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AZ ÉRTEKEZÉSBEN HASZNÁLT RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

 
AcPhosph  savas foszfatáz 

AGM   aorta-gonad-mesonephros 

BF   bursa Fabricii 

BSDC   bursal secretory dendritic cell (bursai szekretoros dendritikus sejt) 

CAM   chorioallantois membrán 

CEC   circulating endothelial cell (keringő endotél sejt) 

CFU-S   colony-forming unit – spleen (kolónia formáló egység a lépben) 

CSF1R  colony stimulatory factor 1 receptor (kolónia stimuláló faktor 1 

receptor) 

EMP   erythromyeloid progenitor (eritromieloid progenitor) 

ENS   enteric nervous system (enterális idegrendszer) 

FDC   follicular dendritic cell (follikuláris dendritikus sejt) 

GFP   green fluorescent protein (zölden fluoreszkáló fehérje) 

HH   Hamburger Hamilton stádium 

HSC   hematopoietic stem cell (hemopoietikus őssejt) 

IM   intraganglionic macrophage (intraganglionáris makrofág) 

IPSC   induced pluripotent stem cell (indukált pluripotens őssejt) 

LAMP1  lysosome associated membrane glycoprotein 1 

LCA   leukocyte common antigen (közös leukocita antigén) 

LMMP   longitudinal muscular myenteric plexus 

LTRA   long-term repopulating ability (hosszú távú repopulációs képesség) 

mAb   monoclonal antibody (monoklonális ellenanyag) 

MALT  mucosa associated lymphatic tissue  

MM   myenterikus makrofág 

PAS   paraaortic splanchnopleura (paraaortikus splanchnopleura) 

SPF   specific pathogen free (megkülönbözetett patogénektől mentes) 

STRA   short-term repopulating ability (rövid távú repopulációs képesség) 

TDC   thymic dendritic cell (tímusz dendritikus sejt) 

YS   yolk sac (szikhólyag) 
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1. BEVEZETÉS 
 

 

Az őssejteknek sajátos tulajdonsága, hogy aszimmetrikus osztódásra képesek, mely 

során egy differenciált és egy differenciálatlan sejt jön létre. Ez az egyedi jellegzetesség 

teszi létezésüket elengedhetetlenné az embrionális fejlődés, valamint a felnőtt szövetek 

regenerációja és megújulása során. Habár az őssejt-kutatás csak pár évtizedes múltra 

tekint vissza, mégis minden évben új izgalmas eredmények kerülnek publikálásra az 

őssejtek klinikai, terápiás felhasználásával kapcsolatban. Az őssejtek terápiás 

alkalmazásáról szóló híreket tévén, rádión és online oldalakon keresztül a témában 

laikus emberek is nagy érdeklődéssel követik. Ennek ellenére még mindig váratnak 

magukra az igazi áttörések az olyan súlyos, emberiség számára komoly terhet jelentő 

betegségek terén, mint a malignus hematológiai állapotok, Alzheimer betegség, 

Parkinson-kór, vagy a központi idegrendszeri trauma. Jelenleg számtalan technikai és 

morális aggály merül fel a humán eredetű embrionális őssejtek széleskörű klinikai 

alkalmazásával szemben, de a betegágy mellől egyre nagyobb az igény hatékony, 

őssejtekből indított sejt transzplantációk, miniatűr szervek (organoidok) bevezetésére. 

Mindez az őssejtkutatást és a mesterséges szövetépítést (tissue engineering), a medicina 

kiemelt kutatási területévé fogja tenni. 
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1.1 Az őssejtekről általában 

  Az őssejt sajátos tulajdonsága, hogy mitózis közben két eltérő leánysejtet hoz 

létre: egy differenciált sejtet, ami csak bizonyos funkciók elvégzésére és csak bizonyos 

szövetféleségek létrehozására lesz képes; és egy differenciálatlan leánysejtet, ami 

nagyban hasonlít az anyasejtre és további asszimmetrikus osztódásokat folytatva növeli 

és fenntartja az eredeti őssejt populációt (Becker et al, 1963). Alapvetően két fajta őssejt 

létezik: embrionális és felnőtt típusú. Az embrionális őssejtek képesek bármilyen 

embrionális szövet létrehozására. A felnőtt őssejtek és a belőlük differenciálódott 

„progenitor” sejtek feladata viszont, a folyamatosan megújuló szövetek sejtjeinek 

utánpótlása (Thompson et al, 1998). Felnőtt, érett szövetekben az őssejtek meglehetősen 

ritkák, nehéz feladat felhasználható mennyiséget gyűjteni belőlük, bár bizonyos terápiás 

eljárások, mint az autológ csontvelő transzplantáció, a perifériás vérből való őssejt 

gyűjtésre épülnek. Több leukémiát és limfómát is sikerrel kezelnek ma már ezzel a 

módszerrel (Wheeler et al, 1997). Az embrionális őssejtek nagyon jó proliferációs 

kapacitással rendelkeznek és remekül alkalmazhatóak sejttenyészetek létrehozásához 

(Thompson et al, 1998), viszont érett szövetekbe való beültetésük -differenciálatlan 

formájukban- komoly veszélyt jelenthet, például tumorok kifejlődését indukálhatják 

(Nussbaum et al, 2007). Az őssejtek szabályozott körülmények között történő, in vitro 

differenciáltatása és tenyésztése viszont, számos kisérletes és klinikai kutatás eszközévé 

vált. Az őssejtekből indított működőképes érett szövetek, vagy akár szervek tervezése és 

mesterséges „scaffold”-okra való felépítése (tissue engineering), a következő évtizedek 

egyik legizgalmasabb, alkalmazott orvosi tudományterülete lehet (Keirstead et al, 

2005;Wu et al, 2007). 

 Az elmúlt évek egyik legígéretesebb felfedezése az „indukált pluripotens 

őssejtek” (IPSCs). Ezek a sejtek hasonló önmegújító, és differenciációs képességekkel 

rendelkeznek, mint az előbb említett embrionális őssejtek (Takahashi and Yamanaka, 

2006). Az IPSC-ket sokkal egyszerűbb nagy mennyiségben előállítani, ugyanis 

differenciált szöveti sejtek kellenek hozzájuk. A megfelelő transzkripciós faktorok 

aktiválásával, in vitro visszadifferenciáltathatóak, és indukált pluripotens őssejtekké 

alakíthatóak. Ez a módszer nem emel annyi etikai dilemmát, mint a magzati vagy 
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embrionális eredetű humán őssejtekkel való kísérletezés, de célzott terápiás 

felhasználásukra még várni kell (Yamanaka 2012). 

  Őssejteket jó ideje használnak már a klinikai gyakorlatban is. Az autológ 

csontvelő transzplantáció, ami gyakorlatban egy őssejt-terápia arra alapul, hogy 

összegyűjtik a beteg saját perifériás őssejtjeit a véréből. Ezután magas dózisú radio- 

vagy kemoterápiával elpusztítják az egész hemopoietikus rendszerét, a malignus 

elemeket is. Az összegyűjtött, felszaporított, fagyasztva tárolt őssejteket ezután 

visszajuttatják a betegbe, ahol azok újranépesíthetik a csontvelőt és az egész vérképző 

rendszert. A hematoonkológiai felhasználáson kívül, az őssejt-terápiákból számos más 

orvosi terület profitált már. Klinikai vizsgálatok bizonyítják, hogy parkinsonos betegek 

area striata-jába, humán embrionális mesencephalon-szövet beültetése sikeres sejt-

szubsztitúciós terápiának bizonyul (Lindvall 2003). A degeneratív betegségeken kívül 

autoimmun gyulladásos kórképekben is sikerrel használtak már őssejteket, mint 

sclerosis multiplex-ben, ahol hemopoietikus, mesenchymális, és neurális őssejtek 

képesek visszaállítani az immuntoleranciát, neuroprotektív és immunmodulációs 

tulajdonsággal rendelkeznek, valamint el tudják érni a plakkok regenerációját (Meamar 

et al, 2016). 

 

1.2 Vérképző őssejtek 

 A vérképző vagy hemopoietikus őssejtek (hematopoietic stem cells, HSCs) 

olyan multipotens sejtek, amelyek képesek mind a négy vérsejtvonal (eritroid, 

trombocitoid, mieloid, limfoid) populációinak létrehozására. Filogenetikailag a 

trombocitoid és eritroid sejtvonal a mieloidhoz tartozik, viszont funkciójában ez a két 

sejtcsoport eltér a többi mieloid sejttől. Amíg az eritrociták az oxigénszállításban, a 

trombociták pedig a hemosztázisban vállalnak döntő szerepet, a többi mieloid sejt az 

immunrendszer részét képezi. A felnőtt vérképző őssejtek emlősöknél döntő többségben 

a csontvelőben találhatóak meg, viszont itt a magvas sejtek mindössze 0,01%-át adják 

(Morrison et al, 1995; Ambramson et al, 1977). Az első HSC populációk azonosítása az 

1950-es években történt, amikor röviden azokat a sejteket nevezték vérképző 

őssejteknek, amelyek képesek voltak a befogadó (hoszt) állat hemopoietikus rendszerét 

letális dózisú besugárzás után újranépesíteni (Ford et al, 1956). Hasonló kísérlet 
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jelentett áttörést, amikor besugárzott egérbe injektáltak csontvelői sejteket. A 

feldolgozott lépszövetben jellegzetes klonális sejtcsoportokat azonosítottak, melyek 

őssejtjeit „colony-forming unit”-oknak nevezték el. Ezeket a kolónia formáló 

egységeket sokáig a tényleges hemopoietikus őssejteknek hitték (Lahiri et al, 1970). Ma 

már tudjuk, hogy a CFU-S, vagy „colony unit forming unit in the spleen” csak rövid 

távú repopulációs képességgel (short-time repopulational ability, STRA) rendelkezik 

irradiáció után. Hosszútávú repopulációs potenciálja (LTRA) csak ezen sejtek 

töredékének van (Morrison et al, 1994; Spangrude et al, 1990). Így tehát az igazi 

multipotens HSC, per definitionem, azokat a mind mieloid, mind limfoid irányba 

differenciálódni képes őssejteket jelenti, amelyek letális dózisú besugárzás után 

hosszútávú repopulációs potenciállal rendelkeznek a csontvelőben.  

 A HSC-k azonosítása és karakterizálása a monoklonális ellenanyagok (mAb) 

bevezetésével kapott nagy lendületet. A humán HSC legalapvetőbb markerét, a CD34-et 

Civin, Tindel és munkatársaik írták le először, amikor malignus hematológiai betegség 

miatt kemoterápián átesett betegek vérsejtjeinek újratelepítésére próbáltak megfelelő 

sejtpopulációkat izolálni (Civin et al, 1984; Tindle et al, 1985). A CD34 egy 

szialomucinok közé tartozó, sejtfelszíni glikoprotein, amely adhéziós fehérjeként 

működik sejt-sejt közötti sejtkapcsoló struktúrákban. A HSC-n kívül az endotél 

progenitor sejteken, valamint -a nyirokerek kivételével- az érett endotél sejtek felszínén 

is előfordul. A CD34 jelenléte egy hemopoietikus sejten biztosítja annak hosszú távú 

repopulációs potenciálját, viszont nem minden HSC expresszálja a CD34-et. (Ogawa et 

al, 2001). A CD34 expressziója a sejtek érése során fokozatosan lecsökken, ezért az 

érett csontvelőből lassan eltűnik, és csak nagyon kevés sejten fejeződik ki (1:10000) 

(Civin et al, 1990). A vérképző őssejtek azonosítása során a CD34 pozitivitása mellett 

fontos, hogy a HSC expresszálja a Thy-1 nevű felszíni glikoproteint és a c-kit receptort, 

illetve negatív legyen minden más differenciációs limfoid és mieloid markerre (Lin-), 

mint a CD38, CD3, CD4, CD5, CD8, CD15, CD19, CD20, CD33, CD66, vagy a Mac-1 

(Ogawa et al, 1991; Uchida et al, 1992). 

 A c-kit egy protoonkogén receptor tirozin-kináz, CD117 néven is ismert 

molekula (Yarden et al, 1987; Andre et al, 1997). A HSC-n kívül a közös mieloid és 

limfoid progenitor sejt is expresszálja, bár az utóbbi kisebb mennyiségben. A CD117 
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molekulát hízósejtek felszínén, melanocitákon és a béltraktusban a Cajal-féle 

interstitialis sejteken is azonosították (Edling 2007). Funkcióját tekintve a CD117 

hízósejt/őssejt növekedési faktor receptor ligandja „c-kit ligand”-ként, vagy „stem cell 

factor”-ként ismert. A c-kit receptor szignalizációjának központi szerepe van a sejtek 

túlélésben, osztódásában és differenciálódásában. A receptor mutációja különböző 

tumorokat provokálhat (a KIT gén protoonkogén), mint a gastrointesztinális strómális 

tumor (GIST), a melanoma, vagy az akut mieloid leukémia (AML) (Edling 2007; Jean-

Lupe Huret 2008). A klinikai gyakorlatban legismertebb aktivátora a G-CSF, vagy 

granulocita kolónia-stimuláló faktor, melyet irradiált vagy kemoterápián átesett betegek 

csontvelő transzplantációja után alkalmazzák a HSC-k mobilizálására. A Thy-1, vagy 

CD90 egy GPI (glikofoszfatidilinozitol)–hoz kötött sejtfelszíni fehérje, amit eredetileg 

timocita-antigénként fedeztek fel (Reif et al, 1964). A Thy-1 szintén a hemopoietikus 

őssejtek egyik megbízható markere (Craig et al, 1993), de nem túl specifikus, ugyanis 

sok más sejtcsoporton is expresszálódik; emberben mesenchymális őssejteken, 

endotélen, simaizom sejteken, egérben az összes pre- és érett T-sejten megtalálható. A 

CD45 egy membrán-asszociált protein tirozin-foszfatáz receptor (PTPRC), amit közös 

leukocita antigénnek (LCA) is hívnak (Knapp et al, 1995). A CD45 nem csupán a 

differenciálatlan HSC-ken expresszálódik, hanem minden hemopoietikus elemen 

megtalálható, kivéve az eritroid sejtvonalat. Az embrióban az összes differenciálódó 

hemopoietikus elemet, beleértve a mononukleáris sejtvonalat (makrofág, monocita), 

polimorfonukleáris granulocitákat, trombocitákat, limfocitákat és dendritikus sejteket is 

jelöli. Ellentétben a CD34-gyel, nem jelöl mesenchymális őssejteket, vagy endotél 

sejteket (Kaplan et al, 1990).  

 Az elmúlt évek során több kísérlet is azt igazolta, hogy a csontvelői eredetű 

multipotens őssejtekből hepatociták, primitív mesenchymális sejtek, izomsejtek, 

idegsejtek és gliasejtek is kialakulhatnak. Ezek a kísérletek a multipotens őssejtek nem 

várt plaszticitását, illetve transzdifferenciációs képességét fedték fel. A fetális máj 

egyszerre lát el élettani és vérképző funkciókat, bár mindkét funkcióért eltérő 

sejtvonalakat tartanak felelősnek. Újabb megfigyelések szerint kapcsolat figyelhető meg 

a májsejtek és a hemopoietikus sejtvonal között (Alison et al, 2001; Theise et al, 2000; 

Mallet et al, 2002; Körbling et al, 2002). Mindezt figyelembe véve, klinikai 

alkalmazások előtt elengedhetetlen, hogy megértsük a külöböző őssejtek tulajdonságait; 
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a HSC-k differenciálódásáról, in vitro és in vivo funkciójáról, eredetéről, illetve 

genetikai jellemzőiről részletesebb képet kapjunk, pontosan megismerjük embrionális 

lokalizációjukat, eredetüket, vándorlásukat. 

 

1.3 Vérképzés gerinces embrióban 

 A vérképzéssel kapcsolatos, múlt században tett első megfigyelések az egér és 

csirke embrió szikhólyagjának, lépének, májának, tímuszának és csontvelőjének 

telepében írtak le vérképző sejteket, mielőtt őssejtek megkülönböztetésére bármilyen 

alkalmas eljárás létezett volna (Dantschakoff 1907; Minot 1912). Ezeknek a sejteknek 

az ontogenetikai származásával kapcsolatban eleinte két hipotézis létezett: a stromális és 

az extrinsic eredet elmélete. A stromális hipotézis alapján a vérsejtek in situ, a 

mesenchymális őssejtekből differenciálódnak. Az extrinsic eredet szerint pedig a 

hemopoietikus progenitorok a szikhólyag extraembrionális mezodermájából 

vándorolnak be az embrionális szövetekbe. A 60-as évek közepén sikerült először 

bebizonyítani az extrinsic hipotézist és bemutatni a hemopoietikus progenitorok 

extraembrionális eredetét (Moore and Owen, 1965; Moore and Owen 1967). A kísérlet 

során két csirke embrió között parabiózist hoztak létre, majd eltérő ivari 

kromoszómájuk (ZW/ZZ) alapján azonosították a másik parabiontból származó 

vérsejteket. Nem sokkal később egérben is bizonyítottnak tűnt, hogy a vérképző sejtek 

extraembrionális forrásból származnak (Moore and Metcalf, 1970), így sokáig az 

maradt a meghatározó felfogás, hogy a szikhólyag az egyetlen forrása a vérképző 

rendszer összes sejtjének. A szikhólyag vérszigeteinek morfológiai elemzése még a 

század első felében megmutatta, mekkora hasonlóság van az első hemopoietikus- és 

endotél- progenitorsejtek között (Sabin 1920), ami a vaszkuláris és vérképző rendszer 

közös „ős-sejtjének”, a hemangioblaszt-elméletnek a megfogalmazásához vezetett 

(Murray 1932).  

 1975-ben azonban Dieterlen – Liévre és kutatócsoportja paradigma-döntő 

kutatást közölt, amelyben csirke-fürj kimérákkal vizsgálták a hemopoietikus sejtek 

embrionális eredetét és bebizonyították, hogy a szikhólyagból származó HSC populáció 

csak rövid ideig van jelen az embrióban, mert a „definitív”, később a csontvelőt is 
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benépesítő vérsejt-progenitorok intraembrionálisan keletkeznek az aorta ventrális 

falában (Dieterlen-Lièvre 1975; Dieterlen-Lièvre and Martin, 1981). A madárban elért 

első eredmények után más fajokban is sikerült bebizonyítani a definitív HSC 

intraembrionális eredetét, mint afrikai karmosbékában (xenpus laevis) (Kau and Turpen, 

1983; Maeno et al, 1985), és egérben is. Emlősökben az aorta ventrális fala helyett az 

aorta-gonád-mesonephros (AGM) régió az első definitív, embrión belül megtalálható 

vérképző lokusz (Medvinsky et al, 1993; Godin et al, 1993). Egérben az AGM régió 

megjelenése a 9. embrionális napra tehető, az utána egy nappal később megjelenő, aorta 

dorsalis körüli mesenchyma-tömörülést paraaortikus splanchnopleurának (PAS) hívják. 

Ezen a területen jelennek meg a 10 és fél napos egér embrióban az első hosszú távú 

repopulációs potenciállal rendelkező definitív HSC-k (Cumano et al, 1996; Medvinsky 

and Dzierzak, 1996). Pár évvel később humán embrióban is leírták az AGM régiót, és 

annak hosszú távú repopulációs képességét a hepatikus vérképzés megjelenése előtt 

(Tavian et al, 1999). Az első intraembrionális vérképző régiók megjelenése után az 

aortában és az azt körülvevő mezodermában (aortaredők, AGM, PAS), a kései, érett 

vérképzés eltér az emlős és a madár embrióban. Amíg emlősben a fetális máj veszi át a 

primer hemopoietikus szerv szerepét rövidesen a definitív HSC megjelenése után, addig 

csirkében a lép rövid kolonizációja után a 11-12. embrionális naptól a csontvelő lesz az 

elsődleges vérképző szerv (Medvinsky et al, 2011). Emlősökben a csontvelő 

kolonizációja a máj hemopoietikus progenitor sejtjei által, a magzati fejlődés végén, a 

születés előtt történik csak meg (Wolber et al, 2002). 

 A transzgenikus egérmodellek bevezetése újabb lökést adott a különböző 

hemopoietikus populációk részletesebb feltérképezésére térben és időben, így a korai 

vérképzés az emlősökben is lassan körvonalazódni kezd. Eszerint egérben a vérképzés 

első hulláma a 7. embrionális napon extraembrionálisan, a szikhólyagból indul és 

alapvetően egy tranziens eritroid populációt hoz létre a definitív vérképzés megjelenése 

előtti embrionális fejlődés oxigén-igényének kielégítése érdekében. Ugyanakkor egyre 

több kutatási eredmény igazolja, hogy az embrionális makrofágok bizonyos 

szövetekben hamarabb megjelennek, mint ahogy az első definitív vérképző helyek 

(AGM, PAS) kialakulnak. Az agyhólyagokban például, már 8 napos egér embrióban 

makrofág prekurzorokat lehet azonosítani, amelyekről sikerült bebizonyítani, hogy a 

mikroglia sejtek prekurzorai és ellentétben a többi eddig azonosított makrofággal, nem a 
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keringésből intraembrionálisan, hanem a szikhólyagból származnak. Ezek a sejtek az 

aorta-környéki vérképzés megjelenése előtt kolonizálják az agyhólyagok telepét és 

mikrogliává differenciálódnak (Alliot et al, 1992; Alliot et al, 1999; Ginhoux et al, 

2010; Ginhoux et al, 2013) (2. ábra). A második hullámhoz tartozó őssejtek, a 

„tranziens definitív” nevet kapták, mely során az embrionális fejlődés 8. napján eritro-

mieloid prekurzorok (EMP) válnak ki a szikhólyag hemogén endotéliumából, és az 

eritroid populáción kívül, egy széles-spektrumú mieloid populációval kolonizálják a 

szöveteket. Ezek a sejtek még nem képesek limfoid irányba differenciálódni. Fontos 

megjegyezni, hogy a második hullám alatt keletkezett EMP generáció nem képes 

hosszú távú repopulációra letálisan irradiált állatokban, ezért tagjai nem nevezhetőek 

definitív HSC-nek (Frame et al, 2013). A második szikhólyagi hemopoietikus 

hullámmal szinte egyidőben a 8. és 9. embrionális nap között megjelenik a paraaortikus 

mesenchymában az éretlen definitív HSC, amely másfél nappal később (E10,5) az 

AGM régióban érett, definitív HSC-ként kerül a keringésbe. Az innen származó 

prekurzorok fogják kolonizálni a magzati májat, ami a 12. naptól kezdve az első számú 

vérképző szerv lesz (1. ábra) (Godin and Cumano 2005).  
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1. ábra    Primitív és definitív hemopoietikus hullámok az egér embrióban (Ginhoux után). Az 

embrionális vérképzés emlősben három hullámban történik: az első a szikhólyag vérszigeteiből indul, 

sejtjei Myb independensek, és nem adnak prekurzorokat a magzati májba vagy az AGM-be. A második 

hullám a szikhólyag hemogén endotéliumából indul és Myb dependens eritromieloid progenitorokkal 

kolonizálja a májat és az embrionális szöveteket. A harmadik, definitív hullám sejtjei intraembrionálisan 

képződnek az AGM-ben, majd kolonizálják a májat és a csontvelőt. Ez a populáció adja a felnőtt 

vérsejtek döntő részét.   

 

 A mieloidon belül a mononukleáris sejtvonal képviselői az első hullám folyamán 

jelennek meg az embrióban, és a CSF1R-t (kolónia-stimuláló faktor-1 receptor) 

expresszálják, a Myb transzkripciós faktort ellenben nem (Gomez-Perdiguero and 

Geissman, 2013). Ezek a szikhólyagi (yolk sac, YS) makrofágok lesznek a mikroglia 

elődsejtei az agyban és a Langerhans sejtek prekurzorai az epidermiszben (Ginhoux and 

Merad, 2010). Az embrionális mikroglia megőrzi Myb negativitását és pozitív a 

RUNX1 transzkripciós faktorra, ami jellemző az első hullámban érkező szikhólyagi 

E10,5 

E8,5 

E7,5 
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makrofágokra (Ginhoux et al, 2010). Egér embrióban, az embrionális keringés 

beindulásával egy időben a harmadik, definitív hullám által keringésbe került, (Myb+, 

c-Kit+, Sca-1-) mieloid progenitorok a fetális májba jutnak, ahol monocitákká, 

granulocitákká, definitív makrofágokká differenciálódnak, és benépesítik a szövetek 

nagy részét. A májból, az embrionális fejlődés végére a HSC-k egy része a csontvelőbe 

vándorol, és felnőtt HSC-vé differenciálódik (Bertrand et al, 2005; Palis and Yoder, 

2001). A köztes, második hullám eritromieloid prekurzorai (EMP-k) Myb+-ak, és a 

belőlük differenciálódó sejtek többsége a fetális májba kerül, ahol monocitává, 

granulocitává és definitív szöveti makrofággá differenciálódik. Feltételezik, hogy az 

első hullámhoz hasonlóan, ekkor is keletkezik egy szikhólyagi makrofág populáció, 

amely megmarad a korai embrióban, majd kolonizálja annak szerveit és 

szövetspecifikus rezidens makrofággá érik (Hoeffel and Ginhoux, 2015; Ginhoux and 

Guilliams, 2015).  

 A mieloid sejtek mononukleáris vonalának szövet-specifikusan differenciálódó 

tagjai a makrofágok. Ez a legváltozatosabb hemopoietikus eredetű sejtcsoport, amely 

fagocita funkcióján kívül, a veleszületett immunitás központi irányítója. Az antigén-

prezentációban és a gyulladás patogenezisében kulcsfontosságú szerepet játszó 

makrofág prekurzorokból differenciálódnak az első dendritikus sejtek is (Steinman and 

Cohn, 1973). Mindezek alapján a makrofágok embrionális ontogenezisére jelenleg 

három különböző modell létezik (Hoeffel and Ginhoux, 2015; Gomez-Perdiguero et al, 

2015; Sheng et al, 2015) (2. ábra). 

Bár a transzgenikus egérmodellek megjelenése nagyot lendített a hemopoietikus 

sejtpopulációk ontogenezisének és vándorlásának feltérképezésében (1-2. ábra), a 

tamoxifen indukción alapuló Cre/loxP rekombinációs rendszerek a szikhólyagi 

őssejteknek nagyjából a 30%-át képesek megjelölni (Samokhvalov et al, 2007; Ginhoux 

et al, 2010; Hoeffel et al, 2015), ezért egér adatok alapján a HSC-k intraembrionális 

differenciálódásáról teljes képet nem kaphatunk.  
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 2. ábra     Makrofágok ontogenezisének három modellje egér embrióban (Ginhoux 

után). (A nyilak vastagsága az ontogenetikai útvonal jelentőségét szemlélteti). Gomez-Perdiguero és 

munkatársai szerint (A), a 7 és fél napos egér embrióban megjelenő első hemopoietikus hullám primitív 

makrofágjai nem telepednek le a szervekben, hanem hamar eltűnnek az embrionális keringésből, és a 

második, „tranziens definitív” hemopoietikus hullám fogja adni azokat a szikhólyagi makrofágokat, 

amelyek agyi mikrogliaként lesznek ismertek (vastag nyíl). Az E8,5 stádiumban megjelenő EMP-kből 

ilyenkor olyan szikhólyagi markrofágok is differenciálódnak, amelyek a központi idegrendszeren kívül 

más szövetekben is megtelepednek, és ezekből az eritro-mieloid prekurzorokból  származnak az első, 

magzati májat kolonizáló hemopoietikus elemek is (vékony nyíl). A 2-es (B) és a 3-as (C) modell 

közösen abban tér el az 1-estől, hogy a mikrogliát az első hullám szikhólyagi makrofágjaitól eredezteti, 

annak kizárólagos forrásának tekinti (vastag nyíl). A Hoeffel szerinti 2-es modell és a Sheng által 

megalkotott 3-as modell a második hullám folyamán generált, késői szikhólyagi makrofág populációt 

nem tartja maradandónak. Hoeffel és Sheng szerint a szöveti makrofágok egy kisebb csoportja nem a 

második, hanem az első hullám YS makrofágjainak leszármazottja (vékony nyíl). Ezek a modellek 

alapján, a Langerhans sejtek prekurzorai is ekkor kerülnek az epidermiszbe. A különbség Hoeffel és 

Sheng modelljei között az, hogy amíg Hoeffel szerint a második hullám EMP-iből, Sheng szerint a 

harmadik hullám AGM-ben keletkező, definitív HSC-iből származik az érésüket magzati májban 

befejező és differenciálódó felnőtt szöveti makrofágok nagy része. 

 

1.4 Vérképzés madár embrióban 

 Az emlős embrióban zajló vérképzés megismeréséhez jelentős segítséget 

jelentettek a madár embrión tett megfigyelések. A madár embrió experimentálisan 

könyebben manipulálható és jobban hozzáférhető az emlősnél, ezért először itt sikerült 

lefektetni az embrionális vérképzés alapjait. A madár modell több, mint egy évszázada 

áll a vérképzés kutatásának szolgálatában és több olyan kisérleti technikát teremtett 

meg, mint a csirke-fürj kiméra, vagy a parabiózis, amellyel a vérképző őssejtek 

embrionális sorstérképét lehetett kísérletesen igazolni. A madár embrió (különösen a 

csirke), azért kiemelkedő fejlődésbiológiai modell, mert könnyen hozzáférhető valamint 

a mérete elégséges a finom és pontos manipulációhoz (szemben az egér, vagy patkány 

embrióval). A tojások könnyen beszerezhetőek, költségkímélően és egyszerűen 

tárolhatóak, laboratóriumban inkubálhatóak. Az anya-állat elpusztítására nincsen 

szükség, embriójával való kísérletezésére nem vonatkoznak az emlős kísérleti állatokra 

érvényes szigorú szabályok. A tojások manipuláció után könnyen visszazárhatóak, 

tetszőleges ideig tovább inkubálhatóak, akár ex ovo is (Dohle et al, 2009). A madár 

embriók jól tűrik a mikrosebészeti beavatkozásokat. A madár ontogenetikailag és 

evolúciósan a legközelebb álló modell az emlőshöz. Csirkében mára számtalan 

monoklonális ellenanyaggal, vagy in situ hibridizációval kimutatható molekulát 

azonosítottak. Hamburger és Hamilton a XX. század közepén egy speciális 

stádiumjelölést vezett be (HH stádiumok), amely a megtermékenyítéstől a kikelésig (21 
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nap) határozza meg a csirke embrió fejlődését a morfológiai jegyek változása alapján 

(Hamburger and Hamilton, 1951). A HH stádiumok különösképpen a korai embrióban 

jelentenek nagy segítséget, mert pontosabb kormeghatározást tesznek lehetővé, mint az 

embrionális napok megjelölése, és egyben utalnak a fejlettségi stádiumra is szomita-

szám vagy organogenetikus esemény alapján. 

 A vérképzés kutatása során a kiméra technikát először Dieterlen-Liévre alkalmazta 

1975-ben, mellyel paradigma-váltó felfedezést tett a definitív HSC intraembrionális 

eredetével kapcsolatban (Dieterlen-Lièvre 1975; Dieterlen-Lièvre and Martin 1981). 

Ezekben a kísérletekben csirke szikhólyagra az intra- és extraembrionális keringés 

összekapcsolódása előtt fürj embriót ültetett, majd a kimérikus embriók szöveteit 

összehasonlította. A kimérák analízise során megfigyelte, hogy 6-11 nap inkubáció után 

a fejlődő limfomieloid szervekben, (lép és a tímusz) a vérképző sejtek fürj, és nem 

csirke eredetűek (Dieterlen-Lièvre 1975). Később eritrociták intra-, illetve 

extraembrionális eredetének vizsgálatára és hemoglobinjainak összehasonlítására is 

alkalmazta ezt a technikát (Beaupain et al, 1979). Parabiózis technikát a keringésben 

előforduló sejtek követésének és eredetének meghatározása céljából használják a 

kísérletes embriológia területén. Pardanaud és Eichmann a „keringő endotél” elmélet 

megerősítése kapcsán (madárban) alkalmazták csirke és fürj embrió között (Pardanaud 

and Eichman, 2011). Az embrionális szervekben megjelenő őssejtek intrinsic (szervben 

in situ megjelenő), vagy extrinsic (bevándorló) eredetéről adhatnak információt a 

különböző testüreg-kimérák, amelyek a bélidegrendszer neurális prekurzorai 

vándorlásának feltérképezésére (Nagy and Goldstein, 2006), vagy a lép ellipszoidokat 

létrehozó őssejtek azonosításához (Nagy et al, 2005) bizonyultak alkalmas módszernek. 

A primordiális csírasejtek nyomon követésére, vagy a végtag bimbók fejlődésének 

vizsgálatára a madár embrió volt az első, alaptéziseket eldöntő experimentális modell 

(Romanoff 1960; Dubois 1969; Tickle 1995). A dúclécből származó őssejtek nyomon 

követésére is először madár embriót alkalmaztak, kezdetben timidin izotóppal 

(Weston 1963), később sokkal hatékonyabb csirke-fürj kimérákkal (Le 

Douarin 1980). A transzgenikus modell-állatok megjelenésével lehetségessé vált, hogy 

egy fajon belül létre tudjunk hozni kimérikus graftokat. Nagy előrelépés volt az első 

GFP-t (green fluorescent protein) expresszáló transzgenikus csirke törzs, melynek 

minden szomatikus setje zöld fluoreszenciát mutat (McGrew et al, 2004).  
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 Csirke embrióban 3 napos (E3) korban jelennek meg a dorzális aorta ventrális 

falában a vérképzésért felelős hemopoietikus redők, majd E5 stádiumban figyelhető 

meg először a paraaortikus régió (Cormier and Dieterlen-Lièvre, 1988; Dieterlen-

Lièvre and Martin, 1981). Madár embrióban a paraaortikus splanchnopleurából 

származó HSC-k hosszú távú repopulációs képességét is sikerült később demonstrálni, 

amikor E7 stádiumú embrió PAS régiójából készített graftot, letális dózisú 

besugárzáson átesett, 14 napos csirke embrióba ültettek. A fogadó embrió tímuszában, 

lépében és csontvelőjében is graft eredetű hemopoietikus elemeket találtak, amelyek 

képesek voltak hosszú távú repopulációra (Lassila et al, 1979; Lassila et al, 1980). 

Capriolinak és munkatársainak a vaszkularizáció előtt álló fürj allantois-bimbók csirke 

embrionális coelomába való beültetését követően, a fogadó embrió csontvelőjében fürj 

eredetű hemopoietikus és endotél prekurzorokat sikerült azonosítaniuk, ezzel 

bizonyították az allantois szerepét a vérképzésben (Caprioli et al, 1998). Hasonló 

definitív vérképző szerepét emlősben az allantoisnak és a placentának is igazolták azóta 

(Corbel et al, 2007; Zeigler et al, 2006; Ottersbach és Dzierzak, 2005). A 3. ábrán a 

vérképzés jelenlegi modellje látható a madár embrióban. 
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3. ábra Hemopoietikus sejtek megjelenése, és a vérképző szervek kolonizációja csirke 

embrióban (Nagy és Fejszák után). A hemopoietikus őssejtek az első és a második embrionális napon a 

szikhólyagban képződnek, amely csak a primitív vérképzésben vesz részt (1). A harmadik napon már 

megjelennek a végleges vérképző helyek (ventrális intraaortikus redők, paraaortikus régió, allantois), ahol 

a definitív vérképzés történik (2). A 6. embrionális napon hemopoietikus sejtek elkezdik benépesíteni a 

primer limfomieloid szerveket (3). A tímusz kolonizációja három fázisban történik a 7-ik, 12-ik és kikelés 

előtti napokban; a bursa Fabricii-be a limfomieloid őssejtek a 8. és a 14. embrionális nap között 

vándorolnak be; a csontvelő benépesítése hemopoietikus prekurzorokkal a 10. napon indul és a kikelésig 

tart (3).  

  

Madarakban és emlősökben a CD34 és a CD45 tekinthető pan-hemopoietikus 

markernek. Bár sikerült kimutatni a CD34 gént csirke embrionális HSC-kben is, de 

mindezidáig nincs elérhető madár-specifikus CD34 ellenes ellenanyag (McIntyre et al, 

2008). Mindezek miatt csirkében - ahogy emlősben és emberben is - a CD45 tekinthető 

a legspecifikusabb hemopoietikus sejtfelszíni markernek (Tavian et al, 2010; Kurz és 

Christ, 1998; Godin and Cumano, 2005). Jelenlegi tudásunk alapján az első CD45+ 

sejtek a 3. embrionális napon jelennek meg a csirke embrióban, az aortához asszociáltan 

extra-

embrionális 

intra-

embrionális 

1 

2 

3 
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és az agyhólyagokban (Cuadros et al, 2006; Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al, 2000). 

A 3 – 4 napos embrióban az aorta ventrális falának endotél rétegéből kiemelkedő 

intraaortikus redők hozzák létre az első CD45+ definitív HSC-ket (4. ábra). Az 

intraaortikus redők hemopoietikus természetét más sejtfelszíni markerekkel is sikerült 

igazolni, mint a CD41/61 és a CD51/61, valamint a RUNX1 és CD34 gének expressziós 

mintázatai is erre utalnak (McNagny et al, 1992; Lampisuo et al, 1999; Bollerot et al, 

2005). A CD41/61 és CD51/61 molekulákkal trombocita prekurzorokat és 

hemopoietikus progenitorokat lehet azonosítani (Corbel 2002; Corbel et al, 2005).  

Csirke embrióban sikerült arra is fényt deríteni, hogy az aortaredők első definitív HSC-i 

az aortafal endotél sejtjeiből, a „hemogén endotélium”-ból differenciálódnak. Ehhez a 

karbocianin Dil nevű festékkel jelölt, Dil-LDL lipoprotein részecskéket injektáltak az 

embriók keringésébe, majd egy nap inkubáció után azonosították az aortaredőkről 

leváló Dil-LDL-t tartalmazó definitív HSC-ket (4. ábra) (Jaffredo et al, 1998). A 

karbocianin festék jelen volt több makrofágban és az aorta körüli mesenchyma 

sejtjeinek egy részében is. Ez a tanulmány is alátámasztotta azt az elméletet, hogy a 

szikhólyag makrofág prekurzorokkal kolonizálja az embriót az intraembrionális 

vérképzés megjelenése előtt. A Dil-LDL partikulumokat felvették az endotél sejtek, de 

az aortából lefűződő HSC-k is megtartották Dil pozitivitásukat, ez pedig kísérletesen 

igazolta, hogy az aorta hemogén endotéliumából HSC-k származnak, amelyek a PAS-t 

népesítik be. Az endotél sejtek HSC létrehozó képességét sejttenyészeteken is 

bebizonyították (Nishikawa et al, 1998). A PAS CD45+ sejtjeit izolálva részletes 

kvantitatív tanulmány is készült a különböző sejtpopulációk megoszlásáról és génjeinek 

expressziós mintázatáról. A kísérlet alapján a PAS sejtek 50%-a KUL01+ makrofág. A 

differenciálódó hemopoietikus sejteket a PU-1 és MafB mellett a GATA-1 gének 

expressziója jellemzi. TLR (toll-like receptor) géneket is azonosítottak, amelyeknek a 

veleszületett immunitásban és szisztémás gyulladásos reakciók kiváltásában van 

kiemelkedő szerepe (Saynajakangas et al, 2009). 
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4. ábra    Intraembrionális vérképzés csirke embrióban. Az aortaredők, a hemogén endotélium és a 

paraaortikus régió megjelenése, valamint a definitív CD45+ HSC keringésbe kerülése. Az intraaortikus 

redőkből az őssejtek a keringésbe, később a mesogastrium dorsale-be vándorolnak. 

  

A paraaortikus régióból származnak azok a mieloid progenitorok, amelyek később 

benépesítik a lépet, tímuszt, bursa Fabrici-t és a csontvelőt (Dieterlen-Liévre 1994; 

Diéterlen Liévre 1997). A paraaortikus régió, mint vérképző terület a 6. embrionális 

naptól a 8. napig van jelen az aorta körüli mesenchymában, majd a csontvelő és a 

primer limfoid szervek kialakulása előtt pár nappal depletálódik (Jaffredo et al, 2000). 

Jelenleg nem ismert, hogy az aorta eredetű sejtek hová kerülnek, hol folytatódik 

differenciálódásuk, amíg kezdetét veszi a primer nyirokszervek telepeinek 

kolonizációja. A PAS hemopoietikus sejtjeiről azt is sikerült bebizonyítani, hogy az 

aorta hemogén endotéliumából származnak (4. ábra). Jaffredo és munkatársai DiL-LDL 

mellett lacZ operont tartalmazó, nem replikatív virális vektort juttattak az embriók 

keringésébe. A lacZ vektort csak pár endotél sejt veszi fel és a „riporter” gén stabilan 
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tovább expresszálódik a leszármazott sejtekben is, így napokon át tovább követhetőek a 

vírus vektort inkorporáló sejtek. Három nappal a transzdukció után, lacZ+ sejteket lehet 

kimutatni a PAS területén (Jaffredo et al, 2000). Emlősökkel ellentétben, a madár 

embrióban a májnak nincsen kitüntetett hemopoietikus szerepe. 

 Nehezen elhelyezhető a definitív, aorta-asszociált vérképző helyek és az 

extraembrionális szikhólyag mellett az allantois, mint hemopoietikus szerv. Caprioli és 

munkatársai vaszkularizáció előtti fürj allantois bimbót ültettek csirke embrionális 

coelomába. A csirke-fürj testüreg kiméra csontvelőjéből nagy mennyiségű QH1+ fürj 

hemopoietikus és endotél sejtet sikerült azonosítani, és a tenyésztett allantois-bimbó 

érrendszerének endotél sejtjei is mind fürj eredetűek voltak (Caprioli et al, 1998). A 

három napos allantois RT-PCR vizsgálata folyamán kiderült, hogy sejtjeiben erős 

expressziót mutat a GATA-3 gén, amely sem a szikhólyagra, sem a keringő 

hemopoietikus elemekre nem jellemző (amelyek GATA-1-et és GATA-2-őt fejeznek ki) 

(Caprioli et al, 1998). Az allantois azon képessége, hogy a csontvelőben hemopoietikus 

és endoteliális elemeket is képes létrehozni, egy hemangioblaszt progenitor jelenlétét 

feltételezi az embrionális függelékben (Caprioli et al, 2001). Hogy magába az 

allantoisba, honnan kerül bele a hemangioblaszt (in situ képződik a mezodermából, 

vagy a szikhólyagból vándorol be), még vita tárgya. 

 

1.5 Extraembrionális vérképzés és a szikhólyagi HSC szerepe 

 Az aorta hemopoietikus szerepének felfedezéséig a szikhólyagot tartották a HSC 

egyetlen forrásának. Ma már tudjuk, hogy a szikhólyag primitív HSC-inek döntő része 

eltűnik az embrionális fejlődés végén, mégis fontos áthidaló szerepe van a szövetek 

passzív diffúzióval történő táplálása és az intraaortikus vérképzés megjelenése között. 

Csirkében az embrionális fejlődés 2. napján és 3. napjának elején (HH11-HH21) a 

szikhólyag primitív eritrocitái biztosítják a gasztrulálódó embrió oxigén-igényét az 

intra- és extraembrionális keringés összekapcsolódásától, az organogenezis kezdetéig. 

Az amnion, a chorion és az allantois-on kívül, a szikhólyag tekinthető még 

extraembrionális szövetnek. Az amnion és a chorion az embrió somatopleurájából 

származik, és az extraembrionális coeloma megynyílásával elválik annak 
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splanchnopleurális részétől, amiből lesz a tulajdonképpeni szikhólyag. Az amnion 

körülzárja az embriót, az extraembrionális somatopleura maradék része lesz a chorion, 

amiből emlősökben kialakul a placenta fetalis része. Madárban a chorion összenőve az 

allantois disztális részével a chorioallantois membránt (CAM) alkotja, proximális fala 

pedig az amnionnal és a szikhólyaggal egyesül az embrionális fejlődés végén (Romanoff 

1960; Leeson and Leeson 1963; Adamstone 1948). Az allantois endo- és mezodermális, 

a chorion és az amnion ekto- és mezodermális, a szikhólyaghoz pedig mind a 3 

csíralemez hozzájárul, de az extraembrionális coeloma megynyílásával csak endo- és 

mezodermális szövetté válik. Madarakban az extraembrionális mezoderma sejtjei a 

primitív csík hátsó részéből vándorolnak be a szikhólyag ektodermális és szikanyagban 

gazdag endodermális lemezei közé (Murray 1932). Miközben a primitív csík cranio-

caudalis irányban visszafejlődik, a mezoderma sejtek patkó alakban, anterior és lateral 

irányban szétterülnek a szikhólyag területén (Schoenwolf et al, 1992).  

    

 

 

5. ábra  Extraembrionális membránok a 2 és 5 napos csirke embrióban (Sheng után). Az embriót 

közvetlenül az area pellucida veszi körül, amely nem tartalmaz vérszigeteket (A). Az area vasculosa az 

area opaca azon része, amely tartalmaz extraembrionális mezodermát és vérszigeteket, az area 

vitellinában nem zajlik vérképzés (A,B).  
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 A csirke embrionális blasztodermát area pellucidára és area opaca-ra osztjuk. Az 

area pellucida területén helyezkedik el az embrió, de ennek a területnek a lateralis szélét 

inkább extraembrionálisnak tekintjük. Az area opaca attól függően, hogy meddig terjed 

benne a mezodermális réteg, area vasculosára és area vitellinára osztható. Az area 

vitellina az area opaca-nak azon része, amely már nem tartalmaz mezodermát. Az 

extraembrionális vérképzés teljes egészében az area vasculosában történik (Bellairs 

1963). Az extraembrionális mezoderma sejtek három irányba differenciálódnak: vér,- 

endotél,- és simaizom sejtekké (Shin et al, 2009). A szikhólyag splanchnopleurája mind 

a három sejtvonalat tartalmazza, a szomatikus mezodermája viszont csak a 

simaizomsejteket hozza létre (Wu et al 2001). A primitív csíkból való betelepülés után a 

simaizom progenitorok válnak külön először és a vaszkulogenezis folyamán az 

extraembrionális erek simaizom rétegét hozzák majd létre (Shin et al, 2009). A maradék 

szikhólyagi őssejt hozza létre a vérszigeteket, amelyek endotél és hemopoietikus 

irányba differenciálódnak (Nakazawa et al, 2006). A vérszigetek sejtaggregátumait 

rövid ideig egy közös progenitor, a hemangioblaszt tölti ki, de ezek a sejtek hamar 

primitív HSC-ket és angioblasztokat hoznak létre (Sabin 1920; Murray 1932; Choi et 

al, 1998; Huber et al, 2004). Korábbi megfigyelések szerint az area vasculosa lateralis 

részein a vérszigetek hamarabb alakulnak ki és nagyobbak lesznek, mint a medialis, 

zona pellucidával határos területeken, melyekből inkább csak angioblasztok képződnek, 

nem pedig extraembrionális HSC-k (Sheng et al, 2010). HH12-13 stádiumban (46-50 

óra) a vérszigetek belsejében fejlődő hemopoietikus prekurzorok elkezdik elveszíteni a 

kontaktust a perifériás endotél sejtekkel, majd az ekkora már kifejlődött area vasculosa 

véredényei anasztomózisokat létesítenek az embrionális keringéssel és a szikhólyag 

hemopoietikus prekurzorai megkezdik az embrionális szövetek kolonizációját.  

 A madár embrióban, ahogy az egérben is, a primitív HSC az extraembrionális 

szikhólyag vérszigeteiben jelenik meg és egy tranziens hemopoietikus populációt hoz 

létre, döntően eritroid és trombocitoid dominanciával. Csirke-fürj kiméra modellt 

használva, a fürj hemopoietikus és endotél sejteket szelektíven jelölő QH1 

monoklonális ellenanyaggal sikerült igazolni, hogy a szikhólyag az eritro-trombocitoid 

sejtvonalon kívül keringő endotél sejteket (circulating endothelial cells, CEC) (LaRue et 

al, 2003; Pardanaud and Eichmann 2011) és primitív makrofágokat is létre tud hozni 

(Cuadros et al, 1992). Az extraembrionális vérszigetekben zajló korai vérképzésre a 
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hemoglobin expressziója utal, ami először a perifériás helyzetű vérszigetekben 

figyelhető meg HH7-8 (24-28 óra) stádiumban (Nakazawa et al, 2006). A csirke vérben 

3 alfa (pi, alphaD, alphaA) és 4 béta típusú hemoglobin fehérje mutatható ki (rho, 

betaH, betaA, epsilon) (Patel et al, 2008). A csirke embrió primitív eritrocitáiban magas 

a pi- rho- és epsilon hemoglobin koncentrációja, míg definitív vörösvérsejtjeiben az 

alphaD, alphaA és a betaA hemoglobin molekula a meghatározó. A hemoglobin 

izotípusok vérbeli koncentráció-eloszlásának stádium szerinti analízisével 

meghatározható, hogy a csirke embrióban a fejlődés 5. napjára veszik át a definitív 

hemoglobin fehérjék a főszerepet, és a 7. napra tűnik el teljesen a primitív típus (Alev et 

al, 2008). A 3. embrionális naptól kezdve, az aorta-asszociált vérképzés megindulása 

utáni első napokban a definitív vérképző helyek nem rendelkeznek még akkora 

kapacitással, hogy biztosítani tudják az embrió teljes oxigén-igényét. Ezért sokan 

feltételeznek egy “korai definitív” eritropoietikus hullámot, mely a szikhólyag vénás 

plexusaiból ered a 3. és 5. embrionális nap között (Nagai and Sheng, 2008). Az eritroid 

sejtvonal második (predefinitív) generációján kívül a szöveti makrofágok egyes 

populációiról (mikroglia, Langerhans sejtek) és bizonyos esetekben endotél sejtekről is 

sikerült már bizonyítani extraembrionális eredetüket (Cuadros et al 1992; Alliot et al, 

1999; La Rue et al, 2003; Pardanaud et al, 2011).  

 Vajon mi lesz a primitív hemopoietikus prekurzorokkal a fejlődés későbbi 

stádiumaiban, illetve felnőtt korban? Eltűnnek ezek a sejtek a szervezetből, vagy csak 

drasztikus fenotípus változáson esnek át és bekapcsolódnak a definitív vérképzésbe? 

Erre a kérdésre keresték a választ Samokhvalov és munkatársai, amikor egy non-invazív 

Cre/loxP rekombináción alapuló, in vivo technikát alkalmaztak szikhólyagi sejtek 

nyomonkövetésére. 7,5 napos heterozigóta Runx1
+/- 

egér embriók Runx1+ szikhólyagi 

sejtjeiről sikerült kideríteni, hogy fetális limfoid progenitorokká és definitív HSC-ké 

differenciálódtak az emlős AGM, tímusz és máj kolonizálása után (Samokhalov et al, 

2007). A szikhólyagi eredetű sejtek aránya átlagosan 10 ± 3-4% volt az embrionális 

fejlődés végén az említett limfomieloid szervekben, és feltehetően lokális 

mikrokörnyezeti hatásokra alakultak definitív HSC-ké. Ezek szerint az 

intraembrionálisan keletkező, hosszú távú repopulációs potenciállal rendelkező HSC-k 

egy része nem in situ differenciálódik a mesenchymából, vagy hemogén endotéliumból, 

hanem a szikhólyagból vándorol be a definitív vérképzés beindulása előtt.  
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 Láthattuk azt, hogy az extraembrionális szöveteket, különösképpen a 

szikhólyagot nem lehet csupán egy átmeneti, hamar lecsengő vérképző területnek 

elfogadni. Egyre több kutatás derít fényt arra, hogy az innen származó “primitív” 

hemopoietikus őssejtek is rendelkeznek azzal a képességgel, hogy “definitív” HSC-vé 

váljanak a megfelelő mikrokörnyezetbe kerülve. Bizonyos extraembrionális HSC-k 

viszont képesek arra, hogy kolonizálják az embrionális fejlődés korai szakaszaiban a 

szöveteket és ott rezidens, nyúlványos sejtekké differenciálódjanak. Az utóbbira példa a 

mikroglia és a Langerhans sejtek csoportja, melyek megtelepedésük után perzisztálnak a 

szövetekben és in situ önmegújulásra is képesek (Hashimoto et al, 2013; Ginhoux et al, 

2015). Sok kérdés vár még megválaszolásra az embrióban letelepedő szikhólyagi 

őssejtekkel kapcsolatosan. Vajon mi a különbség differenciációs, és proliferációs 

kapacitásában az extraembrionális területekről bevándorolt és másodlagosan definitív 

HSC-vé alakult őssejtek, és az intraembrionális prekurzorokból (mesenchyma, hemogén 

endotélium) differenciálódott HSC-k között? Vajon van-e még olyan limfomieloid 

sejtvonal melynek tagjai nem intraembrionális, hanem szikhólyagi prekurzorokból 

származnak és vándorolnak be a primer nyirokszervekbe?  
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

Madár embriókon végzett vizsgálatok mutatták meg először, hogy a magasabb rendű 

gerincesekben, így a humán embrióban is, a definitív vérképző őssejtek a dorzális aorta 

területén alakulnak ki, és az itt fejlődő CD45+ progenitorok később az összes 

vérsejtvonal létrehozására képesek. Habár a vérsejtek differenciálódására számos 

molekuláris biológiai adat áll rendelkezésünkre, a korai embrióban zajló vérképzés 

fejlődésmechanizmusa csak részben ismert. Szikhólyagi eredetű őssejtekből származnak 

az agy mikroglia és a bőr Langerhans sejtjei és számos makrofág típusú sejt szikhólyagi 

eredetét is feltételezik, de a szikhólyag eredetű sejtek pontos embrionális 

disszeminációja csak részben feltárt. Doktori munkám első felében ezekre a kérdésekre 

kerestem a választ, különös figyelmet fordítva arra, hogy van-e ontogenetikai kapcsolat 

az intraembrionális mesenchymában előforduló nyúlványos CD45+ sejtek és a primer 

nyirokszervekben elődorduló makrofág és dendritikus sejtek között. Az embrionális és 

felnőtt madarak, illetve egér bélidegrendszerében megfigyeltük, hogy nyúlványos 

CD45+ sejtek a bélfal ganglionjaihoz asszociáltan, valamint a gangliont alkotó 

neuronok és gliasejtek között is előfordulnak. Továbbá, komparatív vizsgálatokkal 

kimutattuk, hogy az intraganglionáris nyúlványos CD45+ sejtek mikrogliára jellemző 

sejtfelszíni molekulákat expresszálnak. Vajon az idegsejteken és a glián kívül létezik-e 

az enterális idegrendszerben is egy mikrogliának megfeleltethető harmadik elem? 

Doktori munkám második felében ennek az intraganglionárisan megjelenő CD45+ 

sejttípusnak az immuncitokémiai tulajdonságait és embrionális fejlődését vizsgáltam. 

A kutatásom céljai a következők voltak: 

1. CD45+ sejtek azonosítása az intra- és extraembrionális szövetekben, immunológiai 

karakterizálásuk és szöveti eloszlásuk feltérképezése a korai csirke embrióban.  

2. CD45+ sejtek intraembrionális differenciálódásának nyomonkövetése. 

3. Az organogenezis végén az embrionális szövetekben fennmaradó, nyúlványos 

morfológiájú CD45+ sejtek származásának meghatározása embrionális kiméra 

technikával. Vajon a bursa Fabricii dendritikus sejtjei származhatnak-e a nyúlványos 

CD45+ sejtpopulációból? 

4. A bélfal ganglion-asszociált CD45+ sejtjének immunológiai karakterizálása és 

ontogenezisének tanulmányozása embriomanipulációs módszerekkel.  
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3. ANYAGOK ES MÓDSZEREK 

3.1 Kísérleti állatok  

 Kísérleteinkhez csirke (Gallus gallus, White Leghorn SPF, Phylaxia Sanophi, 

Magyarország), és fürj (Coturnix coturnix japonica) embriókat, valamint izolált 

embrionális szerveket használtunk fel. A transzgenikus GFP-t (green fluorescent 

protein) expresszáló és CSF1R
GFP

 (minden CSF1-receptort kifejező makrofág zöld 

fluoreszenciát mutat) csirketojásokat Professzor Helen Sang és Dr. Adam Balic 

jóvoltából a skóciai Roslin Intézetből (University of Edinburgh) (McGrew et al, 2004; 

Balic et al, 2014) kaptuk. A madártojásokat laboratóriumunk keltetőgépében 

forgatórácson inkubáltuk 38ºC hőmérsékleten, 60%-os páratartalom mellett. A pontos 

fejlődési kor meghatározására a Hamburger - Hamilton stádiumokat, illetve az 

embrionális szomiták számát használtuk (Hamburger and Hamilton, 1951). Az öt napos 

vagy annál idősebb embriók esetén napokban fejeztük ki az embrionális kort. A 

CX3CR1
GFP

 (minden mikroglia és intesztinális makrofág zöld fluorescens proteint 

expresszál) transzgenikus egereket Prof. Allan Goldstein (Harvard Medical School) 

laboratóriumának közreműködésével szereztük be. Az állatkísérletek a Semmelweis 

Egyetem Etikai Bizottságának jóváhagyásával történtek (engedélyszám: 779-000-2005). 

 

3.2 A minták szövettani feldolgozása  

 Hisztológiai vizsgálatokra korai (10 napnál fiatalabb) csirke és fürj embriókat, a 

hozzájuk tartozó szikhólyagot, embrionális szerveket (lép, bursa fabricii, szív, bél, tüdő, 

máj, tímusztelep), valamint 4-12 hetes vékony- és vastagbelét, illetve 8 hetes egér 

vékony- és vastagbelét használtuk fel. Az immuncitokémiai és immunfluoreszens 

vizsgálatokhoz zselatinos fagyasztott blokk készült. A kísérleteinkhez szükséges 

embriókat és embrionális szerveket sztereomikroszkóp alatt, mikropreparációra 

alkalmas eszközökkel (csipeszek, mikro-ollók, rovartűk, embrióspatula) távolítottuk el. 

 

 

DOI:10.14753/SE.2019.2215



- 29 -  

 

3.2.1 Zselatin-szacharózos fagyasztott blokk készítése  

 A kivett szerveket méretüktől függően 1-2 órán, vagy egy éjszakán át fixáltuk 

pufferelt 4% paraformaldehidben (PFA), majd foszfáttal pufferelt sóoldattal (PBS) 

háromszor 5 percig mostuk. A szerveket a fixálást követően, egy éjszakát 15%-os 

szacharóz PBS oldatában inkubáltuk 4ºC-on, majd a beágyazást megelőzően 38ºC-on, 1 

órán keresztül, 15% szacharózt (Reanal puris, M:342,30) és 7,5% zselatint (Fluka, kat. 

szám: 04055) tartalmazó PBS oldatban tartottuk. Az így impregnált szerveket műanyag 

tálkákba kiöntött és 15 percig szilárdulni hagyott zselatin ágyakra helyeztük. Néhány 

percig ismét állni hagytuk a szerveket, hogy azok a zselatin ágyhoz tapadjanak, majd 

meleg zselatinnal teljesen befedtük őket és 4ºC-on 15 percig szilárdulni hagytuk, majd 

körbevágással kialakítottuk a kívánt méretű blokkokat. A zselatin blokkokat Shandon 

Cryomatrix-szal (Anatomical Pathology Ind., 67690006), feliratozott kartonpapírra 

rögzítettük. A blokkokat folyékony nitrogénnel -50ºC-ra lehűtött 2-metilbután–

izopentánban (Sigma-Aldrich, kat. szám: M3,263-1) 1 perc alatt lefagyasztottuk, és 

felhasználásig -80ºC-on tároltuk. 

 

3.2.2 Beágyazáshoz használt oldatok  

Szacharóz és zselatin tartalmú PBS puffer: 15mg D-szacharózt 100ml PBS-ben 

oldunk fel, majd az oldatot 4ºC-on hűtőben tároljuk. A szacharózt (15m/V%) és 

zselatint (7,5m/V%) tartalmazó PBS puffert pedig -20ºC-on fagyasztva tároljuk. A 

zselatin felolvasztásánál és beágyazás előtti újramelegítésénél ügyelünk arra, hogy ne 

legyen több a puffer hőmérséklete 60ºC-nál, ami a későbbiekben fagyasztott blokk 

készítéséhez alkalmatlanná tenné a puffert.  

Pufferelt 4%-os paraformaldehid (pH=7,4): 700ml desztillált vizet lombikban 60ºC-

ra melegítünk fel. 40g paraformaldehidet adunk hozzá és mágneses keverőre helyezzük. 

A keletkezett csapadékot cseppenként hozzáadott 20%-os (0,5M) NaOH-dal feloldjuk. 

Az oldatot megszűrjük, majd 250ml 0,24M PBS-t adunk hozzá. Beállítjuk a pH-t, majd 

az oldatot átöntve 1000 ml-es mérőhengerbe, desztillált vízzel kiegészítjük 1000ml-re és 

15ml-es Falcon csövekbe szétosztva -20ºC-on tároljuk. 
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3.2.3 Metszetek készítése  

 A metszésre Shandon gyártmányú kriotomot (kriosztát) használtunk és a 

zselatinos blokkokat -27ºC-os, munkahőmérsékleten metszettük. A mintákból 11-12 μm 

vastag metszeteket készítettünk a kloronaftolos és immunfluoreszcens 

fénymikroszkópos feldolgozáshoz; 20-25 μm vastag metszeteket pedig konfokális 

mikroszkópiához. A metszeteket poly-L-lysine-nel (Sigma, P8920) bevont tárgylemezre 

vettük fel és felhasználásig -20ºC-on tároltuk. 

 

3.3 Savanyú foszfatáz enzimhisztokémia 

 A savanyú foszfatáz enzim savas közegben (pH = 5,0-5,5) katalizálja a glicerin 

foszfomonoészterek hidrolízisét. A reakcióban keletkező foszforsav a jelen lévő 

ólomsóval oldhatatlan ólom-foszfáttá, majd nátriumszulfid hatására barna ólom 

szulfiddá alakul (Gomori, 1941). A PFA fixált metszeteket 0,01 g ólom-nitrát és 0,02 g 

nátrium-gliceroszulfát hozzáadásával készült, 0,05 M-os acetát pufferben inkubáltuk 30 

percig 38 ºC-on. Desztillált vizes mosás után 2 percig 10 g/dl-es nátriumszulfát-

oldatban 2 percig kezeltük, majd ismét desztillált vízzel mostuk a metszeteket. A 

makrofágok lizoszómáinak magas savanyú foszfatáz tartalma barna színreakciót váltott 

ki. 

 

3.4 Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia  

3.4.1 Immuncitokémia  

 Az immunhisztokémiai vizsgálatokat fagyasztott metszeteken végeztük az alábbi 

protokoll szerint: a metszeteket PBS-ben 10 percig rehidratáltuk szobahőmérsékleten (a 

zselatin kioldása miatt, előre felmelegített PBS-be helyeztük 5 percre, ezután 

szobahőmérsékletű PBS-ben rehidratáltuk őket). Ezt követően a metszetekre rámértük a 

primer ellenanyagot (50-80μl/metszet). A szükséges ellenanyagok hígítását 1%-os 

BSA-t és Na- azidot tartalmazó PBS-ben (PBS/BSA) végeztük. A primer ellenanyaggal 

lefedett metszeteket 60 percig szobahőmérsékleten, nedves kamrában inkubáltuk, amit 
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3x5 perc mosás követett PBS-ben. A festéseinkhez használt primer ellenanyagok listáját 

az 1. táblázat tartalmazza. 

Szekunder ellenanyagként, biotinnal konjugált lóban termelt anti-egér IgG-t, illetve 

anti-nyúl IgG-t használtunk (Vector Laboratories, BA-2000; PBS-BSA-ban feloldva 

1:200-as, illetve 1:100-as hígításban alkalmaztuk), amellyel további 45 percig 

inkubáltuk szobahőmérsékleten a metszeteket. A szöveti endogén peroxidázok 

aktivitásának blokkolására a metszeteket PBS-sel 3%-ra hígított H2O2-ba (Sigma-

Aldrich, H1009) helyeztük 10 percre, majd ezt mosás követte PBS-ben (3x5 perc). A 

mosás után ABC komplexet (avidin-biotin-peroxidáz komplex, Vectaststain Elite PK-

6100; Vector Laboratories) vittünk fel a metszetekre és fél órát inkubáltuk őket. Az 

ABC oldatot a cég által megadott hígításban készítettük el (1:100 arányban, PBS-ben), 

PBS-be kimértük az avidin-, majd a biotinilált peroxidázt tartalmazó oldat megfelelő 

mennyiségét, alaposan felkevertük, majd fél óra állás után használtuk fel. A kötődött 

peroxidáz enzim aktivitását 4-chloro-1-naftollal detektáltuk (Sigma; C8890). A 

kloronaftolt előzetesen kimértük és PBS-be vittük (100μl 4-chloro-1-naftol törzsoldat 

100ml PBS-ben oldva), amelyet sötétben mágneses keverőn legalább fél órát 

kevertettünk. Felhasználás előtt szűrőpapíron átszűrtük és 300μl 3%-os H2O2-ot adtunk 

hozzá. A metszeteket 4-chloro-1-naftol oldatban 30 percig sötétben inkubáltuk, és vizes 

lefedőanyaggal (Poly-Aqua Polyscience Inc. Warrington PA, USA; 18606) fedtük le 

őket. 

 

3.4.2 Immunfluoreszcencia  

 A metszetek előkészítését és primer ellenanyaggal való inkubálását, az 

immunhisztokémiai fejezetben leírtakkal azonos módon végeztük. Ezt követően, 

fluorokrómmal konjugáltatott szekunder ellenanyagot (50-80μl/ metszet) mértünk a 

metszetekre. Az inkubálást 45 percig szobahőmérsékleten, nedves kamrában végeztük. 

A fluorokrómmal konjugáltatott szekunder ellenanyag inkubációja, fényérzékenysége 

miatt, fénytől védett helyen történt. A sejtmagok kimutatására DAPI (4,6 diamino-2-

phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen, D1306) reagenst használtunk, PBS-ben 

hígítva 1μg/ml arányban. Ezt 10 percig hagytuk a metszeteken, majd 3×5 percig mostuk 
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PBS-ben. A mitotikus sejteket poliklonális nyúl anti-phosphohistone 3 (PH3) 

ellenanyaggal mutattuk ki. Az apoptotikus testeket aktivált kaszpáz-3 specifikus 

ellenanyaggal (cleaved caspase-3, Cell Signaling) detektáltuk. 

 

1. táblázat. Doktori munkám során használt elsődleges ellenanyagok.  

 
 

Ellenanyag (klón) 
Hoszt és 

izotípus 

Azonosított 

sejt/struktúra 
Higítás 

Ellenanyag 

származása, 

katalógus szám 

74.2 Egér IgG1 
Csirke szöveti 

makrofágok 
1:400 

ThermoFischer 

(7500975) 

74.3 Egér IgG1 dendritikus sejtek 1:100 ThermoFischer 

Agrin (Mab5204) Kecske IgG 
Egér extracellularis 

matrix protein 
1:400 

R&D Systems 

(AF550) 

Anti-GFP Nyúl IgG 
GFP-expresszáló 

sejtek 
1:400 Abcam 

CD3 Nyúl IgG T-sejtek 1:100 DAKO 

CD44 (1D10) Egér IgG1 
Sokféle 

hemopoietikus sejt 
1:100 

Developmental 

Studies 

Hybridoma 

Bank 

CD45 (HISC7) Egér IgG2a csirke leukociták 1:200 
CEDI-

Diagnostics  

CD51/61 (Anti-

IntegrinαVβ 3 

(LM609)) 

Egér IgG1 
Trombocitoid 

sejtvonal 
1:100 Milipore 

chB6 (BoA1)  Egér IgG1 B-sejtek, mikroglia  1:200 
Igyarto et al., 

2008 
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Ellenanyag (klón) 
Hoszt és 

izotípus 

Azonosított 

sejt/struktúra 
Higítás 

Ellenanyag 

származása, 

katalógus szám 

Cleaved Caspase-3 Nyúl IgG Apoptotikus sejtek 1:50 Cell Signaling 

CSF1R (ROS1) Egér IgG1 

CSF1 receptort 

expresszáló 

makrofágok 

1:400 Bio-Rad 

GRL2 Egér IgG1 

Madár trombociták, 

granulociták, 

makrofágok 

1:100 

Developmental 

Studies 

Hybridoma 

Bank 

HNK1  Egér IgM csirke ENCC-k 1:50 NeoMarkers 

HuC/HuD (clone: 

16A11) 
Egér IgG2b Neuronok 1:100 

Invitrogen 

(A-21271) 

Laminin (31) Egér IgG1 
Madár bazális 

membrán 
1:5 

Developmental 

Studies 

Hybridoma 

Bank 

Lamp-1 lizoszóma-

asszociált membrán 

protein; CD107a 

(Lep100) 

Egér IgG1 Madár makrofágok 1:100 

Developmental 

Studies 

Hybridoma 

Bank 

Mannóz receptor 

MRC1L-B (KUL-

01) 

Egér IgG1 Madár makrofágok 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 

MHCII (21-1A6) Egér IgG1 
Antigén prezentáló 

sejtek  
1:200 

 Thermo 

Scientific 

Phospho-histone H3 

(SER10) 
Nyúl IgG Proliferáló sejtek 1:100 Cell-Signaling 

Tuj1 (βIII-tubulin) 

(B1195) 
Egér IgG2a Neuronok  1:200 

Covance  

(MMS-435P) 
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3.4.3 “Whole-mount” immunfestés 

 Néhány esetben a mikroszkópos vizsgálatokat nem metszeteken, hanem 

béldarabok körkörös simaizom rétegének teljes szöveti festésén (whole mount technika) 

végeztük, amely tartalmazta a plexus myentericust is (LMMP preparátum). Ennek 

előkészítésekor a következőképpen jártunk el: 8 hetes felnőtt egerek béltraktusából 

kipreparált ileum és colon szakaszok mucosáját és longitudinális simaizom rétegét 

eltávolítottuk, majd a megmaradt circularis simaizom réteget kiterítettük, és 3x5 percig 

PBS-ben mostuk. Éjszakai PFA fixálás után a primer ellenanyagból (humán anti-Hu és 

anti-GFP) körülbelül 300μl-t mértünk rá a béldarabra. Éjszakára rázógépen inkubáltuk 

4ºC-on, másnap 4x30 percig ismételten PBS-ben mostuk. Alexa konjugált egér anti-

humán (A594) és szamár anti-kecske (A488) szekunder ellenanyaggal 1 órát inkubáltuk, 

amelyet 4x5 perc PBS-ben történő mosás követett.  

 

3.5 Metszetek értékelése, fényképezése, képfeldolgozás  

 A metszeteket Zeiss Axiophot mikroszkóppal tekintettem át, és a 

hozzácsatlakoztatott Zeiss AxioCam HCR kamera segítségével digitális képeket 

készítettem különböző nagyításokon. A konfokális mikroszkópiát Zeiss LSM 710  

típusú mikroszkóppal végeztem. A képek további feldolgozásához, szerkesztéséhez 

ImageJ és Adobe Photoshop CS 7.01 típusú programokat használtam. 

 

3.6 Embriómentes szikhólyag in ovo tenyésztése 

 Annak eldöntésére, hogy összekapcsolódott-e már a csirke embrió intra- és 

extraembrionális keringése, egy 50 μl-es fecskendővel felszerelt Narishige 

mikroinjektort használtunk, amivel HH10 és HH13 (33 óra és 50 óra) stádiumok közötti 

embriók szívcsövébe 2 μl 1:10 arányban PBS-ben higított Pelikan tust injektáltunk. Az 

in ovo szikhólyag-tenyészetekhez HH10 (33 óra) stádiumú embriókat használtunk, 

ugyanis a tusfeltöltések alapján ez a legkésőbbi stádium, amikor még nincs 

anasztomózis a szikhólyag és az embrió keringése között. Az embriópajzsból az 

embriókat Moria Pascheff-Wolff Spring ollóval (Fine Science Tools) távolítottuk el és 
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az embrió-abláció után maradt szikhólyag lemezeit, iridotómiás ollóval finoman 

összetapasztottuk. A művelet után a tojásokat átlátszó ragasztószalaggal visszafedtük és 

38ºC-on 2 vagy 5 napig tovább inkubáltuk. Az inkubáció végén 10×10 mm-es 

darabokat vágtunk a tenyésztett szik preparátumokból, majd 4%-os PFA-ba fixáltuk 

őket 2 órán át. A fixált tenyészetek zselatinos beágyazásra, metszésre és 

immuncitokémiai feldolgozásra kerültek. 

 

3.7 Csirke – fürj parabiózis  

 A csirke - fürj parabiózis technika alkalmas arra, hogy meghatározzuk a 

keringésben lévő CD45+ sejtek fejlődési képességét, illetve azt, hogy az embrió 

mesenchymájában található nyúlványos CD45+ sejtek származhatnak-e a keringés 

vérképző sejtjeiből (Nagy et al, 2004; Nagy et al, 2005). A kísérlet során először, a 24 

órát inkubált csirketojásokból a léghólyag fölötti héjon ütött apró lyukon keresztül 

fecskendővel 8 ml albumint leszívtunk és a lefektetett tojás oldalán egy 3 cm-es ovális 

lyukat vágtunk. Ezután a csirke embriópajzsot úgy orientáltuk, hogy az minél nagyobb 

felületen érintkezzen a fürjtojásból mellé öntött fürj embriópajzzsal. A kísérlet közben 

fontos, hogy ne sérüljenek az embriók telepei. Ezután a penicillin-sztreptomicin 

tartalmú PBS oldattal megcsepegtetett embriókat tartalmazó tojást átlátszó 

ragasztószalaggal lezártuk és 38ºC-on inkubáltuk őket a laboratóriumi keltetőgépben. A 

12 inkubált parabiotikus embrió-párból 3 nap után 7 volt életben, 5 nap után 3, 7 nap 

után pedig 2 parabiont-pár maradt meg. Ez a kísérlet végére 17%-os túlélési arányt 

jelentett (6. ábra A-D). 
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6. ábra Csirke-fürj parabiózis technika. (A,B): 4 napos csirke-fürj parabiontok sémás rajza és élő képe 

tojásban. (C): A 6 napos parabiotikus csirke és fürj embriók, már közös keringési rendszerrel rendelkeznek. 

(D): Szövettani feldolgozás előtt álló 10 napos parabiontok. 

 

3.8  Szikhólyag kiméra 

 A szikhólyag kimérák készítésekor White Leghorn és transzgenikus GFP (green 

fluorescent protein) tojásokat használtunk HH10-es (33 óra) stádiumig. A pontos 

fejlődési stádium meghatározását követően, tungsten mikrotű használatával a felszíni 

membrana vitellinát eltávolítottuk. Az embriópajzs központi területéről a HH10 

stádiumú GFP-csirke embriót kimetszettük, és helyére azonos stádiumú normál csirke 

embriót implantáltunk. A fogadó szikhólyag és a donor embrió összetapadását a szabad 

szélek Pascheff-féle iridektómiás ollóval végzett vizszíntes bevágásával lehet 

összekapcsolni. Az embriomanipuláció után a tojásokat lefedtük (n=32) és további 72 

órán át inkubáltuk, ami alatt vaszkuláris anasztomózisok létesültek a „varrat”-on 

keresztül és GFP+ szikhólyag eredetű sejtek kolonizálták az embriót. A szikhólyag 

kimérákat 5 napos stádiumban (n=6) fixáltuk 4%-os PFA-ban, majd szövettani 
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feldolgozásra és fluoreszens immuncitokémiára kerültek. A 32 inkubált kimérából 6 élte 

túl a 72 órás inkubálást, ami 19%-os kísérleti túlélést jelent. 

 

3.9 Csirke-fürj testüreg kiméra 

 Az embrió testürege megfelelő mikrokörnyezetet jelent a graft további 

tenyésztésére, és hosszú ideig (a kikelést követő időszakban is) lehetővé teszi annak 

fejlődését. Az átültetés első lépése a donor és a fogadó embriók előkészítése. A fogadó 

HH21 stádiumú (3 napos) csirke embriók esetében ablakot nyitottunk a tojáshéjon, majd 

a héjhártya és az amnion megnyitásával szabaddá tettük az embriót. A donor fürj 

embriót kiemeltük a tojásból, és az embrió ventralis részén az ektodermát megnyitottuk. 

A 7-8 napos donor embrióból finom csipeszek segítségével kipreparált béldarabokat 

pipetta segítségével, a már előkészített fogadó embrióba helyeztük és a szív mögé 

fordítva megfelelően orientáltuk. A transzplantációt követően a tojást átlátszó 

ragasztószalaggal lezártuk és az embriókat 14 napig inkubáltuk. A graft beépült a 

fogadó embrióba a máj, a jobb oldali tüdő és vese közé. Összesen 8 transzplantációból 6 

volt sikeres (75%), melyeket szövettanilag is feldolgoztunk. 

 

3.10 Bursa fabricii- szikhólyag rekombináció 

 Annak érdekében, hogy követni tudjuk a szikhólyag eredetű CD45+ sejteket az 

5. embrionális nap után is 9 napos bursa Fabricii-t kombináltunk embrió abláción átesett 

in ovo tenyésztett szikhólyag fragmentumokkal. A vad típusú bursákat, GFP csirkéből 

származó szikhólyag darabkákba csomagoltuk, majd a „szikhólyag-boríték” két szabad 

szélét iridotomiás ollóval, az in ovo szikhólyag tenyészetnél bemutatott módon, 

összetapasztottuk. Az így keletkezett GFP szikhólyag – vad típusú bursa Fabricii 

rekombinált graftokat 9 napos, normál csirke embrió chorioallantois membránjára 

(CAM) implantáltuk. A tojás héját a légkamra fölött csipesszel eltávolítottuk, a 

héjhártyára pipettával pár csepp penicillin-sztreptomicin tartalmú PBS oldatot 

csepegtettünk, majd óvatosan csipesszel megkarcoltuk. Ennek hatására az oldat 

szétterült a héjhártya alatt, ami így könnyedén leválaszthatóvá vált. Ekkor feltárult a 
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gazdagon vaszkularizált CAM. Egy nagyobb, Y alakú ér-elágazás kiválasztása után, 

papírtörlő segítségével felszakítottuk az apróbb kapillárisokat, majd erre a területre 

helyeztük a graftokat. A felesleges folyadékot felitattuk, majd átlátszó ragasztószalaggal 

lefedtük a tojáshéjon keletkezett nyílást. A graftokat (n=24) 7 napig tenyésztettük 

tovább, majd 4% PFA-ban fixáltuk 1 órán keresztül. A 24 kimérából 18 élt túl (75%). A 

fixálás után a graftokon, beágyazás után fluoreszcens immuncitokémiát végeztünk. 

 

3.11 Embrionális bélszakaszok chorioallantois membrán (CAM) 

tenyésztése 

 A bélidegrendszer intraganglionáris makrofágjainak hemopoietikus eredetének 

tanulmányozására 8 napos normál csirke közép- és utóbél szakaszokat transzplantáltunk 

9 napos green fluorescent protein (GFP) csirke embriók CAM-jára a fenti módszerrel, 

majd 9 napig tovább tenyésztettük őket (n=22). A CAM tenyészetek 70%-a élte túl a 9 

napos inkubációt 
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4. EREDMÉNYEK  

4.1 CD45+ sejtek megjelenése a korai csirke embrióban 

 Bár a CD45 a legspecifikusabb hemopoietikus marker, részletes expressziós 

mintázata a korai csirke embrióban még nem ismert. Dolgozatom első célkitűzése az 

volt, hogy a második embrionális naptól (E2, vérképzés kezdete) a primer 

nyirokszervek megjelenéséig (E10) feltérképezzük a CD45+ sejtek megjelenését és 

eloszlását, illetve karakterizáljuk a vérképző őssejt differenciálódását 

immunhisztokémiai módszerek segítségével. A CD45+ sejtek immunfenotípizálására 

limfoid és mieloid sejtekre specifikus monoklonális ellenanyagokat alkalmaztunk. A 

CD51/61 az aortai endotél, trombocita prekurzorok és a paraaortikus régióban található 

HSC-k közös markere (Corbel, 2002; Viertlboeck and Gobel 2007). A CD44-et sokfajta 

HSC, makrofág és nem-hemopoietikus sejt (Corbel 2000), míg a GRL2-t mieloid 

progenitorok és makrofágok expresszálják (Thomas et al., 1993; Pardanaud and 

Eichmann 2006). Az MHCII az antigén prezentáló sejtek és prekurzorai differenciációs 

markere (Guillemot et al., 1984; Nagy et al., 2006a). A 74.3 csirke specifikus 

dendritikus sejt marker, a sejt szekréciós granulumjait jelöli (Jeurissen et al., 1992; 

Nagy et al., 2004); a Lep100 pedig a LAMP-1 lizoszómális membrán-glikoproteint teszi 

láthatóvá makrofágokban (Lippincott-Schwartz and Fambrough 1986; Pardanaud and 

Eichmann, 2006; Nagy et al., 2016a). A 74.2 és a KUL-01 ellenanyagok az érett 

makrofágokat jelölik (Staines et al., 2014; Jeurissen et al., 1992). A chB6 az összes B-

sejtet (Igyarto et al., 2008; Nagy et al., 2016a), míg a CD3 az összes T-sejtet jelöli. 

Ezen felül, használtunk savas-foszfatáz hisztokémiát a makrofágok elkülönítésére 

(Cuadros et al, 1992), illetve endogén peroxidáz reakciót (Nagy and Goldstein, 2006) 

az eritrociták azonosításához. 

 A szikhólyag immunhisztokémiai elemzése a HH7-HH13 stádiumban (fejlődés 

24. és 50. órája között), a vérkeringés beindulása előtt azt mutatja, hogy mind az 

endoteliális mind a nem-endoteliális sejtek CD45 negatívak az extraembrionális 

vérszigetekben (Sheng, 2010). Az első CD45 expressziót mutató sejtek HH13 

stádiumban (50 óra) jelennek meg és két különböző fenotípust mutatnak: a kerek 

morfológiájúak a vérszigetek lumenében, a nyúlványosak a vérszigetek közötti 

mesenchymában fordulnak elő (7. ábra A,B). Ebben a korai stádiumban még nem 
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található CD45+ sejt intraembrionálisan. HH15-16 fejlődési stádiumban (56-60 órás 

embrióban) a keringés megindulása után, az embrionális erek lumenében is 

megjelennek az első kerek CD45+ sejtek. Megfigyeltük, hogy HH15-től mind a 

szikhólyagi vérszigetekben, mind az embrió ereiben a CD45+ sejtek egy kisebb 

szubpopulációja CD51/61 trombocita markert kezd expresszálni (7. ábra C), mely 

megegyezik korábbi megfigyelésekkel, amelyek alapján a primitív szikhólyagi 

vérképzés is képes korai trombociták létrehozására (Corbel 2002). A keringésben 

található sejtek mellett ebben a stádiumban figyelhető meg először intraembrionálisan 

nyúlványos CD45+ sejt, amely koncentráltan a cranialis mesenchymában a 

neuroepitélium körül fordul elő. A nyúlványos sejtek egy része bevándorolt a 

neuroepitéliumba is. Ezek a sejtek vékony, csillag alakú citoplazmával és hosszú 

nyúlványokkal rendelkeznek, hasonlóan a szikhólyag vérszigetei között megjelenő első 

CD45+ sejtekhez. A nyúlványos CD45+ sejtek pár órával később (HH17 stádiumban, 

64 óra) az embrió törzsi mesenchymáját is benépesítik (7. ábra D), miközben a kerek 

CD45+ sejtek az dorzális aorta ventrális falához tapadva az intraaortikus redőket 

alakítják ki. Ez az első embrión belüli vérképző hely lesz (Dieterlen-Lievre and Martin, 

1981; Jaffredo et. al., 1998). A HH19 stádiumú (3 nap) embrióban az 

intraembrionálisan található kerek CD45+ sejtek kizárólag az erek lumenében, vagy az 

intraaortikus redőket képezve fordulnak elő (7. ábra E). A nyúlványos CD45+ 

sejtpopuláció mintegy 12-24 órával korábban jelenik meg, mint az aortai vérképzés, ami 

arra utal, hogy az nem származhat kerek sejtek prekurzoraitól. Kevesebb, mint 12 órával 

később (HH21 stádium, 3,5 nap) az embrióban előforduló CD45+ sejtek döntő többsége 

nyúlványos morfológiát mutat, és egyenletesen szétszórva megtalálható az egész 

embrionális mesenchymában (7. ábra F,G).  

4.2 CD45+ sejtek megjelenése és differenciálódása a primer vérképző- 

és nyirokszervekben 

 Az 5 napos csirke embrióban (HH26) a növekvő számú nyúlványos CD45+ 

sejtek szétszóródnak a gerinchúr és a velőcső körül, belépnek a felszíni-, illetve a 

neurális ektodermába (8. ábra A), de megjelennek a fejlődő májban, pancreasban, 

szívben, bélcsőben, illetve a végtagbimbók mesenchymájában is (8. ábra B-E). A 

CD45+ sejtek differenciálódásának nyomon követésére kettős immuncitokémiai 

festéseket alkalmaztunk.  
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 7. ábra. Az első CD45+ sejtek megjelenése a 48-84 órás (13-21 Hamburger-Hamilton [HH] 

stádiumú) embrióban. (A) HH13 stádiumban a CD45+ sejtek a szikhólyag vérszigeteiben találhatók meg 

és többségük kerek morfológiát mutat (nyíl). Egy kisebb számú CD45+ sejtpopuláció a szikhólyag 

mesencyhmájában is jelen van, ezek megnyúlt morfológiájú, nyúlványos sejtek (nyílhegy). (B) HH15: 

egyre nagyobb számú CD45+ sejt van jelen az extraembrionális keringésben, némelyik kerek CD45+ sejt 

CD51/61-et is expresszál (B’B”). (C) HH16 (keresztmetszet az agyhólyagok szintjén): számos CD45+ sejt 

található a feji mezodermában és a neuroepitéliumban (kinagyítva egy nyúlványos sejt látható). (D) HH17: 

a nyúlványos sejtek megtalálhatók a mesenchymában. (E) HH19 stádiumban az intraaortikus régiót 

lekerekített CD45+ sejtek aggregátumai képezi. (F) HH21: CD45+ sejtek az intraembrionális szerveket is 

benépesítik. (G) Konfokális mikroszkópos felvétel egy nyúlványos CD45+ sejtről. hg: utóbél; not: 

gerinchúr; nt: velőcső 
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MHCII immunhisztokémia a notochord és aorta körüli mesenchymában több pozitív 

sejtet mutatott ki, amelyek hasonló morfológiával rendelkeztek, mint a CD45+ 

nyúlványos sejtek a többi szervkezdeményben (8. ábra F,G). A kettős fluoreszens festés 

több sejten is a CD45/MHCII koexpresszióját mutatta (9±8,9%) (8. ábra H). GRL2 

monoklonális antitesttel történő festés egy csoport amőboid karakterű sejtet azonosított 

a végtag bimbóban és az aorta körüli mesenchymában (8. ábra I,J). A makrofág-

specifikus Lep100 antitest hasonló morfológiájú sejteket jelölt, viszont ezek a sejtek 

más makrofág markerekkel (74.2, vagy a KUL01) nem jelölődtek.  

A CD45/Lep100 kettős immunfluoreszens jelölés a lizoszóma-marker 

kolokalizációját mutatta az amőboid CD45+ sejtekben (8. ábra L). A 

CD45+GRL2+Lep100+ sejtek makrofág fenotípusát savas foszfatáz hisztokémiával is 

bizonyítottuk (8. ábra M). Ez a sejtpopuláció  morfológiailag és immunológiailag jól 

elkülöníthető a CD45+MHCII+ vagy CD45+MHCII- nyúlványos sejtektől. A csirke 

embrióban azok a kerek CD45+ sejtek, melyek eleinte az aortaredőkben jelennek meg 

HH19 stádiumban és nem kerülnek a keringésbe, az 5. és 6. embrionális nap között az 

aortától ventralisan elhelyezkedő mesenchymába lépnek át és a következő vérképző 

helyet, a paraaortikus régiót hozzák létre (Dieterlen-Lievre and Martin, 1981; Jaffredo 

et al., 1998; Jaffredo et al., 2000). CD45 immunpozitivitás a paraaortikus régió 

területén először a 6 napos csirke embrió keresztmetszetén látható, ahol nagy számú 

kerek CD45+ sejt jelenik meg a dorzális mezentérium területén, az aortától és a 

nyelőcsőtől caudálisan, a mesonephros telepéig terjedve (9. ábra A). Kettős 

immunfluoreszens festésekkel kimutattuk, hogy a CD45+ sejteknek jelentős része 

(49±19.6%-a) CD51/61 trombocita markert is expresszál (9. ábra B,C). A CD44 marker 

jellemzően nem fejeződik ki kerek CD45+ sejteken, viszont kolokalizál néhány 

amőboid és nyúlványos CD45+ sejten (6,4±3,2%) (9. ábra D). A paraaortikus régió 

nyúlványos és amőboid sejtjeinek egy része MHCII-t (5.4±4.1%) és Lep100-at 

(5.2±3%) is koexpresszál (9. ábra E,F). CD3 (pan T-sejt marker) és chB6 (pan B-sejt 

marker) pozitivitást a régióban nem lehetett kimutatni. Miközben a paraaortikus régió 

CD45+ sejtjeinek immunofenotípizálását végeztük, a mesonephros telepétől caudálisan, 

az embrionális arteria coeliaca körül egy teljes „hemopoietikus hüvelyt” fedeztünk fel, 

melyet kerek CD45+ sejtek aggregátumai alkotnak (9. ábra G).  
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8. ábra. A CD45+ hematopoetikus sejtek eloszlása és differenciálódása az 5 napos embrióban 

(HH26). (A) E5 embrió sorozatmetszetének CD45 immunfestése számos nyúlványos sejtet mutat minden 

szervkezdeményben. A nagyított ábra az epidermiszből származik, CD45+ nyúlványos sejtet mutat a 

felszíni epitéliumban. A pontozott vonal a bazális membránt jelöli. (B-E) Nyúlványos CD45+ sejtek 

kolonizálják a lépet, májat, gyomrot és végtagbimbókat. Nagyszámú, kerek morfológiájú CD45+ sejt 

található a lépben. (F-H) Az intraembrionális mesenchymában a CD45+ sejtek egy csoportja MHC II-t is 

kifejez (H, nyílhegyek). A nagyított G jelű képen (F ábrán nyíl mutatja) megfigyelhető a sejtek 

nyúlványos morfológiája. (I-M) A makrofágok differenciációját a Grl2 és Lep100 markerek jelzik. (I) 

Sok Grl2+ sejt csoportosul az aorta körül. (J) A nagyított kép az (I) ábrán bekeretezett részről mutatja a 

Grl1 immunreaktív citoplazmatikus granulumokat tartalmazó amőboid sejtet. (K) Lep100 markerrel 

hasonló sejtpopulációt azomosíthatunk. (L) CD45 és Lep100 kettős immunfestés igazolja a LAMP1+ 

lizoszómák jelenlétét az amőboid megjelenésű CD45+ sejtek citoplazmájában. (M) Savas-foszfatáz festés 

a szomszédos metszetről igazolja a makrofágok jelenlétét a mesenchymában (nagyított ábrán 

megfigyelhetők a savas-foszfatáz+ sejtek). not: gerinchúr 
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9. ábra. A CD45+ sejtek fenotípusa és megjelenése a paraaortikus területeken. (A) 6 napos (E6) 

embrió mellkasi régiójának metszetén készült CD45 monoklonális ellenanyaggal készült immunfestés 

számos sejtet rajzol ki az embrionális mesenchymában. CD45+ sejtek nagy csoportjai találhatók meg az 

aorta alatt. A pontozott vonal a paraaortikus régiót (PA) jelöli , mely nagy számú CD51/61 immunreaktív 

sejtet tartalmaz (B). (C,D) Párhuzamos metszeteken CD45, CD51/61 és CD44 kettős festések láthatók. 

Számos CD45+ sejt a CD51/61 markert is kifejezi, míg a CD44 festés csak néhány amőboid és 

nyúlványos sejtet jelöl. (E,F) Elszórt MHC II+ és Lep100+ sejtek (nyilak) a paraaortikus régió 

perifériáján. (G-I) 6 napos (G,H) és 8 napos (I) embriókban a CD45+ sejtek az arteria coeliaca körül 

koncentrálódnak, egy jól fejlett peri-arteriális hematopoetikus hüvelyt képezve (G). (H) CD45 és 

CD51/61 kettős immunfluoreszcens festés kirajzolja az arteria coeliaca CD51/61 markereket expresszáló 

endotéliumát. A peri-arteriális CD45+ sejtek nem fejezik ki a CD51/61 markereket. Kevés 

CD45+CD51/61+ sejt található az artéria lumenében. Szaggatott vonal jelzi az arteria coeliaca-t. (I) 8 

napos embrióban (E8) jól kifejezett CD45+ peri-arteriális hematopoetikus hüvely veszi körbe az arteria 

coeliaca-t. PA: paraaortikus 
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A gyűrű-szerű hemopoietikus lokusz sejtjei nem expresszáltak CD51/61 antigént, 

viszont az arteria lumenében néhány kettősen pozitív sejt figyelhető meg (9. ábra H). A 

„periarterialis hemopoietikus” gyűrű a 6. embrionális napon jelenik meg és a 9. 

embrionális napig van jelen az aorta páratlan zsigeri ágai körül (9. ábra I). 

Az embrionális fejlődés 8. napjára a CD45+ sejtek benépesítik az összes 

embrionális szövetet, beleértve a neuroepitéliumot is (10. ábra A-C). Erősen nyúlványos 

CD45+ sejtek az epidermiszben is feltűnnek, amelyek Langerhans sejtek előalakjai 

lehetnek (10. ábra D). A velőcső körül előforduló nyúlványos CD45+ sejtek egy része 

MHCII molekulát expresszál (23.5±12.6%) (10. ábra E), viszont negatív a Lep100 

klasszikus makrofág markerre. Ebben a stádiumban az utóbb említett amőboid alakú 

fagocita sejtek főleg az aorta körüli mesenchymában, a bélfalban és a végtagok 

interdigitális régióiban figyelhetőek meg (10. ábra F-I,K). Az amőboid sejteket savas-

foszfatáz enzim aktivitás jellemzi (10. ábra H). A CD45/Lep100 kettős jelöléssel jól 

látszanak a LAMP1 molekulát kifejező lizoszómák a sejtek citoplazmájában (10. ábra 

I). A végtagbimbó területén két eltérő CD45+ sejtpopuláció különíthető el: a 

nyúlványos CD45+ sejtek egyenletesen szétszóródva helyezkednek el a végtag 

mesenchymában, míg az amőboid CD45+Lep100+ makrofágok jellemzően a fejlődő 

ujjak közötti interdigitális régiókban összpontosulnak (10. ábra J), ahol közeli 

kapcsolatban állnak az apoptózison áteső szövetek kaszpáz-3 (casp-3) expressziójával 

(10. ábra K,L).  

 A 8. és 10. embrionális nap között a nyúlványos CD45+ sejtek száma 

folyamatosan növekszik. Ebben az időszakban, a megjelenő limfomieloid szervek (lép, 

tímusz, bursa Fabricii) is kolonizálódnak CD45+ sejtekkel. A korai embrióban a lép 

vérképző szervként működik, granulocitákat és eritrocitákat is képez (Yassine et al., 

1989). A lépkezdemény a duodenumtól és a pancreasteleptől dorzálisan jelenik meg a 4 

napos csirke embrióban, és elszórva CD45+ sejteket tartalmaz (8. ábra B). A 10. 

embrionális napra már nagy mennyiségű CD45+ sejt kolonizálja a lép mesenchymáját 

(11 ábra A). Néhány kerek CD45+ sejt B-sejt specifikus chB6 antigént expresszál (11. 

ábra B,C). B sejtek a truncus coeliacus körüli kötőszövetben is előfordulnak (11. ábra B 

nyilak). B sejtek mellett CD51/61+ trombociták (10. ábra C) és nyúlványos MHCII+ 

sejtek is megfigyelhetők (11. ábra D) a 10 napos csirke lépben. 
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10. ábra. CD45+ sejtek azonosítása és karakterizálása 8 napos embrióban (E8). (A) 8 napos embrió 

(HH34) keresztmetszetein a CD45 immunfestés számos nyúlványos sejtet kirajzol az embrionális 

mesenchymában. (B) A velőcső CD45 és Tuj1 kettős festése CD45+ nyúlványos sejtek (nyilak) jelenlétét 

mutatja a Tuj1+ neuroepitéliumban. (C) A CD45+ sejtek fejlett nyúlványait konfokális mikroszkópos 

felvételeken azonosíthatjuk. (D) Egy különálló nyúlványos CD45+ sejt figyelhető meg az embrió felszíni 

epitéliumában (pontozott vonal jelöli az bazális membránt). (E) MHC II-t expresszáló, nyúlványos 

morfológiával bíró sejtek a gerinchúr (not) mellett csoportosulnak. Grl2+ (F) és Lep100+ (G) amőboid sejtek 

elszórtan az egész embrióban megtalálhatóak. Ezek a Lep100+ sejtek a savas-foszfatázt (H) és a CD45 

markert (I) egyaránt expresszálják. (J) A végtagbimbó interdigitális régiójában amőboid alakú CD45+ sejtek 

halmozódása figyelhető meg, miközben nyúlványos sejtek elszórtan helyezkednek el a végtagbimbó 

mesenchymájában. A kinagyított képek amőboid és nyúlványos CD45+ sejteket mutatnak. (K) A 

végtagbimbó Lep100 immunfestése amőboid sejteket rajzol ki az interdigitális régióban, amelyek jelentős 

kaszpáz-3 immunreaktivitást is mutatnak (L). not: gerinchúr; oe: nyelőcső 
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11. ábra. CD45+ sejtek differenciálódása a limfomieloid szervekben. (A-D) 10 napos csirke embrió 

(E10) lépének immunfestéses analízise monoklonális CD45 ellenanyaggal (A), chB6 markerrel, mely a 

B-sejteket (B,C), CD51/61 markerrel, ami a trombocitákat jelöli (D). Az E képen az MHC II+ sejtek 

láthatóak. A lépkezdemény nagyszámú CD45+ hematopoetikus sejtet tartalmaz (A), melyek közül néhány 

chB6 markert is kifejez (C). (F-H) 10 napos embrió immunfestése kirajzolja a tímusz kezdeményét a 

Tuj1+ nervus vagus és a MEP21+ arteria carotis communis mellett (F). CD45+ sejtek bevándorolnak a 

tímusz laminin immunfestéssel kirajzolt bazális membránján keresztül (G), ahol CD3+ T-sejtekké és 

nyúlványos MHC II+ sejtekké differenciálódnak (H). CD45+ hematopoetikus őssejtek 10 napos embrió 

bursa Fabricii epitelio-mesenchymális kezdeményében (I, nyilak). Kerek chB6+ (J) és Grl2+ sejtek (K), 

illetve MHC II+ sejtek (L) egyaránt megtalálhatók a bursa mesenchymájában. A nagyított képek a 

CD45+chB6+ B-sejt prekurzorokat, CD45+Grl2+ granulocitákat és CD45+MHC II+ sejteket mutatja. ca: 

arteria coeliaca 
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 A tímusz epiteliális előtelepe az 5. embrionális napon fejlődik ki a pharyngeális 

entodermából és HH29 stádiumú embrióban már CD45+ sejtek kolonizálják. A 11. 

napra különálló tímusz lebenyek figyelhetőek meg a vena jugularis és a nervus vagus 

között a nyaki régióban (10. ábra F), amelyeket CD45+ sejtek töltenek meg (11. ábra 

G). A kerek hemopoietikus sejtek CD3 T-sejt receptor antigént, a nyúlványos sejtek 

pedig MHCII molekulát fejeznek ki (11. ábra H).  

 Madárban a B-sejt érés elsődleges szerve a bursa Fabricii (BF). A BF 

kezdemény a cloaca ektodermális részének egy epiteliális divertikulumából fejlődik ki 

és az 5. embrionális napon jelenik meg csirke embrióban, ahol a farokbimbó 

mesenchymája veszi körül (Nagy and Olah, 2010). Az első CD45+ sejtek a 8 napos 

embrióban jelennek meg elszórtan a BF mesenchymájában, és egy részük kerek, míg 

egy másik sejtcsoport nyúlványos morfológiát mutat. A 10 napos bursában 3 féle 

CD45+ sejtpopuláció írható le: 1) kis számú CD45+chB6+ kerek, B-sejt előalak 

egyenletesen szétszóródva a mesenchymában; 2) CD45+GRL2+ amőboid granulociták 

aggregátumai koncentráltan a BF proximális mesenchymájában lokalizálódnak; 3) 

CD45+MHCII+ sejtek, melyek nyúlványos morfológiát mutatnak és a bursa epitéliuma 

alatt csoportosulnak (11. ábra I-L).  

 

4.3 CD45+ sejtek nyomon követése a keringésben parabiosis 

technikával 

 A hemopoietikus sejtek korai differenciálódásának vizsgálata után arra kerestük 

a választ, hogy mi a kerek és nyúlványos hemopoietikus sejtek egymáshoz való 

viszonya? Ahhoz hogy megállapítsuk, hogy a szöveti, nyúlványos CD45+ sejtek 

származhatnak – e a keringésben előforduló kerek morfológiájú CD45+ sejtektől, egy 

csirke – fürj parabiózis létrehozására volt szükség. Ezzel a technikával nyomon 

követhető, ha egy keringésben lévő őssejt kilép az érfalon és a másik embrió 

mesenchymájában megtelepedve differenciálódik (Nagy et al, 2004; Nagy et al, 2005). 

A kísérlet során steril körülmények között, egy napos fürj és csirke embriókat öntöttünk 

egy közös csirketojásba majd 8-10 napig inkubáltuk őket.  
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12. ábra. Csirke-fürj parabiózis. (A-D) A fürj parabiontból készült metszetek (A,B: fejmezoderma; 

C,D: csontvelő) CD45 immunfestése kis számú, kerek morfológiájú, csirkéből származó sejtet mutat.  

(E,F) A csirke parabiontok QH1 immuncitokémiai analízise alapján kerek és endotél-szerű sejtek 

származnak a fürj parabiont keringéséből. 

 

Az embrionális fejlődés 5. napján a két embrió szikhólyag - keringése anasztomózisokat 

képezett, az embrióknak közös vérkeringése lett (6. ábra A-D).  

A csirke parabiontból származó hemopoietikus sejteket a CD45, a fürj eredetű 

HSC-ket és endotél sejteket a QH1 marker alapján különítettük el a fogadó embriókban. 

Az immunfluoreszens festésekből kapott eredmények alapján a fürj embrió szöveteiben 

csak a kerek morfológiát mutató, CD45+ HSC-k fordultak elő, nyúlványos sejteket nem 

találtunk. Néhány CD45+ elnyúlt, endotél szerű sejtalakot lehetett felismerni a 

csontvelői erek falához tapadva, melyek egyértelműen elkülönültek a QH1+ fürj 

A 

B 

C 

D 

E10 fürj parabiont 

E10 csirke parabiont E10 csirke parabiont 
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hemopoietikus és endotél sejtektől (12. ábra A-D). Csirke-fürj parabiotikus kimérák 

immuncitokémiai vizsgálata azt mutatta, hogy csak a kerek sejtek keveredtek az 

embriókban, míg a nyúlványosok a közös keringés ellenére sem kolonizálták 

kölcsönösen a szervek mesenchymáját. Ez a kísérletes eredmény felveti annak a 

lehetőségét, hogy az embriókban a kerek és nyúlványos sejtvonal már a keringés 

megindulása előtt szétválik és a kerek-sejtes forma nem prekurzora a nyúlványosnak. A 

másik parabiont partnerben is megtaláltuk a fürj embrió keringéséből bevándorolt HSC-

ket, melyeket itt a QH1 fürj-specifikus hemopoietikus és endotél marker jelöl (12. ábra 

E,F).  

 

4.4 Szikhólyag eredetű nyúlványos CD45+ sejtek kolonizálják az 

embrionális szöveteket 

 Mivel jelenlegi ismereteink alapján a szikhólyagi hemopoietikus sejtek sokféle 

sejtté differenciálódhatnak, azt a hipotézist vetettük fel, hogy az intraembrionális 

CD45+MHCII+ nyúlványos sejttípus a korai szikhólyagban feltűnő, hasonló 

morfológiájú, CD45+ sejtektől származik. Ennek bizonyítására, HH10-es stádiumú (33 

óra) csirke embriók ablációja után in ovo szikhólyag tenyészeteket készítettünk. Ebben a 

stádiumban az extra- és intraembrionális keringés között még nem áll fenn semmiféle 

kapcsolat, amelyet szívcsőbe történő tus injektálásával is igazoltunk (13. ábra A). A tus-

injekciók folyamán vizualizált embriók mikrosebészeti eltávolítása után (13. ábra B), a 

szikhólyag lemezeit összetapasztottuk és tovább inkubáltuk 2 - 5 napig. Az inkubáció 3. 

napjára az extraembrionális mezoderma egész területén megfigyelhetőek voltak a jól 

fejlett vérszigetek és peroxidázt expresszáló eritrocita-aggregátumok (13. ábra C,F). A 

szikhólyagokat lefixáltuk, majd szövettani feldolgozás után foszfohiszton-H3 (phH3, 

proliferációs marker) és aktivált kaszpáz-3 (casp-3, apoptózis marker) 

immunhisztokémiát végeztünk. A metszeteken számos osztódó sejtalakot mutatott a 

phH3 festés, míg kaszpáz-3 immunreaktivitás nem volt tapasztalható (13. ábra D,E). A 

tenyészetek viabilitásának vizsgálata után CD45 immunfestést alkalmaztunk, ahol 

kétféle CD45+ sejtet azonosítottunk: 1) kerek CD45+ sejtek (13. ábra G), melyek egy 

része CD51/61 trombocita markert is expresszált (13. ábra I) és a vérszigetek lumenén 

belül fordultak elő, 2) nyúlványos CD45+ sejtek (13. ábra H), melyekre az MHCII 
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koexpresszió volt jellemző (13. ábra J) és a vérszigetek közötti mesenchymában 

lokalizálódtak.  

 Ahhoz, hogy az intraembrionális nyúlványos CD45+ sejtek szikhólyagi eredetét 

más módszerrel is bebizonyítsuk, szikhólyag-kimérákat készítettünk. Az első 

kisérletben HH10 stádiumú GFP csirke embriópajzsból eltávolítottuk az embriót, majd 

hasonló korú, normál embrióval helyettesítettük (14. ábra A). Kisérletünk során 

készített 32 szikhólyag-kiméra közül funkcionáló keringéssel mindössze 6 élt túl az 5. 

embrionális napig (19%), ami megegyezett a korábban publikált túlélési aránnyal 

(Pardanaud et Eichmann, 2011; Cuadros et al., 1992). A feldolgozott kimérákban a 

GFP-pozitív szikhólyagi sejtek teljesen kolonizálták az embrionális graftokat és erős 

CD45 koexpressziót mutattak (14. ábra B,C). A GFP+ sejtek mindenütt megjelentek az 

embrionális mesenchymában és néhol beléptek a neuroepitéliumba is. Minden zöld 

GFP-vel jelölődő sejt egyben a CD45 hemopoietikus markerre is pozitív volt és hasonló 

eloszlási mintázatot mutattak, mint a normál embriókban.  Az MHCII és CD51/61 

antigének elleni immunfestések azt is megmutatták, hogy mindkét molekula számos 

GFP+ sejten expresszálódik (14. ábra D,E). A trombocita-specifikus CD51/61 csak a 

kerek GFP+ sejtek felszínén volt jelen, míg az GFP+MHCII+ sejtek a nyúlványos 

populáció tagjai közül kerültek ki. GFP-vel jelölt Lep100-at expresszáló amőboid sejtek 

is megjelentek a kimérákban, de csupán olyan régiókban, mint a végtagbimbók vagy az 

aorta alatti mesenchyma (14. ábra F). Korábban más kutatások is utaltak makrofágok 

progenitorjainak szikhólyagi eredetére (Cuadros et al., 1992), ami összhangban van 

saját eredményeinkkel. Az intraaortikus redők kerek CD45+ sejtjei viszont nem 

mutattak GFP-pozitivitást, mivel bizonyítottan intraembrionális eredetűek (Dieterlen-

Lievre, 1975) (14. ábra G).  
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13. ábra. Az in ovo szikhólyag tenyésztés lehetővé teszi a CD45+ szikhólyagi eredetű sejtek 

vizsgálatát. (A-C) Intrakardiális tus injektálás HH10 stádiumú embrióba kirajzolja az embrionális 

keringést. Fehér szaggatott vonal jelzi a szikhólyag area opaca és area vasculosa területének határát. 

Vérszigeteket már találunk, de az embrió és a szikhólyag között a keringés még nem alakult ki. Fekete 

szaggatott vonal jelzi a szikhólyag külső határát. Az embrió mikrosebészeti eltávolítása után a szikhólyag 

széleit mechanikusan összezártuk (B, nyilak). 72 órával az embrió eltávolítása után nagy vérszigetek 

alakulnak ki a szikhólyagban (C, nagyított ábra). (F) Endogén peroxidáz aktivitás jelzi az eritrocitákat. 

(D,E) A vérszigetek metszetein foszfohiszton-H3 és kaszpáz-3 festéssel detektálhatók az osztódó és 

apoptotikus sejtek. Számos osztódó sejt figyelhető meg (D), apoptózisra utaló jelek nélkül (E). (G) CD45 

immunfestés kerek morfológiájú sejteket rajzol ki a vérszigetek üregében. (H) Sok nyúlványos CD45+ 

sejtet találunk a szikhólyag mesenchymájában, a vérszigeteken kívül. (I) CD51/61+ trombocitákat szintén 

találunk a vérszigetek lumenében. (J) MHC II immunfestés hasonló morfológiájú sejteket rajzol ki, mint 

amik a H ábrán láthatók.  
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14. ábra. Szikhólyag eredetű sejtek hozzájárulása a korai embrióhoz. (A) HH10 stádiumú 

embriót megfelelő korú GFP-s szikhólyagra transzplantáltunk, miután a recipiens tojásban található 

embriót korábban eltávolítottuk. (B) Három nap elteltével számos szikhólyag eredetű GFP+, CD45 

markert expresszáló sejt jelent meg az embrióban; intravaszkulárisan, az embrió mesenchymájában, 

illetve a velőcsőben (nyilak). (C) Nagyobb nagyítással megfigyelhető, hogy az embrió mesenchymájában 

található CD45+GFP+ sejtek nyúlványos morfológiát mutatnak. (D-F) Az egymást követő metszeteken 

megfigyelhető, hogy a megnyúlt, GFP+ sejtek MHC II-t is expresszálnak (D). A kerek, keringésben lévő 

GFP+CD51/61+ sejtek (E), illetve GFP és Lep100 markerre egyaránt pozitív amőboid sejtek (F). (G) 

Nagy nagyítással megfigyelhető a dorzális aorta területén két CD45+ sejtpopuláció, melyek egyrészt 

szikhólyag eredetűek (GFP+) másrészt az embrióból származnak (GFP-). (H) A szikhólyagi-eredetű 

CD45+ sejtek a bursa Fabricii kialakításában betöltött szerepének vizsgálatára GFP+ szikhólyagot 

rekombináltunk 9 napos (E9) csirke bursájával és E9 chorioallantois membránon (CAM) tenyésztettük 7 

napig. (I) A GFP+ sejtek kolonizálják a Bursa Fabricii limfoid follikulusait. (J) A GFP+ sejtek 

nyúlványos morfológiát mutatnak, és nem expresszálnak B-sejt specifikus antigéneket. (K) A 

follikulusokban mind a GFP+, mind a GFP- sejtek expresszálnak MHCII-t. (L) A csirke bursa szekréciós 

dentritikus sejtjeire (BSDC) jellemző marker (74.3) bizonyítja, hogy a szikhólyag eredetű CD45+ sejtek 

BSDC sejtekké differenciálódnak. A fejlődő follikulusok egyaránt tartalmaznak GFP+74.3+ és 

74.3+GFP- (nyílhegyek) sejteket, melyek megfelelnek a GFP+, és a fogadó bursából származó BSDC-

knek. Nagy nagyítású képen megfigyelhetők a GFP+74.3+ BSDC sejtek (L, nagyított kép). CAM: 

chorioallantois membrán; not: gerinchúr; nt: velőcső; YS: szikólyag. 
 

 

4. 5 A bursa Fabricii dendritikus sejtjei a szikhólyagból származnak 

 
 Az extraembrionális eredetű, nyúlványos CD45+ sejtek kolonizációs 

potenciáljának szikhólyag kimérákkal történő vizsgálata az 5. embrionális nap után már 

nem volt lehetséges a kimérák alacsony túlélési aránya miatt. Ezért ahhoz, hogy a GFP 

alapú sorstérképezést érettebb szövetekre, például kifejlődött nyirokszervekre is ki 

tudjuk terjeszteni, egy alternatív technikát kellett alkalmaznunk. Ehhez HH10 (33 óra) 

stádiumú GFP+ szikhólyag fragmentumokat kombináltunk 9 napos normál bursa 

Fabricii-kel, majd további 7 napig normál csirke embriók CAM-ján tenyésztettük őket 

(14. ábra H). Korábbi kísérleteinkben megmutattuk, hogy a bursák CAM tenyésztés 

folyamán vaszkularizálódnak és jelentős növekedésen esnek át, valamint a fogadó 

embrió keringő sejtjei is megtelepednek bennük (Nagy et al, 2016b). 9 nap tenyésztés 

után jól azonosítható CD45+ follikulusok jöttek létre a bursák parenchymájában. A 

follikulusokat donor-eredetű GFP+ sejtek kolonizálták, és az interfollikularis területen 

is számos GFP+CD45+MHCII+ sejt jelent meg. A folliculusokon belül lokalizálódó 

GFP+ sejtek nyúlványos morfológiát mutattak és mindegyikük CD45-öt expresszált 

(14. ábra I,J). A további immuncitokémiai vizsgálatok azt mutatták, hogy az 

intrafollicularis GFP+ nyúlványos sejtek nem egyeznek meg a chB6+ B-sejtekkel (14. 

ábra J), viszont expresszálják az MHC-II antigént (14. ábra K). Mikor megnéztük, hogy 

a GFP+CD45+MHCII+ nyúlványos sejtek pozitivak-e a csirke dendritikus sejteket 

jelölő 74.3 antitestre, azt tapasztaltuk, hogy az összes follicularis donor-eredetű sejt 

DOI:10.14753/SE.2019.2215



- 55 -  

 

expresszálja a 74.3-at (14. ábra I). Ezen felül azt is megállapítottuk, hogy a folliculusok 

74.3 pozitív sejtjeinek körülbelül a fele GFP negatív, mivel a BSDC-k prekurzorainak 

egy része már a 9. embrionális nap előtt bevándorolt a normál embriókból eltávolított 

bursákba (14. ábra I). Eredményeink felvetik azt a lehetőséget, hogy a mikroglia és a 

Langerhans sejteken kívül, a primer nyirokszervekben található dendritikus sejtek egy 

csoportja is az embrionális fejlődés korai stádiumában bevándorolt szikhólyagi 

prekurzorokból differenciálódik, és nem pedig csontvelői eredetű monocitákból. 

 

4.6 Hemopoietikus eredetű sejtek a csirke és egér bélidegrendszer 

ganglionjaiban 

 A gasztrointesztinális traktus megfelelő működése nélkülözhetetlen a tápanyag 

transzporthoz, felszívódáshoz, emésztéshez és a salakanyagok kiürítéséhez, de ezen 

felül fontos feladata a patogénekkel, allergénekkel és toxinokkal szembeni védelem, 

valamint a bélrendszer állapotának folyamatos ellenőrzése és szabályozása. Ennek a 

szigorúan szabályozott folyamatnak a bélidegrendszer (ENS) a főszereplője, mely az 

autonóm idegrendszer részeként a béltraktus mentén elhelyezkedő neuronok és 

gliasejtek hatalmas és komplex hálózata. A központi idegrendszer extrinsic beidegzése 

képes befolyásolni a bélidegrendszer funkcióit, de ettől függetlenül a bél intrinsic 

idegrendszereként maga az ENS szolgál (Furness, 2008).  A CD45+ sejtek embrionális 

karakterizálása során arra lettünk figyelmesek, hogy egy nyúlványos makrofág 

populáció fordul elő a fejlődő bélcső mesenchymájában, közel a bélidegrendszer plexus 

myentericusának ganglionjaihoz (Dóra et al, 2017). A 18 napos csirke embrióban 

végzett immunfluoreszens festések azt mutatták, hogy ezek a nyúlványos CD45+ sejtek 

egy része a myenterikus és submucosus plexus ganglionjain belül helyezkedik el és 

megtalálható a madár-specifikus Remak ganglionban is (15. ábra A-D). Ahhoz, hogy az 

újonnan azonosított sejtpopuláció hemopoietikus eredetét bebizonyítsuk, 8 napos 

embrionális vastagbél szakaszokat 9 napos GFP-t expresszáló embriók CAM-ján 

tenyésztettünk (15. ábra E), majd 9 napos inkubáció után szövettanilag feldolgoztunk. A 

GFP+ sejtek a graftot teljes mértékben kolonizálták, beleértve a bélfal ganglionjait és a 

Remak ganglion-t is (15. ábra F-H). 

DOI:10.14753/SE.2019.2215



- 56 -  

 

 

15. ábra. Hemopoietikus eredetű sejtek a madár embrió enterális ganglionjaiban. (A-D) Kikelés 

előtti csirkeembriók (E18) vastagbelében nyúlványos hematopoetikus-eredetű CD45+ sejtek a Hu+ 

enterális neuronok között a Remak-ganglionban (NoR) (A) és az enterális ganglionokban is előfordulnak 

(B,C,D). A C és D ábrák nagyított képek a B ábrán mutatott bél submucosális és myenterikus 

ganglionjáról. (E) Sematikus ábra a chorioallantois membrán (CAM) transzplantációról, ahol 8 napos 

embrió (E8) vastagbél szakaszát 9 napos GFP+ fogadó embrió chorioallantois membránjára 

transzplantáltuk. (F) 9 nap elteltével Hu+ enterális neuronok submucosális és myenterikus plexusokban 

tömörültek. (G,H) GFP+ sejteket a Remak- (NoR) és a myenterikus ganglionokban (G, nyíl). A 

nyílheggyel jelzett ganglion a H ábrán kinagyítva látható. (I) A ganglionba bevándorló nyúlványos GFP+ 

sejtek CD45 markert expresszálnak. mp: myenterikus plexus, NoR: Remak-ganglion, smp: submucosális 

plexus 
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16. ábra. Csirke-fürj testüreg kiméra az intraganglionáris makrofágok extrinsic származását 

igazolja. (A) Az intesztinális csirke-fürj testüreg kimérákhoz 5 napos fürj embrió középbél szegmentjét 

transzplantáljuk 3 napos csirke embriók testüregébe. (B-D) 12 napos inkubáció után a fürj vékonybél 

graftban kifejlődnek a HU+ neuronokat tartalmazó enterális ganglionok és a Remak ganglion (B,C). Mind 

a fali, mind a Remak ganglionokba, a fogadó csirke embrió vérkeringéséből CD45+ hemopoietikus sejtek 

vándorolnak be, ahol nyúlványos morfológiát mutatnak (C,D).  
 

 

Az intraganglionáris sejtek hemopoietikus eredetüknek megfelelően CD45-öt 

expresszáltak (15. ábra I), amelyet csirke-fürj testüreg kimérákkal is igazoltunk. Fürj 

vastagbél szakaszokat 3 napos csirke embriók testüregébe ültettünk és 8 napig tovább 

tenyésztettük őket. A graftok szövettani feldolgozása után csirke specifikus CD45 

antitesttel azonosítottuk a fogadó embrió sejtjeit, melyek kolonizálták a fürj eredetű 

bélidegrendszer ganglionjait és a Remak gangliont is (16. ábra A-D). 

Az embrionális kiméra kisérletekből kiderül, hogy az intraganglionáris 

nyúlványos CD45+ sejtpopuláció a vérből származik, és nem dúcléc eredetű, ami 

enterális neuronokat és gliát hoz létre. A felnőtt csirke bélidegrendszerének 

immuncitokémiai jellemzése során megállapítottuk, hogy a CD45+ nyúlványos sejtek 

ugyanúgy jelen vannak a ganglionokon belül, és a CD45 sejtfelszíni molekulán kívül 

(17. ábra A) MHCII-t (17. ábra B), CSF1R-t (kolónia stimuláló faktor 1 receptor) (17. 

ábra C) és chB6 antigént (17. ábra D,E) fejeznek ki. Ez a tulajdonság makrofág 

fenotípusra utal, amiért a továbbiakban intraganglionáris makrofágoknak (IM) hívjuk 

ezeket a sejteket. Az MHCII molekula az összes antigén prezentáló sejt felszínén 

megtalálható. Jelen van a makrofágokon, a dendritikus sejteken (Guillemot el al, 1984; 
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Nagy et al, 2016), és a mikroglián (Hala et al, 1984). A chB6 a madár limfomieloid 

szervekben előforduló B-sejtek markere (Igyártó et, 2008; Veromaa et al, 1988), de 

kifejeződik a tobozmirigy és a belső fül érzékhámjának mikroglia sejtjein is 

(O’Halloran et al, 2004; Mosenson et al, 2006; Bird et al, 2010). A chB6 egy 70 kD 

tömegű homodimer transzmembrán protein, egy erősen glikolizált extracelluláris 

doménnel (Tregaskes et al, 1996). A fehérje funkciója még nem teljesen ismert, de 

egyes kutatások szerint szerepe lehet a B sejtek túlélésében, apoptózisában és 

adhéziójában is (Funk et al, 1997; Bhattacharya et al 2017). A bél mucosa rétegének B 

sejtjeivel ellentétben az intraganglionáris makrofágok nem fejeznek ki más B-sejt 

markereket, mint az EIVE-12 vagy a CD1, ami arra utal, hogy ezek a sejtek nem B 

limfociták.  

 

 

17. ábra. Az intraganglionáris hematopoetikus-eredetű sejtek makrofág fenotípust mutatnak. 
(A) Felnőtt, 6 hetes csirkék vékonybél szakaszának immunfluoreszcens festése nagyszámú CD45+ 

nyúlványos sejtet jelöl a simaizomsejtek között, illetve a HNK1 antigént kifejező bélidegrendszer 

ganglionjainak belsejében (A, bekeretezve a nagyított részlet). (B-E) MHC II+ (B), CSF1R+ (C) és 

chB6+ (D,E) sejtek szintén megtalálhatók az enterális ganglionok belsejében. (F) A szöveti makrofág-

specifikus 74.2 ellenanyag a ganglionon kívüli sejteket festi, a belül elhelyezkedőeket nem jelöli. cm: 

körkörös simaizom; mp: myenterikus plexus; smp: submucosalis plexus 
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A CSF1R-t a monociták és makrofágok mellett (Garcia-Morales et al, 2014), a 

mikroglia sejtek is expresszálják (Balic et al, 2014). A CSF1R az emlősökben 

azonosított myenterikus makrofágokon kívül (Muller et al, 2014) az intraganglionáris 

makrofágokon is megtalálható (17. ábra C). A 74.2 ismeretlen citoplazmatikus 

molekulát jelöl, és specifikusan a szöveti makrofágokat jelöli (Jeurissen et al, 1992; 

Nagy et al, 2005). A 74.2 más madár szöveti makrofág ellenes antitestekhez hasonlóan, 

mint a Lep100, vagy a KUL-01 (MRC1-mannóz receptor 1), csak a ganglionokon kívül 

található myenterikus makrofágokat jelöli, az intraganglionárisakat nem. Transzgenikus 

CSF1R
GFP

 reporter csirkék kisagyán, vékony- és vastagbelén is végeztünk komparatív 

immuncitokémai jelöléseket. A chB6 antitesttel nagyszámú CSF1R+chB6+ 

intraganglionáris makrofágot sikerült azonosítani (18. ábra B-D). A központi 

idegrendszeri mikrogliához hasonlóan erre a sejtpopulációra is a CSF1R/chB6 

antigének expressziója mellett a nyúlványos morfológia jellemző (18. ábra A). 

 

 

18. ábra. A chB6+/CSF1R+ makrofágok eloszlása a központi- és bélidegrendszerben.  
(A-D) Konfokális mikroszkópos analízis 4 hetes CSF1R

GFP
 transzgenikus csirke kisagyról (A), vékony- 

(B) és vastagbélről készült metszeteken (C,D). Tuj1-immunreaktivitás (piros) neuronokat (Purkinje 

sejteket), a GFP (zöld) expresszió a mikrogliát jelöli. A nagyított kép egy szomszédos metszeten 

bizonyítja, hogy a CSF1R-t kifejező mikroglia sejtek (zöld) kolokalizálnak a chB6+ sejtekkel (piros). 

GFP+ makrofágok (zöld) jelen vannak a nyálkahártya és izomrétegekben a Tuj1+ (piros) myenterikus 

ganglionokban a vékony- (B) és vastagbélben (C) egyaránt. A muszkuláris makrofágok (MM) kifejezik a 

GFP-t, de nem festődnek chB6-tal (piros), míg az intraganglionáris makrofágok a GFP-re és chB6 

markerre kettősen pozitívak (D). N: enterális neuron 
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19. ábra. Az egér enterális ganglionja CX3CR1+ makrofágokat tartalmaz. (A,B) CX3CR1
GFP

 sejtek 

előfordulása az egér vékony- (A) és vastagbelének (B) myenterikus plexusában. (C,D) Ún. wholemount 

mintákon megfigyelhető a CX3CR1
GFP 

sejtek és a myenterikus ganglion közötti kapcsolat. (E,F) A 

myenterikus ganglion metszetének konfokális mikroszkópos felvételén Hu (piros) és agrin (lila) festéssel 

periganglionáris és intraganglionáris CX3CR1
GFP

 sejtek figyelhetők meg. mp: myenterikus plexus; smp: 

submucosalis plexus 
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Ahhoz, hogy meghatározzuk, létezik-e egy hasonló intraganglionáris makrofág 

populáció az emlősök bélidegrendszerében is, CX3CR1
GFP

 transzgenikus egereket 

használtunk, amelyekben GFP jelöl minden CX3CR1 molekulát kifejező sejtet. A 

CX3CR1 a fraktalkin nevű kemokin receptora, melynek szerepét először limfociták és 

monociták túlélésében, migrációjában és adhéziójában mutatták ki (Imai et al, 1997; 

Landsman et al, 2009). Legutóbbi kutatások a mikroglia sejtek felszínén is igazolták 

jelenlétét és feltételezik, hogy a molekula szignalizációjának központi szerepe van 

központi idegrendszer fejlődésében és szinapszisok mikrogliális modulációjában 

(Paolicelli et al, 2011). A fraktalkin receptor (CX3CR1) azon kevés molekuláris marker 

közé tartozik, amelyek egyedülállóan jellemzőek az intesztinális makrofágokra és 

mikrogliára, más szöveti makrofágok azonban nem expresszálják (Bain and Mowat, 

2014). Vizsgálataink azt mutatták, hogy CX3CR1+ (19. ábra A,B) makrofágok 

találhatóak a vékony- és vastagbél myenterikus ganglionjai közelségében. 

“Wholemount” festésen kimutattuk, hogy a CX3CR1+ makrofágok nyúlványaikkal 

körbefonják a Hu+ enterális neuronokat (19. ábra C,D). Konfokális technikával készült 

képen megfigyelhető, hogy CX3CR1+ makrofágok vannak mind a ganglion közvetlen 

környezetében, mind azon belül. Előfordul, hogy a makrofágok nyúlványaikkal 

átnyúlnak a gangliont körülvevő, agrin ellenes antitesttel jelölt bazális membránon is 

(19. ábra E,F). 
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5. MEGBESZÉLÉS 

5.1 Hemopoietikus sejtek megjelenése és differenciálódása a korai 

csirke embrióban 

Zebrahal, csirke és egér modellállatokon végzett kísérletek igazolták, hogy a 

gerinces embrióban zajló hematopoiesis a vérképző őssejteket (HSC) képezi, amelyek 

intenzív proliferáció, migráció és differenciálódás után a gerinces szervezet vérsejtjeit 

hozzák létre. Ez a folyamat anatómiailag elkülönült területeken történik: az 

extraembrionális mezodermában kezdődik (primitív vérképzés), majd az aorta dorsalis-

ban, és a paraaortikus mesenchymában, illetve a magzati májban folytatódik (definitív 

vérképzés). A HSC-k végül a primer nyirokszerveket és a csontvelőt kolonizálják, ahol 

további HSC-k és differenciált előalakok képződnek.  

Az „optimális” fejlődésbiológiai modellek kiválasztásánál az embriológusok 

számára a legfontosabb szempont mindig a könnyű hozzáférhetőség, laboratóriumi 

fenntarthatóság, gyors embrionális fejlődés, kísérletes manipulálhatóság és a 

beavatkozásokkal szembeni ellenállóképesség volt. A nagyméretű csirke embrió 

lehetővé tette, hogy már a XVII. században felismerjék a vérszigeteket (Harvey 1628), 

de a vénák és artériák közti különbséget is először itt írták le (Malpighi 1672). Madár 

embriókon végzett kutatások bizonyították a mezoderma endodermális indukcióját, a 

Hensen csomó organizátor szerepét és az embrionális entoderma epiblaszt eredetét is 

(Bellairs 1953). Az utóbbi években egyre nagyobb szerepet kaptak azok a 

madárembriókon végzett embriómanipulációs és sejtjelölési kísérletek, amelyekben 

nyomon követhető egy sejttípus eredete, vándorlása és differenciálódása. A viszonylag 

nagyméretű madár embrió lehetővé teszi a legváltozatosabb embriómanipulációs 

kísérleteket, melyekkel széleskörűen tanulmányozható a sejtek eredete, illetve a köztük 

fennálló interakciók az embrionális fejlődés folyamán. Különböző fluoreszcens festékek 

és dextránok (Wetts et al, 1989; Serbedzija et al, 1990; Nagy and Goldstein, 2006a; 

Neudert and Redies 2008; Yvernogeau and Robin 2017), sejtvonal specifikus 

monoklonális ellenanyagok (Milstein, 1999), vagy csirke-fürj kimérák (LeDouarin 

1987; Nagy et al, 2012) alkalmazása lehetővé tette egy-egy kérdéses sejtvonal 

embrionális sorsának feltérképezését. Madár embrionális kimérák alkalmas eszközt 

jelentettek annak meghatározására, hogy a csíralemezek sejtjei milyen szervek 
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kialakulásához járulnak hozzá. Ugyanakkor a már fejlődésnek indult szervtelepek 

transzplantációjával tisztázható az egyes sejttípusok eredete és sorsa. Kiméra 

kísérletekkel igazolták először a végtagizmok miotóm eredetét (Brand-Saberi and 

Christ, 1999), a bordákat létrehozó sejtek származását (Huang 2000), vagy a 

bélidegrendszer ganglionléc eredetét (Le Douarin and Teillet 1973; Nagy et al, 2012).  

Fejlődésbiológiai adottságai miatt a madár embrió jelentős mértékben 

hozzájárult a vérképzés megismeréséhez. A csirke bursa Fabricii-ben fedezték fel a B 

limfocitákat, és a belőlük differenciálódó plazmasejtek ellenanyag termelését (Glick et 

al, 1956; Glick 1994). Itt írták le először, hogy a tímusz kolonizációja több hullámban 

történik. Csirke embrión végzett kísérletek alapján merült fel először, hogy a vérképzés 

egy primitív extraembrionális és egy definitív intraembrionális szakaszból áll (Miller 

1960; LeDourain et al, 1984). Csirke-fürj kimérákkal sikerült bizonyítani, hogy az 

intraembrionális vérképzés az aortához asszociáltan, az intraaortikus redőkben és a 

paraaortikus régióban kezdődik (Dieterlen-Liévre 1975; Jaffredo et al, 1998). Ezt a 

megfigyelést kisebb zebrahal és emlős embriókon végzett kísérletek is alátámasztották 

(Detrich et al, 1995; Tavian et al, 1999). Madár embriómanipulációs kísérletek 

mutatták ki először, hogy az allantois vérképző szervként is működik (Caprioli et al, 

1998), és itt merült fel először a hemangioblaszt elmélet, amely szerint a legelső HSC-k 

az endotél őssejtekkel (angioblasztok) közös őssejtből differenciálódnak (Caprioli et al, 

2001). Habár az embrióban a vérképzést több okból intenzíven vizsgálták, a 

szikhólyagban képződő első hemopoietikus sejtek intraembrionális disszeminációja, 

vagy a vérképző őssejtek differenciálódásának immuncitokémiai karakterizálása csak 

részben, illetve egyáltalán nem ismert.  

Doktori munkámban először mutattunk be egy olyan átfogó analízist, amely 

nyomon követi a CD45+ HSC embrionális megjelenését és kolonizációját, valamint a 

sejtek morfológiai jegyeit és immunfenotípusát is részletesen leírja. A vérképzés a 

csirke embrióban HH5-7 stádiumban (19-26 óra) kezdődik a szikhólyag vérszigeteiben 

(Minko et al, 2003; Bollerot et al, 2005; Nakazawa et al, 2006). Az első vérszigetek 

GATA-2, SCL, és LMO2 transzkripciós faktorok aktivitásának hatására a másfél napos 

csirke embriópajzs posterior részén kondenzálódó mezodermális sejtekből alakulnak ki. 

A vérszigetekben hemoglobin szintézis kezdődik és létrejönnek az első eritroblasztok 
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(Minko et al, 2003). Az egér embrió szikhólyagjában, hasonlóan a csirke embrióhoz, 

először a CD45-negatív eritroblasztok jelennek meg (Palis and Yoder 2001). Második 

hullámban ezt követi egy közös eritromieloid őssejt, amely a CD41+ megakariocita, c-

kit+ differenciálatlan és a CD45+F4/80+ mieloid prekurzor sejteket hozza létre (Frame 

et al, 2013; McGrath et al, 2015; Frame et al, 2016; Palis 2016). Magasabb rendű 

gerincesekben a CD34 és a CD45 molekulák expressziója tekinthető a legelső 

megbízható felszíni markernek, amellyel HSC-ket embrióban azonosítani lehet. 

Irodalmi adatok szerint a csirke HSC-ket CD45 expressziójuk alapján ki lehet mutatni a 

HH15-17 stádiumú embrió (2-2,5 napos embrió) extraembrionális vérszigeteiben és az 

embrión belüli erek lumenében (Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al 2000; Balic et al, 

2014). Csirkében CD34 ellenes ellenanyag nincs a kereskedelemben, eddig csak a 

CD34 RNS expresszióját sikerült azonosítani (McIntyre et al, 2008). CD45+ sejteket 

később többen is leírtak a HH21 stádiumú (3,5 nap) csirke embriók velőcsőjében és az 

intraembrionális mesenchymában (Kurz and Christ 1998; Kurz et al, 2001; Cuadros et 

al, 2006), de a CD45+ sejtek embrionális keletkezésének meghatározása és a limfo-

mieloid szervek benépesítésének ontogenezise nem teljesen feltárt. Kísérleteink során 

igazoltuk, hogy az első CD45+ sejtek kerek és elnyúlt morfológiát mutatnak, korábbi 

leírásokkal ellentétben nem intraembrionálisan (Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al, 

2000), hanem a szikhólyagban jelennek meg, 6 órával korábban a HH13 stádiumú (50 

óra) embrióban. Fontos kiemelni, hogy ebben a korai stádiumban az intra- és 

extraembrionális területek között nincs vérkeringés (Sheng et al, 2010) (13. ábra A).  

Eredményeink alapján 4 eltérő morfológiájú és immunfenotípusú CD45+ sejtet 

azonosítottunk a madár embrióban: 1-2) kerek CD45+CD51/61- és CD45+CD51/61+ 

sejteket, melyek a korai HSC populáció egy részét, és az első trombocitákat jelentik; 3) 

amőboid CD45+Grl2+Lep100+savas foszfatáz+ makrofágokat; 4) nyúlványos, csillag 

alakú CD45+MHCII+ sejteket. Morfológiájukat és szöveti eloszlásukat tekintve az 

amőboid sejtcsoport nagyon hasonlít a korábban fürjben leírt QH1+Lep100+, 

szikhólyagi makrofágokra (Cuadros et al, 1992; Pardanaud and Eichmann 2011). 

Ezekre a sejtekre jellemző, hogy nagyszámú fagolizoszóma található a 

citoplazmájukban, és többnyire az aorta körül, a fej valamint a végtagbimbó 

mesenchymájában fordulnak elő (8. ábra I-M; 9. ábra F-L). Ezzel szemben a legtöbb 

CD45+ sejt nyúlványos alakú és nem fejezi ki a klasszikus makrofág markereket. Az 
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MHCII expressziója és makrofág-specifikus antigének (Lep100, Grl2, savas foszfatáz) 

hiánya alapján feltételezzük, hogy a nyúlványos CD45+ sejtpopuláció eltér a többi, 

HSC-ből differenciálódó sejtcsoporttól.  

Emlős embriókban hasonló MHCII+ nyúlványos sejteket a korai stádiumokban 

nem figyeltek meg. Humán embrióban a CD45 immunpozitív sejtek először a 4 hetes 

embrió szikhólyagjában jellennek meg (Tavian et al, 2010; Manaia et al, 2000; Tavian 

et al, 2010; Yamasaki et al 2011; Sinka et al, 2012), amit egy héttel később az 

embrionális megjelenés követ. A CD45 expressziója két különböző morfológiájú sejtre 

jellemző: az erek lumenében kerek CD45+ sejtek, az intraembrionális mesenchymában 

polimorf CD34-CD45+ sejtek fordulnak elő. In vivo sejtvonal-követéses vizsgálatok 

egérben azt mutatták, hogy szikhólyag eredetű, amőboid Kit
+
CD45

low
 mieloid 

progenitorok az embrionális szerveket kolonizálják és szöveti makrofágokká (Kupffer 

sejtek, alveoláris makrofágok), granulocitákká, mikrogliává, illetve epidermális 

dendritikus sejtekké (Langerhans sejtek) differenciálódnak (Yokomizo et al, 2007; 

Perdiguero et al, 2015; Hoeffel et al, 2015; Ginhoux and Guiliams 2016; Stremmel et 

al, 2018). 

Az intraembrionális vérképzés két kiemelt hemopoietikus területen zajlik: 3-4 

napos embrióban az intraaortikus redőkben, amit a fejlődés 6-8. napján a paraaortikus 

régió követ (Jaffredo et al, 2000). HH17-19 stádiumban (50-72 óra) intraembrionálisan 

kerek CD45+ sejtek az aorta-endotél sejtekhez asszociáltan az ér lumenébe 

bedomborodva jelennek meg (Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al, 2000) (8. ábra E-F). 

Két nappal később ventrális irányba vándorolva a dorzális mesogastrium 

mesenchymális területén létrehozzák a paraaortikus (PAS) régiót (9. ábra A). Bár a 

kezdeti csirke-fürj kiméra kísérletek felvetették, hogy a primer nyirokszerveket a PAS 

régióból származó sejtek népesítik be (Dieterlen-Liévre 1975), kísérletes módszerekkel 

eddig ezt még nem sikerült igazolni. A PAS régióból izolált CD45+ sejtek 

génexpressziós analízise, a HSC mieloid és limfoid irányba történő elköteleződését 

mutatta (Saynajakangas et al, 2009 ). Továbbá, in vitro vizsgálatok azt igazolták, hogy 

aorta-asszociált HSC tenyészetek képesek eritroid és mieloid irányba is differenciálódni 

(Cormier and Dieterlen-Liévre 1998; Cormier 1993). Mindezek alapján elképzelhető, 

hogy az aorta-asszociált területeken megindul a limfomieloid differenciálódás, de az itt 
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található HSC-k in vivo immunfenotipizálása eddig nem történt meg. Munkánk során, 

többszörös immunfluoreszcens festésekkel kimutattuk, hogy a legtöbb CD45+ sejt a 

PAS régióban CD51/61+ trombocita prekurzorrá differenciálódik, míg nyúlványos 

MHCII+ vagy amőboid Lep100+ sejt csak alacsony számban, a régió perifériás részein 

fordul elő. A részletes immuncitokémiai karakterizálás arra is fényt derített, hogy B- és 

T-limfociákat az 5-8 napos csirke embrió PAS régiójában még nem lehet kimutatni. Ez 

megfelel korábbi tanulmányok eredményeinek, melyek szerint a B- és T- prekurzorok 

csak a 10. embrionális napon jelennek meg a csirke embrióban (Chen et al,1984; 

Houssaint et al, 1987; Houssaint et al, 1991; Pharr et al, 1995; Katevuo et al, 1999; 

Nagy et al, 2004). A HSC-ket a PAS régióban a fejlődés 8. napján után már nem lehet 

kimutatni (Jaffredo et al, 1998). Mivel a bursa Fabricii B-sejtes kolonizációja a 10. 

embrionális napon kezdődik (Houssaint et al, 1987; Masteller et al, 1995; Nagy et al, 

2016), hasonlóképpen a lépben és a csontvelőben is a 10. embrionális nap után jelennek 

meg az első felszíni IgM-et és chB6 molekulát kifejező B-sejtek, felvetődik annak a 

lehetősége, hogy a 8. nap után más területeken folytatódik az intraembrionális 

vérképzés. Érdekes módon a paraaortikus régió karakterizálása során nagyszámú kerek 

morfológiájú CD45+ sejtből álló területet azonosítottunk, ami a hasüreg 

mezentériumában, a truncus coeliacus-t gyűrűszerűen veszi körül (9. ábra G-J). A 

képletet „periarteriális hemopoietikus hüvelynek” neveztük el, és feltételezzük, hogy ide 

vándorolnak a HSC-k a PAS régió leépülése után, ahonnan az itt megjelenő első chB6+ 

B-sejt prekurzorok később feltehetőleg a lépet és a bursa Fabricii-t kolonizálják (20. 

ábra).   
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20. ábra. CD45+ sejtek megjelenése és differenciálódása a korai csirke embrióban. A vízszintes tengely 

az embrionális kort mutatja, a függőleges tengely a lokalizációt. 

 

5.2 Szikhólyagi eredetű CD45+ sejtek népesítik be az embrionális szöveteket 

és makrofágokká, valamint a bursa Fabriciiben dendritikus sejtekké 

differenciálódnak 

Dieterlen-Liévre és munkatársai kísérleteikben fürj embriókat transzplantáltak 

embrió-irtott csirke szikhólyagokra (Dieterlen-Liévre 1975; Diéterlen-Liévre and 

Martin 1981) és arra a következtetésre jutottak, hogy a csirke eredetű extraembrionális 

sejtek nem vesznek részt a definitív vérképzésben, nem járulnak hozzá a limfomieloid 

szervek benépesítéséhez. Ezzel ellentétben más kutatási eredmények arra utaltak, hogy 

az embrionális lép HSC populációjának mintegy 25%-a szikhólyagi eredetű (Martin et 

al, 1978). Továbbá csirke-fürj szikhólyag kimérákkal végzett kísérletek szerint a 

szikhólyagi őssejtek primitív eritrocitákká, trombocitákká, Lep100+ és AcPhosph+ 

szöveti makrofágokká, mikrogliává és keringő endotélsejtekké képesek differenciálódni 

(Cuadros et al, 1992; LaRue et al, 2003; Pardanaud and Eichmann 2011). Ezek a 

sorstérképezésen alapuló, madár modellen végzett experimentális kutatások is 

megerősítik a tényt, hogy csirke embrióban, az emlőshöz hasonlóan a szikhólyag 

vérszigetei többféle hemopoietikus sejtvonalat képesek létrehozni. 
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Kutatásaink során GFP-t kifejező transzgenikus csirke embrió szikhólyagjára 

transzplantáltunk normál csirke embriót. A csirke-csirke kiméra előnye, hogy nem kell 

két különböző madárfaj fejlődését összehangolni, valamint a GFP expressziója 

intenzíven jelöli a sejteket, ami a kiméraszövetekben megkönnyíti a sejtek elkülönítését 

és immuncitokémiai karakterizálását. A fejlődés 5. napján az intraembrionális CD45+ 

sejtek nagy része GFP pozitivitást mutatott, ami igazolta szikhólyagi eredetüket. A 

GFP+ sejtek többsége nyúlványos morfológiát mutatott és MHCII-t expresszál. Az 

amőboid jellegű GFP+CD45+ makrofágok szintén előfordultak, hasonlóan a korábbi 

csirke-fürj kimérákkal kapott eredményekhez (Cuadros et al, 1992). A kerek CD45+ 

sejtek az erek lumenében és az aorta-asszociált mesenchymában nem mutattak GFP 

expressziót, ami megfelel a korábban leírt intraembrionális eredetnek (Diéterlen-Liévre 

and Martin 1981; Jaffredo et al, 1998). Összefoglalva, kísérletesen igazoltuk, hogy a 

fejlődés korai stádiumaiban, a szikhólyag jelentős forrása az embrionális amőboid és 

nyúlványos CD45+ sejteknek.  

A nyúlványos GFP+CD45+ sejtek végső sorsa ismeretlen. Embrionális 

kolonizációjuk után felvehetik az amőboid morfológiát, savas foszfatázt és lizoszóma 

markereket (Lamp1 antigén) expresszáló fagocita sejtekké differenciálódhatnak. Erre 

utalhat az a tény, hogy a nyúlványos sejtalak némivel hamarabb jelenik meg az 

amőboidnál, és az organogenezis végére (10. nap) kisebb számban van már jelen az 

utóbbinál. Egy másik lehetőség, hogy megőrzik nyúlványos alakjukat, MHC-II 

molekulát fejeznek ki és az embrionális szerveket kolonizálják, ahol többek között 

mikrogliává, vagy epidermális Langerhans sejtekké differenciálódnak. Egy skóciai 

munakcsoport nemrégiben olyan transzgenikus csirkéket állított elő, melyekben minden 

CSF1R (colony stimulating factor-1 receptor) expresszáló makrofág zöld fluoreszenciát 

mutat (MacGreen chicken). Az első CSF1R+ sejteket a HH13 stádiumú embrió 

szikhólyagjában írták le és primitív makrofágoknak nevezték el (Balic et al, 2014). 

Pontos immunfenotípusa ezeknek a korai szikhólyagi makrofágoknak ismeretlen, de in 

vitro kimutatták, hogy CSF1 hatására KUL01+ fagocita sejtekké differenciálódnak 

(Garceau et al, 2015). Az embrionális fejlődés későbbi stádiumaiban a CSF1R+ 

sejtekben fagolizoszómák jelennek meg és nagy számban fordulnak elő apoptotikus 

területeken (pl.: interdigitális régiók). A CSF1R expressziója megjelenik az 

MHCII+74.3+ antigén prezentáló sejteken, például a lép ellipszoidjai területén, limfoid 
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follikuláris dendritikus sejteken (FDC) és a bursa Fabricii dendritikus sejtjein (BSDC) is 

(Balic et al, 2014; Garceau et al, 2015; Nagy et al, 2016; Olah and Nagy 2013). A 

csirke dendritikus sejtek progenitorjait CD45+ HSC-ként azonosítottak, de nem ismert, 

hogy honnan származnak a dendritikus prekurzorok (Nagy et al, 2004; Nagy et al, 

2005; Igyártó et al, 2006).  

A dendritikus sejtek kulcsszerepet töltenek be az antigén prezentációban és 

nyirokszerv-specifikusan többféle altípusuk létezik. Először Steinman és Cohn írta le a 

nyúlványos dendritikus sejteket (Steinman and Cohn, 1973; Oláh et al, 1979), de a 

veleszületett immunitásban betöltött szerepükre és MHC-II expressziójukra csak később 

derült fény (Banchereau and Steinman, 1998). Eddigi tudásunk szerint a dendritikus 

sejtek a mononukleáris sejtvonal csontvelői progentorjaiból fejlődnek ki, és a legtöbb 

szöveti makrofághoz hasonlóan a vérben keringő, érpályát elhagyó monocitákból 

származnak (Steinman 2012; Merad et al, 2013). Amíg a tímusz dendritikus sejtjei 

(TDC) a centrális toleranciában és a T-sejt érésben játszanak szerepet, addig a lép vagy 

a nyirokcsomók FDC-i a B-dependens területek csíracentrumaiban, a B-sejtek 

szelekciós folyamataiban vesznek részt. A madarakban a csontvelő helyett a bursa 

Fabricii a B-limfociták primer nyirokszerve, ahol bursa szekréciós dendritikus sejtek 

(BSDC-k) találhatóak a limfoid follikulusokban (Olah and Glick, 1987; Olah and Nagy, 

2013). A dendritikus sejtek madárban a vimentin intermedier filamentumot (Olah et al, 

1992; Nagy et al, 2004; Nagy and Oláh, 2007), MHCII, CSF1R és a 74.3 sejtfelszíni 

markert expresszálják. Mivel a hasonló morfológiai jegyekkel bíró makrofágok is 

kifejezik az MHC-II antigént, nem mindig könnyű elkülöníteni a különböző 

limfomieloid szervekben a két sejttípust, és a sejtek ontogenezise is csak részben ismert. 

Ahogy a madár BSDC-k, az emlős bőr Langerhans sejtjei is epiteliális környezetben 

fejlődnek, ahol prekurzoraik korán megjelennek, nyugvó állapotban rezisztensek 

maradnak a sejtdepléciós és irradiációs kezelésekre. Ezen hasonlóságaik alapján azt 

feltételezzük, hogy a CD45+CSF1R+MHCII+74.3+ BSDC-k a CD45+ szikhólyagi 

hemopoeitikus progenitorokból származnak. GFP+ szikhólyag fragmentumok normál 

bursa Fabricii-vel történő kombinálása után, nyúlványos GFP+ sejtek kolonizálták a 

limfoid follikulusokat és 74.3+ BSDC-ké differenciálódtak. Ezzel elsőként 

bizonyítottuk kísérletes úton, hogy szikhólyag eredetű vérképző sejtek dendritikus 

sejtekké képesek differenciálódni a primer nyirokszervekben. Összefoglalva, a csirke 
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szikhólyag kimérával kapott eredmények alapján az eritrocitákon, trombocitákon és 

makrofágokon kívül a dendritikus sejtek egy populációja is extraembrionális eredetű 

prekurzorokból származik (21. ábra). 

 

 

21. ábra Vérképzés „madár szemmel”. A szikhólyag-eredetű CD45+ HSC a primitív embrionális 

trombocitákon és makrofágokon kívül, a posztnatálisan is fennmaradó mikroglia és Langerhans sejteket 

hozza létre. Az intraembrionális mesenchymát benépesítő nyúlványos CD45+ sejtpopuláció egy része a 

bursa Fabricii-t kolonizálja és dendritikus sejtekké differenciálódik. Az aorta-asszociált vérképző helyek 

(aorta, PAS) és a periarteriális hemopoietikus hüvely HSC-t képeznek, amelyek a primer nyirokszerveket 

és a csontvelőt kolonizálják. 

 

5. 3. CD45+ hemopoietikus sejtek az embrionális és felnőtt bélidegrendszer 

ganglionjaiban 

Az embrionális bursa Fabricii analízise során megfigyeltük, hogy a fejlődő 

kloáka és a vastagbél mesenchymális alapszövetét is nyúlványos CD45+ sejtek 

kolonizálják. Ezen felül, a nyúlványos sejtek a bélidegendszer ganglionjaiban, valamint 

a vastagbélhez-asszociált Remak-féle ganglionban is rendszeresen előfordultak.  Ez a 

megfigyelés felvetette annak a lehetőségét, hogy a felnőtt csirke enterális 
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ganglionokban a ganglionléc eredetű neuronok és gliasejteken kívül egy harmadik 

sejtpopuláció is létezik. Ezek a hemopoietikus eredetű nyúlványos sejtek az enterális 

neuronokat és gliát körbefonva, a ganglionokat környezetüktől elhatároló bazális 

membránon belül helyezkednek el, és mikroglia/makrofág specifikus sejtfelszíni 

markereket expresszálnak. Ezután a felnőtt madárban tett megfigyeléseinket egér 

bélidegrendszerre is kiterjesztettük. Hasonlóan a csirkéhez CD45+, illetve CD11b+, 

CX3CR1+ immunreaktív sejtek előfordulnak az intraganglionáris térben.  A perifériás 

idegrendszer más részein, mint a spinális ganglionokban, vagy az idegrostok között 

korábban is írtak már le savas foszfatázt, F4/80, CD68, CD11b, vagy Iba-1 sejtfelszíni 

markereket kifejező makrofág-szerű sejteket (Stiller et al, 1978; Oldfors 1980; Mueller 

et al, 2001). Az enterális idegrendszer (ENS) ganglionjai viszont abban eltérnek a többi 

perifériás idegrendszeri dúctól, hogy nem vaszkularizáltak, így vérsejtek nem léphetnek 

ki közvetlenül az érpályából. Részletes immuncitokémiai vizsgálattal kimutattuk, hogy 

az intraganglionáris makrofágok csirkében CD45/MHCII/CSF1R/chB6 pozitívak (17. 

ábra), egérben pedig CX3CR1, CD45, F4/80, CD11b, és MHCII (Muller et al, 2014; 

Kulkarni et al, 2017) (19. ábra) markereket fejeznek ki. Korábbi elektronmikroszkópos 

munkák ugyan emlősökben is felvetik egy extraganglionáris eredetű nyúlványos sejt 

létezését a bélcsatorna ganglionjaiban, de eddig még azonosításuk és karakterizálásuk 

nem történt meg (Kumoro et al, 1982). Patkány ENS-ben is kimutatták, hogy MHC-II 

molekulát és makrofág markereket (pl. CD163) expresszáló sejtek vannak az enterális 

ganglionokkal szoros közelségben (Philips and Powley, 2012). Feltételezik, hogy az 

enterális neuronok és makrofágok között fennáll egy neuroimmunológia kapcsolat, 

melynek fontos szerepe lehet a gasztrointesztinális traktus motilitásának 

szabályozásában (Muller et al, 2014). A bélfal muscularis externa rétegének 

CD11b+CX3CR1+CSF1R+ makrofág populációja (muszkuláris makrofágok, MM) 

fontos szerepet játszik a mucosa asszociált limfatikus szövet (MALT) és az ENS közti 

immunológiai kommunikációban (Muller et al, 2014; Gabanyi et al, 2016). Feltételezik 

továbbá, hogy a ganglionok közelségében előforduló MHC-II+ makrofágok az 

apoptotizáló ganglionsejteket fagocitálják (Kulkarni et al, 2017). Ez a tulajdonságuk 

emlékeztet a mikrogliának az ún. „scavenger” funkciójára. Génexpressziós vizsgálatok 

alapján a központi idegrendszer mikrogliájához legközelebb az intesztinális makrofágok 

állnak (Gautiar et al, 2012; Butovsky et al, 2014). Ilyen, specifikusan a két 
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sejtpopuláció expressziós profiljához tartozó gének: a Hnmt, Mtus1, C3a1A, Dagla, 

Wrb, Fkbp9 vagy a Gab1 (Gautiar et al, 2012). A fraktalkin receptor (CX3CR1) azon 

kevés molekuláris marker közé tartozik, amelyek egyedülállóan jellemzőek az 

intesztinális makrofágokra és a mikrogliára, más szöveti makrofágok azonban nem 

expresszálják (Bain and Mowat, 2014). CSF1R ellenes antitest intraperitoneális vagy 

intratekális alkalmazásával, szelektív muszkuláris makrofág, illetve mikroglia depléció 

érhető el a bélben, valamint a központi idegrendszer területén. A bélfal területén, a 

muszkuláris rétegben előforduló makrofágok érzékenyebbek az ilyen farmakológiai 

sejt-depléciós kezelésekre (akárcsak a mikroglia), mint a mucosa-asszociált fagocitikus 

sejtek. Míg az előbbiek az anti-inflammatorikus M2 makrofág populáció tagjai, az 

utóbbiak proinflammatorikus M1 makrofágok (Gabanyi et al, 2016). Feltételezik, hogy 

embrionálisan az intesztinális makrofágok is szikhólyagi EMP-kből differenciálódnak 

emlősben, azonban születés után, mikrobiális változások hatására lecserélődnek a 

vérben keringő, csontvelői monocitákra (Bain et al, 2013; Bain and Mowat, 2014).    

A központi- és a perifériás idegrendszert, beleértve az ENS-t is, 

neuroektodermából származó neuronok és gliasejtek alkotják. Az ENS-t azonban az 

embriogenezis során az aktívan migráló ganglionléc sejtek hozzák létre (Goldstein et al, 

2013), melyek az embrionális bélfalba jutva neuronokká és gliasejtekké 

differenciálódnak (Nagy and Goldstein, 2017). A központi idegrendszerben a harmadik 

alkotóelem a mikroglia, melyet először del Rio-Hortega írt le (del Rio-Hortega, 1937), 

mint egy rendkívül nyúlványos sejttípust. Először madár embriókban mutatták ki, hogy 

szikhólyagból származó hemopoietikus progenitor sejtek kolonizálják az 

agyhólyagokat, megelőzve az intraembrionális, definitív hemopoietikus őssejteket 

(Cuadros et al, 1992; Alliot et al, 1999) és CD45+CSF1R+ mikroglia sejteket képeznek 

(Cuadros et al, 2006; Garceau et al, 2015). A mikroglia sejtek extraembrionális 

eredetének sorstérképezése emlős embriókban is igazolta, hogy azok a szikhólyag C-

Myb független eritromieloid progenitorjaiból származnak (Gomez Perdiguero et al, 

2014; Hoeffel et al, 2015) (2. ábra). A mikroglia sejtek a normál agyban és 

gerincvelőben nyugvó állapotban vannak, de a központi idegrendszer gyulladásos 

megbetegedéseiben aktiválódnak és immunológiai végrehajtó sejtekké alakulnak. 

Számos funkciójukat írták már le a fejlődő (Squarzoni et al, 2014; Frost and Schafer, 

2016) és az egészséges központi idegrendszerben, mint például a tanulás-függő 
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szinapszis formáció (Parkhurst et al, 2013), vagy a szinapszisok eliminációja (synaptic 

pruning) (Ji et al, 2013). A CX3CR1 antigén az egér (19.ábra), a chB6 a csirke 

mikroglia sejtvonal specifikus markere (18. ábra). A CSF1R-t mindkét faj mikroglia 

sejtjei expresszálják (18. ábra), (Elmore et al, 2014; Luo et al, 2017). Fontos kiemelni, 

hogy a csirkében klasszikus szöveti makrofág markereket, mint a 74.2, vagy a KUL01, 

sem a mikroglia sem, pedig az intraganglionáris makrofág populáció nem fejez ki az, 

míg a többi intesztinális makrofág expresszálja ezeket a molekulákat (22. ábra).  

 Habár a funkcionális és molekuláris interakciók a myenterikus makrofágok és 

az enterális ganglionléc sejtek között jól ismertek az emlős bélben, a két sejttípus közti 

kapcsolat morfológiai szempontból mégsem teljesen feltérképezett. Kutatásunk során 

azt a kérdést tettük fel, hogy a muszkuláris makrofágoknak az enterális ganglionokhoz 

asszociált populációja, sejtfelszíni marker expressziójuk és morfológiájuk alapján 

megfeleltethető-e  mikrogliának a madár és az emlős bélidegrendszerében?  

Összefoglalva, eredményeink azt mutatják, hogy a muszkularis makrofágokkal 

mutatott morfológiai hasonlóság mellett az intraganglionáris makrofágok mikrogliára 

emlékeztető sejtfelszíni molekulákat expresszálnak. Arra a kérdésre viszont, hogy 

vajon mikrogliához hasonló funkciót is töltenek-e be az enterális idegrendszerben még 

nem tudunk választ adni. Bár a CD45+MHCII+ hemopoietikus eredetű sejtek 

embrionális korban megjelennek a bélfal ganglionjaiban, az őket a többi intesztinális 

makrofágtól megkülönböztető chB6 expressziójuk csak a madarak immunológiai 

érését követően, a kikelés utáni 3-4. hét tájékán jelenik meg. A bélben zajló 

neuroimmunológiai interakciók részletesebb feltérképezéséhez, elengedhetetlen lesz a 

jövőben az intraganglionáris makrofágok funkciójának pontos megismerése fiziológiás 

és patológiás állapotokban egyaránt.  
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22. ábra. Intraganglionáris makrofágok az egér és csirke bélidegrendszerben. A bél lamina 

muscularis externa körkörös és longitudinális rétegének simaizomsejtjei (rózsaszín) között a plexus 

myentericus található. A neuronok (piros), enterális glia (magenta) között, és a gangliont körülvevő 

bazális membránon (fekete) belül, az intra-, illetve periganglionáris területen makrofágok (zöld) 

találhatók. Csirkében mind az intra- mind az extraganglionáris makrofágok CD45, MHCII, és CSF1R 

pozitívak, míg a chB6 sejtfelszíni molekulát csak az intraganglionáris sejtek expresszálják, a 74.2 és 

KUL-01 szöveti makrofág markereket csak az extraganglionáris sejtek fejezik ki. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 
 

1. Kimutattuk, hogy extraembrionálisan kétféle CD45+ sejt differenciálódik. A kerek 

morfológiájú CD45+ sejtek a vérszigetek lumenében, a nyúlványos sejtek az 

extraembrionális mesenchymában jelennek meg. Későbbiekben a kerek sejtek az aorta, és 

annak zsigeri ágai körül lokalizálódnak, a nyúlványos morfológiájú sejtek elszórtan az 

embrionális mesenchymában találhatók. 

2. Az irodalomban ismert intraaortikus redőkön és paraaortikus régión kívül, egy eddig 

ismeretlen vérképző területet azonosítottunk a hasi aorta páratlan zsigeri ágai körül, melyet 

„periarteriális hemopoietikus hüvelynek” neveztünk el. B-sejt specifikus immunfestések 

alapján feltételezzük, hogy ezen a helyen veszi kezdetét a csirke B-sejt prekurzorok 

differenciálódása. 

3. Új embriomanipulációs módszert dolgoztunk ki a szikhólyag tenyésztésére. Parabiózis, in 

ovo szikhólyag tenyészet és szikhólyag kiméra technikák immuncitokémiai analízissel 

történő kombinálásával igazoltuk, hogy a CD45+ nyúlványos sejtek prekurzorai a 

szikhólyagban keletkeznek és az embrióba vándorolva kolonizálják a szervkezdeményeket, 

ahol MHCII-t expresszáló dendritikus vagy „stellate” sejtekké differenciálódnak. 

4. Embrionális bursa Fabricii - szikhólyag rekombinációval és chorioallantois membrán 

tenyésztéssel bemutattuk, hogy a bursai dendritikus sejtek (BSDC-k) a szikhólyagból 

származnak. 

5. Csirke embriókkal végzett embriomanipulációs kísérletekkel igazoltuk, hogy véreredetű 

CD45+ sejtek a fejlődő enterális ganglionokat is kolonizálják, amelyek letelepedésük után 

nyúlványos sejtekké differenciálódnak és a központi idegrendszeri mikrogliához hasonló 

molekulákat expresszálnak.  

6. Kimutattuk, hogy az intraganglionáris és ganglionon kívüli nyúlványos sejtek 

immunfenotípusa eltér egymástól. A CD45, MHC-II, és CSF1R sejtfelszíni molekulák 

mindkét sejttípuson előfordulnak, míg a B-sejtekre és mikrogliára specifikus chB6 molekula 

expressziója csak az intraganglionáris sejtekre jellemző. Ezzel szemben a 74.2 és a KUL-01 

monocita eredetű szöveti makrofág markereket csak az extra-ganglionáris sejtek fejezik ki.  
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ÖSSZEFOGLALÓ 
 

Általánosan elfogadott a szikhólyagi őssejtek primitív eritropoiezisben betöltött 

szerepe, de a legújabb adatok szerint a definitív vérképzésében is részt vesznek. Munkánk 

során csirke embriók hemopoietikus sejtjeinek differenciálódását morfológiai és 

embriómanipulációs módszerekkel tanulmányoztuk. Először igazoltuk, hogy a korai 

embrióban három különböző morfológiájú CD45+ hemopoietikus sejt képződik. Az első 

CD45+ sejtek kerek és nyúlványos alakúak és a szikhólyag vérszigeteiben tűntek fel. 

Később az intraembrionális mesenchymában és a craniális neuroepitéliumban elszórtan 

számos nyúlványos, MHCII-t expresszáló sejt, valamint kisszámú, amőboid morfológiájú 

CD45+ sejt jelent meg. Az embriómanipulációs kísérletek célja az volt, hogy kiderítsük, 

milyen fejlődésbiológiai kapcsolat van a szikhólyag és az intrembrionális CD45+ 

sejtpopulációk között és, hogy származhatnak-e az intraembrionális nyúlványos sejtek a 

szikhólyagban előforduló CD45+ őssejtektől? Eredményeink alapján azt feltételeztük, 

hogy a kerek és a nyúlványos CD45+ sejtek szétválása még a vaszkularizáció előtt 

megtörténik, amire szikhólyag vérszigetek tenyésztésével és GFP transzgenikus embriók 

szikhólyag transzplantációjával próbáltunk választ adni. Az in ovo szikhólyag 

tenyészetekben nagyszámú nyúlványos CD45+ sejt differenciálódott. GFP szikhólyag 

kimérákkal igazoltuk, hogy az extraembrionálisan képződő nyúlványos CD45+ sejtek 

valamennyi embrionális szervkezdeményt kolonizálnak. GFP-szikhólyag és bursa Fabricii 

rekombinációja esetén a GFP+ sejtekből dendritikus sejtek differenciálódtak. 

Immuncitokémiai vizsgálataink során megfigyeltük, hogy a csirke bélidegrendszerének 

(ENS) ganglionjaiban egy CD45+ nyúlványos sejtpopuláció is előfordul. Az egér ENS 

ganglionjaiban is találtunk nyúlványos CD45+CX3CR1+CD11b+ sejteket. Jelenleg ilyen 

sejttípust az enterális ganglionokban nem ismer a szakirodalom. Az immuncitokémiai 

karakterizálás során kiderült, hogy az intraganglionáris, nyúlványos CD45+ sejtek CSF1R, 

chB6 és MHC-II antigént is expresszálnak, de makrofág és glia markereket nem. A chB6 

antigén a madarak B-limfocitáira és a központi idegrendszeri (CNS) mikroglia sejtekre 

specifikus sejtfelszíni molekula. A CD45+CSF1R+chB6+MHCII sejtek eredetét 

chorioallantois membrán (CAM) kiméra módszerrel tanulmányoztuk, mely azt mutatta, 

hogy CD45+ véreredetű sejtek kolonizálják a fejlődő enterális ganglionokat. Feltételezzük, 

hogy ezek a keringésből bevándorolt nyúlványos sejtek megfelelnek a CNS-re jellemző 

mikroglia sejteknek. 
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SUMMARY 
 

Embryonic tissues contain highly ramified stellate-shaped cells expressing CD45 

and MHCII antigens but their origin and immunophenotype are unknown. Using staged 

avian embryos and cell-type-specific antibodies, we establish a detailed spatiotemporal 

ontogeny of cells that express CD45, the earliest marker of hematopoietic stem cells in 

the chick. CD45 immunostaining marks three distinct embryonic cell populations: 

round, ramified and amoeboid cells. The round and ramified CD45+ cells appear first in 

yolk-sac blood islands before the onset of circulation. Amoeboid cells express 

macrophage-specific antigens and frequently occur in regions of apoptosis. Ramified 

cells are distributed uniformly in the embryonic mesenchyme, colonize lymphoid and 

non-lymphoid organs and later express MHC II. To study the origin of CD45+ cells, 2-

day-old chick embryos were ablated from the yolk sac before the establishment of 

circulation and incubated for 2–5 days. Large numbers of CD45+MHCII+ ramified cells 

differentiated in the yolk sac. Yolk-sac chimeras were generated by grafting embryos 

into GFP-expressing de-embryonated yolk sacs. GFP/CD45 co-expressing ramified and 

amoeboid cells colonized all organ primordia in the donor embryo. We also recombined 

GFP+ yolk sac with the bursa of Fabricius and found ramified GFP+CD45+ cells in the 

bursa where they differentiated into dendritic cells. Thus, CD45 cells are first present in 

the yolk sac during primitive hematopoiesis and then migrate from the extra-embryonic 

yolk sac to give rise to cells throughout all organ primordia, including dendritic cells in 

the bursa of Fabricius. Immunofluorescent staining of embryonic chick hindgut shows 

the presence of CD45+ cells in the gut mesenchyme, and within the ganglia of the 

enteric nervous system (ENS). This observation suggested the presence of a population 

of hematopoietic-derived cells within the enteric ganglia, which are thought to contain 

only neural crest-derived neurons and glia. These intraganglionic CD45+ macrophages 

are highly ramified and also express the colony stimulating factor-1 receptor (CSF1R), 

MHC II antigen, and chB6, a marker specific for B cells and microglia in avians. The 

CD45+ChB6+MHCII+CSF1R+ signature supports a hematopoietic origin and this was 

confirmed using intestinal chimeras in GFP-transgenic chick embryos. Based on the 

expression pattern and location of intraganglionic macrophages in avians and rodents, 

we conclude that they represent a novel non-neural crest-derived microglia-like cell 

population within the enteric ganglia.  
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