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BEVEZETES

Az embriologiai kutatasokban rendkivil fontos szerep jut a monoklonalis

ellenanyagoknak, amelyek egy bizonyos sejttipusra specifikus molekulat ismernek fel. A
monoklondlis antitesteket szomatikus hibridizacioval (hibridoma moédszerrel) allitjak el6. A
tobbszori klonozasnak alavetett hibridomak, antitesteket termelnek, amelyeket karakterizalni
kell. A jellemzés soran meghatarozzak az antitest altal jelolt sejt tipusat, szOveti és
szervezeten bellli eloszlasat, vizsgaljak a keresztreakciot mas fajokkal, illetve megprobaljak
meghatéarozni, a felismert antigén pontos sejtbeli lokalizacidjat eés biokémiai tulajdonsagait.
Egy megfeleléen karakterizalt antitest ma mar széles korben alkalmazott a laboratériumi
kutatasok soran.

A csirke, mint modellallat mellett, tobb érv is sz6l. Elsdsorban azért hasznaljak ezeket
az allatokat a kiilonb6z6é immunoldgiai és fejlodésbioldgiai vizsgalatokhoz, mert beszerzésiik
és tartasuk nem tal koltséges és nem tal korilményes. Ezen kiviil a tojasban levé embrid
manipulacidja, sokkal egyszerlibb, mint az emldés modellallatokon, pl. az egéren végzett
technikak. A csirke sejtekre szamos specifikus sejtmarker 1étezik, igy megfelelé alany a
kimérak készitéséhez, ezaltal lehetové valik a sejtek differencialodasanak és vandorlasanak
nyomon kovetése az embriéban.

A Semmelweis Egyetem Fejlédésbiologia Laborjdban mindennaposan alkalmaznak
immuncitokémiai technikékat, felhasznalva szamos specifikus antitest, amelyek koézul jo
néhany nyirokszervi sejtre készilt specifikus egér monoklonélis ellenanyag ebben a
laboratoriumban lett eldallitva. A laborban foként a vérképzd Ossejtek differencialodasat
kovetik nyomon a nyirokszervek fejlédése soran. A bursa Fabricii, mint a madarak specifikus
nyirokszerve a B-limfocitdk differencialédasanak helye. A bursdban talalhatdé szekrécios
dendritikus sejtek, egyditt a bursai follikulusok vazét alkotd retikularis hamsejtekkel, olyan
mikrokornyezetet hoznak létre, amely a B-sejtek éréséhez elengedhetetlenek.

Az elmult években 06sztondij révén, osszesen 2 honapot toltdttem el ebben a
laboratériumban és Dr. Nagy Nandor vezetése alatt egy Uj monoklonalis ellenanyag (klénnév:

10C12) karakterizalasat vegeztem el csirke bursan és egyéb nyirokszerveken.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A bursa Fabricii immunoldgiai jelentésége

A bursa Fabricii nevét felfedezdjérél, Hieronymus Fabricius ab Aquapendente—rol
kapta, aki a paduai egyetem diakja, majd tandra is volt. O irta le a szervet 1621-ben a De
Formatione Ovi et Pulli cimii munkajaban (Ribatti, Crivellato & Vacca 2006). A bursa pontos
szerepére azonban csak 1956-ban derilt fény, egy érdekes véletlen folytan, amely felfedezés
mérfoldkonek szamitott az immunoldgiaban. Ekkor ugyanis az ohioi egyetemen Bruce Glick
fiatal csirkék bursajanak eltavolitasaval kisérletezett, de nem jutott eredményre a szerv
funkcidjaval kapcsolatban. A véletlen Ggy hozta, hogy az egyetemen dolgozé Timothy Scott
Chang-nek madarakra volt sziiksége, hogy Salmonella ellen antitesteket termeltessen és pont
a Glick altal vizsgalt csirkéket immunizalta e célbdl. Egy héttel késébb, amikor az antitesteket
szerette volna tesztelni, azt tapasztalta, hogy a madarak tébbsege nem termelt ellenanyagot.
Amikor Chang egyeztetett Glick—kel igazolddott az, hogy az immunizalt madarak t6bbsége
manipulalt, bursa nélkili volt (Taylor & McCorkle 2009). Igy jutottak arra a feltételezésre,
hogy a bursanak az antitest termelésben és az immunvalaszban van szerepe, ezt pedig
kisérletekkel is igazoltak (Glick, Chang & Jaap 1956).

2. A bursa Fabricii fébb jellemzéi és szerkezete

A bursa Fabricii a klodka dorzalis részén talalhat6 lumenjén keresztil pedig
kapcsolatban &ll a vastagbéllel (1A. abra), kifejlett csirkében 1,7 cm atmérdji ovalis iireges
szerv (1B. abra). Bar embrionalis eredete sokaig bizonytalan volt, a legijabb kutatasok arra
utalnak, hogy a bursa az ektodermabol alakul ki (Nagy & Olah 2010).

A bursa Fabricii izmos tokban helyezkedik el, a lument hosszanti irdnyba 15-20 red6
tagolja (1C. abra), amelyet szamos follikulus tolt ki (1D. abra). A follikulusok hosszukas
ovalis alakuak és a bursa alapegységét képezik (1E. abra). Szerkezetiikben elkilonithetlink
egy kils6é tomottebb kéregallomanyt (cortexet) illetve egy sejtszegényebb veléallomanyt
(medullat). A follikulusok felszinét interfollikularis epitélium (IFE) boritja, kivétel a csucsi
részt, ahol follikulus-asszocialt epitélium (FAE) talalhatd. A FAE teremti meg a kapcsolatot a
bursa lumene és a follikulusok medulléris allomanya kozo6tt. A tobbi hamsejttdl eltéréen a
FAE alatt nincs bazalis lamina, helyette FAE-tamaszto sejtek sorai talalhatoak.

A vel6allomany stromalis sejthalozatat retikularis epitélium és szekrécios dendritikus
sejtek alkotjak, amelyek megteremtik a B-limfocitak éréséhez sziikséges mikrokornyezetet. A
kéregallomany alapvazadt a medullatol eltéréen retikularis kotészovet alkotja, amely

extracellularis matrixot is termel (Olah, Nagy & Vervelde 2014).



A bursdban 3 honapos kor utén jelentkeznek az invollcidval jaro valtozasok, ezek
azonban nagyon eltéréek lehetnek a fajok kozott. A bursa invollcidja White Leghorn csirkék
esetén a 20. hét koriill kezdédik és a 28. hétre be is fejezddik. Ez alatt a kéreg és a

veldallomany vdzanak folyamatos leépiilése figyelheté meg. Ezt kOvetéen a bursdban nem

zajlanak B-sejt éréssel kapcsolatos folyamatok (Ciriaco et al. 2003).

1. dbra: A bursa Fabricii elhelyezkedése és szerkezete. (A) Kiboncolt csirke és a primer
illetve szekunder nyirokszervek elhelyezkedése. (B) Kinagyitott klodkalis régid, bursa
elhelyezkedése (nyillal jelolve). (C) Bursa, klodka és vastagbél hosszmetszete, bursa
lumenjében tébb hosszanti redével (nyillal jelolve). (D) Kinagyitott bursai redd, tomve
follikulusokkal (nyilakkal jeldlve). (E) Kinagyitott bursai follikulus, az ezt borit6 follikulus—
asszocialt ham (FAE) illetve az interfollikularis hdm (IFE) valamint a follikulus két f6 része, a
kéregallomany (cortex) és a veléallomany (medulla). (F-I) A bursai follikulusok medullris
sejttipusai: (F) limfocitdk, (G) makrofag, (H) retikularis hamsejt, (1) szekrécios dendritikus
sejt.



3. A bursa medulléris sejttipusai

A bursa medulléris részét negy f6 sejttipus alkotja: limfocitak, makrofagok, retikularis
hamsejtek és szekrécios dendritikus sejtek (BSDC).

Az itt taldlhato limfocitdk tobbsége B-limfocita (1F. abra). Ezek a sejtek kerekek
heterochromatikus (sotétre fest6d6) sejtmaggal. A makrofdgok nyulvanyos sejtek,
euchromatikus (vilagos) sejtmaggal (1G. &bra). E sejtek citoplazmajaban fagocitélt
sejttormelek talalhatd. A medulla makrofagjai eltérek a mashol talalhatéaktol, a kutatasok arra
utalnak, hogy ezek valo6jaban el6regedett BSDC-ek (Olah & Glick 1992). A retikularis
hamsejtek csillag alaktak, felszinlik sima, sejtmagjuk szintén euchromatikus (1H. &bra).
Ezek a sejtek haldzatot alkotnak, igy biztositva alapvazat a medullat kito1t6 limfocitaknak. A
szekrécios dendritikus sejteket Olah Imre és Bruce Glick irta le elészor 1978—ban. Ezek a
sejtek szintén nyualvanyosak, sejtmagjuk pedig a limfocitak sejtmagjara emlékeztetd
kerékkiill6 mintazatot ad, heterochromatikus (11. &bra). A bursai dendritikus sejtek
plazmamembranja alatt granulumok figyelhet6ek meg, amelyek tartalma eddig ismeretlen. Ez
is utal arra, a sejtfelszin szeldelt mivoltaval egyutt, hogy a bursa dendritikus sejtjei szekrécios
tevekenységet folytatnak. Tovabba, mint antigén prezental6 sejtek, fontos szerepet jatszanak a
B-limfocitak érésében (Olah & Glick 1978) (Olah & Glick 1987).



CELKITUZESEK

A Semmelweis Egyetem Fejlédésbiologia Laboratoriuma egylittmiikodve a mincheni

Ludwig-Maximilians Egyetem Elettani Intézetével olyan bursai sejtek ellen termeltetett egér
monoklonalis ellenanyagok eldallitasat tiizte ki célul, amelyek alkalmas eszkdzok lehetnek a
bursa Fabricii sejttipusainak elkulonitésére és jellemzésére. Az el6zetes adatok alapjan, a
10C12 nevli antitest olyan B-sejt szubpopulaciét jeldlt, amely eloszlasa alapjan, csak a
follikulusok vel6allomanyaban talalhaté meg (Rottach 2012). Mivel a 10C12 mADb altal jel6lt
sejtek alakja jelentOsen eltért a limfocitaktol, a laborban eldzetes tesztelést végeztiink, amibol
arra kovetkeztettlink, hogy ez az antitest a bursa vel6allomanyaban, valdjdban olyan
nyulvanyos sejteket jel6l, amelyek dendritikus sejteknek felelhetnek meg.

Kutatasom soran a 10C12 monoklonalis ellenanyag részletes immunologiai
karakterizaldsat végeztem el kiilonboz6é kortt embriok és feln6tt madarak nyirokszervein. A
célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

» A bursa Fabricii karakterizalasa a 10C12 nevii ellenanyaggal és ésszehasonlitasa B-
sejt, hdm és dendritikus sejtmarkerekkel.

» A 10C12 molekula kifejezddésének vizsgalata a bursa embrionalis fejlddése soran.

» A 10C12 molekula expresszios mintdzatdnak meghatarozasa a felnétt

nyirokszervekben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

A kisérlethez elsésorban White Leghorn csirke embriokat és 6-8 hetes egyedeket
hasznéltuk. Ezen kivil a 10C12 antitestet teszteltiik 8 hetes kacsa, gydngytyuk, furj és fogoly
nyirokszerveken is.

2. A minték szovettani feldolgozasa

A kilénb6z6 kort embridkbol és felnétt egyedekbdl szarmazo szerveket majba vagy
fixalads utdn zselatinba &gyaztuk be, majd fagyasztott blokkokat készitettink, amelyeket
kriotbmmal metszettiink. Az igy elkészult metszeteken immuncitokémiai illetve
immunfluoreszcens festéseket végeztiink.

2.1.  Afagyasztott zselatinos blokk elkészitése

A feldolgozni kivant szerveket 1 6ran keresztul 4%-os paraformaldehidben (PFA)

fixaljuk, majd ezt kovetéen hdromszor mossuk 5 percet hagyva a mosasok kozt. A moséast
foszfattal pufferelt sboldatban (PBS) végezzik. A mosas utan a szervekre 15%-0s szachar0z
oldat kerul és ez egy éjszakat all 4°C-os hiitdben. A beagyazashoz 7,5%-0s zselatint
hasznalunk. A szerveket a beagyazas el6tt zselatinba helyezziik és 37°C-on 1 6rét taroljuk. Ezt
kovetéen muanyag talkakat félig megtoltiink zselatinnal figyelve arra is, hogy ne legyen
buborék, mivel ez a fagyasztaskor toréshez vezethet. Amikor a zselatin megkétott a szerveket
rhelyezziik és sztereomikroszkop alatt megfelel6en orientaljuk. Ezutan 5 percet varunk, hogy
a szervek hozzatapadjanak a zselatin alaphoz, majd annyi meleg zselatint ontink a talkaba,
hogy az ellepje a szerveket. A talkakat 4°C-os hiitdbe helyezziik, mig a zselatin teljesen
megkdt. A talkakbol kivagjuk a megfeleld méretii zselatin blokkot, majd ezt Shandon
Cryomatrix segitsegevel elore feliratozott kartonpapirra ragasztjuk, és filctoll segitségével
bejel6ljuk a metszés iranyat. Az igy elkészilt blokkot folyékony nitrogénben -60°C-ra lehtitott
izopentanban (Sigma-Aldrich, M32631) fagyasztjuk par percig. A fagyasztott blokkok akar
azonnal is metszhetdek vagy felhasznalasig -80°C-on tarolhatoak.

2.2.  Afagyasztott majas blokk elkészitése

A méjas blokk készitésekor a vizsgalni kivant szerveket majjal vesszik korbe. Egy

kartonpapirra majszeletet helyeziink, majd ratesszik a vizsgalni kivant szerveket és ezeket
korberakjuk és befedjiik majdarabokkal odafigyelve arra, hogy minél kevesebb levegével
toltott rés maradjon. Az igy elkészilt majas blokkot folyékony nitrogénben fagyasztjuk és -

80°C-on taroljuk felhasznaléasig.



3. A fagyasztott blokkok metszése

Az elkészilt zselatinos illetve méajas blokkokat Shandon gyartményu kriotommal
metszettik. A zselatinos blokkokat -24°C-on, mig a méajas blokkokat -19°C-on kell metszeni.
A blokkokat levalasztjuk a kartonpapirrol, majd szintén Shandon Cryomatrix segitségével
felragasztjuk a kriotdom blokktart6jara, majd a kriosztatba helyezve addig varunk, amig a
ragasztdo megkot. A blokkokbdl 8-12 pm vastagsagl metszeteket készitiink, amelyeket poly-
L-lysine-nel (Sigma, P8920) bevont targylemezekre vesziink fel. A majas blokkok esetén a
fixalas utélagosan torténik, ekkor a metszeteket tartalmazo targylemezeket 10 percig acetonba
helyezzik, majd hagyjuk ezeket megszaradni. A metszeteket hiitben taroljuk a
felhasznélasig.

4. A metszetek immuncitokémiai és immunfluoreszcens vizsgalata

Az elkészilt metszetek alkalmasak, kiilonb6z6 szovettani festési technikakat
alkalmazva, a szervek sejtszintii szerkezetének tanulmanyozasara. A csirkék nyirokszerveinek
metszeteit tartalmazo lemezeket immuncitokémiai illetve kettés immunfluoreszcens festéssel
vizsgaltuk.

4.1.  Immuncitokémia

A metszeteket tartalmazo6 lemezeket 10 percig PBS oldatot tartalmazo6 kivettaban

rehidrataljuk. A zselatinos metszeteket rehidraticiéo utan PBS-ben hagyva 15 mésodpercig
mikrohullamu siitébe helyezve melegitjik, ezzel biztositva a zselatin kioldddasat. A
rehidratacio utan kovetkezik a primer ellenanyagok ramérése a targylemezeken levo
metszetekre. A haszndlt ellenanyagok listajat az 1. tablazat tartalmazza. Ez el6tt azonban a
targylemezeket gondosan le kell toréIni papirvattaval, figyelve a metszetek épségének
megorzésére. Erre azért van sziikség, hogy a kiilonbozo ellenanyagok ne folyhassanak ossze.
A primer ellenanyagokbol kb. 70 pl kerll egy metszetre és 45 percig all rajtuk, ekézben a
lemezek vizes kamraban lefedve tarolodnak szobahomérsékleten, elkerlilve a kiszaradast.
Ezutan oOvatosan ledntjuk az ellenanyagot, majd 3x5 perces PBS-es mosas kovetkezik. A
lemezek torlése utan rakertil a metszetekre a higitott (a higitast PBS-BSA oldattal vegezziik)
biotinilalt szekunder ellenanyag, amely szintén 45 percet all, hasonléan az el6z6
korilményekhez. Ekdzben elkészitjik avidin-biotin-peroxidaz komplexet (ABC), amely fél
orat all 4°C-os hiitében. Ebben az esetben a higitashoz sima PBS-t hasznalunk. A 45 perc
lejarta utén ledntjik a szekunder ellenanyagot, 3x5 percig mossuk, majd peroxidos blokkolast
végziink. Ennek célja a szoveti endogén peroxidazok aktivitasanak blokkolasa. A blokkolas
soran PBS-t tartalmaz6 kivettaba 30%-0s H,O, oldatot adagolunk, majd belehelyezziik a

targylemezeket és 10 percig allni hagyjuk ket. A 3x5 perces mosast kovetden a metszetekre
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rékeril az ABC-oldatot és 30 percet igy inkubalodnak. Ezalatt kloronaftol torzsoldatot
higitunk ki PBS-ben (50 ml PBS + 50 pl kloronaftol) majd ezt fél 6ran &t sététben kevertetjiik
magneses keverével. Az oldatot sziirépapiron atszirjiik és sotétben taroljuk felhasznalasig. Az
ABC-vel tortén6 inkubalas befejeztével ismét mosas kovetkezik (3x5 perc PBS—el) majd a
lemezek az eldzdleg elkészitett kloronaftolos oldatban hivodnak el6. Ezzel mutatjuk ki a
kotédott peroxidaz enzim aktivitasat, amelyet lilds szin jelez. A kloronaftolt tartalmazo
klvettaba 3%-0s H,0O, oldatot adagolunk, majd belehelyezzilkk a lemezeket és 30 percig
sOtétben taroljuk ezeket. Legvégul ismét PBS mosas, majd vizoldékony lefed6anyaggal
torténd lefedés kovetkezik. Az igy elkésziilt lemezeket 4°C-on taroljuk.

4.2.  Kettos immunfluoreszcens festés

A 10C12 antitest mas ellenanyaggal val0 kolokalizacidjanak vizsgalatara kettds
immunfluoreszcens festést alkalmaztunk.

E festés soran el6szor ramérjiikk az elsé primer ellenanyagot a metszetekre, amelyet a
mar ismertetett mddon inkubalunk 45 percig. Mosast (3x5 perc PBS) kovetéen
fluorokrommal kapcsolt szekunder ellenanyagot (Invitrogen, Life Technologies) pipettazunk a
metszetekre majd ezeket sotétben tarolva ismét 45 percet varunk. Ezutdn ismét egy primer
ellenanyag ramérése kovetkezik, 45 perc fényt6l védett inkubacio, mosas majd az el6z6tél
kovetkezik. Az inkubéacid 30. percében a sejtmagok festésére hasznalt DAPI-t (4,6 diamidino-
2-phenylindole) is ramérjik a metszetekre, majd 15 perc elteltével mosas és lefedés

kovetkezik.



4.3. Felhasznalt ellenanyagok

1. téblazat: A felhasznalt primer és szekunder ellenanyagok

Primer ellenanyagok Izotipus
anti-vimentin (klon: 3B4) IgG2A
anti-cytokeratin (kl6n: Lub) IgG1
biotinilalt-anti csirke 19G

anti-csirke makrofag marker (klon: 74.2) IgG1
anti-csirke Bu-1, B-sejt marker (klén: BoA1) IgG1
anti-csirke dendritikus sejt marker (klon: 74.3) IgG1
anti-csirke dendritikus sejtmarker (klén: 10C12) ismeretlen

Szekunder ellenayagok

biotinilalt anti-egér 19G

fluorokrommal kapcsolt ALEXA-488-konjugalt anti-egér IgG2A

fluorokrommal kapcsolt ALEXA-594-konjugélt anti-egér 1gG

5. A metszetek kiértékelése
A metszeteket fény-, lumineszcencia- illetve konfokalis pasztdzd mikroszkdppal
vizsgaltuk és az ezekhez kapcsolt kamera segitségével digitalis felvételeket készitettink. A
digitalis képek feldolgozasat Adobe Photoshop CS6 és ZEN lite programmal végeztem.
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Eredmények

1. A felnétt bursa immuncitokémiai jellemzése

A kifejlett bursat alkotd sejtek jellemzésére kiilonb6zé primer antitestekkel
immuncitokémiai elemzéseket végeztiink.

A Bu-1 antitest (chB6) egy madar specifikus B-sejt felszini marker, amelyet a
Fejlédésbioldgia Laboratoriumban allitottak el (2A. abra). Ez a marker egy apoptotikus
folyamatokban szerepet jatszo antigént jelol (Igyarto et al. 2008). A Bu-1 jel6lés kirajzolja a
B-limfocitakkalt tomott bursai follikulusokat. A CVI-ChNL-74.2 nevii antitest madarra
specifikus makrofag marker (Jeurissen, Claassen & Janse 1992). A bursai follikulusokban a
medulla makrofagjait nem jeléli, csak a cortexben talalhatdak elszortan 74.2" sejtek (2B.
abra). Az anti—cytokeratin ham marker, amely kirajzolja a medulla vazat képezé retikularis
epitéliumot (Viamontes et al. 1989), azonban nem jel6li a cortex kotészovetes vazat (2.C
abra).

A csirke dendritikus sejtekre szamos marker létezik, a legelterjedtebbek: anti—
vimentin, 74.3, 1gG.

A vimentin intermedier filamentumot (IF) felismer6 antitest (3B4) volt az els6é BSDC
sejtmarker (2D. abra). A vimentin IF dendritikus sejteken Kkivil el6fordul a kotszoveti
sejtekben is, ezért nem tekinthetd specifikusnak (Olah, Kendall & Glick 1992). Csirke
specifikus a CVIChNL-74.3 antitest, ami az elézével egy id6ben jelent meg és
citoplazmatikus granulumokat jelol (Jeurissen et al. 1992). Kettés festéssel kimutathatd, hogy
a 74.3 mADb illetve az anti-vimentin mAb kolokalizal (Olah & Nagy 2013). A 74.3 antitest
hatranya, hogy gyakran festi a limfocitak koruli teret is (hatteret ad), ezért nem megfelel6 a
dendritikus sejtek pontos elkilonitésére (2E. dbra). 1gG (IgY) antitest is alkalmazhaté a
dendritikus sejtek jelolésére (2F. &bra). A BSDC nem termel IgG-t, azonban megkéti ezt
felszinén. Hatrdnya azonban, hogy csak kikelés utan alkalmazhat és a laza IgG kot6dés miatt
immunoldgiai és embrioldgiai vizsgalatokra nem alkalmas (Olah & Nagy 2013).

A 10C12 monoklonalis antitest (mAb) altal felismert molekula expresszidjat elészor
feln6tt csirke bursaban vizsgaltuk, majd 6sszehasonlitottuk a 10C12 mADb festési mintazatat a
gyakran alkalmazott csirke dendritikus sejtmarkerekkel. Vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk,
hogy a 10C12 mAb nagyon szelektiven jel6lt nyllvanyos sejteket a bursa veldallomanyaban,
hasonlé mintdzattal, mint az elébb ismertetett dendritikus sejtmarkerek (2G. abra). Mas

madarfajokbdl szarmazo bursabol késziilt metszeteken nem tapasztaltunk 10C12 pozitivitast.

11



2. abra: A felnétt bursa immuncitokémiai jellemzése. (A) Bu-1 festés a B-sejtek jelolésére. (B)
74.2 festés a makrofagok jeldlésére, a medulla makrofégjait nem jel6li ez a marker, csak a cortexben
lathat6 par makrofag (nyillal jel6lve). (C) Cytokeratin festés, mely kirajzolja a medulla alapvazat. (D-
G) A dendritikus sejtek jelolése kiilonbozé markerekkel. (D) 74.3 marker, amely egy citoplazmatikus
granulumot jeldl a dendritikus sejtekben. (E) Vimentin intermedier filamentum jel6lése, amely a
dendritikus sejteken kiviil a kot6szovetek sejtjeiben is el6fordul. (F) IgG antitest, amely a dendritikus
sejtek felszinéhez kot6dik, igy alkalmas e sejtek jellésére. 10C12 marker, amely szintén dendritikus
sejteket jeldl.
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2. A felnétt bursa immunfluoreszcens festése

Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy az elébbi dendritikus sejtmarkerek valdban
kolokalizalnak a 10C12 mAb-el, kettés immunfluoreszcens festést végeztiink. A vimentin és
10C12 antitesttel valo kettds festés soran tapasztalt narancssarga szinarnyalat egyértelmii
kolokalizaciora utalt (3A. &bra). A 10C12 mAb azonban csak a dendritikus sejteket jeldlte,
igy sokkal specifikusabb a vimentinnél, amely jol lathatéan ott van a bursa follikulusok
kotoszovetes kéregallomanyaban is. A kettds festést IgG €s 10C12 antitestekkel is elvégeztiik
és szintén kolokalizaciét talaltunk (3B. abra). Ebben az esetben mindkét marker csak a
BSDC-en volt jelen. Mivel a festési mintazat nagyon hasonlitott a két markernél, szlikség volt
az embrionalis mintdk elemzésére is, annak kizardsara, hogy a 10C12 mAb egy IgG
specifikus marker.

3. Konfokalis pasztazé mikroszkopia felnétt bursan

Ahhoz, hogy a sejt szintjen még pontosabban lokalizaljuk a 10C12 mAb altal felismert
antigént, a kettés immunfluoreszcens festésti metszeteket konfokalis pasztazé mikroszkoppal
vizsgaltuk. Ennek elénye, hogy nagy pontossaggal elkiilonithet6ek a sejtek egymastol.

A kinagyitott dendritikus sejteken a markerek szembetiind kolokalizacidja figyelhetd
meg, a vimentin, mint intermedier filamentum a citoplazmaban helyezkedik el, a sejtmagot
korbevéve, ezzel szemben a 10C12 antigén ink&bb dendritikus sejtek membranja koril
koncentralddik (3C-D. abra). A citoplazmaban tapasztalt szemcseés 10C12 pozitivitas arra

utalhat, hogy a marker jel6li a 10C12 antigén sejtben képz6d6 alakjat is.
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3. abra: A felndtt bursa immunfluoreszcens jellemzése. (A) Kettds immunfluoreszcens
festés (Vimentin+10C12) bursai follikuluson. A vimentin (z6ld) dendritikus és kotOszoveti
sejteket, mig a 10C12 mAb (voros), dendritikus sejteket jel6l, a narancssargas szinarnyalat
kolokalizaciora utal. (B) IgG (zold) és 10C12 (voros) kettds immunfluoreszcens festés
bursai follikulusokon, amely szintén kolokalizaciét mutat a két marker kozott. (C-D)
Konfokélis mikroszkopia vimentin (zold), 10C12 (vorés) kettds festésii metszeteken.
Lathato, hogy a 10C12 a sejtmembran kdzelében, mig a vimentin a citoplazmaban a sejtmag
kordl lokalizalodik. A sejtmagok DAPI-val (kék) vannak megjel6lve.
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4. A 10C12 antigén kifejezodése egyéb nyirokszervekben

A 10C12 antigén burséan kiviili nyirokszervekben is eléfordul. Igy példaul, a 10C12
mADb jeloli a 1ép fehér pulpajanak ellipszoid-asszocialt sejtrétegét (4A. abra). Ezekrdl a
sejtekrdl igazoltak, hogy a dendritikus sejtek elGalakjai (Gallego et al. 1997). A 10C12
antigén megtalélhatd a coecalis tonsilla csiracentrumaiban levé follikularis dendritikus
sejtekben is, illetve a bélham alatti sejtrétegben is (4B. dbra). Ez utdbbi sejtek tipusa nem
ismert, de vimentin pozitivitast mutatnak (Olah & Glick 1995) és feltehet6en dendritikus sejt
prekurzorok lehetnek, amelyek antitest mintat vesznek a bél lumenjébol. A madarak bérében
is megtalalhatéak a dendritikus sejtekkel rokon Langerhans-sejtek (Carrillo-Farga et al.
1991). Ezek a sejtek CD45 pozitivitassal rendelkeznek (Igyart6é et al. 2006), de a 10C12
antitest nem jeloli 6ket (4C. abra). A masik primer nyirokszervben, a timuszban a 10C12
mAb nem miikddik megfeleléen, csak elszortan jel6l nyulvanyos sejteket (4D. abra).

5. A 10C12 antigén kifejezodése az embrionalis fejlédés soran

A kutatas soran 3, 13, 16 és 19 napos embriok szerveit vizsgaltuk a 10C12 marker
segitségével. Ellentétben az IgG dendritikus sejtmarkerrel, embriondlis allapotban is talaltunk
10C12 pozitivitast. A 3 napos embrid keresztmetszetén (4E. adbra) a 10C12 mAb nyulvanyos
sejteket jelolt az aorta korili mezenchimaban, ami egyben a vérképzé Ossejtek fejlédésének
helye is (Godin & Cumano 2005). A 13 napos embrié bursajaban (4F. dbra) mar megindul a
follikulusok képzddése (Olah, Glick & Toré 1986). Ezekben a follikulusbimbdkban mar
lathato par 10C12" sejtek. A 16 napos embrié bursajaban a 10C12 pozitiv sejtek szama mar
sokkal tobb (4G. abra), a 19 napos embrid esetében pedig a 10C12 mAb festési mintazata,
nagyon hasonlit a kifejlett bursan tapasztalthoz (4H. abra). A kikelés el6tti allapotban levo
follikulusokbdl egyedul a cortex hianyzik, ez csak kikelés utan alakul ki(Olah et al. 2014).
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4. abra: A 10C12 antigén Kkifejez6dése egyéb nyirokszerveken illetve embrionalis korban. A
10C12 mADb jeldli (A) a I1ép fehér pulpajanak ellipszoid—asszocialt sejtrétegeit, (B) a coecalis tonsilla
csiracetrumainak follikularis dendritikus sejtjeit, illetve a bélham alatti sejtrétegeket. (C) A bérben a
10C12 mAb nem jeloli CD45" Langerhans-sejteket, valamit (D) a timuszban sem miikddik jol ez a
marker, csak elszortan fest nydlvanyos sejteket.

A 10CI2 antigén az embrionalis fejlédés soran (E) a 3 napos embridban az aorta korili
mezenchimaban van jelen. (F) 13 napos embrié bursajaban mar lathatd par 10C12" nydlvanyos sejt,
(G) 16 napos embrié esetén a 10C12" sejtek szdma egyre né, (H) a 19 napos kikelés elétti allapot
festési mintazata a feln6ttéhez hasonlit, csak a cortex hianyzik, ami kikelés utan alakul ki teljesen.
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Kovetkeztetés

Embrionalis ¢és feln6tt nyirokszerveken végzett immuncitokémiai festésekkel
igazoltuk, hogy a 10C12 monoklonalis antitest egy Uj, dendritikus sejtekre specifikus marker.
Az ellenanyag nem Kkeresztreagal furjben, gyongytyukban, fogolyban és kacsaban sem, igy
kivalo eszkozt jelent olyan embriomanipulécios kisérletekben (csirke-fiirj kiméra, parabiozis),
amelyek celja, a dendritikus sejtek vandorlasanak, differencidlédasanak és szoveten bellli
eloszlasanak nyomonkovetése, karakterizalasa. A sejten beliili lokalizaciot tekintve, a 10C12°
antigén a csirke dendritikus sejtek membranja korll koncentralodik és jelen van a follikulusok
embrionalis Kkialakul&satdl egészen feln6tt korig. Mindezek alapjan alkalmas embrioldgiai
vizsgalatokban a dendritikus sejtek nyomonkovetésére, a sejtek izolalasara. A pontosabb
lokalizacié meghatarozasara immunelektronmikroszkopiat tervezink.

Embrionalis anyagon végzett festések alapjan a 10C12 mAb a bursa Fabricii fejlédése
soran olyan nyulvanyos sejteket jelol, amelyek hamba vandorlasat a follikulusok kialakulasa
koveti. A korai 10C12 pozitiv sejtpopulaciobol a follikulusok vel6allomanyanak szekrécios
dendritikus sejtjei (BSDC) differencialédnak. A 10C12 pozitivitas elészor a 11-13.
embrionalis napon figyelheté meg a bursa Fabricii fejlddésekor. Ez az idépont megegyezik a
74.3" sejtek elsd megjelenésével (Nagy & Olah 2010). Az 1gG csak kikelés utan mutathatd ki,
mig a vimentin minden mezenchimalis elemet jeldl. Mindezek azt mutatjak, hogy a 10C12
mAb a dendritikus sejtek prekurzorait is jelolé marker.

A 10C12 antitest egy jelenleg ismeretlen természetii molekulat jel6l, amely a BSDC-k
mellett, a szekunder nyirokszervek follikularis dendritikus sejtjeinek (FDC) membranjaban is
kifejezddik. A 10C12 antigén biokémiai tulajdonsagainak meghatarozasara (molekula témeg)
Western-blott technikat fogunk alkalmazni. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a 10C12
antitest alkalmas eszkoz a csirke dendritikus sejtjeinek tanulmanyozéséara.
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