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2. Roviditések jegyzéke

e ABC - avidin-biotin peroxidaz komplex

e ABS - avidin-biotin complex

e BAFFR - B-cell activator of the TNF-a family receptor
e BM — basalis membran (alaphartya)

e (D3 - cluster of differentation 3

e (D4 - cluster of differentation 4

e (D45 - cluster of differentation 45

e (DS - cluster of differentation 8

e ChB6 - csirke B-limfocita allotipusos marker

e CSFIR - colony stimulating factor 1 tirozin kinaz receptort
e DAPI - 4,6-diamino-2-phenylindole dihidrochloride

e DAPI - 4,6-diamino-2-phenylindole dihidrochloride

e DIA — diffusely infiltrated area

e E-cadherin — epithélium cadherin

e FAE — follikulus asszocialt epithelium

e FAE - follikulus-asszocialt hdm

e GALT - Gut-associated lymphoid tissue/ madarak bélhez-asszocialt szervei
e GC — centrum germinativum/csiracentrum

e PBS - foszfattal pufferelt s6oldat

e PFA - pufferelt paraformaldehid oldat

e SPF - Specific Pathogen Free

e TIM4 - T cell Ig and mucin domain-containing 4



3. Bevezetés

Az elmult 50 évben oriasi mértéki fellendiilés tapasztalhato a vilag baromfitartasaban, mert
a baromfitermékek egyre fontosabb szerepet tdltenek be az élelmezésben. A magyar baromfiipar
hangstlyozott fontossagli a nemzetgazdasagban, dontd szerepet jatszik a tojas- és hlistermelésben
egyarant. A legnagyobb éves tojastermelés Kinara, mig a legnagyobb baromfi hus fogyasztas az
USA-ra jellemz6. Magyarorszagon, a 2021-es adatokat figyelembe véve, azt tapasztaljuk, hogy az
évi tojastermelés 125 ezer tonna volt [1], ezzel egy idOben a baromfihus termelés elérte az évi 552

ezer tonnat, ¢s mindkét esetben az adatok novekvod tendenciat mutatnak [2].

A baromfidllomédnyokat veszélyeztetd virusfertézések napjainkban kiemelt odafigyelést
igényelnek. Az immunszupressziv virusos betegségek sulyos mortalitast, gazdasagi termeléskiesést
okozva fenyegetik a baromfiipart. Sajnalatos médon nem lehet biztos pontossaggal allitani, hogy
ismerjik a madarak immunrendszerét, a nyirokszovetek karakterizalasa nem teljes, s nem
rendelkeziink tokéletes védelemmel a korokozokkal szemben sem. Napjaink leginkabb karosito
virusfertézése példaul a Gumboro betegség, mas néven csirkék fert6zo bursitise, elsd 1épésben
stlyos elvaltozasokat okoz a kloakdhoz-asszocialt bursa Fabriciiben, (madarakra jellemz6 primer
nyirokszerv, ami a B sejtek éréséért és az antigénspecifikus ellenanyagrepertoar kialakulasaért
felel6s), majd immunszupressziot okoz és kovetkezményesen, jelentds pusztitast eredményez a

csirkeallomanyokban.

A baromfiipar fellendiilésével egyiddben a csirke embriokat és a felndtt hazityukot széles
korben kezdték alkalmazni fejlddéstani, morfologiai és immunologai kérdések tanulmanyozasara,
mint példaul a hemo- és lymphopoiesis, a nyirokszervek organogenezise, vagy a normal és
patologias immunvalasz kialakulasanak vizsgalatara. A hazityak viszonylag olcso €s kisérleti célra
konnyen hozzaférhetd allat, ezért 4ltalanosan elfogadott, hogy a csirkék a szdvettani, fejlodési és
immunologiai vizsgélatok kdzéppontjaban allnak és elterjedtté valt, hogy a ,,madar” immunologia
és fejlodésbiologia a ,,csirke” fejlédésimmunologiat jelenti. Csirkékben a bursa Fabricii részletesen
karakterizalt primer nyirokszdvet, de nincs megbizhat6 szdvettani és embriologiai adat a klodkaban
eléforduld, antigénspecifikus immunvalaszra képes szekunder nyirokszovetre. Dolgozatom
kiemelt célja a klodkaban kialakult nyirokszovetek bemutatdsa, morfologiai vizsgalata, részletes

szovettani és immuncitokémiai karakterizalasa.



4. Irodalmi attekintés

4.1 A bursa Fabricii felfedezésének rovid torténete

A bursa Fabricii a madarakra jellemzd nyirokszerv; fontos szerepe van a B sejtek érésében.
Nevét felfedezdjérdl, Hieronymus Fabricius-rol kapta. Hieronymus Fabricius, aki Girolamo
Fabrici d’Acquapendente néven is ismert, 1533-1619 kozott €lt Olaszorszagban, Padovaban, ahol
az ottani egyetemen az anatomia ¢és sebészet professzoraként oktatott. Halala utan, 1621-ben jelent
meg részletes anatdmiai €s fejlddéstani miive, a ,,De Formatione Ovi et Pulli”. Ebben a konyvben
olvashatunk eldszor arrol a szervrdl, amit késObb rola neveztek el, s amire csak gy hivatkozik,
mint a madarakra jellemzd, klodka tiregével kapcsolatban all6 zsdkszerti szerv [3]. Fabricius ugy
vélte, hogy ez a kiilonds szerv a spermium tarolasara szolgal, de tényleges funkciojara csak a 20.
szaradban deriilt fény. 1956-ban egy immunolégiai laborgyakorlaton végzett kisérlet soran Bruce
Glick allatorvos sebészileg bursectomizalt madarakat hasznalt Salmonella spp. O antigén elleni
ellenanyag termelés kisérletes bemutatasara, amikor teljesen véletlenszertien kideriilt, hogy azon
egyedek, amelyekb6l a bursat eldzetesen eltavolitottdk, nem képesek antigén-specifikus
ellenanyagtermelésre [4]. Ezt kdvette Warner és Szenberg javaslata 1962-ben, miszerint a csirke
immunrendszere funkcionalisan két részre kiilonithetd el: thymus-, és a bursa Fabricii-vezérelt
rendszerre. Ez a megallapitas hozta létre az immunitds disszociacios elméletét: a sejtkdzvetitett
immunvalaszt a T (thymus eredetii) lymphocyték, az ellenanyag kozvetitette immunvalaszt pedig

a B (bursa eredetill) lymphocytak végzik.

A csirke bursat ektodermadlis eredetli hengeres ham béleli, 8-10 hetes korban éri el
maximalis méretét, alakja didra hasonlit. Az emlds thymushoz hasonldan a csirke bursa Fabricii 6-
7 honapos korban involicion megy keresztiil. A szervet kiviil vékony simaizomréteg veszi koriil.
Abursa lument 15-20 hossziranyu redd tagolja, felszinét hengerhdm boritja. Az egyes red6k lamina
propriajat follikulusok toltik ki, kozottiik kotdszovetes septum huzodik, benne artéridk, vénak, és
nyirokrendszerek agaznak el [5]. Az erek a follikulusok kéregallomanyéaban is eléfordulnak

(1.dabra).
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1.abra.Csirke klodka, colorectum és bursa hossz-, illetve keresztmetszete. (A) Sémas rajz: A
colorectum, klodka és a bursa hosszmetszetének sémds rajza. (B) Hematoxylin-eozin festés:
Bursa keresztmetszete: a lument 12-15 redé tagolja. (C) A bursa Fabricii egy teljes
redojekinagyitva a B kép bekeretezett teriiletérol. A redoket follikulusok toltik ki. (D) Lymphoid
follikulus kinagyitva a C kép bekeretezett teriiletérél. A bursa follikulusokban, a kéreg és a
veloallomany jol elkiilonitheto. A follikulusokat interfollikularis kotoszovetes septum vdlasztja
el egymastol. Sajdt rajz és felvétel.



A bursa Fabricii funkcidjanak felfedezése elinditotta a bursa-ekvivalens szervek kutatasat
emlosokben [6]. Hisztologia és immunologia célu vizsgalatokkal a kutatok olyan szerveket
kerestek, ahol B sejt korai érése zajlik. igy sikeriil azonositani a nyul appendixét, juhokban az
ilealis Peyer plakk-ot, valamint az emberben €s a tobbi emlésben talalhato csontveldt, mint B sejtek
éréseben primer szerepet jatszo szervek. Az intenziv kutatdsok azonban nem hoztak egyértelmii
eredményt, az ekvivalens szervek csak részben egyeztek a bursaval, legtobb esetben a B sejtek
korai differencidléddsa nem izoladltan torténik, mint a bursa Fabricii epithelium eredetii
follikulusaiban, hanem a mesenchymalis eredetli szoveti mikrokdrnyezetben, a B sejtek érése
egyiddben zajlik mas lympho-myeloid sejtcsoportok mellett. A bélhez-asszocidlt nyirokszovetek
karakterizalasa sordn olyan szervek felfedezésére is sor keriilt, amelyek a bursahoz hasonléan a

kloakahoz-asszocialtan fordulnak el6.

4.2 Kloaka-asszocialt nyirokszervek eléfordulasa a gerincesekben

4.2.1 Hiillék

Részletesen hisztologiai adatok igazoltak, hogy a hiilloknél is eléfordul nyirokszdvet a
kloakédban. A Kaszpi viziteknés (Mauremys capsica) esetében példaul a proctodeum lamina
propria-ja jelentds lymphoid infiltraciét mutat, amely a bazalis membran kozelében siiriségét
tekintve igen ndvekedett nyirokszoveti allomannyal rendelkezik. A lymphoid aggregatumok a
kéreg és a medulla kotdszoveti teriiletek kozott egyenletesen oszlottak el [7]. Az Aligator teknés-
re (Chelydra serpentina) szintén jellemzd a csirke bursajara hasonlité kloakalis nyirokszerv
elfordulasa, amit elészér 1972-ben irtdk le, mint a teknds klodkajanak lamina propria teriiletén
szamos, kis lymphocytabol felépiild dsszestirlisodés, ami gyakran annyira hangsulyos volt, hogy a

lamina propria duzzanatat okozta [8].

4.2.2 Emlosok

Emlds allatokban is talalunk klodkdhoz-asszocialt nyirokszervekrdl emlitést. Az egyik
ilyen emlds faj a tavol-keleti pézsmacickany (Suncus murinus), ahol a madarakkal ellentétben
nem vehetdek ki az elkiiloniilt lymphoid follikulusok és interfollikuléris terek. Hasonld nehézséget
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okoz a csiracentrumok elkiilonitése is. Analis tonsillaknak nevezték el ezt a lymphoid aggregaciot,
mely jellemzden felnétt allatokban taladlhatdo meg, lymphoid aggregdtumokbol és a lamina propria
kotdszovetébe nyuld lympho-epithelidlis kriptakbol all [9]. Egy masik emlds faj, ahol szintén
leirtak kloakalis nyirokszervet, a palackorra delfin (7Tursiops truncatus). A cickanyokhoz
hasonloan a delfinek ezen csoportjaban is fellelheté a lamina propridba nytldo mély epithelialis
kriptak. A nyirokszovet elnevezésére itt is az analis tonsilla megnevezést hasznaltdk, gy mint a
tavol-keleti pézsmacickanyt vizsgald tanulmanyban. Az epithelialis kriptak rendszerét strti
lymphocyta aggregacio hatarolja, amely igen hasonlitott a szajiiregi tonsillak szerkezetére is [10];

(1.tablazat).
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1L.tabldazat. Klodka-asszocidlt nyirokszervek eldfordulisa a gerincesekben. Allatfajok melyekben
a szakirodalom emlitést tesz a kloakahoz asszocialt ymphoid nyirokszovetrol. Ezen dllatfajok
mindegyikében megtalalhato a csirkéhez hasonlo klodka vagy annak egy valtozata és egy ahhoz
tarsult, immunologiai szereppel biro lymphoid szovet.

4.2.3 Madarak
Abursa Fabricii funkcionalis alegysége a B lymphocytakkal feltoltott follikulusok jelenléte.

Ez a szerv allando Osszekottetésben van a klodka proctodeumaval egy kivezetdcsdvon keresztiil



[11, 12]. 1979-ben Odend'hal & Breazile felfedezték, hogy a bursa Fabricii dorzalis red6jében,
kozel a bursa kivezetd csatorndhoz a lamina propria nem tartalmaz primer bursa follikulusokat,
hanem homogén szerkezetii lymphoid infiltraciot mutat. Erre a masodlagos nyirokszovetre
emlékeztetd teriiletre a bursa Fabricii-vel ellentétben, nem jellemzd az involucid, hanem amikor a
bursa eltiinik, jellemzden a csirke 6 honapos koraban, az egységes szervet alkotd nyirokszovet
egyesiil a klodka urodealis részével, s ezzel a késObbiekben egy egységes dorsalis lymphoid régiot
képez a klodka felszinén. Mivel a tunica propria kotoszovetét benépesitdé limfocitdk nem
rendezddnek follikulusokban ezt a teriiletet diffiz lymphoid infiltralt teriiletnek (DIA) nevezték el.
A DIA csirkékben a kikelés utan jelenik meg, és immuncitokémiai adatok szerint felvetddott az az
elképzelés, hogy a DIA a madar bursa T-sejt-fliggd teriilete, mert primer follikulusokat nem
tartalmaz, sok CD3 sejt fordul eld €s a lamina propria kotdszovetébe beagyazodva csiracentrumok
talalhatok .[13]. A DIA folyatasaként egy masik elkiiloniilt szekunder lymphoid szovetet irtak le a
bursa Fabricii dorsalis reddjében. Ez a szovet a ,periférias red6” elnevezést kapta. Ebben a
kozleményben arrol is beszdmoltak, hogy a bursa Fabriciinek ez a teriilete is T-lymphocytakkal

diffzan infiltralt régiot tartalmaz.

5. Célkituzések

A felnétt csirke rectum-kloaka-bursa Fabricii régié paraffinos sorozatmetszésein elézetesen
megftigyeltiik, hogy a DIA-n és a periférids redon kiviil, a bursa kivezetd jaratanak ventralis része,

specifikusan a colorectum felé tekint6 klodkaredd is egy lymphoid szdvetben gazdagon infiltralt

teriilet. Ezt a hisztologiai képet kordbban nem irtdk le, ezért a tudomanyos didkkéri munkam

kiemelt célja a klodkaredOben talalhat6é nyirokszovet morfologiai (hisztologia, immuncitokémia,

konfokalis-, és elektronmikroszkopia) karakterizaldsa és ontogenezisének vizsgélata.

1. Munkam célja volt immuncytokémiai modszerekkel tanulmanyozni a csirke klodkaban
talalhato, lympho-myeloid sejtekkel gazdagon infiltralt teriilet részletes megismerése.

2. Ezen régioban talalhato, kiilonboz0 sejtek lokalizacidja az adott szerven beliil.

3. Feltarni azon kérdést, hogy ez a bizonyos lymphoid szovet ez kikelést kdvetden, kiilsd
antigén hatasra alakul ki, vagy genetikailag determinalt, vagyis minden kikelt csirkében

eléfordul, kiils6 antigén hatastol fliggetleniil.

10



6. Anyag és modszer

6.1 Kisérleti allatok

Kisérleteim soran SPF (Specific Pathogen Free) tojasbdl keltetett csirke embriokat és
felndtt allatokat hasznaltam. Kisérleteinkhez White Leghorn tipust csirkéket kereskedelmi
tenyeésztotdl (Ceva-Phylaxia Oltdoanyagtermeld Zrt.) szereztilk be. A tojasokat laboratoriumi
keltetdgépben (Heka Brutgerate, TS-7000C) inkubaltuk 21 napig, 37,7 °C-on. A kikelt madarakat
a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet altal fenntartott madarhazban

tartottuk.

6.2 Mintak szovettani feldolgozasa

6.2.1 Zselatin-szacharo6zos fagyasztott blokk készitése

A felnétt allatokbol (2-3 honapos) €s embriokbol (14, 15, 16 napos embrid) a kloaka-bursa
Fabricii szervkomplex egyiitt torténd kipreparalast kovetden, a szerveket 4%-os pufferelt
paraformaldehid oldatban (PFA) 3 6ran keresztiil fixaltam, majd ezt kovette a haromszor 5 percig
foszfattal pufferelt sooldatban (PBS; pH-7,2) valdo mosas. Ezt kovetd 1épésben éjszaka, 4°C-on
tartott, 15%-o0s szachar6z PBS oldatos aztatas kovetkezett. Masnap, a bedgyazast megelézden 1
oran keresztiil tartd, 15% szacharozt és 7,5% zselatint tartalmazo PBS-ben inkubaltam a szerveket.
Ez 1d6 alatt a 37°C-os héfokra melegitett zselatint kis, milanyag talkakba Ontdttem. Miutan
szobahdn megdermedt a zselatin, a fixalt szerveket, a zselatin felszinére helyeztem, néhany percig
vartam, hogy a szervek megfelelden a zselatin 4gyhoz tapadjanak, majd felontdttem az egészet
zselatinnal, annyira, hogy a szervek felszinét egységesen befedje. Ezek utdn 5 percig hagytam
szilardulni. 15-20 perc elteltével a zselatinos szovetblokkot 1x1 cm-es kockakra vagtam, amiket a
feliratozott kartonpapirra helyeztem. Ezt kovette a blokk lefagyasztasa, mely folyékony
nitrogénnel, -60°C-ra lehiitott izopentdnban tortént. A kész szdvetblokkokat a felhasznélasig -

&0°C-on taroltam.
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6.2.2 Metszetek Kkészitése

A szovetblokkok metszésére Shandon gyartmanyt kriotomot hasznaltam. A metszésre kész
blokkok a kartonpapirrol levalasztasa utdn a kriotdbmban taldlhaté metszettartora ragasztottam
Shandon Cryomatrix hasznalataval. A zselatinos blokkok metszése -28°C-os munkahdmérsékleten
tortént. A metszEés soran a mintakbol 12 um vastag metszeteket készitettem, a metszeteket poly-L-
lysine-el bevont targylemezre vettem fel. A kriometszeteket, mélyhiitében, -20°C-on taroltam a

felhasznalasig.

6.3 Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

6.3.1 Immunhisztokémia

A laboratériumban altaldnosan hasznalt 1épéseknek megfelelden a kivalasztott, el6zéekben
fagyasztott zselatinos metszeteket elsd 1épésként 10 percig rehidraltam 37°C-ra felmelegitett PBS
oldatban, hogy a zselatint kioldjam. Ezt kovetéen a rehidralt metszeteket koriiltoroltem egy
papirvattaval, ezzel megakadalyozva a kovetkezo I€pésben felkeriild ellenanyagok keveredését.
Emellett javasolt a metszeteket kdrbekarcolni egy erre alkalmas gyémantceruzaval is, ezzel szintén
megakadalyozzuk az ellenanyagok keveredését, mivel egy targylemezen jellemzdéen 2-3 minta is
talalhato, ezzel megeldzziik a hibas, esetenként értelmetlen eredmények létrejottét. A kovetkezo
lIépésben ramértem a metszetekre a primer ellenanyagot (50-80 pl/metszet), mely vagy eldzetesen
betitralt higitasti ellenanyagoldat, vagy egy monoklondlis ellenanyagot tartalmazo, higitatlan
sejttenyészet feliiliszdja volt. Ennek megfelelden a kivant higitasokat 1%-os BSA-t tartalmazo
PBS-ben (PBS-BSA) oldatban végeztem. A primer ellenanyaggal fedett metszeteket 45 percig
inkubdltam szobahdmérsékleten, nedves kamrdban, amelyet (3x5 perc) PBS-ben valdo mosas
kovetett. A kovetd 1épésben a PBS-BSA-ban (1:200 aranyban) kihigitott, biotinilalt, a primer
ellenanyagnak megfeleld allatfaju és izotipusu szekunder ellenanyagot vittem fel a metszetekre, és
tovabb inkubdltam a metszeteket 45 percig (nedves kamrdban és szobahdmérsékleten). Az

inkubalast 3x5 perc PBS-ben valdo mosas kovette. Ezutan kovetkezett a metszetek PBS-el 3%-ra
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higitott H,O»-ba (Molar Chemicals, 03650-101-340) helyezése 10 percre, ezzel hozzéjarulva a
szoveti endogén peroxidaz blokkolasdhoz. A reakci6idd eltelte utan a lemezeket 3x5 perc PBS-ben
mostam. A kellé mosas elvégezte utan az el6zéekben Osszeallitott, 1:200 aranyu PBS-ben higitott,
majd fél orat allni hagyott avidin-biotin peroxidaz komplexet (ABC; Vectaststain Elite PK-6100;
Vector Laboratories) pipettaztam a metszetekre, €s igy fél orat inkubaltam a lemezeket a nedves
kamraban szobahdmérsékleten. Ezzel egyidejlileg Osszeallitottam a kloronaftol torzsoldatot: 100
ul kloronaftol térzsoldat 100 ml PBS-ben oldva, majd ezt sotétben, magneses keverdn legalabb fél
orat kevertettem. Felhasznalas elott az elkésziilt oldatot sziirdpapiron atsziirtem ¢€s 3%-os H2O>
(500 pl) oldatot (Sigma, 88597-100ML-F) adtam hozzd. Az avidin-biotin komplex ABC-vel
torténd inkubacios 1d6 elteltével ujbo1 PBS-ben mostam. A haromszori PBS mosas utdn, az el6hivas
kloronaftolos oldat segitségével (30 percen at, sotétben torténd, szovettani kiivettaba helyezve)
tortént. Ez id6 alatt a peroxidaz enzim katalizalo hatasara sotétkék kromogén csapadék képzdédik
az ellenanyag kotddésének helyén. Végezetiil az utolsé mosast (PBS-ben 3x5 perc) kdvetéen a
metszeteket vizoldékony lefeddanyaggal (Mowiol, Sigma, 81381-250G) fedtem le, majd 4°C-on

taroltam a felhasznalésig.

6.3.2 Egyszeres immunfluoreszcens festés

A folyamat a metszetek rehidralasaval torténik, hasonldan a fent leirtakhoz. Els6 1épésként
10 percig meleg PBS-t tartalmaz6 szovettani kiivettaba helyeztem a metszeteket. Ezt kdvette a
primer ellenanyag, mely 1 oran keresztiill fejtette ki a hatdsat a nedves kamraban
szobahdmérsékleten. A 3x5 perc mosast kovette az eldzdekben kihigitott szekunder ellenanyag (50-
80 ul/metszet) mérése a metszetekre; ez lehetett biotinilalt vagy kodzvetleniil fluorokrommal
konjugalt antitest. Az inkubalas 45 percig, szobahdn, fénytdl védett, nedves kamraban tortént. A
tovabbiakban jbol 3x5 perc mosdson estek at a metszetek, majd a sejtmagok kimutatasara DAPI
(4,6-diamino-2-phenylindole dihidrochloride) reagenst hasznaltam, 15 perces inkubalasi iddvel.
Végezetiil pedig az utolsod 3x5 perces PBS mosast kdvetden a metszeteimet vizoldékony lefeddvel

(Mowiol) fedtem le és a felhaszndldsig a metszeteket sotétben 4°C-on taroltam.

13



6.3.3 Kettos immunfluoreszcens festés

Kettés immunfluoreszcens festést akkor alkalmazunk, ha szeretnénk 6sszehasonlitani a
kiilonbozé molekuldk expresszidjanak mértékét ugyanazon a szdvettani metszeten. A kettds
immuncitokémiai festés alapja, hogy két kiilonboz6 allatfaju és/vagy izotipusu primer ellenanyagot
hasznalok (2.tabldzat), és a primer ellenanyagnak megfeleld allatfaja és izotipusu, fluorokrommal
konjugalt szekunder ellenanyaggal hivom eld (3.tdblazar). Hasonldan az immunhisztokémiai
festésnél leirtaknal, itt is a kezdd 1épés a metszetek rehidraldsa megfeleld héfokra felmelegitett
PBS-ban (3x5 perc). Ezutan primer ellenanyagot mértem a metszetekre, mérettdl fliggden, mas és
mas mennyiségben (50-80 pl/metszet), majd 1 6rat hagytam inkubalodni a metszeteket, nedves
kamréban, szobahdmérsékleten. A primer ellenanyagot PBS-BSA-ban higitottam. Az inkubécios
1d6 eltelte utdn a metszetek jbol 3x5 perces PBS-ben mostam, majd rdmértem a primer
ellenanyagnak megfeleld izotipust €s allatfaju fluorokrommal konjugalt szekunder ellenanyagot,
melyet 1:200 aranyban higitottam PBS-ben. Igy inkubéltam tovabbi 45 percet nedves kamraban,
szobahOmérsékleten. Az inkubalas utan PBS-ben mostam (3x5 perc). Ezutan vittem fel a masodik
primer ellenanyagot a metszetekre, amellyel 1jbol 1 6rat hagytam inkubaldédni a metszeteket, majd
ezt kovette a 3x5 perc PBS-ben valé moséas. A masodik szekunder ellenanyag rahelyezésénél
figyelni kellett arra, hogy a masodik primernek megfeleld allatfaji és izotipusu legyen, de
ugyanakkor arra is figyelni kellett, hogy az adott szekunder ellenanyag eltérjen az el6zéekben
hasznalt szekunder ellenanyagtol. Az inkubécios idd, hasonloan az el6z0hdz, itt is 45 perc volt,
amit szintén 3x5 perc PBS-ben valé mosas kovetett. A sejtmagok kimutatasara DAPI (4,6-diamino-
2-phenylindole dihidrochloride) reagenst haszndltam, 15 perces inkubdldsi iddvel,
szobahdmérsékleten, nedves kamridban. Moséas utan (PBS-ben, 3x5 perc) a metszeteket

vizoldékony lefeddvel (Mowiol) fedtem le, majd hiitdben 4°C-on taroltam, annak felhasznalasaig.
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6.4 Felhasznalt ellenanyagok

2.tablazat. Felhasznalt primer ellenanyagok listaja

Primer

ellenanyagok Klon neve

Higitas

Cég/ Szarmazas Izotipus

CD45 Hisc7 1:200 Pronics egér [gGaa
Igyarto és mtsai,

chB6 BoAl feliiluszo egér [gGy
2008
Roslin Institute, UK,

CSFIR ROS-AV170 1:50 egér 1gG
Bio-Rad
Roslin Institute, UK,

TIM4 ROS-JH9 1:1000 egér 1gGi
Bio-Rad

E-cadherin 36 1:30 BD Bioscience egér [gGaa
Dr Sonja Hartle,

CD4 CT4 1:2 egér 1gGoa
Miinchen, Bio-Rad

Kollagén III 3B2 1:10 DSHB, Iowa, USA egér 1gG
Dr Sonja Hartle,

BAFFR 2C4 1:100 egér IgG
Miinchen, Bio-Rad
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3.tablazat. Felhasznalt szekunder ellenanyagok listdja

Szekunder
Cég/Szarmazas Katalogusszam
ellenanyag

ALEXA-488-konjugalt anti egér

Invitrogen A21121
I1gGy
ALEXA-488-konjugalt anti egér

Invitrogen A21131
IgGoa
ALEXA-488-konjugalt anti egér

Invitrogen A21202
IgG
ALEXA-594-konjugalt anti egér ‘

Invitrogen A11005
IgG
ALEXA-594-konjugalt anti egér ‘

Invitrogen A21125
IgGy
ALEXA-594-konjugalt anti egér )

Invitrogen A21135
IgGoa
biotinilalt anti-egér IgG
(H+L) Vector BA-9200
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7. Eredmények

Kisérletes munkam elsd 1€pésében a feln6tt, 3 honapos csirke klodka régidjanak sagittalis
¢s keresztmetszéseit végeztem el (2. abra), hogy az altalanos szdveti felépitést hematoxylin-eozin
festett metszeteken megvizsgaljam. Sagittalis metszeteken a bursa Fabricii, a kivezetdcso, a kloaka
iirege és a colorectum distalis szakasza lathat6 (2.B abra). A nyilakkal jelolt teriilet a kivezetdcso
klodka felé nézo részét jeloli. A bursa Fabricii lumenét redék tagoljak, a redéket primer lymphoid
follikulusok toltik ki amelyek kéreg és veléallomanybol allnak (2.C abra) [14]. A bursa Fabricii
kivezetocsove a klodkaval kozlekedik. Keresztmetszetében kirajzolodik a dorzalis helyzetl
szekunder nyirokszovet, a diffuz lymphoid szdvettel infiltralt teriilet (DIA). A 2D abra metszési
magassagat a 2B abran D-vel jelolt vonal mutatja. A DIA teriiletét nyilak és szaggatott vonal emelik
ki. A colorectum ¢és a klodka hataran nyalkahartyareddt figyelhetiink meg (2.E abra; 3.A abra).
Ennek a reddnek a colorectum felé tekintd oldalan mésodlagos nyirokszervre jellemzd szovet
lathat6. Nyilhegyek 3 kifejezett kriptat mutatnak, ami koriil lymphoid szévet koncentralodik. Két-

harom hoénapos csirkében a kloaka lumenébe behajlo bursa kivezetd csdvéhez tartozd 1,2-1,5 cm

széles redd kozel 350-400 micron magassagu (3.B abra).
2. dabra. Csirke  klodka,
colorectum és bursa hossz-,
illetve keresztmetszete. (A) A
colorectum, klodka és bursa

primer
nyirokszévet diffuz
infiltralt
szekunder
nyirokszévet

hosszmetszetének sémds rajza.
(B) Sagittalis metszet.
Hematoxylin-eozin festés: a zold
nyilak a kivezetocso klodkaba
nyilo részét jelolik. (C) Bursa
Fabricii  keresztmetszet. (D)
Szekunder nyirokszovet a bursa
kivezeté jaratatol dorzdlisan
(DIA, zold nyilak). (E)
Szekunder nyirokszovet a bursa
kivezeté  jaratdatol  ventrdlis
helyzetii  nydlkahartyaredoben
(fekete nyilhegyek). A fekete
nyilhegyek a redé lymphoid
szovetét mutatjak. (sajat rajz és
felvétel).
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2 hetes csirke

2 hénapos csirke kloaka-colorectum tunica mucosa (dorsalis nézet)\
\

E D C.BEA

colorectum

3. abra. Csirke klodka, colorectum és bursa hossz-, illetve horizontdlis sikban metszett
sztereomikroszkopos képe. (A) 2 hetes csirke colorectum, klodka és bursa hosszmetszetének
sgtereomikroszkopos képe. Jol latszik a proctodeumba nyilo kivezetdcso (ductus bursalis), mely
a bursa lumenével létesit kapcsolatot. A colorectum és proctodeum hatardat képzo redot nyilak
jelzik. A ,,B” betiivel jelzett kamerdt dabrazolo sémds szimbolum a B képen 2 honapos csirkében
hasonlo teriilet kinagyitott felvételét mutatja. (B) Csirke kloaka horizontdlis metszete, ventralis
nézethbol, a bursa eltavolitisa utan. A nyilak a colorectum és klodka proctodeum szakaszanak
hataran talalhato redot mutatjak. Fehér vonalak a sorozatmetszetek szintjét jelolik, amelyek a
4.Abrdn lithatok.
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7.1 A kloakaredo lymphoid szovetének jellemzése immuncitokémiai
modszerekkel

A klodkaredd nyirokszovetének jellemzését kozos leukocyta marker (CD45), B sejt, T sejt,
makrofag és dendritikus sejtekre specifikus ellenanyagokkal, immuncitokémiai modszerekkel
karakterizaltam. Az immunfestéseket sorozatmetszeteken végeztem el. A kloaka redé apikalis
sikjaban késziilt metszetben kevés CD45+ sejt fordul el6 (4.A abra). A mélyebb rétegek felé
haladva egyre hangstulyosabb a CD45+ sejtek jelenléte (4.B, C, D abra). A felszini hdm a lamina
propria mélyebb rétegeibe nyulik, a CD45+ sejtek pedig az epithelidlis kriptdk koriil
csoportosulnak. A kriptak f0képp a redd apikalis és kdzépso részére jellemzdek, a basalis régioban
mar nem talaljuk ezt az elrendezddést, elszortan. Az apikalis régiohoz hasonloan itt is kevés CD45+
sejt fordul eld a ham alatti kotdszovetes térben (4.E abra). A CD45+ sejtek csoportosulasa
tonsillaris egységekre hasonlitdé morfoldgiat mutatnak (5.A abra) és szamos kisebb-, nagyobb
csiracentrumot tartalmaznak. A metszési siktol fliggden valtozo nagysagu €s alaku csiracentrumok
allomanyaban egy sotétebb, sejtdiisabb, lymphocytdkban gazdag (5. abra) periférias rész (kopeny)
¢s egy vildgosabb, sejtszegényebb, elsésorban lymphoblastokat tartalmaz6 centralis rész (centrum
germinativum) kiilonithetd el. Az E-cadherin expresszié a luminalis felszint és a tonsillaris
egységbe bendvo hamsejtekre jellemzd, mely a felszinrél a mélyebb rétegekbe hatolva rajzolja ki
az epithelium kriptas elrendezddést. E-cadherin a hdmsejtek membranjat jeloli, a felszint boritd
follikulus-asszocialt hamban (FAE) erdteljesebb megjelenést mutat (5.B abra). A tonsillaris
egységeket kotoszovetes septumok valasztjak el, melyek I-es és III. tipust kollagénben gazdag

extracellularis matrixb6l allnak (5.C abra).

B-lymphocytak szelektiv kimutatasara szintén immuncitokémiai festést alkalmaztam, ahol
csitke B sejtmembran molekulaira specifikus monoklondlis ellenanyagokat (anti-BAFFR, anti-
chB6) hasznaltam. BAFFR (B-cell activator of the TNF-a family receptor) talélést szabalyozo
fehérje és jellemzden a B-lymphocytak felszinén talalhaté meg [15]. Tovabba, a kdzelmultban
azonositottdk az emldés B sejt aktivator (BAFF) csirke homologjat (chBAFF) is, melyrdl
bizonyitott, hogy fontos szerepet jatszik a madarak B-sejt fejléddésében [16]. A csiracentrumok
kozotti teriileten, an Un. parafollikularis zondban, a retikularis vaz hézagaiban nagy szamban B-
lymphocyték csoportosulnak, de kiemelten a centrum germinativumban vannak chB6 és BAFFR+

sejtek (5.D, E abra).

19



' - @i e
; Lo

4. dbra. A klodkaredd sorozatmetszetének CD45 immunfestése. A 3. Abra mutatia a metszetek
sikjat és magassagat. (A) A redo apikalis részében diffuz CD45 immunreaktivitads figyelheto meg.
Kozépen simaizom taldlhato, felsé széle a colorectum felé tekinto oldalt mutatja, also széle a
bursa kivezetdcsovét hatdarolja ventralisan. (B) A redo felsé negyedébol késziilt metszet kifejezett
szekunder nyirokszovetre jellemzé szerkezetet mutat. A felszini hambol 7-8 kripta nyomul a
kotoszovet iranydaba és tonsillaris egységekre (nyilhegyek) tagolja a lamina propriat. (C,D),
Tonsillaris egységek a redo kiozépso és also negyedében is jelen vannak. (E) A redd basalis
részébol hianyzik a nyirokszovet.
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5.dbra. Csirke kloakaredojét alkoto nyirokszovet karakterizalasa (A) A klodkaredot alkoto 3
Sfollikularis egységérdl készitett nagyitott felvétel. CD45 immuncitokémia. A kripta epitheliuma
elagazik, koriilotte diffuz és csiracentrumokba gyiilt leukocytik csoportosulnak. (B) E-cadherin
a hamsejteket jeloli. A nyirokszovetbe benyulo ham gyengébb immunreakciot mutat. (C) A
tonsillaris egységeket Ill-as tipusu collagénben gazdag kotdszovetes septumok valasztjak el

egymdastol. (D, E) chB6 és BAFFR specifikus ellenanyagok a differencialt B sejteket jelolik. B
sejtek tobbsége a csiracentrumokban koncentralodik.
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7.2 A kloakaredo tonsillaris egységét alkoto lympho-myeloid sejtek
kimutatasa

BAFFR+ B sejtek nemcsak a csiracentrumokban, hanem nagy szamban a felszini
epitheliumban is el6fordulnak, ahol az infiltralt hAmot lympho-epithelialis szovetté alakitjak (6.A
abra). Madarakban az eml6sokhdz hasonléan a T lymphocytakat CD3, CD4, CD8 immunfestésiik
alapjan tudjuk megkiilonboztetni. A CD4 (cluster of differentation 4), mely a helper T-sejtek
felszinén talalhato csiracentrumok kozott elteriild az interfollikularis teret toltik ki (6.B, C abra).
Lymphoid sejtek mellett, TIM4 (T cell Ig and mucin domain-containing 4) — foszfatidilszerin
receptort kifejez0 makrofdgok és CSF1R (colony stimulating factor 1 tirozin kinaz receptort)
immunreaktiv dendritikus sejtek (6.D, E abra) jellemzik a csiracentrumokat [17]. Makrofagok a
csiracentrumokon kiviil, a kotészovetben elszortan is eléfordulnak. A csiracentrumok alapvazat
dezmin €s vimentin pozitiv retikulum sejtek alkotjadk (7.A, B abra). A vimentin intermedier

filamentum az IgY immunreaktiv follikularis dendritikus sejtekben is kifejezddik (7.B abra).

7.3 A kloakaredé lymphoid szovetének ontogenezise

A kiilonboz6 lymphoid szerveket, mint példaul: bursa Fabricii, thymus, vagy a masodlagos
nyirokszervek: csontveld, 1€p, nyirokcsomok kezdeményét eltérd fejlodési idéopontokban myeloid
¢s lymphoid prekurzor sejtek kolonizaljak. A bevandorld prekurzorok a dorsalis mesenteriumban

megjelend, ugynevezett para-aortikus vérképzoé (hemopoetikus) sejtekbdl szarmaznak [18].

Kisérletes munkam masodik részében a kloakaredé embryondlis fejlodése és a mar kikelt
csirke kozotti stadiumot vizsgaltam. A bursa Fabricii primer telepének megjelenése az embryonalis
fejlddés 5-7. napjan veszi kezdetét. A szerv legfobb sejttipusa a B-lymphocyta, amely az aorta
vérképzo helyeirdl érkezik és a teljes sejtes allomany 98%-at alkotja. Klodka redé hemopoetikus
napos csirke (kikelt allat) klodka sagittalis metszetén jol kivehetd a nagyszami CDA45
immunreaktiv sejt polarizalt akkumulécidja a redd colorectum felé tekint6 felének lamina propria

szovetében (8. abra).
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6.abra. lympho-myeloid sejtek a kloakaredo tonsillaris egységeiben. (A) BAFF-R+ B sejtek a
kriptak epitheliumot intenziven infiltrdaljak. (B) CD4+ T sejtek eloszldasa az interfollikularis
teriileten. (C) CD4/chB6 kettos immunfluoreszcencia a B és T sejtek eloszlasi mintdazatdt
mutatjak. (D) Szaggatott vonal a tonsillaris egység hatardt jeloli. CSFIR+ dendritikus sejtek és
makrofagok a csiracentrumokban és az intefollikularis térben egyardnt nagy szamban
eléfordulnak. (E) TIM4 immunreaktivitds a csiracentrumok makrofdagjait emeli ki.
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vimentin/lgY

7.abra. Retikulum sejtek a csiracentrumban. (A) dezmin+ retikulum sejtek a csiracentrum
alapvazat képezik. (B) A retikulum sejtek vimentint expresszdalnak (zold). Szintén a vimentin
fejezddik ki a follikularis dendritikus sejtekben, amelyek felszinén IgY kotodik meg (piros).
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8.dabra. 1 napos csirke bursa-kloaka komplexének sagittdlis metszete. CD45 immunfestés. A jobb
also sarokban lathato sémds rajz bekeretezett része (piros keret) az immunfestett metszet
strukturdait szemlélteti. A proctodeumba nyilo bursa kivezetd jaratatol ventralisan taldaljuk a
kloakadlis redot, melynek a colorectum fele tekinto részében az embriondlisan megjelent lympho-
myeloid infiltraciot mutatja (nyilhegyek).
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8. Eredmények megbeszélése

A madarak bélhez-asszocidlt nyirokszovete diffuzan elszort lymphoid infiltracid vagy
csiracentrumokat is tartalmazo nyirokszervekbdl all. Ez utdbbihoz olyan szervek tartoznak, mint
az esophagus tonsilla, pylorus tonsilla, Meckel divertikulum, Peyer plakk vagy a coecalis
tonsilla[19]. Tudomanyos didkkorés munkdm legfobb eredménye egy Uj bélhez-asszocialt
nyirokszerv leirdsa, amit klodka tonsillanak neveztink el. Ezt a szervet kordbban nem
tanulmanyoztak. Feltételezem, hogy a kordbbi publikéaciok, ahol a klodka lymphoid allomanyat
vizsgaltdk azért nem tulajdonitottak jelentdséget a bursa Fabricii kivezetdcsovének ventralis,
kloaka felé tekintd6 reddjében elforduld nyirokszovetnek, mert vagy nem megfeleld
sorozatmetszetekben tanulmanyoztak, vagy kicsi, valtozo, jelentéktelen lymphoid szdvetnek
gondoltak. Ennek a lymphoid szdvetnek a helye azonban nemcsak anatomiailag jol meghatarozott,
hanem mar az embriogenezis késoi stadiumaban idején fejlddésnek indul; ezért egy olyan allando
nyirokszdvet, mint az esophagus-, vagy a coecalis tonsilla, amit mi a klodkaban val6 jelenléte miatt,

kloaka tonsillanak neveztiink el.

A tonsillak és a Peyer plakkok a bélhez-asszocialt nyirokszervek (GALT, gut-associated
lymphoid tissue) a béltraktus jellegzetes szekunder nyirokszervei, amelyek kozott jelentds
hisztologiai kiilonbségek, eltérd sejtes felépités figyelhetd meg. Lokalizaciojat tekintve a tonsillak
a garat régioban helyezkednek el és részt vesznek a Waldeyer-féle lymphatikus gytirti képzésében,
ide tartoznak a szajpadi tonsillak, a fiilkiirti tonsilldk, a tonsilla pharyngea, illetve a tonsilla
lingualis, amely a nyelv gyokénél taldlhatd. A tonsillak tobbszords lymphoid follikulussal
rendelkeznek, amik csiracentrumbdl és azt koriilvevo diffuz lymphoid szovetbdl allnak. A tonsillak
felszinét tobbrétegli lapham fedi, vagy tobbmagsoros csillés hengerhdm boritja. Tovabba,
felsziniikon mély epithelidlis behuzddasokat taldlunk, amelyeket kriptdknak neveznek. A
csiracentrumok kiemelten B lymphocytakbol allnak, a T lymphocytak viszont az interfollikularis
részen jellemzéek. Makrofagok, dendritikus sejtek és mas antigen prezentdld sejtek szintén
megtaldlhatok és segitik az immunvélasz kialakulasat. A funkcidjukat tekintve a tonsilldk az
elsdédleges védelmi vonalat képviselik a szervezetbe bejutd korokozokkal szemben és részt vesznek

mind a helyi, mind az egész szervezetet érinté immunvalasz kialakitasaban [20].

A tonsillakkal ellentétben, a Peyer plakkok a vékonybélben (ileum szakasz) a mucosaban,

illetve a submucosaban talalhatok. Szoveti strukturajat tekintve itt jellemzd a follikularis felépités,
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de a tonsillaktol eltérden, a Peyer plakkok egy specialis hengerham boritdssal rendelkeznek, amik
M sejtekb6l allnak, kriptdk nélkiil. A Peyer plakkok follikulusai gazdagon atszétt B
lymphocytdkbol éllnak, amelyek kiilondsen a csiracentrumban helyezkednek el, és az azt
koriilvevo interfollikuldris teret kitoltd T lymphocytakbdl allnak. Hisztologiai és immuncitokémiai
tulajdonsagai alapjan a klodkaredében azonositott nyirokszdvet a tonsillak szovettani szerkezetét

(kotoszovetes egységek, epithelialis kripta) mutatja.

Korabban laboratoriumunk leirt két tonsillat madarakban, egyiket a mirigyes gyomor
(proventriculus) eldtt (esophagus tonsilla; [21]) €s masikat a zazogyomor utan (pylorus tonsilla;
[22]). A kloaka tonsillaval egyiitt ez azt sugallja, hogy a madarak bélrendszerének cranialis €s
caudalis vége egyarant immunologiai szempontbol egy privilegizalt teriilet lehet. Fontos
elkiiloniilt lingualis, pharyngealis vagy szajpadi tonsillak. Ritka kivételt képeznek ez aldl az emuk
€s a struccok, ahol leirtak pharyngealis tonsillakat [23], illetve a pulykak esetében a tonsilla tubalis,
ahol a torus tubarius kozelében, az infundibulum falaban azonositottak kiterjedt lymphoid szovetet,

ami tonsillaris egységekbdl all [24].

A madarak klodkaja sajatos immunoldgiai jelentdséggel bir. Itt talalhatd a bursa Fabricii,
ami egy jellegzetes primer nyirokszerv, ahol a B lymphocytdk érése, differencidlodasa zajlik.
Feln6tt és embryondlis korban kimutattak [25, 26, 27], hogy ha kiilonféle oldatot cseppentenek a
csirkék analis nyilasara, szivomozgasok indukalodnak, amiket gyors perisztaltikus mozgéasok
kovetnek és az oldott anyagok a klodkaba, onnan a bursa Fabricii lumenébe, majd a bursa lymphoid
fontossagu a gerincesek bélnyalkahartya immunvalaszanak vizsgalata soran. Amikor a csirkéket az
andlis nyilason és a kloakdn keresztiil immunizaltdk [25, 26] antigén specifikus ellenanyagok
termelését mutattak ki. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a per anum bejutatott antigénekre
adott immunoldgiai valasz nemcsak a bursa B-sejtek differencidlasban betoltott induktiv szerepére
korlatozdédik, hanem azok a bursa és a klodka teriiletén elforduld periférids nyirokszervek is részt
vesznek a folyamatban, amelyek felveszik a belsd és kiils antigéneket és a lymphoid sejtekhez
juttatjak. A harmincas években felmertilt a klodkan keresztiil torténd vakcinacio otlete [28], majd
kés6bb szamos patogénrdl be is igazolodott (pl. madar fert6zd bronchitis virus, Mycoplasma,

fert6z6 bursitis virus), hogy klodkéba juttatva hatékony immunvélaszt indukalt csirkékben és

27



pulykakban [29, 30, 31]. Uenaka kutatécsoportja (1998) fogalmazta meg azt a hipotézist, hogy a
kloakan keresztiil bejutatott bronchitis virus gyorsabban eljut a csirkék veséjébe, mint amikor

trachedn keresztiil torténik a fertézés, ezért hatékonyabb ut a vakcinafejlesztésre, tesztelésre.
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9. Kovetkeztetések

1. Hisztolégiai és immuncitokémiai mddszerekkel egy 10j lympho-epithelidlis szervet
karakterizaltunk embrionalis és kikelt csirkékben.

2. Mivel a nyirokszovet specifikusan a klodka mucosalis-submucosalis rétegéhez asszocialtan
fordul el6 a madarak bélhez-asszocialt szervei (GALT) koz¢ soroljuk.

3. Anyirokszervet klodka tonsillainak neveztiik el, mert kovetkezetesen megtalalhat6 a csirke
klodka falaban és a részletes immunhisztokémiai vizsgalat igazolja, hogy a kloaka tonsilla
egységei a pylorus-, €s a coecalis tonsillakhoz hasonlitanak.

4. Atonsillaris egységek csiracentrumait chB6+/BAFFR+ B lymphocyték, az interfollikularis
teriileteket CD4+ T lymphocytak alkotjak. A myeloid sejtek elszortan a csiracentrumokban
¢s az interfollikularis teriileten is el6fordulnak, dendritikus sejt és makrofag markereket

expresszalnak.
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10. Osszefoglalé

Madarakban a bélhez-asszocialt lymphoid szdvet (GALT) nagyszdmu nyirokszervet
tartalmaz, amelyek a béltraktus cranio-caudalis tengelyén haladva elszortan helyezkednek el. Ide
tartozik az esophagus-, pylorus-, €s coecalis tonsillak, a Peyer-plakkok, vagy a B sejtek éréséért
felelos bursa Fabricii. A nagyobb nyirokszerveken kiviil, szamos kisebb, elszdértan csiracentrumot
tartalmazo nyirokszovet (bursa Fabricii periférias redd, dorsalis diffuz infiltralt tertilet (DIA)) is
tartozik a GALT-hoz. A klodkahoz-asszocialt nyirokszovetek sajatos anatomiai helyzete felveti
annak a lehetdségét, hogy a szervezetbe bejutd kiilvilagbdl szarmazo antigéneknek és fert6zo
agenseknek egyik lehetséges titvonala a klodkan keresztiil vezet.

Tudomanyos diakkori munkam kiemelt célja a klodkaban talalhatdé nyirokszovetek
morfologiai (hisztologia, immuncitokémia, konfokalis-, és elektronmikroszkopia) karakterizalasa
¢s ontogenezisének vizsgalata. Eldozetes megfigyelésiink szerint a felndtt csirke rectum-klodka-
bursa Fabricii régid paraffinos sorozatmetszésein a DIA-n és a periférias redon kiviil, a bursa
kivezetd jaratanak ventralis része, specifikusan a colorectum felé tekintd klodkareddben, egy
lymphoid szovettel gazdagon infiltralt teriilet figyelhetd meg, amit korabban nem irtdk le a
szakirodalomban.

Immuncitokémiai modszerekkel igazoltuk, hogy a bursa kivezetd csovének klodka felé
tekintd részében kiterjedt nyirokszovet taldlhatd. A klodka nyirokszovete a DIA-hoz képest
ventralisan helyezkedik el. CD45 expresszid szerint nagyszamu lympho-myeloid sejt
koncentralédik a lamina propridban. Igazoltuk, hogy a lymphoid szovet a felszini hamhoz
kapcsoldédik, €s B-, valamint T-dependens régidkba szervezddik. A B sejtek csiracentrumokban
(GC) tomoriilnek, amelyek a CSF1R+/74.3+/vimentin+ dendritikus sejteket és TIM4+
makrofagokat tartalmaznak. A GC-k kozott T sejtekben gazdag interfollikularis lymphoid szovet
talalhatd. A nyirokszovet kiilonalld tonsillaris egységekbdl 4ll, amelyeket kollagénben gazdag
kotdszovet izolal a kdrnyezd szovetektdl, illetve a szomszédos tonsillaris egységektdl.

Hisztologiai és immuncitokémiai modszerekkel egy uj lympho-epithelidlis szervet
karakterizaltunk, amely a kloakahoz asszocidltan a GALT-hoz tartozik. A nyirokszervet klodka
tonsillinak neveztiik el, mert kdvetkezetesen megtalalhatd a csirke klodka faladban. Részletes
immunhisztokémiai vizsgalat igazolja, hogy a klodka tonsilla egységei a pylorus-, és a coecalis

tonsillakhoz hasonlitanak, mint morfologiai, mint funkcionélis szempontbol.
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11. Summary

In birds, the gut-associated lymphoid tissue (GALT) contains a large number of lymphatic
organs, which are scattered along the cranio-caudal axis of the intestinal tract. These include the
esophageal-, pyloric-, and coecal tonsils, Peyer's patches, or the bursa Fabricii, a peculiar organ
responsible for the avian B cell development. In addition to the larger lymphatic organs, many
smaller lymphatic tissues with scattered germinal centers (bursa Fabricii peripheral fold, dorsal
diffuse infiltrated area (DIA)) also belong to the GALT. The specific anatomical position of the
lymphatic tissues associated with the cloaca raises the chance that one of the possible routes of
external antigens and infectious agents entering the body leads through the cloaca.

The main objective of my student research work is the morphological (histology,
immunocytochemistry, confocal, and electron microscopy) characterization and ontogenesis of the
cloacal lymphatic tissues. According to our preliminary observation, using the serial paraffin
sections of the rectum-cloacal-bursa Fabricii region of the adult chicken, in addition to the DIA and
the peripheral fold, the ventral part of the bursa duct, specifically in the mucosal fold facing to the
colorectum, is rich in lymphoid tissue, which has not been described before.

Using immunocytochemistry, we confirmed that there is extensive lymphatic tissue in the
ventral fold of the bursa duct opening to the cloaca. This lymphatic tissue is located ventral to the
DIA. According to CD45 immunoreactivity, numerous lympho-myeloid cells are concentrated in
the lamina propria. With double immunofluorescence, we demonstrated that the lymphoid tissue is
connected to the surface cloacal epithelium and is organized into B- and T-dependent regions. B
cells cluster in germinal centers (GCs), which contain CSF1R+/74.3+/vimentin+ dendritic cells
and TIM4+ macrophages, respectively, while the interfollicular lymphoid tissue, located between
the GCs, is rich in T cells. Lymphatic tissue of the bursa duct consists of individual tonsillar units
separated in the lamina propria by collagen-rich connective tissue septum.

In conclusion, using histological and immunocytochemical methods, we describe a novel
lympho-epithelial organ associated to the duct of the bursa of Fabricius. Detailed
immunocytochemical characterization confirms that this lymphoid organ is consistently found in
the cloaca of the chicken and consists of tonsillar units identical to the pyloric and coecal tonsils.

We named this lymphoid tissue as the cloacal tonsil.
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