Epithelio-mesenchymalis kolcsonhatasok a bursa Fabricii fejlédésében: az
immunologusok és a fejlédésbiologusok kozott altalanosan elfogadott, hogy a bursa
Fabricii entodermalis eredetl primér nyirokszerv. Hamtelepének a kialakulasa szoros
topografiai kapcsolatban van az ectodermalis eredetli analis invaginatio és az
entodermalis eredetli cloaca caudalis falanak Osszefekvésébdl keletkezd cloacalis
vagy analis membrannal. Ebbél az anatémiai viszonybdl adddott, hogy a korabbi
embryologusok a bursa Fabriciit a cloaca diverticulumanak tekintették. Ez a felfogas
ma is all. Hasonléan a bursahoz, a thymus mint primer nyirokszerv is az ecto- és
entoderma juxtapositiéja (branchialis tasak és barazda) helyén indul fejlédésnek.
Mindkét primer nyirokszerv esetében mar korabban is felmerilt, hogy mind az ecto-
és endoderma hozzajarulhat epithelialis teleplk kialakulasahoz. Az utdbbi években
kisérletes vizsgalatok bizonyitottak, hogy a thymus kizarélag endodermalis eredeti
hamreticulumbal fejlédik.

1) A 80-as évek fejlett hisztotechnikdja (félvékony metszetsorozat) alapjan
felvetettik, hogy a bursahdam nem a cloaca diverticuluma, hanem az analis
invaginatio ectodermajanak szarmazéka. Ezt a szdvettani megfigyelést egy
immuncitokémiai adatunk is megerésitette. Az embryonalis cloaca entodermaja a
béltraktushoz hasonléan Sonic hedgehog (Shh) névekedési faktort expresszalja, mig
a cloaca diverticulumanak tartott bursa Fabricii epitheliuma Shh negativ maradt.
Hipotézislink igazolasara farkbimbd ectodermajanak ablatidjat, csirke-flrj chimérat,
immuncytokémiat, sonic hedgehog in situ hybridizaciét és in vitro szoveti
recombinatiot végeztiink (csirke farkbimbé - azaz bursa mesenchyma és flirj ham a.)
farkbimb6 és b.) somatopleuralis ectoderma valamint c.) utobél és d.) cloacalis
entoderma). Ezt a recombinans szovetet, mely valéjaban ,mesterséges bursa telep”

(csirke mesenchyma és flirj hamok) 24 6ras tenyésztés utan csirke coeloma Uregébe



Ultettuk és vizsgaltuk a bursa folliculusok kialakulasat. 15 napos inkubalast kdvet6en

bursa follikulusok kizarolag a farkbimbo ectoderma és csirke mesenchyma

recombinans szdvetbdl alakultak ki, igazolva a bursaham ectodermalis eredetét. A

recombinatios kisérlet olvasata, 1) A farokbimbd ectodermaja nagyon koran
elkotelezett a bursa telepének kialakitasara, mert a somatopleura ectodermaja, mar
nem képes bursa follikulust generalni. 2) In vivo embryonalis korban megnéztuk
milyen szerepe van a Shh novekedési faktornak a cloaca organogenezisében és
miként befolyasolja jelenléte a Shh negativ bursa fejl6édését. Az embryokat, csirke
Shh gént tartalmazé RCAS (Rous-sarcoma virusbol mddositott, replikacio-
kompetens virus) retrovirusokkal fertéztuk. Az E. coli torzsekben felszaporitott
retrovirus plazmidot, elsé Iépésben a DF1 fibroblaszt sejtvonalon tenyésztettik, majd
az ultracentrifugalassal bekoncentralt viruspartikulumokat a 2 napos csirke embryo
leendd farokbimbé mesenchymajaba injektaltuk.

RCAS-Shh, RCAS-GFP és siRNS-RCAS-Shh retrovirusokkal funkcié-nyeréses
és funkcié-vesztéses mutaciokat idéztlink el6 a fejlédé 2 napos embryokban. Az elsé
esetben tulzott koncentraciéban expresszaldédott a Shh. A magas Shh koncentracio
serkentette  a  mesenchmyasejtek  proliferacidjat s ezzel farokbimbd
megnagyobbodast, a hatsé végtagokon pedig gyakran polydactyliat idézett el6. A
bursa Fabricii telepe csak a cloaca csdkevényes hamnyulvanyaként fejlodétt, Bu-1
antigénre pozitiv B Imyphocytak pedig nem jelentek meg a bursatelep kornyéekén. A
sulyos fejlédési rendellenességek miatt az RCAS-Shh injektalt embryok tébbsége
viszont még a 10. embryonalis nap el6tt elpusztult. A Shh positive entodermalis
hamsejtek nem képeztek follikulust és a ,mesterséges bursa telepek’-et Shh-val
kezelve a follikulus képzés gatolt volt, igazolva a Shh bursa fejlédést gatlo hatasat.

Ennek a kisérleti munkanak az eredménye, hogy a thymus, mint a T sejtek érésének



és differencialodasanak a szerve entodermalis telepbdl fejl6dik, mig, legalabbis
madarban, a masik primér nyirokszerv, melyben a B lymphocytak érése,
differencialodasa torténik ectodermalis telepbdl alakul ki. Ma még nem tudjuk, hogy a

két primér nyirokszerv (thymus-endodermalis, T sejt érés és bursa-ectodermalis, B

sejt érés) a kialakulasanak evolucios szempontbdl van-e, és ha igen milyen

jelentésége?

2) Uj eljarast dolgoztunk ki a bursa Fabricii fejl6désének befolyasolasara, illetve
bursectomiara. Kémiai bursectomiat, és/vagy a bursa fejl6dés sulyos gatlasat lehet
eléidézni a 3-5 napos embridok 2%-os alkoholos testosteron oldatba martasaval 5-6
masodperc alatt. Ennek a kisérleti modellnek nagy elénye, hogy semmilyen invasive
beavatkozast nem igényel, de a testosteron antiproliferative hatasa az egész embryé

fejlédését gatolja. Eljarasunk Iényege, hogy heparin-bead-et testosteron vagy

kulénbdzd ndvekedési faktorok oldataval atitatva, majd a kezelt beadet, egyet vagy

tobbet, lokalisan az embridba Ultetve befolyasolni tudjuk az egyes szervek fejlédését,

kikiszObOlve az egész embryora gyakorolt hatasat. A beadek szamanak
valtoztatasasval a biologiailag aktiv anyagok koncentraciojat is valtoztatni tudjuk.

3) A hemopoietikus sejtek embryonalis kolonizaciéjanak immuncitokémiai vizsgalata
soran megfigyeltik, hogy a CD45+ vérképz6é Ossejtek nemcsak a lymphomyeloid
szervek és szovetek telepeit, hanem minden mas szerv mesenchymajat is
benépesitik. Ezek a CD45+ hemopoietikus sejtek morfolégiailag kerek és
nyulvanyos (dendritikus) megjelenést mutattak. A kereksejtes formak el6szor a
szikhdlyag vérszigeteiben, mig az ugyancsak CD45+ dendritikus formak kevés
késéssel az intraembryonalis mesenchymaban tlinnek fel. A kerek és nyulvanyos
hemopoietikus sejtek egymashoz vald viszonyat csirke-furj parabiotikus kimérakkal

vizsgaltuk. A 24 6ras csirke és flirj embryokat kd6zos csirketojasban inkubaltuk 10-12



napig. A kimérak immuncitokémiai analizise azt mutatja, hogy csak a kereksejtek
.keveredtek” a parabiont embridkban, mig a nyulvanyosok a kdzos keringés ellenére
sem kolonizaltak kdlcsondsen a szervek mesenchymajat. Ez a kisérletes eredmény
felveti azt a hipotézist, hogy az embridkban a kerek és nyulvanyos sejt vonal mar a
keringés megindulasa el6tt szétvalik és a kereksejtes forma nem precursora a
dendritikusnak. Az eddigi eredmények megiras alatt vannak, PhD hallgaté dolgozik
rajta.

3a) A hemopoietikus sejtek intraembryonalis fejl6désének nyomon kdvetése soran

kimutattuk, hogy a csirke bélidegrendszer ganglionjaiban a CD45+ hemopoietikus
sejtek 6nallé strukturalis elemek. A sejtek fenotipizalasa felfedte, hogy a feltinéen
nyulvanyos (dendritikus jellegi)) CD45+ sejtek a kdzponti idegrendszer microglia
sejtieihez hasonléan MHC IlI-t expresszalnak, ami antigén prezentalé képességukre
utal. Klasszikus makrofag markereket nem expresszalnak, de B-sejtekre jellemzé Bu-
1 (chB6 alloantigén) antigént fejeznek ki. A sejtek hemopoietikus eredete mellett
nemcsak a CD45 antigén jelenléte tanuskodik, hanem ezt csirke-flrj kiméras
kisérleteink is igazoltak. A kisérletekbdl kapott adatok tovabbi bizonyitékot nyujtanak
arra, hogy a verképz6 rendszer sejtjei integrans részét képezik mind a kdzponti, mind
a periférias idegrendszernek. Az MHC Il antigén jelenléte hozzajarulhat az
idegrendszer neuroimmunoldgiai mikédéséhez (homeosztazisahoz).

4) Korai csirke és flrjembryok tusinjektalasa wutan észrevettik, hogy a
szomatopleura redék kulonallo ér- és vérképzést mutatnak, mivel tus feltltést
kovetben ez a terllet tusmentes vérszigeteket tartalmaz. Ezek a hemopoietikus
sejtcsoportosulasok el8szor a két és fél napos embrionalis fejlédés soran észlelheték
a fels6 és also végtagbimbok kdzotti lateralis mezodermaban. Sztereomikroszképpal

megfigyelve a szikhdlyag vérszigeteire emlékeztetd vordsvérsejtekkel teli haldzatot



mutatnak. Immuncitokémiai és in situ hybridizacios technikakkal igazoltuk, hogy a
fejlédés morfologiai jegyei hasonloak az extraembrionalis vérszigetek esetében
leirtakhoz, emellett kimutathatok bennik a korai vérképz6 sejtekre jellemzé
transzkripciés faktorok (SCL és Lmo2) és sejtfelszini molekulak (CD45, CDA44,
CD41/61). Eddigi eredmények felvetik annak a lehet6ségét, hogy a vérszigetek
kialakulasa sokkal szélesebb kdrben van jelen az embriondlis mezodermaban, mint
ahogyan azt korabban gondoltuk.

5) A csirke thymus dendritikus sejtjeinek morfolégiai keresése soran érdekes és

varatlan leletet észleltiink. A csirke dendritikus sejt specifikus monoklonalis antitestet;
74.3 1992-ben Jeurissen készitett és jelenleg kereskedelmi forgalomban is elérhetd.
Rutinszerlen hasznaljuk a follikularis dendritikus sejtek (FDC) és a bursai szekrécios
dendritikus sejtek (BSDC) monitorizalasasra (a cég ilyen célra forgalmazza). Thymus
vel6allomanyban sejtcsoportokat fest, mig a kéregben szétszért sejteket.
Elektronmikroszkdépos immuncitokémiaval préobaljuk morfoldgiai fenotipusaikat
meghatarozni. Az eddigi eredmények lesujtoak, sikertelenek voltak. A sejtek

eredetének meghatarozasara branchidlis kimérakat készitettlink. 3 napos flrj embyo

branchialis strukturajat (kopoltyu iv, tasak és arok) megfeleld koru csirke embryo
coeloma uregeébe Ultetve és 14 napos inkubalas utan a thymus telep kialakulasat és
hemopoietikus elemekkel vald kolonizalédasat vizsgaltuk. Histologiai kép és
immuncitokémiai analizis differencialt thymus kialakulasat mutatta, melyet CD45 és
74.3 dupla positive csirke eredeti sejtek kolonizaltak, bizonyitva a 74.3 positive
sejtek hemopoietikus, thymuson kivili eredetét.

6) A 74.3 positive thymusbeli sejtek eredetének meghatarozasara (hemopoietikus,
extra thymikus vagy intrathymikus) végzett kiméras kisérletek egy Uj iranyt is

kijeloltek a labor szamara. A flrj branchialis strukturaja a csirke coeloma Uregébe



Ultetve alkalmakként a fejl6d6 csirke tudéhoz tapadt és eltavolitasa a 14 napos
inkubacio utan egy tudé darabbal egyutt volt lehetséges. Az eltavolitott

transzplantatumban a 74.3 mAb felismerte a csirke eredetl dendritikus sejteket és

meglepetésinkre a tidében pedig a Il. typusu pneumocytakat is a parabronchusok

és az atriumok epithel sejtjei kozott. Eddigi eredményeink szerint a surfactant termel6
epithel sejtek specifikus reakciot adnak a 74.3 mAb-vel, de nem surfactant A- és B
proteint, hanem feltételezésunk szerint a csirke tuUd6 velesziletett immunitasaért
felelés collectint (komplementszer( fehérje) és/vagy csirke tudé lectint ismerhet fel.
Jelenleg csak annyit allithatunk biztonsaggal, hogy a 74.3 mAb, amit a svajci cég
csirke FDC specifikus antitestként definial és ad el, kivalé eszkdz a tudd surfactant
termeld sejtieinek kovetésére. A 74.3 altal a tudé Il tipusu pneumocytaiban felismert
antigén, ,kapocs” lehet a veleszlletett és szerzett adaptiv immunitas kozott,
meghatarozasa része a labor jovébeni munkajanak. (PhD hallgat6é témaja lesz 2011
szeptemberétdl). Ennek a véletlenszer(i felfedezésnek a madar influenza virus
fert6zés soran lehet akar kdzvetlen gazdasagi jelentésége is.

7) A hybridémak tesztelése soran kidertlt, hogy nemcsak ham ellenes, hanem B
lymphocyta ellenes hybriddmak is megjelentek, melyet kibnozva kaptunk egy uj B
lymphocyta ellenes mAb-t. Eddig a piacon négy kilénbdz6 faji restrikcioval bird mAb
volt elérhetd, melyek a jelenleg ismert hét, chB6 alloantigén valamelyikét ismerik fel.
A laborban eléallitott és klonozott hybriddmak egyike: BoA1 is valamelyik chB6-

alléljét ismeri fel, mely az eddig tesztelt madarak mindegyikének B sejtjeivel reagal.



Table 1. Monoclonal antibodies recognizing chB6 transmembrane molecules in avian species1

Chicken a Chicken b Obese Guinea
Item allele allele chicken Turkey fowl Quail
11G2 - + - - - -
L22 + — + +
AV20 + + + - - -
HIS-C1? + (no information for alleles) ? + ? -
BoAl + + + + + +

The symbols + and — indicate whether or not the avian species reacted with the listed monoclonal antibody.

eurissen and Janse (1998). HIS-C1 mAb has not been tested in our lab; thus, we have not had information
concerning the allelic background of HIS-C1.

A BoA1 mAb egy Uj tagja a chB6 alloantigént felismer6 monoklénalis antitesteknek,

mely nem mutat faji restrikciot, legalabbis az eddig vizsgalt fajokat illetéen.

8) A korabbi OTKA palyazat (023774) tamogatasaval kezdtik el szisztematikusan
vizsgalni a bélhez asszocialt nyirokszerveket és akkor leirtuk a proventriculus és
oesophagus hataran lévé altalunk oesophagus tonsillanak nevezett gut-associated
lymphoid organ (GALT), mely emlésdkben hianyzik. Ebben az OTKA altal tamogatott
periodusban pedig felhivtuk a figyelmet egy ujabb tagjara a GALT-nak, mely a
gyomor és a duodenum hataran komplett lymphatikus gylrit alkot; pylorikus
tonsillanak neveztik. A korabbi irodalmi adatokat (bursa Fabricii, Peyer’s patches, és

DIA: Diffuze Infiltration of Anal region) az OTKA-val tamogatott oesophagus és

pylorikus tonsilakkal 6sszevetve allitjuk, hogy a madarban az intenziven fejlett GALT

kompenzalja a nyirokcsomoék hianyat.

9) Ma mar koztudott, hogy a gyulladasos folyamatokban és a fert6zések
terjedésében, pathomechanizmusaban az  extracellularis matrix (ECM)
szerkezetének eszencialis szerepe van. Az el6z6 OTKA-val tamogatott ciklusban
részletesen foglalkoztunk a Iép extracellularis matrixaval és megallapitottuk, hogy a T
dependens periarteridlis lymphocyta huvely (PALS) és a B dependens germinal

center (GC), valamint az antigén trapping zona a Schweigger-Seidel hlvely és



kornyezete a periellipsoidal fehér pulpa (PWP) extracellularis matrixa jelentds

kuldnbségeket mutat. Szamos immuncitokémiai kozlemény foglalkozott fert6z6 bursa

betegség (IBD) hatasaval a Iép sejtes elemeire, de egyetlen egy sem tanulmanyozta
az ECM-re gyakorolt hatasat. Egyik legutébbi munkankban goércsé alavettik a lép
ECM funkcionalis kompartmenjeinek elvaltozasait IBDV fert6zést kovetbéen. E
vizsgalatok eredménye, hogy a fehér pulpa azon kompartmenjének ECM-je mutat
érzékenységet IBDV-re, melynek collagen termeld reticulumsejtjei hemopoietikus
eredetliek, mig a lép telepében in loco fejl6dé mesenchymalis eredetl reticulum
sejtek altal termelt ECM alig vagy egyaltalan nem mutatott valtozast. Végsésoron, ez

azt jelenti, hogy a hemopoietikus eredetl reticulumsejtek érzékenyebbek vagy

kevésbé toleransak IBDV fert6zésre, mint a mesenchymalis eredetiiek.

10) A laborban eléallitott monoclonalis antitest panelben két gydngytyuk thrombocyta

ellenes antitestet talaltunk, melyet karakterizaltunk. GTr1 és GTr2 antitestek

kizarélag gyongytyuk thrombocytadkat ismernek fel. Csirke, pulyka és furj
thrombocytaban tesztelve nem keresztreagaltak a felsorolt allatok thrombocytaival.
Ezek az mAb gydngytyuk- és csirke, gyongytyuk és flrj, vagy gyongytyuk és pulyka
kimérakban vagy parabidzis Kkisérletekben hasznalhatok gyongytyuk sejtek
identifikalasara.

11) A jelenlegi OTKA palyazat hozzajarult harom az eredeti OTKA palyazatban nem
szerepld munkahoz is, melyek kollaboracioban készlltek az ELTE Immunoldgiai
Intézetével és a Harvard University, Department of Pediatric Surgery-vel. Dr. Nagy
Nandornak az utobbi intézettel tartds kapcsolata alakult ki, mely a bél és a bursa
Fabricii fejlédésének, beidegzésének problematikajaval foglalkozik. Eddigi
eredményeink azt mutatjak, hogy a bélidegrendszer kialakulasa szorosan 6sszefligg

a kapillaris endothel miikédésével. Amennyiben a VEGF ndvekedési faktor receptor



szinten torténd gatlasa megakadalyozza a ganglionléc sejteknek a bél falaba torténé
bevandorlasat, mely megacolon congenitumhoz (Hirschprung-betegség) vezet.

2008 februarjaban jelent meg a vilagon az els6 madar immunoldgiaval
foglalkoz6 kézikonyv, melyben a morfologiai €s immuncitokémiai fejezet megirasara
a konyv szerkesztéje 2006-ban kért fel: Structure of the Avian Lymphoid System,
Olah, I. and Vervelde, L., in: Avian Immunology ed. by F. Davison, B. Kaspers, and

K. A. Shat, Elsevier, Amsterdam, 2008, pp. 13-50.



