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Zarojelentés

Lymphomyeloid és hemopoietikus szervek fejlédésbiologidja: embryomanipulédcidé cimi
OTKA pélyazatrél; 2003-2006.

Témavezets: Dr. Oldh Imre

Altalanos, a téma kidolgozésat érinté informaciok

A palyazatban a témavezetén Kivil harom PhD-vel rendelkez6 (Nagy Nandor, Kocsis
Katalin, Magyar Attila) és négy PhD-hallgatd (Igyarté Botond, Minkd Krisztina, Felfoldi Balazs,
Bir6 Eva) vett részt. A négy PhD-hallgatd koziil mara kettének megvan a PhD fokozata, egy az
USA-ba tavozott 2004 elején és egy pedig el6relathatdlag 2008-ban védeni fog; a Semmelweis
Egyetem Doktori Iskolaja altal megszabott 6sszimpactfaktor sz&méat mér teljesitette.

Az OTKA programban meghatarozott celtdl eltéréen, de a fejlédésbioldgiahoz kapcsolodva
egy 6todik PhD hallgatd munkajat is timogattam OTKA péalyazati pénzbél — a palyazat egészéhez
viszonyitva jelentéktelen dsszeggel — ezért nem éreztem, és ma sem érzem, hogy ez jelentéskoteles
lett volna. Az altala irt négy impactfaktoros munkabdl kettében az OTKA palyazat tdmogatasat
megjeloltik. Ezt a két munkat itt sorolom fel, nem a k6zlemények kdzott:

Toth, M., Alpar, A., Patonay, L., Olah, 1. (2006). Development and surgical anatomy of the round
window niche. Ann. Anat. 188:93-101.

To6th, M., Moser, G., Patonay, L., Olah, 1. (2006). Development of the anterior chordal canal. Ann.
Anat. 188:7-11.

Bar a palyazatban megjeldlt cél elérését folyamatosan igyekeztiink teljesiteni, de néhany
lassitd tényezorol be kell szdmoljak: Dr. Nagy Nandor 2004 szeptemberétél 2006 szeptemberéig a
Harvardon dolgozott. Ez alatt a bélentoderma fejlédését vizsgalta, melyrél négy dolgozata jelent
meg, ezeket is itt sorolom fel, mert nem a laborban és nem OTKA tamogatassal késziltek. A
jelentés leiro részében sem szerepelnek.
Nagy, N., Brewer, K.C., Mwizerwa, O., Goldstein, A.M. Pelvic plexus contributes ganglion cells to
the hindgut enteric nervous system. Dev Dyn. 2007 Jan;236(1):73-83.

Nagy, N., Goldstein, A.M. Intestinal coelomic transplants: a novel method for studying enteric
nervous system development. Cell Tissue Res. 2006 Oct;326(1):43-55.

Nagy, N., Goldstein, A.M. Endothelin-3 regulates neural crest cell proliferation and differentiation
in the hindgut enteric nervous system. Dev Biol. 2006 May 1;293(1):203-17.
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Goldstein, A.M., Brewer, K.C., Doyle, A.M., Nagy, N., Roberts, D.J. BMP signaling is necessary for
neural crest cell migration and ganglion formation in the enteric nervous system. Mech Dev. 2005
Jun;122(6):821-33.

Minkdé Krisztina egyéni PhD hallgatoként kezdett a verképz6 ossejtek fejlodésével
foglalkozni. 2003 végen Le Douarin és Dieterlein-Livre altal vezetett munkacsoporthoz csatlakozott
két évig, majd szulési szabadsagra ment (ma is gyeden van). 2005-ben megvédte PhD értekezését
magyar-francia kettds képzésben. Munkajanak talnyomo6 része mar Franciaorszagban készilt
OTKA tdmogatas nélkdl, ezért az 6 munkajat sem sorolom fel a kozlemények kdzott.

Minko, K., Bollerot, K., Drevon, C., Hallais, M.F., Jaffredo, T. From mesoderm to blood islands:

patterns of key molecules during yolk sac erythropoiesis. Gene Expr Patterns. 2003 Jun;3(3):261-
72.

Kocsis Katalin 2003 augusztusatdl 2006 6széig volt sziilési szabadsagon, igy a csoport
szinte végig ,,félg6zzel” miikodott.

Itt kell megemlitenem, hogy 2005-ben a témavezeté Lonnecke Verveldével egyutt felkerést
kapott - 2007-ben megjelené - ,,Avian Immunology” cimit kényvben a morfologiai fejezet
megirasara. A fejezet elkészilt és 2006-ban az Elsevier-rel kotott szerzédés alapjan a konyv
szerkesztojének a kéziratot leadtuk, melyet kozlésre elfogadtak. A kozlemények kdzott

konyvfejezetként van felsorolva.

Targyi, szakmai 6sszefoglalo

A palyazat a lymphoepithelialis szervek, mint primer nyirokszervek, elsésorban a bursa
Fabricii telepének eredetére, a bursa follikulusok kialakuldsanak indukalasara, és ezen belul a
dendritikus sejtek szerepére koncentralt. A bursa Fabriciiban a bursai szekrécids dendritikus sejtek
(BSDC) epithelialis mikrokdrnyezetben helyezkednek el, a bér Langerhans-sejtjeihez hasonloan.
Ezért, és mivel a madarak Langerhans-sejtjeirél szerzett ismereteink meglehetésen hézagosak, a

dendritikus sejteknek ezt a szubpopulaciojat is vizsgaltuk.

A periférids nyirokszervek kozul a Iép és a csiracentrum képzodése jelentette a f6 kutatasi
teruletet, valamint a bursa mellett a bélhez asszocialt lymphatikus szdvet (GALT). A madarakban
az emldsokre jellemz6 nyirokcsomdk hianyoznak és ezzel egyutt a nyirokkeringésuk is kevesbé
fejlett, ezért feltételeztilk, hogy nem az ektoderma, hanem az entoderma fel6l jovo antigén

informécid az elsédleges.

Ma altalanosan elfogadott, hogy a bursa Fabricii ham telepe a cloaca (entoderma)
diverticulumaként fejlédik. Azonban a korai embryoban a bursa irege nem a cloaca Uregével,

hanem az ektoderma analis invaginacidjaval van kozvetlen Osszefliggesben, ezért feltételezheto,



hogy a bursa ham nem entodermalis, hanem ektodermalis eredetti. Ennek igazolasara in vitro
szervtenyészetben, majd in vivo csirke-firj kiméra készitéssel, bursai mesenchymat egyuitt
tenyésztettiink vastagbél entoderméval, illetve farokbimbo ekto- és entodermaval. A bursai
mesenchyma csak az ektoderma hambol volt képes follikulus indukcidra, mig a cloacalisbdl nem
kaptunk follikulus képzédést (Absztrakt). Ez ma még megerdésitésre var. Vajon hogyan viselkedik

nem farokbimbd ektoderma bursai mesodermaval egyditt tenyésztve?

1986-ban kozoltik, hogy (antitestek hianyaban) a BSDC a bursa mesenchymalis sejtjeibél
differencialodik, mivel atmeneti alakok a mesenchymalis sejtek és a BSDC kdzott kimutathatok
félvékony (1 um vastag) metszeteken. Ezt a feltételezést ma csirke-flrj kiméra és immuncitokémia
egylttes alkalmazéasa utan Ujra kellett gondolnunk, mert ezek a kisérletek azt igazoltdk, hogy a
BSDC-k nem mesenchymalis, hanem véreredetiiek (Anatomy and Emryology, 2004).

A madar immunoldgia szinte Kkizarolag csirke immunoldgianak tekintheté. A
fejlédesbioldgiai kutatasokban pedig a csirke-furj kiméra és parabiosis bevezetese mérfoldkének
tekinthetd, mégsem volt ismeretes a flirj bursa szerkezete és dendritikus sejtjei. NIC2, sajat
laboratériumunkban gyongytydk bursa sejtek ellen késziilt monoklonalis antitest — keresztreagal
furj sejtekkel is. A NIC2 a gyéngytyuk BSDC cytoplasmaticus antigénjét ismeri fol, igy lehetéséget
adott arra, hogy a fiirj BSDC-jét is identifikaljuk. Az immuncitokémiai vizsgalatok szerint az NIC2
pozitiv ,,anyag” intracitoplazmatikusan jelenik meg, majd szekretalva, solubilis formaban is
eléfordul (J. Morphology, 2004). Firj bursan végzett, késébb csirkén is ellenérzott
immuncitokémiai munkank szerint, a csirke és furj bursaban hisztoldgiailag identifikalt
macrophagok immuncitokémiaval nem igazolhatok; azaz monocyta-macrophag ellenes
ellenanyagok bursadban negativak. Ennek a bizarr jelenségnek vagy az a magyarazata, hogy a
bursaban egészen kilonds macrophag szubpopuléacidé van, mely a ma elérheté markerekkel nem
identifikalhatd, vagy a hisztoldgiailag macrophagnak itélt sejtek nem ,valodi” macrophagok. A
follikulushoz-asszocialt hamban (FAE) hisztoldgiailag macrophagok mindig talalhatdk, de
limfocitdk nem. A BSDC képes belépni a FAE-ba — valdszinileg turnoverlik folytdn. Ezért
feltételezzlik, hogy a bursa follikulus vel6allomanyaban 1évé ,,macrophagok” eléregedett BSDC-kK,
azaz nem monocita eredetiiek (J. Morphology, 2004). Ez a macrophag képzodés ujabb lehetéségét

veti fel.

17 napos embrydban a szikhdlyag Kkivezetécsovének in ovo lekotése atmenetileg
drasztikusan visszavetette a bursa fejlodését; a BSDC-k felszinén és cytoplasmajaban IgG és
BSDC-marker, 74.3 antigén nem volt detektalhatd, a B-sejtek szama jelentésen csokkent a
follikulusokban. Az adatok azt mutatjdk, hogy az anyai antigének befolyasoljak a bursa kesoi

fejlédését (Immunology, 2005).



A csirkék periférias nyirokszervei a lép és a GALT, valamint a Harder-mirigy. A
madarakban a lép jol fejlett, fehérpulpajanak kdzponti elemei az ellipszoid vagy Schweigger-Seidel
hlvely, a periarterialis lymphocyta hively (PALS) és a csiracentrum (GC).

Tankonyvi adat, hogy az ellipszoid emlésben koncentrikus szerkezeti, melyben a
retikulumsejt eredeti ellipszoid sejtek (EC) macrophagokkal (Ma) valtakoznak. A madar ellipszoid
is kétféle sejtbol all: EC és ellipszoidalis asszocialt sejtbdl (EAC), mely fagocita képességii. Csirke-
furj lépkimérds és immuncitokémids vizsgélatok kimutattak, hogy az ellipszoid mindket
sejtpopulécidja hemopoietikus eredetii. A tankdnyvi adatokkal ellentétben az EC tehat nem
modosult retikulum sejt, hanem véreredetii hemopoietikus sejt (Developmental Dynamics, 2005).
Ezeknek a vizsgalatoknak szinte mellékleleteként — de semmiképpen sem el6re tervezett médon —
adodott a l1ép egyes kompartmentjeiben az extracellularis matrix megismerésének sziikségessége.
Legérdekesebb eredménye volt, hogy az ellipszoid korul is van egy discontinuus, basalis
membranhoz hasonlé szerkezetti, de kémiailag attdl kilénbdz6 struktara, mely az ellipszoid
Jtokjanak” tekinthets. Igy is neveztiik el: ,,capsule of Schweigger-Seidel sheath” (CSS) (Cell and
Tissue Research, 2003).

Miutan igazolddott, hogy az ellipszoid egésze (EC és EAC) hemopoietikus eredeti, tovabbi
vizsgalat célja volt az EAC valodi funkcidjanak megkdzelitése. Még 1982-ben a témavezeté
feltételezte, tus és tormaperoxidaz iv. injekcioja és morfoldgiai vizsgalatok alapjan — (Amer. J.
Anat., 1982), hogy az EAC lenne a prekurzora a PALS illetve a GC terlletén taldlhaté interdigitalo
és follikularis dendritikus sejteknek (IDC és FDC). A 25 évvel ezelétti feltételezés most
igazolodott. Csirke EAC ellenes sajat készitésic monoklonélis ellenanyag (E5G12), egy olyan
membran antigént ismer fel, mely jelen van az EAC-n és az FDC-n is. Pneumococcus tokanyagat, a
B-galaktozidazt az EAC-k perceken belll internalizdljak és vandorolni kezdenek a PALS és GC
fele. A PALS szeéli részén a kettosen festett (B-galaktozidaz hisztokémia és E5G12 pozitiv) EAC B-
sejtekkel korulvéve csiracentrumokat képez. A kettésen pozitiv EAC belépnek a mar perzisztalo
GC-be is, igazolva, hogy a csiracentrum nemcsak egyetlen antitest ellen képes antitestet termeli
(Cell and Tissue Research, 2007). Erdemes megjegyezni, hogy a B-galaktozidazt semmilyen mas
phagocyta (Kupffer, alveolaris macrophag) nem veszi fel, kizarélag az EAC, aminek jelentésége
lehet abban, hogy a lép felelés a pneumococcus antigénre adott immunvalaszért. Egy masik
megjegyzés is ide kivankozik; az i.v. adott és EAC &ltal szallitott B-galaktozidaz pozitiv sejtek soha
nem jelentek meg a GALT csiracentrumaiban. A jelenség arra utal, hogy a Iép és a GALT
csiracentrumait indukalé FDC prekurzorok kiilénbdzo eredetiiek.

Az EAC sejtek eredetének és funkcidjanak vizsgalata soran folmerilt, hogy a vérbol

kimutathatok-e, azaz a keringésben vannak-e olyan hemopoietikus eredetii sejtek, melyek szdveti



kornyezetben kollagent képesek termelni. Hiszen az EAC-k ilyen sejtek kell legyenek, mert az
ellipszoid ECM-t 6k termelik. Emlésben szamos adat is megjelent; sebgydgyulas soran a
fibroblastok féleg vérbol kivandorld prekurzorokbdl szarmaznak. Embryo vérbol fehérvérsejteket
tenyésztve prokollagén pozitiv sejtek voltak kimutathatok, és ezek a sejtek a lép ellipszoid
képzésben is részt vesznek, azaz stromalis (mesenchymalis) eredetiinek tartott sejtek,
hemopoietikus eredetiiek. Ez az els6é kozlemény madarban, amely véreredetii fibrocytak létét és
organogenesisben jatszott szerepét igazolja (Developmental Dynamics, 2005).

A Langerhans-sejtek fenotipizalasa révén csirke bérben harom subpopulécié volt
elkilonithets, melyek haptén kezelés hatasara mobilizalhatok az epidermisbél és megjelennek a bor
alatt elszortan elhelyezkedé lymphoid sejtekb6l és haptén pozitiv Langerhans-sejtekbsl alld
csomokban. Feltételezzik, hogy ezek a lymphoid sejtekbsl all6 csomok az emlosdk

nyirokcsomoinak evoldcios ,,kezdemenyei” (Immunology, 2006).

Az ektodermaval (bérrel)-asszocialddott lymphoid szovet (SALT) kevésbe fejlett madarban,
mint emlésben ezért az entoderma felé fordulva elkezdtiik szisztematikusan feltérképezni a csirke
gastrointestinalis traktusat nyirokszervek szempontjabol. Az oesophagus és gyomor hataran
talaltunk klasszikus tonsilla szerkezetre utalo struktarat, melyet oesophagus tonsilla néven irtunk le
(Poultry Science, 2003) és késébb immuncitokemiai karakterizalasat is elvégeztik (Acta
Veterinaria Hungarica, 2005). Hasonlo tonsilla talélhatd a gyomor és duodenum hatéran is, mely
kozlésre elklldve (J. Anat., Nagy, N., Olah,, | Pyloric tonsil as a novel gut-associated
lymphoepithelial organ of the chicken, Journal of Anatomy, kozlésre elkuldve, 2007). Ezen a két
helyen emlésben nincs tonsilla legfeljebb egy-egy solitér tisz6. Az oesophagus tonsilla jelentéségét
lokalizacidja adja, mert a gyomor elétt van, és igy a gyomor emészt hatasa még nem érvényesiil
ellentétben a duodenalis tonsillaval.

A dendritikus sejtek virusfertézeésben jatszott szerepe gyakorlati jelentéségii problema. A
labor 1999 oOta tagja volt egy EU-s COST 839-es programnak: ,,Immunsuppressive viral disease on
poultry”. A BSDC-t a témavezet6 irta le 1978-ban és az elmult években kimutattuk, hogy a virus
elsé megjelenése a bursdban BSDC-hez kotott. Fertézé bursa betegséget okozo virus hatdsara a
BSDC kivandorolnak a follikulus veléallomanyabol a kéregbe, sét a bursa lumenébe is, mikdzben a
virus elpusztitja a sejteket. Az extracellularis kézegbe kerult virus a BSDC utan a B-sejteket is
fertzi. Ezen eredmények kozlése utan keresték meg a labort Daniabdl, hogy heterophil granulocyta
(analog sejt az emlés neutrophil granulocytaval) deplécidja utan rendivil enyhe a fert6zés lefolyasa,
nincs mortalitds, ellentétben a normal allatokkal. Keérdés volt, milyen hisztopathologai és
immuncytologiai elvaltozasok tarsulnak a bursaban a heterophil deplécié mellé, kilonds tekintettel

a BSDC-re. Ugy latszik, hogy a heterophil granulocytdknak a BSDC mellett esszencialis szerepe



lehet a virusfert6zes klinikai (de nem hisztoldgiai) tlineteinek megjelenésében (Avian Pathology,
2006).



