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Bevezetés

Bevezetés

Napjainkban a monoklonélis ellenanyagokat széles korben alkalmazzadk mind az
alapkutatés, mind a klinikai diagnosztika teriletein.

Ha a monoklonalis ellenanyag egy adott sejttipusra specifikus molekulat ismer
fel, kivalo eszkozt jelent a kérdéses sejttipus eredetének, differencidlodasanak illetve egy
szoveten beldili el6forduldsdanak tanulmanyozasara.

A monoklonalis ellenanyagok eldallitasa hybridomak klonozasaval készal. A
hybriddma-modszer soran mieloma-sejteket fuzionaltatunk immunizalt egérbdl szarmazo
lépsejtekkel. A sejtfizid olyan sejteket, hybriddméakat eredményez, amelyek termelik az
ismert antigénre specifikus ellenanyagot, és rendelkeznek a tumorsejtekre jellemzo
halhatatlansaggal is. Az ellenanyagot termelé hybridomakat t6bbszori klonozasi
eljarasnak vetjik ala, és az igy kitisztitott klonok fogjak termelni az immunizalas soran
hasznalt sejteket vagy molekuldkat specifikusan felismerd ellenanyagokat. Ezutdin a klon
altal termelt monoklonalis ellenanyagot karakterizalni kell, vagyis meg kell hatarozni az
altala felismert sejt tipusat, szoveti eloszlasat, fajspecificitdsat, és az altala felismert
antigén sejtbeli lokalizaciojat és biokémiai tulajdonsagait.

Laboratériumunkban nagyszamu, a nyirokszervek, kulondsképpen a bursa
Fabricii stromalis sejtjeire specifikus, egér monoklonalis ellenanyag készilt. Ezek
alkalmazasa lehetéséget nyujt a nyirokszervek stromalis sejtjeinek tanulmanyozaséara,
embriondlis fejlédésiik nyomonkovetésére.

A lymphomyeloid szervek stromalis elemeinek vizsgalata kozelebb visz a
véreredetii Gssejtek differencialodasat  szabdlyozé mikrokérnyezet megismeréséhez,

melynek elméleti és gyakorlati jelentosége egyarant van.



Irodalmi attekintés

Irodalmi attekintés

1. A bursa Fabricii jelentosége

A bursa Fabriciit Hieronymus Fabricius ab Aquapendente irta le elészor 1621-ben,
mint a csirkék végbeléhez kapcsolddo tasakot. Ugy vélte, hogy a bursa a spermiumok
tarolasara szolgédl és ez az elképzelés kozel négyszdz évig fennmaradt. Glick és
munkatarsai 1956-ban irtak le, hogy sebészi bursectomiat (bursaeltavolitas) kovetéen az
antigénspecifikus ellenanyagtermelés karosodik (Glick, 1983). igy jottek ra, hogy az
ellenanyag kozvetitette immunvélaszt a bursa Fabricii eredetii B-sejtek végzik. Ezutan
kezdték el meghatarozni emlésokben az Ugynevezett bursa-equivalens szerveket, ide
tartozik a juh Peyer plakk, a nyll appendix vagy emberben és a tobbi emlésben a
csontveld (Reynaud et al. 1991, Weinstein et al. 1994). A bursa az immunoldgiai
kutatdsok fontos részévé valt, hiszen a B-sejtekrél alkotott mai képiink részben a madarak
bursajan elvégzett kutatadsok nyoman alakult Ki.

A bursa Fabricii tehat a madarak primer nyirokszerve, benne zajlik a B-lymphocytak
differenciadlodasa és érése, itt tanuljdk meg a sajat struktardk felismerését. Az érett
lymphocytak innen keriilnek a keringésbe, majd a szekunder nyirokszervekbe, ahol

képesek felismerni a szervezetbe keriild idegen antigéneket.

1. A bursa Fabricii fejlédése és szovettani szerkezete

2.1. A bursa fejlodése

A bursa a madarak cloacajanak proctodeum részéhez csatlakozik (la. abra).
Epithelialis telepe az embrionalis €let 5. napjan jelenik meg. Ez a telep az ectodermalis
proctodeum és az entodermalis urodeum hataran, hamcsap formajaban, dorsalis iranyban
a mesenchymaba kezd belendni. A hamcsap belsejében a hamsejtek apoptdzissal
elpusztulnak, helyikon vakuolumok képzédnek, majd ezek Osszenyilasaval iireg
képzoédik (Olah et al. 1986; Miller and Briglin, 1996). A 9. naptol az Ureget hosszanti
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redok tagoljak, melyeket a mesenchyma sejtek proliferacidja hoz létre, ezért a bursa

keresztmetszete az tregbe domborodo red6k miatt csillag alaku (1. b abra).

A

proctodeum

1. &bra: Bursa Fabricii séméas szbvettani szerkezete. a.) a bursa median-saggitalis
metszete, Osszekodttetésben a cloaca proctodeumaval, b.) a bursa keresztmetszete a
lumenbe benyuld red6kkel, €.) a bursa red6iben elhelyezked6 follikulusok.

A red6kben szamos, B-lymphocytakkal feltoltott, szorosan egyméas mellett
elhelyezked6 follikulus jelenik meg (1. ¢ &bra). A follikulusok a bursa szerkezeti és
funkcionalis alapegységei, kéreg és veldalloméanybol allnak.

A 9. és 10. embrionalis napon a ham alatti mesenchymaban, toluidin kékkel festett
félvékony metszeteken, u.n. sotét sejtek jelennek meg. Ezek orsé alakuak, erdsen
basophylen festédnek, a ham ala vandorolnak, ott csoportosulnak, mig a kortilottik levo
vilagos, mesenchymalis sejtek végig egyenletes eloszlast mutatnak (Olah et al. 1986,
Lupetti et al. 1986, 1990). A sotét sejtek a hdAmmal kontaktusba kerllnek, atlépik az
alaphartyat, ezeken a helyeken a hamsejtek proliferdlni kezdenek, bimboszerien a
mesenchymaba ndnek, maguk el6tt tolva az alaphartyat és ezzel kezdetét veszi a
follikulusok kialakuldsa. A follikulusok indukciojat elinditd sotét sejtek hemopoetikus
eredetét laboratériumunk bizonyitotta csirke-fuirj kiméra modszerrel (Nagy et al., 2004).

A follikulusok tehat csak azokon a helyeken képzddnek, ahol a sotét sejtek a hamba
vandorolnak. Ezek a follikulus-bimbok a késébbi bursa follikulusok veléallomanyanak
kezdemenyét jelentik, amely befogaddképessé valik a B-sejt progenitorok szamara.

A sotet sejtekre felszini CD45 pozitivitas jellemzo, citoplazmajukban vimentin
intermedier filamentumot, NIC2 és 74.3 antigéneket fejeznek ki (Olah et al. 1992., Nagy
et al., 2004a, 2004b). A follikulusokat indukald sotét sejtekbdl differencidlodnak a
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CDA45+/MHCII+/74.3+/NIC2+ bursai szekrécids dendritikus sejtek (Nagy et al., 2004a,
2004b).

FAE

2. &bra: A bursa Fabricii follikulus embriondlis és posztembriondlis fejlodése. A sOtét
sejtek elhelyezkedése, hdmba vandorlasa és differencialédasuk. (IFE: interfollikularis
epithelium, FAE: follikulus asszocidlt epithelium, DC: dendritikus sejtek)

A fejlodé bursatelepet, annak vaszkularizacioja utdn hemopoetikus eredetii sejtek
népesitik be (Le Dourain et al. 1975). A sotét sejteket kovetden granulocyta prekurzorok
(Quesda et al. 1985), majd a 10. embriondlis naptdl kezdve a B-lymphocyta progenitorok
koloniz&ljak a bursa telepét (Houssaint et al. 1991, 1987). T-sejtek kis szdmban fordulnak
el embrionalis és feln6tt bursaban.

A felszini Bulb pozitiv B-lymphocyta progenitorok belépve a follikulus-bimbdba
intenziv osztddasba kezdenek, emiatt a hdmsejtek fokozatosan nydlvanyossa, csillag
alakuva valnak, retikulumsejtekké differenciadlédnak (Hoshi et al. 1987, Sanchez-Refusa
et al. 1996). A progenitorok osztdédasaval parhuzamosan az immunglobulin gének
konverzidja is megtorténik, igy kialakul az immunglobulin molekulak sokfélesége
(Masteller et al. 1994, Otsubo et al. 2001). Madarakban a génkonverzié csak a bursa
follikulusaiban megy végbe, a stromalis sejtek mikrokdrnyezetében, melyet a szekrécids
dendritikus sejtek és a hamretikulumsejtek alkotnak.

A génkonverzion atesett B-sejtek a kikelés el6tt néhany nappal kilépnek a
veldallomanybol, a mesenchymasejtek kozé telepednek, kialakitva a kéregallomanyt. A
B-sejtek a keéregallomanyb6l a vér- és nyirokkeringésbe jutva a szekunder
nyirokszervekben telepednek meg, ilyen a Iép (Olah et al. 1985), coecalis tonsilla (Olah
and Glick, 1979), Harder mirigy (Kittner and Olah, 1980), corpus pineale (Cogburn and
Glick, 1983), Meckel divertikulum (Olah et al. 1984, Jeurissen et al. 1989), oesophagus
tonsilla (Olah et al. 2003, Nagy et al. 2005), pylorus tonsilla (Nagy and Olah, in press
2007).
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A Kkéregallomany, ellentétben a vel6allomany hamretikuluméaval, mezodermalis
eredetii sejtek halozatabol all. A sotét sejtek hamba vandorlasanak tertletén alakul ki a
follikulus asszocialt epithelium (FAE), a 12. és 15. nap kdzott (Lupetti and Dolfi 1982,
1990, Olah et al. 1986, Nagy et al. 2001).

Az eredeti hamréteg kiszorulva helyérdl a follikulusok kozé kertil, ezek lesznek az

interfollikularis sejtek (IFE).

2.2. A bursa follikulusok szerkezete

A follikulusok a bursa szerkezeti €s funkcionalis alapegységei. A bursa redoi,
melyeket nyirokszovet tolt ki, kotészoveti sovények altal follikulusokra tagoltak.

A bursa follikulusokban taldlhatd sejtek nagy része B-lymphocyta. Ezek nagy
heterokromatikus sejtmaggal, a mag korili vékony citoplazmaval rendelkez6 kerek
sejtek. Itt zajlik az immunglobulin gének génkonverzigja, aminek kdvetkeztében kialakul
a B-sejtek nagy valtozatossaga (1g-repertoar).

A velballomany sejtjei kozé tartoznak még a hemopoetikus eredetli (Nagy et al.,
2004) szekrécios dendritikus sejtek (secretory dendritic cell, SDC, 1978-ban Olah és
Glick irta le el6szor). Ezek hosszan elnyult, két asszimetrikus nytlvannyal rendelkezd
sejtek. Az egyik nyulvanyban fejlett durva felszinii endoplazmatikus retikulum, Golgi
apparatus €s nagy szamu sotét, elektronstirli anyagot tartalmazé granulum talalhat6, ami a
SDC-k szekrécids képességére utal, mig a masik nydlvany granulum mentes, a
citoplazmat intermedier filamentumok téltik ki. A filamentumokat vimentin képezi,
hasonléan a Iép, a coecalis tonsilla csiracentrumainak follikularis dendritikus sejtjeihez,
vagy a bor Langerhans sejtjeihez. Vimentin pozitivitdsuk miatt jol elkiilonithetéek a
vimentin negativ B-sejtekt6] és a cytokeratint tartalmaz6 hamsejtekt6l (Olah and Glick,
1992, Olah et al. 1992, Viamontes et al. 1989).

A bursa red6k hamsejtekkel boritott felszinének 90%-at interfollikularis ham fedi
(IFE), ez basalis membranon iild hengerhamsejtekbdl, és differencialatlan hamsejtekbol
all. Az IFE sejtek apikalis része mikrobolyhokkal tagolt, az ovalis sejtmag a sejt kdzepén
helyezkedik el. Az apikalis citoplazmaban mucin tartalmd granulumok vannak. A
bazélisan lokalizalodott differencialatlan sejtek nem érik el a felszint, valdsziniileg a

hengerhadmsejtek potlasaban van szerepuk (Betti, 1989).
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A maradék 10% koriali hamot follikulus asszocialt hdmnak nevezzik (FAE).
Ezek olyan hamsejtszigetek, melyek 0sszekottetést teremtenek a bursa lumene és a
follikulusok veldallomanya kozott. Egy sejtrétegbdl all, nagyméretii, piramis alaku sejtek
alkotjék, széles apikalis és elkeskenyed6 bazalis résszel. Apikélis felszinukén zonula
occludenssel kapcsolodnak egymashoz, nem talalhatunk benniik mucint tartalmazo
granulumokat, felszinik kevesebb mikrobohollyal tagolt. Lateralis felszinik szabalytalan
betiremkedéseket képez, ezekben az intercellularis terekben, szdmtalan vezikulum van
(50-60nm). Keskeny bazélis részik alatt nincs bazalis membrén, hanem a follikulus
asszocialt epitheliumot ellaposodott hdmsejtek 3-5 rétege tartja, melyek desmosomakon
keresztll kapcsolodnak a veléallomany hamretikuluméhoz (Davenport 1995, Oladh and
Glick 1992, Lupetti 1982).

FAE-tamaszté

interfollikularis follikulus-asszocialt opithelium

epithelium (IFE) epithelium (FAE)

hamretikulum

szekrécios

-

~— e~

kapilans dendritikus sejt
(BSDC)
makrofag —‘»\ : ; " mesenchymalis
N 74 retikulum
.8 © 8.7
.. ® @<«——"——Iimfocita

3. abra: A bursa follikulus sémés szovettani szerkezete (Nagy Nandor, A bursa Fabricii
stromalis elemeinek differencialddasa, Phd értekezés, Budapest, 2001).

A FAE sejtjei a bursa lumenébdl antigént kotnek meg, majd azokat
transzcitozissal a follikulus vel6allomanyaba juttatjak. A transzport a FAE és a
veldallomany kozott a FAE-tamasztd sejtek altal szabélyozott, igy egy ellendrzott
anyagforgalom jon létre a bursa iirege és a follikulus vel6allomanya kdzott.

A follikusok egy nagyobb, centralis veléallomanybol, €és egy keskeny marginalis

kéregallomanybdl allnak. A velballomany alapszovetét hamretikulum képezi, amely a
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follikulusbimb6 képzddésekor a redd felszini hengerhamsejtjeibdl differencialodik.
Csillag alakd, nyudlvanyos sejtek, melyek egymassal desmosoméak segitségével
kapcsolodnak Ossze. A veléallomany sz€lén a sejtek nem nyulvanyosak, ellaposodottak,
arkaddokat képeznek, ezek alkotjak a kéreg- és veléallomanyt elvalaszto, G.n. kortiko-
medullaris hamsejt réteget. Bazalis membranjuk az IFE alaphartyajanak kozvetlen
folytatasa. Ez a bazalis membran valasztja el egymastol a kéreg és veldallomanyt, és csak

aktiv sejtvandorlasra ad lehetdséget.

4. abra: Bursa follikulus félvékony metszetbd! késziilt képe. A kép tetején a follikulus
asszocialt epithelium (FAE), alatta a FAE-tamaszté sejtek és a bursa veléallomanyaban
elhelyezked6 dendritikus sejtek és hamretikulum sejtek lathatoak. (Olah and Glick,
1992.). FAE: follikulus asszocidlt epithelium, SC: FAE tamasztdé sejtek, SDC:
szekretoros dendritikus sejtek, REC: hamretikulum sejtek.

A follikulusok kéregéllomanya csak kikelés utan alakul ki, alapvazat a

mesenchymabdl szarmazd retikulum sejtek (desmin+/vimentin+) képezik (Olah and

Glick, 1995). Ide vandorolnak ki a veléallomanybol az érett B-sejtek, ezen Kkivil

10
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makrofagokat, plazmasejteket, granulocytakat is tartalmaz. A kéreg- és veldallomany
hatara gazdagon kapillarizalt, nagyszama ver- és nyirokérkapillaris talalhatdo a bazalis
membran kéreg fel6li oldalan, melyek szerepe az érett B-sejtek elszallitdsdban van, innen
jutnak tovabb a periférias nyirokszervekbe (Tar et al. 1986). A bursa Fabricii az
ivarérettség elérése elott sorvadni kezd és 6 honapos korra teljesen eltiinik.

A bursa embrionalis fejlédése soran a veldéallomanyt a felszini ham (FAE) és a
bazéalis membrén hatarolja el a kulvilagtol, illetve a kéregdllomanytol, egy izolalt
mikrokornyezetet hozva létre (Otsubo et al. 2001, Morimura et al. 2001, Wilson and
Boyd, 1990). Ez a mikrokornyezet felelés a B-sejt repertoar kialakuldséért.
Létrehozésaban a dendritikus és hamretikulum sejteknek van jelentds szerepiik. Befogado
képessé teszik a follikulusokat a B-lymphocyta progenitorok szamara és 6k felelések a B-
sejtek fejlodését és differencialodasat irnyitd faktorok termeléséért.

A kikelés el6tti néhany naptol kezdve a FAE sejtek képessé vélnak a bursa
lumenébél az antigén felvételre, melyet a follikulusok vel6allomanya felé
transzportadlnak. Az igy bekeriilt antigének felelések a lymphocytak tovabbi
differencialodasaert, klonalis expanzidjaert, ezaltal a FAE sejtjei is részt vesznek a
bursalis mikrokdrnyezet kialakitasaban.

A bursai mikrokornyezet kialakitasaért felelds sejtek kozil a veléallomany
hamretikulumsejtek ontogenézisérél, differencidlédasardl és funkcidjardl nagyon keveés

informacioval rendelkeziink, holott fontos szerepet jatszhatnak a B-sejtek érésében.

11



Célkittizések

Ceélkitiizések

crer

a hazityakon (Gallus domesticus) elvégzett kisérletekbdl szarmaznak. Nagyon sok madar
ellenes monoklonalis ellenanyag van kereskedelmi forgalomban, azonban ezek kozott
nincs olyan marker, amely specifikusan a bursa Fabricii follikulusok veléalloméanyanak
hamretikulumat jel6Iné.

Munkank sordn a laboratériumunkban készilt bursa Fabricii hamsejtjeire
specifikus, egér monoklonalis, IgG3 izotipusi, 2H4 elnevezésti ellenanyag

immuncitokémiai karakterizalasat végeztiik. Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

1. A 2H4-pozitiv sejtek szoveti eloszlasanak jellemzése a feln6tt madar szovetekben

2. A 2H4-pozitiv sejtek megjelenésének vizsgalata az embrionalis fejlddés soran

3. A 2H4 pozitiv fehérje sejtbeli lokalizaciojanak meghatarozasa

4. A 2H4 pozitiv fehérje molekulatbmegének meghatarozasa

12
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Anyagok és modszerek

1. Kisérleti allatok:

A vizsgalatokhoz SPF White Leghorn-, gyongytyuk-, firj- és pulyka tojasokat
hasznaltunk. A tojasokat sajat keltetdinkben inkubaltuk, 37,7°C-on, 60 %-0s paratartalom
mellett, forgatéracson. Immuncitokémiai festéseket végeztink horcsdg, patkany, béka,
human (tonsilla) szdveteken is. A kisérletek soran kiilonb6z6 koru embridkat és felnétt
allatokat hasznaltunk fel. Az allatkisérletek a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaganak

jovahagyasaval torténtek (engedélyszam: 779-000-2005).

2. A mintak szévettani feldolgozasa

A Kisérletek soran embrionalis és feln6tt allatok nyirokszerveit (bursa, thymus,
oesophagus tonsilla), borét, tldejét, veséjét, belét és farokbimbojat hasznaltuk fel. A
kivett szervekbdl immuncitokémiai és immunfluoreszcens vizsgalatokra majba agyazott-,

vagy zselatinos fagyasztott blokkot készitettiink.

2.1. Majba agyazott fagyasztott blokk készitése

A Kivett szerveket foszfattal pufferelt sdoldatban (PBS, pH= 7,2) tartottuk a blokk
elkészitéséig. A beagyazas soran egy majszeletet 1,5x1,5 cm-es kartonpapirra helyeztiink,
erre tettlk a szerveket, majd vékony majdarabokkal teljesen befedtiik. Az igy elokészitett
mintat folyékony nitrogén g6zében -110°C-on lefagyasztottuk. A késébbi felhasznalasig
a blokkokat -80°C-on taroltuk.

2.2. Zselatin-szachardézos fagyasztott blokk készitése

A szerveket 1 d6ran keresztul fixaltuk 4 %-os paraformaldehidben, majd PBS-ben
3x5 percig mostuk. 15 %-0s szachar6z PBS oldataban 1 éjszakan at inkubaltuk (hiitében,

4°C-on). Ezt kovetéen a cukros oldatot zselatinos oldatra cseréltik, 37°C-on 1 oréara

13
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15 %-o0s szacharOzt (Reanal puris, M: 342,30) és 7,5 % zselatint (Fluka, kat. szam:
04055) tartalmazo PBS-be helyeztik. Az igy impregnalt szerveket zselatin aggyal
elokészitett talkaba raktuk. Hagytuk 10 percig allni, hogy a szervek a zselatinhoz
tapadjanak, majd meleg zselatinnal befedtilk &ket. 4°C-on szilardulni hagytuk, majd
korbevagassal kialakitottuk a kivant méreti blokkot. Az igy nyert zselatin blokkokat
Shandon Cryomatrix-al (Anatomical Pathology Ind., 6769006) kartonpapirra rogzitettik.
A kapott blokkokat folyékony nitrogénben lehiitott, -60°C-0s 2-metilbutan izopentanban
(Fluka, 59075) lefagyasztottuk, majd felhasznalésig -80°C-on taroltuk.

2.3. Metszetek készitése

Metszésre Shandon gyartmanyl kriotdbmot hasznaltunk, amely majas blokkok
esetében -17°C-ra, zselatinos blokkoknal -24°C munkahére volt beéllitva. A blokkokat
metszés elott a kriosztatba helyeztilk, hogy atvegyék annak hémérsékletét. A mintakbol
10um vastag metszeteket készitettiink, melyeket poly-L-lysin-nel (Sigma, P8920) bevont
targylemezekre vettik fel. Majas blokkok esetében, miutdn a metszetek

szobah6émérsekleten raszaradtak a lemezre, 4°C-o0s acetonban fixaltuk azokat 10 percig.

3. Immunhisztokémiai festések

3.1. Immunhisztokémia

A 2H4 feln6tt és embrionalis szovetekben valo kifejezodését fagyasztott metszeteken,
immunhisztokémiaval a kovetkez6 protokoll szerint végeztik el.

A metszeteket rehidraltuk PBS-ben 10 percig. Ezt kdvetéen a metszeteket lefedtiik a
primer ellenanyaggal (1. tdblazat), ami vagy egy monoklonalis ellenanyagot tartalmazo,
higitatlan sejttenyészet felillisz0ja, vagy egy elézetesen betitralt higitasu ellenanyagoldat
volt (a higitast 1 %-o0s BSA-t és azidot tartalmazé PBS-ben -PBS-BSA- vegeztik), majd
a metszeteken 45 percig inkubdltuk szobahémérsékleten, nedveskamraban. Ezt mosas
kovette PBS-ben (3x5 perc).
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Ezutan PBS-BSA-ban kihigitott biotinilalt szekunder ellenanyagot (biotinilalt anti-
egér 1gG, Vector Laboratories, BA-2000) vittink fel a metszetekre (45 perc inkubalas
szobahdmérsékleten, nedveskamraban). Ujabb mosas PBS-ben (3x5 perc). Endogén
peroxidaz aktivitas blokkolasa kdvetkezett, PBS-ben 0,3%-ra higitott H.O.-dal (Sigma-
Aldrich, H1009) 10 percig kezeltik a metszeteket. Mosas PBS-ben (3x5 perc).

Mosas utan ABC-komlpexet (avidin-biotinilalt peroxiddz komlex, Vectastain Elite
PK-6100, Vector Laboratories) vittink a metszetekre. Az oldatot a cég altal megadott
higitasban készitettlik el (1:100 ardnyban, PBS-ben), PBS-be kimérjlk az avidin-, majd a
biotinilalt peroxidazt tartalmazo oldat megfelel6 mennyiségét, alaposan felkevertik, majd
fél ora allas utan hasznaltuk fel. A metszeteket fél 6raig inkubaltuk ABC-komplex-el.
Mosas PBS-ben (3x5 perc). A kotédott peroxidaz enzim aktivitdsat kloronaftollal
detektaltuk. A feloldott Kkloronaftolt (Sigma-Aldrich, C8890) el6zetesen kimértiik, PBS-
be vittik (100 ul CN 100 ml PBS-be), és sotétben magneskeverén legalabb fél orat
kevertettiik. Kevertetés utan szlirGpapiron lesziirtiik és 3%-0s H2O2-t (500 ul) adtunk
hozza, kozvetlenil a felhasznalds elétt. Ebben az oldatban 30 percig festettik a
metszeteket. Mosas PBS-ben (3x5 perc). A metszeteket Aqua-Poly/Mount-al
(Polysciences, 18606) fedtiik le. 4°C-on sotétben taroltuk.

3.2. Eqyszeres immunfluoreszcens festés

Egyszeres immunfluoreszcens jel6lés esetén Streptavidin konjugalt Alexa-488-at
(Invitrogen, A31619) vagy Alexa 594-et (Invitrogen, A31623) alkalmaztunk. Az
elézéekben leirt modszer szerint metszeteinkre ramértik a primer és szekunder
ellenanyagokat, majd a Streptavidin Alexa Fluor 594-et vagy 488-at, amit PBS-ben
higitottunk. A fluorokrémot 45 percig hagytuk a metszeteken, ezt 3x5 perc mosas kdvette
PBS-ben.

A sejtmag kimutatasara DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride,
Invitrogen, D1306) reagenst hasznaltunk, PBS-ben higitva 1 pg/ml aranyban. Ezt 10
percig hagytuk a metszeteken, majd 3x5 perc mosas kovetkezett PBS-ben, lefedés és

tarolas (sotétben, 4°C-on).
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3.3. Kettoés immunfluoreszcens festés

Az ellenanyag karakterizéldsa soran mas fehérjékkel vald kollokalizaciojanak
meghatarozasara kettés immunfluoreszcens festést hasznaltunk.

A kettés festés soran elsé 1épésben ramértiik a metszetekre az els6 primer
ellenanyagot (2H4) majd 45 perc inkubalas és mosds (PBS) utan ezt az izotipus
specifikus szekunder ellenanyag (biotinilalt anti-egér 1gG3) kovette. Szintén 45 perc
inkubalddas és 3x5 perc mosas (PBS) utan rdmértiik a Streptavidin Alexa 488-at (zold
szinnel fog vilégitani), 30 percig hagytuk rajta (1:200-ban higitottuk PBS-ben), majd
mostuk (3x5 perc, PBS-ben).

A metszetre ramértiik a masodik primert (Lu5/cytokeratin). 45 percig inkubalodni
hagytuk, majd mostuk 3x5 percig PBS-ben. Ezt kovette az anti-egér 1gG1l-Alexa 594
(BioScience, Molecular Probes, A-21125), ez egy izotipus specifikus szekunder
ellenanyag, 1:200-ban higitottuk PBS-BSA-ban, 45 percig hagytuk a metszeten, majd
lemostuk (3x5 perc PBS).

Mindezeket koveti a sejtmagfestés DAPI-val 10 percen keresztil, végul 3x5 perc

mosas, lefedés és tarolas sotétben 4°C-on.

3.4. Felhasznalt primer ellenanyagok és oldatok

0,1M PBS (pH=7,2): 1 liter oldat 6sszetétele: NaCl 8 g, KCI 0,2 g, NazHPOsx2H20 1,42
g, KH2PO4 0,2 g, desztillalt viz.

Pufferelt 4%-o0s paraformaldehid, pH= 7,4 (PFA): 700 ml desztillalt vizet bemériink egy

1000 ml-es lombikba és 60°C-ra felmelegitjuk. Hozzdadunk 40 g paraformaldehidet és
magneses keverdre helyezziik. A keletkezett csapadékot cseppenként hozzaadott 20%-0s
(5M-0s) NaOH-dal feloldjuk. Az oldatot megsziirjiik, majd 250 ml 0,24M PBS-t adunk
hozza. Még mindig magneskeverén beallitjuk a pH-t, majd az oldatot atontve 1000 ml-es

méréhengerbe, térfogatat desztillalt vizzel kiegészitjiik 1000 ml-re.
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1%-0s PBS-BSA: 1 g BSA-t (BovineAlbumin, Sigma A9647), 100 ml PBS-ben feloldunk.
Sziirés utan 0,1 %-ban NaNs-at adunk hozza.

Chloronapthol keszitése: torzsoldat készitéséhez 500 mg 4-chloro-1-naphtolt (Sigma,

C8890) oldunk fel 2 ml abszolut ethanolban, majd -20°C-on taroljuk. Eléhivaskor a

torzsoldatbdl higitunk, hogy a végtérfogat 25 ml/100ml PBS legyen.

Felismert Sejt.t'.pl.JS, Ellenanyagok Forras
(ellenanyag specificitasa)
. . : Lu-5(egér BMA, Biomedicals AG Augst,
Hamsejtek (pancytokeratin) 19G1) switzerland
Hamsejtek és neuronok Ben DSHB, lowa, IA
Hamsejtek E-cadherin SIGMA
Hamsejtek és K1 Gift from H. Lillehoj, FDA
thrombocyték Washington DC
Hamsejtek 5E2 sajat
Hamsejtek 9E2 sajat
Hamsejtek 2H4 sajat
B-sejt és makrofag 5-11G2(egér .
alpopulaci6 (Bu-1b) 19G1) Southern Biotechnology
. Dr. Todd Pharr szivességebdl,
B-sejt és plazmasejtek EIVE12(eger Mississippi, USA (Pharr és mtsai
1gG1)
1995)
Follikularis dendritikus | CY-ChNL- CEDI-Diagnostics, Lelystad,
. 74.3 (eger
sejtek Netherlands
1gG1)
CVI-ChNL-
Makrofagok 74.2 (eger CEDI-Diagnostics
1gG1)
Hemopoetikus sejtek HIS-C7(egér Cedi
(CD45) 1gG2a)

1. tAblazat: Felhasznalt primer ellenanyagok
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4. Epidermalis sejtek tenyésztése

Az ellenanyag altal jelolt fehérje sejbeli lokalizacidjanak, szerkezetének
vizsgalatara, valamint molekulatomegének meghatarozasara epidermalis sejttenyészetbdl
szarmazo sejteket hasznéltunk fel.

Az izolalt bért (felnétt csirke szarny alatti tollmentes teriiletér6l) vékony, kb.
0.2x2 cm nagysagu csikokra vagtuk és komplett RPMI médiumban (Sigma, R0883)
inkubaltuk (6sszetétele: 10 % FBS, 2 mM L-glutamin, MEM nem-esszencialis aminosav
oldat, MEM vitaminok, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml streptomicin, 10 mM Hepes, 1
mM nétrium-piruvat, 0,05 mM 2-ME) 1 ¢rat 37 °C-on. A medium 2 mg/ml-es
koncentracidban diszpazt (Roche, 165859) tartalmazott.

Inkubaciot kovetéen az epidermiszt elvélasztottuk a dermisztl (csak az
epidermiszre volt szlikségiink), majd a PBS-es mosast kdvetéen a bérnyuzatokat 37 °C-
on tovabbi 30 perces tripszines emeésztésnek vetettiik ald (0,25 %-0s, PBS-EDTA-ban
higitottuk). A sejtek dsszecsapzddasat Dnazl (Roche, 1284932) alkalmazasaval védtik ki
(0,2 mg/ml). Ezt csak az EDTA utan adhatjuk hozza, mert az EDTA gatolja a Dnazl-et.

Az igy kapott sejteket — PBS-ben torténé mosas utan - komplett RPMI médiumba
vettiik fel, majd tenyészetbe helyeztiik 6ket (24 lyuku plétbe, minden lyukban Kis liveg
fed6lemez volt, erre nodttek ra a sejtek). 4-5 napi tenyésztés utan egy résziket lefixaltuk

acetonnal, és immunfluoreszcensen megfestettiik.

5. Gélelektroforézis és Western-blot

5.1. Minta

Az antigen molekulatdmegének meghatarozasara epidermalis sejttenyészetet
hasznéltunk.

A sejttenyészetbdl szarmazo6 sejteket RIPA pufferben (Sigma, 046K6055) lizaltuk,
amelybe protaz gatlo tablettat (Roche, 11575300) adtunk, hogy a fehérjék ne bontodjanak
le. A RIPA pufferben detergens van, ami kioldja a lipideket, igy egy fehérjelizatumot

18



Anyagok és mddszerek

kaptunk, a reakcié 1 oran at ment olvadd jégen. A lizatumot lecentrifugaltuk és a
feltluszot hasznaltuk tovabb.

Fele-fele arAnyban mertuk dssze a mintéat (feltiliszd) és a puffert (redukalé vagy nem
redukalo oldatban, a redukald merkaptoethanolt tartalmaz, ami a fehérjék kozotti
diszulfid hidakat bontja). 4 percig foztiik kilyukasztott tetejii Eppendorfban. Ezutan a

mintakat a gelre rétegeztik.

5.2. Gélek 6sszemérése

A gélontés BioRad gélontdvel tortént.
Also gél:

A géleket sorban Osszekevertiik (lasd. also és felsé gél). A vonal felettieket mértiik
Ossze elébb: légtelenitettiik, amig mar nem habzott, csak ezek utan adtuk hozzd a
maradék két komponenst (gyelve, hogy buborékok ne Kkeriljenek bele, enyhén
Osszekevertik (korkoros mozdulatokkal). Azeért kellett az utolsé két komponens el6tt
Iégteleniteni, mert a TEMED beinditja a polimerizalodast, az APS hatasat segiti ¢ld, az
APS-is a poliakrilamid térhalosodasat idézi eld.

A gélt pipettaval beletoltottik a forméba, vonalig, utana vizes amilalkoholt
rétegeztink (50 ml amil-alkohol + 5 ml UTV) a tetejére fecskenddvel, kb. 1/2-3/4 ml-t,
ez elsimitotta a gél tetejét. 45 perc polimerizalédas utan az amilalkoholt kimostuk, 3x

ultra tiszta vizzel.

ALSO GEL 10%
ultratiszta viz (UTV) 5,85 ml
1,5M Tris-HCL, pH: 8,8 3ml
10 % (W/V) SDS-oldat 120 pl
Akrilamid/Bis oldat 2,97 ml
10 % ammoénium perszulfat (APS) 60 pl
TEMED 6 ul

A végtérfogat 12 ml, a 40%-o0s Akrilamid/Bis —b6l mérjiik ki
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Felso gél:

Ugyanugy mértuk dssze, mint a fent leirtakban.
A gél bebntése eldtt betettlk a spacert (fésii) ferdén, a gélt lassan radntottik
(buborékmentesen), majd Ovatosan benyomtuk a fésiit a helyére. 45 percig hagytuk

polimerizalddni.

FELSO GEL 10%
ultratiszta viz (UTV) 6,425 ml
0,5M Tris-HCL, pH: 6,8 2,5ml
10 % (W/V) SDS-oldat 100 pl
Akrilamid/Bis oldat 0,975 ml
10% ammoénium perszulfat (APS) 50 pl
TEMED 10 pl

A végtérfogat 10 ml, a 40%-o0s Akrilamid/Bis —b6l mérjiik ki.

5.3. SDS gélelektroforézis futtatas

A géleket dsszeraktuk, beleraktuk a futtatd edénybe, az 1. az 1. helyhez, a 2. a 2.-hoz
Feltoltottuk futtatd pufferrel: 70 ml térzsoldatot (9 g Trisbase, 43,2 g glycine, 3 g SDS,
600 ml-re desztilalt vizzel kiegészitve, pH= 8,3, ez 5x-0s koncentracié) 350 ml-re
egészitettik ki desztilalt vizzel. A puffert el6szor a két gél kozé, a belsé kamraba ontottlik
(Ugy, hogy betakarja a zsebeket, de ne menjen a magasabb (veglap fole), ezutan a kiilsé
kamrat is feltoltottuk.

Ezutdn a mintdkat a gélre rétegeztik. Egy zsebbe 15-20 ul-t mérink Hamilton
pipettaval (a molekulasuly standardbdl 5 pl-t).

Futtatas:

200 Volt (csokkend amper), 45 percig.

5.4. Blottolas nitrocellul6z membranra

Amikor kész, kivettik a gélt, egy talkaba helyeztik blottold pufferbe, hagytuk, hogy
atitatodjon. Blottold puffer (jol le kell hiiteni): 800 ml desztillalt viz, 200 ml metanol,
3,03 g Tris, 14,4 g glycin.
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A blottolashoz, a kdvetkezoket sorrendben Osszeraktuk: sziirGszivacs, 2 szlirGpapir,
gél, membran, 2 sziir6papir, szir0szivacs. Ezeket mind beéztattuk elére, a membrant
széraz kézzel fogva Ovatosan benedvesedni hagytuk a blottolo pufferben, a gélt kicsit
megmostuk. Ezeket 6sszezartuk, majd a blottolé edénybe helyeztik. A kamrat
feltoltottik a blottolo pufferrel, jégakut is helyeztliink a kamraba, hogy megakadalyozzuk
a tulmelegedést, és egy kever6babat, igy egyenletes hdmérsékletet biztositottunk végig.

100 Volt-on, 60 percig, novekvé amperrel (0,1-r61 0,4 mA-re), vagy 30 Volt-on 1
éjszakan at hiitében blottoltuk. Amikor lejart, a membrant mostuk, festettuik.

A membrant nem zsiros tejben blokkoltuk, hogy megakadalyozzuk a nem-specifikus
fehérje kdlcsonhatasokat a membran és az antitest fehérjék kozott, a tejfehérjék a szabad
helyekre kotédtek be (15 perc). Ujabb mosas (3x 0,05 % PBS-Tween20 — Reanal, 20142).

5.5. Festés

A PBS-Tweenbdl kivett membrant parafilmre helyeztiik, papirvattaval leitattuk rola a
felesleges folyadékot, és immunhisztokémiat vegeztink el rajta. Ramértik a primer
ellenanyagot, 45 perc allas utdn PBS-Tweenben 3x5 percig mostuk. Ezt kdvette a
szekunder ellenanyag (biotinilalt anti-egér 1gG), 45 percig hagytuk rajta, amit 3x5 perc
mosés kovetett PBS-Tweenben. Mosés utdn ABC-komlpexet vittiink a membrénra amit
30 percig hagytunk rajta, Ujabb mosas (3x5 perc, PBS-Tween). Az eléhivas Novared
Peroxidase Substrate Kit-el tortént (Vector Laboratory, SK-4800), ezt a cég altal

megadott recept alapjan 5 ml UTV-be mértik dssze. Mosas (3x5 perc PBS-Tween).

6. Fénykeépezés és képfeldolgozas

Az elkésziilt metszetekrél Zeiss Axiophot mikroszkdp segitségével, AxioCam
HRC tipusu kameraval digitalis képeket készitettiink. A konfokalis képek Bio-Rad
Radiance 2001 Rainbow LCM tipust konfokalis mikroszkoppal késziltek. A tovabbi
feldolgozas Adobe Photoshop CS2 9.0 tipust programmal tortént.
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Eredmeények

1. A 2H4-pozitiv sejtek szoveti eloszlasanak jellemzése a felndtt

madar szovetekben

A 2H4 monoklonalis ellenanyag (izotipusa: 1gG3) altal felismert molekula
expressziojat eloszor felndtt csirke szovetekben vizsgaltuk. A felndtt madar primer
nyirokszervein (bursa, thymus) végzett festések alapjan a 2H4 ellenanyag csak a
hamsejteket jeldlte. A bursa Fabricii-bol készitett kiillonb6z6 fagyasztott metszetek
immunhisztokémiai vizsgalata soran felfigyeltink a 2H4 minden eddigi altalunk hasznalt
ellenanyaggal szembeni eltéré festésére, ezért vizsgalataink els6 szakaszaban a
kiilonboz6, hamsejtekre jellemzé markereket (kereskedelmi és sajat) is felhasznaltunk a
karakterizalashoz.

A kereskedelemben kaphaté madar hamsejtmarkerek sejtvaz és adhézids
molekulakat jelolnek. A pan-cytokeratin ellenanyag a bursa follikulusok valamennyi
epithelialis elemét (velé hamretikulum, FAE, IFE, kéreg-vel6 hatar epithelium) festi (5. a
abra). Az E-cadherin és a Ben (bursa epithelium és neuron marker, Pourquié et al. 1992)
adhéziés fehérjék, a keratinokhoz hasonléan valamennyi bursa hamsejttipusban
kifejez6dnek (5. b, ¢ abrék). Kulféldi kollaboraciobdl kapott Kl-es, integrin-szerii
fehérjét jelolo ellenanyag csak a follikulusok kéreg-velé hatarhamsejtjeit jeloli (5. d
abra). Laboratériumunkban készult Gjabb ellenanyagokkal végzett festések szerint az 5E2
ellenanyag minden hamot festett (5. e abra), mig a 9E2 az IFE basalis sejtjeiben és a
veléallomany hamretikulumaban fordult el6 (5. f &bra).

Osszehasonlitva tehat a kereskedelemben kaphatd (5. a, b, ¢, d abrak) és a
laborunkban készilt (5. e, f, g abrak) bursa follikulus hamsejteket felismerd
ellenanyagokat, kiderilt, hogy a 2H4 a bursaban csak a vel6allomany hamretikulumat
ismeri fel (5. g &bra).

A felnétt szovetekben végzett karakterizdlast a bursa Fabricii utdn a tobbi

epithelialis szervre is Kkiterjesztettiik. Azt tapasztaltuk, hogy a 2H4 ellenanyag a bursa
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Fabricii follikulusok és a thymus vel6allomanyanak hamretikulumat, valamint a bor és
tobbrétegii laphamok germinativ sejtrétegét jeldli (6. abra).

Kettés immunfluoreszcens festéssel dsszehasonlitottuk a 2H4 és a cytokeratin
szOvetbeni eloszlasat a bursa follikulusokban, az oesophagusban és az oesophagus
tonsillaban (7. &bra). A kett6s festéseken jol latszik, hogy a 2H4 és a cytokeratin a bursa

follikulusok veléallomanyaban, az oesophagus str. germinativumaban és az oesophagus

tonsillak hdmretikulum sejtjeiben kollokalizaciot mutat.

5. dbra: A kereskedelemben kaphat6 (a, b, c, d) és a laborunkban készilt (e, f, g)
hamsejteket felismerd ellenanyagok (a: cytokeratin, b: E-cadherin, c: Ben, d: K1, e:
5E2, f: 9E2, g: 2H4). a.) A cytokeratin kifejezédik a bursa Fabricii IFE, FAE, kéreg-
veld hatar (cm) és a retikuldris hamsejtekben. b.), c.) Hasonld festést mutat az E-
cadherin és a Ben ellenanyag is. d.) A K1 ellenanyag a cm epitheliumot jel6li, e.) az
5E2 a cytokeratinhoz hasonléan minden hamsejtben jelen van. f.) A 9E2 az IFE
basalis sejtsordban (nyilak) és a follikulus retikulumaban expresszalodik. g.) a 2H4
kifejezodése csak a veldallomany hamretikulumara korlatozodik.
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Az egyrétegli hamokban (vese, bélham, ma4j, epeutak, coecalis tonsilla) a 2H4
nem fejezodik ki (2. tAblazat).

A 2H4 molekula kiilonb6z6 fajokkal vald keresztreakcidjat gyongytytk, pulyka,
horcsdg, patkdny, béka, human szovet (tonsilla) metszeteken vizsgaltuk. A 2H4
ellenanyag a madarakon kiviil sem az emldsokkel, sem a kétéltliekkel nem mutatott

keresztreakciot (3. tablazat).

6. dbra: 2H4 expresszioja felndtt csirkében. a.) bursa follikulus, b.) bursa hamretikulum,
c.) thymus, d.) oesophagus, e.) bor. FAE: follikulus asszocialt epithelium, IFE:
interfollikularis epithelium, a nyilak a stratum germinativumra mutatnak.
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7. dbra: 2H4 és cytokeratin kettés immunfluoreszcens festés 6 hetes csirke bursa
Fabriciiusan (a, b, ¢, d), oesophagusan (e, f, g) és oesophagus tonsillajan (h, i, j). a.):
2H4 (zold), b.): cytokeratin (piros), c.) f.) i.) : DAPI sejtmagfestés (kék), d.) g.) j.):
harmas festés, e.) h.): 2H4 és cytokeratin kettds festés. A bursa follikulusban a 2H4 és a
cytokeratin molekuldk a veléallomany retikulum sejtjeiben kollokalizalnak (a-d), az
oesophagus tobbrétegli laphamsejtek koziil kettds kifejez0dés csak a str. germinativumra
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korlatozddik (e-g), mig az oesophagus tonsilldk lymphoid sejtekkel infiltralt
hédmcsapjanak retikulum sejtjei kettésen jelolédnek (h-j). FAE: follikulus asszocialt
epithelium, IFE: interfollikularis epithelium, m: medulla, c: cortex, ot: oesophagus
tonsilla, a nyilak a stratum germinativumra mutatnak.

2H4 | pancytokeratin 2H4
bor + + csirke (bér, bursa oespoh.,thymus) +
bursa + + gyoéngytyuk (bér, bursa oespoh.,thy.) +
oesophagus + + pulyka (bér, bursa oespoh.,thy.) +
thymus + + flrj (bér, bursa oespoh.,thy.) +
vese - + hércsdg (thymus, oesoph., 1ép, bél) -
bélham - + patkany (thymus, oesoph., 1ép, bél) -
maj - + béka (thymus, oesoph., l1ép, bél) -
epeutak - + human tonsilla -
2. tblazat: a 2H4 expresszidja 3. tblazat: a 2H4 keresztreakcidja

mas fajokkal

2. A 2H4-pozitiv sejtek megjelenésének vizsgalata az embrionalis

fejlodés soran

Kiilonbozé kora embriok felhasznalasaval megprobaltuk kideriteni a 2H4-pozitiv
sejtek megjelenésének idépontjat a csirkében. A 9 napos embridban a bursa még csak egy
alig tagolt Ureg, a bursa telep CD45 pozitiv hemopoetikus sejtjei még nem léptek a
cytokeratin pozitiv hamba (8. a, b, ¢ abra). A kdvetkez6 néhany napban a bursa Urege
tagolodik, red6zott lesz, mint ahogyan a toluidinkékkel festett képen lathatd (8. d abra). A
12 napos embridban a CD45 pozitiv sejtek tobbsége a hamba vandorol és csoportokban
koncentralodik (8. e abra). A felgylilt CD45 pozitiv sejtek helyén a felszini ham a
mesenchyma felé nyomul, mig a CD45 pozitiv sejtek 74.3 pozitiv sejtekké
differenciadlodnak. Ez a pillanat a follikulus indukcié kezdete és a 2H4 pozitivitas
bursaban val6 megjelenésének elso pillanata.

A 2H4 antigéen tehat a follikulus epitheliumaban a 12. napon jelenik meg, amit
megeléz a 74.3 pozitiv dentritikus sejtek bevandorlaésa a hdmba, ami elinditja a
hdmbimbo képz6dését (8. g, h abra). A Bulb-vel jelzett B-sejtek ekkor még a hamon

kivul talalhatoak, csak késébb, a 2H4 pozitivitds megjelenése utan l1épnek a follikulusba.
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8. bra: A 2H4 éltal jelzett fehérje kifejezédése az embriondlis fejlédés sordn. a.) 9 napos
csirkeembri6 b.) 9 napos embrié cytokeratinnal festett farokbimbé hosszmetszete, a nyil
a bursa lumenére mutat c.) 9 napos embrid, CD45-el jelzett hemopoetikus sejtek a
burséban, ebben a korban még nem Iépnek a hdmba, csak a kdzelében helyezkednek el.
d.) 11 napos embrié farokbimbo, toluidinkék festés, e., f., g., h.: 12 napos embridk
bursajabol készilt metszetek, e.) CD45 pozitiv hemopoetikus sejtek elszortan és
csoportosan a bursa Fabricii telepében, f.) a Bulb pozitiv B-sejtek a hamtdl tavol
lokalizal6dnak (szaggatott vonallal a hdm van jelezve) g.) 74.3 pozitiv dendritikus sejtek
a hdmban (a hadm szaggatott vonallal van jel6lve), a nyilak a dendritikus sejtek
tomoriléseire mutatnak. h.) 2H4 pozitiv follikulusbimbok (nyilak) a hamban.
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9. Abra: 2H4-el és Bulb-vel festett 16 napos csirkeembri bursaja. a.), c.): 2H4 pozitiv
hamretikulum, b.), d.): Bulb pozitiv B-sejtekkel infiltralt follikulusok.

A 16 napos embrioban a bursa follikulusok még kiilonb6z6 érési stadiumokban
vannak, de valamennyi Bulb pozitiv sejtekkel feltoltott follikulusbimbd hamretikuluma
2H4 pozitiv.

3. A 2H4 pozitiv fehérje sejtbeli lokalizaciojanak meghatarozasa

A 2H4 dltal felismert fehérje sejten bellli elhelyezkedésének meghatarozasara borbol
késziilt hamsejttenyészetbdl szarmazo sejteket immunfluoreszcensen festettiink meg (10.
abra).

A vizsgalat soran azt taldltuk, hogy a 2H4 altal jelolt fehérje citoplazmatikus és
filamentaris Kifejez6dést mutat. Lokalizacioja atfed a pancytokeratin ellenanyag altal

jelzett keratin fehérjékkel.
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10. Abra: Harmas fluoreszcensen jeldlt, tenyésztett bérhamsejt. a.) cytokeratin (piros),
b.) 2H4 (z6ld), c.) 2H4 és cytokeratin kettds festés, a sejtmag DAPI-val jel6lve (kék),
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4. A 2H4 pozitiv fehérje molekulatdmegének meghatarozasa

Molekulatdmegét hamsejtlizatumbol hataroztuk meg gélelektorforézissel és Western-
blottal. A hamsejteket felnétt csirke szarny alatti, tollmentes teriiletérél izolaltuk,
csikokra vagtuk, diszpazt tartalmaz6 RPMI médiumban inkubaltuk, majd az epidermiszt
elvalasztottuk a dermisztdl. Tripszines emésztés utdn a sejteket komplett RPMI
médiumba vettilk fel és sejttenyészetbe helyeztik. 4-5 nap utan a sejteket RIPA pufferbe
tettik. A kapott fehérjelizatumot lecentrifugéltuk és fellliszojat hasznaltuk fel a
gélelektroforézis és a blottolas soréan.

A 2H4 altal jelzett fehérje molekulatémege 54 kD.

Mw  2H4

180
130

100
73

54 ~ | <— 2H4

50
35

24 ’

11. Abra: A 2H4 fehérje kimutatasa Western blottal
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Eredmeények megvitatasa és kovetkeztetések

Munkank soran az IgG3 izotipusu, 2H4 elnevezésti ellenanyag karakterizalasat
végeztik el immuncitokémiaval és Western-blot analizissel. Ez az ellenanyag a bursa
Fabricii follikulusok és a thymus vel6allomanyanak hamretikulumat valamint, a bor és
tobbrétegii lapham germinativ sejtrétegét jeloli madarakban.

A primer nyirokszervekben a 2H4 antigén elsésorban a B-lymphocytak altal
infiltralt retikularis hamszovetben fejez6dik ki. Ezt tamasztja ala, hogy a bursa
Fabriciiben a 2H4 antigén expressziojat a vér eredetli dendritikus sejt prekurzorok
infiltracidja megeldzi, azaz feltételezhetéen a dendritikus sejtek jelenléte sziikséges a
2H4 antigén kifejez6déséhez; a B-sejtek mar a 2H4 pozitiv follikulus bimbokat
kolonizaljak. A thymus vel6allomanyanak hamretikuluma expresszalja a 2H4 pozitiv
antigént, ahol B-lymphocytdk jelent6s szamban talalhatok, ellentétben a thymus 2H4
negativ, B-sejt mentes kéregalloméanyaval.

Fontos lenne a jovoben meghatarozni a 2H4 antigén és a B-sejtek viszonyét. Ez a
jelenség anndl is érdekesebb, mert a lymphoid sejtekkel infiltralt lapham valamennyi
rétege 2H4 pozitiv, mig a tobbrétegli hamokban csak a stratum germinativum
expresszalja, amely a differencialédas soran lecseng és a stratum spinosum mar nem
pozitiv.

In vivo és in vitro hdmsejt tenyészetekben a 2H4 ellenanyag citoplazmatikus,
filamentum-szerii festédést mutatott, ami arra utal, hogy a hamsejtekre jellemzo
intermedier filamentumot ismert fel az ellenanyag. A pancytokeratinnal végzett
parhuzamos vizsgalatok is azt mutattak, hogy a két fehérje festési mintazata sejten belil
hasonlo. Felmerilt, hogy egy keratin-szerii fehérjét jelolhet a 2H4 ellenanyag. Ezt a
feltételezéslinket tdmogatja tovabba az a tény, hogy a 2H4 antigén 54 kD-o0s
molekulatomegével is beleillik a keratinok osztalyaba.

A keratin intermedier filamentumok a hamféleségekre jellemzdek. A keratinokat
alkoté aminosavak toltésviszonyaik szerint, savanyl, semleges és bazikus keratinokra
oszthatok. Megkulonboztetiink 1 és 11 tipust keratinokat. A | tipusuak a savanyuak,
molekulatomegik 40 kDa és 64 kDa kozott van. A 11 tipusuakhoz a semleges vagy

31



Eredmények megvitatasa és kovetkeztetések

savanyu toltésiiek tartoznak (52 kD és 67 kD kozott). Az 50-58 kD-os keratinok altalaban
a tobbrétegli laphamok bazalis germinativ sejtrétegében vannak jelen (Nelson and Sun,
1983). A szakirodalomban leirt és a forgalomban 1évé keratin izoformakat jel6ld
ellenanyagok nagy része emlés specifikus, a madarra vonatkoz6 adat kevés. Talaltunk
néhany olyan emldsokben leirt keratint, aminek molekulatémege és festédése hasonl6 a
2H4 madar szfvetekben mutatott eloszlasahoz.

A tonsilla palatina lymphoid sejtekkel infiltralt retikularis epitheliuma 5-6s (58
kD) és 19-es (40 kD) keratint fejez ki, mig a szomszédos tobbrétegii laphamban
kifejez6désiik a germinativ sejtrétegre korlatozodik (Reibel and Sorensen, 1991).
Molekulatomeg és festédési mintazat alapjan tehat az 5-0s keratinhoz hasonlit legjobban
a 2H4.

A 2H4-et kiprobaltuk emlés szoveteken (egér, patkany, horcsog, human tonsilla),
kiderllt, hogy mas gerinces osztaly tagjdval nem mutat keresztreakciot, tehat az
ellenanyag egy konzervativ epitopot jelol.

A kovetkezOkben kiilonb6z6 5-0s keratint felismer6 mono- és polyklondlis
ellenanyagok madar szbvetekben valo tesztelésével folytatjuk a 2H4 ellenanyag

karakterizalasat.

Kovetkeztetések

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a 2H4 egy olyan Gj egér monoklonalis
ellenanyag, ami szelektiven jeléli a bursa hamretikuluméat, a B-sejtekkel infiltralt
hamokat és a tobbrétegli hamok germinativ sejtrétegét madarakban.

A 2H4 pozitiv molekula sejten beliili filamentaris elrendezddése a keratin
intermedier fehérjékre hasonlit.

Bursa Fabriciiben expresszidjat megeldzi a dendritikus sejtek belépése a felszini
hamba. A B-lymphocytak bevandorlasa a hamba csak a 74.3 pozitiv dendritikus sejtek

hamba vald belépese, és a 2H4 altal jelzett fehérje megjelenése utan kovetkezik be.
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A Dbursa follikulusok 2H4 kifejezédése a hamretikulum sejtekben felndtt
madarakban is megmarad, mas bursa epithel sejtekben nem jelenik meg. Ezaltal alkalmas
eszkoz lehet a bursa follikulus hdmsejtek vizsgélatara, hiszen eddig nincs olyan marker,
amely szelektiven, kizérdlag a follikulusok hdmreitkulumat jeldIné (12. abra).

® o 0l
%S&o ey 2 mes,m,:%:f:i S *R

B-lymphocyta

veléallomany
hamretikulma

12. Abra: Sémas rajz a bursa follikulusok 2H4 pozitiv hamretikulumanak kialakulasarol.
a.), b.) a 2H4 pozitiv molekula kifejezddése (z6ld hamsejtek) a bursa Fabricii
epitheliumaban a dendritikus sejtek kolonizacidjat kovetéen jelenik meg. c.) a bursa
veléallomany 2H4 pozitivitdsa a hamretikulum sejtekben. DC: dendritikus sejtek, Ep:
epithelium, FAE: follikulus asszocialt epithelium, IFE: interfollikularis epithelium, mb:
bazalis membran, M@: makrofag.
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