCy2 hianyaban kialakulé nyirokér-fenotipus jellemzése fiatal

felnott egerekben

Ezt kovetden a fiatal felndtt korban is jellemeztiik a PLCy2 hianyos egerekben
kialakul¢ fenotipust. Az embrionalis kort egerekhez hasonloan fiatal felnétt egerekben is
megfigyelhetd volt a vérér- és nyirokérhalozatok elkiiloniilésének zavara, valamint a vér
megjelenése a vékonybél és a mezentérium nyirokereiben (/4. abra). A vékonybélben
megfigyelhetd fenotipus vizsgalatakor felfigyeltiink arra, hogy a PLCy2 hianyos egerek
némelyikében a fenotipus sokkal kevésbé stulyos megjelenést mutat. A kevésbé sulyos
fenotipust mutatdé Plcy2™~ egerekben a vékonybél és mezentérium nyirokerei kevésbé
voltak vérrel kitoltdttek, mint a salyos fenotipust mutato6 PLCy2 hidnyos egerek

nyirokerei (14. dbra).
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Plcy2” (kevésbé sulyos Plcy2” (sulyos
Plcy2++ Plcy2+"- fenotipus a bélben) fenotipus a bélben)

£ 4

14. abra: A PLCy2 hidnyaban kialakul6 fenotipus jellemzése fiatal felnott egerek
vékonybelében

A vékonybél és mezentérium vérér- és nyirokérhalézata fiatal felnétt korii Plcy2*,
Plcy2*~, valamint kevésbé siilyos és siilyos fenotipust mutaté Plcy2™~ egerekben. A sarga
nyilak a mezenterialis nyirokereket jelolik. A mutatott képek 9 vagy tobb fiiggetlen

kisérletbol szarmazo reprezentativ képek. Meéretlépték: 1000 um.

Abbol kifolyolag, hogy feltételezéseink szerint azokban a PLCy2 hidnyos egerekben,
amelyekben a bél nyirokerei kevésbé stlyos fenotipust mutatnak, kevésbé karosodik a
nyirokaramlas is, egy 0-4 pontig terjedd pontozasi rendszert hoztunk létre, amely
segitségével elkiilonithetévé valtak a kevésbé stlyos €s sulyos fenotipust mutatdo PLCy2

hianyos egerek (15. dbra).
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15. abra: A PLCy2 hianydban kialakul6é fenotipus sulyossaganak jellemzése a
vékonybélben és a mezentériumban lathato6 fenotipus alapjan

0-4 pontig terjedd pontozdsi rendszer a vérér- és nyirokérhdlozatok vékonybélben és
mezentériumban megvalosuld  elkiiloniilésének és a vér nyirokerekben valo
megjelenésének kivetésére Plcy2™*, Plcy2*~ és Plcy2™~ egerekben (Atlag + SEM;
Egyutas varianciaanalizis; Dunnett-féle post-hoc test; n>9 minden csoport esetén;

**xx%D<() 0001 a Plcy2*™" csoporttal dsszehasonlitva).

4.4.1.3. A nyirokcsomok jellemzése PLCy2 hianyos egérmodellben

A korabbi kisérleti eredmények alapjan a PDPN — CLEC-2 jelpalya sziiletést koveto
karosodasa esetén a nyirokerek vérrel valo kitoltottségén tilmenden a nyirokcsomok is
vérrel kitoltotté valhatnak [104, 113, 119, 221-223]. Ezt kdvetd kontroll kisérleteink
soran vizsgaltuk a nyirokcsomok szerkezetét, valamint a vér megjelenését Plcy2"*,
Plcy2"~ és Plcy2™'~ egerek nyirokcsomoiban.

A Plcy2™ egerek nyirokcsomdi az dsszes vizsgalt régioban (nyaki, mezenterialis,
inguinalis, poplitedlis) megfigyelhetéek voltak. Annak vizsgalatara, hogy a PLCy2-
hianyos egerekben karosodik-e a nyirokcsomok strukturdja, a nyirokcsomok szerkezetét
rutin szoveti festés segitségével jellemeztilk. A nyirokcsomok szerkezetében nem volt

megfigyelhetd strukturalis elvaltozas a PLCy2 fehérje hianyaban (16. dbra).
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Plcy2” (kevésbé sulyos  Plcy2” (sulyos
fenotipus a bélben)

Inguinalis

Mély nyaki  Felszini nyaki
nyirokcsomoék nyirokcsomoék nyirokcsomok

16. abra: A nyirokcsomok szerkezetének vizsgalata fiatal felnétt kontroll és PLCy2
hidanyos egerekben
A nyirokcsomok szerkezetének vizsgdlata rutin HE szovettani festés segitségével Plcy2*”,
Plcy2*~ és Plcy2™ egerek inguindlis, felszini nyaki és mély nyaki nyirokcsoméiban. A
mutatott képek 1 vagy tobb fiiggetlen kisérletbol szdarmazo reprezentativ képek.
Meéretléptek: 50 um.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy PLCy2 hianyéaban az egerek mezenterialis,
inguinalis és felszini nyaki nyirokcsomoéi a PDPN — CLEC-2 jelatviteli utvonal mas
fehérjéinek hianyaban megfigyeltekhez hasonldan jellemzdéen vérrel kitoltottek voltak. A
mély nyaki nyirokcsomokban nem voltak megfigyelhetéek vorosvértestek a PLCy2

hianyos egerekben (17. dbra).

61



DOI:10.14753/SE.2020.2462

A Plcy2” (kevéshé sulyos  Plcy2” (sulyos
Plcy2+ Plcy2+" fenotipus a bélben) fenotipus a bélben)

Felszininyaki  Inguindlis  Mezenterialis

Mély nyaki
nyirokcsomok nyirokcsomoék nyirokcsomék nyirokcsomok

kA KRR

~
o
H
8

o000

(0-4)
N

felele] *

ége

7

N
o

00 oo oo

| telitetts

o

Inguinalis nyirokcsomok
vérrel telitettsége (0-4)
vérrel telitettsége (0-4)

N
Mély nyaki nyirokcsomok

Felszini nyaki nyirokcsomok
vérre
o

M Picy2++

O Picy2+

B Picy2* (kevésbé stlyos fenotipus a bélben)
& Picy2” (sulyos fenotipus a bélben)

Plcy2” (kevésbé sulyos  Plcy2” (sulyos
Plcy2++ Plcy2+" fenotipus a bélben) fenotipus a bélben)

17. abra: A nyirokcsomok vérrel valo Kkitoltottségének vizsgalata fiatal felndtt

Inguinalis

nyirokcsomék _nyirokcsomék nyirokcsomok

DAPI TER-119
Felszini nyaki

Mély nyaki

kontroll és PLCy2 hianyos egerekben
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A: Kiilonb6zd régiokbol szarmazo nyirokcsomok makroszkopikus képe. A nyilak a
nyirokcsomok elhelyezkedését jelolik. A mutatott képek 3 vagy tobb fiiggetlen kisérletbol
szdrmazo reprezentativ képek. Méretlépték: 1000 um. B: 0-4 pontig terjedd pontozdasi
rendszer az egyes nyirokcsomok vérrel vald kitoltéttségének jellemzésére Plcy2*,
Plcy2t~ és Plcy2™~ egerekben (Atlag + SEM; Egyutas varianciaanalizis; Dunnett-féle
post-hoc test; n>3 minden csoport esetén; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
*xx%D<() 0001 a Plcy2*™" csoporttal dsszehasonlitva). C: TER-119 pozitiv vordsvértestek
eléfordulasa kontroll és PLCy2 hianyos egerek inguinalis, felszini nyaki és mély nyaki
nyirokcsomoiban. A mutatott képek 1 vagy tobb fiiggetlen kisérletbl szdrmazo

reprezentativ képek. Méretlépték: 50 um.

4.4.2. A nyirokérfunkcio jellemzése PL.Cy2 hianyos egértorzsben

4.4.2.1. A nyirokérfunkcio jellemzése a vékonybélben

A PLCy2 hianyaban kialakulo nyirokér-fenotipus vizsgéalatat kovetéen a nyirokerek
funkcionalis jellemzését végeztikk el. A lipidek vékonybéllumenbdl vald felvételében
kozponti szerepet jatszanak a nyirokerek. A vékonybél nyirokérhalozatanak funkcionalis
vizsgalatahoz az egereket fluoreszcensen jelolt lipiddel (BODIPY C16) etettiik meg, majd
vizsgaltuk a jeldlt lipid megjelenését a vékonybél nyirokereiben. Mig a Plcy2** és
Plcy2*~ egerek esetében a lipid megjelent a mezenterialis nyirokerekben, azokban a
Plcy2™~ egerekben, amelyekben a vérér- és nyirokérhalozatok elkiiloniilésének zavara
sulyos volt a bélben, egyaltalan nem volt megfigyelhet6 a jelolt lipid transzportja a
mezenterialis nyirokerekben. A kevésbé sulyos bélfenotipust mutatdé PLCy2 hianyos
egerek mezenterialis nyirokereiben a fluoreszcensen jelolt lipid kis mértékii transzportjat

detektaltuk (18. abra).
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18. abra: A vékonybél és a mezentérium nyirokereinek funkcionalis jellemzése fiatal

3 / - ;

£

BODIPY C16

felnott kontroll és PL.Cy2 hidnyos egerekben

Az ordlisan adott fluoreszcensen jelolt lipid (BODIPY C16) felvétele Plcy2™*, Plcy2*/~
és Plcy2™~ egerek mezenteridlis nyirokereiben. A nyilak a mezenteridlis nyirokerekben
megjelené BODIPY Cl6-ot jelolik. A mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbol szdarmazo
reprezentativ képek. Méretlépték: 1000 um.

4.4.2.2. A nyirokérfunkcio jellemzése a hatsé végtaghan

Ezt kovetéen a nyirokérfunkcid tovabbi jellemzéséhez 70 kDa molekulatomegii
rhodamin dextrant injektaltunk a kisérleti allatok hatsé labanak talpbdrébe, majd az
egerek terminalasat kdvetden vizsgaltuk az injektalt jelolt makromolekula elvezetodését.
A Plcy2™* és Plcy2"” egerek esetében azt tapasztaltuk, hogy a makromolekuldk a
nyirokérhalozat segitségével a poplitealis nyirokcsomokba vezetddtek el. Ezzel
ellentétben azokban a Plcy2~~ egerekben, amelyekben a vérér- és nyirokérhalozatok
elkiiloniilésének zavara stlyos volt a bélben, nem volt megfigyelheté a makromolekula
elszallitddasa, mig a kevésbé sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2 hianyos egerekben a

fluoreszcensen jelolt makromolekula kis mértékli transzportjat detektaltuk (19. dbra).
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19. abra: A talpbdrbe injektalt makromolekula nyirokerek altali elvezetédése fiatal
felnétt kontroll és PLCy2 hianyos egerekben

A talpbérbe injektalt 70 kDa rhodamin dextrdn nyirokerek dltali elvezetédése a
poplitedlis nyirokcsomédk iranydba fiatal felnétt Plcy2™, Plcy2"~ és Plcy2™'~ egerekben.
A nyilak a poplitedlis nyirokcsomoban megjelend rhodamin dextrant jelolik. A mutatott

képek 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo reprezentativ kepek. Méretléptek: 1000 um.

4.4.2.3. A meningealis nyirokérhalézat funkcidjanak jellemzése

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a makromolekuladk kézponti idegrendszerbdl vald
elszallitodasa megvalosul-e a PLCy2 hidnyos egérmodellben. Ehhez 70 kDa rhodamin
dextrant injektaltunk a kisérleti allatok agyszovetébe, valamint cerebrospinalis
folyadékaba. Azt tapasztaltuk, hogy mig a Plcy2** egerekben a kdzponti idegrendszerbe
injektalt makromolekuldk mindkét injektaldsi technika esetében elszallitodtak a mély
nyaki nyirokcsomokba, a sulyos bélfenotipust mutaté Plcy2~~ egerekben az injektalt
makromolekuldk elvezetddése jelentés mértékben csokkent (20. dbra A,B panel). Ezen
megfigyelésiinket a nyirokcsomokban mérhetd fluoreszcens jelintenzitas szdmszeriisitése

is meger6sitette (20. abra C,D panel). A kevésbé stlyos bélfenotipust mutatd Pley2™~
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egerek esetében a korabbi kisérletekhez hasonléan azt tapasztaltuk, hogy mind az
agyszovetbe, mind a cerebrospinalis folyadékba torténd injektalas esetén a sulyos
bélfenotipust mutaté Plcy2~ egerekhez képest kisebb mértékben csokkent az

elvezetddés a mély nyaki nyirokcsomok iranyaba (20. abra C,D panel).

A | Injektélas agyszovetbe | B | Injektélas cerebrospinalis folyadékba |
Plcy2” (sulyos » Plcy2”(sulyos
fenotipus a bélben) Pley2 fenotipus a bélben)

|| LeC RhD |

RhD

C | Injektalas agyszovetbe | Dl Injektalas cerebrospinalis folyadékba I
Mély nyaki nyirokcsomok Mély nyaki nyirokcsomok
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20. abra: A makromolekulik kézponti idegrendszerbdl valé elszallitasa a mély nyaki
nyirokecsomokba fiatal felnott kontroll és PLCy2 hidnyos egerekben

AB: 70 kDa rhodamin dextran megjelenése fiatal felndtt Plcy2™*, valamint silyos
bélfenotipust mutaté Plcy2™"~ egerek mély nyaki nyirokcsomaéiban a jelolt makromolekula
agyszovetbe (A), illetve cerebrospindlis folyadékba (cisterna magnaba) (B) valo
injektaldsat kovetéen. A mutatott képek 2 vagy tobb fiiggetlen kisérletbél szdarmazo
reprezentativ képek. Méretlépték: 1000 um. C,D: A mély nyaki nyirokcsomokban mérhetd
fluoreszcens jelintenzitds mértéke fiatal felndtt Plcy2*”, valamint silyos és kevéshé

sulyos bélfenotipust mutaté Plcy2™~ egerek mély nyaki nyirokcsoméiban a 70 kDa

rhodamin dextran agyszovetbe (C), illetve cerebrospindlis folyadékba (cisterna
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magnaba) (D) vald injektdlasat kovetéen. Atlag + SEM; Egyutas varianciaanalizis;
Dunnett-féle post-hoc test; n>2 minden csoport esetén;, **P<(0,01;, ***P<0,001;

*kkkP<() 0001 a Pley2*™" csoporttal dsszehasonlitva.

Eredményeink alapjan a PLCy2 hianyos egértdrzsben karosodik a vérér- és
nyirokérhalozatok elkiiloniilése, ami kovetkeztében a vér a nyirokerekbe aramlik €s a
nyirokerek vérrel kitoltotté valnak. A vérrel kitoltdtt nyirokérhdlozatban karosodik a
nyirokéramlas, igy nem valosul meg a lipidek bélbol vald felvétele, valamint a borbe,
illetve  kozponti  idegrendszerbe  injektalt  makromolekuldk elszallitodasa.
Megfigyeléseink szerint a nyirokaramlas karosodasdnak mértéke ardnyos a vérér- és
nyirokérhalézatok elkiiloniilésének vékonybélben megfigyelheté karosodasanak

mértékével.

443. A Kkarosodott nyirokiramlas hatisa a keményagyhartya

nyirokérhalozatanak fejlodési programjara

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a PLCy2 hidnyos egértdrzsben megfigyelhetd
karosodott nyirokdramlds hatdssal van-e a meningedlis nyirokérhalozat fejlodési
programjara. Sulyos és kevésbé sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2 hianyos ¢és
testvérkontroll fiatal felndtt egerek meningeélis nyirokérhalozatanak PECAM, LY VE-1
és PDPN markerekkel torténd jellemzése soran azt talaltuk, hogy a Plcy2™~ egerekben a
sziiletést kovetd harmadik hét végén nem figyelhetd meg a testvérkontroll egerek
keményagyhartyajaban jelen levé érett nyirokérhalozat (21. dbra A-D panel). A
nyirokaramlas karosoddsdhoz hasonléan, a meningealis nyirokérhalozat fejlodési
programja kevésbé sériilt a kevésbé sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2 hianyos
egerekben (21. abra A,C panel), mig a sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2 hidnyos
egerekben stlyosabb strukturalis karosodast tapasztaltunk (21. dbra B,D panel). Ezen
megfigyeléseink szamszerli megerdsitéséhez egy 0-15 pontig terjedd pontozasi rendszer,
valamint a keményagyhartyaban detektalhaté nyirokerek Osszhosszdnak megmérése
révén jellemeztilk a meningealis nyirokérhaldzatot. Eredményeink szadmszeriisitése
megerdsitette, hogy amelyik PLCy2 hianyos egerekben sulyosabb a bélben megfigyelhetd

fenotipus — ¢és kifejezettebb a nyirokaramlas karosodasanak mértéke — azokban az
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egerekben a keményagyhartya nyirokérhalozatanak fejlodési programja is nagyobb

mértékben sériilt (21. dbra E-H panel).
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21. abra: A meningealis nyirokérhalozat osszehasonlitisa fiatal felnétt PLCy2
hianyos és testvérkontroll egerekben

AB: PECAM és LYVE-1 fehérjék kifejezddése kevésbé sulyos (A) és sulyos (B)
belfenotipust mutato PLCy2 hianyos és testvérkontroll egerek keményagyhartydajaban a

mintak teljes szoveti immunfestését kovetéen. C,D: LYVE-1 és PDPN nyirokérmarkerek
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kifejezédése kevésbé sulyos (C) és sulyos (D) bélfenotipust mutaté PLCy2 hianyos és
testvérkontroll egerek keményagyhartydjaban, a sinus sagittalis superior és a sinus
transversus mentén. A mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbél szarmazo reprezentativ
képek. Méretlépték: 500 um. E: A meningedlis nyirokérhalozat jellemzése 0-15 pontig
terjedd pontozdsi rendszer segitségével Plcy2™”, valamint kevésbé siilyos és sulyos
bélfenotipust mutaté Plcy2™~ egerekben. Atlag + SEM; Egyutas varianciaanalizis;
Dunnett-féle post-hoc test; n>3 minden csoport esetén; **P<0,01 a Plcy2*"* csoporttal
osszehasonlitva. F-H: A meningedlis  nyirokérhalozat  dsszhosszusaganak
osszehasonlitdsa Plcy2"”, valamint kevésbé silyos és sulyos bélfenotipust mutaté
Plcy2™ egerekben. A grafikonok a teljes agyhartyaban (F), a sinus sagittalis superior
mentén (G), valamint a sinus transversus mentén (H) elhelyezkedd nyirokerek
dsszhossziisagat jellemzik. Atlag + SEM; Egyutas varianciaanalizis; Dunnett-féle post-
hoc test; n>3 minden csoport esetén; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; a Plcy2**

csoporttal osszehasonlitva.

Tovabbi kisérleteink soran a sulyos bélfenotipust mutato6 fiatal feln6tt PLCy2 hianyos
egerekben a vad tipusu testvérkontroll egerekhez képest nagyobb szdmban figyeltiink

meg egymastol elkiiloniilten elhelyezkedd LY VE-1 fehérjét kifejez6 sejtet (22. dbra).

@ Plcy2” (sulyos
Pley2+ fenotipus a bélben)

F4/80

LYVE-1

22. abra: Egymastol elkiiloniilten elhelyezkedé LYVE-1 pozitiv sejtek fiatal felnott
PLCy2 hidnyos és testvérkontroll egerek keményagyhartyajaban

LYVE-1 ¢s F4/80 feherjék kifejezodese sulyos bélfenotipust mutato PLCy2 hianyos és
testvérkontroll egerek keményagyhartydjaban a sinus sagittalis superior kornyezetében a
mintak teljes szoveti immunfestését kovetéen. A mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbol

szdrmazo reprezentativ képek. Méretlépték: 200 um.
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A fiatal felnétt kora egerek meningealis nyirokérhalozatanak jellemzését kdvetden
kontroll kisérletként 0jsziilott kora PLCy2 hidnyos egerekben is vizsgaltuk a meningealis
nyirokereket. Az ujsziilott kora, stlyos bélfenotipust mutatd6 PLCy2 hianyos és
testvérkontroll egerek keményagyhartydjanak daltalanos endothel (PECAM) ¢és
nyirokendothel (LYVE-1) markerek elleni teljes szdveti immunfestése soran nem

tapasztaltunk Iényeges eltérést a két csoport kdzott (23. abra).

PO
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23. abra: A meningealis nyirokérhalézat 6sszehasonlitasa ujsziilott kora PLCy2
hidnyos és testvérkontroll egerekben

PECAM és LYVE-1 fehérjék kifejezddése sulyos bélfenotipust mutato PLCy2 hianyos és
testvérkontroll egerek keményagyhdrtydajaban a mintdk teljes szoveti immunfestését
kovetden. A mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo reprezentativ képek.

Meéretléptek: 500 um.

4.4.4. A makromolekulak koézponti idegrendszerbol valé felvételének

vizsgalata fiatal felnétt PLCy2 hianyos egerekben

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a karosodott aramlasu PLCy2 hianyos egerekben
megfigyelhetd éretlen meningealis nyirokérhaldzat esetén sériil-e a makromolekulak
agyszovetbdl valo felvétele. 70 kDa rhodamin dextran fiatal felnétt Plcy2~/~ és vad tipust
testvérkontroll egerek agyszovetbe valo injektalasat kovetden azt tapasztaltuk, hogy a vad
tipust egerekben értekezésemben korabban bemutatott modon megvalosul az injektalt
jelolt makromolekuldk kozponti idegrendszerbél vald felvétele a meningealis
nyirokerekbe (24. dbra A panel). Ezzel szemben a sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2

hianyos egerekben azt tapasztaltuk, hogy a karosodott a makromolekuldk meningealis

70



DOI:10.14753/SE.2020.2462

nyirokerekbe vald felvétele. A kevésbé sulyos bélfenotipust mutato PLCy2 hianyos
egerek esetében kisebb mértékii eltérést detektaltunk (24. dbra A panel). A
makromolekulak felvételének vizsgalatakor megfigyeltiink olyan strukturakat a sinus
transversussal parhuzamosan lefutd nyirokerekben, amelyek valdszinlsithetéen
kitiintetett szereppel birnak a meningealis nyirokerek és a kozponti idegrendszer kdzotti
kapcsolatban. A sulyos bélfenotipust mutaté PLCy2 hidnyos egerek esetében nem volt
megfigyelhet6 a makromolekuldk felvétele a meningealis nyirokerekbe, mig ezen
kitiintetett helyeken detektalhatd volt a jelolt makromolekula (24. dbra A panel). A
makromolekulak meningealis nyirokerek altali felvételét konfokalis mikroszkoppal is
vizsgaltuk. Ezzel a megkdzelitéssel megerdsitettiik, hogy a vad tipusu egerekben a 70
kDa rhodamin dextran agyszdvetbe és cerebrospinalis folyadékba vald injektalasa esetén
egyarant megvalosul a makromolekulak felvétele a meningealis nyirokerekbe. Ezzel
szemben a sulyos bélfenotipust mutatd PLCy2 hianyos egerekben mindkét injektalasi
eljaras esetén azt tapasztaltuk, hogy karosodott a makromolekulak meningealis

nyirokerekbe valé felvétele (24. abra B,C panel).

A [ Injektalds agyszévetbe | B

Injektalas agyszovetbe

Plcy2” (sulyos
Plcy2 e fenotipus a bélben)

@ Plcy2” (kevésbé sulyos Pley2” (sulyos
Plcy2+ _fenotipus abélben)  fenotipus a bélben

[ Injektalas cerebrospinalis folyadékba |

Plcy2” (sulyos
@ Plcy2** fenotipus a bélben)

24, abra: Fluoreszcensen jelolt makromolekulak meningealis nyirokerekbe valé
felvétele fiatal feln6tt PLCy2 hianyos és testvérkontroll egerekben
A: Agyszovetbe injektalt 70 kDa molekulatomegii rhodamin dextran felvétele a

meningealis nyirokerek altal fiatal felnott sulyos és kevésbé sulyos bélfenotipust mutato
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PLCy2 hianyos, valamint testvérkontroll egerek keményagyhdrtydjaban. Méretlépték:
1000 um. B,C: 70 kDa molekulatomegii rhodamin dextran felvétele a meningedlis
nyirokerek dltal fiatal felndtt sulyos bélfenotipust mutato PLCy2 hidnyos, valamint
testvérkontroll egerek keményagyhartyajaban a jelolt makromolekula agyszévetbe (B),
valamint cerebrospindlis folyadékba valo injektalasat (C) kovetden. Méretlépték: 200
um. A nyilak a meningedlis nyirokerekben megjelend rhodamin dextrant jelélik. A
mutatott képek 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo reprezentativ képek. Lila nyilak: a
., kitiintett strukturak” helye a sinus transversus mentén futo nyirokerekben. Fehér nyilak:

rhodamin dextran megjelenése a meningedlis nyirokerekben

Ezen eredményeink alapjan a PLCy2 hianyos egérmodellben kéarosodik a
nyirokaramlas, ami kovetkeztében sériil a keményagyhartya nyirokérhaldzatanak
fejlédési programja és nem valosul meg az agyszovetbe, illetve a cerebrospinalis

folyadékba injektalt makromolekuldk meningealis nyirokerekbe torténd felvétele.

4.5. A VEGFR-3 nyirokérniovekedési jelpalya szerepének vizsgilata a placenta

spiralis artéridinak strukturalis atalakuldsaban

Tovabbi kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy milyen szerepet jatszik a nyirokerek
fejlodési és érési folyamatait meghataroz6 VEGFR-3 molekularis jelpalya a spiralis

artériak strukturalis atalakulasa soran.

4.5.1. Nyirokér-markerek kifejezodése a spiralis artériak endothelsejtjeiben

a spiralis artériak strukturalis dtalakuldsa soran

A korabbi megfigyelések szerint egerekben a spiralis artériak strukturalis atalakulasa
aGD10.5 — GD14.5 idészakban valosul meg [197]. Kollaboracids partnereink — Kathleen
Caron és munkacsoportja — elézetes kisérleteik soran szoveti immunhisztokémia
segitségével kimutattak, hogy egérembriokban GD11.5 korban a spiralis artériak
rendelkeznek az artérias rendszerre jellemzd simaizom-boritdssal. Ezen tilmenden
GDI11.5 korban PROX-1 pozitiv endothelsejtek figyelhetéek meg a spiralis artériak
falaban. Megfigyeléseik szerint GD13.5 korban ezzel szemben a spiralis artériak

elveszitik simaizom-boritasukat, valamint a PROX-1 mellett az endothelsejteken
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megjelenik a VEGFR-3 fehérje is. GD13.5 idépontban a PROX-1 és VEGFR-3
markereket egyarant kifejez0 sejtek kozott elszortan megfigyelhetek voltak LY VE-1-et
is kifejez6 sejtek is [II]. Ezen eredmények alapjan a spiralis artériak strukturalis
atalakulasuk soran nyirokerekre és vérerekre jellemz6é molekularis markereket egyarant

kifejez6 hibrid tipusu erekké alakulnak at.

45.2. A VEGFR-3 jelatviteli utvonal spiralis artériak strukturalis

atalakulasaban betoltott szerepének vizsgalata

Az, hogy a spiralis artériak strukturalis atalakuldsa soran az endothelsejtek felszinén
kifejez6dik az altalanos nyirokérnovekedési programban kozponti szerepet betoltd
VEGFR-3 fehérje, felveti, hogy a VEGFR-3 jelpalya szerepet jatszhat a spiralis artériak
strukturalis 4talakuldsaban. Kisérleteink soran az Flt4*/* egértorzs segitségével
vizsgaltuk a VEGFR-3 jelpalya szerepét a spiralis artéridk strukturalis atalakulasaban,
amely egértorzsben a VEGFR-3 fehérjét kodolod Flt4 gén tirozin kindz domén szakaszan

jelen 1évo pontmutacio hatasara gatlodik a receptor tirozin kinaz aktivitasa [216].

4.5.2.1. A spiralis artériak strukturalis atalakulasi folyamatianak jellemzése

VEGFR-3 jelatviteli utvonalinak sériilése esetén

Az irodalmi adatok alapjan a spiralis artéridk strukturalis atalakuldséra jellemz6 az
erek atmérdjének megnovekedése, az endothelsejtek sejtosztodasanak fokozodasa, az
erek simaizom-boritasanak csokkenése, valamint a magzati eredetli trophoblasztsejtek
spirdlis artéridk kornyezetében valdo megjelenése [193, 194]. A VEGFR-3 jelatviteli
utvonal spiralis artériak strukturalis atalakuldsaban betoltott szerepének jellemzésére a
GD11.5 — GD13.5 id6szakban kovettiik a spiralis artériak keresztmetszetének, valamint
simaizom-boritottsaganak megvaltozasat Flt4"* és Flt4/* néstények placentaiban.

Elséként Flt4™* és Flt4*/* nBstényekbdl szarmazd placentamintdk rutin HE
szovettani festésével jellemeztiik a spiralis artéridk szerkezetét abban az iddszakban,
amelyben azok strukturalis atalakuldsa megvaldosul. GD11.5 iddszakbol szdrmazd mintdk
esetében nem tapasztaltunk lényeges eltérést az Flt4"* és Flt4*/* egerekbdl szarmazo
spiralis artériak szerkezetében. GD13.5 iddszakbdl szarmazo mintak vizsgalata soran

azonban azt tapasztaltuk, hogy mig az Flt4™* egerekben a spirélis artéridk jelentds
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mértékben kitgultak, addig az FIt4"* nbstényekbdl szarmazo mintdkban az érlumen

sokkal kisebb mértékii novekedése volt megfigyelhetd (25. dbra).

Flt4
0
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O]
e}
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()]
O

25. abra: A spiralis artériak strukturalis atalakuldsanak szovettani jellemzése
FIt4*"* és Flt4“’* egerekbdl szarmazo6 placentakban

A placentik spirdlis artériginak szerkezete GDI11.5 és GDI13.5 idépontban rutin HE
szovettani festés segitségével. A mutatott képek 3 kiilonbozé almon vegzett kiserletek

eredményeit bemutato reprezentativ képek. Méretlépték: 50 um.

A szovettani mintdkon megfigyelt eltérések szamszertlisitéséhez megmértiik a spiralis
artériak luminalis keresztmetszetét, valamint az erek Iuminalis keresztmetszetre
vonatkoztatott relativ falvastagsagat az egyes mintakban. Azt tapasztaltuk, hogy mig az
Flt4** nstények esetében a spirdlis artéridk luminalis keresztmetszete jelentsen
megnétt, addig az Flt4*/* nostények esetében a spiralis artéridk luminalis
keresztmetszetében sokkal kisebb mértékii novekedés volt detektalhatdo (26. abra A
panel). Ezzel parhuzamosan azt figyeltiik meg, hogy az erek luminalis keresztmetszetére
vonatkoztatott relativ falvastagsidga sokkal kisebb mértékben csokkent az Fl4*/*
néstények esetében a spiralis artériak strukturalis atalakulasanak idészakaban, mint az

Flt4** néstényekben (26. adbra B panel).
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26. abra: Az egérplacentak spiralis artéridinak keresztmetszetében bekovetkezé
valtozasok szamszerii jellemzése azok strukturalis atalakulasa soran

AB: Az Flt4%" és Fit4** nistényekbdl szdarmazé egérplacentik spirdlis artéridinak
luminalis keresztmetszetében (A), valamint az erek Ilumindlis keresztmetszetére
vonatkoztatott relativ falvastagsagaban (B) GDI11.5 és GDI13.5 iddpont kozott
bekovetkezo valtozasok szamszeriisitése. Kétutas varianciaanalizis, Bonferroni post-hoc
teszt; n=21-35 darab placenta (3 kiilonbéz6 alombdl) csoportonként; *P<0,05 ,
**P<0,01; ***P<0,001. Az adott csoport értékeinek atlagat a grafikonon piros vonal

jeloli.

Ezt kovetéen a placentamintakbol készitett szovettani metszetek simaizomsejt-
specifikus a-SMA-ellenes immunfestését kdvetden azt tapasztaltuk, hogy mig az Flt4"/*
egerekbOl szarmazd placentak spiralis artéridinak simaizom-boritottsaga jelentOs
mértékben csokkent a GD11.5 — GDI13.5 id6szakban, addig az Flt4*/* ndstények

esetében az erek simaizom-boritottsiga nem valtozott jelentOsen (27. dbra).
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27. abra: A spirilis artériak simaizom-boritottsaganak osszehasonlitasa Flt4** és
Flt4 9" egerekben

A spiralis artériak keriiletének simaizommal valo beboritottsaganak szdazalékos aranya
GDI11.5 és GDI3.5 idopontokban készitett placenta szévetmintik immunfestését
kovetden. Kétutas varianciaanalizis, Bonferroni post-hoc test; n=6-9 darab placenta (3
kiilon alombol) csoportonként;, *P<0,05; **P<0,01. Az adott csoport értékeinek datlagat

a grafikonon piros vonal jeloli.

4.5.2.2. A VEGFR-3 tirozin kinaz aktivitisinak jellemzése FIt4"Y* egerek
spiralis artéridiban

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a spiralis artéridk VEGFR-3 pozitiv sejtjeiben
hogyan valtozik a VEGFR-3 intracellularis foszforilacios jelatviteli kaszkadjaban
szerepld ERK fehérje foszforilacidja a spiralis artéridk strukturalis 4talakulasa soran. Az
Flt4*" egerekbdl szarmazd placentdk spiralis artéridiban a foszforildlt ERK fehérje
szintjének novekedését tapasztaltuk a GD11.5 — GD13.5 idészakban, mig az Flt4"*
egértorzsben — annak ellenére, hogy a VEGFR-3 fehérje jelen volt az Flt4*¥* egerekbdl
szarmazo placentak spiralis artériainak endotheliumaban is — nem volt megfigyelheto a
foszforilalt ERK fehérje szintjének megemelkedése ugyanebben az iddszakban (26.
abra), ami meger6siti, hogy a spiralis artéridk faladban taldlhat6 VEGFR-3 kinaz-

aktivitasa és intracellularis jelatvitele gatolt az Flt4*¥* egértorzsben.
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28. abra: A VEGFR-3 fehérje jelenlétének és tirozin kinaz aktivitasanak jellemzése
GD11.5 és GD13.5 idépontokban FIt4*¥* és FIt4*"* egerek spiralis artériajaban

A: VEGFR-3, foszforilalt ERK (p-ERK), és a-SMA fehérjék kifejezédése a placenta
spiralis  artériagjaban  GDI13.5 idopontban  készitett  placenta  szovetmintik
immunfestésével. Méretlépték: 50 um. B: A foszforilalt ERK (p-ERK) ellenes antitesttel
mérhetd MFI értéke GDI1.5 és GDI3.5 iddpontokban Flt4"* és Flt4 "
egérplacentakbol  készitett  szovetmintik — immunfestését  kovetoen.  Kétutas
varianciaanalizis, Bonferroni post-hoc test; n=>5 darab placenta (3 kiilonbozd alombol)
csoportonként; ¥***P<0,001. Az adott csoport értékeinek datlagat a grafikonon piros vonal

Jjeloli.

4.5.3. A karosodott VEGFR-3 jelpalya kovetkezményeinek vizsgalata a

vemhesség soran Flt4</* egértorzsben

Az emberi terhességek soran a spiralis artériak strukturalis atalakulasanak hianyaban
preeclampsia alakulhat ki [192, 193]. A huméan preeclampsia jellemzé tiinetei lehetnek az
anyanal jelentkez6 magas vérnyomas, proteinuria, illetve veseelégtelenség, valamint a
magzat novekedésének karosodasa [192, 201-203]. Mivel eredményeink alapjan a
VEGFR-3 intracelluléris jelpalyajanak Flt4*/* egerekben bekdvetkezd karosodasa esetén

sériil a spiralis artéridk strukturalis atalakulasa, felmeriilt, hogy a human preeclampsia
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klasszikus tiinetei is jelentkezhetnek az Flt4*¥* egerekben. Ezért kovetkezd
kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az Flt4*/* egerek vemhessége sordn

megfigyelhetéek-e a human preeclampsia soran bekdvetkez6 folyamatok.

4.5.3.1. Az embriok, illetve placentak tomegének valtozasa a VEGFR-3

jelpalya karosodasanak hatasara

Ezen folyamatok koziil elsdként a VEGFR-3 jelpalya karosodasanak hatdsara az
embridk és a placentdk tomegében bekovetkezd valtozasokat vizsgaltuk az Flt4**
egerekben. Az Flt4*/* ndstényekbdl izolalt embriok tomege jelentdsen elmaradt az
Flt4*"* n6stényekbdl izolalt embriok tomegétdl a GD18.5 idépontban. Az Flt4*/* és vad
tipusti egérembridk tdmegében nem tapasztaltunk eltérést (29. dbra A panel). Ezzel
parhuzamosan az Flt4"¥* néstényekbdl izolalt placentak tdmege meghaladta az Flt4™*
néstényekbdl szarmazo placentdk tomegét (29. abra B panel). Az egyes embridk és a
hozzajuk tartozé placentdk tomegének aranya Flt4*/* anyak esetén alacsonyabbnak

adodott, mint az Flt4*" anyakbol szarmazd embriok esetén (29. abra C panel).
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29. abra: Flt4*"* és Flt4<9* egerekbél szarmazo embriok és placentik tomegének
jellemzése
A,B: GDI18.5 idopontban izolalt embriok (A) és placentik (B) tomege. C: Az izolalt

embriok és a hozzajuk tartozo placentdik tomegének ardanya. n=33-44 embrio és placenta
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(3 kiilonbozo alombdl) csoportonként. Kétmintas t-proba. **P<0,01; ***P<0,001;

**FEEP<(),0001. Az adott csoport értékeinek dtlagat a grafikonon piros vonal jeloli.

Megfigyeléseink szerint tehat a GD18.5 idépontban Flt4*¥* egerekbdl izolalt
embriok és placentak tomege, illetve az Osszetartozd embridk és placentak tomegének
ardnya statisztikailag szignifikdns mértékben eltér az Flt4"* egereknél megfigyelhetd

értékektol.

4.5.3.2. A VEGFR-3 jelpalya karosodasanak hatasara a vemhes néstényekben

kialakulé fenotipus jellemzése

Annak vizsgalatara, hogy a human preeclampsia soran jelentkez6 magas vérnyomas
megfigyelhetd-e VEGFR-3 jelpalya karosodasa esetén az érintett egerek vemhessége
soran, nem vemhes és vemhes Flt4"" és Flt4"¥* egerek farokartérian mért szisztolés
vérnyomasat hasonlitottuk 0ssze mandzsettas kisallatvérnyomasmérd segitségével. A
human preeclampsiandl megfigyeltektdl eltéréen nem tapasztaltunk emelkedett
vérnyomast Flt4*/* egerekben GD15.5 és GD18.5 id6pontok kdzott sem a vemhes Flt4+™*

egerekkel, sem a nem vemhes néstényekkel 6sszehasonlitva (30. dbra).

120

nem vemhes Fl{4** egerek
nem vemhes Flt4*<* egerek
80+ —— vemhes Flt4** egerek
- vemhes Flt4"¥* egerek

Szisztolés vérnyomas
[Hgmm]

GD15.54
GD16.54
GD17.54
GD18.54

30. abra: Flt4** és Flt4*9* néstények szisztolés vérnyomisinak kovetése nem
vemhes és vemhes egerekben a vemhesség GD15.5 -GD18.5 kozotti idészakaban
A grafikon csoportonként n=5-13 ndstény egymast koveté 4 napon mért

vérnyomdsadatait mutatja.
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A magas vérnyomas mellett a human terhességek soran a preeclampsia egyik
jellemzo tiinete lehet a fehérjék vizeletben valdé megjelenése. Annak vizsgalatara, hogy a
proteinuria megfigyelhet6-e VEGFR-3 jelpalya karosodasa esetén az érintett egerek
vemhessége soran, nem vemhes és vemhes Flt4** és Flt4*/* egerek vizeletmintajanak
kreatinin-tartalmara vonatkoztatott fehérjetartalmat hasonlitottuk 6ssze. Kisérleteinkben
nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a vemhes és nem vemhes Flt4 ™" és Flt4** egerek

vizeletének fehérjetartalmaban (31. dbra).
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31. abra: Nem vemhes és GD16.5 idészakban 1évé vemhes FIt4** és Flt4“"* egerek
vizeletmintiajanak kreatinin-tartalmara vonatkoztatott fehérjetartalmanak
osszehasonlitasa

Az Osszehasonlitas soran csoportonként n=3-5 egér vizeletmintajanak kreatinin-
tartalmara vonatkoztatott fehérjetartalmat vizsgaltuk. Kétutas varianciaanalizis.
Szignifikanciaszint: ns: nem szignifikans. Az adott csoport értékeinek datlagat a

grafikonon piros vonal jeloli.

A human preeclampsia soran anyai veseelégtelenség alakulhat ki. Annak
vizsgalatara, hogy az anyai veseszovet karosodasa megfigyelhetd-e VEGFR-3 jelpalya
sériilése esetén az egerek vemhessége soran, Flt4*/* és Flt4*/" egerek GD18 id6szakban
tomegét, majd a vesékbdl szovettani metszeteket készitettiink. Kisérleteinkben az Fl4**
ndstényekbdl izolalt vesemintik tdmegében enyhe emelkedést tapasztaltunk az Flt4™*

egerekbll szarmazd vesemintdk tomegéhez képest, azonban az eltérés nem adodott
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szignifikansnak (32. dbra). A vesemintdk rutin szovettani vizsgalata sordan ezzel

Osszhangban nem tapasztaltunk kiilonbséget a vesék szerkezetében [I1].
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32. abra: Flt4*"* és FIt4 9" egerekb6l GD18.5 idépontban izolalt vesék tomegének
vizsgalata

Az dsszehasonlitas soran csoportonkent n=6 egér vesemintajanak tomeget vizsgaltuk.
Kétmintas t-proba. Szignifikanciaszint: ns: nem szignifikans. Az adott csoport értékeinek

dtlagat a grafikonon piros vonal jeloli.

Megfigyeléseink alapjan a placenta spiralis artéridinak strukturalis atalakulasa soran
a spiralis artéridk endothelsejtjei nyirokendothel-specifikus markereket (PROX-1,
VEGFR-3, LYVE-1) ¢és vérér-specifikus markereket egyarant kifejez6 hibrid
tulajdonsagu erekké alakulnak. Eredményeink alapjan a VEGFR-3 jelpalya karosodasa
esetén nem valosul meg a spiralis artéridk strukturalis atalakulédsa, és sériil az embriok
ndvekedése. Kisérleteinkben nem tapasztaltunk eltérést a vad tipust és Flt4*/* nstények
szisztolés vérnyomasaban, az anyak vizeletében megjelend fehérje mennyiségében és az

anyak veséinek tomegében a vemhesség késoi szakaszaban.
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5. Megbeszélés

Az értekezésemben bemutatott kisérleteink soran egérmodellek segitségével
vizsgaltuk a nyirokerek fejlodését iranyitdé mechanizmusok szervspecifikus szerepét a
keményagyhartyaban ¢€s a placentaban.

A meningealis nyirokerek jelenlétének megerdsitéséig altalanosan elfogadott nézet
volt, hogy a kozponti idegrendszerre nem jellemz6 a nyirokerek jelenléte [1-3], amely
elgondolast két 2015-ben kozolt publikacié valtoztatta meg [137, 138]. Habar a
felfedezésiik ota eltelt néhany évben szamos kozlemény foglalkozott a meningealis
nyirokerekkel, jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink élettani ¢és korélettani
folyamatokban betoltott szerepiikrdl, valamint fejlédésiikrol.

Kisérleteink soran elsdként egér agyhartyamintak teljes szoveti immunfestése révén
jellemeztiik a keményagyhartyaban megfigyelhetd nyirokérstruktarakat. Eredményeink
szerint a meningealis nyirokerek egyarant kifejezik a LYVE-1, PROX-1, VEGFR-3,
PDPN nyirokérmarkereket és a PECAM altalanos endothelmarkert (7. dbra), amely
eredmény 6sszhangban van a korabbi megfigyelésekkel [137, 138, 140, 141, 161].

Ezt kovetéen a makromolekuldk kozponti idegrendszerbdl vald elvezetddését
vizsgaltuk. Ehhez 70 kDa ¢és 40 kDa molekulatomegli fluoreszcensen jelolt
makromolekuldkat injektaltunk kisérleti egerek agyszovetébe, valamint cerebrospinalis
folyadékaba. Kisérleti eredményeink szerint az agyszovetbe, illetve a cerebrospinalis
folyadékba injektalt makromolekulak az egerek mély nyaki nyirokcsomoiba vezetddnek
el (8 dbra), amely megfigyelés egybecseng a korabbi tanulmanyokban leirt
eredményekkel [137, 138, 140, 149, 161]. A nyirokcsomokban mérheté fluoreszcens
jelintenzitashoz a nyirokerek altal felvett és elszallitott molekuldk mellett a jeldlt
makromolekuldkat felvevd, majd a nyirokcsomokba elszallitdddo immunsejtek altal
okozott jel is hozzdjarul. A kiillonb6z6 molekulatdmegli makromolekuldk immunsejtek
altali felvétele eltérd mértékben valosulhat meg, aminek kdvetkeztében nyirokcsomokban
mérhet jelintenzitds mértéke eltérd lehet az egyes makromolekuldk esetén. Az
agyszovetbe injektalt fluoreszcensen jelolt makromolekulak mély nyaki nyirokcsomokba
vald elvezetdédésében enyhe ipszilateralis dominanciat figyeltiink meg, ami 6sszhangban
van a korabbi megfigyelésekkel [137, 224-228].

A klasszikus elgondolés szerint a kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekuldk

a nyaki nyirokcsomokba perineuralis [151-153], illetve paravaszkuléaris [160]
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utvonalakon, valamint az arachnoid réteg villusai kozvetitésével, a meningealis
szinuszokon keresztiil [154, 155] keriilnek elvezetodésre. A foleg a keményagyhartya
vénas szinuszaival parhuzamosan lefutdé meningealis nyirokerek felfedezésével felmeriilt
azok szerepe a makromolekulak kézponti idegrendszerbol valé elszallitodasaban [169].
A kutatasi eredmények egy része azt mutatja, hogy a keményagyhartya nyirokérhal6zata
részt vesz a makromolekuldk és leukocitak kdzponti idegrendszerbdl valo felvételében és
elszallitodasaban [137, 138, 141, 147, 161]. Ezzel szemben mas kutatok kisérleteik soran
nem tudtak detektalni a kdzponti idegrendszerbe injektalt makromolekuldk meningeélis
nyirokereken keresztiili elszallitodasat [160, 163, 164]. A jelenleg rendelkezésre allo
irodalmi adatok alapjan tehat nem donthetd el egyértelmiien, hogy a meningealis
nyirokerek részt vesznek-e a makromolekulak kdzponti idegrendszerbdl valo
elszallitodasaban. Ezért kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a kisérleti allatok kozponti
idegrendszerébe injektalt fluoreszcensen jelolt makromolekulakat felveszik-e a
keményagyhartya nyirokerei. Eredményeink alapjan a keményagyhartya nyirokerei
felveszik a kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulakat (9. dbra). Kisérleteink
soran megfigyeltiink kitiintetett helyeket a sinus transversus mentén, amelyeknél fokozott
mértékli rhodamin dextran-jelet tapasztaltunk (9. és 24. dbra). Hasonlo, Kkitiintetett
struktiurakat mas kutatocsoportok is megfigyeltek kisérleteik soran [141, 147]. Ezen
struktarak  feltételezheten szerepet jatszanak a makromolekuldk kozponti
idegrendszerbél a meningealis nyirokerekbe vald felvételében. Ezen eredményeink
alapjan a keményagyhartya nyirokerei részt vesznek a kdzponti idegrendszerbe injektalt
makromolekuldk felvételében ¢€és mély nyaki nyirokcsomédk iranydba torténd
elszallitodasaban. Egy eredményeink kozlését kovetéen publikalt tanulmany szerint a
meningealis nyirokerek részt vesznek a vordsvértestek kozponti idegrendszerbol valod
elszallitasaban [229], ami szintén tamogatja az az elképzelést, miszerint a
keményagyhartya nyirokérhdlozata hozzajarul a makromolekulak és sejtek kozponti
idegrendszerbdl valo felvételéhez €s elszallitasahoz. A keményagyhartya nyirokerei €s a
kozponti idegrendszer folyadékhéztartasa kozotti kapcsolat megértéséhez tovabbi in vivo
vizsgalatok sziikségesek.

Annak, hogy a meningealis nyirokerek makromolekulak kozponti idegrendszerbdl
valo elszallitddasaban betoltott szerepét vizsgald kiilonbozo kisérleti megfigyelések

kozott eltérések tapasztalhatoak, szamos technikai oka lehet. A makromolekulak kdzponti
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idegrendszerbdl vald elszallitodasat megcélzd kisérletek soran a makromolekulakat
jellemzéen altatott kisérleti allatok cerebrospindlis folyadékéaba, vagy agyszovetébe
injektaljak, majd a makromolekulak elszallitodasat az allatok termindlasat kovetden
vizsgaljak. Egy kutatocsoport nemrégiben kozlésre keriilt kisérleti eredményei alapjan a
kisérleti allatok altatasa hatassal lehet a makromolekulak kézponti idegrendszerbdl valo
elszallitodasara [162, 163]. Ezen tilmenden azt is megfigyelték, hogy az allatok
terminaldsat kovetden a cerebrospinalis folyadékba injektalt makromolekulak retrograd
dramlésa valosul meg a perivaszkularis térbe, amely folyamat €16 allatokban nem
figyelhetd meg [163]. Ez arra utal, hogy a kisérleti allatok altatasa, valamint a terminacio
soran a vérnyomdasban bekovetkezd valtozasok hatassal lehetnek a kisérletekben kapott
eredményekre. Fontos megjegyezni, hogy az idézett tanulmanyban bemutatott kisérletek
soran nem figyelték meg a jelolt makromolekuldk meningedlis nyirokerekbe valo
retrograd aramlasat a kisérleti allatok terminalasat kdvetden.

A jelenleg alkalmazott kisérletes megkozelitések soran a vizsgalt jeldlt
makromolekulat injektalassal juttatjak be a kisérleti allatok kozponti idegrendszerébe. A
mérési eredmények szerint az injektalas, valamint a ti eltavolitasa is hatassal lehet a
koponyaiiri nyomasra [161]. Ennek kikiiszobolése érdekében kisérleteinkben — mas
kutatocsoportokhoz hasonléan [137, 140, 141, 147, 160-163] — az oldatok injektalasat
lassan végeztiik, és a tlit az injektalast kovetden 5 perccel, lassan tavolitottuk el.
Mindazonaltal fontos eldrelépést jelentene a teriilet szamara egy olyan kisérleti modell
kidolgozésa, amelyben a jelolt makromolekuldk kozponti idegrendszerben valo
megjelenése injektalas nélkiil is megvaldsul (példaul a jelolt molekula egy transzgenikus
egértorzsben endogén modon a kisérleti allat kozponti idegrendszerében termelddik),
azonban jelenleg nem all rendelkezésre ilyen kisérleti megkozelités.

Nemrégiben kozolt kisérleti eredmények alapjan a meningealis nyirokerek az
altalanos nyirokérfejlodési programtol eltérden a sziiletést kovetd idészakban alakulnak
ki, és fejlodésiikben fontos szerepet jatszik a VEGFR-3 VEGF-C altali aktivalodasa [ 140,
171]. Jelenleg azonban nem 4all rendelkezésre informacid arr6l, hogy mas, a nyirokerek
fejlodeési €s érési folyamatait altalanossagban meghatarozé faktorok szerepet jatszanak-e
a meningealis nyirokerek szervspecifikus ndvekedési programjaban.

A meningealis nyirokerek sziiletést kovetoen megvalosulo fejlodésének vizsgalata

soran a fiatal feln6tt kortt (21-32 napos) egerekben a korabbi kisérleteinkben is
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megfigyelhetd érett nyirokérstruktirakat detektaltunk. Ezzel szemben az 0jsziilott kort
egerek keményagyhartyajaban éretlen nyirokérstrukttrakat figyeltiink meg (10. abra A-
F panel), amelyet a korabban kozo6lt tanulmanyok nem emlitenek [140, 171].
Megfigyeléseink szerint a sziiletéskor a keményagyhartydban jelen levé éretlen
nyirokérhalozat a sziiletést kovetd hetekben érési folyamaton megy keresztiil, amely
eredményeképpen sziiletést koveté harmadik hétre alakul ki a felnétt egerekben
megfigyelhetd, érett nyirokérhalozat (10. dbra A-F panel). A fejlddd meningedlis
nyirokérhalozat kozelében egymastol elkiiloniilten elhelyezkedd LY VE-1 — F4/80 kett6s
pozitiv sejteket detektaltunk (70. abra F-H panel). Tobb kézleményben — koztiik a
meningealis nyirokerek fejlédésére iranyul6 tanulmanyokban is — leirtak, hogy makrofag-
és nyirokendothel-szerii tulajdonsagokat egyarant hordozé perivaszkularis sejtek
megfigyelhetdek ragcesalok €és zebrahalak keményagyhartyajaban [140, 143, 171, 230-
235]. Egyelore azonban nem egyértelmii, hogy a kiilonb6zo kisérletes modellekben
megfigyelt sejtek megfeleltethetéek-e egymdésnak. Emellett nem ismert ezen
sejtpopulacidk pontos ¢€lettani €s korélettani szerepe. A megfigyelések szerint a sejtek egy
része képes makromolekulak felvételére a cerebrospinalis folyadékbol, illetve vérerekbol
[143, 231, 232, 234, 235]. Ezen talmenden a zebrahalak keményagyhartyajaban
megfigyelhetd sejtpopulaciordl leirtak, hogy vaszkularis novekedési faktorok termelése
révén hozzajarulhat az agyi érhalozat fejlodéséhez [143]. Azon megfigyelések alapjan,
amelyek szerint nyirokendothelsejtek a vénas vérendothelsejtek mellett mezenhimalis
eredetli sejtekbdl is kialakulhatnak [58-63], felmeriil, hogy a megfigyelt sejtpopulacid
szerepet jatszhat a meningedlis nyirokérhalozat fejlodési és érési programjaban. Ennek
vizsgalatara tovabbi kisérletek sziikségesek.

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk, hogy hogyan valosul meg a kézponti idegrendszerbe
injektalt makromolekulak elszallitodasa a sziiletést kdvetd idészakban. Megfigyeléseink
alapjan az agyszovetbe injektalt jelolt makromolekuldk mély nyaki nyirokcsomok
iranyaban torténd elszallitodasa a keményagyhdrtya nyirokérhalozatanak fejlédési
programjaval egy idében kezdddik meg (11. dbra).

In vitro ¢és in vivo kisérleti eredmények alapjan felvetodott, hogy az aramlas keltette
mechanikai er6k és nyirderd szerepet jatszhatnak a nyirokerek szervspecifikus fejlodési
¢s érési folyamatai soran [98, 118, 123, 128-130, 172-175]. A megfigyelések szerint azon
kisérleti egérmodellekben, amelyekben sériilt a PDPN — CLEC-2 — SYK — SLP-76 —
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PLCy2 jelatviteli utvonal, karosodik a vérér- és nyirokérrendszerek elkiiloniilése, ami
kovetkeztében a vér a nyirokerekbe jut és a nyirokerek vérrel kitoltotté valnak [101, 104,
105, 107, 110-113, 118, 236]. A kisérleti eredmények szerint a CLEC-2 hianyos
egértorzsben ezen folyamatok hatasara karosodik a nyirokaramlas, és a karosodott
nyirokaramlas kovetkeztében sériil a nyirokerek embrionalis korban megvaldsulo
szervspecifikus érése a vékonybélben és a tiidoben [123, 130]. Az irodalmi adatok alapjan
felmeriil, hogy a Plcy2™~ egérmodell alkalmas lehet az d&ramlds meningealis nyirokerek
sziiletést kovetd fejlodési programjaban betoltott szerepének vizsgalatara [107].

A meningealis nyirokérhalozat fejlodési programjanak jellemzését kovetden a
Plcy2™~  egértorzs segitségével vizsgaltuk az d4ramlds szerepét a meningealis
nyirokérhalézat posztnatalis fejlodési és érési folyamataiban. Els6ként megfigyeltiik,
hogy az altalunk hasznalt genetikai modellben kéarosodik a vékonybél
nyirokérhalézatanak embrionalis korban lezajlo érési programja (/2. dbra), ami
egybecseng a CLEC-2 hidnyos egérmodellen végzett kisérletek soran kapott
eredményekkel [123].

Tovabbi eredményeink alapjan a Plcy2™~ egerek egy része a sziiletést kovetd
harmadik hét vége elott elpusztul (13. dbra), amelyhez hasonl6 aranyok figyelhetéek meg
a CLEC-2 hianyos és SLP-76 hianyos egértorzseknél is [113, 237, 238]. Ennek hatterében
valdszinisithetden az all, hogy a vérerek €s nyirokerek elkiiloniilését biztositd jelpalya
karosodasa esetén sériil a nyirokérfunkcio6 [123, 130]. A korabbi megfigyelések szerint a
SYK hidnyos egerek a perinatalis idoszakban elpusztulnak [102, 103], azonban jelenleg
nem ismert, hogy a SYK hidnyos egerek tilé¢lése miért rosszabb, mint a tobbi egértdrzs
tuléleése.

A fiatal felndtt kora Plcy2™~ egerekben az embrionalis korG PLCy2 hianyos
egerekhez hasonléan megfigyelhetdé a vérér- és nyirokérhalozatok karosodott
elkiiloniilése, ami kovetkeztében a mezenteridlis nyirokerek és a vékonybél faldban
talalhato nyirokerek vérrel kitoltotté valnak (74. abra). Eredményeink szerint az egyes
Plcy2™~ egerekben a vékonybélben megfigyelhetd fenotipus eltérd sulyossagot mutat
(14. és 15. dbra), amelyhez hasonlo jelenséget figyeltek meg korabban a CLEC-2, SYK
és SLP-76 fehérjék karosodasa esetén is [113, 239]. Jelenleg nem ismert, hogy a fenotipus
sulyossagaban megfigyelheto eltérések hatterében milyen folyamat all. A nyirokcsomok

szerkezetének vizsgalata soran nem tapasztaltunk eltérést a Plcy2"*, Plcy2*/~ és Plcy2™~
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egerek nyirokcsomoinak strukturajaban (16. dbra), habar a mezenterialis, inguinalis és
felszini nyaki nyirokcsomokban vordsvértesteket figyeltiink meg (17. dbra). Ez a jelenség
megfigyelhetd a vérerek és nyirokerek elkiiloniilésében szerepet jatszo PDPN — CLEC-2
jelpalya perinatalis korban bekdvetkez6 karosodasa esetén is [104, 113, 119, 221-223].

Ezt kdvetden a nyirokaramlast jellemeztiik a Plcy2~/~ egerekben. Kisérleteink soran
azt talaltuk, hogy a PLCy2 hianyos egértorzsben karosodik a lipidek bélbdl vald
felszivodasa (18. dabra), a borbe injektalt makromolekuldk regionalis nyirokcsomokba
torténd elszallitddasa (19. abra), valamint az agyszovetbe és cerebrospinalis folyadékba
injektalt makromolekulak meningealis nyirokerek altali felvétele (24. dbra) és mély nyaki
nyirokcsomokba torténd elszallitodasa (20. dbra). Ezen eredmények alapjan a PLCy2
hianyaban egyarant karosodik a nyirokérfunkcio a vékonybélben, a hats6 végtagban, és a
kozponti idegrendszerhez kapcsolddd meningealis nyirokerekben, és ezen karosodasok
sulyossaga Osszefiiggést mutat azzal, hogy milyen mértékben sériilt az adott egyedben a
vérér- ¢és nyirokérhaldzatok elkiiloniilése a vékonybélben. Ezek a megfigyelések
egybecsengenek mas genetikai modelleken végzett kisérletek eredményeivel, amelyeknél
szintén leirtdk, hogy amely egyedekben kevésbé stilyos a vérér- és nyirokérhalozatok
elkiiloniilésének zavara, a nyirokaramlas is kevésbé karosodik [104, 113]. Eredményeink
alapjan a Plcy2™~ egértorzs egy kivaldé modell annak vizsgélatira, hogy az 4ramlas
milyen szerepet tolt be a meningealis nyirokerek sziiletést kovetden lezajlo fejlodési és
érési folyamataiban.

Tovabbi kisérleti eredményeink alapjan a Plcy2™~ egerekben a karosodott
nyirokaramlas hatasara a vékonybélben megfigyelhetd fenotipus mértékével aranyosan
sériil a meningealis nyirokerek sziiletést kovetden megvalosulo fejlédési programja (21.
abra). Az, hogy azokban a Plcy2~/~ egerekben, amelyekben kisebb mértékben karosodott
a nyirokaramlas, a meningealis nyirokerek fejlodési programja is kevésbé sériilt,
megerdsiti azt az elképzelést, hogy az aramléas fontos szerepet tolt be a meningealis
nyirokerek fejlédési programjanak szabalyozasaban.

Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy az PLCy2 hianyos egértérzsben sériil a
vérerek és nyirokerek elkiiloniilése és a nyirokerek vérrel kitoltotté valnak, ami
kovetkeztében karosodik az egerekben a nyirokaramlas. Ezaltal a Plcy2™~ egértorzs
kivaldéan alkalmas az aramlas szervspecifikus folyamatokban betoltott szerepének

vizsgalatara. Kisérleti eredményeink szerint a karosodott nyirokdramlasa Plcy2~/~
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egerekben sériilnek a meningealis nyirokerek fejlédési és érési folyamatai, valamint nem
valésul meg a kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak felvétele és
elszallitodasa. Ezen megfigyeléseink arra utalnak, hogy az dramlas fontos szerepet tolt be
a keményagyhartya nyirokereinek fejlodési programja soran.

A meningealis nyirokerek jelenlétének kozelmultbeli bizonyitasaval egy olyan
régioban irtak le nyirokereket, amelyre a korabban altalanosan elfogadott nézet szerint
nem jellemz6 azok jelenléte [1-3, 8, 9, 150]. Ehhez hasonldéan az elmult idészakban
szamos olyan régioban figyeltek meg nyirokendothelsejtekre jellemzd molekularis
markereket és vérérmarkereket egyarant kifejezo ereket, amelyekrél nemrégiben még ugy
gondoltuk — vagy esetleg még jelenleg is gy gondoljuk, hogy nem jellemzd rajuk
nyirokerek jelenléte [186, 187, 205, 206, 240]. Ilyen hibrid molekularis mintazatot
figyeltek meg a Schlemm-csatorna [179-182], valamint a vasa recta endothelsejtjeiben
[191], Felmeriilt tovabba, hogy a nyirokerek ndvekedését iranyitd PROX-1 transzkripcios
faktor, valamint a VEGF-C — VEGFR-3 jelatviteli utvonal szerepet jatszhatnak ezen
hibrid tulajdonsagt erek fejlodésében is [180, 181]. Egy nemrégiben kozolt tanulmany
szerint a nyirokerek novekedésében fontos szerepet jatsz6 VEGFR-3 kifejezodése
megfigyelheté a human placentak spiralis artériainak endothelsejtjeinek, valamint az
endotheliumba bef{izod6 trophoblasztsejtek felszinén is [207]. Ezen tulmenden a spiralis
artéridk kornyezetében a VEGFR-3 receptor ligandjaként ismert VEGF-C fehérjét
szekretalo sejteket is megfigyeltek [210-212]. Ezen eredmények alapjan felmeriil, hogy a
VEGFR-3 jelpalya szerepet jatszhat a spiralis artériak strukturalis atalakulasa soran.

Kollaboracids partnereink eldozetes kisérletei soran szoveti immunhisztokémia
segitségével kimutattak, hogy egerek esetében (ahol a spiralis artéridk strukturalis
atalakulasa a GD10.5 — GD14.5 kozotti idészakban valosul meg [197]) GD13.5 korra a
spiralis artéridk endothelsejtei egyarant kifejezik a PROX-1 és VEGFR-3 fehérjéket, és
ezen sejtek kozott elszortan megfigyelhetéek LY VE-1-et is kifejezd sejtek is [II]. Ezen
eredmények alapjan a spiralis artéridk strukturalis atalakulasuk soran nyirokerekre és
vérerekre jellemzé molekuldris markereket egyarant kifejezd hibrid tipust erekké
alakulnak at.

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk, hogy a spirdlis artéridk endothelsejtjeiben kifejezodo
VEGFR-3 szerepet jatszik-e a spiralis artéridk strukturalis atalakuldsaban. Az Flt4**

néstényekben a VEGFR-3 novekedési faktor receptor tirozin kindz doménjén
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bekovetkezd pontmutacié hatasara elmarad a receptorrdl kiindul6 foszforilacios kaszkad
aktivalodasa [216]. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az Flt4"¥* néstényekbdl izolalt
placentakban megfigyelhet6 VEGFR-3 pozitiv sejtekben elmarad az ERK fehérje
foszforilacidja (28. abra). Tovabbi eredményeink alapjan az érintett egerekben nem
figyelhetd meg a spiralis artériak keresztmetszetének novekedése (23. és 26. dbra), illetve
elmarad a perivaszkularis simaizomszovet degradacidja (27. dbra és 28. abra A panel).
Az Flt4** néstények placentdjaban megfigyelt fenotipus egybecseng a kondicionalis
VEGF-C hianyos egértorzsben megfigyeltekkel [II]. Ezen eredmények arra utalnak, hogy
a VEGFR-3 jelpalya nemcsak a nyirokerek fejlodése soran tolt be fontos szerepet, hanem
a spiralis artériak strukturalis atalakulasaban is.

A spiralis artériak strukturalis atalakulasanak zavara esetén az emberi terhesség soran
preeclampsia alakulhat ki, ezért ezt kdvetSen azt vizsgaltuk, hogy az Flt4*’* ndstények
esetén megfigyelhetéek-e a human preeclampsia tlinetei. Kisérleteinkben jelentds
eltéréseket tapasztaltunk az Flt4*/* és Flt4** néstényekbdl izolalt embridk és a placentak
tomegének vizsgalata soran (29. dbra), ami 6sszecseng a korabban uNK sejt hidnyos
egértorzsben megfigyelt eredményekkel [241, 242]. Az embriok tomegének csokkenése,
illetve az egyes embriok és a hozzajuk tartozé placentak tomegaranyanak csokkenése
megfigyelhetd fotalis distressz esetén, ami sulyos human preeclampsia soran is
jelentkezhet [203, 243-245]. Kisérleteinkben nem tapasztaltunk eltérést a vad tipusa és
Flt4** nstények szisztolés vérnyomasaban, az anyak vizeletében megjelend fehérje
mennyiségében €s az anyak veséinek tomegében a vemhesség késoi szakaszaban (30-32.
abra).

A szakirodalomban fellelhet6ek olyan egérmodellek, amelyek alkalmasak a huméan
preeclampsia tiineteinek vizsgalatara, azonban az ezen egérmodellekben megfigyelhetd
fenotipus nem feleltetheté meg teljes egészében a human preeclampsianak [246-248].
Ennek egyik oka lehet az, hogy a placentacio folyamata eltéréseket mutat emberben,
patkanyban ¢és egérben. Az egerekkel ellentétben az emberi deciduarétegben
nyirokérhalozat figyelhetd meg [206]. Az emberi placentdk spiralis artéridinak
strukturalis atalakuldsanak egyik fontos momentuma az erek endotheliumaba befiiz6d6
endovaszkularis trophoblasztsejtek megjelenése [196], ami kollaboracids partnereink
eredményei alapjan patkanyban is megfigyelhetd, azonban egérben nem jellemz6 [II]. Az

emberi trophoblasztsejtek és az endothelsejtek egyarant kifejezik a VEGFR-3 fehérjét
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[207], azonban a patkanyokban megfigyelhetd trophoblasztsejtek nem mutatnak VEGFR-
3 pozitivitast [II]. A human trophoblasztsejtek a VEGFR-3-on tilmenden kifejezik a
VEGF-C fehérjét is az elsé trimeszter soran, €s a megfigyelések szerint a VEGF-C
VEGFR-3-hoz valéo kotédésének gatlasa esetén csokken a trophoblasztsejtek
endotheliumba valo beagyazodasanak mértéke [208]. Ezen eredmények azt sugalljak,
hogy mig az egerekben a spiralis artéridk strukturalis atalakuldsédhoz sziikséges VEGF-C
foleg az uNK sejtektdl szarmazik [210-212], emberi plancentak esetében a
trophoblasztsejtek is fontos forrasai lehetnek a VEGF-C-nek. Human preeclampsias
placentamintak vizsgalatakor mind az endothelrétegben, mind a trophoblasztsejtekben
enyhén csokkent VEGFR-3 kifejezddést figyeltek meg a normotenziv mintakhoz képest
[207], ami megerdsiti a feltételezést, hogy a VEGFR-3 jelpalya karosodadsa szerepet
jatszhat a preeclampsia kialakulasa soran.

Eredményeink alapjan a spiralis artéridk GD10.5 — GD14.5 iddszakban megvalosulo
strukturalis atalakuldsdban fontos szerepet tolt be a VEGFR-3 jelatviteli Gtvonal. A
VEGFR-3 tirozin kinaz aktivitdsanak karosodasa esetén nem figyelhetéek meg a
strukturalis  atalakulds soran végbemend folyamatok, mint a perivaszkularis
simaizomszovet degradacidja, valamint az erek keresztmetszetének novekedése, ami
egybecseng a kondicionalis VEGF-C hianyos egértdrzsben megfigyeltekkel [II].
Megfigyeléseink szerint a spiralis artéridk strukturalis 4atalakuldsanak sériilése
kovetkeztében a vemhes ndstény egerekben preeclampsia-szerii korkép alakul ki.
Eredményeink alapjan felmeriil, hogy a VEGFR-3 potencidlis biomarkere, illetve terapids

célpontja lehet a preeclampsianak.
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6. Kovetkeztetések

Az értekezésemben bemutatott kisérleteink soran egérmodellek segitségével
vizsgaltuk a nyirokerek fejlodését iranyitdé mechanizmusok szervspecifikus szerepét a
keményagyhartydban ¢€s a placentaban.

A meningealis nyirokérhalozat felépitésének tanulmanyozasat kvetden jellemeztiik
a keményagyhartya nyirokérhalozatanak szerepét a makromolekuldk kozponti
idegrendszerbdl torténd elszallitasaban, valamint a Plcy2”~ egértorzs segitségével
vizsgaltuk az aramlas szerepét a meningealis nyirokerek posztnatalis fejlodési és érési
folyamataiban.

Megfigyeléseink szerint a keményagyhartyaban jelen levé nyirokérstrukturak
felveszik a kozponti idegrendszerbe injektalt jelolt makromolekulékat, és részt vesznek
azok mély nyaki nyirokcsomok iranyaba torténd elszallitodasaban.

Eredményeink alapjan a meningealis nyirokerek fejlédési programja a sziiletést
kovetd harom hét soran valosul meg, ami egybeesik a makromolekulak kozponti
idegrendszerbdl valo elszallitoédasanak megindulasaval.

Ezt kovetéen a PLCy2 hidnyos egértdrzs segitségével jellemeztiik az dramlas keltette
mechanikai erdk szerepét a meningealis nyirokerek fejlédési programjaban. Ehhez
részletesen jellemeztiik a PLCy2 hianyos egértdrzset. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy
a PLCy2 hianyos egértérzsben karosodik a nyirokérfunkci6. Eredményeink alapjan a
PLCy2 hianyos egérmodell kivaloan alkalmazhaté az aramlas meningealis nyirokerek
fejlédési programjaban betdltott szerepének vizsgalatara. Megfigyeléseink alapjan a
Plcy2™~ egerekben a karosodott nyirokaramlds hatdsara sériilnek a meningealis
nyirokerek fejlodési és érési folyamatai. Ezen eredményeink 6sszegzéseként elmondhato,
hogy az aramlas okozta mechanikai erék fontos szerepet téltenek be a keményagyhartya
nyirokereinek posztnatalis fejlodési programjaban.

Tovabbi kisérleteinkben az Flt4** kisérleti egértorzs segitségével jellemeztiik a
VEGFR-3 jelpalya szerepét a placentak spiralis artéridinak strukturalis atalakuldsa soran.
Kisérleti eredményeink alapjan a nyirokerek fejlodési folyamataiban kozponti szerepet
betdltd VEGFR-3 jelatviteli utvonal fontos szerepldje a spirdlis artéridk strukturalis
atalakulasanak is. Megfigyeléseink szerint a VEGFR-3 tirozin kinadz aktivitdsdnak
karosodasa esetén nem valosul meg a spiralis artériak strukturalis atalakulasa és a vemhes

nostény egerekben preeclampsia-szert korkép alakul ki. Eredményeink alapjan felmertil,
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hogy a VEGFR-3 potencialis biomarkere, illetve terdpias célpontja Ilehet a

preeclampsianak.

Az értekezésemben bemutatott eredményeink koziil a kovetkezoket tartjuk a

legfontosabbnak:

A keményagyhartya nyirokerei részt vesznek a kozponti idegrendszerbe
injektalt jelolt makromolekulak felvételében, ¢s azok mély nyaki
nyirokcsomok irdnyaba torténd elszallitodasaban.

A meningedlis nyirokerek fejlédési programja a sziiletést kovetd harom hét
soran valdsul meg, amely folyamat egybeesik a makromolekulak kozponti
idegrendszerbdl valo elszallitddasanak megindulasaval.

Az aramlas fontos szerepet tolt be a keményagyhartya nyirokereinek
posztnatalis fejlodési programjaban, hidnyaban sériilnek a meningealis
nyirokerek fejlodési s érési folyamatai.

A VEGFR-3 jelatviteli utvonal fontos szerepldje a spiralis artériak
strukturalis atalakulasanak. A jelpalya karosodasa esetén nem figyelhetdek
meg a strukturdlis atalakulas soran végbemend folyamatok és a vemhes

nostény egerekben preeclampsia-szert korkép alakul ki.

Eredményeink a meningealis nyirokerek fejlédési programjanak részletesebb

megismerésén tilmenden — tekintettel arra, hogy az irodalmi adatok alapjan a meningealis

nyirokerek feltételezhetden szerepet jatszhatnak az Alzheimer-kor és a szklerozis

multiplex korfolyamataiban [3, 169, 170, 249] — hozzajarulhatnak a meningedlis

nyirokérhalozat élettani és korélettani szerepének megértéséhez is.

Tovabbi eredményeink alapjan felmeriil, hogy a VEGFR-3 nyirokérnovekedési

jelpalya karosodasa hozzajarulhat a preeclampsia kialakulasdhoz. A nyirokérhalozat és

nyirokerek fejlodését meghatarozo mechanizmusok szervspecifikus élettani €s korélettani

szerepének megismerésével kozelebb keriilhetiink szamos, jelenleg nem gyogyithatd

megbetegedés kialakulasanak és korfolyamatanak megértéséhez, valamint lehetségessé

valhat ujabb biomarkerek és molekularis terapias célpontok azonositasa is.
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7. Osszefoglalas

Habar a kozelmultig altalanosan elfogadott nézet szerint a kdzponti idegrendszerre
nem jellemz0 a nyirokerek jelenléte, az utobbi idében tobb kdzleményben is nyirokereket
irtak le a keményagyhartyaban. Egyelore nem tisztazott azonban ezen meningealis
nyirokerek fejlédési programja, valamint €lettani és korélettani folyamatokban betoltott
szerepe. Ezen tilmenden nemrégiben nyirokerek nodvekedésében szerepet jatszo
fehérjéket figyeltek meg a spiralis artériak strukturalis atalakulasa soran, amely folyamat
zavara preeclampsia kialakuldsdhoz vezethet. Jelenleg nem ismert a megfigyelt
nyirokérndvekedési faktorok szervspecifikus szerepe a placentaban.

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki, hogy jellemezziik a nyirokerek fejlddését iranyitod
mechanizmusok szerepét a keményagyhartyaban, valamint a placenta spiralis artéridinak
strukturalis atalakulasa soran.

Kisérleti eredményeink alapjan a keményagyhartya nyirokerei részt vesznek a
kozponti idegrendszerbe injektalt makromolekulak felvételében és elszallitodasaban.
Megfigyeltiik, hogy a meningealis nyirokérhalozat érési folyamaton megy keresztiil a
sziiletést kovetd idészakban, ami egybeesik a makromolekulak kozponti idegrendszerbol
valo elszallitasanak megindulasaval. Azt taldltuk tovabba, hogy a PLCy2 hianyos
egerekben karosodik a nyirokdramlds és sériil a makromolekuldk kozponti
idegrendszerbol valo felvétele és elszallitodasa. Megfigyeléseink szerint a karosodott
nyirokaramlasu egérmodellben sériil a meningealis nyirokerek fejlodési programja.

Tovabbi eredményeink alapjan a VEGFR-3 jelpalya fontos szerepet jatszik a spiralis
artéridk strukturalis atalakulasaban, és karosodasa esetén preeclampsia-szerii korkép
alakul ki.

Megfigyeléseink alapjan az aramlds fontos szerepet tolt be a keményagyhartya
nyirokereinek posztnatdlis fejlodési és érési folyamataiban. Az aramlds meningeélis
nyirokerek fejlodési programjaban betoltott szerepének megértésével kozelebb
keriilhetiink szamos, a kdzponti idegrendszert érintd megbetegedés, mint példaul az
Alzheimer-kor vagy a szkler6zis multiplex kialakulasdnak és korfolyamatanak
megértéséhez €s potencialis terapias célpontok azonositasahoz. Tovabbi megfigyeléseink
szerint a VEGFR-3 jelatviteli utvonal fontos szerepldje a spirdlis artéridk strukturalis
atalakulasanak, ami alapjan felmeriil, hogy a VEGFR-3 potencialis biomarkere, illetve

terapids célpontja lehet a preeclampsianak.
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8. Summary

Recently, the presence of lymphatics has been demonstrated and characterized in the
dura mater, which is in contrast to the well-accepted view indicating the lack of a classical
lymphatic drainage system of the central nervous system. However, possible regulators
of the developmental program and function of the meningeal lymphatics remain unclear.
Moreover, molecular factors that play a critical role in the lymphatic development have
been recently observed during the remodeling of the spiral arteries, which process may
be impaired in preeclampsia. Organ-specific roles of these pro-lymphangiogenic factors
in the placenta and in the pathophysiology of preeclampsia are however yet to be
identified.

In our experiments we aimed at characterizing the organ-specific roles of the
lymphangiogenic mechanisms in the developmental program of the meningeal
lymphatics and in the remodeling of the spiral arteries.

Our results indicated that the meningeal lymphatic structures are involved in the
uptake and transport of macromolecules from the central nervous system. We have
observed that the meningeal lymphatics develop during the postnatal period which
process involves the maturation of the vessels. The formation of mature meningeal
lymphatics coincides with the increase of drainage of macromolecules from the central
nervous system. Furthermore, we found that the lymph flow and the transport of the
macromolecules injected into the central nervous system are impaired in PLCy2-deficient
mice. Importantly, the structural remodeling and maturation of meningeal lymphatics are
also affected in PLCy2-deficient mice with reduced lymph flow.

Our further results indicated that the VEGFR-3 lymphangiogenic pathway plays a
critical role in the remodeling of the spiral arteries, and the loss of VEGFR-3 signaling
results in a phenotype that is comparable to the human preeclampsia.

Our findings indicate that lymph flow-induced mechanical forces are required for the
postnatal formation of mature and functional meningeal lymphatic vessels. Defining
lymph flow-dependence of the development and function of meningeal lymphatics may
lead to a better understanding of the pathogenesis of neurological diseases including
Alzheimer's disease and multiple sclerosis. We also revealed that the VEGFR-3 is a key
player of the spiral artery remodeling process, which finding proposes that VEGFR-3

may be a potential biomarker and therapeutic target of preeclampsia.
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