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AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

AcPhosph savas foszfataz

AGM aorta-gonad-mesonephros

BF bursa Fabricii

BSDC bursal secretory dendritic cell (bursai szekretoros dendritikus sejt)

CAM chorioallantois membran

CEC circulating endothelial cell (keringd endotél sejt)

CFU-S colony-forming unit — spleen (kolonia formald egység a Iépben)

CSF1R colony stimulatory factor 1 receptor (kolonia stimuldlé faktor 1
receptor)

EMP erythromyeloid progenitor (eritromieloid progenitor)

ENS enteric nervous system (enteralis idegrendszer)

FDC follicular dendritic cell (follikularis dendritikus sejt)

GFP green fluorescent protein (zolden fluoreszkald fehérje)

HH Hamburger Hamilton stadium

HSC hematopoietic stem cell (hemopoietikus 6ssejt)

IM intraganglionic macrophage (intraganglionaris makrofag)

IPSC induced pluripotent stem cell (indukalt pluripotens 8ssejt)

LAMP1 lysosome associated membrane glycoprotein 1

LCA leukocyte common antigen (k6z0s leukocita antigén)

LMMP longitudinal muscular myenteric plexus

LTRA long-term repopulating ability (hossza tavh repopulacios képesség)

mAb monoclonal antibody (monoklonalis ellenanyag)

MALT mucosa associated lymphatic tissue

MM myenterikus makrofag

PAS paraaortic splanchnopleura (paraaortikus splanchnopleura)

SPF specific pathogen free (megkiilonbozetett patogénektdl mentes)

STRA short-term repopulating ability (rovid tavh repopulacios képesség)

TDC thymic dendritic cell (timusz dendritikus sejt)

YS yolk sac (szikholyag)
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1. BEVEZETES

Az 0Ossejteknek sajatos tulajdonsaga, hogy aszimmetrikus osztodasra képesek, mely
soran egy differencialt és egy differencialatlan sejt jon Iétre. Ez az egyedi jellegzetesség
teszi Iétezésiiket elengedhetetlenné az embrionalis fejlédés, valamint a felnétt szovetek
regeneracidja és megujulasa soran. Habar az Ossejt-kutatas csak par évtizedes multra
tekint vissza, mégis minden évben 1j izgalmas eredmények keriilnek publikalasra az
Ossejtek klinikai, terdpias felhasznaldsdval kapcsolatban. Az Ossejtek terapias
alkalmazasarol szold hireket tévén, radion és online oldalakon keresztiil a témdaban
laikus emberek is nagy érdeklodéssel kovetik. Ennek ellenére még mindig varatnak
magukra az igazi attorések az olyan sulyos, emberiség szamara komoly terhet jelentd
betegségek terén, mint a malignus hematoloégiai allapotok, Alzheimer betegség,
Parkinson-kor, vagy a kozponti idegrendszeri trauma. Jelenleg szamtalan technikai és
moralis aggaly meriil fel a human eredetli embrionalis &ssejtek széleskorti klinikai
alkalmazasaval szemben, de a betegagy melldl egyre nagyobb az igény hatékony,
Ossejtekbdl inditott sejt transzplantaciok, miniatiir szervek (organoidok) bevezetésére.
Mindez az Ossejtkutatast és a mesterséges szovetépitést (tissue engineering), a medicina

kiemelt kutatasi teriiletévé fogja tenni.
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1.1 Az ossejtekrol altalaban

Az 0Ossejt sajatos tulajdonsaga, hogy mitézis kozben két eltérd leanysejtet hoz
létre: egy differencialt sejtet, ami csak bizonyos funkciok elvégzésére és csak bizonyos
szovetféleségek létrehozasara lesz képes; és egy differencialatlan leanysejtet, ami
nagyban hasonlit az anyasejtre és tovabbi asszimmetrikus osztédasokat folytatva noveli
¢és fenntartja az eredeti dssejt populaciot (Becker et al, 1963). Alapvetden két fajta Gssejt
létezik: embrionalis és feln6tt tipusi. Az embrionalis Gssejtek képesek barmilyen
embrionalis szovet létrehozasara. A felndtt Ossejtek és a belSlik differencialodott
»progenitor” sejtek feladata viszont, a folyamatosan megajuld szovetek sejtjeinek
utanpotlasa (Thompson et al, 1998). Felnétt, érett szovetekben az éssejtek meglehetdsen
ritkak, nehéz feladat felhasznalhatd mennyiséget gytjteni beldliik, bar bizonyos terapias
eljarasok, mint az autolog csontveld transzplantacid, a periférias vérbol vald Gssejt
gyijtésre éplilnek. Tobb leukémiat és limfomat is sikerrel kezelnek ma mar ezzel a
modszerrel (Wheeler et al, 1997). Az embrionalis Gssejtek nagyon jo proliferacios
kapacitassal rendelkeznek és remekiil alkalmazhatoak sejttenyészetek létrehozasahoz
(Thompson et al, 1998), viszont érett szovetekbe valo beiiltetésiik -differencialatlan
formajukban- komoly veszélyt jelenthet, példaul tumorok kifejlédését indukalhatjak
(Nussbaum et al, 2007). Az Gssejtek szabalyozott koriilmények kozott torténd, in vitro
differencialtatasa és tenyésztése viszont, szamos kisérletes és klinikai kutatas eszk6zévé
valt. Az Gssejtekbdl inditott mitkodoképes érett szovetek, vagy akar szervek tervezése és
mesterséges ,,scaffold”-okra valo felépitése (tissue engineering), a kovetkezd évtizedek
egyik legizgalmasabb, alkalmazott orvosi tudomanyteriilete lehet (Keirstead et al,
2005;Wu et al, 2007).

Az elmult évek egyik legigéretesebb felfedezése az ,,indukalt pluripotens
6ssejtek” (IPSCs). Ezek a sejtek hasonldo 6nmegujito, és differenciacios képességekkel
rendelkeznek, mint az el6bb emlitett embrionalis 6ssejtek (Takahashi and Yamanaka,
2006). Az IPSC-ket sokkal egyszeribb nagy mennyiségben eldallitani, ugyanis
differencialt szoveti sejtek kellenek hozzajuk. A megfelelé transzkripciés faktorok
aktivalasaval, in vitro visszadifferencialtathatoak, és indukalt pluripotens dssejtekké

alakithatéak. Ez a modszer nem emel annyi etikai dilemmat, mint a magzati vagy
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embrionalis eredeti human Ossejtekkel vald kisérletezés, de célzott terapias

felhasznalasukra még varni kell (Yamanaka 2012).

Ossejteket jo ideje hasznalnak mar a klinikai gyakorlatban is. Az autoldg
csontveld transzplantacio, ami gyakorlatban egy Ossejt-terapia arra alapul, hogy
Osszegylijtik a beteg sajat periférias Ossejtjeit a vérébol. Ezutan magas dozisu radio-
vagy kemoterapiaval elpusztitjdk az egész hemopoietikus rendszerét, a malignus
elemeket is. Az 0Osszegyljtott, felszaporitott, fagyasztva tarolt Ossejteket ezutan
visszajuttatjak a betegbe, ahol azok tjranépesithetik a csontvelSt és az egész vérképzo
rendszert. A hematoonkolégiai felhasznalason kiviil, az Gssejt-terapiakbol szamos mas
orvosi teriilet profitalt mar. Klinikai vizsgalatok bizonyitjak, hogy parkinsonos betegek
area striata-jaba, human embrionalis mesencephalon-szovet beiiltetése sikeres sejt-
szubsztitucios terapianak bizonyul (Lindvall 2003). A degenerativ betegségeken Kiviil
autoimmun gyulladasos korképekben is sikerrel hasznaltak mar Ossejteket, mint
sclerosis multiplex-ben, ahol hemopoietikus, mesenchymalis, és neuralis Ossejtek
képesek visszaallitani az immuntoleranciat, neuroprotektiv ¢és immunmodulacios
tulajdonsaggal rendelkeznek, valamint el tudjak érni a plakkok regeneracidjat (Meamar
et al, 2016).

1.2 Vérképzo ossejtek

A vérképzé vagy hemopoietikus Ossejtek (hematopoietic stem cells, HSCs)
olyan multipotens sejtek, amelyek képesek mind a négy vérsejtvonal (eritroid,
trombocitoid, mieloid, limfoid) populacidinak Iétrehozéasara. Filogenetikailag a
trombocitoid és eritroid sejtvonal a mieloidhoz tartozik, viszont funkcidjaban ez a két
sejtcsoport eltér a tobbi mieloid sejttdl. Amig az eritrocitak az oxigénszallitasban, a
trombocitak pedig a hemosztazisban vallalnak donté szerepet, a tobbi mieloid sejt az
immunrendszer részét képezi. A feln6tt vérképzo dssejtek emlésoknél dontd tobbségben
a csontvelében talalhatdak meg, viszont itt a magvas sejtek mindossze 0,01%-at adjak
(Morrison et al, 1995; Ambramson et al, 1977). Az els6 HSC populaciok azonositasa az
1950-es években tortént, amikor roviden azokat a sejteket nevezték vérképzo
Ossejteknek, amelyek képesek voltak a befogado (hoszt) allat hemopoietikus rendszerét

letalis dozisti besugarzas utan ujranépesiteni (Ford et al, 1956). Hasonlo kisérlet
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jelentett attorést, amikor besugarzott egérbe injektaltak csontveldi sejteket. A
feldolgozott Iépszovetben jellegzetes klonalis sejtcsoportokat azonositottak, melyek
Ossejtjeit ,,colony-forming unit”-oknak nevezték el. Ezeket a kolonia formalo
egységeket sokaig a tényleges hemopoietikus Ossejteknek hitték (Lahiri et al, 1970). Ma
mar tudjuk, hogy a CFU-S, vagy ,,colony unit forming unit in the spleen” csak rovid
tava repopulacios képességgel (short-time repopulational ability, STRA) rendelkezik
irradiacio utan. HosszGtava repopulaciés potencidlja (LTRA) csak ezen sejtek
toredékének van (Morrison et al, 1994; Spangrude et al, 1990). Igy tehat az igazi
multipotens HSC, per definitionem, azokat a mind mieloid, mind limfoid iranyba
differencialodni képes O&ssejteket jelenti, amelyek letalis dozisti besugarzas utan

hosszatavu repopulacios potenciallal rendelkeznek a csontvelGben.

A HSC-k azonositasa és karakterizalasa a monoklonalis ellenanyagok (mAb)
bevezetésével kapott nagy lendiiletet. A human HSC legalapvetobb markerét, a CD34-et
Civin, Tindel és munkatarsaik irtak le elészor, amikor malignus hematologiai betegség
miatt kemoterapidn atesett betegek vérsejtjeinek ujratelepitésére probaltak megfeleld
sejtpopulaciokat izolalni (Civin et al, 1984; Tindle et al, 1985). A CD34 egy
szialomucinok kozé tartozo, sejtfelszini glikoprotein, amely adhézios fehérjeként
mukodik sejt-sejt kozotti sejtkapcsolo  strukturakban. A HSC-n kiviil az endotél
progenitor sejteken, valamint -a nyirokerek kivételével- az érett endotél sejtek felszinén
is eléfordul. A CD34 jelenléte egy hemopoietikus sejten biztositja annak hosszu tavi
repopulacios potencialjat, viszont nem minden HSC expresszalja a CD34-et. (Ogawa et
al, 2001). A CD34 expresszioja a sejtek érése soran fokozatosan lecsokken, ezért az
érett csontvel6bol lassan eltlinik, és csak nagyon kevés sejten fejezédik ki (1:10000)
(Civin et al, 1990). A vérképzo 6ssejtek azonositasa soran a CD34 pozitivitasa mellett
fontos, hogy a HSC expresszalja a Thy-1 nevii felszini glikoproteint és a c-kit receptort,
illetve negativ legyen minden mas differenciacios 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-kinaz, CD117 néven is ismert
molekula (Yarden et al, 1987; Andre et al, 1997). A HSC-n kiviil a k6z6s mieloid és
limfoid progenitor sejt is expresszalja, bar az utobbi kisebb mennyiségben. A CD117



DOI:10.14753/SE.2019.2215

molekulat hizoésejtek felszinén, melanocitakon és a béltraktusban a Cajal-féle
interstitialis sejteken is azonositottak (Edling 2007). Funkciojat tekintve a CD117
hizdsejt/Ossejt novekedési faktor receptor ligandja ,,c-kit ligand”-ként, vagy ,,stem cell
factor’-ként ismert. A c-kit receptor szignalizaciojanak kozponti szerepe van a sejtek
tulélésben, osztodasaban és differencialodasaban. A receptor mutacidja kiilonbozo
tumorokat provokalhat (a KIT gén protoonkogén), mint a gastrointesztinalis stromalis
tumor (GIST), a melanoma, vagy az akut mieloid leukémia (AML) (Edling 2007; Jean-
Lupe Huret 2008). A klinikai gyakorlatban legismertebb aktivatora a G-CSF, vagy
granulocita kolonia-stimulalo faktor, melyet irradialt vagy kemoterapian atesett betegek
csontveld transzplantacidja utan alkalmazzak a HSC-k mobilizalasara. A Thy-1, vagy
CD90 egy GPI (glikofoszfatidilinozitol)-hoz kotott sejtfelszini fehérje, amit eredetileg
timocita-antigénként fedeztek fel (Reif et al, 1964). A Thy-1 szintén a hemopoietikus
Ossejtek egyik megbizhaté markere (Craig et al, 1993), de nem tal specifikus, ugyanis
sok mas sejtcsoporton is expresszalodik; emberben mesenchymalis dssejteken,
endotélen, simaizom sejteken, egérben az 6sszes pre- és érett T-sejten megtalalhato. A
CD45 egy membran-asszocialt protein tirozin-foszfataz receptor (PTPRC), amit k6zos
leukocita antigénnek (LCA) is hivnak (Knapp et al, 1995). A CD45 nem csupan a
differencialattan HSC-ken expresszalodik, hanem minden hemopoietikus elemen
megtalalhato, kivéve az eritroid sejtvonalat. Az embridban az 6sszes differencialodo
hemopoietikus elemet, beleértve a mononuklearis sejtvonalat (makrofag, monocita),
polimorfonuklearis granulocitakat, trombocitakat, limfocitakat és dendritikus sejteket is
jeloli. Ellentétben a CD34-gyel, nem jelol mesenchymalis &ssejteket, vagy endotél
sejteket (Kaplan et al, 1990).

Az elmult évek soran tobb kisérlet is azt igazolta, hogy a csontveldi eredetii
multipotens 6ssejtekbdl hepatocitak, primitiv. mesenchymalis sejtek, izomsejtek,
idegsejtek és gliasejtek is kialakulhatnak. Ezek a kisérletek a multipotens dssejtek nem
vart plaszticitasat, illetve transzdifferenciacios képességét fedték fel. A fetalis maj
egyszerre lat el élettani és vérképzo funkciokat, bar mindkét funkcioért eltérd
sejtvonalakat tartanak feleldsnek. Ujabb megfigyelések szerint kapcsolat figyelhetd meg
a majsejtek és a hemopoietikus sejtvonal kozott (Alison et al, 2001; Theise et al, 2000;
Mallet et al, 2002; Koérbling et al, 2002). Mindezt figyelembe véve, Kklinikai

alkalmazasok el6tt elengedhetetlen, hogy megértsiik a kiiloboz6 6ssejtek tulajdonsagait;

-9-
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s

genetikai jellemzoirdl részletesebb képet kapjunk, pontosan megismerjiilk embrionalis

lokalizaciojukat, eredetiiket, vandorlasukat.

1.3 Vérképzés gerinces embriéban

A vérképzéssel kapcsolatos, mult szazadban tett elsé megfigyelések az egér és
csirke embrio szikholyagjanak, 1épének, majanak, timuszanak és csontveldjének
telepében irtak le vérképzé sejteket, miel6tt Ossejtek megkiilonboztetésére barmilyen
alkalmas eljaras létezett volna (Dantschakoff 1907; Minot 1912). Ezeknek a sejteknek
az ontogenetikai szarmazasaval kapcsolatban eleinte két hipotézis 1étezett: a stromalis és
az extrinsic eredet elmélete. A stromalis hipotézis alapjan a vérsejtek in situ, a
mesenchymalis Gssejtekbdl differencialodnak. Az extrinsic eredet szerint pedig a
hemopoietikus  progenitorok a szikholyag extraembrionalis mezodermajabol
vandorolnak be az embrionalis szovetekbe. A 60-as évek kozepén sikeriilt el6szor
bebizonyitani az extrinsic hipotézist és bemutatni a hemopoietikus progenitorok
extraembrionalis eredetét (Moore and Owen, 1965; Moore and Owen 1967). A kisérlet
soran két csirke embrio kozott parabiozist hoztak 1étre, majd eltér6é ivari
kromoszomajuk (ZW/ZZ) alapjan azonositottdk a masik parabiontbol szarmazo
vérsejteket. Nem sokkal késébb egérben is bizonyitottnak tiint, hogy a vérképzo sejtek
extraembrionalis forrasbol szarmaznak (Moore and Metcalf, 1970), igy sokaig az
maradt a meghatarozo felfogas, hogy a szikhélyag az egyetlen forrasa a vérképzo
rendszer 6sszes sejtjének. A szikholyag vérszigeteinek morfologiai elemzése még a
szazad elsé felében megmutatta, mekkora hasonlésag van az els6 hemopoietikus- és
endotél- progenitorsejtek kozott (Sabin 1920), ami a vaszkularis és vérképzo rendszer
kozos ,,0s-sejtjének”, a hemangioblaszt-elméletnek a megfogalmazasahoz vezetett
(Murray 1932).

1975-ben azonban Dieterlen — Liévre és kutatocsoportja paradigma-dontd
kutatast kozolt, amelyben csirke-fiirj kimérakkal vizsgaltdk a hemopoietikus sejtek
embrionalis eredetét és bebizonyitottak, hogy a szikholyagbol szarmazé HSC populacio

csak rovid ideig van jelen az embridban, mert a ,,definitiv”’, késébb a csontvel6t is
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benépesité vérsejt-progenitorok intraembrionalisan keletkeznek az aorta ventralis
falaban (Dieterlen-Lievre 1975; Dieterlen-Lievre and Martin, 1981). A madarban elért
els6 eredmények utan mas fajokban is sikeriilt bebizonyitani a definitiv HSC
intraembrionalis eredetét, mint afrikai karmosbékaban (xenpus laevis) (Kau and Turpen,
1983; Maeno et al, 1985), és egérben is. Emldsokben az aorta ventralis fala helyett az
aorta-gonad-mesonephros (AGM) régio az elsé definitiv, embrion beliill megtalalhato
vérképzé lokusz (Medvinsky et al, 1993; Godin et al, 1993). Egérben az AGM régio
megjelenése a 9. embrionalis napra tehetd, az utana egy nappal késébb megjelend, aorta
dorsalis koriili mesenchyma-tomdoriilést paraaortikus splanchnopleuranak (PAS) hivjak.
Ezen a teriileten jelennek meg a 10 és fél napos egér embridban az elsé hossza tava
repopulacios potenciallal rendelkez6 definitiv HSC-k (Cumano et al, 1996; Medvinsky
and Dzierzak, 1996). Par évvel kés6bb human embridban is leirtak az AGM régiot, és
annak hosszu tava repopulacios képességét a hepatikus vérképzés megjelenése elott
(Tavian et al, 1999). Az els6 intraembrionalis vérképzo régiok megjelenése utan az
aortaban és az azt koriilvevé mezodermaban (aortaredék, AGM, PAS), a kései, érett
vérképzés eltér az eml6s és a madar embrioban. Amig emldsben a fetalis maj veszi at a
primer hemopoietikus szerv szerepét rovidesen a definitiv HSC megjelenése utan, addig
csirkében a 1ép rovid kolonizacidja utan a 11-12. embrionalis naptol a csontveld lesz az
elsédleges vérképzo szerv (Medvinsky et al, 2011). Emlésokben a csontveld
kolonizacidja a maj hemopoietikus progenitor sejtjei altal, a magzati fejléddés végén, a

sziiletés el6tt torténik csak meg (Wolber et al, 2002).

A transzgenikus egérmodellek bevezetése ujabb 1okést adott a kiilonbozo
hemopoietikus populaciok részletesebb feltérképezésére térben és iddben, igy a korai
vérképzés az emlésokben is lassan korvonalazodni kezd. Eszerint egérben a vérképzés
elsé hullama a 7. embrionalis napon extraembrionalisan, a szikholyagbol indul és
alapveten egy tranziens eritroid populaciot hoz létre a definitiv vérképzés megjelenése
elétti embrionalis fejlodés oxigén-igényének kielégitése érdekében. Ugyanakkor egyre
tobb kutatasi eredmény igazolja, hogy az embrionalis makrofagok bizonyos
szovetekben hamarabb megjelennek, mint ahogy az elsé definitiv vérképzo helyek
(AGM, PAS) kialakulnak. Az agyholyagokban példaul, mar 8 napos egér embrioban
makrofag prekurzorokat lehet azonositani, amelyekrdl sikeriilt bebizonyitani, hogy a

mikroglia sejtek prekurzorai és ellentétben a tobbi eddig azonositott makrofaggal, nem a
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keringésbol intraembrionalisan, hanem a szikholyagbol szarmaznak. Ezek a sejtek az
aorta-kornyéki vérképzés megjelenése elott kolonizaljak az agyholyagok telepét és
mikrogliava differencialodnak (Alliot et al, 1992; Alliot et al, 1999; Ginhoux et al,
2010; Ginhoux et al, 2013) (2. abra). A masodik hullamhoz tartozd Ossejtek, a
»tranziens definitiv”’ nevet kaptak, mely soran az embrionalis fejlédés 8. napjan eritro-
mieloid prekurzorok (EMP) valnak ki a szikholyag hemogén endotéliumabol, és az
eritroid populacion kiviil, egy széles-spektrumti mieloid populaciéval kolonizaljak a
szoveteket. Ezek a sejtek még nem képesek limfoid iranyba differencialodni. Fontos
megjegyezni, hogy a masodik hullam alatt keletkezett EMP generacié6 nem képes
hossza tava repopulaciora letalisan irradialt allatokban, ezért tagjai nem nevezhetek
definitiv . HSC-nek (Frame et al, 2013). A masodik szikholyagi hemopoietikus
hullammal szinte egyidében a 8. és 9. embrionalis nap kozott megjelenik a paraaortikus
mesenchymaban az éretlen definitiv HSC, amely masfél nappal késébb (E10,5) az
AGM régioban érett, definitiv HSC-ként keriil a keringésbe. Az innen szarmazo
prekurzorok fogjak kolonizalni a magzati majat, ami a 12. naptdl kezdve az els6 szamu

vérképzoé szerv lesz (1. abra) (Godin and Cumano 2005).
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1. 4bra Primitiv és definitiv hemopoietikus hullaimok az egér embriéban (Ginhoux utdn). Az
embrionalis vérképzés emlsben harom hullamban torténik: az elsé a szikhdlyag vérszigeteibdl indul,
sejtjei Myb independensek, és nem adnak prekurzorokat a magzati majba vagy az AGM-be. A masodik
hullam a szikhélyag hemogén endotéliumabdl indul és Myb dependens eritromieloid progenitorokkal
kolonizalja a majat és az embrionalis szoveteket. A harmadik, definitiv hullim sejtjei intraembrionalisan
képzédnek az AGM-ben, majd kolonizaljak a majat és a csontvel6t. Ez a populacié adja a feln6tt
vérsejtek donté részét.

A mieloidon beliil a mononuklearis sejtvonal képviseli az elsé hullam folyaman
jelennek meg az embridban, és a CSF1R-t (kolonia-stimulalo faktor-1 receptor)
expresszaljak, a Myb transzkripcios faktort ellenben nem (Gomez-Perdiguero and
Geissman, 2013). Ezek a szikholyagi (yolk sac, YS) makrofagok lesznek a mikroglia
elddsejtei az agyban és a Langerhans sejtek prekurzorai az epidermiszben (Ginhoux and
Merad, 2010). Az embrionalis mikroglia megérzi Myb negativitasat és pozitiv a

RUNX1 transzkripcios faktorra, ami jellemz6 az elsd hullamban érkezé szikholyagi
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makrofagokra (Ginhoux et al, 2010). Egér embrioban, az embrionalis keringés
beindulasaval egy idében a harmadik, definitiv hullam altal keringésbe keriilt, (Myb+,
c-Kit+, Sca-1-) micloid progenitorok a fetalis majba jutnak, ahol monocitakka,
granulocitakka, definitiv makrofagokka differencialodnak, és benépesitik a szovetek
nagy részét. A majbol, az embrionalis fejlodés végére a HSC-k egy része a csontveldbe
vandorol, és felnétt HSC-vé differencialodik (Bertrand et al, 2005; Palis and Yoder,
2001). A koztes, masodik hullam eritromieloid prekurzorai (EMP-k) Myb+-ak, és a
beldlik differencialodo sejtek tobbsége a fetalis majba keriil, ahol monocitava,
granulocitava és definitiv szoveti makrofagga differencialodik. Feltételezik, hogy az
elsé hullamhoz hasonloan, ekkor is keletkezik egy szikholyagi makrofag populacio,
amely megmarad a korai embriéban, majd kolonizalja annak szerveit ¢s
szovetspecifikus rezidens makrofagga érik (Hoeffel and Ginhoux, 2015; Ginhoux and
Guilliams, 2015).

A mieloid sejtek mononuklearis vonalanak szovet-specifikusan differencialodo
tagjai a makrofagok. Ez a legvaltozatosabb hemopoietikus eredetli sejtcsoport, amely
fagocita funkcigjan kiviil, a velesziiletett immunitas kozponti iranyitéja. Az antigén-
prezentacioban és a gyulladas patogenezisében kulcsfontossagi szerepet jatszo
makrofag prekurzorokbol differencialodnak az elsé dendritikus sejtek is (Steinman and
Cohn, 1973). Mindezek alapjan a makrofagok embrionalis ontogenezisére jelenleg
harom kiilonbozé modell Iétezik (Hoeffel and Ginhoux, 2015; Gomez-Perdiguero et al,
2015; Sheng et al, 2015) (2. abra).

Bar a transzgenikus egérmodellek megjelenése nagyot lenditett a hemopoietikus
sejtpopulaciok ontogenezisének és vandorlasanak feltérképezésében (1-2. abra), a
tamoxifen indukcion alapulé Cre/loxP rekombinaciés rendszerek a szikholyagi
6ssejteknek nagyjabol a 30%-at képesek megjelslni (Samokhvalov et al, 2007; Ginhoux
et al, 2010; Hoeffel et al, 2015), ezért egér adatok alapjan a HSC-k intraembrionalis
differencialodasarol teljes képet nem kaphatunk.
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- 2. abra  Makrofagok ontogenezisének harom modellje egér embriéban (Ginhoux
Utdn). (A nyilak vastagsiaga az ontogenetikai iitvonal jelentségeét szemlélteti). Gomez-Perdiguero és
munkatarsai szerint (A), a 7 és fél napos egér embrioban megjelend elsé hemopoietikus hullam primitiv
makrofagjai nem telepednek le a szervekben, hanem hamar eltiinnek az embrionalis keringésbdl, és a
masodik, ,.tranziens definitiv’ hemopoietikus hullam fogja adni azokat a szikholyagi makrofagokat,
amelyek agyi mikrogliaként lesznek ismertek (vastag nyil). Az E8,5 stadiumban megjelend EMP-kbé6l
ilyenkor olyan szikhdlyagi markrofagok is differencialédnak, amelyek a kozponti idegrendszeren kiviil
mas szovetekben is megtelepednek, és ezekbdl az eritro-mieloid prekurzorokbdl szarmaznak az elsd,
magzati méjat kolonizalo hemopoietikus elemek is (vékony nyil). A 2-es (B) és a 3-as (C) modell
kozosen abban tér el az 1-estdl, hogy a mikrogliat az elsé hullam szikholyagi makrofagjaitol eredezteti,
annak kizarolagos forrasanak tekinti (vastag nyil). A Hoeffel szerinti 2-es modell és a Sheng altal
megalkotott 3-as modell a masodik hullam folyaman generalt, késéi szikholyagi makrofag populaciot
nem tartja maradandonak. Hoeffel és Sheng szerint a széveti makrofagok egy kisebb csoportja nem a
masodik, hanem az elsé hullam YS makrofagjainak leszarmazottja (vékony nyil). Ezek a modellek
alapjan, a Langerhans sejtek prekurzorai is ekkor keriilnek az epidermiszbe. A kiilonbség Hoeffel és
Sheng modelljei kozott az, hogy amig Hoeffel szerint a masodik hullim EMP-ibdl, Sheng szerint a
harmadik hullim AGM-ben keletkez6, definitiv HSC-ib8l szarmazik az érésiiket magzati majban
befejezo és differencialodo felnétt szoveti makrofagok nagy része.

1.4 Vérképzés madar embriéban

Az emlds embrioban zajlé vérképzés megismeréséhez jelentés segitséget
jelentettek a madar embrion tett megfigyelések. A madar embrio experimentalisan
konyebben manipulalhatd és jobban hozzaférhetd az emldsnél, ezért eldszor itt sikertilt
lefektetni az embrionalis vérképzés alapjait. A madar modell tobb, mint egy évszazada
all a vérképzés kutatasanak szolgalataban és tobb olyan Kisérleti technikat teremtett
meg, mint a csirke-fiirj kiméra, vagy a parabiozis, amellyel a vérképz6 Ossejtek
embrionalis sorstérképét lehetett kisérletesen igazolni. A madar embrio (kiilondsen a
csirke), azért kiemelked6 fejlédésbiologiai modell, mert konnyen hozzaférhet6 valamint
a mérete elégséges a finom és pontos manipulaciohoz (szemben az egér, vagy patkany
embridval). A tojasok konnyen beszerezhetdek, koltségkiméloen ¢és egyszeriien
tarolhatoak, laboratériumban inkubalhatoak. Az anya-allat elpusztitisara nincsen
szlikség, embridjaval valo kisérletezésére nem vonatkoznak az emlds kisérleti allatokra
érvényes szigoru szabalyok. A tojasok manipulacié utan konnyen visszazarhatoak,
tetszOleges ideig tovabb inkubalhatoak, akar ex ovo is (Dohle et al, 2009). A madar
embriok jol tirik a mikrosebészeti beavatkozasokat. A madar ontogenetikailag és
evoluciosan a legkozelebb alldé modell az emléshoz. Csirkében mara szamtalan
monoklonalis ellenanyaggal, vagy in situ hibridizacioval kimutathaté molekulat
azonositottak. Hamburger ¢és Hamilton a XX. szazad kozepén egy specialis

stadiumjeldlést vezett be (HH stadiumok), amely a megtermékenyitéstdl a kikelésig (21
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nap) hatarozza meg a csirke embrié fejlodését a morfologiai jegyek valtozasa alapjan
(Hamburger and Hamilton, 1951). A HH stadiumok kiilonosképpen a korai embrioban
jelentenek nagy segitséget, mert pontosabb kormeghatarozast tesznek lehetévé, mint az
embrionalis napok megjelolése, és egyben utalnak a fejlettségi stadiumra is szomita-

szadm vagy organogenetikus esemény alapjan.

A vérképzés kutatasa soran a kiméra technikat eldszor Dieterlen-Liévre alkalmazta
1975-ben, mellyel paradigma-valt6 felfedezést tett a definitiv HSC intraembrionalis
eredetével kapcsolatban (Dieterlen-Lievre 1975; Dieterlen-Lievre and Martin 1981).
Ezekben a kisérletekben csirke szikholyagra az intra- és extraembrionalis keringés
0sszekapcsolodasa elott fiirj embriot iltetett, majd a kimérikus embriok szoveteit
Osszehasonlitotta. A kimérak analizise soran megfigyelte, hogy 6-11 nap inkubacid utan
a fejlédo limfomieloid szervekben, (1ép és a timusz) a vérképzé sejtek fiirj, ¢s nem
csitke eredetiick (Dieterlen-Lievre 1975). Késébb eritrocitak intra-, illetve
extraembrionalis eredetének vizsgalatara és hemoglobinjainak Osszehasonlitasara is
alkalmazta ezt a technikat (Beaupain et al, 1979). Parabiozis technikat a keringésben
eléfordulo sejtek kovetésének és eredetének meghatarozasa céljabol hasznaljak a
kisérletes embriologia teriiletén. Pardanaud és Eichmann a ,keringé endotél” elmélet
megerdsitése kapcsan (madarban) alkalmaztak csirke és fiirj embrio kozott (Pardanaud
and Eichman, 2011). Az embrionalis szervekben megjelend éssejtek intrinsic (szervben
in situ megjelend), vagy extrinsic (bevandorlo) eredetérél adhatnak informaciot a
kiilonbozo  testiireg-kimérak, amelyek a bélidegrendszer neuralis prekurzorai
vandorlasanak feltérképezésére (Nagy and Goldstein, 2006), vagy a Iép ellipszoidokat
létrehozo Gssejtek azonositasahoz (Nagy et al, 2005) bizonyultak alkalmas modszernek.
A primordialis csirasejtek nyomon kovetésére, vagy a végtag bimbok fejlodésének
vizsgalatara a madar embri¢ volt az elsd, alaptéziseket eldonté experimentalis modell
(Romanoff 1960; Dubois 1969; Tickle 1995). A duclécbdl szarmazoé Gssejtek nyomon
kovetésére is el6szor madar embriot alkalmaztak, kezdetben timidin izotoppal
(Weston 1963), késébb  sokkal  hatékonyabb  csirke-fiirj  kimérakkal (Le
Douarin 1980). A transzgenikus modell-allatok megjelenésével lehetségessé valt, hogy
egy fajon beliil 1étre tudjunk hozni kimérikus graftokat. Nagy elérelépés volt az elsé
GFP-t (green fluorescent protein) expresszald transzgenikus csirke torzs, melynek

minden szomatikus setje zold fluoreszenciat mutat (McGrew et al, 2004).
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Csirke embridban 3 napos (E3) korban jelennek meg a dorzalis aorta ventralis
falaban a vérképzésért felelés hemopoietikus redék, majd E5 stadiumban figyelhetd
meg elészor a paraaortikus régio (Cormier and Dieterlen-Lievre, 1988; Dieterlen-
Lievre and Martin, 1981). Madar embrioban a paraaortikus splanchnopleurabdl
szarmazé HSC-k hosszh tavu repopulacios képességét is sikeriilt késébb demonstralni,
amikor E7 stadiumid embri6 PAS régigjabol Kkészitett graftot, letalis dozisu
besugarzason atesett, 14 napos csirke embrioba iiltettek. A fogadé embrié timuszaban,
Iépében és csontvel6jében is graft eredetii hemopoietikus elemeket talaltak, amelyek
képesek voltak hossza tavu repopulaciora (Lassila et al, 1979; Lassila et al, 1980).
Capriolinak ¢s munkatarsainak a vaszkularizacio el6tt allo fiirj allantois-bimbok csirke
embrionalis coelomaba valo betiltetését kovetden, a fogaddo embrio csontveléjében fiirj
eredeti  hemopoietikus és endotél prekurzorokat sikeriilt azonositaniuk, ezzel
bizonyitottak az allantois szerepét a vérképzésben (Caprioli et al, 1998). Hasonlo
definitiv vérképzo szerepét emlésben az allantoisnak €s a placentanak is igazoltak azota
(Corbel et al, 2007; Zeigler et al, 2006; Ottersbach és Dzierzak, 2005). A 3. abran a

vérképzés jelenlegi modellje 1athato a madar embrioban.
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- 3. abra Hemopoietikus sejtek megjelenése, és a vérképzé szervek kolonizaciéja csirke
embrioban (Nagy és Fejszak utdn). A hemopoietikus 6ssejtek az elsé és a masodik embrionalis napon a
szikholyagban képzédnek, amely csak a primitiv vérképzésben vesz részt (1). A harmadik napon mar
megjelennek a végleges vérképzo helyek (ventralis intraaortikus red6k, paraaortikus régio, allantois), ahol
a definitiv vérképzés torténik (2). A 6. embrionalis napon hemopoietikus sejtek elkezdik benépesiteni a
primer limfomieloid szerveket (3). A timusz kolonizacioja harom fazisban torténik a 7-ik, 12-ik és kikelés
elétti napokban; a bursa Fabricii-be a limfomieloid &ssejtek a 8. és a 14. embrionalis nap kozott
vandorolnak be; a csontvel6 benépesitése hemopoietikus prekurzorokkal a 10. napon indul és a kikelésig
tart (3).

Madarakban és emldsokben a CD34 és a CD45 tekinthetd pan-hemopoietikus
markernek. Bar sikertilt kimutatni a CD34 gént csirke embrionalis HSC-kben is, de
mindezidaig nincs elérheté madar-specifikus CD34 ellenes ellenanyag (Mclintyre et al,
2008). Mindezek miatt csirkében - ahogy emlésben €s emberben is - a CD45 tekinthetd
a legspecifikusabb hemopoietikus sejtfelszini markernek (Tavian et al, 2010; Kurz és
Christ, 1998; Godin and Cumano, 2005). Jelenlegi tudasunk alapjan az els6 CD45+

sejtek a 3. embrionalis napon jelennek meg a csirke embridban, az aortahoz asszocialtan
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¢és az agyholyagokban (Cuadros et al, 2006; Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al, 2000).
A 3 — 4 napos embridoban az aorta ventralis falanak endotél rétegébodl kiemelkedd
intraaortikus red6k hozzak létre az elsé CD45+ definitiv HSC-ket (4. abra). Az
intraaortikus red6k hemopoietikus természetét mas sejtfelszini markerekkel is sikertilt
igazolni, mint a CD41/61 és a CD51/61, valamint a RUNX1 ¢és CD34 gének expresszios
mintazatai is erre utalnak (McNagny et al, 1992; Lampisuo et al, 1999; Bollerot et al,
2005). A CD41/61 és CDS51/61 molekulakkal trombocita prekurzorokat ¢és
hemopoietikus progenitorokat lehet azonositani (Corbel 2002; Corbel et al, 2005).
Csirke embridban sikertilt arra is fényt deriteni, hogy az aortareddék elsé definitiv HSC-i
az aortafal endotél sejtjeibdl, a ,,hemogén endotélium”-bol differencialodnak. Ehhez a
karbocianin Dil nevii festékkel jelolt, Dil-LDL lipoprotein részecskéket injektaltak az
embriok Kkeringésébe, majd egy nap inkubacié utan azonositottak az aortaredékrol
levalo Dil-LDL-t tartalmazo definitiv HSC-ket (4. abra) (Jaffredo et al, 1998). A
karbocianin festék jelen volt tobb makrofagban és az aorta koriili mesenchyma
sejtjeinek egy részében is. Ez a tanulmany is alatamasztotta azt az elméletet, hogy a
szikholyag makrofag prekurzorokkal kolonizalja az embriot az intraembrionalis
vérképzés megjelenése elétt. A Dil-LDL partikulumokat felvették az endotél sejtek, de
az aortabol lefiiz6dé6 HSC-k is megtartottak Dil pozitivitasukat, ez pedig kisérletesen
igazolta, hogy az aorta hemogén endotéliumabol HSC-k szarmaznak, amelyek a PAS-t
népesitik be. Az endotél sejtek HSC létrehozo képességét sejttenyészeteken is
bebizonyitottak (Nishikawa et al, 1998). A PAS CD45+ sejtjeit izolalva részletes
kvantitativ tanulmany is késziilt a kiilonb6zé sejtpopulaciok megoszlasardl és génjeinek
expresszios mintazatarol. A kisérlet alapjan a PAS sejtek 50%-a KULO1+ makrofag. A
differencialodé hemopoietikus sejteket a PU-1 és MafB mellett a GATA-1 gének
expresszioja jellemzi. TLR (toll-like receptor) géneket is azonositottak, amelyeknek a
velesziiletett immunitasban és Szisztémas gyulladasos reakciok kivaltasaban van

kiemelked6 szerepe (Saynajakangas et al, 2009).
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hemogén endothelium

* VEGFR-/CD45+

HH30-35 definitiv pre-HSC-k

E6,5-8,5

CDA45+ definitiv HSC-k

paraaortikus splanchnopleura (PAS)

4. abra Intraembrionalis vérképzés csirke embriéban. Az aortared6k, a hemogén endotélium és a
paraaortikus régio megjelenése, valamint a definitiv CD45+ HSC keringésbe keriilése. Az intraaortikus
red6kbdl az Gssejtek a keringésbe, késébb a mesogastrium dorsale-be vandorolnak.

A paraaortikus régiobol szarmaznak azok a mieloid progenitorok, amelyek késébb
benépesitik a 1épet, timuszt, bursa Fabrici-t és a csontvel6t (Dieterlen-Liévre 1994,
Diéterlen Liévre 1997). A paraaortikus régio, mint vérképzo teriilet a 6. embrionalis
naptol a 8. napig van jelen az aorta koriili mesenchymaban, majd a csontvel6 és a
primer limfoid szervek kialakulasa el6tt par nappal depletalodik (Jaffredo et al, 2000).
Jelenleg nem ismert, hogy az aorta eredetli sejtek hova keriilnek, hol folytatodik
differencialodasuk, amig kezdetét veszi a primer nyirokszervek telepeinek
kolonizacidja. A PAS hemopoietikus sejtjeirdl azt is sikeriilt bebizonyitani, hogy az
aorta hemogén endotéliumabol szarmaznak (4. abra). Jaffredo és munkatarsai DiL-LDL
mellett lacZ operont tartalmazd, nem replikativ viralis vektort juttattak az embriok

keringésébe. A lacZ vektort csak par endotél sejt veszi fel és a ,riporter” gén stabilan
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tovabb expresszalodik a leszarmazott sejtekben is, igy napokon at tovabb kovethetdek a
virus vektort inkorporald sejtek. Harom nappal a transzdukcid utan, lacZ+ sejteket lehet
kimutatni a PAS teriiletén (Jaffredo et al, 2000). Emlésokkel ellentétben, a madar

embrioban a majnak nincsen kitiintetett hemopoietikus szerepe.

Nehezen elhelyezheté a definitiv, aorta-asszocialt vérképz6 helyek ¢és az
extraembrionalis szikholyag mellett az allantois, mint hemopoietikus szerv. Caprioli és
munkatarsai vaszkularizaci6 el6tti firj allantois bimbot iiltettek csirke embrionalis
coelomaba. A csirke-fiirj testlireg kiméra csontveljébol nagy mennyiségii QHI1+ fiirj
hemopoietikus és endotél sejtet sikeriilt azonositani, és a tenyésztett allantois-bimbo
érrendszerének endotél sejtjei is mind fiirj eredetlieck voltak (Caprioli et al, 1998). A
harom napos allantois RT-PCR vizsgalata folyaman kideriilt, hogy sejtjeiben erds
expressziot mutat a GATA-3 gén, amely sem a szikholyagra, sem a keringd
hemopoietikus elemekre nem jellemz6 (amelyek GATA-1-et ¢s GATA-2-6t fejeznek ki)
(Caprioli et al, 1998). Az allantois azon képessége, hogy a csontvelében hemopoietikus
és endotelialis elemeket is képes 1étrehozni, egy hemangioblaszt progenitor jelenlétét
feltételezi az embrionalis fiiggelékben (Caprioli et al, 2001). Hogy magaba az
allantoisba, honnan keriil bele a hemangioblaszt (in situ képzédik a mezodermabdl,

vagy a szikholyaghol vandorol be), még vita targya.

1.5 Extraembrionalis vérképzés és a szikholyagi HSC szerepe

Az aorta hemopoietikus szerepének felfedezéséig a szikhodlyagot tartottak a HSC
egyetlen forrasanak. Ma mar tudjuk, hogy a szikholyag primitiv HSC-inek dont6 része
eltlinik az embrionalis fejlédés végén, mégis fontos athidalo szerepe van a szovetek
passziv diffuzioval torténd taplalasa és az intraaortikus vérképzés megjelenése kozott.
Csirkében az embrionalis fejlédés 2. napjan és 3. napjanak elején (HH11-HH21) a
szikholyag primitiv eritrocitai biztositjak a gasztrulaloddo embrié oxigén-igényét az
intra- és extraembrionalis keringés 6sszekapcsolodasatol, az organogenezis kezdetéig.
Az amnion, a chorion és az allantois-on kiviil, a szikhélyag tekinthetd még
extraembrionalis szovetnek. Az amnion és a chorion az embrié somatopleurajabol

szarmazik, ¢és az extraembriondlis coeloma megynyildsdval elvalik annak
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splanchnopleuralis részétél, amibdl lesz a tulajdonképpeni szikholyag. Az amnion
kortilzarja az embriot, az extraembrionalis somatopleura maradék része lesz a chorion,
amibdl emldsokben kialakul a placenta fetalis része. Madarban a chorion 6sszendve az
allantois disztalis részével a chorioallantois membrant (CAM) alkotja, proximalis fala
pedig az amnionnal és a szikholyaggal egyesiil az embrionalis fejlédés végén (Romanoff
1960; Leeson and Leeson 1963; Adamstone 1948). Az allantois endo- és mezodermalis,
a chorion ¢és az amnion ekto- és mezodermalis, a szikholyaghoz pedig mind a 3
csiralemez hozzajarul, de az extraembriondlis coeloma megynyildsdval csak endo- ¢€s
mezodermalis szovetté¢ valik. Madarakban az extraembrionalis mezoderma sejtjei a
primitiv csik hatso részébol vandorolnak be a szikholyag ektodermalis és szikanyagban
gazdag endodermalis lemezei k6z¢é (Murray 1932). Mikozben a primitiv csik cranio-
caudalis iranyban visszafejlodik, a mezoderma sejtek patko alakban, anterior és lateral

iranyban szétteriilnek a szikholyag teriiletén (Schoenwolf et al, 1992).

5. abra Extraembrionalis membranok a 2 és 5 napos csirke embrioban (Sheng utdn). Az embriot
kozvetleniil az area pellucida veszi koriil, amely nem tartalmaz vérszigeteket (A). Az area vasculosa az
area opaca azon része, amely tartalmaz extraembriondlis mezodermat és vérszigeteket, az area
vitellindban nem zajlik vérképzés (A,B).
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A csirke embrionalis blasztodermat area pellucidara és area opaca-ra osztjuk. Az
area pellucida teriiletén helyezkedik el az embrid, de ennek a teriiletnek a lateralis szélét
inkabb extracmbrionalisnak tekintjiik. Az area opaca attol fiiggéen, hogy meddig terjed
benne a mezodermalis réteg, area vasculosdra és area vitellindra oszthat6. Az area
vitellina az area opaca-nak azon része, amely mar nem tartalmaz mezodermat. Az
extraembrionalis vérképzés teljes egészében az area vasculosaban torténik (Bellairs
1963). Az extraembrionalis mezoderma sejtek harom iranyba differencialédnak: vér,-
endotél,- és simaizom sejtekké (Shin et al, 2009). A szikholyag splanchnopleuraja mind
a harom sejtvonalat tartalmazza, a szomatikus mezodermaja viszont csak a
simaizomsejteket hozza létre (Wu et al 2001). A primitiv csikbol valo betelepiilés utan a
simaizom progenitorok valnak kiilon eldszor és a vaszkulogenezis folyaman az
extraembrionalis erek simaizom rétegét hozzak majd 1étre (Shin et al, 2009). A maradék
szikhdlyagi Ossejt hozza 1étre a vérszigeteket, amelyek endotél és hemopoietikus
iranyba differencialodnak (Nakazawa et al, 2006). A vérszigetek sejtaggregatumait
rovid ideig egy kozos progenitor, a hemangioblaszt tolti ki, de ezek a sejtek hamar
primitiv HSC-ket és angioblasztokat hoznak létre (Sabin 1920; Murray 1932; Choi et
al, 1998; Huber et al, 2004). Korabbi megfigyelések szerint az area vasculosa lateralis
részein a vérszigetek hamarabb alakulnak ki és nagyobbak lesznek, mint a medialis,
zona pellucidaval hataros teriileteken, melyekbdl inkabb csak angioblasztok képzddnek,
nem pedig extraembrionalis HSC-k (Sheng et al, 2010). HH12-13 stadiumban (46-50
ora) a vérszigetek belsejében fejlodé hemopoietikus prekurzorok elkezdik elvesziteni a
kontaktust a periférias endotél sejtekkel, majd az ekkora mar kifejlodott area vasculosa
véredényei anasztomozisokat létesitenck az embrionalis keringéssel és a szikholyag

hemopoietikus prekurzorai megkezdik az embrionalis szovetek kolonizacidjat.

A madar embrioban, ahogy az egérben is, a primitiv HSC az extraembrionalis
szikholyag vérszigeteiben jelenik meg és egy tranziens hemopoietikus populéaciot hoz
létre, dontéen eritroid és trombocitoid dominanciaval. Csirke-fiirj kiméra modellt
hasznalva, a fiirj hemopoietikus és endotél sejteket szelektiven jelold QHI
monoklonalis ellenanyaggal sikeriilt igazolni, hogy a szikholyag az eritro-trombocitoid
sejtvonalon kiviil keringé endotél sejteket (circulating endothelial cells, CEC) (LaRue et
al, 2003; Pardanaud and Eichmann 2011) és primitiv makrofagokat is l1étre tud hozni

(Cuadros et al, 1992). Az extraembrionalis vérszigetekben zajlo korai vérképzésre a
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hemoglobin expresszidja utal, ami eldszor a periférias helyzetii vérszigetekben
figyelhet6 meg HH7-8 (24-28 6ra) stadiumban (Nakazawa et al, 2006). A csirke vérben
3 alfa (pi, alphaD, alphaA) és 4 béta tipusu hemoglobin fehérje mutathato ki (rho,
betaH, betaA, epsilon) (Patel et al, 2008). A csirke embrié primitiv eritrocitaiban magas
a pi- rho- és epsilon hemoglobin koncentracidja, mig definitiv vorosvérsejtjeiben az
alphaD, alphaA és a betaA hemoglobin molekula a meghatarozd. A hemoglobin
izotipusok  vérbeli  koncentracid-eloszlasanak  stadium  szerinti  analizisével
meghatarozhato, hogy a csirke embridban a fejlédés 5. napjara veszik at a definitiv
hemoglobin fehérjék a fészerepet, és a 7. napra tlinik el teljesen a primitiv tipus (Alev et
al, 2008). A 3. embrionalis naptol kezdve, az aorta-asszocialt vérképzés megindulasa
utani els6 napokban a definitiv vérképz6 helyek nem rendelkeznek még akkora
kapacitassal, hogy biztositani tudjak az embrio teljes oxigén-igényét. Ezért sokan
feltételeznek egy “korai definitiv”’ eritropoietikus hullamot, mely a szikholyag vénas
plexusaibdl ered a 3. és 5. embrionalis nap kozott (Nagai and Sheng, 2008). Az eritroid
populacioirdl (mikroglia, Langerhans sejtek) és bizonyos esetekben endotél sejtekrdl is
sikerlilt mar bizonyitani extraembrionalis eredetiiket (Cuadros et al 1992; Alliot et al,
1999; La Rue et al, 2003; Pardanaud et al, 2011).

Vajon mi lesz a primitiv hemopoietikus prekurzorokkal a fejlédés késobbi
stadiumaiban, illetve feln6tt korban? Eltiinnek ezek a sejtek a szervezetbdl, vagy csak
drasztikus fenotipus valtozason esnek at és bekapcsoloédnak a definitiv vérképzéshe?
Erre a kérdésre keresték a valaszt Samokhvalov és munkatarsai, amikor egy non-invaziv
Cre/loxP rekombinacion alapuld, in vivo technikat alkalmaztak szikholyagi sejtek
nyomonkavetésére. 7,5 napos heterozigota Runx1*™ egér embriok Runx1+ szikholyagi
sejtjeirdl sikeriilt kideriteni, hogy fetalis limfoid progenitorokka és definitiv HSC-ké
differencialodtak az emlés AGM, timusz és maj kolonizalasa utan (Samokhalov et al,
2007). A szikholyagi eredetli sejtek aranya atlagosan 10 + 3-4% volt az embrionalis
fejlodés végén az emlitett limfomieloid szervekben, ¢és feltehetéen lokalis
mikrokornyezeti  hatasokra alakultak definitiv HSC-ké. Ezek szerint az
intraembrionalisan keletkezd, hosszu tava repopulacios potenciallal rendelkez6 HSC-k
egy része nem in situ differencialédik a mesenchymabol, vagy hemogén endotéliumbol,

hanem a szikholyagbol vandorol be a definitiv vérképzés beindulasa elétt.
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Lathattuk azt, hogy az extraembrionalis szoveteket, kiilonosképpen a
szikhdlyagot nem lehet csupan egy atmeneti, hamar lecsengé vérképzo teriiletnek
elfogadni. Egyre tobb kutatds derit fényt arra, hogy az innen szarmazé ‘“primitiv”’
hemopoietikus 6éssejtek is rendelkeznek azzal a képességgel, hogy “definitiv’ HSC-vé
valjanak a megfelelé mikrokornyezetbe keriilve. Bizonyos extraembrionalis HSC-k
viszont képesek arra, hogy kolonizaljak az embrionalis fejlddés korai szakaszaiban a
szoveteket és ott rezidens, nyulvanyos sejtekké differencialodjanak. Az utobbira példa a
mikroglia és a Langerhans sejtek csoportja, melyek megtelepedésiik utan perzisztalnak a
szovetekben és in situ 6nmegujulasra is képesek (Hashimoto et al, 2013; Ginhoux et al,
2015). Sok kérdés var még megvalaszolasra az embridoban letelepedd szikholyagi
Ossejtekkel kapcsolatosan. Vajon mi a kiilonbség differenciacios, és proliferacios
kapacitasaban az extraembrionalis teriiletekrél bevandorolt és masodlagosan definitiv
HSC-vé¢ alakult dssejtek, és az intraembrionalis prekurzorokbdl (mesenchyma, hemogén
endotélium) differencialodott HSC-k kozott? Vajon van-e még olyan limfomieloid
sejtvonal melynek tagjai nem intraembrionalis, hanem szikholyagi prekurzorokbol

szarmaznak és vandorolnak be a primer nyirokszervekbe?
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2. CELKITUZESEK

Madar embridkon végzett vizsgalatok mutattdk meg eldszor, hogy a magasabb rendii
gerincesekben, igy a human embridban is, a definitiv vérképzo Ossejtek a dorzalis aorta
teriiletén alakulnak ki, ¢és az itt fejlodé CD45+ progenitorok késdbb az Gsszes
vérsejtvonal 1étrehozasara képesek. Habar a vérsejtek differencialédasara szamos
molekularis bioldgiai adat all rendelkezésiinkre, a korai embridban zajlo vérképzés
fejlodésmechanizmusa csak részben ismert. Szikhdlyagi eredetli 6ssejtekbdl szarmaznak
az agy mikroglia és a bor Langerhans sejtjei és szdmos makrofag tipusu sejt szikholyagi
eredetét is feltételezik, de a szikholyag eredetii sejtek pontos embriondlis
disszeminacidja csak részben feltart. Doktori munkam els6 felében ezekre a kérdésekre
kerestem a valaszt, kiilonos figyelmet forditva arra, hogy van-e ontogenetikai kapcsolat
az intraembrionalis mesenchymaban el6fordulé nyulvanyos CD45+ sejtek és a primer
nyirokszervekben elédordulé makrofag és dendritikus sejtek kozott. Az embrionalis €s
felnott madarak, illetve egér bélidegrendszerében megfigyeltiik, hogy nyulvanyos
CD45+ sejtek a bélfal ganglionjaihoz asszocidltan, valamint a gangliont alkotd
neuronok és gliasejtek kozott is eléfordulnak. Tovabba, komparativ vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy az intraganglionaris nyulvanyos CD45+ sejtek mikrogliara jellemz6
sejtfelszini molekuldkat expresszalnak. Vajon az idegsejteken és a glian kiviil 1étezik-e
az enteralis idegrendszerben is egy mikroglidnak megfeleltethetd harmadik elem?
Doktori munkam masodik felében ennek az intraganglionarisan megjelend CD45+

sejttipusnak az immuncitokémiai tulajdonsagait és embrionalis fejlodését vizsgaltam.

A kutatasom céljai a kovetkezok voltak:

1. CD45+ sejtek azonositdsa az intra- és extraembriondlis szovetekben, immunologiai
karakterizalasuk és szoveti eloszlasuk feltérképezése a korai csirke embrioban.

2. CD45+ sejtek intraembrionalis differencidloddsdnak nyomonkdvetése.

3. Az organogenezis végén az embriondlis szovetekben fennmaradd, nytlvanyos
morfologiajt  CD45+ sejtek szarmazasanak meghatdrozasa embriondlis kiméra
technikdval. Vajon a bursa Fabricii dendritikus sejtjei szdrmazhatnak-e a nyulvanyos
CDA45+ sejtpopulaciobol?

4. A beélfal ganglion-asszocidlt CD45+ sejtjének immunologiai karakterizaldsa ¢€s
ontogenezisének tanulmanyozasa embriomanipulacidés modszerekkel.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez csirke (Gallus gallus, White Leghorn SPF, Phylaxia Sanophi,
Magyarorszag), ¢és fiirj (Coturnix coturnix japonica) embriokat, valamint izolalt
embrionalis szerveket hasznaltunk fel. A transzgenikus GFP-t (green fluorescent

protein) expresszalo és CSFIR®™

(minden CSF1-receptort kifejezé6 makrofag zold
fluoreszenciat mutat) csirketojasokat Professzor Helen Sang és Dr. Adam Balic
jovoltabol a skociai Roslin Intézetbdl (University of Edinburgh) (McGrew et al, 2004;
Balic et al, 2014) kaptuk. A madartojasokat laboratoriumunk keltetégépében
forgatoracson inkubaltuk 38°C hémeérsékleten, 60%-os paratartalom mellett. A pontos
fejlédési kor meghatdrozdsdra a Hamburger - Hamilton stadiumokat, illetve az
embrionalis szomitak szamat hasznaltuk (Hamburger and Hamilton, 1951). Az 6t napos
vagy annal idésebb embriok esetén napokban fejeztiik ki az embrionalis kort. A
CX3CR1°™ (minden mikroglia és intesztinalis makrofag zold fluorescens proteint
expresszal) transzgenikus egereket Prof. Allan Goldstein (Harvard Medical School)
laboratériumanak kozremikodésével szereztik be. Az allatkisérletek a Semmelweis

Egyetem Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval torténtek (engedélyszam: 779-000-2005).

3.2 A mintak szovettani feldolgozasa

Hisztologiai vizsgalatokra korai (10 napnal fiatalabb) csirke és fiirj embriokat, a
hozzajuk tartozé szikholyagot, embrionalis szerveket (1ép, bursa fabricii, sziv, bél, tiido,
maj, timusztelep), valamint 4-12 hetes vékony- és vastagbelét, illetve 8 hetes egér
vékony- és vastagbelét hasznaltuk fel. Az immuncitokémiai és immunfluoreszens
vizsgalatokhoz zselatinos fagyasztott blokk késziilt. A kisérleteinkhez sziikséges
embriokat és embrionalis szerveket sztereomikroszkop alatt, mikropreparaciora

alkalmas eszkozokkel (csipeszek, mikro-ollok, rovartiik, embridspatula) tavolitottuk el.
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3.2.1 Zselatin-szacharo6zos fagyasztott blokk készitése

A Kkivett szerveket méretiiktol fiiggéen 1-2 o6ran, vagy egy éjszakan at fixaltuk
pufferelt 4% paraformaldehidben (PFA), majd foszfattal pufferelt sooldattal (PBS)
haromszor 5 percig mostuk. A szerveket a fixalast kdvetden, egy éjszakat 15%-0s
szacharoz PBS oldataban inkubaltuk 4°C-on, majd a beagyazast megel6zéen 38°C-on, 1
oran keresztiil, 15% szacharézt (Reanal puris, M:342,30) és 7,5% zselatint (Fluka, kat.
szam: 04055) tartalmazo PBS oldatban tartottuk. Az igy impregnalt szerveket miianyag
talkédkba kiontott és 15 percig szilardulni hagyott zselatin agyakra helyeztiik. Néhany
percig ismét allni hagytuk a szerveket, hogy azok a zselatin agyhoz tapadjanak, majd
meleg zselatinnal teljesen befedtiik 6ket és 4°C-on 15 percig szilardulni hagytuk, majd
korbevagassal kialakitottuk a kivant méretii blokkokat. A zselatin blokkokat Shandon
Cryomatrix-szal (Anatomical Pathology Ind., 67690006), feliratozott kartonpapirra
rogzitettik. A blokkokat folyékony nitrogénnel -50°C-ra lehitott 2-metilbutan—
izopentanban (Sigma-Aldrich, kat. szam: M3,263-1) 1 perc alatt lefagyasztottuk, és
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3.2.2 Beagyazashoz hasznalt oldatok

Szacharéoz és zselatin tartalma PBS puffer: 15mg D-szacharézt 100ml PBS-ben

oldunk fel, majd az oldatot 4°C-on hiitdben taroljuk. A szacharozt (15m/V%) és
zselatint (7,5m/V%) tartalmazé PBS puffert pedig -20°C-on fagyasztva taroljuk. A
zselatin felolvasztasanal és beagyazas el6tti ujramelegitésénél tigyeliink arra, hogy ne
legyen tobb a puffer hémérséklete 60°C-nal, ami a késébbiekben fagyasztott blokk

készitéséhez alkalmatlanna tenné a puffert.

Pufferelt 4%-0s paraformaldehid (pH=7.,4): 700ml desztillalt vizet lombikban 60°C-

ra melegitiink fel. 40g paraformaldehidet adunk hozza és magneses keverére helyezziik.
A keletkezett csapadékot cseppenként hozzaadott 20%-0s (0,5M) NaOH-dal feloldjuk.
Az oldatot megsziirjiik, majd 250ml 0,24M PBS-t adunk hozza. Beallitjuk a pH-t, majd
az oldatot atontve 1000 ml-es méréhengerbe, desztillalt vizzel kiegészitjikk 1000ml-re és

15ml-es Falcon csovekbe szétosztva -20°C-on taroljuk.
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3.2.3 Metszetek készitése

A metszésre Shandon gyartmanyu kriotomot (kriosztat) hasznaltunk és a
zselatinos blokkokat -27°C-os, munkahémérsékleten metszettiikk. A mintakbol 11-12 um
vastag  metszeteket  készitettink a  kloronaftolos és  immunfluoreszcens
fénymikroszkopos feldolgozashoz; 20-25 pum vastag metszeteket pedig konfokalis
mikroszkopiahoz. A metszeteket poly-L-lysine-nel (Sigma, P§8920) bevont targylemezre
vettiik fel és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.3 Savanvyu foszfataz enzimhisztokémia

A savanyu foszfataz enzim savas kozegben (pH = 5,0-5,5) katalizalja a glicerin
foszfomonoészterek hidrolizisét. A reakcioban keletkezé foszforsav a jelen 1évo
o6lomsoval oldhatatlan 6lom-foszfatta, majd natriumszulfid hatasara barna o6lom
szulfidda alakul (Gomori, 1941). A PFA fixalt metszeteket 0,01 g 6lom-nitrat és 0,02 g
natrium-gliceroszulfat hozzaadasaval késziilt, 0,05 M-os acetat pufferben inkubaltuk 30
percig 38 °C-on. Desztillalt vizes mosas utan 2 percig 10 g/dl-es natriumszulfat-
oldatban 2 percig kezeltiikk, majd ismét desztillalt vizzel mostuk a metszeteket. A

makrofagok lizoszomainak magas savanyu foszfatdz tartalma barna szinreakciot valtott

ki.

3.4 Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

3.4.1 Immuncitokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat fagyasztott metszeteken végeztiik az alabbi
protokoll szerint: a metszeteket PBS-ben 10 percig rehidrataltuk szobahémérsékleten (a
zselatin kioldasa miatt, elére felmelegitett PBS-be helyeztik 5 percre, ezutan
szobahémérsékletti PBS-ben rehidrataltuk oket). Ezt kovetéen a metszetekre ramértiik a
primer ellenanyagot (50-80ul/metszet). A sziikséges ellenanyagok higitasat 1%-0s
BSA-t és Na- azidot tartalmazo PBS-ben (PBS/BSA) végeztiik. A primer ellenanyaggal

lefedett metszeteket 60 percig szobahdmérsékleten, nedves kamraban inkubaltuk, amit
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3x5 perc mosas kovetett PBS-ben. A festéseinkhez hasznalt primer ellenanyagok listajat

az 1. tablazat tartalmazza.

Szekunder ellenanyagként, biotinnal konjugalt loban termelt anti-egér 1gG-t, illetve
anti-nyal IgG-t hasznaltunk (Vector Laboratories, BA-2000; PBS-BSA-ban feloldva
1:200-as, illetve 1:100-as higitasban alkalmaztuk), amellyel tovabbi 45 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten a metszeteket. A szoveti endogén peroxidazok
aktivitasanak blokkolasara a metszeteket PBS-sel 3%-ra higitott H,O,-ba (Sigma-
Aldrich, H1009) helyeztiik 10 percre, majd ezt mosas kovette PBS-ben (3x5 perc). A
mosas utan ABC komplexet (avidin-biotin-peroxidaz komplex, Vectaststain Elite PK-
6100; Vector Laboratories) vittiink fel a metszetekre és fél orat inkubaltuk 6ket. Az
ABC oldatot a cég altal megadott higitasban készitettiik el (1:100 aranyban, PBS-ben),
PBS-be kimértiikk az avidin-, majd a biotinilalt peroxidazt tartalmazé oldat megfeleld
mennyiségét, alaposan felkevertiik, majd fél o6ra allas utan hasznaltuk fel. A kotodott
peroxidaz enzim aktivitasat 4-chloro-1-naftollal detektaltuk (Sigma; C8890). A
kloronaftolt el6zetesen kimértiikk és PBS-be vittiik (100ul 4-chloro-1-naftol torzsoldat
100ml PBS-ben oldva), amelyet sotétben magneses keverdn legalabb fél orat
kevertettiink. Felhasznalas elétt szlir6papiron atszirtiik és 300ul 3%-0s H,0,-ot adtunk
hozza. A metszeteket 4-chloro-1-naftol oldatban 30 percig sotétben inkubaltuk, és vizes
lefedéanyaggal (Poly-Aqua Polyscience Inc. Warrington PA, USA; 18606) fedtiik le
Oket.

3.4.2 Immunfluoreszcencia

A metszetek elokészitését és primer ellenanyaggal valo inkubalasat, az
immunhisztokémiai fejezetben leirtakkal azonos modon végeztiik. Ezt kovetden,
fluorokrommal konjugaltatott szekunder ellenanyagot (50-80ul/ metszet) mértiink a
metszetekre. Az inkubalast 45 percig szobahdmérsékleten, nedves kamraban végeztiik.
A fluorokrommal konjugaltatott szekunder ellenanyag inkubacidja, fényérzékenysége
miatt, fénytdl védett helyen tortént. A sejtmagok kimutatasara DAPI (4,6 diamino-2-
phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen, D1306) reagenst hasznaltunk, PBS-ben
higitva 1pg/ml aranyban. Ezt 10 percig hagytuk a metszeteken, majd 3x5 percig mostuk
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PBS-ben. A mitotikus sejteket poliklonalis nyul anti-phosphohistone 3 (PH3)

ellenanyaggal mutattuk ki. Az apoptotikus testeket aktivalt kaszpaz-3 specifikus

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

1. tablazat. Doktori munkdm soran hasznalt elsddleges ellenanyagok.

. Hoszt és Azonositott . .o EI!enanyf:\ g
Ellenanyag (klon) . . . Higitas | szarmazasa,
izotipus sejt/struktiara , .
katalogus szam
. Csirke szoveti ) ThermoFischer
4.2 Eger IgGl makrofagok 1:400 (7500975)
74.3 Egér IgG1 dendritikus sejtek ~ [1:100 | ThermoFischer
. Egér extracellularis |, . R&D Systems
Agrin (Mab5204) Kecske 1gG matrix protein 1:400 (AF550)
. , GFP-expresszalo )
Anti-GFP Nyul IgG sejtek 1:400 | Abcam
CD3 Nyul IgG T-sejtek 1:100 | DAKO
Developmental
. Sokféle ) Studies
CD44 (1D10) Eger 1gG1 hemopoietikus sejt 1:100 Hybridoma
Bank
CD45 (HISC7) EgérlgG2a | csike leukocitak  [1:200 | SEP
' Diagnostics
CD51/61 (Anti- .
IntegrinaVP 3 Egér IgGl1 ;Z.?\%?}Z?Itmd 1:100 | Milipore
(LM609)) J
chB6 (BoAl) Egér IgGl1 B-sejtek, mikroglia [1:200 Iz%%egto etal,
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. Hoszt és Azonositott g EI!enanyf;\ g
Ellenanyag (klon) .. . . Higitas | szarmazasa,
izotipus sejt/struktara . .
katalogus szam
Cleaved Caspase-3 | Nyul IgG Apoptotikus sejtek  |1:50 Cell Signaling
CSF1 receptort
CSFI1R (ROS1) Egér I1gGl expresszalo 1:400 | Bio-Rad
makrofagok
Madar trombocitak, SD,[i\é?Lmeental
GRL2 Egér 1gGl granulocitak, 1:100 .
. Hybridoma
makrofagok
Bank
HNK1 Egér IgM csirke ENCC-k 1:50 NeoMarkers
HuC/HuD (clone: . _ Invitrogen
16A11) Egér IgG2b Neuronok 1:100 (A-21271)
Developmental
- , Madar bazalis ] Studies
Laminin (31) Egér IgG1 membran 1:5 Hybridoma
Bank
Lamp-1 lizoszoma- Developmental
asszocialt membran , , , . Studies
orotein; CD107a Egér 1gG1 Madar makrofagok [1:100 Hybridoma
(Lep100) Bank
Mannéz receptor Santa Cruz
MRC1L-B (KUL- Egér IgGl Madar makrofagok [1:100 .
01) Biotechnology
i . Antigén prezentalo |, . Thermo
MHCII (21-1A6) Egér I1gGl sejtek 1:200 Scientific
Phospho-histone H3 , ot ) L
(SER10) Nyul IgG Proliferal6 sejtek 1:100 | Cell-Signaling
Tuj1 (BII-tubulin) . ) Covance
(B1195) Egér IgG2a Neuronok 1:200 (MMS-435P)
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3.4.3 “Whole-mount” immunfestés

Néhany esetben a mikroszképos vizsgalatokat nem metszeteken, hanem
béldarabok korkoros simaizom rétegének teljes szoveti festésén (whole mount technika)
végeztiik, amely tartalmazta a plexus myentericust is (LMMP preparatum). Ennek
elokészitésekor a kovetkezOképpen jartunk el: 8 hetes felnétt egerek béltraktusabol
kipreparalt ileum és colon szakaszok mucosajat és longitudinalis simaizom rétegét
eltavolitottuk, majd a megmaradt circularis simaizom réteget kiteritettiik, és 3x5 percig
PBS-ben mostuk. Ejszakai PFA fixalas utan a primer ellenanyagbo6l (humaén anti-Hu és
anti-GFP) koriilbeliil 300pl-t mértiink ra a béldarabra. Ejszakara razégépen inkubaltuk
4°C-on, masnap 4x30 percig ismételten PBS-ben mostuk. Alexa konjugalt egér anti-
human (A594) és szamar anti-kecske (A488) szekunder ellenanyaggal 1 orat inkubaltuk,

amelyet 4x5 perc PBS-ben térténé mosas kovetett.

3.5 Metszetek értékelése, fényképezése, képfeldolgozas

A metszeteket Zeiss Axiophot mikroszképpal tekintettem at, és a
hozzacsatlakoztatott Zeiss AxioCam HCR kamera segitségével digitalis képeket
készitettem kiillonb6z6 nagyitasokon. A konfokalis mikroszkopiat Zeiss LSM 710
tipustt mikroszkoppal végeztem. A képek tovabbi feldolgozasahoz, szerkesztéséhez

ImageJ és Adobe Photoshop CS 7.01 tipusu programokat hasznaltam.

3.6 Embriomentes szikhélyaq in ovo tenyésztése

Annak eldontésére, hogy osszekapcsolodott-e mar a csirke embrié intra- és
extraembrionalis  keringése, egy 50 pul-es fecskendével felszerelt Narishige
mikroinjektort hasznaltunk, amivel HH10 és HH13 (33 6ra és 50 ora) stadiumok kozotti
embriok szivesovébe 2 pl 1:10 aranyban PBS-ben higitott Pelikan tust injektaltunk. Az
in ovo szikholyag-tenyészetekhez HH10 (33 o6ra) stadiuma embridkat hasznaltunk,
ugyanis a tusfeltoltések alapjan ez a legkésdbbi stadium, amikor még nincs
anasztomozis a szikholyag és az embrio keringése kozott. Az embriopajzshol az

embriokat Moria Pascheff-Wolff Spring olloval (Fine Science Tools) tavolitottuk el és
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az embri6-ablaci6 utan maradt szikholyag lemezeit, iridotomias olloval finoman
Osszetapasztottuk. A mivelet utan a tojasokat atlatszo ragasztoszalaggal visszafedtiik és
38°C-on 2 vagy 5 napig tovabb inkubaltuk. Az inkubacio végén 10x10 mm-es
darabokat vagtunk a tenyésztett szik preparatumokbol, majd 4%-0s PFA-ba fixaltuk
Oket 2 oran at. A fixalt tenyészetek zselatinos beagyazasra, metszésre ¢és

immuncitokémiai feldolgozasra keriiltek.

3.7 Csirke — fiirj parabiozis

A csirke - fiirj parabiézis technika alkalmas arra, hogy meghatarozzuk a
keringésben 1évé CD45+ sejtek fejlodési képességét, illetve azt, hogy az embrio
mesenchymajaban talalhaté nyulvanyos CD45+ sejtek szarmazhatnak-e a keringés
vérképzo sejtjeibol (Nagy et al, 2004; Nagy et al, 2005). A kisérlet soran elészor, a 24
orat inkubalt csirketojasokbol a légholyag folotti héjon iitott apro lyukon keresztiil
fecskenddvel 8 ml albumint leszivtunk ¢€s a lefektetett tojas oldalan egy 3 cm-es ovalis
lyukat vagtunk. Ezutan a csirke embridpajzsot tigy orientaltuk, hogy az minél nagyobb
feliileten érintkezzen a fiirjtojasbol mellé ontott fiirj embridpajzzsal. A kisérlet kozben
fontos, hogy ne sériiljenek az embriok telepei. Ezutan a penicillin-sztreptomicin
tartalm PBS oldattal megcsepegtetett embriokat tartalmazo tojast  atlatszo
ragasztoszalaggal lezartuk ¢s 38°C-on inkubaltuk 6ket a laboratoriumi keltetogépben. A
12 inkubalt parabiotikus embrio-parbol 3 nap utan 7 volt életben, 5 nap utan 3, 7 nap
utan pedig 2 parabiont-par maradt meg. Ez a kisérlet végére 17%-os talélési aranyt
jelentett (6. abra A-D).
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Parabiosis modelje 4 napos parabiontok

6. abra Csirke-fiirj parabiozis technika. (A,B): 4 napos csirke-fiirj parabiontok sémas rajza és él6 képe
tojasban. (C): A 6 napos parabiotikus csirke és fiirj embriok, mar k6zos keringési rendszerrel rendelkeznek.
(D): Szovettani feldolgozas el6tt 4116 10 napos parabiontok.

3.8 Szikhélyag kiméra

A szikholyag kimérak készitésekor White Leghorn és transzgenikus GFP (green
fluorescent protein) tojasokat hasznaltunk HH10-es (33 o6ra) stadiumig. A pontos
fejlodési stadium meghatarozasat kovetéen, tungsten mikrotli hasznalataval a felszini
membrana vitellinat eltavolitottuk. Az embriopajzs kozponti teriletér6l a HH10
stadiumt GFP-csirke embriét kimetszettiik, és helyére azonos stadiumu normal csirke
embriot implantaltunk. A fogado szikholyag és a donor embrié 6sszetapadasat a szabad
szélek Pascheff-féle iridektomias olloval végzett vizszintes bevagasaval lehet
Osszekapcsolni. Az embriomanipulécié utan a tojasokat lefedtiik (n=32) és tovabbi 72
oran 4t inkubaltuk, ami alatt vaszkuldris anasztomozisok létesiiltek a ,,varrat”-on
keresztiil és GFP+ szikholyag eredeti sejtek kolonizaltak az embriot. A szikholyag
kimérakat 5 napos stadiumban (n=6) fixaltuk 4%-0s PFA-ban, majd szovettani
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feldolgozasra és fluoreszens immuncitokémiara kertiltek. A 32 inkubalt kimérabol 6 élte

tul a 72 oras inkubalast, ami 19%-os kisérleti tulélést jelent.

3.9 Csirke-fiirj testiireg kiméra

Az embri¢ testirege megfelelé mikrokornyezetet jelent a graft tovabbi
tenyésztésére, és hosszu ideig (a kikelést kovetd idészakban is) lehetévé teszi annak
fejlodését. Az atiiltetés elso 1épése a donor és a fogadd embriok elokészitése. A fogado
HH21 stadiumu (3 napos) csirke embriok esetében ablakot nyitottunk a tojashéjon, majd
a héjhartya és az amnion megnyitasaval szabadda tettiik az embriot. A donor fiirj
embriot kiemeltiik a tojasbol, és az embrid ventralis részén az ektodermat megnyitottuk.
A 7-8 napos donor embriobol finom csipeszek segitségével kipreparalt béldarabokat
pipetta segitségével, a mar el6készitett fogadé embrioba helyeztiik és a sziv mogé
forditva megfeleléen orientaltuk. A transzplantaciot kovetéen a tojast atlatszo
ragasztoszalaggal lezartuk és az embriokat 14 napig inkubaltuk. A graft beépiilt a
fogado embridba a maj, a jobb oldali tiid6 és vese kozé. Osszesen 8 transzplantaciobol 6

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

3.10 Bursa fabricii- szikhélyag rekombinacio

Annak érdekében, hogy kovetni tudjuk a szikholyag eredetli CD45+ sejteket az
5. embrionalis nap utan is 9 napos bursa Fabricii-t kombinaltunk embri6 ablacion atesett
in ovo tenyésztett szikholyag fragmentumokkal. A vad tipust bursakat, GFP csirkébdl
szarmazoé szikholyag darabkakba csomagoltuk, majd a ,,szikholyag-boriték™ két szabad
szélét iridotomias olloval, az in ovo szikholyag tenyészetnél bemutatott modon,
osszetapasztottuk. Az igy keletkezett GFP szikholyag — vad tipusi bursa Fabricii
rekombinalt graftokat 9 napos, normal csirke embrié chorioallantois membranjara
(CAM) implantaltuk. A tojas héjat a légkamra folott csipesszel eltavolitottuk, a
héjhartyara pipettaval par csepp penicillin-sztreptomicin tartalmi PBS oldatot
csepegtettiink, majd oOvatosan csipesszel megkarcoltuk. Ennek hatdsara az oldat

szétterlilt a héjhartya alatt, ami igy konnyedén levalaszthatova valt. Ekkor feltarult a
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gazdagon vaszkularizalt CAM. Egy nagyobb, Y alakt ér-elagazas kivalasztasa utan,
papirtorld segitségével felszakitottuk az aprobb kapillarisokat, majd erre a teriiletre
helyeztiik a graftokat. A felesleges folyadékot felitattuk, majd atlatszé ragasztoszalaggal
lefedtiik a tojashéjon keletkezett nyilast. A graftokat (n=24) 7 napig tenyésztettiik
tovabb, majd 4% PFA-ban fixaltuk 1 6ran keresztiil. A 24 kimérabol 18 élt tal (75%). A

fixalas utan a graftokon, beagyazas utan fluoreszcens immuncitokémidt végeztiink.

3.11 Embrionalis bélszakaszok chorioallantois membran (CAM)
tenyésztése

A bélidegrendszer intraganglionaris makrofagjainak hemopoietikus eredetének

tanulmanyozasara 8 napos normal csirke kozép- és utobél szakaszokat transzplantaltunk
9 napos green fluorescent protein (GFP) csirke embriok CAM-jara a fenti modszerrel,
majd 9 napig tovabb tenyésztettiik 6ket (n=22). A CAM tenyészetek 70%-a élte tal a 9

napos inkubaciot

-38-



DOI:10.14753/SE.2019.2215

4. EREDMENYEK

4.1 CD45+ sejtek megjelenése a korai csirke embriéoban

Bar a CD45 a legspecifikusabb hemopoietikus marker, részletes expresszios
mintazata a korai csirke embriéban még nem ismert. Dolgozatom els¢ célkitiizése az
volt, hogy a masodik embrionalis naptol (E2, vérképzés kezdete) a primer
nyirokszervek megjelenéséig (E10) feltérképezziik a CD45+ sejtek megjelenését és
closzlasat, illetve  karakterizaljuk a  vérképzé  6ssejt  differencialodasat
immunhisztokémiai modszerek segitségével. A CD45+ sejtek immunfenotipizalasara
limfoid és mieloid sejtekre specifikus monoklonalis ellenanyagokat alkalmaztunk. A
CD51/61 az aortai endotél, trombocita prekurzorok és a paraaortikus régioban talalhato
HSC-k kozos markere (Corbel, 2002; Viertlboeck and Gobel 2007). A CD44-et sokfajta
HSC, makrofag és nem-hemopoietikus sejt (Corbel 2000), mig a GRL2-t mieloid
progenitorok és makrofagok expresszaljak (Thomas et al., 1993; Pardanaud and
Eichmann 2006). Az MHCII az antigén prezentalo sejtek és prekurzorai differenciacios
markere (Guillemot et al., 1984; Nagy et al., 2006a). A 74.3 csirke specifikus
dendritikus sejt marker, a sejt szekrécios granulumjait jeloli (Jeurissen et al., 1992;
Nagy et al., 2004); a Lep100 pedig a LAMP-1 lizoszémalis membran-glikoproteint teszi
lathatova makrofagokban (Lippincott-Schwartz and Fambrough 1986; Pardanaud and
Eichmann, 2006; Nagy et al., 2016a). A 74.2 ¢és a KUL-01 ellenanyagok az érett
makrofagokat jelolik (Staines et al., 2014; Jeurissen et al., 1992). A chB6 az 6sszes B-
sejtet (Igyarto et al., 2008; Nagy et al., 2016a), mig a CD3 az 6sszes T-sejtet jeloli.
Ezen feliil, hasznaltunk savas-foszfataz hisztokémiat a makrofagok elkiilonitésére
(Cuadros et al, 1992), illetve endogén peroxidaz reakciot (Nagy and Goldstein, 2006)

az eritrocitak azonositasahoz.

A szikholyag immunhisztokémiai elemzése a HH7-HH13 stadiumban (fejlédés
24. ¢és 50. oraja kozott), a vérkeringés beindulasa el6tt azt mutatja, hogy mind az
endotelialis mind a nem-endotelialis sejtek CD45 negativak az extraembrionalis
vérszigetekben (Sheng, 2010). Az els6é CD45 expressziot mutato sejtek HH13
stadiumban (50 ora) jelennek meg és két kiilonbozo fenotipust mutatnak: a kerek

s

mesenchymaban fordulnak el6 (7. abra A,B). Ebben a korai stadiumban még nem
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talalhatd6 CD45+ sejt intraembrionalisan. HH15-16 fejlodési stadiumban (56-60 oras
embrioban) a Kkeringés megindulasa utan, az embrionalis erek lumenében is
megjelennek az els6 kerek CD45+ sejtek. Megfigyeltiik, hogy HH15-t61 mind a
szikholyagi vérszigetekben, mind az embrio ereiben a CD45+ sejtek egy Kkisebb
szubpopulacioja CD51/61 trombocita markert kezd expresszalni (7. abra C), mely
megegyezik korabbi megfigyelésekkel, amelyek alapjan a primitiv szikholyagi
vérképzés is képes korai trombocitak létrehozasara (Corbel 2002). A keringésben
talalhato sejtek mellett ebben a stadiumban figyelhet6 meg eldszor intraembrionalisan
nyulvanyos CD45+ sejt, amely koncentraltan a cranialis mesenchymaban a
neuroepitélium koril fordul el6. A nyulvanyos sejtek egy része bevandorolt a
neuroepitéliumba is. Ezek a sejtek vékony, csillag alakt citoplazmaval és hossza
nyulvanyokkal rendelkeznek, hasonloan a szikholyag vérszigetei kozott megjelend elsé
CD45+ sejtekhez. A nyulvanyos CD45+ sejtek par oraval késébb (HH17 stadiumban,
64 ora) az embrid torzsi mesenchymajat is benépesitik (7. abra D), mikozben a kerek
CD45+ sejtek az dorzalis aorta ventralis falahoz tapadva az intraaortikus redéket
alakitjak ki. Ez az els6 embrion beliili vérképzo hely lesz (Dieterlen-Lievre and Martin,
1981; Jaffredo et. al, 1998). A HH19 stadiuma (3 nap) embridban az
intraembrionalisan talalhato kerek CD45+ sejtek kizarolag az erek lumenében, vagy az
intraaortikus redoket képezve fordulnak elé (7. abra E). A nytlvanyos CD45+
sejtpopulacio mintegy 12-24 oraval korabban jelenik meg, mint az aortai vérképzés, ami
arra utal, hogy az nem szarmazhat kerek sejtek prekurzoraitol. Kevesebb, mint 12 éraval
kés6ébb (HH21 stadium, 3,5 nap) az embriéban eléforduld CD45+ sejtek donto tobbsége
nyulvanyos morfologiat mutat, és egyenletesen szétszorva megtalalhato az egész

embrionalis mesenchymaban (7. abra F,G).

4.2 CD45+ sejtek megjelenése és differencialodasa a primer vérképzo-
és nyirokszervekben

Az 5 napos csirke embriéban (HH26) a novekvdé szamt nytlvanyos CD45+
sejtek szétszorodnak a gerinchur és a velocsé koriil, belépnek a felszini-, illetve a
neuralis ektodermaba (8. abra A), de megjelennek a fejlodé majban, pancreasban,
szivben, bélcsében, illetve a végtagbimbok mesenchymajaban is (8. abra B-E). A
CD45+ sejtek differencialodasanak nyomon kovetésére kettés immuncitokémiai

festéseket alkalmaztunk.
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E2 (HH13)

coelom

E3 (HH21)

7. abra. Az elsé CD45+ sejtek megjelenése a 48-84 oras (13-21 Hamburger-Hamilton [HH]
stadiuma) embriéban. (A) HH13 stadiumban a CD45+ sejtek a szikhdlyag vérszigeteiben talalhatok meg
és tobbségiik kerek morfologiat mutat (nyil). Egy kisebb szami CD45+ sejtpopulacié a szikholyag
egyre nagyobb szami CD45+ sejt van jelen az extraembrionalis keringésben, némelyik kerek CD45+ sejt
CD51/61-¢t is expresszal (B’B”). (C) HH16 (keresztmetszet az agyholyagok szintjén): szamos CD45+ sejt
talalhato a feji mezodermaban és a neuroepitéliumban (kinagyitva egy nytlvanyos sejt lathato). (D) HH17:
a nyulvanyos sejtek megtalalhatok a mesenchyméban. (E) HH19 stadiumban az intraaortikus régiot
lekerekitett CD45+ sejtek aggregatumai képezi. (F) HH21: CD45+ sejtek az intraembrionalis szerveket is
benépesitik. (G) Konfokalis mikroszkopos felvétel egy nyulvanyos CD45+ sejtr6l. hg: utobél; not:
gerinchur; nt: vel6cs6
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MHCII immunhisztokémia a notochord és aorta koriili mesenchymaban tobb pozitiv
sejtet mutatott ki, amelyek hasonld6 morfologiaval rendelkeztek, mint a CD45+
nyulvanyos sejtek a tobbi szervkezdeményben (8. abra F,G). A kettds fluoreszens festés
tobb sejten is a CD45/MHCII koexpresszigjat mutatta (9+8,9%) (8. abra H). GRL2
monoklonalis antitesttel torténd festés egy csoport amdboid karakterti sejtet azonositott
a végtag bimboban és az aorta koriili mesenchymaban (8. abra 1,J). A makrofag-

SN

mas makrofag markerekkel (74.2, vagy a KULO1) nem jel6lédtek.

A CDA45/Lepl00 kettés immunfluoreszens jelélés a lizoszoma-marker
kolokalizacigjat mutatta az amdboid CD45+ sejtekben (8. 4abra L). A
CD45+GRL2+Lep100+ sejtek makrofag fenotipusat savas foszfataz hisztokémiaval is
bizonyitottuk (8. abra M). Ez a sejtpopulacio morfologiailag és immunolégiailag jol
elkiilonithetd a CD45+MHCII+ vagy CD45+MHCII- nytlvanyos sejtekt6l. A csirke
embrioban azok a kerek CD45+ sejtek, melyek eleinte az aortareddkben jelennek meg
HH19 stadiumban és nem keriilnek a keringésbe, az 5. és 6. embrionalis nap kozott az
aortatol ventralisan elhelyezkedd mesenchymaba Iépnek at és a kovetkezd vérképzo
helyet, a paraaortikus régiot hozzak létre (Dieterlen-Lievre and Martin, 1981; Jaffredo
et al., 1998; Jaffredo et al., 2000). CD45 immunpozitivitds a paraaortikus régio
teriiletén elészor a 6 napos csirke embrio keresztmetszetén lathato, ahol nagy szamu
kerek CD45+ sejt jelenik meg a dorzalis mezentérium teriiletén, az aortatol és a
nyel6eso6tél caudalisan, a mesonephros telepéig terjedve (9. abra A). Kettds
immunfluoreszens festésekkel kimutattuk, hogy a CD45+ sejteknek jelentds része
(49£19.6%-a) CD51/61 trombocita markert is expresszal (9. abra B,C). A CD44 marker
jellemzéen nem fejezédik ki kerek CDA45+ sejteken, viszont kolokalizal néhany
amoboid és nyalvanyos CD45+ sejten (6,4+3,2%) (9. abra D). A paraaortikus régio
nyulvanyos ¢és améboid sejtjeinek egy része MHCII-t (5.4+4.1%) és Lepl00-at
(5.2+£3%) is koexpresszal (9. abra E,F). CD3 (pan T-sejt marker) és chB6 (pan B-sejt
marker) pozitivitast a régioban nem lehetett kimutatni. Mikozben a paraaortikus régio
CD45+ sejtjeinek immunofenotipizalasat végeztiik, a mesonephros telepét6l caudalisan,
az embrionalis arteria coeliaca koriil egy teljes ,,hemopoietikus hiivelyt” fedeztiink fel,

melyet kerek CD45+ sejtek aggregatumai alkotnak (9. abra G).
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8. abra. A CD45+ hematopoetikus sejtek eloszlasa és differencialodasa az 5 napos embrigban
(HH26). (A) E5 embrié sorozatmetszetének CD45 immunfestése szamos nyulvanyos sejtet mutat minden
szervkezdeményben. A nagyitott abra az epidermiszb6l szarmazik, CD45+ nyulvanyos sejtet mutat a
felszini epitéliumban. A pontozott vonal a bazalis membrant jeloli. (B-E) Nyulvanyos CD45+ sejtek
talalhato a Iépben. (F-H) Az intraembrionalis mesenchymaban a CD45+ sejtek egy csoportja MHC I1-t is
kifejez (H, nyilhegyek). A nagyitott G jeli képen (F abran nyil mutatja) megfigyelhetd a sejtek
Sok Grl2+ sejt csoportosul az aorta koril. (J) A nagyitott kép az (I) abran bekeretezett részrél mutatja a
Grll immunreaktiv citoplazmatikus granulumokat tartalmazé améboid sejtet. (K) Lepl00 markerrel
hasonl6 sejtpopulaciot azomosithatunk. (L) CD45 és Lepl100 kett6s immunfestés igazolja a LAMP1+
lizoszomak jelenlétét az améboid megjelenésti CD45+ sejtek citoplazmajaban. (M) Savas-foszfataz festés
a szomszédos metszetr6l igazolja a makrofagok jelenlétét a mesenchymaban (nagyitott abran
megfigyelhetdk a savas-foszfataz+ sejtek). not: gerinchur
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9. abra. A CD45+ sejtek fenotipusa és megjelenése a paraaortikus teriileteken. (A) 6 napos (E6)
embrié mellkasi régidjanak metszetén késziilt CD45 monoklondlis ellenanyaggal késziilt immunfestés
szamos sejtet rajzol ki az embrionalis mesenchymaban. CD45+ sejtek nagy csoportjai talalhatok meg az
aorta alatt. A pontozott vonal a paraaortikus régiot (PA) jeldli , mely nagy szamu CD51/61 immunreaktiv
sejtet tartalmaz (B). (C,D) Parhuzamos metszeteken CD45, CD51/61 és CD44 kettds festések lathatok.
Szamos CD45+ sejt a CD51/61 markert is kifejezi, mig a CD44 festés csak néhany amdéboid és
nyulvanyos sejtet jelol. (E,F) Elszort MHC 11+ és Lepl00+ sejtek (nyilak) a paraaortikus régio
periféridjan. (G-1) 6 napos (G,H) és 8 napos (I) embridkban a CD45+ sejtek az arteria coeliaca koriil
koncentralédnak, egy jol fejlett peri-arterialis hematopoetikus hiivelyt képezve (G). (H) CD45 és
CD51/61 kett6és immunfluoreszcens festés kirajzolja az arteria coeliaca CD51/61 markereket expresszald
endotéliumat. A peri-arteridlis CD45+ sejtek nem fejezik ki a CD51/61 markereket. Kevés
CD45+CD51/61+ sejt talalhato az artéria lumenében. Szaggatott vonal jelzi az arteria coeliaca-t. (1) 8
napos embrioban (E8) jol kifejezett CD45+ peri-arterialis hematopoetikus hiively veszi korbe az arteria
coeliaca-t. PA: paraaortikus
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A gyliri-szert hemopoietikus lokusz sejtjei nem expresszaltak CD51/61 antigént,
viszont az arteria lumenében néhany kettdsen pozitiv sejt figyelheté meg (9. abra H). A
,periarterialis hemopoietikus” gytiri a 6. embrionalis napon jelenik meg és a 9.

embrionalis napig van jelen az aorta paratlan zsigeri agai koriil (9. abra I).

Az embrionalis fejlédés 8. napjara a CD45+ sejtek benépesitik az ©6sszes
embrionalis szovetet, beleértve a neuroepitéliumot is (10. abra A-C). Erésen nytlvanyos
CDA45+ sejtek az epidermiszben is feltiinnek, amelyek Langerhans sejtek elbalakjai
lehetnek (10. abra D). A vel6eso kortil el6forduld nytlvanyos CD45+ sejtek egy része
MHCII molekulat expresszal (23.5+12.6%) (10. abra E), viszont negativ a Lepl100
Klasszikus makrofag markerre. Ebben a stadiumban az utobb emlitett amoéboid alaka
fagocita sejtek féleg az aorta koriili mesenchymaban, a bélfalban és a végtagok
interdigitalis régioiban figyelhetéek meg (10. abra F-1,K). Az améboid sejteket savas-
foszfataz enzim aktivitas jellemzi (10. abra H). A CD45/Lepl100 kettés jeloléssel jol
latszanak a LAMP1 molekulat kifejezé lizoszomak a sejtek citoplazmajaban (10. abra
). A végtaghimbé teriiletén két eltér6 CD45+ sejtpopulacié kiilonithetd el: a
nyulvanyos CD45+ sejtek egyenletesen szétszorodva helyezkednek el a végtag
mesenchymaban, mig az amoéboid CD45+Lep100+ makrofagok jellemzden a fejlodé
ujjak kozotti interdigitalis régiokban 6sszpontosulnak (10. abra J), ahol kozeli
kapcsolatban allnak az apoptoézison ates6 szovetek kaszpaz-3 (casp-3) expresszidjaval
(10. abra K,L).

A 8. és 10. embrionalis nap kozott a nytlvanyos CD45+ sejtek szama
folyamatosan novekszik. Ebben az id6szakban, a megjelend limfomieloid szervek (Iép,
timusz, bursa Fabricii) is kolonizalodnak CD45+ sejtekkel. A korai embrioban a 1ép
vérképzo szervként mikodik, granulocitakat és eritrocitakat is képez (Yassine et al.,
1989). A 1épkezdemény a duodenumtol és a pancreasteleptél dorzalisan jelenik meg a 4
napos csirke embrioban, és elszorva CD45+ sejteket tartalmaz (8. abra B). A 10.
embrionalis napra mar nagy mennyiségii CD45+ sejt kolonizalja a Iép mesenchymajat
(11 abra A). Néhany kerek CD45+ sejt B-sejt specifikus chB6 antigént expresszal (11.
abra B,C). B sejtek a truncus coeliacus koriili kotészovetben is eléfordulnak (11. abra B
nyilak). B sejtek mellett CD51/61+ trombocitak (10. abra C) és nyalvanyos MHCII+
sejtek is megfigyelheték (11. abra D) a 10 napos csirke Iépben.
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10. abra. CD45+ sejtek azonositisa és karakterizalasa 8 napos embrioban (E8). (A) 8 napos embrid
(HH34) keresztmetszetein a CD45 immunfestés szamos nyulvanyos sejtet kirajzol az embrionalis
mesenchymaban. (B) A vel6csé CD45 és Tujl kettds festése CD45+ nyulvanyos sejtek (nyilak) jelenlétét
mutatja a Tujl+ neuroepitéliumban. (C) A CD45+ sejtek fejlett nyulvanyait konfokalis mikroszkopos
felvételeken azonosithatjuk. (D) Egy kiilonallé nyalvanyos CD45+ sejt figyelhetd meg az embri6 felszini
epitéliumaban (pontozott vonal jeloli az bazalis membrant). (E) MHC Il-t expresszald, nytlvanyos
morfologiaval bird sejtek a gerinchur (not) mellett csoportosulnak. Grl2+ (F) és Lep100+ (G) am6boid sejtek
elszortan az egész embrioban megtalalhatoak. Ezek a Lepl00+ sejtek a savas-foszfatazt (H) és a CD45
markert (1) egyarant expresszaljak. (J) A végtaghimboé interdigitalis régidjaban améboid alaktt CD45+ sejtek
halmozodasa figyelheté meg, mikdzben nyllvanyos sejtek elszortan helyezkednek el a végtagbimbo
mesenchymajaban. A kinagyitott képek amdboid és nydlvanyos CD45+ sejteket mutatnak. (K) A
végtaghimbo Lepl00 immunfestése améboid sejteket rajzol ki az interdigitalis régioban, amelyek jelentOs
kaszpaz-3 immunreaktivitast is mutatnak (L). not: gerinchir; oe: nyel6cs6
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11. abra. CD45+ sejtek differencialodasa a limfomieloid szervekben. (A-D) 10 napos csirke embrié
(E10) Iépének immunfestéses analizise monoklonalis CD45 ellenanyaggal (A), chB6 markerrel, mely a
B-sejteket (B,C), CD51/61 markerrel, ami a trombocitakat jeloli (D). Az E képen az MHC I1l+ sejtek
lathatoak. A lépkezdemény nagyszamu CD45+ hematopoetikus sejtet tartalmaz (A), melyek koziil néhany
chB6 markert is kifejez (C). (F-H) 10 napos embriéo immunfestése kirajzolja a timusz kezdeményét a
Tujl+ nervus vagus és a MEP21+ arteria carotis communis mellett (F). CD45+ sejtek bevandorolnak a
timusz laminin immunfestéssel kirajzolt bazalis membranjan keresztiil (G), ahol CD3+ T-sejtekké és
nyalvanyos MHC II+ sejtekké differencialodnak (H). CD45+ hematopoetikus Gssejtek 10 napos embrid
bursa Fabricii epitelio-mesenchymalis kezdeményében (I, nyilak). Kerek chB6+ (J) és Grl2+ sejtek (K),
illetve MHC 1I+ sejtek (L) egyarant megtalalhatok a bursa mesenchymajaban. A nagyitott képek a
CD45+chB6+ B-sejt prekurzorokat, CD45+Grl2+ granulocitakat és CD45+MHC 11+ sejteket mutatja. ca:
arteria coeliaca
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A timusz epitelialis el6telepe az 5. embrionalis napon fejlédik Ki a pharyngealis
entodermabol és HH29 stadiuma embriéban mar CD45+ sejtek kolonizaljak. A 11.
napra kiilonallo timusz lebenyek figyelhetéek meg a vena jugularis és a nervus vagus
kozott a nyaki régioban (10. abra F), amelyeket CD45+ sejtek toltenek meg (11. abra
G). A kerek hemopoietikus sejtek CD3 T-sejt receptor antigént, a nyalvanyos sejtek
pedig MHCII molekulat fejeznek ki (11. abra H).

Madarban a B-sejt érés elsédleges szerve a bursa Fabricii (BF). A BF
kezdemény a cloaca ektodermalis részének egy epitelialis divertikulumabol fejlodik ki
¢s az 5. embrionalis napon jelenik meg csirke embrioban, ahol a farokbimbo
mesenchymaja veszi koriil (Nagy and Olah, 2010). Az els6 CD45+ sejtek a 8 napos
embridban jelennek meg elszortan a BF mesenchymajaban, és egy résziik kerek, mig
egy masik sejtcsoport nyalvanyos morfologiat mutat. A 10 napos bursaban 3 féle
CD45+ sejtpopulacio irhaté le: 1) kis szamu CD45+chB6+ kerek, B-sejt cléalak
egyenletesen szétszorodva a mesenchymaban; 2) CD45+GRL2+ amdboid granulocitak
aggregatumai koncentraltan a BF proximalis mesenchymajaban lokalizalodnak; 3)
CD45+MHCI I+ sejtek, melyek nyalvanyos morfoldgiat mutatnak és a bursa epitéliuma

alatt csoportosulnak (11. abra I-L).

4.3 CD45+ sejtek nyomon koévetése a keringésben parabiosis

technikaval

A hemopoietikus sejtek korai differencialddasanak vizsgalata utan arra kerestiik
a valaszt, hogy mi a kerek és nyulvanyos hemopoietikus sejtek egymashoz valo
viszonya? Ahhoz hogy megallapitsuk, hogy a szoéveti, nyulvanyos CD45+ sejtek
csirke — fiirj parabiézis létrehozasara volt sziikség. Ezzel a technikaval nyomon
kovethetd, ha egy keringésben lévé Ossejt Kkilép az érfalon és a masik embrid
mesenchymajaban megtelepedve differencialodik (Nagy et al, 2004; Nagy et al, 2005).
A kisérlet soran steril koriilmények kozaott, egy napos fiirj és csirke embriokat ontottiink

egy kozos csirketojasba majd 8-10 napig inkubaltuk oket.
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12. abra. Csirke-fiirj parabiozis. (A-D) A furj parabiontbol késziilt metszetek (A,B: fejmezoderma;
C,D: csontveld) CD45 immunfestése kis szamu, kerek morfologiaja, csirkébdl szarmazd sejtet mutat.
(E,F) A csirke parabiontok QH1 immuncitokémiai analizise alapjan kerek és endotél-szerti sejtek
szarmaznak a fiirj parabiont keringésébél.

Az embrionalis fejlodés 5. napjan a két embrio szikholyag - keringése anasztomozisokat

képezett, az embrioknak kozos vérkeringése lett (6. abra A-D).

A csirke parabiontbol szarmazé hemopoietikus sejteket a CD45, a fiirj eredetii
HSC-ket és endotél sejteket a QH1 marker alapjan kiilonitettiik el a fogado embriokban.
Az immunfluoreszens festésekbdl kapott eredmények alapjan a fiirj embrié szoveteiben
csak a kerek morfologiat mutato, CD45+ HSC-k fordultak eld, nytlvanyos sejteket nem
talaltunk. Néhany CD45+ elnyult, endotél szeri sejtalakot lehetett felismerni a

csontveldi erek falahoz tapadva, melyek egyértelmiien elkiiloniltek a QH1+ fiirj
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hemopoietikus és endotél sejtektol (12. abra A-D). Csirke-fiirj parabiotikus Kimérak
immuncitokémiai vizsgalata azt mutatta, hogy csak a kerek sejtek keveredtek az
embriokban, mig a nyulvanyosok a kozos keringés ellenére sem kolonizaltak
kolcsonosen a szervek mesenchymajat. Ez a kisérletes eredmény felveti annak a
lehetdségét, hogy az embriokban a kerek és nyulvanyos sejtvonal mar a keringés
megindulasa el6tt szétvalik és a kerek-sejtes forma nem prekurzora a nytlvanyosnak. A
masik parabiont partnerben is megtalaltuk a fiirj embrié keringésébol bevandorolt HSC-
ket, melyeket itt a QH1 fiirj-specifikus hemopoietikus és endotél marker jelol (12. abra
E,F).

4.4 Szikholyag eredetii nyulvanyos CD45+ sejtek kolonizaljak az

embrionalis szoveteket

Mivel jelenlegi ismereteink alapjan a szikholyagi hemopoietikus sejtek sokféle
sejtt¢ differencialodhatnak, azt a hipotézist vetettilk fel, hogy az intraembrionalis
CD45+MHCII+ nyulvanyos sejttipus a korai szikholyagban feltting, hasonlo
ora) csirke embriok ablacioja utan in ovo szikholyag tenyészeteket készitettiink. Ebben a
stadiumban az extra- és intraembrionalis keringés kozott még nem all fenn semmiféle
kapcsolat, amelyet szivcsbe torténd tus injektalasaval is igazoltunk (13. abra A). A tus-
injekciok folyaman vizualizalt embriok mikrosebészeti eltavolitasa utan (13. abra B), a
szikholyag lemezeit 6sszetapasztottuk és tovabb inkubaltuk 2 - 5 napig. Az inkubacio 3.
napjara az extraembrionalis mezoderma egész teriiletén megfigyelhetéek voltak a jol
fejlett vérszigetek és peroxidazt expresszalod eritrocita-aggregatumok (13. abra C,F). A
szikholyagokat lefixaltuk, majd szovettani feldolgozas utan foszfohiszton-H3 (phH3,
proliferacios marker) és aktivalt kaszpaz-3  (casp-3, apoptozis marker)
immunhisztokémiat végeztiink. A metszeteken szamos 0sztodo sejtalakot mutatott a
phH3 festés, mig kaszpaz-3 immunreaktivitas nem volt tapasztalhat6 (13. abra D,E). A
tenyészetek viabilitasanak vizsgalata utan CD45 immunfestést alkalmaztunk, ahol
kétféle CD45+ sejtet azonositottunk: 1) kerek CD45+ sejtek (13. abra G), melyek egy
része CD51/61 trombocita markert is expresszalt (13. abra 1) és a vérszigetek lumenén
beliil fordultak el6, 2) nyulvanyos CD45+ sejtek (13. abra H), melyekre az MHCII
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koexpresszio volt jellemz6é (13. abra J) és a vérszigetek kozotti mesenchymaban
lokalizalodtak.

Ahhoz, hogy az intraembrionalis nyulvanyos CD45+ sejtek szikholyagi eredetét
mas modszerrel is bebizonyitsuk, szikholyag-kimérakat készitettiink. Az els6
kisérletben HH10 stadiuma GFP csirke embriopajzsbol eltavolitottuk az embriot, majd
hasonl6 kori, normal embrioval helyettesitettiik (14. abra A). Kisérletiink soran
készitett 32 szikholyag-kiméra koziil funkcionald keringéssel mindossze 6 élt tal az 5.
embrionalis napig (19%), ami megegyezett a korabban publikalt tulélési arannyal
(Pardanaud et Eichmann, 2011; Cuadros et al., 1992). A feldolgozott kimérakban a
GFP-pozitiv szikholyagi sejtek teljesen kolonizaltak az embrionalis graftokat és erés
CD45 koexpressziot mutattak (14. abra B,C). A GFP+ sejtek mindeniitt megjelentek az
embrionalis mesenchymaban ¢és néhol beléptek a neuroepitéliumba is. Minden zold
GFP-vel jel616d6 sejt egyben a CD45 hemopoietikus markerre is pozitiv volt és hasonlé
eloszlasi mintazatot mutattak, mint a normal embriokban. Az MHCIlI és CD51/61
antigének elleni immunfestések azt is megmutattak, hogy mindkét molekula szamos
GFP+ sejten expresszalodik (14. abra D,E). A trombocita-specifikus CD51/61 csak a
kerek GFP+ sejtek felszinén volt jelen, mig az GFP+MHCII+ sejtek a nyulvanyos
populacié tagjai koziil keriiltek ki. GFP-vel jelolt Lep100-at expresszalé améboid sejtek
is megjelentek a kimérakban, de csupan olyan régiokban, mint a végtaghimbok vagy az
aorta alatti mesenchyma (14. abra F). Korabban mas kutatasok is utaltak makrofagok
progenitorjainak szikholyagi eredetére (Cuadros et al., 1992), ami 6sszhangban van
sajat eredményeinkkel. Az intraaortikus red6k kerek CD45+ sejtjei viszont nem
mutattak GFP-pozitivitast, mivel bizonyitottan intraembrionalis eredetick (Dieterlen-
Lievre, 1975) (14. abra G).
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13. abra. Az in ovo szikhoélyag tenyésztés lehetévé teszi a CD45+ szikhoélyagi eredetii sejtek
vizsgalatat. (A-C) Intrakardialis tus injektalas HH10 stidiumd embrioba kirajzolja az embrionalis
keringést. Fehér szaggatott vonal jelzi a szikholyag area opaca és area vasculosa teriiletének hatarat.
Vérszigeteket mar talalunk, de az embrid és a szikholyag kozott a keringés még nem alakult Ki. Fekete
szaggatott vonal jelzi a szikholyag kiils6 hatarat. Az embrio mikrosebészeti eltavolitisa utan a szikholyag
széleit mechanikusan osszezartuk (B, nyilak). 72 éraval az embrid eltavolitdsa utdn nagy vérszigetek
alakulnak ki a szikholyagban (C, nagyitott abra). (F) Endogén peroxidaz aktivitas jelzi az eritrocitikat.
(D,E) A vérszigetek metszetein foszfohiszton-H3 és kaszpaz-3 festéssel detektalhatok az 0sztodd és
apoptotikus sejtek. Szamos 0sztodé sejt figyelheté meg (D), apoptozisra utalo jelek nélkiil (E). (G) CD45
immunfestés kerek morfologiaji sejteket rajzol ki a vérszigetek iiregében. (H) Sok nyulvanyos CD45+
sejtet talalunk a szikholyag mesenchymajaban, a vérszigeteken kiviil. (I) CD51/61+ trombocitakat szintén
talalunk a vérszigetek lumenében. (J) MHC Il immunfestés hasonlé morfolégiaju sejteket rajzol ki, mint
amik a H abran lathatok.
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- 14. abra. Szikholyag eredetii sejtek hozzajarulasa a korai embriohoz. (A) HH10 stadiumu
embriot megfelelé kora GFP-s szikholyagra transzplantaltunk, miutdn a recipiens tojasban talalhatd
embriot korabban eltavolitottuk. (B) Harom nap elteltével szamos szikhdlyag eredetii GFP+, CD45
markert expresszalo sejt jelent meg az embrioban; intravaszkularisan, az embri6 mesenchymajaban,
illetve a vel6csdben (nyilak). (C) Nagyobb nagyitassal megfigyelhetd, hogy az embrié mesenchymajaban
talalhatdé CD45+GFP+ sejtek nyulvanyos morfologiat mutatnak. (D-F) Az egymast koveté metszeteken
megfigyelhet6, hogy a megnytlt, GFP+ sejtek MHC 1I-t is expresszalnak (D). A kerek, keringésben 1év6
GFP+CD51/61+ sejtek (E), illetve GFP és Lep100 markerre egyarant pozitiv améboid sejtek (F). (G)
Nagy nagyitassal megfigyelhetd a dorzalis aorta teriiletén két CD45+ sejtpopulacio, melyek egyrészt
szikholyag eredetiiek (GFP+) masrészt az embriobol szarmaznak (GFP-). (H) A szikholyagi-eredeti
CD45+ sejtek a bursa Fabricii kialakitasaban betoltott szerepének vizsgalatira GFP+ szikholyagot
rekombinaltunk 9 napos (E9) csirke bursajaval és E9 chorioallantois membranon (CAM) tenyésztettiik 7
napig. (I) A GFP+ sejtek kolonizaljak a Bursa Fabricii limfoid follikulusait. (J) A GFP+ sejtek
nyulvanyos morfologiat mutatnak, és nem expresszalnak B-sejt specifikus antigéneket. (K) A
follikulusokban mind a GFP+, mind a GFP- sejtek expresszalnak MHCII-t. (L) A csirke bursa szekrécios
dentritikus sejtjeire (BSDC) jellemzdé marker (74.3) bizonyitja, hogy a szikholyag eredetti CD45+ sejtek
BSDC sejtekké differencialodnak. A fejlédd follikulusok egyarant tartalmaznak GFP+74.3+ ¢és
74.3+GFP- (nyilhegyek) sejteket, melyek megfelelnek a GFP+, és a fogado bursabol szarmazé BSDC-
knek. Nagy nagyitasu képen megfigyelhetok a GFP+74.3+ BSDC sejtek (L, nagyitott kép). CAM:
chorioallantois membran; not: gerinchur; nt: vel6csé; Y'S: szikolyag.

4.5 A bursa Fabricii dendritikus sejtjei a szikhélyagbol szarmaznak

Az extraembrionalis eredetli, nyulvanyos CD45+ sejtek kolonizacios
potencialjanak szikholyag kimérakkal torténé vizsgalata az 5. embrionalis nap utan mar
nem volt lehetséges a kimérak alacsony tulélési aranya miatt. Ezért ahhoz, hogy a GFP
alapu sorstérképezést érettebb szovetekre, példaul kifejlodott nyirokszervekre is ki
tudjuk terjeszteni, egy alternativ technikat kellett alkalmaznunk. Ehhez HH10 (33 6ra)
stadiuma GFP+ szikhélyag fragmentumokat kombinaltunk 9 napos normal bursa
Fabricii-kel, majd tovabbi 7 napig normal csirke embriok CAM-jan tenyésztettiik ¢ket
(14. abra H). Korabbi kisérleteinkben megmutattuk, hogy a bursak CAM tenyésztés
folyaman vaszkularizalédnak és jelentds novekedésen esnek at, valamint a fogado
embrié kering6 sejtjei is megtelepednek benniik (Nagy et al, 2016b). 9 nap tenyésztés
utan jol azonosithatdé CD45+ follikulusok jottek létre a bursak parenchymajaban. A
follikulusokat donor-eredetit GFP+ sejtek kolonizaltak, és az interfollikularis teriileten
IS szamos GFP+CD45+MHCII+ sejt jelent meg. A folliculusokon beliil lokalizalodo
GFP+ sejtek nytlvanyos morfologiat mutattak és mindegyikiik CD45-6t expresszalt
(14. abra 1J). A tovabbi immuncitokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy az
intrafollicularis GFP+ nytlvanyos sejtek nem egyeznek meg a chB6+ B-sejtekkel (14.
abra J), viszont expresszaljak az MHC-II antigént (14. abra K). Mikor megnéztiik, hogy
a GFP+CD45+MHCII+ nyulvanyos sejtek pozitivak-e a csirke dendritikus sejteket

jelold 74.3 antitestre, azt tapasztaltuk, hogy az o6sszes follicularis donor-eredetii sejt
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expresszalja a 74.3-at (14. abra |). Ezen feliil azt is megallapitottuk, hogy a folliculusok
74.3 pozitiv sejtjeinek koriilbeliil a fele GFP negativ, mivel a BSDC-k prekurzorainak
egy része mar a 9. embrionalis nap el6tt bevandorolt a normal embriokbol eltavolitott
bursakba (14. abra 1). Eredményeink felvetik azt a lehetéséget, hogy a mikroglia és a
Langerhans sejteken kiviil, a primer nyirokszervekben talalhato dendritikus sejtek egy
csoportja is az embrionalis fejlédés korai stadiumaban bevandorolt szikholyagi

prekurzorokbol differencialodik, és nem pedig csontvel6i eredetti monocitakbol.

4.6 Hemopoietikus eredetii sejtek a csirke és eqgér bélidegrendszer

ganglionjaiban

A gasztrointesztinalis traktus megfeleld6 miikkddése nélkiilozhetetlen a tapanyag
transzporthoz, felszivodashoz, emésztéshez és a salakanyagok kiliritéséhez, de ezen
feliil fontos feladata a patogénekkel, allergénekkel és toxinokkal szembeni védelem,
valamint a bélrendszer allapotanak folyamatos ellendrzése és szabalyozasa. Ennek a
szigoruan szabdlyozott folyamatnak a bélidegrendszer (ENS) a f8szerepldje, mely az
autoném idegrendszer részeként a béltraktus mentén elhelyezkedd neuronok és
gliasejtek hatalmas és komplex halézata. A kozponti idegrendszer extrinsic beidegzése
képes befolyasolni a bélidegrendszer funkcidit, de ettdl fiiggetleniil a bél intrinsic
idegrendszereként maga az ENS szolgal (Furness, 2008). A CD45+ sejtek embrionalis
karakterizalasa soran arra lettiink figyelmesek, hogy egy nyulvanyos makrofag
populaci6 fordul el6 a fejlodé bélesé mesenchymajaban, kozel a bélidegrendszer plexus
myentericusanak ganglionjaihoz (Ddra et al, 2017). A 18 napos csirke embrioban
végzett immunfluoreszens festések azt mutattak, hogy ezek a nyulvanyos CD45+ sejtek
egy része a myenterikus és submucosus plexus ganglionjain beliil helyezkedik el és
megtalalhaté a madar-specifikus Remak ganglionban is (15. abra A-D). Ahhoz, hogy az
Ujonnan azonositott sejtpopulacio hemopoietikus eredetét bebizonyitsuk, 8 napos
embrionalis vastagbél szakaszokat 9 napos GFP-t expresszalo embriok CAM-jan
tenyésztettiink (15. abra E), majd 9 napos inkubacio utan szovettanilag feldolgoztunk. A
GFP+ sejtek a graftot teljes mértékben kolonizaltak, beleértve a bélfal ganglionjait és a
Remak ganglion-t IS (15. abra F-H).
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15. abra. Hemopoietikus eredetii sejtek a madar embrié enteralis ganglionjaiban. (A-D) Kikelés
elétti csirkeembriok (E18) vastagbelében nyulvanyos hematopoetikus-eredetli CD45+ sejtek a Hu+
enteralis neuronok ko6zott a Remak-ganglionban (NoR) (A) és az enteralis ganglionokban is el6fordulnak
(B,C,D). A C és D abrak nagyitott képek a B abrdn mutatott bél submucosalis és myenterikus
ganglionjarol. (E) Sematikus abra a chorioallantois membran (CAM) transzplantaciorél, ahol 8 napos
embrio (E8) vastagbél szakaszat 9 napos GFP+ fogadd embrio chorioallantois membranjara
transzplantaltuk. (F) 9 nap elteltével Hu+ enteralis neuronok submucosalis és myenterikus plexusokban
tomoriiltek. (G,H) GFP+ sejteket a Remak- (NoR) és a myenterikus ganglionokban (G, nyil). A
nyilheggyel jelzett ganglion a H abran kinagyitva lathato. (1) A ganglionba bevandorlé nytlvanyos GFP+
sejtek CD45 markert expresszalnak. mp: myenterikus plexus, NoR: Remak-ganglion, smp: submucosalis
plexus
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16. abra. Csirke-fiirj testiireg kiméra az intraganglionaris makrofagok extrinsic szarmazasat
igazolja. (A) Az intesztinalis csirke-fiirj testiireg kimérakhoz 5 napos fiirj embrid kozépbél szegmentjét
transzplantaljuk 3 napos csirke embridk testiiregébe. (B-D) 12 napos inkubacié utan a fiirj vékonybél
graftban kifejlédnek a HU+ neuronokat tartalmaz6 enteralis ganglionok és a Remak ganglion (B,C). Mind
a fali, mind a Remak ganglionokba, a fogado csirke embrié vérkeringésébél CD45+ hemopoietikus sejtek
vandorolnak be, ahol nyulvanyos morfologiat mutatnak (C,D).

Az intraganglionaris Sejtek hemopoietikus eredetiiknek megfeleléen CD45-6t
expresszaltak (15. abra ), amelyet csirke-fiirj testiireg kimérakkal is igazoltunk. Fiirj
vastagbél szakaszokat 3 napos csirke embriok testiiregébe iiltettiink és 8 napig tovabb
tenyésztettiik 6ket. A graftok szovettani feldolgozasa utan csirke specifikus CD45
antitesttel azonositottuk a fogaddé embrié sejtjeit, melyek kolonizaltak a fiirj eredetii

bélidegrendszer ganglionjait és a Remak gangliont is (16. abra A-D).

Az embrionalis kiméra Kisérletekb6l kideriil, hogy az intraganglionaris
nytlvanyos CD45+ sejtpopulacio a vérbdl szarmazik, és nem ducléc eredetii, ami
enteralis neuronokat és gliat hoz létre. A feln6tt csirke bélidegrendszerének
immuncitokémiai jellemzése soran megallapitottuk, hogy a CD45+ nyulvanyos sejtek
ugyanugy jelen vannak a ganglionokon beliil, és a CD45 sejtfelszini molekulan kiviil
(17. abra A) MHCII-t (17. 4bra B), CSF1R-t (kolonia stimulalé faktor 1 receptor) (17.
abra C) és chB6 antigént (17. abra D,E) fejeznek ki. Ez a tulajdonsag makrofag
fenotipusra utal, amiért a tovabbiakban intraganglionaris makrofagoknak (IM) hivjuk
ezeket a sejteket. Az MHCII molekula az 6sszes antigén prezentald sejt felszinén

megtalalhat6. Jelen van a makrofagokon, a dendritikus sejteken (Guillemot el al, 1984;
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Nagy et al, 2016), és a mikroglian (Hala et al, 1984). A chB6 a madar limfomieloid
szervekben eléfordulo B-sejtek markere (Igydrto et, 2008; Veromaa et al, 1988), de
kifejez6dik a tobozmirigy és a belsé fiill érzékhamjanak mikroglia sejtjein is
(O’Halloran et al, 2004; Mosenson et al, 2006; Bird et al, 2010). A chB6 egy 70 kD
tomegli homodimer transzmembran protein, egy erdsen glikolizalt extracellularis
doménnel (Tregaskes et al, 1996). A fehérje funkcioja még nem teljesen ismert, de
egyes kutatasok szerint szerepe lehet a B sejtek talélésében, apoptdzisaban és
adhézigjaban is (Funk et al, 1997; Bhattacharya et al 2017). A bél mucosa rétegének B
sejtjeivel ellentétben az intraganglionaris makrofagok nem fejeznek ki mas B-sejt
markereket, mint az EIVE-12 vagy a CD1, ami arra utal, hogy ezek a sejtek nem B

limfocitak.

» P B N
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17. abra. Az intraganglionaris hematopoetikus-eredetii sejtek makrofag fenotipust mutatnak.
(A) Felnétt, 6 hetes csirkék vékonybél szakaszanak immunfluoreszcens festése nagyszamu CD45+
nyulvanyos sejtet jelol a simaizomsejtek kozott, illetve a HNK1 antigént kifejezé bélidegrendszer
ganglionjainak belsejében (A, bekeretezve a nagyitott részlet). (B-E) MHC II+ (B), CSF1R+ (C) és
chB6+ (D,E) sejtek szintén megtalalhatok az enteralis ganglionok belsejében. (F) A széveti makrofag-
specifikus 74.2 ellenanyag a ganglionon kiviili sejteket festi, a beliil elhelyezkeddeket nem jeloli. cm:
korkoros simaizom; mp: myenterikus plexus; smp: submucosalis plexus
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A CSF1R-t a monocitak és makrofagok mellett (Garcia-Morales et al, 2014), a
mikroglia sejtek is expresszaljak (Balic et al, 2014). A CSF1R az emlésokben
azonositott myenterikus makrofagokon kiviil (Muller et al, 2014) az intraganglionaris
makrofagokon is megtalalhatdo (17. abra C). A 74.2 ismeretlen citoplazmatikus
molekulat jelol, és specifikusan a szoveti makrofagokat jeloli (Jeurissen et al, 1992;
Nagy et al, 2005). A 74.2 mas madar szoveti makrofag ellenes antitestekhez hasonléan,
mint a Lep100, vagy a KUL-01 (MRC1-mannéz receptor 1), csak a ganglionokon kiviil
talalhaté myenterikus makrofagokat jeldli, az intraganglionarisakat nem. Transzgenikus
CSF1R®™ reporter csirkék kisagyan, vékony- és vastagbelén is végeztiink komparativ
immuncitokémai  jeloléseket. A chB6 antitesttel nagyszamu CSF1R+chB6+
intraganglionaris makrofagot sikeriilt azonositani (18. abra B-D). A kozponti
idegrendszeri mikrogliahoz hasonléan erre a sejtpopulaciora is a CSF1R/chB6
antigének expresszioja mellett a nyulvanyos morfologia jellemz6 (18. abra A).

18. abra. A chB6+/CSF1R+ makrofagok eloszlasa a kozponti- és bélidegrendszerben.
(A-D) Konfokalis mikroszképos analizis 4 hetes CSFIR®™ transzgenikus csirke kisagyrol (A), vékony-
(B) és vastagbélrél késziilt metszeteken (C,D). Tujl-immunreaktivitds (piros) neuronokat (Purkinje
sejteket), a GFP (zold) expresszi6 a mikrogliat jeloli. A nagyitott kép egy szomszédos metszeten
bizonyitja, hogy a CSFIR-t kifejez6 mikroglia sejtek (z6ld) kolokalizalnak a chB6+ sejtekkel (piros).
GFP+ makrofagok (z6ld) jelen vannak a nyalkahartya és izomrétegekben a Tujl+ (piros) myenterikus
ganglionokban a vékony- (B) és vastagbélben (C) egyarant. A muszkularis makrofagok (MM) kifejezik a
GFP-t, de nem festddnek chBé6-tal (piros), mig az intraganglionaris makrofagok a GFP-re és chB6
markerre kettdsen pozitivak (D). N: enteralis neuron

-59 -



DOI:10.14753/SE.2019.2215

wholemount

GFP/  /Agrin

/

& GFP/HI
- Agrin/Dapi

19. abra. Az egér enteralis ganglionja CX3CR1+ makrofagokat tartalmaz. (A,B) CX3CR1°™ sejtek
eléfordulasa az egér vékony- (A) és vastagbelének (B) myenterikus plexusaban. (C,D) Un. wholemount
mintakon megfigyelheté a CX3CR1°™ sejtek és a myenterikus ganglion kozétti kapcsolat. (E,F) A
myenterikus ganglion metszetének konfokalis mikroszkopos felvételén Hu (piros) és agrin (lila) festéssel
periganglionaris és intraganglionaris CX3CR1°™ sejtek figyelheték meg. mp: myenterikus plexus; smp:
submucosalis plexus
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Ahhoz, hogy meghatarozzuk, Iétezik-e egy hasonlé intraganglionaris makrofag
populécio az eml8sok bélidegrendszerében is, CX3CR1°™ transzgenikus egereket
hasznaltunk, amelyekben GFP jelol minden CX3CR1 molekulat kifejezé sejtet. A
CX3CR1 a fraktalkin nevli kemokin receptora, melynek szerepét eldszor limfocitak és
Landsman et al, 2009). Legutobbi kutatasok a mikroglia sejtek felszinén is igazoltak
jelenlétét és feltételezik, hogy a molekula szignalizaciojanak kozponti szerepe van
(Paolicelli et al, 2011). A fraktalkin receptor (CX3CR1) azon kevés molekularis marker
koz¢é tartozik, amelyek egyediilalloan jellemzdek az intesztindlis makrofagokra és
mikrogliara, mas szoveti makrofagok azonban nem expresszaljak (Bain and Mowat,
2014). Vizsgalataink azt mutattdk, hogy CX3CR1+ (19. abra A,B) makrofagok
talalhatoak a vékony- ¢s vastagbél myenterikus ganglionjai  kozelségében.
“Wholemount” festésen kimutattuk, hogy a CX3CRI1+ makrofagok nyulvanyaikkal
korbefonjak a Hu+ enteralis neuronokat (19. abra C,D). Konfokalis technikaval késziilt
képen megfigyelhetd, hogy CX3CR1+ makrofagok vannak mind a ganglion kdzvetlen
kornyezetében, mind azon belil. El6fordul, hogy a makrofagok nyulvanyaikkal
atnyalnak a gangliont koriilvevd, agrin ellenes antitesttel jelolt bazalis membranon is
(19. abra E,F).
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5. MEGBESZELES

5.1 Hemopoietikus sejtek megjelenése és differencialodasa a korai
csirke embrioban

Zebrahal, csirke és egér modellallatokon végzett kisérletek igazoltdk, hogy a
gerinces embridban zajlé hematopoiesis a vérképzé Ossejteket (HSC) képezi, amelyek
intenziv proliferaci6, migraci6 ¢és differencialédas utan a gerinces szervezet vérsejtjeit
hozzak létre. Ez a folyamat anatomiailag elkiilonilt teriileteken torténik: az
extraembrionalis mezodermaban kezdédik (primitiv vérképzés), majd az aorta dorsalis-
ban, és a paraaortikus mesenchymaban, illetve a magzati majban folytatodik (definitiv
vérképzés). A HSC-k végiil a primer nyirokszerveket és a csontvel6t kolonizaljak, ahol

tovabbi HSC-k ¢és differencidlt eldalakok képzddnek.

Az ,optimalis” fejlédésbiologiai modellek kivalasztasanal az embriologusok
szamara a legfontosabb szempont mindig a konnyi hozzaférhetdség, laboratoriumi
fenntarthatosag, gyors embriondlis fejlddés, kisérletes manipulalhatosdg ¢és a
beavatkozasokkal szembeni ellenalloképesség volt. A nagyméretli csirke embrio
lehetvé tette, hogy mar a XVII. szazadban felismerjék a vérszigeteket (Harvey 1628),
de a vénak és artériak kozti kiillonbséget is eldszor itt irtak le (Malpighi 1672). Madar
embriokon végzett kutatasok bizonyitottdk a mezoderma endodermalis indukcidjat, a
Hensen csomé organizator szerepét és az embrionalis entoderma epiblaszt eredetét is
(Bellairs 1953). Az utobbi években egyre nagyobb szerepet kaptak azok a
madarembriokon végzett embriomanipulacios és sejtjelolési kisérletek, amelyekben
nyomon kovethetd egy sejttipus eredete, vandorlasa és differencialodasa. A viszonylag
nagyméreti madar embrié lehet6vé teszi a legvaltozatosabb embriomanipulacios
kisérleteket, melyekkel széleskoriien tanulmanyozhaté a sejtek eredete, illetve a koztiik
fennalld interakciok az embrionalis fejlddés folyaman. Kiilonb6zo fluoreszcens festékek
¢és dextranok (Wetts et al, 1989; Serbedzija et al, 1990; Nagy and Goldstein, 2006a;
Neudert and Redies 2008; Yvernogeau and Robin 2017), sejtvonal specifikus
monoklonalis ellenanyagok (Milstein, 1999), vagy csirke-fiirj kimérak (LeDouarin
1987; Nagy et al, 2012) alkalmazasa lehetové tette egy-egy kérdéses sejtvonal
embrionalis sorsanak feltérképezését. Madar embriondlis kimérdk alkalmas eszkozt

jelentettek annak meghatdrozasara, hogy a csiralemezek sejtjei milyen szervek
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kialakulasahoz jarulnak hozza. Ugyanakkor a mar fejlédésnek indult szervtelepek
kisérletekkel igazoltak el0szor a végtagizmok miotom eredetét (Brand-Saberi and
Christ, 1999), a bordakat létrehozé sejtek szarmazasat (Huang 2000), vagy a
bélidegrendszer ganglionléc eredetét (Le Douarin and Teillet 1973; Nagy et al, 2012).

Fejlodésbiologiai adottsdgai miatt a madar embrié jelentds mértékben
hozzajarult a vérképzés megismeréséhez. A csirke bursa Fabricii-ben fedezték fel a B
limfocitakat, és a bel6liik differencialodod plazmasejtek ellenanyag termelését (Glick et
al, 1956; Glick 1994). Itt irtak le el6szor, hogy a timusz kolonizacidja tobb hullamban
torténik. Csirke embridon végzett kisérletek alapjan mertilt fel eldszor, hogy a vérképzés
egy primitiv extraembrionalis és egy definitiv intraembrionalis szakaszbol all (Miller
1960; LeDourain et al, 1984). Csirke-fiirj kimérakkal sikeriilt bizonyitani, hogy az
intraembriondlis vérképzés az aortdhoz asszocialtan, az intraaortikus reddkben és a
paraaortikus régioban kezdédik (Dieterlen-Liévre 1975, Jaffredo et al, 1998). Ezt a
megfigyelést kisebb zebrahal és emlds embridkon végzett kisérletek is alatamasztottak
(Detrich et al, 1995; Tavian et al, 1999). Madar embriomanipulacios kisérletek
mutattak ki el6szor, hogy az allantois vérképzé szervként is mikodik (Caprioli et al,
1998), és itt meriilt fel el6szor a hemangioblaszt elmélet, amely szerint a legelsé HSC-k
az endotél 6ssejtekkel (angioblasztok) kozos 6ssejtbdl differencialodnak (Caprioli et al,
2001). Habar az embridoban a vérképzést tobb okbol intenziven vizsgaltak, a
szikholyagban képzd6dd elsé hemopoietikus sejtek intraembriondlis disszeminacioja,
vagy a veérképzd Ossejtek differencialéddsanak immuncitokémiai karakterizaldsa csak

részben, illetve egyaltalan nem ismert.

Doktori munkamban eldszor mutattunk be egy olyan atfogd analizist, amely
nyomon koveti a CD45+ HSC embrionalis megjelenését és kolonizaciojat, valamint a
sejtek morfologiai jegyeit és immunfenotipusat is részletesen leirja. A vérképzés a
csirke embridban HH5-7 stadiumban (19-26 6ra) kezddédik a szikholyag vérszigeteiben
(Minko et al, 2003; Bollerot et al, 2005; Nakazawa et al, 2006). Az elsé vérszigetek
GATA-2, SCL, és LMO2 transzkripcios faktorok aktivitdsanak hatdsara a masfél napos
csirke embridpajzs posterior részén kondenzalodd mezodermalis sejtekbdl alakulnak ki.

A vérszigetekben hemoglobin szintézis kezdddik és 1étrejonnek az elsé eritroblasztok
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(Minko et al, 2003). Az egér embrié szikholyagjaban, hasonloan a csirke embridhoz,
el6szor a CD45-negativ eritroblasztok jelennek meg (Palis and Yoder 2001). Masodik
hullamban ezt koveti egy kozos eritromieloid Ossejt, amely a CD41+ megakariocita, c-
kit+ differencialatlan és a CD45+F4/80+ micloid prekurzor sejteket hozza 1étre (Frame
et al, 2013; McGrath et al, 2015; Frame et al, 2016; Palis 2016). Magasabb rendii
gerincesekben a CD34 és a CD45 molekulak expresszidja tekinthetd a legels6
megbizhatd felszini markernek, amellyel HSC-ket embridban azonositani lehet.
Irodalmi adatok szerint a csirke HSC-ket CD45 expresszidjuk alapjan ki lehet mutatni a
HH15-17 stadiumt embrid (2-2,5 napos embrid) extraecmbrionalis vérszigeteiben és az
embrion beliili 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 expressziojat sikeriilt azonositani (Mclntyre et al, 2008). CD45+ sejteket
késébb tobben is leirtak a HH21 stadiumu (3,5 nap) csirke embriok veldcséjében és az
intraembrionalis mesenchymaban (Kurz and Christ 1998; Kurz et al, 2001; Cuadros et
al, 2006), de a CD45+ sejtek embrionalis keletkezésének meghatarozasa és a limfo-
mieloid szervek benépesitésének ontogenezise nem teljesen feltart. Kisérleteink soran
igazoltuk, hogy az els6 CD45+ sejtek kerek és elnyult morfologiat mutatnak, korabbi
leirasokkal ellentétben nem intraembrionalisan (Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al,
2000), hanem a szikholyagban jelennek meg, 6 o6raval korabban a HH13 stadiumu (50
6ra) embrioban. Fontos kiemelni, hogy ebben a korai stddiumban az intra- ¢és

extraembrionalis teriiletek k6zott nincs vérkeringés (Sheng et al, 2010) (13. abra A).

Eredményeink alapjan 4 eltér6 morfologiaja és immunfenotipusut CD45+ sejtet
azonositottunk a madar embridban: 1-2) kerek CD45+CD51/61- és CD45+CD51/61+
sejteket, melyek a korai HSC populacio egy részét, és az elsé trombocitakat jelentik; 3)
amOboid CD45+Grl2+Lepl00+savas foszfatdz+ makrofagokat; 4) nyulvanyos, csillag
alaki CD45+MHCII+ sejteket. Morfologiajukat €s szoveti eloszlasukat tekintve az
amoboid sejtcsoport nagyon hasonlit a korabban fiirjben leirt QHI1+Lepl100+,
szikholyagi makrofagokra (Cuadros et al, 1992; Pardanaud and Eichmann 2011).
Ezekre a sejtekre jellemzd, hogy nagyszdmu fagolizoszoma taladlhaté a
citoplazmajukban, ¢és tobbnyire az aorta koriil, a fej valamint a végtagbimbo
mesenchymdjéban fordulnak eld (8. abra I-M; 9. abra F-L). Ezzel szemben a legtobb

CD45+ sejt nyulvanyos alaku és nem fejezi ki a klasszikus makrofdg markereket. Az
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MHCII expresszioja és makrofag-specifikus antigének (Lep100, Grl2, savas foszfatdz)
hidanya alapjan feltételezziik, hogy a nyulvanyos CD45+ sejtpopulacié eltér a tobbi,
HSC-bdl differencial6do sejtcsoporttol.

Emlds embriokban hasonl6 MHCII+ nytlvanyos sejteket a korai stadiumokban
nem figyeltek meg. Human embridoban a CD45 immunpozitiv sejtek eldszor a 4 hetes
embrid szikholyagjaban 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 késébb az
jellemzd: az erek lumenében kerek CD45+ sejtek, az intraembriondlis mesenchymaban
polimorf CD34-CD45+ sejtek fordulnak elé. In vivo sejtvonal-kovetéses vizsgalatok
egérben azt mutattak, hogy szikholyag eredeti, améboid Kit'CD45™" mieloid
progenitorok az embriondlis szerveket kolonizaljak ¢és szoveti makrofagokka (Kupffer
sejtek, alveolaris makrofagok), granulocitakkd, mikrogliava, illetve epidermalis
dendritikus sejtekké (Langerhans sejtek) differencialoédnak (Yokomizo et al, 2007;
Perdiguero et al, 2015; Hoeffel et al, 2015; Ginhoux and Guiliams 2016; Stremmel et
al, 2018).

Az intraembrionalis vérképzés két kiemelt hemopoietikus teriileten zajlik: 3-4
napos embridban az intraaortikus redokben, amit a fejlédés 6-8. napjan a paraaortikus
régio kovet (Jaffredo et al, 2000). HH17-19 stadiumban (50-72 6ra) intraembrionalisan
kerek CD45+ sejtek az aorta-endotél sejtekhez asszocialtan az ér lumenébe
bedomborodva jelennek meg (Jaffredo et al, 1998; Jaffredo et al, 2000) (8. abra E-F).
Két nappal késobb ventralis iranyba vandorolva a dorzalis mesogastrium
mesenchymalis teriiletén 1étrehozzak a paraaortikus (PAS) régiot (9. abra A). Bar a
kezdeti csirke-fiirj kiméra kisérletek felvetették, hogy a primer nyirokszerveket a PAS
régiobol szarmazo sejtek népesitik be (Dieterlen-Liévre 1975), kisérletes modszerekkel
eddig ezt még nem sikeriilt igazolni. A PAS régiobol izolalt CD45+ sejtek
génexpresszios analizise, a HSC mieloid és limfoid iranyba torténd elkotelezodését
mutatta (Saynajakangas et al, 2009). Tovabba, in vitro vizsgalatok azt igazoltak, hogy
aorta-asszocialt HSC tenyészetek képesek eritroid és mieloid irdnyba is differencialddni
(Cormier and Dieterlen-Liévre 1998, Cormier 1993). Mindezek alapjan elképzelhetd,

hogy az aorta-asszocialt teriileteken megindul a limfomieloid differencialodas, de az itt
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talalhaté HSC-K in vivo immunfenotipizalasa eddig nem tortént meg. Munkank soran,
tobbszoros immunfluoreszcens festésekkel kimutattuk, hogy a legtobb CD45+ sejt a
PAS régioban CD51/61+ trombocita prekurzorra differencidlodik, mig nyulvanyos
MHCII+ vagy amodboid Lep100+ sejt csak alacsony szamban, a régid periférias részein
fordul eld. A részletes immuncitokémiai karakterizalds arra is fényt deritett, hogy B- és
megfelel korabbi tanulmanyok eredményeinek, melyek szerint a B- és T- prekurzorok
csak a 10. embrionalis napon jelennek meg a csirke embrioban (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 régioban a fejlodés 8. napjan utan mar nem lehet
kimutatni (Jaffredo et al, 1998). Mivel a bursa Fabricii B-sejtes kolonizacidja a 10.
embrionalis napon kezdddik (Houssaint et al, 1987; Masteller et al, 1995; Nagy et al,
2016), hasonloképpen a Iépben és a csontvelében is a 10. embrionalis nap utan jelennek
meg az elsé felszini IgM-et és chB6 molekulat kifejez6é B-sejtek, felvetédik annak a
lehet6sége, hogy a 8. nap utdn mas teriileteken folytatodik az intraembrionalis
vérképzés. Erdekes modon a paraaortikus régié karakterizalasa soran nagyszamu kerek
morfologiaji  CD45+ sejtbél allo teriiletet azonositottunk, ami a hasiireg
mezentériumaban, a truncus coeliacus-t gyurliszertien veszi koril (9. abra G-J). A
képletet ,,periarterialis hemopoietikus hiivelynek™ neveztiik el, és feltételezziik, hogy ide
vandorolnak a HSC-k a PAS régio leépiilése utan, ahonnan az itt megjelend elsé6 chB6+
B-sejt prekurzorok késobb feltehetéleg a 1épet és a bursa Fabricii-t kolonizaljak (20.

abra).
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Embrionalis

Nyulvanyos és amshoid CD45+ sejtek disszeminacidja az embrionalis mesenchymaban és szervekben

=

f’x‘ﬁ@ =

mesenchyma
és szervek Nydlvanyos CD45+
seitekavelicsdhen  Nyiivinyos CDAS# seftekaz  GrizvLeplODHCDMHAPRosplrs | EOSIINCIS | primer
i és a feji ianali 5 PP nyirokszervekben
telepei mesenchymaban embrionalis mesenchyméaban amdhoid sejtek limfomieloid szervekben
Embrionalis
erek és aorta “ Intraembrionalis vérképz régick
asszocialt
Kerek CD45+ ~ ~ “
vérképzd sejtek az
régiok embrionalis CD45+HSC-k az intraaortikus CD45+/CD51/61+ HSC-ka Periarterialis hemopoietikus
erekben reddkben paraaortikus régioban hiively
Szikholyag ~ (\T’
Kerek Nyulvanyos
CD46+ sejtek CD45+ sejtek
E2 E2 E2 E3 E3 E5 E6 ES E10
(HH13) HH13 HH17 HH19 HH21

20. abra. CD45+ sejtek megjelenése és differencialodasa a korai csirke embriéban. A vizszintes tengely
az embrionalis kort mutatja, a fligg6leges tengely a lokalizaciot.

5.2 Szikholvagi eredetii CD45+ sejtek népesitik be az embrionalis szoveteket
és makrofagokka, valamint a bursa Fabriciiben dendritikus sejtekké
differencialodnak

Dieterlen-Liévre és munkatarsai kisérleteikben flirj embriokat transzplantaltak
embrio-irtott csirke szikholyagokra (Dieterlen-Liévre 1975; Diéterlen-Liévre and
Martin 1981) és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a csirke eredetli extraembrionalis
sejtek nem vesznek részt a definitiv vérképzésben, nem jarulnak hozza a limfomieloid
szervek benépesitéséhez. Ezzel ellentétben mas kutatasi eredmények arra utaltak, hogy
al, 1978). Tovabba csirke-fiirj szikholyag kimérakkal végzett kisérletek szerint a
szikholyagi Ossejtek primitiv eritrocitakkd, trombocitdkka, Lep100+ és AcPhosph+
szoveti makrofagokka, mikroglidva és keringd endotélsejtekké képesek differencialddni
(Cuadros et al, 1992; LaRue et al, 2003; Pardanaud and Eichmann 2011). Ezek a
sorstérképezésen alapuld, madar modellen végzett experimentalis kutatasok is
megerdsitik a tényt, hogy csirke embridban, az emldshoz hasonléan a szikholyag

vérszigetei tobbféle hemopoietikus sejtvonalat képesek 1étrehozni.
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Kutatésaink soran GFP-t kifejezd transzgenikus csirke embrio szikholyagjara
transzplantaltunk normal csirke embriot. A csirke-csirke kiméra elénye, hogy nem kell
két kiilonbozé madarfaj fejlodését Osszehangolni, valamint a GFP expresszidja
intenziven jeloli a sejteket, ami a kiméraszovetekben megkonnyiti a sejtek elkiilonitését
¢s immuncitokémiai karakterizalasat. A fejlédés 5. napjan az intraembrionalis CD45+
sejtek nagy része GFP pozitivitdst mutatott, ami igazolta szikholyagi eredetiiket. A
GFP+ sejtek tobbsége nyltlvanyos morfologiat mutatott és MHCII-t expresszal. Az
amoboid jellegi GFP+CD45+ makrofagok szintén eléfordultak, hasonléan a korabbi
csirke-fiirj kimérakkal kapott eredményekhez (Cuadros et al, 1992). A kerek CD45+
sejtek az erek lumenében és az aorta-asszocialt mesenchymaban nem mutattak GFP
expressziot, ami megfelel a korabban leirt intraembrionalis eredetnek (Diéterlen-Liévre
and Martin 1981; Jaffredo et al, 1998). Osszefoglalva, kisérletesen igazoltuk, hogy a
fejlodés korai stddiumaiban, a szikholyag jelentds forrasa az embrionalis amodboid és

nyulvanyos CD45+ sejteknek.

A nyllvanyos GFP+CD45+ sejtek végsd sorsa ismeretlen. Embriondlis
kolonizacidjuk utan felvehetik az amodboid morfologiat, savas foszfatazt és lizoszéma
markereket (Lampl antigén) expresszald fagocita sejtekké differencialodhatnak. Erre
utalhat az a tény, hogy a nyulvanyos sejtalak némivel hamarabb jelenik meg az
amdboidnél, és az organogenezis végére (10. nap) kisebb szdmban van mar jelen az
utobbinal. Egy masik lehetdség, hogy megérzik nyualvanyos alakjukat, MHC-II
molekulat fejeznek ki és az embriondlis szerveket kolonizaljak, ahol tobbek kozott
mikrogliava, vagy epidermadlis Langerhans sejtekké differencidlodnak. Egy skociai
munakcsoport nemrégiben olyan transzgenikus csirkéket allitott eld, melyekben minden
CSF1R (colony stimulating factor-1 receptor) expresszald makrofag zo6ld fluoreszenciat
mutat (MacGreen chicken). Az els6 CSF1R+ sejteket a HH13 stadiumt embrid
szikholyagjaban irtak le és primitiv makrofagoknak nevezték el (Balic et al, 2014).
Pontos immunfenotipusa ezeknek a korai szikholyagi makrofagoknak ismeretlen, de in
vitro kimutattak, hogy CSF1 hatasara KULO1+ fagocita sejtekké differencialodnak
(Garceau et al, 2015). Az embrionalis fejlodés késobbi stadiumaiban a CSFIR+
sejtekben fagolizoszomak jelennek meg és nagy szdmban fordulnak eld apoptotikus
teriileteken (pl.: interdigitalis régiok). A CSFIR expresszioja megjelenik az
MHCII+74.3+ antigén prezentalo sejteken, példaul a 1ép ellipszoidjai teriiletén, limfoid
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follikularis 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 azonositottak, de nem ismert,
hogy honnan szarmaznak a dendritikus prekurzorok (Nagy et al, 2004; Nagy et al,
2005, Igyarto et al, 2006).

A dendritikus sejtek kulcsszerepet toltenck be az antigén prezentacioban és
nyirokszerv-specifikusan tobbféle altipusuk 1étezik. Elgszor Steinman és Cohn irta le a
nyulvanyos dendritikus sejteket (Steinman and Cohn, 1973; Olah et al, 1979), de a
velesziiletett immunitasban betoltott szerepiikre és MHC-I1 expresszidjukra csak késobb
deriilt fény (Banchereau and Steinman, 1998). Eddigi tudasunk szerint a dendritikus
sejtek a mononuklearis sejtvonal csontvel6i progentorjaibol fejlédnek ki, és a legtobb
szoveti makrofaghoz hasonléan a vérben keringd, érpalyat elhagyd monocitakbol
szarmaznak (Steinman 2012; Merad et al, 2013). Amig a timusz dendritikus sejtjei
(TDC) a centralis toleranciaban és a T-sejt érésben jatszanak szerepet, addig a 1ép vagy
a nyirokcsomok FDC-i a B-dependens teriiletek csiracentrumaiban, a B-sejtek
szelekcios folyamataiban vesznek részt. A madarakban a csontvelé helyett a bursa
Fabricii a B-limfocitak primer nyirokszerve, ahol bursa szekrécios dendritikus sejtek
(BSDC-K) talalhatoak a limfoid follikulusokban (Olah and Glick, 1987; Olah and Nagy,
2013). A dendritikus sejtek madarban a vimentin intermedier filamentumot (Olah et al,
1992; Nagy et al, 2004; Nagy and Oldh, 2007), MHCII, CSF1R és a 74.3 sejtfelszini
markert expresszaljak. Mivel a hasonld morfologiai jegyekkel biré makrofagok is
kifejezik az MHC-Il antigént, nem mindig konny(i elkiloniteni a kiilonb6zo
limfomieloid szervekben a két sejttipust, és a sejtek ontogenezise is csak részben ismert.
Ahogy a madar BSDC-k, az emlés bor Langerhans sejtjei is epitelialis kdrnyezetben
fejlédnek, ahol prekurzoraik koran megjelennek, nyugvo allapotban rezisztensek
maradnak a sejtdeplécios és irradiacios kezelésekre. Ezen hasonlosagaik alapjan azt
feltételezziik, hogy a CD45+CSFIR+MHCII+74.3+ BSDC-k a CD45+ szikholyagi
hemopoeitikus progenitorokbol szarmaznak. GFP+ szikhdlyag fragmentumok normal
bursa Fabricii-vel torténd kombinalasa utan, nytlvanyos GFP+ sejtek kolonizaltak a
limfoid follikulusokat és 74.3+ BSDC-ké differencialodtak. Ezzel elséként
bizonyitottuk kisérletes tuton, hogy szikholyag eredetii vérképz6 sejtek dendritikus

sejtekké képesek differencidlodni a primer nyirokszervekben. Osszefoglalva, a csirke
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szikholyag kiméraval kapott eredmények alapjan az eritrocitakon, trombocitakon és
makrofagokon kiviil a dendritikus sejtek egy populacidja is extraembrionalis eredetii

prekurzorokbol szarmazik (21. abra).

21. abra Vérképzés ,,madar szemmel”. A szikholyag-eredetii CD45+ HSC a primitiv embrionalis
trombocitdkon és makrofagokon kiviil, a posztnatalisan is fennmaradé mikroglia és Langerhans sejteket
hozza létre. Az intraembrionalis mesenchymat benépesitd nyulvanyos CD45+ sejtpopulacid egy része a
bursa Fabricii-t kolonizalja és dendritikus sejtekké differencialodik. Az aorta-asszocialt vérképz6 helyek
(aorta, PAS) és a periarterialis hemopoietikus hiively HSC-t képeznek, amelyek a primer nyirokszerveket
és a csontveldt kolonizaljak.

5. 3. CD45+ hemopoietikus sejtek az embrionalis és felnott bélidegrendszer
ganglionjaiban

Az embrionalis bursa Fabricii analizise soran megfigyeltiik, hogy a fejlodd
klodka és a vastagbél mesenchymalis alapszovetét is nytlvanyos CD45+ sejtek
kolonizaljak. Ezen feliil, a nyulvanyos sejtek a bélidegendszer ganglionjaiban, valamint
a vastagbélhez-asszocialt Remak-féle ganglionban is rendszeresen el6fordultak. Ez a

megfigyelés felvetette annak a lehetdségét, hogy a felndtt csirke enteralis
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ganglionokban a ganglionléc eredetli neuronok és gliasejteken kiviil egy harmadik
sejtpopulacié is 1étezik. Ezek a hemopoietikus eredetli nyulvanyos sejtek az enteralis
neuronokat ¢és gliat korbefonva, a ganglionokat kornyezetiiktdl elhatarold bazalis
membranon beliill helyezkednek el, és mikroglia/makrofag specifikus sejtfelszini
markereket expresszalnak. Ezutan a felndtt madarban tett megfigyeléseinket egér
bélidegrendszerre is kiterjesztettiikk. Hasonldan a csirkéhez CD45+, illetve CDI11b+,
CX3CR1+ immunreaktiv sejtek eléfordulnak az intraganglionaris térben. A periférias
idegrendszer mas részein, mint a spinalis ganglionokban, vagy az idegrostok kozott
korabban is irtak mar le savas foszfatazt, F4/80, CD68, CD11b, vagy Iba-1 sejtfelszini
markereket kifejez6 makrofag-szerii sejteket (Stiller et al, 1978; Oldfors 1980; Mueller
et al, 2001). Az enteralis idegrendszer (ENS) ganglionjai viszont abban eltérnek a tobbi
periférids idegrendszeri ductol, hogy nem vaszkularizaltak, igy vérsejtek nem Iéphetnek
Ki kozvetleniil az érpalyabol. Részletes immuncitokémiai vizsgalattal kimutattuk, hogy
az intraganglionaris makrofagok csirkében CD45/MHCII/CSFI1R/chB6 pozitivak (17.
abra), egérben pedig CX3CR1, CD45, F4/80, CD11b, és MHCII (Muller et al, 2014;
Kulkarni et al, 2017) (19. abra) markereket fejeznek ki. Korabbi elektronmikroszkopos
munkak ugyan emlésokben is felvetik egy extraganglionaris eredetii nyulvanyos sejt
1étezését a bélcsatorna ganglionjaiban, de eddig még azonositasuk és karakterizalasuk
nem tortént meg (Kumoro et al, 1982). Patkany ENS-ben is kimutattak, hogy MHC-1I
molekulat és makrofag markereket (pl. CD163) expresszalo sejtek vannak az enteralis
ganglionokkal szoros kozelségben (Philips and Powley, 2012). Feltételezik, hogy az
enteralis neuronok és makrofdgok kozott fennall egy neuroimmunologia kapcsolat,
melynek fontos szerepe lehet a gasztrointesztinalis traktus motilitdsanak
szabalyozasaban (Muller et al, 2014). A bélfal muscularis externa rétegének
CD11b+CX3CR1+CSF1R+ makrofdg populacidja (muszkularis makrofagok, MM)
fontos szerepet jatszik a mucosa asszocialt limfatikus szovet (MALT) és az ENS kozti
immunologiai kommunikacioban (Muller et al, 2014; Gabanyi et al, 2016). Feltételezik
tovabba, hogy a ganglionok kozelségében eléfordul6 MHC-II+ makrofagok az
apoptotizalo ganglionsejteket fagocitaljak (Kulkarni et al, 2017). Ez a tulajdonsaguk
emlékeztet a mikroglianak az Un. ,,scavenger” funkciojara. Génexpresszids vizsgalatok
alapjan a kozponti idegrendszer mikroglidjahoz legkozelebb az intesztinalis makrofagok

allnak (Gautiar et al, 2012; Butovsky et al, 2014). Ilyen, specifikusan a két
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sejtpopulacio expresszids profiljahoz tartozé gének: a Hnmt, Mtusl, C3alA, Dagla,
Wrb, Fkbp9 vagy a Gabl (Gautiar et al, 2012). A fraktalkin receptor (CX3CR1) azon
kevés molekularis marker kozé tartozik, amelyek egyediildlléan jellemzoek az
intesztinalis makrofagokra és a mikrogliara, mas szdveti makrofagok azonban nem
expresszaljak (Bain and Mowat, 2014). CSF1R ellenes antitest intraperitonealis vagy
intratekalis alkalmazasaval, szelektiv muszkularis makrofag, illetve mikroglia deplécid
érhetd el a bélben, valamint a kdzponti idegrendszer tertiletén. A bélfal teriiletén, a
muszkularis rétegben eléforduld makrofagok érzékenyebbek az ilyen farmakoldgiai
sejt-deplécios kezelésekre (akarcsak a mikroglia), mint a mucosa-asszocialt fagocitikus
sejtek. Mig az elébbiek az anti-inflammatorikus M2 makrofag populécio tagjai, az
utobbiak proinflammatorikus M1 makrofagok (Gabanyi et al, 2016). Feltételezik, hogy
embriondlisan az intesztindlis makrofagok is szikholyagi EMP-kbdl differencidlodnak
emlOsben, azonban sziiletés utan, mikrobialis valtozasok hatasara lecserélodnek a

vérben keringd, csontvel6i monocitakra (Bain et al, 2013; Bain and Mowat, 2014).

A kozponti- és a periférias idegrendszert, beleértve az ENS-t s,
neuroektodermabol szarmazd neuronok és gliasejtek alkotjak. Az ENS-t azonban az
embriogenezis soran az aktivan migrald ganglionléc sejtek hozzak 1étre (Goldstein et al,
2013), melyek az embrionalis bélfalba jutva neuronokka ¢és gliasejtekké
differencialodnak (Nagy and Goldstein, 2017). A kozponti idegrendszerben a harmadik
alkotoelem a mikroglia, melyet el6szor del Rio-Hortega irt le (del Rio-Hortega, 1937),
mint egy rendkiviil nyulvanyos sejttipust. E18szor madar embridkban mutattak ki, hogy
szikholyagbol  szdrmaz6 hemopoietikus  progenitor sejtek  kolonizaljak az
agyholyagokat, megelozve az intraembrionalis, definitiv hemopoietikus Jssejteket
(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 extraembrionalis
eredetének sorstérképezése emlés embriokban is igazolta, hogy azok a szikholyag C-
Myb fiiggetlen eritromieloid progenitorjaibol szarmaznak (Gomez Perdiguero et al,
2014; Hoeffel et al, 2015) (2. abra). A mikroglia sejtek a normal agyban és
gerincvelében nyugvé allapotban vannak, de a kozponti idegrendszer gyulladdsos
megbetegedéseiben aktivalodnak és immunoldgiai végrehajtd sejtekké alakulnak.
Szamos funkciojukat irtak mar le a fejlodé (Squarzoni et al, 2014; Frost and Schafer,

2016) és az egészséges koOzponti idegrendszerben, mint példaul a tanulas-fiiggd
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szinapszis formacio (Parkhurst et al, 2013), vagy a szinapszisok eliminacidja (synaptic
pruning) (Ji et al, 2013). A CX3CR1 antigén az egér (19.abra), a chB6 a csirke
mikroglia sejtvonal specifikus markere (18. abra). A CSF1R-t mindkét faj mikroglia
sejtjei expresszaljak (18. abra), (EImore et al, 2014; Luo et al, 2017). Fontos kiemelni,
hogy a csirkében klasszikus szoveti makrofag markereket, mint a 74.2, vagy a KULOI,
sem a mikroglia sem, pedig az intraganglionaris makrofag populacié nem fejez ki az,

mig a tobbi intesztindlis makrofag expresszalja ezeket a molekulakat (22. dbra).

Habar a funkcionalis és molekularis interakciok a myenterikus makrofagok és
az enteralis ganglionléc sejtek kozott jol ismertek az emlds bélben, a két sejttipus kozti
kapcsolat morfologiai szempontbdl mégsem teljesen feltérképezett. Kutatdsunk soran
azt a kérdést tettiik fel, hogy a muszkularis makrofagoknak az enteralis ganglionokhoz
asszocialt populéciodja, sejtfelszini marker expresszidjuk ¢és morfologidjuk alapjan

megfeleltethet-e mikroglianak a madar és az emlds bélidegrendszerében?

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjak, hogy a muszkularis makrofagokkal
mutatott morfoldgiai hasonloésag mellett az intraganglionaris makrofagok mikrogliara
emlékeztetd sejtfelszini molekuldkat expresszalnak. Arra a kérdésre viszont, hogy
vajon mikroglidhoz hasonlé funkciot is toltenek-e be az enteralis idegrendszerben még
nem tudunk valaszt adni. Bar a CD45+MHCII+ hemopoietikus eredetli sejtek
embriondlis korban megjelennek a bélfal ganglionjaiban, az dket a tobbi intesztinalis
makrofagtél megkiilonboztetd chB6 expressziojuk csak a madarak immunologiai
érését kovetden, a kikelés utani 3-4. hét t4jékan jelenik meg. A bélben zajlo
neuroimmunologiai interakciok részletesebb feltérképezéséhez, elengedhetetlen lesz a
jovOben az intraganglionaris makrofagok funkcidjanak pontos megismerése fiziologias

€s patologias allapotokban egyarant.
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22. abra. Intraganglionaris makrofagok az egér és csirke bélidegrendszerben. A bél lamina
muscularis externa korkords és longitudinalis rétegének simaizomsejtjei (rozsaszin) kozott a plexus
myentericus talalhatd. A neuronok (piros), enteralis glia (magenta) kozott, és a gangliont koriilvevo
bazalis membranon (fekete) belill, az intra-, illetve periganglionaris teriileten makrofagok (zold)
talalhatok. Csirkében mind az intra- mind az extraganglionaris makrofagok CD45, MHCII, és CSFIR
pozitivak, mig a chB6 sejtfelszini molekulat csak az intraganglionaris sejtek expresszaljak, a 74.2 és
KUL-01 szoveti makrofag markereket csak az extraganglionaris sejtek fejezik ki.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Kimutattuk, hogy extraembrionalisan kétféle CD45+ sejt differencialodik. A kerek
morfologidju  CD45+ sejtek a vérszigetek lumenében, a nyulvanyos sejtek az
extraembriondlis mesenchymaban jelennek meg. Késdbbiekben a kerek sejtek az aorta, és

cre

embrionalis mesenchymaban talalhatok.

2. Az irodalomban ismert intraaortikus red6kon és paraaortikus région kiviil, egy eddig
ismeretlen vérképzo teriiletet azonositottunk a hasi aorta paratlan zsigeri agai kortil, melyet
»periarterialis hemopoietikus hiivelynek” neveztiink el. B-sejt specifikus immunfestések
alapjan feltételezziik, hogy ezen a helyen veszi kezdetét a csirke B-sejt prekurzorok

differencialodasa.

3. Uj embriomanipulaciés médszert dolgoztunk ki a szikhélyag tenyésztésére. Parabiozis, in
ovo szikhodlyag tenyészet és szikholyag kiméra technikdk immuncitokémiai analizissel
torténé kombinalasaval igazoltuk, hogy a CD45+ nyulvanyos sejtek prekurzorai a
szikholyagban keletkeznek és az embrioba vandorolva kolonizaljak a szervkezdeményeket,

ahol MHCII-t expresszald dendritikus vagy ,,stellate” sejtekké differencialodnak.

4. Embrionalis bursa Fabricii - szikholyag rekombinéacioval és chorioallantois membran
tenyésztéssel bemutattuk, hogy a bursai dendritikus sejtek (BSDC-k) a szikholyagbol

szarmaznak.

5. Csirke embridkkal végzett embriomanipulacios kisérletekkel igazoltuk, hogy véreredetii
CD45+ sejtek a fejlodd enterdlis ganglionokat is kolonizaljak, amelyek letelepedésiik utan
nyulvanyos sejtekké differencidlodnak és a kozponti idegrendszeri mikroglidhoz hasonlo

molekulakat expresszalnak.

6. Kimutattuk, hogy az intraganglionaris és ganglionon kiviili nyulvanyos sejtek
immunfenotipusa eltér egymastol. A CD45, MHC-II, és CSFIR sejtfelszini molekulak
mindkét sejttipuson eléfordulnak, mig a B-sejtekre és mikrogliara specifikus chB6 molekula
expresszioja csak az intraganglionaris sejtekre jellemz6. Ezzel szemben a 74.2 és a KUL-01

monocita eredetii szoveti makrofag markereket csak az extra-ganglionaris sejtek fejezik ki.
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OSSZEFOGLALO

Altalanosan elfogadott a szikholyagi 6ssejtek primitiv eritropoiezisben betdltott
szerepe, de a legijabb adatok szerint a definitiv vérképzésében is részt vesznek. Munkank
soran csirke embriok hemopoietikus sejtjeinek differencidlodasat morfologiai és
embriomanipuldcios modszerekkel tanulmanyoztuk. El6szor igazoltuk, hogy a korai
CD45+ sejtek kerek és nytlvanyos alaktiak és a szikhdlyag vérszigeteiben tlintek fel.
Kés6bb az intraembrionalis mesenchyméban és a cranidlis neuroepitéliumban elszoértan
CD45+ sejt jelent meg. Az embriomanipulacios kisérletek célja az volt, hogy kideritsiik,
milyen fejlédésbioldgiai kapcsolat van a szikholyag és az intrembriondlis CD45+
sejtpopulaciok kozott és, hogy szarmazhatnak-e az intraembrionalis nyulvanyos sejtek a
szikholyagban el6fordulo CD45+ Ossejtektdl? Eredményeink alapjan azt feltételeztiik,
hogy a kerek és a nyulvanyos CD45+ sejtek szétvalasa még a vaszkularizacid elott
megtorténik, amire szikholyag vérszigetek tenyésztésével és GFP transzgenikus embriok
szikholyag transzplantacigjaval probaltunk valaszt adni. Az in ovo szikhodlyag
tenyészetekben nagyszdmu nyllvanyos CD45+ sejt differencialodott. GFP szikholyag
kimérakkal igazoltuk, hogy az extraembriondlisan képzddd nyllvanyos CD45+ sejtek
valamennyi embrionalis szervkezdeményt kolonizalnak. GFP-szikhdlyag és bursa Fabricii
rekombinacidja esetén a GFP+ sejtekbdl dendritikus sejtek  differencialddtak.
Immuncitokémiai vizsgalataink sordn megfigyeltiik, hogy a csirke bélidegrendszerének
(ENS) ganglionjaiban egy CD45+ nyulvanyos sejtpopulacid is eléfordul. Az egér ENS
ganglionjaiban is talaltunk nytalvanyos CD45+CX3CR1+CDI11b+ sejteket. Jelenleg ilyen
sejttipust az enteralis ganglionokban nem ismer a szakirodalom. Az immuncitokémiai
karakterizalas soran kidertilt, hogy az intraganglionaris, nytlvanyos CD45+ sejtek CSF1R,
chB6 és MHC-II antigént is expresszalnak, de makrofag és glia markereket nem. A chB6
antigén a madarak B-limfocitdira és a kozponti idegrendszeri (CNS) mikroglia sejtekre
specifikus sejtfelszini molekula. A CD45+CSF1R+chB6+MHCII sejtek eredetét
chorioallantois membran (CAM) kiméra modszerrel tanulmanyoztuk, mely azt mutatta,
hogy CD45+ véreredetii sejtek kolonizaljak a fejlodd enteralis ganglionokat. Feltételezziik,
hogy ezek a keringésbdl bevandorolt nyulvanyos sejtek megfelelnek a CNS-re jellemzd

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 Il. 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 Il 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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Halas koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Nagy Nandor egyetemi docensnek,
doktori munkam elvégzésében nyljtott szakmai és emberi tdmogatasaért, aki allando
optimizmusaval, nagyszerii Otleteivel, energidit nem kimélve egyengette és tdmogatta

kutatoi palyamat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Szél Agoston intézetigazgatonak, hogy az intézet
minden tdmogatast megadott szamomra, €s lehetové tette laborunk miikodését. Halaval
tartozom ezen felil Dr. L. Kiss Anna egyetemi docensnek oktatdi tevékenységem
folyamatos tamogatasaért és elismeréséért, illetve a disszertacidom biralata soran altala
megfogalmazott, rendkiviil konstruktiv kritikai észrevételeiért. Kdszondm Prof. Dr.
Olah Imre egyetemi tanarnak, hogy laborunk megalapitasaval és érdekeink folyamatos
képviseletével lehetdévé tette az Osszes laborban dolgozd kolléga oktatoi-kutatdi-

asszisztensi munkajat.

Kiilon koszonettel tartozom laborunk jelenlegi PhD-hallgatoinak és TDK-sainak, Dr.
Barad Csillanak, Fejszdk Noranak, és Kovacs Tamasnak, akik idejiiket és erejliket nem
kimélve barmikor segitségemre voltak a kutatasi feladatok elvégzésében, disszertaciom

elkészitésében.

Koszonettel tartozom Dr. Minké Krisztina, Dr. Bodi Ildiké és Dr. Kocsis Katalin
egyetemi adjunktusoknak, Orban Edit, Orban Lili, Vidra Zsuzsanna, Folker Orsolya,
Kovécs Adrienn és Fiigedi Jutka jelenlegi és egykori laborasszisztenseknek, hogy

oktatdi és kutatdoi munkamat mindvégig timogattak.

Halaval tartozom az Anatomiai Szovet- ¢és Fejlodéstani Intézet valamennyi

munkatarsanak baratsagaért, timogatasaért és a pozitiv kollegialis 1égkdrért.

Végiil, de nem utols6 sorban koszonettel tartozom csalddomnak és barataimnak, de
kiilonosképpen fantasztikus feleségemnek, Dora Timeanak, aki mindig és mindenben

mellettem allt.
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