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Bevezetés

Az immunrendszer fejlodése, funkcidja és homeosztiazisa a mezenhimalis és
hemopoetikus sejtjeinek szoros egylittmikodésén alapul. A nyirokszovetek mezenhimaélis
sejtjeinek prekurzorokbdl torténd fejlodését mobilis hemopoetikus sejtek irdnyitjak. A
nyirokszovetek aztdin az adaptiv immunvélaszhoz, és a hemopoetikus sejtek
homeosztazisdhoz biztositanak megfelel6 kdrnyezetet.

Ismert, hogy a 1€p nélkiilozhetetlen szerepet tolt be egy specidlis sejtcsoport, a B-1a
sejtek homeosztizisdban €és milkodésében. Ugyanakkor ezen homeosztatikus kapcsolat
szamos aspektusa még ismeretlen. Egérmodellekben végzett vizsgdlatok alapjan felmeriilt a
B-1a sejtek patogenetikai szerepe szdmos autoimmun, és malignus hematoldgiai kérképben.
Ezért fontos, és indokolt lehet a 1ép B-la sejtek homeosztdzisdban betoltott szerepének
vizsgdlata fiziologias €s patoldgiai koriilmények kozott.

A 1€ép a legnagyobb szoliter, masodlagos nyirokszovet, melynek 6 szerepe a vérbe
keriild patogénekkel szembeni védelem. Szdvettani struktirdja igen jellegzetes. A 1ép limfoid
komponense, a fehér pulpa a 1épartéria termindlis dgai, a centrdlis arteridldk koré rendezddik.
Ennek kozponti részei az arteridla koriili limfatikus hiively (PALS), vagyis a T-sejt zona,
illetve a follikulusok, azaz a B-sejt zona. Ezt a kozponti részt veszi koriil a margindlis zéna
(MZ), mely a fehér- és voros pulpa hatdrdn helyezkedik el. A MZ és a kozponti fehér pulpa
kozott taldlhaté a margindlis szinusz (MS), mely feltételezések szerint a keringd limfocitdk
1épbe torténd kilépési kapuja. A vords pulpa szinuszoid rendszere tobb, kiilonféle, jellegzetes
elrendez6dést mutaté endotel sejtcsoportbdl épiil fel. A fehér és a voros pulpa szoveti vazat
fibroblasztok alkotjdk. Ezek, hasonl6an az endotel sejtekhez heterogének, eloszlasuk szintén
teriileti jellegzetességet mutat.

A 1ép a dorzdlis mezogasztrium mezenhimalis sejtjeibdl fejlodik. Fejlodéséhez szamos
transzkripcidés faktor és receptor-ligand kolcsonhatds sziikséges. A  receptor-ligand
kolcsonhatdsok kozvetitik azoknak celluldris kapcsoltatoknak a hatdsiat, melyek a 1ép
prekurzorsejtjei és a keringd hemopoetikus sejtek kozott jon létre a 1€p fejlodésének
kiilonb6z6 szakaszaiban. Szdmos transzkripcids faktor jatszik szerepet a 1ép korai
fejlodésében, és ezen faktorok barmelyikének hidnya aszplénidt eredményez. Ezzel szemben
a késObb megjelend transzkripcids faktoroknak a hidnya a 1ép egyes régidinak fejlodési
rendellenességét eredményezheti. Bizonyitott, hogy az Nkx2.3 transzkripciés faktor hidnya a
1ép Osszetett strukturdlis valtozasit vonja maga utdn. Legjellegzetesebbek ezek koziil a MS és
a MZ hianya, a PALS és a follikulusok elkiiloniilésének hidnya, a fehér- és vorés pulpa
fibroretikularis 4llomédnydnak, valamint a vorés pulpa szinuszoid rendszerének fejlodési
zavara. Az Nkx2.3 KO mutdns egerek tehat modellként szolgdlhatnak a 1€p egyes régidinak
immunoldgiai folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatara.

Fejlodésiik és funkcidjuk alapjan az immunrendszer sejtjei két csoportba oszthatdk: (1)
azok, melyek el0szor vdlaszolnak a patogénekre, alkotjdk a velesziiletett, (2) mig azok,
melyek az antigén specifikus immunvdlasz €s az immunoldgiai memdria kialakitdsaban
szerepelnek, alkotjdk az adaptiv immunrendszert. A két rendszer nem kiiloniil el élesen, és a
nemrég jellemzett ,,innate-like” limfocitdk (ILL sejtek) szintén a két rendszer hatiran
helyezkednek el jellegzetességeik alapjan. Ezek a sejtek az adaptiv immunrendszer sejtjeihez
hasonléan klondlisan atrendezett antigénreceptort expresszdlnak. Azonban a receptorjaik
molekuldris tulajdonsédgai, azok alacsony diverzitdsa, illetve a sejtek preaktivalt, vdlaszra kész
allapota ezeket a sejteket a velesziiletett immunrendszer sejtjeihez teszik hasonléva. Az ILL
sejtek egyik csoportjit a B-1a sejtek képezik.

A B-1a sejtek specidlis limfocitdk. Egerekben elsdsorban a szer6zalis iiregekben és a
1épben talalhatdk, valamint CD5-6t expresszalnak, mely egyediildllo tulajdonsag az egér B-
sejt csoportok kozott. Jellegzetességiik tovabba, hogy nagy résziikk az embriondlis korban



képzddik az embrionalis majban elhelyezkedd prekurzorokbdl. Az embriondlis képzddésiiket
kovetden onfenntarté osztodds biztositja a sejtpopulédcié fennmaradédsat. A feln6tt csontveld is
képes B-1a sejt termelésre, de fiziol6gids koriilmények kozott az csontveldi B-1a sejt termelés
elhanyagolhatéan kismértékii, igy a sejtek fennmaraddsat szinte kizarélag az Onfenntartd
osztddas biztositja steady-state dllapotban. A B-la sejtek fennmaraddsdhoz a 1ép
nélkiilozhetetlen. Valdszinlileg a recirkuldld, B-la sejteknek tdlélési / osztoddsi szingalt
biztosit, &m ennek a szigndlnak a természete még nem ismert. Hasonl6an mas B sejtekhez, a
B-1a sejtek immunglobulin génétrendezddésen esnek at az érésiik sordn, és ezt kovetden B-
sejt recpetort (BCR) expresszdlnak. Tovabba, minden el6zetes antigén expozicié nélkiil
ellenanyagot is termelnek. Ezek az ellenanyagok az ugynevezett természetes antitestek. A
természetes antitestek polyreaktivak, szdmos antigénhez képesek kis affinitdssal kotddni,
kozottiik sajat antigénekhez is. Hasonléan a B-la sejtek onfenntarté osztéddsdhoz, a
természetes antitestek termelése — irodalmi adatok szerint — szintén 1ép-fiiggd folyamat.



Célkitiizések

Bér ismert az, hogy a 1ép nélkiilozhetetlen a B-1a sejtek fenntartdsidhoz, nem ismert

pontosan, hogy a 1ép mely kompartmentje, illetve sejtjei vesz részt ebben a homeosztatikus
folyamatban. Ezért a kiilonféle 1€p fejlodési rendellenességgel bird egerek értékes modellek
lehetnek a B-1a sejtek homeosztatikus fenntartdsdhoz sziikséges szoveti kornyezeti struktirdk
és szignalok jellemzéséhez. Ezért az Nkx2.3 KO egerek 1€p vaszkulaturgjat vizsgdltam, ezt
kovetden pedig az B-la sejtek homeosztazisdnak vizsgdlatdval foglalkoztam ebben az
egérmodellben.

ey

2)

3)

A MS hidnya, a nyirokcsomdszerli limfoid Osszetétel az Nkx2.3 KO mutéans 1épben,
valamint kordbbi mikroarray vizsgdlatok eredményei miatt kezdetben annak a
vaszkuldris struktira azonositdsdval foglalkoztam, mely a mutins 1ép limfocita
homingért felelds.

= A magas endotelii venula (HEV) marker génjeinek expresszidjat vizsgaltam vad
tipusu és mutdns egerek 1épében, periférids €s mezenteridlis nyirokcsomoéiban.

* A mutans 1ép HEV-szerii érképleteinek morfoldgiai jellemzését végeztem.

= Vizsgiltam tovdbbad ezen HEV-szerli érképletek funkcidjanak relevancidjat a
limfocitdk mutédns 1épbe torténd homingjaval kapcsoltaban.

Vad tipusi egérben B-la sejtek homeosztatikus szoveti megoszlasat vizsgédltam
fiziologids koriilmények kozott €s lipopoliszacharid (LPS) kezelést kovetden. A
vizsgalatok elvégzéséhez egy uj carboxifluoreszcein diacetat szukcidimidil észter
(CFSE) alapu intraperitoendlis in situ jelolési mddszert dolgoztam ki.

A B-1a sejtek homeosztdzisdnak és funkcidinak korfiiggd véaltozdsat vizsgdltam Nkx2.3
KO mutéans egérben

= Aramldsi citometria és tobb sejtfelszini jelolést biztosité antitest segitségével
igazoltam, hogy a mutdns egerek CD5" B sejtjei a vad tipusi B-la sejteknek
megfeleld sejtpopulaciét reprezentalnak.

= A B-la sejtek gyakorisdganak €és a természetes antitestek titerének korfiiggd
valtozdsat vizsgaltam Nkx2.3 KO muténs és vad tipusu egerekben.

* Adoptiv B-1a sejt transzferrel vizsgdltam az Nkx2.3 KO mutans stromaélis kornyezet
szerepét a B-1a sejtek mutécié kovetkeztében 1étrejové homeoszatikus eltéréseiben.



Anyagok és Médszerek

Egerek

129Sv x B6 kevert alapi Nkx2.3 KO mutans egereket 14 generdcionak megfeleléen BALB/c
alapon tenyésztettink. A homozigéta KO mutdnsok azonositisa konvenciondlis PCR
technikdval tortént. Adoptiv sejttranszfer kisérlethez donorként BALB/c egereket
hasznaltunk. Az egerek felhaszndldsa a PTE vonatkozé etikai szabdlyai szerint tortént.

In situ CFSE jelolés

CFSE-t Ca™ és Mg™ mentes PBS-ben oldottuk, majd intraperitondlisan oltottuk vad tipusu
vagy mutidns egérben. Az oltds utdn meghatdrozott idépontokban a CFSE pozitiv sejtek
szazalékos ardnyat vizsgdltuk a peritoneumban, pleurdban és a kiilonféle periférids
nyirokszovetekben.

Intraperitonedlis LPS oltds.

LPS-t Ca™ és Mg"™" mentes PBS-ben oldottuk és 100 ug/ml koncentérci6ju oldatot oltottunk
intraperitonedlisan 2 6raval a CFSE oltéast kovetden.

Sejtszuszpenzio készités

A nyirokszovetek izoldldsa utdn a szoveti struktirit targylemezek kozott roncsoltuk, az
izolatumot 70 um-es sejt sziirdn sziirtiik at. Peritonedlis sejteket szubszterndlis, pleurdlis
sejteket pedig parasterndlis metszést kovetden Oblitéssel nyertiink.

Aramldsi citometria

A sejtszuszpenzié jelolése jeloletlen, vagy biotindlt primer, majd ennek megfeleléen
fluoreszcein konjugélt Ig-specifikus szekunder antitesttel, vagy streptavidin-fikoeritrinnel
tortént. A méréseket BD FACSCalibur citométerrel végeztiik, az adatok elemzése WindMDI
2.8 software-el tortént.

Immunhisztokémia és immunofluoreszencia

Konvenciondlis jelolési eljarasokat kovetden a képeket Olypmus BX61 fluoreszcens
mikroszképpal nyertiik, a képek elemzéséhez analySIS programot hasznaltunk.

Nyirokcsomokbdl izoldlt limfocitdk in vitro CFSE jelolése és a jelolt sejtek adoptiv transzfere

Periférids (pLN) és mezenteridlis (mLN) nyirokcsomoékboél izolalt limfocitdkat in vitro vagy
CFSE-vel vagy szulfo-N-hidroxiszukcinimid biotin észterrel jeloltiink. Homing vizsgalatok
céljabdl a sejtszuszpenziot (5x107 sejt / recipiens) a recipiens édllatok farokvéndin keresztiil
intravéndsan (i.v) oltottuk be 200 ul-es térfogatban. Az oltds utdn meghatarozott
iddintervallumokat kovetden a recipiens dllatok 1€pét izoldltuk. A sejtek megoszlasat
immunofluoreszcencia révén anti-PNAd, IBL-11 (fehér pulpa fibroblaszt specifikus)
antitestekkel, illetve — el6hivas céljabol — PE-jelolt anti-patkdny IgG ellenanyagokkal
vizsgaltuk. Kompetitiv homing vizsgalathoz a fenti kétféle in vitro sejtjelolési modszert



alkalmaztuk, ezt kovetéen a CFSE jelolt sejteket tisztitott MEL-14 I1gG, vagy izotipus-
kontrollként szolgdlé IBL-10 antitestekkel inkubdltuk. Moséast kovetden a sejteket 1:1
ardnyban a referenciaként szolgalo biotinélt sejtekkel kevertiik 0ssze, majd a sejtkeveréket i.v.
oltottuk recipiens &llatokba. 30 perccel az oltast kovetden a recipiens dllatok lépében és
nyirokcsoméiban dramldasi citometridval vizsgaltuk a CFSE é€s biotin jelolt sejtek aranyét. Az
aramlasi citométeres vizsgdlat eldtt a nyirokszervekbdl izoldlt biotindlt, donor eredetii
limfocitékat strepavidin-biotin hasznalataval tettiik lathatéva. A kiilonféle szovetekbdl izolalt
sejtek CFSE:biotin ardnyat az injektdlds elotti donor sejtkeverék CFSE:biotin ardnyaval
normalizdltuk ugy, hogy a szovetekbdl izolalt sejtek CFSE:biotin ardnyéat az oltds eldtti
sejtkeverék CFSE:biotin ardnyaval osztottuk.

Peritonedlis sejtek in vitro CFSE jelolése és peritonedlis sejttranszfer

Peritonedlis sejteket a peritonedlis iireg kimosdsdval nyertiik. Jelolés céljabél 10° /ml
koncentércidjui izolalt sejtszuszpenziét inkubdltunk 1 ug/ml, vagy 6 ug/ml koncentriciéju,
PBS/0.1% BSA-ban oldott CFSE oldattal 37°C-on 10 percig a sejtek folyamatos forgatdsa
kozben. A CFSE optimdlis koncentracidjat eldkisérletek révén hatdroztuk meg. A jelolési
reakci6 ledllitdsa céljabdl a sejteket jéghideg komplet DMEM médiumal mostuk. 5x10° CFSE
jelolt sejtet oltottunk intraperitonedlisan (i.p.) a recipiens allatokba.

ELISA

ELISA lemezeket 23 ug/ml Pneumovax-23-mal, 10 ug/ml foszforilkolinnal (PC), vagy 5
ug/ml monoklondlis patkdny anti-egér IgM (IBL-16) ellenanyaggal érzékenyitettiink a
pneumokokusz poliszacharid (PPS)-, a PC-specifikus, valamint az 0ssz szérum IgM és IgG
relativ szérumkoncentarciéjanak meghatarozasa c€ljabol Nkx2.3 KO muténs és vad tipusu
allatokban. A lemezekre az 4llatok megfeleld mértékben higitott szérumét pipettaztuk. A
reakciokat tormaperoxiddaz konjugdlt nyudl anti-egér IgM és IgG segitségével orto-
feniléndiamin szubsztrat haszndlatdval hivtuk el6. A kisérletet 490 nm-en végzett
abszorbanciaméréssel értékeltiik.

Kvantitaiv RT-PCR

Kiilonféle nyirokszovetekbdl torténd totdl RNS izoldlds és annak DNase emésztése utin
reverz transzkripcidéval cDNS-t készitettiink. qPCR-t egerenként hat parhuzamos mintdban
futtattunk Sybre Green festék alkalmazasaval ABI 7500 real time PCR késziiléken. A kapott
értékeket B-aktinra normalizdltuk. Valamennyi gén esetében a szovetekbdl izoldlt cDNS-t
hasznaltuk a standard gorbék eldallitisdhoz. A normalizalt adatokat a kiilonféle szovetek vad
tipusi 1éphez, mint referencidhoz viszonyitott relativ génexpresszios értékeinek
meghatdrozasara hasznaltuk.

Statisztikai analizis

Az adataink normal eloszlasdt Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Az adatok paronkénti
Osszehasonlitdsat kétmintas t-probdval végeztiikk, ahol ez a vizsgdlat megfeleld volt.
Tobbszoros adatok elemzéséhez ANOVA és Bonferroni poszt-analizist végeztiink. 0.05-nél
kisebb p értéket tekintettiink valamennyi esetben statisztikailag szignifikdns eltérésnek. A
elemzéseket SPSS 14.0-es programmal végeztiik.



Eredmények
Az Nkx2.3 KO mutans egér 1épének vaszkularis atprogramozottsaga
Az Nkx2.3 KO mutdns egér lépének limfoid sejtes osszetétele a nyirokcsomokéhoz hasonlo

Annak ellenére, hogy az Nkx2.3 KO mutédns 1épbdl hidnyoznak azok a 1ép-struktirak,
melyek a limfocita homingot medidljak, jelentds limfoid akkumulacié figyelhetd meg ebben a
szervben. Ez arra utal, hogy egyéb, ezt a funkciét betoltd struktirdknak jelen kell lenniiik.
Annak érdekében, hogy a mutdns 1ép pontos limfoid Osszetételét meghatarozzam, aramlési
citometriat alkalmaztom. A mutdns 1ép limfoid Osszetétele az emelkedett T limfocita ardny
alapjan a nyirokcsomodk, nem pedig a vad tipusu 1€p limfoid Osszetételéhez volt hasonld.
Tovabba, ugyancsak a nyirokcsomodk limfoid sejtjeihez hasonldéan, a mutdns lépben levo
limfocitak emelkedett L-szelektin expressziot mutattak.

A magas endotelii venuldkkal (HEV) kapcsolatos marker gének megvdltozott expresszioja a
lépben és a nyirokcsomokban.

A mutins 1ép sulyos szerkezeti eltérési, valamint a nyirokcsomé szeri limfoid
akkumuldacié indokolttd tette annak vizsgdlatat, hogy mely molekuldk / folyamatok lehetnek
feleldsek ezen limfoid sejtek szelektiv akkumuldcidjdért. Emellett kordbbi microarray
vizsgalatok is arra utaltak, hogy a mutdns Iépben szdmos olyan génnek az expresszidja
megviltozik, melyek a HEV-medidlta szovetspecifikus hominggal kapcsolatosak.
Vizsgdlataink sordn realtime PCR vizsgdlatot végeztiink, hogy ezen gének expresszidjat
vizsgaljuk vad tipusui és mutdns 1épben, pLN-ben és mLN-ben. Ezek a gének vagy PNAd
core-fehérjéket (MAdCAM-1, GlyCAM-1, CD34, endomucin, nepmucin, podocalyxin-szerti
protein), vagy az azokat glikozildld, fukozildld, vagy szulfatdlé modifikdcids enzimeket
kédoljak  (glikoziltranszferazok:  B3gnt3 and  Gentl;  fukoziltranszferdz:  Fut7,;
szulfotranszferdz: Chst2 and Chst4). A mutédns 1ép legmarkdnsabb génexpresszids valtozasa a
GlyCAM-1 tulexpresszidja és a MAdCAM-1 alulexpresszi6ja volt a vad tipust 1éphez képest.
Emellett az 0Osszes tobbi gén mutdns lépben megfigyelhetd expressziés mintdzata a
nyirokcsomékéhoz volt hasonld.

Ektopids HEV-szerti képletek megjelenése a mutdns lépben

A mutdans 1€p pLN szerli génexpresszids mintizata, valamint a fehérpulpdban és a MZ-
ban kordbban leirt viltozdsok miatt indokolt volt a 1€p vaszkulaturdjdnak részletes vizsgalata
az anti-PNAd specifikus MECA-79, és anti-MAdCAM-1 monoklondlis antitestekkel.
Ellentétben a vad tipusu léppel, melyben nincs HEV, fiatal mutans 1épben ezek a PNAd
pozitiv érképletek prominensen jelen voltak. A nyirokcsomék HEV-jéhez hasonldan ezek az
erek Chst4 szulfotranszferazt is expresszaltak. MECA-79 antitest intravénds addsdval €s
fluoreszcens képalkotassal azt is igazoltuk, hogy a PNAd az ektépids HEV-ek luminalis, tehat
a keringd limfocitdk szamadra hozzaférheto feliiletén helyezkedik el.

A mutdns lép ektopidas HEV-szerii képletei L-szelektin fiiggé modon limfocita homingot
medidlnak, és CCL21 kemokint expresszdlnak.

Annak céljabdl, hogy igazoljuk azt, hogy az Nkx2.3 KO muténs 1ép ektépids HEV-
szeri képletei limfocita kilépési kapuként szolgdlnak, in vitro CFSE jelolt limfocitakat
oltottunk intravéndsan (i.v) mutdns és vad tipusu recipiensekbe, és fluoreszcens



mikroszkdppal vizsgaltuk ezeknek az allatoknak a 1€pét és a nyirokcsomojét. Oltast kovetden
a limfocitdk a mutdns 1épben hasonlé felhalmozddasi kinetikdt mutattak mint a vad tipusd
vagy akdr a mutdns nyirokcsomdkban, melynek sorédn a jelolt limfocitdk a mutans 1ép HEV-
szerl képleteivel, valamint a nyirokcsomék HEV-jeivel hasonlé mértékben asszocidlodtak.

A periférids nyirokcsomdkban a limfocitdk HEV-hez kapcsolédédsa L-szelektin fiiggd
folyamat. Annak bizonyitdsa érdekében, hogy a PNAd" HEV-ek a mutdns lépben szintén L-
szelektin fliggd homingot biztositanak, rovid tdvi kompetitiv homing kisérletet végeztem.
Azonos szamu CFSE-jelolt, MEL-14 (anti-L-szelektin) blokkolt valamint biotindlt és mock-
kezelt kontroll limfocitdkat oltottam intravéndsan vad tipusi és mutdns recipiens egerekbe.
Koréabbi irodalmi adatok szerint a MEL-14 antitest meggétolja a limfocitdk pLN-be iranyul6
homingjat anélkiil, hogy elimindlna ezeket a sejteket. Harminc perccel az oltast kdvetden
sejteket izoldltam az éllatok 1€pébdl és nyirokcsomojabol, és dramldsi citometrids vizsgéalatot
végeztem. Eredményeim alapjan a CFSE jelolt sejtek mutdns lépbe torténd homingja —
szemben a vad tipusi lépben irdnyulé hominggal — jelentésen gatolt volt, melyet a
CFSE:biotin ardny jelentds csokkenése jelzett a mutdns 1épben. A mutdns 1ép CFSE:biotin
aranydnak csokkenése hasonlé mértékli volt a vad tipusi és a mutdns pLN-ben tapasztalt
CFSE:biotin ardny csokkenéséhez, mely arra utal, hogy a mutdns 1ép ektépids HEV-je L-
szelektin fiiggd mdédon biztositja a limfocitdk homingjat.

A limfocitdk HEV-en tortén0 megallasat a PNAd és az L-szelektin kozott kapcsolat
biztositja. Ezt kdvetden a limfocitdk endotelen torténd atvandorlasa CCL21 kemokin medidlta
folyamat, melyen szintén a pLN HEV-je expresszdl. Az ektopids HEV-ek CCL21
expresszidjat kettés immunfluoreszcens mikroszképidval vizsgiltuk MECA-79 és anti-CCL21
antitesteket alkalmazva. Mig a vad tipust lépben a CCL21 jelolés a PALS fibroretikuléris
halézatara korlatozodott, addig a mutdns lépben a PNAd-del mutatott kolokalizciot, a
nyirokcsomoékban ldtottakhoz hasonldan.

In situ CFSE jelolés a peritonedlis és az extraperitonedlis B-1 sejtek kolcsonok, kinetikus
kicserélodését igazolja

A muténs 1ép vaszkularis eltéréseinek vizsgalatit kovetden az volt a célom, hogy a B-
la sejtek homeosztazisat vizsgaljam ezekben az dllatokban. Azonban a B-la sejtek steady-
state  homeosztatikus folyamatainak szdmos aspektusa még vad tipusi egerekben is
ismeretlen. Ennek f6leg az az oka, hogy az erre irdnyul6 eddigi vizsgélatok alapjat B-1a sejtek
adoptiv 4tvitele jelentette, mely Onmagdban megvaltoztathatja ennek a sejtcsoportnak a
homeosztatikus viselkedését. A célom az volt tehat, hogy egy fluoreszcens intraperitonealis in
situ jelolési technikdt dolgozzak ki a B-la sejtek homeosztizisdnak sejtbevitel nélkiili
vizsgalatdra. Ezzel a technikdval a peritonedlis B-1a sejtek homeosztatikus tulajdonsédgait
vizsgaltam steady-state dllapotban, és LPS stimulélast kovetden.

A peritonedlis fehérvérsejtek hatékony és szelektiv in vivo jelolése

A CFSE egy sokoldald, sejtek jelolésére szolgdld fluoreszcens dgens. A sejtekbe vald
diffuzidjat kovetden az intracelluldris térben felhalmozddik, anélkiil, hogy hatdssal lenne a
sejtek miikodésére. A CFSE a sejtek stabil in vitro és in vivo jelolésére egyarant alkalmas.
Ennek megfelelden azt tapasztaltam, hogy optimalis koncentraciéju és térfogati CFSE oldat
egyetlen alkalommal torténd intraperitonedlis oltdsa az ott levo limfoid és mieloid sejtek
tobbségének jelolését eredményezi. Az oltast kovetd CEFSE jelolés a peritonedlis térre
korlatozddott, és nem terjedt ki a 1€p, vér, nyirokcsomok vagy a pleura hemopoetikus sejtjeire.



Az in vitro jelolt sejtek peritonedlis adoptiv transzferéhez képest ez az in situ jelolési
technika a peritonedlis limfocitdk reprezentativabb jelolését biztositotta. A jelolés konnyen
reprodukélhatd, és tobbszori ismétlés sordn is konzisztensnek taldltam.

Intreperitonedlis CFSE oltdssal a peritonedlis limfocita alcsoportok eltéro kicserélodési
kinetikdjdt jellemeztiik steady-state dllapotban

Az intraperitondlis jelolési technikat felhaszndlva azt vizsgdltam, hogy az egyes
peritonedlis limfoid alcsoportok az extraperitonedlis térben levo limfocitakkal torténd, eltérd
kicserélddési kinetikdval birnak e. Ennek céljabdl a peritoendlis CFSE* limfocitdk szdzalékos
ardnyanak idObeli véltozdsat vizsgiltam az egyes limfoid alcsoportokon (B-1, B-2 and T)
beliil d&ramlési citometridval. A vizsgdlatot az in situ CFSE jelolést kovetd 6 oratdl 4 hétig
folytattuk. A peritonedlis limfocitdk koziil a T sejtek birnak a leggyorsabb kicserélddési
kinetikdval. Hat éraval a jelolést kovetden a sejteknek 50%-a CFSE", 50%-os kicserélédési
kinetikéra utalva ez alatt az id6 alatt. 1 héttel a jelolést kovetden a CFSE' T sejtek ardnya 2-
5% volt, és a vizsgélati id0szakunk alatt stabil maradt ezen az értéken. A B sejtek esetében a
kicserélodés jelentdsen lassabb folyamat volt, és sebessége Osszefiiggést mutatott a B-1/B-2
fenotipussal. A jelolést kovetd vizsgdlat a B-2 sejtek 2 nap alatt, a B-1 sejtek két hét alatt
bekovetkezd 50%-os kicserélodési ardnyat igazolta. A B-1 sejteken beliil nem taldltunk
jelentds kiilonbséget a B-la és a B-1b sejtek kicserélddési kinetikdjdban a vizsgdlat
idétartama alatt. A CFSE" B-1 sejtek ardnya 2 héttel a jelolést kdvetbéen 45-50%-on
stabilizdlodott, és a vizsgdlat ideje alatt ezt kovetden nem véltozott szdmottevoen. Ezzel
szemben a CFSE" B-2 sejtek ardnya 4 hét alatt folyamatosan csokkent a 4 hét alatt. Ezek az
adatok tehat arra utalnak, hogy steady-state allapotban a peritonedlis limfocitdk koziil a T
sejtek kicserélodési kinetikdja a leggyorsabb. A B-2 sejtek lassabban cserélddnek ki. B-1
sejtek maradnak a legtovabb a peritondlis iiregbe, extraperitoneélis (CFSE") B-1 sejtekkel val6
kicserélodésiik a leglassabb, és rovid idon beliil egyensilyi dllapotot ér el az extraperitonedlis
kompartmentekkel valé kicserélodésiik.

A peritonedlis B-1 sejtek LPS indukdlta osztoddsa és peritonedlis térbol valo fokozott
kilépése a sejtek preferencidlis pleurdlis homingjdval jdar egyiitt

Korébbi in vitro és in vivo adatok utalnak arra, hogy a B-1 sejtek toll-like receptor 4-
en (TLR-4, LPS receptor) keresztiil torténd stimuldldsa a B-1 sejtek gyors osztédasat, és a
peritonedlis térbol valo fokozott kilépését eredményezi. Emiatt azt vizsgaltam, hogy milyen
hatdssal van egy egyszeri, a CFSE jelolést kovetden két 6raval adott intraperitondlis LPS oltas
a B sejtek viselkedésére. Az LPS az oltast kdvetd 24 6ran beliil mind a B-2, mind a B-1 sejtek
fokozott emigracidjat eredményezte, melyre a B-2 sejtek abszolut szamanak 50%-os, a B-1
sejtek szamanak pedig 40%-os csokkenése utalt. Egy héttel a stimulaldst kovetden a B-2 és a
B-1 sejtek szdma is rendezddott. A sejtszam rendezddését részben a B sejtek fokozott
osztoddsa, részben az extraperitonedlis térbdl torténd fokozott bedramlds eredményezte. A
fokozott sejtosztédas mértéke a CESEY™, a fokozott sejt bevandorlds mértéke pedig a CFSE”
populéciok kvantifikdldsan keresztiil volt mérhetd.

A peritonedlis iireg mellett a B-1 sejtek a pleurdban is megtaldlhatok, de a két
kompartmentben elhelyezkedd B-1 sejtek viszonya ismeretlen. Emiatt azt vizsgdltam, hogy
intraperitonedlis CFSE jelolést kovetéen megjelennek e jelolt B-1 sejtek a pleurdban, és azt is,
hogy ez a folyamat hogyan befolydsolhaté intraperitonedlis LPS stimulédldssal. Azt
tapasztaltam, hogy a jelolést kovetéen mind a CFSE" B-1, mind a CFSE" B-2 sejtek ardnya
novekszik a pleurdban. A B-1 sejtek pleurdlis akkumulécigjat az LPS 3x-osan gyorsitotta, mig
a B-2 sejtek esetében az LPS stimuldlds nem volt hatdssal. Ezek az adatok arra utalnak, hogy



mind a peritoendlis B-1, mind a B-2 sejtek preferencialisan transzlokdlodnak a pleurdba, de
ezt a folyamatot csak a B-1 sejtek esetében segiti az LPS stimuldlas.

A B-1a sejtek homeosztdazisa Nkx2.3 KO egerekben

A munkdm harmadik részében a peritonedlis B-1a sejtek homeosztazisat vizsgéltam
Nkx2.3 KO mutdns egerekben. A 1ép B-la sejtek homeosztazisidban betolttt funkcidjat
vizsgal6 eddigi kisérletek vagy aszplenikus egérmodelleken, vagy szplenektémidn alapultak.
A mi munkénk az els6 olyan munka, mely a B-1a sejtek homeosztazisit olyan egérmodellben
vizsgalja részletesen, mely jol jellemzett 1ép szoveti eltéréssel bir.

Nkx2.3 KO mutdns és vad tipusii BALB/c egérben azonos fenotipusii B-1a sejtek képzodnek

Jol ismert, hogy a 1€p fontos szerepet tolt be a naiv B sejtek érésének utolsé fazisban,
melynek sordn a B limfocitdk szdmos fenotipusos valtozdson esnek at. Ismert az is, hogy
bizonyos koriilmények kozott CDS expresszié indukdlhaté a B limfocitdkon. Ezért fontos
arrol meggy6z6dni, hogy az Nkx2.3 KO mutdns egér peritonedlis CD5" sejtjei valoban B-1a
sejtek, nem pedig megvéltozott fenotipusi B-2 sejtek, melyek a mutidns 1ép
szerkezetvéltozdsinak még nem ismert hatdsaként CD5-6t expresszdlnak. Eppen ezért
aramlasi citométria és sejtfelszini marker specifikus antitestpanel (anti-IgM, anti-IgD, anti-
CDA43, anti-CD23 and anti-CD21, anti-MAC-1) haszndlatival vizsgdltam az Nkx2.3 KO
mutdns egerek peritonedlis CD5" sejtjeinek celluldris identitds4t. Eredményeim azt mutatjak,
hogy a mutans egér egyes peritonedlis B-sejt alcsoportjai (B-1a, B-1b, B-2) a vad tipusu egér
megfeleld peritonedlis B-sejt alcsoportjaival egyezik meg a sejtfelszini marker expresszios
mintdzat alapjan.

Nkx2.3 KO mutdns egerekben a peritonedlis CD5" sejtek ardnya korfiiggd progressziv
csokkenést mutat

Az Nkx2.3 transzkripciés faktor peritonedlis CD5" sejtek homeosztdzisdban betoltott
szerepének vizsgalata céljabol kiilonbozd kord mutans allatok peritonedlis sejtosszetételét
vizsgdltam &aramldsi citometridval, és azt azonos kord vad tipusu dllat sejtosszetételével
hasonlitottam Ossze. Eredményeim szerint a mutdns &llatokban a peritonedlis CD5" sejtek
ardnya korfiiggé modon csokken. Kezdetben (2 honapos korig) a B-1c sejtek ardnydnak
csokkenése volt kifejezettebb, melyet a B-1a sejtek ardnydnak fokozott csokkenése kovetett 2
és 4 honapos kor kozott. Eredményeim konzisztensek azokkal a korabbi irodalmi adatokkal,
melyek szerint a 1épnek (feltehetden a vords pulpa révén) alapvetd szerepe van a B-1a sejtek
onfenntarté osztédasaban. Emellett a peritonedlishoz hasonld, korfiiggd valtozds volt
megfigyelhetd a mutans allatok pleurdlis limfoid sejtjeinek ardnydban is.

Kiilonbozo  specificitdsii  természetes antitestek szérumkoncentrdciojanak progressziv
csokkenése Nkx2.3 KO mutdns egerekben

A B-la sejtek termelik az tugynevezett természetes antitesteket, melyek korai,
velesziiletett-szerli immunvélaszt biztositanak a baktériumokkal és a virusokkal szemben. A
B-1a sejtek nem termelnek ellenanyagot a peritonedlis térben, ellenanyag-termelésiikhoz
sziikséges kornyezetet a 1ép biztositja.

Ezért azt vizsgéltam, hogy az Nkx2.3 KO mutdns egérben tapasztalt B-1a sejtekkel
kapcsolatos homeosztatikus véltozdsok befolydsoljdk e a természetes ellenanyag-termelést
ezekben az egerekben. Ennek céljabdl 1, 2 és 4 honapos vad tipusud és mutdns egér szérum



o0ssz IgM, IgG, PPS-specifikus IgM és PC-specifikus IgM szintjét mértem ELISA
technikdval. Eredményeim szerint a szérum IgM szintje jelent0sen alacsonyabb volt 1
hénapos mutdnsban, mint a vad tipusd egérben. Ellentétben az 0ssz szérum IgM szinttel, a
PPS és a PC specifikus IgM ellenanyagok szintje késébb, féleg 1 és 2 honapos kor kozott
csokkent. Az 0ssz szérum IgG szint ezzel szemben egyik életkorban sem mutatott jelentds
eltérést a vad tipusu és a mutans allatok kozott.

Osszefoglaldsképpen, a PPS- és a PC-specifikus természetes antitestekkel kapcsolatos
eredmények alapjan a B-la sejtek antitesttermelése nem fiigg teljes mértékben az intakt
szerkezetll 1ép jelenlététdl, hanem a peritonedlis CD5" sejtek korfiiggd csokkenésével mutat
parhuzamot a mutdns egérben, mely — hasonléan a PPS- és a PC-specifikus természetes
antitestek szérumszintjének a csokkenésével - az 1 és 2 honap kozott a legkifejezettebb.

Nkx2.3 KO mutdns egér hatékony B-1a sejt termelésre képes

Korébbi, a B-1a sejtek homeosztazisaval foglalkoz6 tanulméanyok szerint a 1épnek nem
csak a B-1a sejtek posztnatélis fenntartdsaban, de embrionélis képzésében is alapvetd szerepe
van. Eredményeim szerint azonban 1 hénapos KO mutidns egérben is jelentds szamu
peritonedlis B-la sejt taldlhat6. Emiatt a fotdlis B-la sejt képzésének hatékonysagat
vizsgaltam Nkx2.3 KO mutédns egerekben. Ennek céljabodl 15 napos vad tipusi és KO mutans
egerek peritonedlis sejtosszetételét vizsgaltam aramlési citometridval. Azt tapasztaltam, hogy
a sejtek tobbsége a CD5" B sejteket reprezentdld CD5%™ B220™ populdciéhoz tartozott
mutdns €s vad tipusd egerekben is. Ennek a sejtnek az ardnya azonos volt a két egértorzsben a
genetikai hattértdl fiiggetleniil. Ezek az eredmények hatékony pre/perinatdlis, a vad tipusttdl
megkiilonboztethetetlen CD5* B sejt képzésre utalnak a mutans egerekben.

A CD5" B sejtek csokkent osztéddsa lehet felelés a sejtek KO mutdns egerekben tapasztalt
korfiiggo csokkenéséért, és ennek oka az Nkx2.3 KO mutdns egerek stromdlis eltérései

Eddigi eredményeim alapjan elmondhat6, hogy a CD5" B sejtek szdménak muténs
egerekben megfigyelheté korfiiggd csokkenése a hatékony embriondlis képzést kovetd
fokozott posztnatalis vesztés kovetkezménye. Az azonban nem ismert, hogy ez a B sejtek
muticié kovetkeztében kialakult intrinsic defektusdbdl adddik, vagy pedig a 1€p stormélis
valtozdsdnak kovetkezménye. Az sem ismert, hogy csokkent sejtosztédas vagy fokozott
sejtpusztulds eredményezi a CD5" sejtek aranydnak korfiiggd csokkenését.

Ezeknek a kérdéseknek a vizsgélata céljabdl adoptiv sejt transzfer kisérletet végeztem.
Vad tipusu BALB/c donor egerekbdl peritonedlis sejteket mostam ki, melyeket in vitro CFSE
jelolést  kovetden Nkx2.3 KO mutdns, vagy vad tipusd recipiensekbe oltottam
intraperitonedlisan. Két héttel a sejttranszfer utdn peritonedlis sejteket izoldltam a
recipiensekbdl. A B-1a sejt populacion beliil a CFSE" sejtek ardnyét, valamint ezen sejtek
CFSE intenzitasat aramlési citométerrel vizsgaltam.

Mutdns egerekben a CFSE" donor eredetli CD5" B limfocitdk alacsonyabb ardnyat
tapasztaltam. Tovabb4, a CFSE intenzitds csokkenésének mértéke alapjan Nkx2.3 KO mutdns
egerekben a B-1a sejtek kisebb mértékben osztédnak, mint a vad tipusu dllatokban.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy Nkx2.3 KO mutdns egerekben a CD5" sejtek
progressziv posztnatalis vesztése — legaldbbis részben — a CD5" sejtek csokkent dnfenntartd
osztddasaval kapcsolatos, mely az Nkx2.3 hidnya kapcsdn kialakulé stromalis valtozasok
kovetkezménye lehet.



Diszkusszio

A limfoid szovetek fejlddésében szamos transzkripcios faktor vesz részt
hierarchikusan rendezett és szovetspecifikus moédon, ide értve az Nkx homeodomén
transzkripcids faktor fehérjecsaldd szamos tagjat is. Az Nkx2.3 HD transzkripcids faktor 1ép
vaszkulatira fejlodésében betoltott szerepének vizsgéilata céljabol BALB/c genetikai hattérre
visszakeresztezett Nkx2.3 KO mutdns egerek vaszkuldris valtozdsait vizsgdltam. Kordbbi
tanulmanyok sulyos foku, a vorospulpat érintd vaszkularis eltéréseket, a MS és a MZ hianyat,
a fehér pulpa T/B zoéna szegregicidjanak zavardt irtdk le ebben az egérmodellben. A 1ép
kompartmentjei koziil a voros pulpa érintettsége volt a legmarkdnsabb. Azok a molekuldris
mechanizmusok, melyek a 1€p szoveti strukturdinak ilyen széleskorli érintettségét
eredményezik a mutdns egerekben még nem ismertek. A lépben az Nkx2.3 transzkripcios
faktor a fotalis korban expresszdlodik, éppen akkor, amikor a vords pulpa kifejlodik. Ez
okozhatja azt, hogy az Nkx2.3 hidnya a voros pulpa fejlodését érinti a legsilyosabban.
BALB/c genetikai hatter(i egerekben a mutacié a voros pulpa teljes hidnyét is eredményezheti
(,,redless” 1ép). Ebbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy a fehér pulpa érintettsége a vords pulpa
érintettségének indirekt kovetkezménye. Azonban B6 genetikai alapi KO mutans egerekben a
voros pulpa egy része megtartott, €s ennek ellenére is érintett a fehér pulpa fejlodése. Emiatt
tehat a fehér pulpa érintettsége valdszinlileg nem kizdrdlag csak a voros pulpa érintettségének
indirekt kovetkezménye.

Munkamban igazoltam, hogy az Nkx2.3 KO mutans egér lépben HEV-szerl
vaszkuldris képletek jelennek meg. Ezek az ektépids képletek pLN HEV-jeivel strukturdlisan
és funkcionalisan is ekvivalensek. Az Nkx2.3 egyetlen ma ismert célgénje a madcam-1. Nem
val6észinli azonban, hogy a MAdCAM-1 (és a MS) hidnya onmagédban eredményezné a
limfocitdk szamdra 1épbeli kilépési kapuként szogdld ektopids HEV megjelenését.
Génexpresszids vizsgédlataim arra utalnak, hogy a lépben az Nkx2.3 a pLN fejlédési program
gatlojaként miikodik, igy hidnya pLN irdnyu fejlddési atprogramozottsiggal jar. Ezt a
feltételezést azonban még tovéabbi vizsgalatokkal is ald kell tdmasztani a késdbbiekben.

Hogy a peritonedlis és extraperitondlisan elhelyezkedd B-1a sejtek kozotti kapcsolatot,
illetve a peritonedlis B-la sejtek kicserélodési kinetikdjat jellemezhessem, egy Uj,
intraperitonedlis in situ jelolés technikdt dolgoztam ki. Ez a mdédszer rugalmas, kdonnyen
kivitelezhetd, és kevesebb dllatot igényel, mint a kordbban hasonlé célokra kifejlesztett
vizsgalatok. Emellett lehetové teszi azt, hogy a B-la sejtek viselkedését steady-state
kortilmények kozott eddig nem elérhet6 iddintervallumban (a jelolést kovetd 6 oratdl legaldbb
4 hétig) vizsgalhassuk.

A modszer sokoldalisdga miatt hasznos lehet minden olyan késdbbi vizsgélatban,
mely a B-1a sejtek homeosztdisaval és szer6zalis akkumulaciéjaval foglalkozik. A B-1a sejtek
preferencidlis szerdzdlis felhalmozdddsdnak oka madig nem ismert. Egyes feltételezések
szerint ez a fajta szekvesztrdlodas fontos az autoreaktiv B sejtek ellenanyag-termelés
szabdlyozdsanak szempontjdbol, megakaddlyozva ezzel, hogy a B-la sejtek patoldgids
autoantitest termeld sejtekké alakuljanak. Mds elméletek szerint a B-1a sejtek a folyamatos
szerozalis recirkuldciojuk révén biztositanak egy természetes, jellegzetes B-sejt receptor
(BCR) repertoarral jellemezhetd védelmi vonalat a szerdzdlis teriiletek szamara. Mindkét
elmélet tovabbi vizsgalatokat, és kisérleti eredményekkel val6 aldtamasztast igényel.

A B-la sejtek nagy része az embriondlis korban képzddik, és az eddigi vizsgédlatok
szerint a fotdlis képzésiikben elengedhetetlen szerepe van a 1épnek. Tudomdsom szerint a
munkdm az elsd olyan vizsgilat, mely a B-1a sejtek fotélis képzésének hatékonysigat egy jol
jellemzett 1épstruktira-érintettséggel biré egérmodellben vizsgdlja, és abban hatékony fotélis



B-1a sejt képzést irt le. Tovabbd, eredményeim szerint, a hatékony prenatilis B-la sejt
képzést progressziv posztnatalis vesztés koveti ezekben az egerekben.

Nemrég megjelent vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a felndtt csontveld
szintén képes B-la sejtek termelésére. A felndtt csontvelobdl szarmazd B-1a sejtek BCR-
jének molekuldris sajitsdgai jelentOsen eltérnek az embriondlisan képzett B-la sejtekétol.
Steady-state dllapotban egyébként a csontveldi B-la sejt képzés minimadlis, de B-la sejt
depléciot kovetden szamottevové valhat. Az Nkx2.3 KO muténs egerekben a B-la sejtek
korfiiggd csokkenése arra utalhat, hogy ezekben az egerekben a felnéttkori B-1a sejt képzés
nem képes 1épést tartani a fotdlis B-1a sejtek elvesztésével. Ez alapjéan feltételezhetd, hogy a
fotalis és a felnott B-1a sejt képzés 1€ptdl valo fiiggése szintén eltér egymastol.



Az eredmények rovid osszefoglalasa

Az Nkx2.3 KO mutans egerek endotelidlis atprogramozottsdga ektopis HEV-szerli
érképletek megjelenését eredményezi. Ezeket az ereket tipikus magas endotelsejtek bélelik,
melyek a PNAd mellett a PNAd egyik modifikacios enzimjét, a Chst4-et, valamint egy, a
limfocita transzmigracidhoz sziikséges kemokint, a CCL21-et is expresszaljak. Ezek a HEV-
szerti érképletek a limfocidk L-szelektin fiiggd homingjat is medialjak. Osszefoglalva tehat, a
mutans 1ép ezen ektdpids képletei strukturdlisan €s funkciondlisan is ekvivalensek a pLN
HEV-jével.

A peritonedlis B-1 sejtek vad tipust és mutdns egérben valé megoszlasdnak vizsgdlata
céljabol egy 1) in situ intraperitonedlis fluoreszcens jelolési technikdt dolgoztam ki. Ezt
haszndlva a peritonedlis limfoid alcsoportok (B-1, B-2 and T lymphocytes) kicserélddési
kinetikajat vizsgéltam egy kordbban még nem vizsgalt idGintervallumban (a jelolést kovetd 6
oratol 4 hétig), és igazoltam azt, hogy a peritonedlis és pleurdlis B-1 sejt pool kozott
kolcsonos kicserélddési viszony van, melynek kinetikdja LPS stimulécié hatdsara fokozhato.

Igazoltam azt, hogy a fotdlis B-1a sejt képzés nem fiigg az Nkx2.3 HD transzkripcids
faktor jelenlététdl. Ugyanakkor egy progressziv posztnatilis peritonedlis B-1a sejt csokkenés
figyelhetd meg Nkx2.3 KO mutins egerekben. Ez — legaldbb is részben — a B-la sejtek
csokkent Onfenntarté osztdddsdnak a kovetkezménye, melynek oka az Nkx2.3 KO mutédns
egerek stromdlis valtozdsai. A B-la sejtek progressziv csokkenése a természetes antitestek
sz€rumszintjének progressziv csokkenésével jar egyiitt.
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