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Bevezetés

A gerinces allatokkal foglalkozd immunolégiai, fejlodésbiologiai és neurobiologiai
alapkutatasok egyik fontos modellallata a hazitydk és a csirke embri6. A madarak
immunrendszerének kisérletes tanulmanyozasa felbecsiilhetetlen értékii lehetéséget jelentett az
alapvetd immunolégiai vizsgélatokhoz, igy szdmos immunrendszer embriondlis fejlddésére és
milkodésére vonatkozo felfedezést is eldszor a csirkékben végeztek el. Csirke embridkban
azonositottak példaul az elsé vérképzé Gssejteket. A transzplantalt szervek kilokésének hattérben
zajlo graft-versus-host valaszokat és a limfocitak szerepét az adaptiv immunitasban szintén csirkék
segitségevel irtak le elészor. Tovabba, a madarakra jellemz6 bursa Fabricii szolgaltatta az elsé
fontos bizonyitékot arra, hogy a bursaban fejlodé limfocitak (B-sejtek) ellenanyagokat termelnek.
A bursa Fabricii a humoralis immunvalasz kialakitasaban szerepet jatszé primer nyirokszerv, ahol
a B sejtek érését a tamaszto funkcioval rendelkez6 hamsejtek és az antigenprezental6 dendritikus
sejtek mikrokdrnyezete biztositja. A B-limfocitakkal ellentétben, a stroméalis mikrokornyezetet
létrehoz6 sejtek molekularis tulajdonsagai csak részben ismertek. Alapkutatas mellett gyakorlati
haszna is nagy a haziasitott madaraknak, hiszen a baromfitenyésztés és a tojastermelés
népélelmezési szempontbdl kiemelt fontossaggal bir.

Az el6rehaladott alap és alkalmazott kutatasok ellenére, a baromfiipar szdmaéra napjainkban
tovabbra is komoly gondot jelentenek azok a virusos megbetegedések, amiket a madarinfluenza,
Newcastle virus vagy a fert6zd bursitis (gumboro betegség) virus okoz. A virusfertézések sulyos
immunszupressziét valtanak ki a csirkékben, a magas mortalitadssal kisért betegségek pedig
komoly gazdasagi kart okoznak a tenyészt6knek. Nem csupan a madarakra jelent veszélyt, az
emberekben is jelentkezhet, akar haldlos kimenetelii fert6zés, ami fert6zott madarakbol keriilhet
at emberbe a nem megfelelden hokezelt hisbol. Habar kisérletesen bizonyitott, hogy a virustérzsek
elsésorban a madarak primer és szekunder nyirokszerveit, kiemelten a bursa Fabriciit tamadjak
meg, az adaptiv immunrendszert karositjak, a virusok elsédleges célsejtje, a betegség korai
patomechanizmusa nem ismert. Feltételezik, hogy a bursa dendritikus sejtek kulcsszerepet toltenek
be a virusfertézések lefolyasaban, ezért molekularis karakterizalasuk elengedhetetleniil szlikséges

a sejtek immunfunkcidjanak megértéséhez.



Irodalmi attekintés

1. A bursa Fabricii felfedezésének rovid torténete

A bursa Fabricii madarakra jellemzé primer nyirokszerv, mely a nevét felfedezdjérdl,
Hieronymus Fabricius-rol kapta. Girolamo Fabrici d'Acquapendente néven is ismert Hieronymus
Fabricius 1533 — 1619 kozott élt Padovaban, Olaszorszagban, ahol az egyetemen professzorként
anatomiat és sebészetet oktatott. 1621-ben jelent meg részletes anatémiai és fejlédéstani
monogréfiaja, melynek cime ,,De Formatione Ovi et Pulli”. Ebben a miiben olvashat6 eldszor a
leirds arrol a szervrél, amit rola neveztek késébb el, amelyre gy hivatkozik, mint a madarakra
jellemz6, kloaka tiregével kapcsolatban allo zsakszerii szerv (Ribatti és mtsai.,, 2020). A
mitkodésével kapcsolatban, Hieronymus Fabricius Ugy hitte, hogy a spermium tarolasara szolgal
ez a szerv, és csak joval késobb, a 20. szazadban derult fény a bursa Fabricii tényleges funkcidjéara.
Az 1950-es években egy immunoldégiai laborgyakorlaton végzett kisérlet sordn Salmonella spp. O
antigén elleni ellenanyag termeltetésére Bruce Glick allatorvos bursectomizalt madarakat hasznalt
fel. Azok a madarak, amelyeknél korabban a bursa sebészi Gton el lett tavolitva, nem voltak
képesek antigén-specifikus ellenanyagot termelni (Glick, 1956; Ribatti és mtsai., 2006). A
felfedezés hatasara egyre tobb olyan Kisérlet sziiletett, melyet a bursa Fabricii-n végeztek. Igy
Cooper és munkatéarsai Glick korabbi megfigyelése nyoman a bursa mellett, Kkisérletiket
kiterjesztették mas lymphoid szervekre, és ennek kapcsan elkezdék tanulmanyozni a timusz
miikodését is. Kisérleteik soran figyelembe vették mind a timusz mind a bursa miikodését
egyarant, kiilonb6z6 kisérletes csoportokba sorolva a madarakat. Eredmények kiértékelése azt
mutatta, hogy a bursa altal termelt B-limfocitdk az ellenanyag altal kozvetitett, humoralis
immunvalasz komponensei, mig a timusz T-limfocitai a sejtes immunitast biztositjak, és ezek
egyuttes mikodése teszi lehetdvé az adaptiv immunvalasz kialakitasat (Cooper és mtsai., 1965).

Kés6bb azonositottak emldsokben is ugynevezett bursaval megegyezést mutatd szerveket,
amelyek képesek a B-limfocitak érését és differencialodasat eldsegité specialis mikrokdrnyezet
kialakitasara. Ilyen példaul a kér6dzokben az ilealis Peyer-plakkok (Reynaud és mtsai., 1991),
nyulban az appendix (Pospisil és Mage, 2011), illetve emberben és mas emlésokben a csontveld
(Abdou és Abdou, 1972).



2. A bursa Fabricii makroszkopos felépitése és fejlodése

Feln6tt csirkében a bursa Fabricii 1,6-1,8 cm atmér6jii, gesztenye nagysagu lreges szerv, a
keresztcsont és a vastagbél kozott helyezkedik el, lumene a klodka proktodeum Uregével
kommunikal (1A. &bra). A bursa ektodermalis eredetii, kiviil egy kotészovetes tok boritja, ez alatt
pedig nagyon vékony izomréteg hizodik (Nagy és Olah, 2010). Belsé felszinét hosszanti iranyba
10-12 red6 tolti ki (1C. &bra). A redék a bursa szerkezeti és miikodési alapegységének nevezett
follikulusokbol épiilnek fel, sajat vér ellatassal rendelkeznek, melyet a red6k hosszanti tengelyében
h(z6do artériak és nyirokerek biztositanak.

A follikulusok szama redénként kézel 1000-re tehetd, igy Gsszesen a bursaban korilbelll
12.000 follikulus talalhat6 (Nagy és Olah, 2010). A follikulusok szerkezetileg két jol elkiilonithetd
részre oszthatok: egy kiils6 mezodermalis eredetii kéregallomanyra (cortex) €s egy belsé
ektodermalis eredetii vel6allomanyra (medulla) (1D. abra). A kéreg-vel6 hataron bazalis membran
hizodik, amely elkiloniti a follikularis kompartmentumokat egymastol. A medulla nem
vaszkularizalt, ellenben a cortex-el, melyet stirli hajszalérhalozat vesz koriil a kortiko-medullaris
alaphartya alatt. A vel6allomany tipikus limfo-epitelialis szovetnek tekinthetd, struktaralis vazat
az ektodermalis eredetli hamretikulum (ERC) képezi (Nagy és Olah, 2010), amelyet szekrécios
dendritikus sejtek, makrofagok és B-limfocitak toltenek ki (1B. abra). A hamretikulum sejtek
nyulvanyos, csillag alak( sejtek, melyek egy térhalés szerkezetet hoznak létre a bursa
veldallomanyaban. A kéreg-veld hatarhoz kozeledve ezek a csillag alaku sejtek egyre inkabb
ellaposodnak és az Ugynevezett kortiko-medullaris hamot hozzdk létre (CME). A cortex
alapalloményat mesenchymalis eredeti retikulum képezi (MRC), mely fibronektinben és
kollagénben gazdag extracellularis matrixot termel (ECM), lazdbb haromdimenzids héalozatot
hozva létre, mint a vel6allomanyban jelen levé hamretikulum (Olah és Glick 1995; Nagy és mtsai.,
2004; Madej és mtsai., 2013; Nagy N., Olah 1., Vervelde L., (2022). Avian Immunology, p.11-44).

A red6ket hamréteg boritja, legnagyobb részt, hengerhdm tipust interfollikularis epitélium
(IFE) boritja, és csupan 10%-at hatarolja az ugynevezett follikulus-asszocialt ham (FAE) (Olah és
Nagy, 2013). Kuldnlegessége a follikulus-asszocialt epitéliumnak, hogy a follikulus apikalis
részén elhelyezkedé sejtcsoportulasok alatt, nem talalhaté bazalis membran, helyette igynevezett
FAE-tamasztd ham (FAE-SC) valasztja el a lument a medulla B-limfocitaitol. A FAE direkt



kapcsolatot teremt a bursa lumene ¢és a follikulus veléallomanya kozott, kétirdnyu anyagszallitast
téve lehetové.

A bursa Fabricii megjelenése az embriondlis fejlodés 4-5. napjan kezddédik. Az 5. napon
epitelialis telep formajaban kezd el fejlédni, a proctodeum faldanak megnagyobbodasabdl, majd
hamcsap formajaban bend a farokbimbd mesenchymajaba. Az elkovetkez6 napokban intenziv
vakuloiz&cid veszi kezdetét, és igy kialakul a bursa lumene. Az embrionalis fejlédés 10-15. napjain
CD45+ vérképzé 6ssejtek kolonizaljak a bursa mesenchymaélis telepét és a  follikulus
kezdeményeket. Minden follikulus kezdeményt 3-4 B-limfocita prekurzor népesiti be, ami
létrehozza a follikulus teljes B-limfocita populaciojat. Kikeléskor a kéregallomany még nem
alakult ki, a kikelést kovet6en nehany nappal kezdédik el csak a fejlédése (Olah és mtsai., 1986).
Ivarérett korban a bursa Fabricii fokozatosan visszafejlédik. Hairom honapos kor utan a bursa teljes

involucidja figyelhet6 meg, cortex és medulla sejtes allomanya és az extracellularis allomany

visszafejlodik (Ciriaco és mtsai., 2003).
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1.4bra. A bursa Fabricii szerkezete és elhelyezkedése. (A) Kiboncolt 5 napos csirke zsigeri
komplexuma. A bursa Fabricii a rectum disztalis részén, a klodk&hoz asszocialtan helyezkedik el.
(B) A bursa follikulus semas szoveti szerkezete. FAE: follikulus-asszocialt epitélium, IFE:
interfollikularis epitélium, FAE-SC: follikulus-asszocialt epitélium tamaszt6 sejt, BSDC: bursali
szekrécios dendritikus sejt, ERC: hamretikulum sejt, M: makrofag, BL: bazalis membran, CME:
kortiko-medullaris ham, Ly: limfocita, MRC: mesenchymalis retikularis sejt. (C) 5 hetes csirke
bursa Fabricii hossztengelye mentén szétnyitva; jol megfigyelheté a redok elhelyezkedése. (D)
Bursa Fabricii follikulusdnak szovettani szerkezete: paraffinos metszet, hematoxilin-eozin
festéssel. FAE: follikulus-asszocialt epitélium, IFE: interfollikularis epitélium, BL: bazalis
membran. (Sajat preparalas és metszet)

3. A bursa follikulusok szovettani szerkezete

A bursa Fabricii follikulusa jol elkiilonithetd kéreg- és veldallomanyra oszthatd. A
vel6allomany szoveti felépitéseben negy specifikus sejt vesz részt: szekrécios dendritikus sejtek
(BSDC), B-limfocitdk, makrofagok és retikularis hamsejtek. A kéregallomany alkotasaban
mesenchymalis hamretikulum, B-limfociték (ellentétben a medullaris B-limfocitékkal: kisebbek,
stiribben helyezkednek el és gyorsabban osztédnak (Nagy és mtsai., 2004)), makrofagok és
elszértan néhany dendritikus sejt vesz részt.

A medulla térhalos szerkezetét biztositd retikularis hamsejtek cytokeratin+/E-cadherin+
kettés immunpozitivitas jellemzi, mig a cortexben el6fordulé mesenchymalis retikularis sejtek
vimentin+/dezmin+ intermedier filamentumokat fejeznek ki. A vel6allomany B-limfocitéi
elektronmikroszképos felvételek alapjan, kerekded alakkal, illetve sotétre fest6do,
heterokromatikus sejtmaggal rendelkeznek. Bu-1 (chB6) antigént fejeznek ki (2H. abra), csak ugy
mint a kéregben el6forduld limfocitak, viszont cortexben jelen levé chB6+ sejtek LT2 antigénre
pozitivak, nem Ggy mint a medulla limfocitai (Paramithiotis és Ratcliffe, 1994; Ratcliffe és Hartle,
2022). 1gM expresszid csak a veloben figyelhetd meg (Olah és mtsai., 1992). Kikelés utan a
CXCR4 receptor csak a kéregallomany B-limfocitainak felszinén jellemz6 receptor (Nagy és
mtsai., 2020). A bursa follikulusban Lep100+/TIM4+ makrofagok vannak jelen, melyek mind a
veléallomanyban, mind a kéregallomanyban nagyjabol egyenld szamban, egyenletesen elszérva
fordulnak el6 (2E. abra) (Balic és mtsai., 2019; Lippincott-Schwartz és Fambrough, 1987).

A szekréciés dendritikus sejtek (BSDC) a bursa follikulus vel6allomany jellegzetes

sejttipusa. 1978-ban fedezték fel; Olah Imre és Bruce Glick irtak le elészor csirkében (Olah es



Glick, 1978). Morfologiailag egy nyulvanyos sejtr6l beszéliink, melynek sejtmagja
elektronmikroszkopos felvételen a B-limfocitdkra is jellemz6 kerékkiilohoz hasonlito
heterokromatikus szerkezetet mutat (2A. abra). Altalaban két asszimetrikus nyulvannyal
rendelkeznek, melyekben a sejtszervecskék eloszlasa nem egyenletes, igy jellegzetes
polarizaltsdgot kdlcsondzve a sejtnek. Az egyik nyulvanyban jellegzetesen tobb citoplazmatikus
granulum figyelhet6 meg; itt a durva endoplazmatikus retikulum és a Golgi-készulék is egyarant
fejlettebb. A maéasik nydlvany nem tartalmaz szekréciés granulumokat, citoplazmatikus
organellumokban szegeény, méas dendritikus sejtekhez és a bér Langerhans sejtjeihez hasonldan,
vimentin intermedier filamentum tolti ki (Olah és Glick, 1978; Nagy és mtsai., 2016). A bursa
dendritikus sejtjei szekrécids tevékenységet folytatnak, innen kaptak neviket is, és ezaltal
hozzéjarulnak a follikulusok specifikus mikrokdrnyezetének kialakitasdhoz és a B-limfocitak
differencialodasahoz. Antigén prezentalo sejtek (APC) léven szerepiik van a B-limfocitak érésében
(Olah és mtsai., 1986). A dendritikus sejtek CD45+ vérképz6 6ssejt eredetli, ugynevezett ,,sotét
sejtekb6l” differencialodnak és vimentin mellett az ismeretlen molekularis tulajdonsagu
citoplazmatikus 74.3 antigént fejeznek ki (Nagy és mtsai., 2004). A 74.3 el6nye, hogy embridban
¢és feln6tt allatban egyarant jel6l, viszont intracitoplazmatikus, gyenge immunreaktiv jelt ad
immuncitokémiaval, nagyon érzékeny a szovet fixalas moddjara. Késébbi kutatasok szerint
felvetédott az az elképzelés, hogy a kolonia stimulalo faktor 1 receptort (CSF1R) jel6ld
ellenanyag, eml6s6kh6z hasonldan, a makrofagok mellett, a dendritikus sejteket is jeldli (Balic és
mtsai., 2019). Feln6tt madarakban a szekrécids dendritikus sejtek 1gG-t expresszélnak, viszont
embrionalis korban nem miikodik, s6t nem a sejtek termelik, csupan sejtfelszinen kikotott IgG. Az
IgG elnevezést késobb IgY-ra modositottdk, mert a nehézlanc molekularis szerkezete eltérést
mutat az eml8s IgG molekula ezen részétél (Felfoldi és mtsai., 2005). A vimentin egy jo tampontot
biztosit a B-limfocitaktol és a cytokeratin+ retikularis hamsejtekt6l valdo megkiilonboztetésben,
viszont nem specifikusan jel6l, hiszen a kéregben levd retikulumsejtek is kifejezik. Tovabba,
intraspecifikus jeldlést mutat, ami nem teszi alkalmassa sejtizolalasos kisérletekre. Ugyanez a
technikai nehézség jellemzi a 74.3 ellenanyagot is. Mivel a citoplazmatikus antigének és a
nemspecifikus jelolésli antigének nem alkalmasak a BSDC szelektiv izoladlasara, a bursa

dendritikus sejtek funkcidjat in vivo és in vitro nehezen lehetett vizsgalni.



2. abra. A bursa Fabricii jellegzetes sejttipusai. (A) Elektronmikroszképos felvétel a bursa
szekrécios dendritikus sejtrél. (B) Vimentin jel6lés amely kirajzolja a vel6allomany dendritikus
sejtjeit és a kéregallomanyban levé mesenchymalis retikulum sejteket. (C) Vimentinhez hasonlo
jelolést mutat szintén a veléallomanyban a 74.3 marker is. (D) Szekrécios dendritikus sejtek
felszinlkdn megkdtik az IgY-t (Olah és Nagy, 2013) . (E) Makrofagok TIM4 expresszidja a
limfoid follikulusok kéreg- és veléallomanyaban egyenletes eloszlasban jeldl (Avian Immunology,
2022) . (F) chB6 specifikus ellenanyag a kéreg- és vel6allomany B-limfocitait jeldli.
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Célkituzések

e A felnétt csirke bursa Fabricii follikulusokat alkotd lymphoid és myeloid sejtek
karakterizalasa immuncitokémiai modszerekkel.

e A bursa szekrécios dendritikus sejtek jellemzése sejt membranfehérjéket felismerd Uj
monoklonalis ellenanyagokkal.
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Anyagok és médszerek

1. Kisérleti allatok

Kisérletek sordn White Leghorn tipusu, SPF (Specific-pathogen-free) csirke embriokat és
feln6tt allatokat hasznaltam. A csirke tojasokat kereskedelmi tenyésztoktél (Ceva-Phylaxia
Oltdéanyagtermel6 Zrt.) szereztiik be, majd 37,7 °C-on inkubaltuk a laboratorium keltetégépeiben
(HekaBrutgerate, TS-7000C). A kikelt allatok a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szdvet- és

Fejlodéstani Intézetének madarhazaban voltak elhelyezve.

2. Minték szovettani elokészitése és feldolgozasa
2.1. Fagyasztott zselatinos blokk készitése

A bursa Fabricii feln6tt allatbol (3-6 hetes), vagy embriobol (14, 16, 18 napos embrid) térténd
Kipreparal&s utan, a szervet 4%-os paraforaldehid oldatba fixaltam 1 6ran keresztiil. Ezt kveten
3x5 percet foszfat pufferolt sdoldatba (PBS) mostam, majd a PBS moséas utén, éjszakéara, 4 °C-on,
15%-0s szachardz oldatba taroltam. Az inkubalast kovetd masik nap a szachardzt 7,5%-0S
zselatinra cseréltem, majd tovabbi 2 6rat inkubaltam 37 °C-on. A beagyazas soran a felmelegitett
7,5%-o0s zselatint egy milanyag kiont6 talka aljara toltottem, majd rahelyeztem a bursa Fabricii
darabot, orientaltam, miutan megszilardult a zselatin, egészen felontottem a talkat. Miutan ez is
teljesen megszilardult, a zselatinos szovetblokkot 1x1 cm-s kockéara vagtam és egy elére
feliratozott karton darabra helyeztem. Ezt kovette a blokk lefagyasztasa, amely -60 °C-os
izopentanba tortént (ezt eldre lehitottem folyékony nitrogén segitségével a megfeleld
homérsékletre). A fagyasztas 1 percet tart, az igy elkésziilt blokk azonnal metszhetd, felhasznélasig

-80 °C-on tarolandd.

2.2.  Zselatinos fagyasztott blokk metszése

A szdvettani metszetek elkészitésehez Shandon tipusu kriotobmot hasznaltam. A metszéshez
elokészitve a blokkot levalasztottam a karton darabrdl és a kriotom metszettartojara rogzitettem

Shandodn Cryomatrix segitségével. A metszés -28 °C-on torténik, a 12 um vastagsagu metszeteket
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pedig poli-L-lysine-nel bevont targylemezekre vettem fel. Az igy elkészilt metszeteket

mélyhtitében, -20 °C-on taroltam felhasznalasig.

3. Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia
3.1. Immunhisztokémia

A laborban altaldnosan hasznalt protokollnak megfeleléen, a kivalasztott fagyasztott zselatinos
metszeteket elére felmelegitett PBS-be rehidraltam 10 percet, amely elegendé a zselatin
kioldodasdhoz. A rehidralast kovetéen a metszeteket kdrbetorolgettem egy papirvattaval, hogy
megakadalyozzam a kovetkezd 1épésben felkeriilé ellenanyagok ¢sszefolyasat. Az ellenanyagok
Osszefolyasanak elkeriilése érdekében a metszeteket ajanlott korbe karcolni. A primer
ellenanyagok higitasa 1%-0s BSA-t tartalamz6 PBS-ben (PBS-BSA) torténik. A metszetek
nagysagatol figgéen, korilbelil 35-90 um primer ellenanyagot mértem. A metszeteket, rajtuk a
primer ellenanyaggal nedves kamraba helyeztem és szobahOmérsékleten inkubaltam 1 Oréat
(1.tdblazat). Az inkubalast 3x5 perc PBS mosas koveti. A kovetkezé 1épésben ramértem a
metszetekre a primer ellenanyagnak megfeleld izotipusu és allatfaju szekunder ellenanyagot. A
szekunder ellenayagot, a primérhez hasonléan PBS-BSA-ban higitottam 1:200 aranyban, majd
nedves kamraban inkubaltam 45 percet. Az inkubaciés id6 lejarta utan 3x5 perc PBS mosas.
Ezutan kdvetkezik a szoveti endogén peroxidaz blokkolas, a targylemezeket 30%-o0s H>O> (Molar
Chemicals, 03650-101-340) oldatot tartalmaz6 kiivettaba helyeztem 10 percre. Ezt kdvet6en a
metszeteket 3x5 percet PBS-ben mostam, majd az avidin-biotin peroxidaz komplexet
Osszeallitottam, 1:100 aranyban PBS-ben higitva, az 0sszedllitds utan fél oraval rdamértem a
metszetekre, majd 30 percet inkubaltam nedves kamraban szobah6mérsékleten. Ezzel egyidejileg
Osszedllitottam a kloronaftol torzsoldatot: 50 ml PBS-hez 50 um kloronaftol torzsoldatot adtam,
majd ezt sOtétben, magneses keverdn kevertettem 30 percet. Az oldatot felhasznalas eldtt
sziirbpapiron atsziirtem és 250 um 3%-0s H20- (Sigma, 88597-100ML-F) oldatot mértem hozza.
Az avidin-biotin komplexel torténé inkubacios id6 lejarta utan 3x5 percet mostam PBS-ben. Az
eléhivas a kloronaftolos oldatban, 30 percen at, sotétben tortént. Ez id6 alatt a peroxidaz enzim
lila csapadekot képez az ellenanyag kotédésének helyén. Vegil 3x5 perc PBS mosas utan
vizoldékony lefed6vel (Mowiol, Sigma, 81381-250G) lefedtem a metszeteket, ezt kovtéen 4 °C-

on taroltam.
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3.2.  Egyszeres immunfluoreszcens festes

Ez az eljaras a fent leirtakhoz hasonloan, a metszetek rehidralasaval kezd6dik, 10 percre meleg
PBS-ben. Ezt kovette a primer ellenanyag, amit 1 orat inkubaltam nedves kamréaban
szobahémérsékleten. Ujabb 3x5 perc PBS mosas kovetkezett. Ezutdn pedig a primer
ellenanyagoknak megfeleld izotipust fluorokrommal konjugalt szekunder ellenanyag, 45 percet
inkubaltam. Ezt 3x5 percet mostam PBS-ben. A sejtmagokat DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole
dihidrochloride) reagenssel hivtam el6 (10 perc inkubacio sotétben). Utolso Iépésekként 3x5 perc
PBS mosas koetkezett, végezetll pedig a metszeteket vizoldékony lefedével (Mowiol) fedtem le

és felhasznalasig 4 °C-on taroltam.

3.3. Kettés immunfluoreszcens festés

Kiilonb6z6 molekulak expresszidjdnak 0sszehasonlitasa céljabol kettés immunfluoreszcens
festéseket alkalmaztam. Az immuncitokémiai festés alapja, hogy két kiilonb6z6 izotipust és/vagy
allatfaju primer ellenanyagot hasznaltam és a primer ellenanyagoknak megfelelé izotipusa és
allatfaja, fluorokrommal konjugélt szekunder ellenanyaggal hivtam el6 (2.t4blazat). Akércsak az
immunhisztokémiai festésnél, itt is elsd 1épésben a kivalasztott metszeteket elére felmelegitett
PBS-ben rehidréltam 10 percet. A rehidralas utan rdmeértem a metszetek méretének megfeleld
mennyiségll primer ellenanyagot melyet 1 6rat inkubaltam szobahdémérsékleten, nedves kamraban.
A primer ellenanyagot PBS-BSA-ban higitottam. Az inkubacids id6 eltelte utan a metszeteket 3x5
percet mostam PBS-ben, majd rdmértem a primernek megfelelé allatfaji és izotipust
fluorokrémmal konjugalt szekunder ellenanyagot, amit 1:200 aranyban higitottam PBS-ben. igy
inkubaltam 45 percet szobahdmérsékleten, nedves kamraban. Kovetkezo 1épésként 3x5 perc PBS
mosas kovetkezett, ezutan pedig a masodik primer ellenanyag kerllt fel a metszetekre amelyet
szintén 1 drat inkubaltam szobahémérsékleten, nedves kamraba. Ezt kovette 3x5 perc PBS mosas,
majd a felkeriilt masodik szekunder ellenanyagnal figyeltem arra, hogy a masodik primernek
megfeleld izotipust és allatfaju legyen, illetve eltérjen az elsd szekundertdl. Az inkubacios 1d6
szintén 45 perc, amit 3x5 perc PBS mosés kovetett. A sejtmagok kimutatasara DAPI (4,6-diamino-
2-phenylindole  dihidrochloride) reagenst hasznaltam, amit 10 percig inkubaltam
szobahOmérsékleten, nedves kamraban. Utolso lépésben pedig 3x5 percet mostam PBS-ben és

vizoldékony lefedével (Mowiol) fedtem le a metszeteket.
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4. Felhasznalt ellenanyagok

1.tablazat. Felhasznalt primer ellenanyagok listaja

Primer . C ) . . .
ellenanyagok Klon neve | Higitas Cég/Szarmazas Izotipus
CD45 Hisc7 1:200 Pronics egér 19gGaa
chB6 BoAl feltldszé laborban egér 1gG1
1:200 | Dr. Sonja Hartle, Minchen| egér IgG:1
ChBAFF-R 2C4 University
) Dr. Sonja Hartle, Miinchen .
M2 - 1:200 University eger 1gGza
CSF1R ROS-AV170-| 1:80 . egér 19gG1
MCA5956GA BioRad
TIM4 ROS-JH9 1:1000 BioRad eger 19gG:
74.3 CVI-ChNL- | feltliszo Prionics eger 1gG:
74.3
MHCII - 1:200 DSHB eger 1gG:
E-cadherin 36 1:200 BD Biosciences egér 1gGaa
anti-cytokeratin Lu-5 1:200 Sigma egér 1gG1
P75 i 1:200 | b | ouis Reichardt, san | "YUl 19G
Francisco, Caltech
10C12 - 1:200 Dr. Sonja Hartle, egér 19G1
Minchen University
8F2 CD1id 1:200 Dr. Sonja Hartle, egér 19G:
Minchen University
LeplOO, Lam_p-l 5G10 1:200 DSHEB eger 1gG:
lizoszomalis
membranfehérjet
jelol
alfaVbeta3 integrin LM609 1:200 Sigma eger 1gG1
7D6 - 1:200 DSHB egér 1gG1
Neuropilin-1 TB2 1:200 DSHEB eger 1gG1
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2.tablazat. Felhasznalt szekunder ellenanyagok listaja

(H+L)

Szekunder . ) , ; ,
Cég/Szarmazas Katalogusszam
ellenanyag
ALEXA-488-konjugalt anti Invitrogen A21121
egér 1gG:
ALEXA-488-konjugéIt anti Invitrogen A21131
egér 1gGaa
ALEXA-488-konjugalt anti Invitrogen A21202
egér 1gG
ALEXA-594-konjugéIt anti Invitrogen A11005
egér 1gG
ALEXA-594-konjugalt anti Invitrogen A21125
egér 1gG:
ALEXA-594-konjugéIt anti Invitrogen A21135
egér 1gGaa
ALEXA-594-konjugalt anti Invitrogen A21206
nyul 1I9G
ALEXA-488-konjugalt anti Invitrogen A11037
nyul 1IgG
biotinilalt anti-egér 19G Vector BA-9200
(H+L)
biotinilalt anti-nyul 1gG
Vector BA-1000
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Eredmények

A Kisérletem soran felhasznalt monoklonalis ellenanyagok segitségével jellemeztem a bursa
Fabricii alkotasaban részt vevd jellegzetes sejttipusokat, melyek a kovetkezék: B-limfociték,
szekrécids dendritikus sejtek, makrofagok, retikularis hamsejtek és retikulum sejtek. Ahhoz, hogy
a bursa szekrécios dendritikus sejtjeinek karakterizalasat elvégezzem, sziikség volt a lymphoid

follikulus teljes szerkezetének tanulmanyozésara.

1. A bursa lymphoid sejtek immunfenotipusa

A bursa Fabricii lymphoid sejttipusanak 98%-a B-limfocita melyek embrionalis korban
kolonizaljak a follikulus bimbot, az aorta vérképz6 helyeir6l érkezve, és csupan néhany T-sejt
talalhatd elszortan a kéregadllomanyban. A fejl6dé bursaban az embrionalis fejlédés 13. napjara
mar a redok kitoltik a szerv lumenét, ezekben pedig a follikulus bimbok készen allnak a B-
limfocita prekurzorok fogadasara (Nagy és mtsai., 2016).

Feln6tt allatban a B-limfocitdk mind a kéreg-, mind a vel6allomanyban egyforman, egyenld
ardnyban fordulnak el6. (Nagy N., Olah 1., Vervelde L., (2022). Avian Immunology, p. 21).

Korabbi kisérletek igazoltak, hogy a bursa follikulusban két elkiiloniilé B-limfocita populécid
figyelhet6 meg. Az egyik a chB6+ B-limfocitdk, melyek egyenlden oszlanak el a kéreg és a
veldallomanyban egyarant, valamint ezen belil a chB6/CXCR4+ sejtek kulonllnek el. Az
utobbiak a lymphoid follikulus kéregallomanyaban figyelhetéek meg, €s a vel6allomanyban,
kizarolag a kéreg-vel6 hatar mentén lokalizalodnak (Nagy és mtsai., 2020).

Kisérletes munkam elsé 1épésben a lymphoid sejtek immuncitokémiai jel6lését vegeztem el.
B-limfocitdk megfigyelésére immuncitokémiai festést alkalmaztam ahol a chB6, BAFF-R
molekulara specifikus monoklonélis ellenayagokat hasznaltam illetve immunfluoreszcensen
vizsgatam a CXCR4 molekula kifejez6dését. Az ellenanyagok membranjellést mutatnak a B-
limfocitak feliszinén. A chB6+ sejtek kitoltik a reddket (3A. abra), a follikulusok kéreg- és
veléallomanyat (3B. abra). Ehhez hasonlo a BAFF-R immunreakcio (3C. abra). A CXCR4
intenziven jel6li a kérgi sejteket (3D. abra).
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3.4bra. A bursa Fabricii limfoid sejtjei: B-limfocitdk. (A) A bursa Fabricii egy teljes reddje,
chB6 immunhisztokémiai jel6léssel. (B) Limfoid follikulus kinagyitva, chB6+ sejtek egyenléen
oszlanak el a kéreg- és a veléallomanyban egyarant. (C) A B-limfocitak felszinén expresszalodik
a BAFF-receptor. (D) Egyszeres immunfluoreszcens festés, CXCR4 receptor kifejez6dése B-
limfocitakon.
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2. A lymphoid follikulusok strukturalis alapvaza

A bursa lymphoid follikulusai sajatos struktaralis szerkezettel rendelkeznek; hisztologiai kép
alapjan feloszthato egy kiils6 kéregallomanyra (cortex) és egy belsé veléallomanyra (medulla). Az
E-cadherin+ kizarolag a follikulusok vel6allomanyara jellemzd, itt kirajzolva a ham sejtek
kapcsolodasat, a follikulus asszocialt hamban (FAE) er6sebb expressziot mutat (4A. dbra). A
medulla ectodermalis eredetii, itt a struktralis vazat a cytokeratint+ csillag alaku retikularis
hamsejtek adjak (4B. abra). A kéreg-vel6 hataron alaphartya htizodik laminint expresszal, amely
jol elhatarolja ezeket egymastol (4C. abra). A kéregdllomany mezodermalis eredetii, ezt

dezmin/vimentin+ mesenchymalis retikulum sejtek alkotjak (4D. &bra).
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4.abra. A bursa Fabricii follikulusok strukturalis vazat alkoto sejttipusok. (A) E-chadherint
kifejez6 hamsejtek kizarolag a veldallomany alkotasaban vesznek részt. (B) A cytokeratin+ csillag
alaku retikularis hamsejtek a lymphoid follikulus stromalis vazat képezik. (C) Laminint az
interfollikulasris hdm alatt, illetve a kéreg-veld hataron huzddo alaphéartya tartalmazza, follikulus-
asszocialt ham alatt hianyzik. (D) A kéregallomany alapvazat dezmin+ mesenchymalis retikulum
sejtek alkotjak.
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3. A bursa Fabricii myeloid sejtjeli

A hisztolégusok és immunologusok szamara mindig sok bizonytalansdg Ovezte a bursa
szekrécids dendritikus sejtek elkilonitéssét, mivel morfolégiai szempontbdl hasonlosagot
mutatnak a lymphoid follikulusok veldallomanyaban el6fordulé makrofagokkal és limfocitakkal.
Korabbi kisérletek a dendritikus sejteket és a makrofagokat egyazon sejttipusnak tekintik, nem
kiilonitik el a kett6t egymastdl (Hu és mtsai., 2019). Tudomanyos diakkdrés munkam masodik
részében Hu és munkatarsai altal akalmazott monoklonélis ellenanyagokat hasznaltam fel: a
CSF1R (colony stimulating factor 1 receptor) - tirozin kindz receptort és a TIM4 (T cell Ig and
mucin domain—containing 4) - foszfatidilszerin receptort kifejez6 myeloid sejtek kimutatasara. Az
immunfluoreszcens festés eredménytil azt kaptam, hogy a CSF1R+ sejtek (5A. abra) kizarolag a
follikulusok vel6allomanyaban fordulnak eld; szemben a TIM4+ sejtekkel, melyek egyenld
aranyban, elszortan az egész follikulus teriiletéen jelen vannak (5B. abra). Kettds
immunfluoreszcens festéssel tudtam igazolni, hogy a CSF1R+ és a TIM4+ sejtek egymastol a
vel6allomanyban teljesen elkiiloniilnek, nem figyelehtd meg kollokalizalas (5C, D. &bra).

Ahhoz, hogy igazoljam, hogy a CSF1R+ sejtek valdban a bursa szekrécios dendritikus sejtjei,
kettés immunfluoreszcens festést végeztem az elséként leirt dendritikus sejt markerrel (6B. abra),
a vimentinnel ami a sejtekben levd intermedier filamentumokat jeloli (Olah és Nagy, 2013) . A
vimentin jelen van a kotészoveti sejteken €s a dendritikus sejteken is egyarant, ezért nem
specifikus marker, tehat nem lehet kizarolag a dendritikus sejtek karakterizalasara hasznalni (6A.
abra). A kettos festéseket elvégezve, a CSF1R-el és a TIM4-el, pozitiv eredményt csak a CSF1R
esetében kaptam, megfigyeltem a vimentin-CSF1R kollokalizaciot, igy igazoltam, hogy a CSF1R+
sejtek a bursa veldallomanyaban valoban szekrécids dendritikus sejtek (6C. &bra).

Ennek nyoman tovabbi kisérletek kovetkeztek uj monoklonalis ellenanyagokkal, ilyen: az
integrinek csaladjaba tartozé CD11d, a sejt felszinén kifejez6dé P75 neurotrophin receptort illetve
az aVB3 integrint felismerd ellenanyagok immuncitokémiai tesztelése. Mindharom ellenayag
esetében elvégeztem a kettds immunfluoreszcens jelolést CSF1R-el, hogy igazoljam, hogy ezek a
molekulak kifejez6dnek a dendritikus sejteken felszinén. Eredményeim azt mutattidk, hogy a
CSF1R - CD11d (6D. &bra), CSF1R - P75 (6E. &bra) és a CSF1R - aV3 integrin (6F. abra) kettés
immunfluoreszcenciat mutatnak, az ellenanyagok kollokalizacidja jol felismerhetd. Receptor

szintli vizsgalatokhoz a P75 fluoreszces festést STED szuper rezoluciés mikroszkoppal is
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megnéztem. Ezzel a mddszerrel kirajzolddnak a sejt felszinén kifejez6d6 receptorok, illetve a sejt

nyulvanos morfologiaja is jobban kivehet6 (6G. abra).

% ‘medulla”
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5.4bra. A bursa Fabricii nydlvanyos sejtjei: dendritikus sejtek és makrofagok. (A) A
lymphoid follikulus veldallomanyaban nagy szamu CSF1R+ dendritikus morfologiat mutato
sejtek lokalizalédnak. (B) A TIM4+ makrofagok egyenletesen oszlanak el a kéreg- és a
vel6allomanyban egyarant. (C, D) A CSF1R+ dendritikus sejtek nem kollokalizalnak a
veldallomanyban el6forduldo TIM4+ makrofagokkal; DAPI  (4,6-diamino-2-phenylindole
dihidrochloride) sejtmagot jeldl.
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6.4bra. A bursa szekrecios dendritikus sejtjeire (BSDC) jellemzé specifikus ellenanyagok
bemutatasa. (A) A vimentin immunreakcio BSDC-et jelol a vel6allomanyban és a kérgi
retikularis sejthlézatot is kirajzolja. (B) A vel6allomanyban hasonld mintazat jellemz6 a CSFIR
immunreaktiv sejtekre. A CSF1R+ nyutlvanyos sejtek a follikulus veldallomanyaban
csoportosulnak. Elszortan a cortexben is van néhany nyulvanyos sejt. (C) Vimentin/CSF1R kettds
pozitivitds igazolja, hogy a CSF1R ellenanyag csirkében BSDC-t jelol. (D-F) Kettos
immunfluoreszcens festéssel igazolt 4j monoklonalis ellenanyagok a BSDC-k karakterizalasara:
CD11d integrin, P75 neurotrophin receptor és az aVP3 integrin. (G) STED mikroszkoppal
készitett szuper rezolucios felvétel: a P75 neurotrophin receptor eloszlasa a BSDC-k felszinén.
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4. Abursa Fabricii morfoldgiaja és sejtes osszetétele az embrionalis fejlodés
14. napjan

Kisérletes munk&dm harmadik részében a bursa Fabricii embrionalis fejlédés soran vizsgaltam,
a munkam kozpontjaban all6 dendrtikus sejtek fejlodését. Ehhez a 14 napos csirke embridt vettem
kezdeti stadiumnak (7A. abra), mivel az embrionalis fejlédés 13. napjara a fejlédé bursaban a
redék mar teljesen kitoltik a szerv lumenét és a follikulus bimbok korai megjelenése jol
megfigyelhetd (7B. abra). Kimutattam, hogy a follikulus bimbdkat benépesité sejtek kifejezik a
CD45 molekulat, ami arra utal, hogy vérképzo Ossejtek alakitjak ki a lymphoid follikulusokat. A
follikulus bimbok alkotasaban a CD45+ sejtek mellett részt vesznek az E-cadherin+ hamsejtek is,
melyek benének a red6k mesenchymalis rétegeibe, korbeveszik a vérképzo sejteket, igy alakitva
ki a follikulus bimbokat (7C, D. &bra). Follikulus kezdeménybe érkeznek meg a myeloid sejtek
prekurzorai mint a CSF1R+ dendritikus sejtek és a makrofagok (7E, F. abra).

E-cadherin/

” oy~ ‘>‘
~
/CSF1R

embrio sztereomikroszkdpos felvétele. (B) A 14 napos csirke embridbdl izolalt szervkoplexum:
vastagbél, BF, klodka hosszmetszete; és CD45+ vérképz6 éssejtek bursaba torténd akkumulacioja
figyelheté meg. (C, D) Follikulus bimbok: CD45+ vérképz6 Gssejteket korbenovi az E-cadherin+
ham, igy alakitva ki a follikulus bimbokat. (E, F) A follikulus bimbokba csoportosul6 CSF1R+
dendritikus sejtek, mar a korai embrionalis stadiumban is jelen vannak és bevandorolnak a
hamsejtek kozé.
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Kovetkeztetések

Kisérletes munkdm soran kimutattam, hogy az E-cadherin+ hamsejtek, chB6+ B limfocitak és
TIM4+ makrofagok mellett, a CSF1R specifikus monoklonalis ellenanyaggal szelektiven lehet
jelolni a BSDC-ket embryonalis és feln6tt BF-ben is. Tovabbi kettés immunfluoreszcens festéssel
igazoltam, hogy a CSF1R+ BSDC-k CD11d, P75-neurotrophin receptor és aVp3 integrint
expresszalnak. Ezeket a felszini molekulakat kordbban még nem irtdk le madar dendritikus
sejteken.
részre oszthatdak. Felépitésiiket tekintve eltéréek, a medullat a Kisérletes munkam kdzpontjaban
all6é CSF1R/CD11d/P75/ aVB3 integrin+ szekrécids dendritikus sejtek mellett chB6/BAFF-R B-
limfocitak, TIM4+ makrofagok, illetve E-cadherin/cytokeratin+ retikularis hamsejtek alkotjak. A
kéregallomany sejtes Osszetétele a kovetkez6: dezmin/vimentint retikulum sejtek, TIM4+
makrofagok, illetve chB6/BAFF-R/CXCR4+ B-limfocitak alkotjak.

Az &ltalam tanulményozott monoklonalis ellenanyagokat: anti-CSF1R, CD11d, P75 és az
a VB3 integrin korabban nem irtak le csirkében a szekrécids dendritikus sejtek jelolesére alkalmas
ellenanyagokként. A kolonia stimulalé faktor 1 receptor (CSF1R), tirozin kinaz receptor, a sejtek
kiils6 felszinén helyezkedik el, a sejtek novekedésében, érésében és differencialodasaban jatszik
szerepet. A CD11d az integrinek csaladjaba tartozik, egy korabbi publikacidban csirke szekunder
nyirokszervek és a keringé limfocitakon irja le (Deeg és mtsai., 2020). Kisérletes munkam soran
kettés immunfluoreszcens festéssel igazoltam, hogy a bursa szekrécios dendritikus sejtek is
expresszaljak. A P75 neurotrophin receptor, emlésokben a neuralis eredetii sejteken, foként a
neuronok korai fejlodési szakaszaiban fejezodik ki, a sejt tulélését biztositdé mechanizmusokban
jatszik szerepet (Ritala és mtsai., 2022). lgazoltam, hogy expresszidja megfigyeleheté csirke bursa
Fabricii-ban, specifikusan a szekrécids dendritikus sejteken. Emlsokben az aVB3 integrin a
vitronektin receptora, amely egy glikoprotein, sejtkapcsolodasban jatszik szerepet. Az el6z6
monoklonalis ellenanyagokhoz hasonléan az aVPB3 integrin kifejezddését a bursa szekrécios
dendritikus sejteken immunfestésekkel bizonyitottam.

Mindegyik molekula (CSF1R, CD11d, P75 es az aV3 integrin), sejtfelszini expressziot mutat
és ez kivald lehetdséget nyujt a sejt izolalasos kisérletekhez vald felhasznalasra, igy egyre
kdzelebb kertlink a bursa szekrécids dendritikus sejtek megismeréséhez és teljes kor

karakterizalasahoz, molekularis tulajdonségai jellemzéséhez.
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Osszefoglalo

A csirke mint kisérletes modellszervezet kulcsszerepet jatszik napjaink immunoldgiai,
sejtbioldgiai és embrioldgiai kutatasaiban, hiszen egyik nagy elénye, hogy konnyen elérhet6 és
nem draga a transzgénikus allatokkal szemben. A bursa Fabricii a madarakra jellemz6 primér
nyirokszerv. A veldallomanyban talalhato retikularis hamsejtek és szekrécios dendritikus sejtek
(BSDC) hozzak létre a bursa specifikus mikrokdrnyezetét, amely kulcsszerepet tolte be a B-
limfocita prekurzorok érésében. A B-limfocitdk az adaptiv immunrendszer részei, szerepet

jatszanak a humoralis immunvélasz kialakitasaban, igy védekezve a patogénekkel szemben.

Kisérletes munkam soran felnétt, illetve eltéré embrionalis fejlodésben levo csirkék primér
nyirokszervét, a bursa Fabriciit vizsgaltam. Ehhez a szervet boncolas sordn eltavolitottam, a
hisztoldgiai protokollnak megfelelden elokészitettem, fixaltam, majd kiilonb6z6 immuncitokémiai
¢s immunfluoreszcens festéssel vizsgaltam. A metszeteken megfigyelehetd volt a bursa Fabricii
jellegzetes morfologidja: a szervet redék alkotjak, melyek kitoltik a lument, a red6kben pedig
gyongyfiizér szeriien lymphoid follikulusok helyezkednek el. A fent leirt ellenanyagokkal torténd
jelolések kovetkeztében lathatdva vallt a lymphoid follikulusok struktiralis €s sejtes szervezodése
is: kiils6 kéregallomany melyre retikulumsejtek, makrofagok és B-limfocitak jellemzoek; és egy
belsé veldallomany amit dendritikus sejtek, B-limfocitak, makrofagok és retikularis hamsejtek
alkotnak. A kisérletes munkam kdézpontjaban a bursa szekrécids dendritikus sejtjei alltak. Kiemelt
célom ezeknek a sejteknek a karakterizaldsa olyan (j monoklondlis ellenanyagokkal, melyeket
még nem irtak le csirke bursa dendritikus sejtjein, ide tartozik: CSF1R, CD11d, P75 és az a V33

integrin antigéneket jel616 ellenanyagok.

Az 0j monoklonalis ellenanyag repertoar bevezetésével a jovOben lehet6ség nyilik

=z

Ezt kovetden tervezzik a bursa szekrécios dendritikus sejtjeinek molekuldris vizsgélatat, ami
lehet6séget biztosit a sejt ultra struktirajanak a megismerésere. Kulcsfontossagu megérteniink e
sejt miikodését ahhoz, hogy tanulmanyozhassuk miként befolyasolja a B-limfocitdk embrionalis

érését.
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