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A 1ép kiemelkedd fontossigii hemopoetikus és periférias nyirokszerviink. Egyedi -¢s

1. Elész6

jelenleg helyettesithetetlennek tinG- szerepét igazoljdk azok a tanulményok, amelyek
splenectomizalt egyedek, valamint (a megfeleld prekurzor lymphocytik és akcesszorius sejtek
defektusibol adodéan) csecsemdk és idbskordak bizonyos baktériumokkal szembeni
esenddségét demonstrdljfk. Az elmult évtizedek makroszképos és hisztologiai leirdsai
alkalmival sejtisszetétele és hemopoetikus kompartmentaliziciéja kimeritd ismeretekkel
szolgl, ugyanakkor a vascularis szervezodését illetoen kevés adatra hagyatkozhatunk.

Jelen tanulmény célja, hogy betekintést myijtson a lép vascularis stréma-
dllominyanak részletekig terjedd szerkezetébe, a lymphoid kompartmentekkel analdg és
az azt kiegészitd beterogenitisinak feltirisiba hirom Gjonnan eléllitott monoklondlis
antitest (IBL-7/1, IBL-7/22 &s IBL-9/2) sziveti reaktivitisinak és az altaluk felismert
antigének egyméshoz valé viszonyanak vizsgilatival.

Ezeken tilmenGen a tanulmény leirja a vascularis kompartmentek postnatalis

fejlo-déstani szekvencidjst és alathmasztja a feltételezett fejlédéstani kapcsolatot az -

endothelidlis és lymphoid sejtvonalak kdzdtt. A morfoldgiai beterogenitis mellett
funkciondlis kiilonbségeket tirunk fel a 1ép endothel alcsoportjai kozott. Végil
dsszefoglaljuk torekvéseinket egy xemogén chiméra modell kialakitisira, amellyel az
endothelidlis komponenscken tilmenSen a lépbe valé bevandorlishoz sziikséges
lymphocyta sejtfelszini antigének felderitését tliztiik ki célul.

Ezen 0j adatokkal hozzdjérulunk a 1ép vascularis elemek fejlodéstani rejtelmeinek
felderitéséhez, leijuk a vascularis kompartmentek fenotipusos és funkcindlis
sokoldalisagat, amellyel {j perspektivikat nyitunk nem csak a lép anatémi4jdnak
részletesebb feltirdsdban, hanem a vérirammal érkezd pathogének feldolgozasaban,

eltdvolitasiban résztvevd komponensek kiegészitésében.
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2. Bevezetés

2.1. 4 lép széveti szerkezete, sejtes elemek a kailonboz6 kompartmentekben

A lép a vérirammal érkezd pathogének, foként idegen antigének climinlisaban
kulesszerepet betoltd periférids nyirokszerv. A struktirdja ennek a funkciénak az optimalis
betbltéséhez igazodik. Két f3, funkciondlisan szorosan Gsszefonddd egységre, véros és
fehér pulpara tagolodik. E1Gbbi, fként vorosvérsejteket, és myeloid elemeket: macrophagokat
és neutrophil granulocytikat tartalmaz, mig a fchér pulpa lymphocytakbél és kiilonféle
myeloid szubpopulaciokbél képez onéllé funkcionslis egységet. A fehér pulpa struktira
organizilé eleme a centrilis arteriola, amely koré csoportosulnak a T-lymphocytak és az
tn. lymphoid dendritikus sejtek, kdzosen alkotvin a lép T-sejtes zOn4jat, a PALS-ot. A
vOrds és fehér pulpa teoretikus hatirit egy specializalt macrophag sejtpopulacié, a MOMA-|
antigént expresszalé metatlophil macrophagok vékony, 2-3 sejtsor vastagsagii gylirfiszeril
rétege képezi, amellyel szoros kapcsolatban van a lymphocytsk belépési helyéil szolgald
marginélis sinus. E struktirik szintén fizikai vélasztvonalat képeznek a 1ép funkcionilisan
eltérd B-lymphocyta alcsoportjai kozdit: proximalisan talalhatok a B-sejt follikulusok,
nyugvd, naiv, recirkulilé B-lymphocytikkal, folliculéris dendritikus sejtekkel, néhany
macrophaggal és helper T-sejtekkel, mig a sinust6l distalisan a marginalis zona belyezkedik
el, nem recirkul4lé, marginalis zona B-sejtekkel, (2z Gn. természetes meméria B-sejtpopulici6),
egy misik specializilt macrophag alcsoport tagjaival, az ER-TR-9 antigént expresszilé
marginalis zna macrophagokkal és az vin. myeloid dendritikus sejtekkel. A fehér pulpa
azon kis részén, ahol a MOMA-1 macrophag réteg folytonossdga megszlinik, a fehér és
virds pulpa egy csatornan keresztiil érintkezik (bridging channel), amely egy altalinos
‘lymphocyta-tranzit’-nak tekinthetd, hiszen mind a nyugalmi recirkulalé, mind pedig az

antigén altal aktivalt lymphocytik itt hagyjak el a vords pulpat (ldsd kévetkezo fejezet).
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2.2. Lymphocyta recirkulicié nyugalmi dllapothan és antigén aktivdciot kovetéen

A csontveldbél és thymusbdl érkezd, érett, paiv B- és T-lymphocytik
recirkulicidjuk sordn a marginilis sinuson keresztiil hagyjék el a vérplyét &s Iépnek be a
lépbe, ahonnan a kiilonféle lymphocyta alcsoportokra szelektiven hat6 chemoattraktikus
hat4si cytokinek (tovabbiakban chemokinek) irdnyitjik Gtjukat. Az antigén altal aktivilt
B-sejtek a follikulusb6l és marginalis z6nibol a gyulladisos és a kompartmentaliziciéért
felelds chemokin egyensily eltolédisa kivetkeztében a T- és B-sejt z6na hatirira
vindorolnak, ahol fizikai kontaktusba keriilhetnek T-lymphocytikal, amely lehetdséget
biztosit az esetleges T-sejtes kostimuliciéra. A plasmablastok ezutin az Gsszekotd
csatomin keresztiil a vorés pulpéba migralnak.

Mind a recirkulicié eredményeképpen kialakulé lymphoid és myelo-erythroid
kompartmentalizdcié, mind pedig az antigének aktiviciéjat kovetd migricié kisebb
részletektdl eltekintve nébiny évtizede leirt ismereteken alapul, holott az ezen
folyamatokban kulcsszerepet jhtsz6 funkcionalisan sokrétl vascularis endothel
komponensek nem, vagy csak részlegesen ismertek.

Eddig nem ismert Gj reagensek E».&_ﬂnﬁm &s azok megfeleld alkalmazésa
kisérletes dllatmodelleken rendkiviili fontosséggal birhat a 1ép vasculatima eredetének,

morfolégiai és funkcionilis vonatkozisainak felderitésében.
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3. Célkitizések

L Egér lép vascularis strémakopmonenseket felismerd patkény
monoklondlis antitestek elddllitisa, jellemzése. A mdisodlagos nyirokszivetek

vascularis sajitsigainak lefrdsa.

IL. Az egér 1ép vascularis kompartmentjei fejlédésének feltirdsa a sziiletéstsl

a felndttkori sruktira kialakuldsiig.

III. A lépbe torténd lymphocyts migrécié vizsgilata: az endothel
szerepe ebben a folyamatban, fajok kozbtti strémélis kompatibilitis lehet8ségének

felthriisa.




4. Kisérletes koriilmények

4.1. Monoklondlis antitestek elgéllitasa

ElSzetesen irradidlt BALB/c egerek lymphocyta mentes lépsejtjeivel ismételten
immunizaltunk Wistar patkényokat és lépiikb8l szomatikus sejtfiiziét végeztink a
szokdsos hybridoma protokoll szerint. 3x800 hybridoma kiént immunhisztokémiaval

teszteltiik &s a jelolés mintdzat alapjin hirmat tovabbi vizsgilatok céljabol szelektaltunk.

4.2. Antitestek

Az egér lymphocyta alcsoportok meghatrozisit a wm«.oﬁ«um. mAt-ekkel
végeztiik: FITC-jel§lt anti-egér CD45 (IBL-5/25), PECy5-anti-B220, PE-jel5lt-anti-Mac-
1, Terl19, CD43, c-kit, IgM, IgD, CD3, CD21 & FITC-anti-CD23. A patkiny leukocyta
alcsoportok azonositisahoz az aldbbi egér mAt-eket haszadltuk: CD45 (OX1, IgGl),
CD4 (W-3/25, IgGl), CD8 (OX8, IgGl), valamint a x-kénmydlancot jelold OX12

(I1gG2a).

4.3. FACS analizis

Az Gjszilott &s felntt 1ép, valamint a nyirokcsomd, thymus, és csontveldén
egyszeres, valamint négyes jeléléseket végeztink a szokdsos FACS protokoll szerint. Az
adatokat FACSCalibur késziilékkel, a CellQuest programmal gydjtttik, a grafikus

interpretacié WinMDI 2.8 szoftverrel tortént.

4.4. Immunhisztokémia, konfokdlis mikroszkopia
Immunhisztokémiai vizsgilatainkat acetonban fixalt fagyasztott szdvetekbdl

késziilt metszeteken immunfluoreszeens és enzimatikus elShivissal végeztik. In vivo

V)
jeldléshez FITC-jelGlt IBL-7/1 es IBL-9/2 IgG-t hasznaltunk. 15 perccel az oltas utan az
egereket perfundiltuk, a 1épiikb6l készitett metszeteket konfokilis mikroszkoppat

analiziltuk (BioRad MRC1024). Az analizis sordn a 3 pm-es szcletekbdl felvett képek

egyiittes projekcidjaval rekonstrudltuk a lép térbeli szerkezetét.

4.5. Patkdny Pegér xenogén chimérdk elééllitisa

BALB/c és SCID recipiensek felndtt patkiny teljes csontveldjének ill. 14 napos
embryonilis patkiny majsejtjeinek transzplanticitjival radiciés chimérakat készitettiink
3 kombinéciéban: FL-BALB/c, FL¥SCID es BM»SCID. 4 héttel a rekonstiticié
utin 2 hetenként a szemgzugbél vett perifériss vérb8l FACS analizissel meghatdroztuk &s

egyedenként kovettiik a chimérizmus fokit.

4.6. A patkdny ymphocyték funkciondiis vizsgélata, Immunizdldsi kombindciok

A xenogén mikrokdmyezetben differencidlodott patkiny lymphocytsk
funkcibképességét az FL-PBALB/c és az FL-»SCID csoportokban tanulményoztuk. Az
FL-»BALB/c chimérikat a recipiens BALB/c egér (hisztokompatibilitasi antigénjeit
tekintve H-2d) antigénjeivel szemben allogén (H-2b) tulajdonsigti C57.B1/10 egérbél
izolalt EL~4 sejtvonal sejtjeivel immunizilwk 3 alkalommal 2 hetenként. Az FL=»SCID
chimérikat elfzetesen paraformaldehydben (1%, PBS-ben) fixilt BALB/c egér
Iépsejtieivel immunizilak. Mindkét csoportban a 3. immunizilist kivetden az antigén-
specifikus patkdny immunglobulinok jelenlétét FACS vizsgélattal mutattuk ki, target

sejtként az immunizilashoz hasznalt EL~4, ill. BALB/c lépsejteket hasznaltunk.



5. Eredmények

3.1 Az Nm.hnw\h IBL-7/22 és IBL-9/2 mAt-ek szdveti reaktivitdsa. Endothelidlis
heterogenitds az egér lépben

Az elbzetes tesztelések sordn tbbbféle specificitisi klénokat figyelhettink meg.
Ezek koziil tovabbi vizsgalatok céljabol kivilasztottuk az IBL-7/1, IBL-7/22 és az IBL-
9/2-t, amelyek eltérd jelolddést mutattak a 1ép vasculatira kiilonféle komponenseivel
szemben.

Az IBL-7/1 mAt intenziven jeloli a 1ép vords pulpa, valamint a fehér pulpét
koriilvevd, marginalis zona sinusoidilis hilézatot; kisebb, a fehér pulpiba nyilé
konfluens sinusoidélis mintizattal tarkitva. A voros pulpa jelolddés intenzitisa gyengébb,
mint a margindlis sinus, ill. a fehér pulpa jelolodése; sdt a vorbs pulpa sinusok két
alcsoportra oszthatok az IBL-7/1 intenzités alapjén, IBL-7/1" és IBL-7/1°. A thymusban
az IBL-7/1 pozitiv erek a kéreg és veldillomdnyban egyenlé eloszlist mutattak. Az
antitest a nyirokcsomd metszeten nem mutatott reaktivitist.

Az IBL-7/22 a lépben intenziven jeldli a capillris endothelt, a centrilis arteriolét,
valamint kifejezett reaktivitast mutat a vords pulpa endothelidlis hilozatival szemben.
Ezek mellett az antitest finom retikuléris rajzolatot mutat a fehér pulpa T-sejt zéndjaban.
A follikulusok mentesek a IBL-7/22 retikul4ris mintdzatitol. A thymusban a vasculans
endothelidlis jel6l8dés mellett a 1&phez hasonlé retikuliris mintizatot figyelhetink meg.
Az IBL-7/22 a nyirokocsoméban a magas endotheli venulékat intenziven jelSli, valamint
eltérden a két misik kivélasztott kléntél, minden altalunk vizsgdlt szerv capillaris

halézatat kimutatni képes.
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Az IBL-9/2 a hérom antitest koziil a legszelektivebb reaktivitéssal rendelkezik.
Kizirdlag a 1€p vords pulp4jaban figyelhetiink meg sinusoidalis jeldlést, amely azonban
az IBL-7/1-gyel ésszehasonlitva, csak a sejicsoport egy részét ismeri fel.

A FITC-konjugilt IBL-7/1 in vivo injektilist kovetden figyclemreméltéan erds
jelolodést mutatott, kirajzolva a fehér &s vords pulpa sinusoidok lumenét. A sinusoidok
konvergilé mintizatszeriien rajzolodnak ki a margindlis zona felél a fehér pulpa mélyebb
részei felé. A reakcib a vorbs pulpaban jéval gyengébb volt. Az IBL-9/2-vel hasonléan

intenziv luminalis reaktivitést figyelhettiink meg a viros pulpa sinusoidok egy alcsoportjan.

3.2. A lép vasculatura fejlédése a sziiletésidl a felngttkori struktiira kialakuldsdig

A Iép vasculatura fejlédését immunhisztokémiai vizsgalattal hatdroztuk meg a
sziiletést kovetd 1 honapon belill. A panel tartalmazott két 1ép sivus endothel specifikus
(BL-7/1 és IBL-9/2} és két pan-endothelidlis (IBL-7/22 és anti-CD31) antitestet.
Ujszilétt egérben (fiatalabb, mint 12 éra), minden vascularis struktira komponens jelen
van, bir elrendezidéstik jelentdsen eltér a felndttkorban megfigyelhetdt3l Egyhetes korban a
voros és fehér pulpa szétvilisipak, valamint a fehér pulpa kompartmentaliziciéjinak
kezdetleges jeleit figyelhetjik meg. A marginilis sinus formija 2z egymassal
kapcsolatban 1évd endothel elemek révén azonosithatSva valt, amelyeken intenziven
Jelolidtek az IBL-7/1 ellenanyaggal. Meg kell jegyezni azonban, hogy a sinus még nem
valt folyamatos struktiirivi, amit az IBL-7/1 reaktivitisiban lithaté hidnyossagokként
észlelhettiink. Az IBL-7/1 pozitiv lymphocyta reaktivitis még mindig megfigyelhets. Az
IBL-9/2 pozitiv sejtek Gsszefiiggd, sinusoidilis halozatra emlékezts rajzolata megkezdidot.
Harom hetes korra kialakult a feln6tire jellemzd vascularis struktira. A margindlis sinus
kozel folyamatos régioként lathato, elvalasztva a fehér pulpa belsd részeit a marginalis

zénétdl. Ezzel egyidejiileg a fehér pulpa is tokéletesen kompartmentalizalédott T-&s B-
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zbnéra. Az IBL-7/1 lymphocyta reaktivitisa csak csekély nyomként lithatd a marginilis
zéniban. Az IBL-9/2 pozitiv voros pulpa sejtek kiterjedt, eldgaz6 halozatta fejlodtek. E

jelekkel irhato le a 1ép felndttkori vascularis szerkezete.

5.3. Feltételezett fejlédéstani kapcsolat a B-lymphoid és az endothelidglis sejtvonalak
k&zétt: a margindlis sinus endothel antigén dtmenetileg expresszdlodik ujsnilottkori B
lymphocytdkon és erythroid sejteken

Ellentétben a felndtt 16pbdl szerzett adatokkal, ahol a lymphocyta populdcidnak csekély
hényadén figyelbetink meg IBL-7/1 jelolodést (id. késGbb ebben a fejezetben), az vijsziildttkor
1épsejtek (FACS analizissel meghatérozott lymphoid kapu sejtjei) jelentds frakcidja IBL-7/1
pozitivnak bizonyult. Az IBL-7/1 antigén megtallhaté mind az erythroid, mind B-sejteken,
ugyanakkor nem expresszlodik a T- és monocyta vonal sejtjein. A B-sejteken belill mind a
sejtfelszini JgM-et és IgD-t hordozb sejteken jelen van. A korai B-sejt “érési” markerekkel (c-kit
&s CD43) azonositott alcsoportokon megfigyelt expressziobol ama kovetkeztethetiink, hogy az
IBL-7/1 antigén valamikor a pro/pre B stidium stmenetében jelenik meg Wjsziilottkorban.

Felndttkorra a Mpsejtek csak elenyészd frakcidja Orizte meg az IBL-7/1
reaktivitdsat (kb. a lymphoid kapu kevesebb, mint 7%), a B-sejtek tilnyomé t5bbsége
nem expresszalja az antigént. Az IBL-7/1 antigén megmaradt expresszidja korreliltathaté
a B-sejtek sejtfelszini Ig izotipus mintdzatival. Az IBL-7/1 negativ B lymphocytik
1gM*/1gD" fenotipusbak, mig az IBL-7/1 pozitiv B-sejick az IgM"/IgD" csoportba
tartoznak. A kiilonféle membran Ig izotipus expresszid szoros dsszefiiggésben van a B-
sejtek lépben tirténd elhelyezkedésével (marginalis zona, ill. follikulus).

Megfigyeléseink szerint az IBL-7/1 antigén felndttben a nem-recirkuldlé marginslis
z6na B-sejteken (CD21"/CD23") talilhaté, ugyanakkor a follikularis B-lymphocytik

(CD21™/CD23") nem hordozzék az antigént.
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A felndtt csontveldi erythroid sejtek megdrizték IBL-7/1 reaktivitisukat. Szemben
az jsziildttkori primer B-sejt fejlédési alakokon észlelt IBL-7/1 expressziéval, a
csontveldi eléalakok kevesebb, mint 10%-a bizonyult IBL-7/1 pozitivnak.
Osszefoglalva a fenotipus elemzés sorin megfigyeltcket, arra kdvetkeztethetiink,
hogy az IBL-7/1 antigén a sinus endothel és erythroid vonalak mellett itmenetileg
megjelenik a primer B-sejtérés alakjain wjsziilott lépben, amely expresszid azonban

minimAlisra csokken a csontveldi eldalakokon,

5.4. A lépbe toriénd lymphocyta migrdcio: fizikai kapcsolat @ margindlis sinus endothe!
és adoptiv sejtiranszferrel bejuitatott lépsejtek kozite

A vizsgdlt antitestek koziil az IBL-7/1 és az IBL-7/22 in situ jeléli a lymphocytak
érpalyabol torténd kilépési helyeként ismert marginalis sinust. A CFSE-jelélt 1ép eredetii
lymphocytdk intravénis injektlisa utin réviddel (15 perc) azt taliltuk, hogy a jelélt
sejtek tibbsége az IBL-7/1 pozitiv marginilis sinus mentén talilhaté. Meglepetésként
észleldik, hogy ebben a korai idGpontban a jelslt sejtek csak kisebb frakcidja
korlatozodott a virds pulpara, amelyek azonban a *nem IBL-9/2 pozitiv’, hanem szintén

az IBL-7/1 pozitiv endothelidlis elemekkel asszocidlédtak.

3.5. A patkany Pegér chimérdk analizise

‘Lép homing’-gal asszocidlbaté egér lymphocyta specifikus antigének vizsgalatira
xenogén hemopoetikus chimérikat llitottunk €18 t5bb donor-recipiens kombin4ciéban. A
donor hemopoetikus szdvetbdl fejlddd lymphocyték és granulocytak (nagy valészinfiséggel
mas hemopoetikus sejtekkel egyiitt, amelyekre viszgalataink nem terjedtek ki) a rekonstitaciét

kovetd 4 héten beliil megjelentek a periférids vérben.
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A patkiny hemopoetikus sejtek transzplantici6jit kovetd 30. naptol 2 hetenként

3.5.1. A chimérizmus fokanak meghatdrozdsa és nyomonkdvetése

megvizsgiltuk a donor-recipiens leukocytdk ardnyat, teljes periférids vérbdl az egér és
patkany specifikus CD45 expresszié alapjan. A FITC-IBL-5/25 mAt az egér CD45+
leukocytakat nagy intenzitissal, homogénen jeldli. Az OX1 mAt a fizikai paraméterek
alapjin meghatérozott lymphocyta populicién PE-anti-egér-IgGl mésodlagos mAt-tel
torténd elShivas utdn heterogén jeldlést mutatott. Granulocytikon alacsonyabb
denzitissal & homogénen expresszilédik a jeloléshez hasmmélt mindkét CD45 specifikus
antitesttel felismert epitop.

Az igy kapott adatokbodl a donor és recipiens sejiek mennyiségébdl mindenkor

kiszAmithaté a chimérizmus foka az aldbbi osszefiiggés szerint.

Donor

Chimérizmus foka (%) = x 100

Donor + Recipiens

Megfigyeléseink szerint a myeloid és lymphoid sejtek kozdtt eltérd lehet a donor-
host sejtariny (fymphoid és myeloid chimérizmus). Ismételt teszteléseink alkalmaval
lehetdségiink nyilt folyamtosan és egyidejlileg nyomon kévetni a lymphoid és myeloid
chimérizmus alakul4sit a transzplanticidt kdvetd 4-5 honapon keresztil.

Eredményeink szerint a csoportok tilnyom6 tobbségében n. hasadt chimérizmus
figyelhetd meg. Erdekes és mmwn_maanﬂm_a adat, hogy az els 5 honapban a myeloid
sejtek kizarélag donor (patkény) eredetliek (tiszta myeloid chimérizmus). Ezzel szemben
a BALB/c recipiensekben egér és patkény lymphocytdk is kimutathatéak voltak, patkiny

dominanciaval, ami kevert lymphoid chimérizmus kialakuldsdra utal.
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REBEV_ENBEW t5bb tanulsigot is hordoznak. Bér az irradi4cié kériilményeit
illetden a csoportok homogénnek tekinthetk, az ismételt donor-recipiens scjtarany
megallapitisa utan kitbnik, hogy a chimérizmus egyedi varianciat mutat. A csoport
tobbségében a kezdeti magas (60-80%) patkény cellularitds dtmenetileg csokkent, majd
ismét emelkedett, megkozelitve a 100%-0s patkdny sejtarinyt (stabil chimérdk).
Valosziniinek tarthatjuk, hogy a kezdeti magas donor sejtszim a transzplantalt, gyorsabb
differencidlodisi potenciallal rendelkezd elkételezett progenitor sejtek kiérésének
kovetkezménye. A késobbi, de tartés donor cellularitis csak azt kdvetden alakul ki,
amikor a transzplantilt hemopoetikus Ossejtek esetén mdr kialakult az egyensily a
nyugvd, dnmegijulisra képes és a differencialédé alakok, ill. a xenogén csontveldi
stroma komponensek kdzdtt. A stabilitis semmiképp sem a patkiny-egér sejtosszetétel
4lland6sagat jelenti, hiszen a donor-host sejtek arinya dinamikusan véltozik, hanem a
donor lymphocytiknak a xenogén mikrokdrnyezethez valé kompatibilitisat jelzi.

Néhiny, ritka esetben a reverzid jelensége figyelhett meg. Feltételczéseink szerint
a korai, viszonylag alacsony (<50%) donor sejtariny nem kedvez a tartds chimérizmus
kialakuldsdnak. Nem egyedi graft rejekciorol van szd, hiszen a transzplanticiét letilis
irradidci6 eldzte meg; sokkal inkdbb a transzplantlt hemopoetikus sejtek szamanak, ill.
funkcidképességének elégtelenségét tartjuk val6szinfinek, Ilyenkor a kielégitden
novekedd, fizikailag egészségesnek mondhatd, normélis leukocyta szammal rendelkezd
egyedben a tesztelések alkalmival a lymphocytik 80-100%-a recipiens (egér) eredeti.

A transzplanticiét kovetd 8-10 hénap elteltével a FL-2BALB/c csoport minden
tagja revertdlédik, periférids vérmintdikban (és nyirokszoveteikben) patkiny
lymphocytakat nem tudtunk kimutatni. Megfigyeléseink szerint a reverzi6 korai jelének

tekinthetd, ha a myeloid chimérizmus kevertté vilik, tehit megjelennek az epér eredetii

granulocyték is.
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Teszteléscink sordn megfigyeltiik, hogy a donor (patkdny) sejtek azonositisira
haszndlt OX-1 egér IgG1 mAt az anti-egér-IgGl méasodlagos antitesstel torténd eldhivs
sordn nem kizirlag a lymphoid-myeloid elemek azonositisira alkalmas, hanem
heterogén jel5l6dése a T-B lymphocytak arinyAval is korrelaltathats.
Osszegezve, az Altalunk hasznalt két lépésben kivitelezhetd, két komponensii
jeloléskombinicié lehetdvé teszi a patkany-Pegér ehimérik donor és recipiens eredetii

sejtjeinek teljes mértékil fenotipizalssat.

3.5.2. Patkany lymphocytdk funkciondlis vizsgilata FL PBALB/c chimérdkban

Teljesen xenogén immunizélisi protokoll esetén, amikor patkinyt ismételten
oltunk egér tymphocytikkal, a szérumban keringd antigén specifikus antitestek titere igen
magas. FACS tesztelés alkalméval tobb szézszoros szérum higités esetén is legaldbb 2
nagysigrendnyi kiilinbség észlelhetd az immunizalds eldtti 4llapothoz képest. Az

FL-»BALB/c chimérakban indukalhaté, a recipiens egér antigénekkel szemben kialakulé

allogén specificitasi patkény eredetfi antitestvilasz (sajat terminolégifnk szerint: xeno-

allo-reakei6) kimutathaté ugyan, mértéke azonban messze elmarad a teljesen xenogén
koriilmények kdzitt tapasztaltakkal,

A graft versus host reakcié (GVHR) és a graft rejekcié-mentes tartds, kevert
chimérizmus jelenléte feltételezi a xenogén tolerancia kialakul4sit mind a donor, mind a
recipiens érett lymphocytik részérl. Eredményeink viszont azt mutatjak, hogy a
chimérdkban differenciflédo patkémy lymphocytik nem csak a recipiens antigénjeivel
szemben tolerdnsak, hanem nem képesek kielégitd vilaszt produkalni a recipienshez
képest alloantigénekkel sem tehdt a xenogén tolerancia valészinlleg nem, vagy esak

kismértékben (MHC vagy egyéb) allogén-specifikus.
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3.5.3. FL<PSCID chimérdk analizise

Eredményeink szerint a FL-»SCID egyedekben életreszold, tiszta chimérizmus
alakult ki. A recipiens scid defektusab6l adédéan — a vdrakozdsnak megfcleléen — a
lymphocytik kiz4rélag donor (patkiny) eredetlek voltak. A granulocytékat illetden
adataink eltéréek. A kiilonbdzd csoportokban a més idGpontokban eldallitott FL->SCID
egyedek esetén a myeloid sejtck donor-recipiens ardnya eltéré volt. Ismert, hogy a scid
muticié csak az antigén-receptomral rendelkezd sejteket (T- és B-lymphocytikat) érinti,
tehat a granulocyték (a kirosodott periférids nyirokszdveti stréma fiiggvényében) t5bbé-
kevésbé normalisan jelen vannak. Ezek ismeretében konnyen interpretilhaté az az adat,
amely szerint az FL-»SCID chimérdk myeloid sejtjei domor és recipiens eredetiek
egyarint (kevert myeloid cellularitds), tebat a chimérizmus ebben a csoportban is
hasadinak mondhat6. Emellet azopban sikeriilt olyan FL-»SCID csoportot is
létrehoznunk, ahol tiszta lymphoid és myeloid chimérizmust figyeltink meg, minden

tekintetben donor eredeti sejtekkel.

5.5.4. Patkdny lymphocytdk funkciondlis vizsgélata FL =»SCID chimérikban

A SCID egerekben differenciilodd patkdny eredetll T- és B-sejtekben a periférisn
keringd érett lymphocytik hidnyiban nem alakulhat ki tolerancia az egér lymphocyta
antigénekkel szemben. Viszont tolerdnsak lesznek minden olyan egér antigénnel
szemben, amelyet nem-lymphoid sejtek expresszilnak (MHC II. osztilyd antigének,
CD45 a myeloid sejteken, Thy-1 antigén a nephronok glomeruldris sejtjein, MHC I
osztdlyd antigének minden magvas sejten, stb.). A fenti szemitolerins Allatmodell
lehetdségét feltételezve a FL-»SCID chimérik esetében alkalmazott immunizilisi
protokoll, mely szerint BALB/c lépsejteket haszniltunk immunizilé igensként, arra

irAnyult, hogy olyan egér lymphocyta antigéneket ismerjiink meg, amelyek teljesen
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xenogén immunizilds esetén nem kerilnek elStérbe, hiszen olyanker az immunvélasz
tilnyomérészt a magas denzitish antigének ellen irdnyul. Eredményeink azt mutatjik,
hogy a FL-»SCID egyedekben igen csekély mértékii patkiny immunvilasz volt
indukalhatd, az egyelére nchezen is definidlhaté antigénekkel szemben. Ennek okét
keresve felvetddik, hogy a vélaszképtelenség a transzplanticiét kdvetd szekunder
immundeficiencia eredménye vagy a patkény lymphocytk részérél nagyfoki tolerancia

kialakulisa, (esetleg mindkett5).

3.5.5. BM=»SCID chimérdk
Adataink a patkény teljes csontveldsejtekkel repopuldltatott SCID egerekrdl
egyelére hidnyosak, a beldlilk levont kivetkeztetések jorésat feltételezéseken alapulnak.
A csoport minden tagja é&letreszd1o, tiszta chimérinak bizonyult, tehit mind a
lymphocytik, mind a granulocytsk domor (patkiny) eredetiiek voltak, hasonléan az

FL-»SCID csoporthoz. Ugyanakkor senyvesztd betegségre talé klinikai timeteket (nagyfoki

sulyvesziés, szbrhullds, anémia, borvérzések) mutattak, amelyek 5-6 hénap alatt az Allatok -

elhullisit erdményezték. Feltételeztilk a teljes csontveldvel transzplantalt érett lymphocytik
altal kivaltott graft versus host reakci6t, amelyet a le5lt moribund 4llatok szévettani vizsgalata

és a fogyéssal egyidejiileg észlelt épmegnagyobbodis alitimasztani Jtszott.

Csoport Donor Recipiens Chimérizmus Reverzié
lymphoid myeloid
1. FL BALB/c kevert tiszta van
2. FL SCID tiszta tiszta (kevert) | nincs
3. BM SCID tiszta tiszta nincs

1. tdblézat. A transzplantilt egerekben megfigyelhet® donor-recipiens sejtdsszetétel.
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A kilonbizé donor-recipiens kombindcidban a chimérizmus tckintetében
megfigyelt adatainkat az 1. tiblizat foglalja dssze. Eredménycink azt mutatjak, hogy
BALB/c recipiensek esetén tartos, kevert atmeneti chimérizmus alakul ki. SCID
recipiensekben a tiszta chimérizmus életreszol6, viszont a 2. csoportban eldfordulhat
kevert myeloid cellularitds. Az életresz6l6, tiszta chimérizmus mellett a 3. csoport tagjai

krénikus GVHR jeleit hordozzik.

3.5.6. A lépstruktira vizsgdlata a transzplantdlt egerekben. Tartos sszeférhetdség a lép
stromakomponensei és a xenogén eredeti lymphocytak kizott

A patkany lymphocytdk egér nyirokszdvetekbe torténé migricidjanak, ill. szoveti
kompartmentalizicidjinak  tanulmanyozisira  immunhisztokémiai  vizsgélatokat
végeztiink. Ezek sordn a patkany lymphocytik egér stréma komponensekhez viszonyitott
ko-lokalizacidjat elemeztiik az IBL-7/1 és IBL-7/22 mAt-ek segitségével. E szelektiv
vascularis vizsgilat lehetdvé teszi a T/B sejt-asszociélt terilletek (PALS, follikulusok)
lithatév4 tételét a lympocytdk jeldlése nélkill. Mind az FL-»BALB/c & az FL>SCID
chimérdkban a patkiny (anti-x) és egér B-sejteket (anti-IgM) egyidejlileg az IBL-7/1,
vagy az IBL-7/22 antitesttel jelolve azt a figyelemreméltd adatot észleltiik, hogy a donor
eredetii patkiny lymphocytdk recirkuldlnak az egér mikrokdmyezetben és részt vesznek a
fehér pulpa T-B sejtes kompartmentaliziciéjdban. E megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy a homing, a recirkulécié és a lymphocyta-endothel (ill. egyéb stréma
eredetll) interakciékban kulcsszerepet jatszé molekulapdrok (integrinek, egyéb adhézids

molekulék, chemokinek stb.) nem, vagy legalibbis nem kizéré6lag species specifikusak.




6. Megbeszélés

A lép egyediildllé immunoldgiai fontossdggal rendelkezé szerv, amelyben a
lymphoid és egyéb hemopoetikus elemek a vasculatira kiré rendezédnek. Ellentétben a
rendelkezésre allo, myeloid és _varoE alcsoportokat lefré kimeritd clemzésekkel, a
komplex vascularis szervez8dés alapelemei csak részben ismertek, killonds tekintettel az
endothel és _.mBomo@mr:m eredetii sejtek molekuléris &s cellularis interakcidira.

Jelen tanulmény értékes adatokkal jarul hozzd a lép biologiai funkciéjanak
pontosabb részleteihez, feltérva az endothel fentotipusos és fejlddéstani sokoldalisagat,
feltételezve a vasculahira regiondlis funkcionilis specializlodisét.

Szomatikus sejtfizidval tobb, a Iép érelemeit felismerd monoklonilis antitestet
illitottunk el5. Ezek kozil a legnagyobb szelektivitist mutaté harom klént izolaltuk és
segitségiikkel lefrtuk a lép anatdmiai kompartmentjeinek addig még ismeretlen vascularis
sokféleségét, részletezve mind a vords pulpa erezettségét, mind pedig a fehér pulpa

lymphoid 4lloményinak specializlt mintzatit. Az IBL-9/2 antitest szelektiven jelsli a

virbs pulpa endotheljét, a 1€p tibbi részén és egyéb szervekben nem mutat reaktivitast. .

Az IBL-7/1 mAt erGs reaktivitissal jeleniti meg a margindlis sinus endothelt, kisebb
konfluens sinusoidalis jeltlddéssel a fehér pulpan belill; a vords pulpdban kiilonféle
intenzitdst ercket talalhatunk. Az IBL-7/22 a centrdlis arteriola, a margindlis sinus és a
voros pulpa endothe! reaktivitds mellett szelektiven jeloli a T-sejt zdna (PALS)
retikuléris hdlozatat, follikularis reaktivitisa elenyészd. Kilonféle endothel specifikus
antitestjeinket hasznilva azt talaltuk, hogy a felnSttben megfigyelhetd erds marginalis
sinus reaktivitis mellett az IBL-7/1 tovibbi szelektivitist mutat a vérds pulpan beliil.
Néhany vords pulpa sinusoid hasonld intenzitissal jellddott, mint a margindlis sinus
(IBL-7/1™), mig mésok sokkal gyengébben (IBL-7/1*). Az utébbi alcsoport IBL-9/2

mAt-tel torténé szelektiv, intenziv jelolddése megerdsitette a fenotipusos killdnbséget az
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endothelidlis alcsoportok kozott. Ezen tilmenben adoptiv sejttranszfer kisérlctekkel
funkciondlisan aldtimasztottuk az eleinte kizérolag fenotipusosnak tind kiilonbséget,
leirva, hogy a jeldlt lymphocytik sokkal inkibb az IBL-7/1, mint az IBL-9/2 antigént
expressziléd endothelhez asszociilédnak, fliggetleniil a sejtek aktudlis lokalizaciojatol
(vords pulpa v. marginélis z6na). Ez a komplex fenotipus pirhuzamba hozhatd a vords
pulpa sinusoidok chemokin (CXCLI16 ill. SDF-1) termelS funkcionalis sajtsagdval,
amely valdszinfileg a CD8 pozitiv T sejtek és lehetséges mddon a fehér pulpét elhagyd
plazmasejtek voros pulpa irinyt migraciojat szablyozza,

Erdekes adatnak tekintjilk, hogy ezen lép endothel kompartmentek a sziiletéskor
mér kezdetleges formiban jelen vannak E megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a
lép endothel érése és fenotipusos diverzifikicidja az intranterin angiogenezis sorin
jelentds mértékben kialakul. A vords pulpa felnSttkori mintizata valamivel koribban
kialakul (a sziiletést kivetd elsd hét), mint a marginalis sinus rajzolat, amely teljes érése
a negyedik hétre tehetd. Azt feltételezzilk, hogy a marginilis sinus teljes kialakulasa
valamilyen fokig a lymphoid kolonizicié és a fehér pulpa kompartmentalizalodisanak
fiiggvénye, amelyet alatimaszt a MadCAM-1 pozitiv marginilis sinus hidnya aly és Rag-
I mutins egerekben. Sajit el3zetes megfigyeléseink nem mutattak eltérést SCID egerek
vasculatirgjanak kialakuldsiban, amely alapjan illithatjuk, hogy ezen struktirék az érett
T- és B-sejtektdl figgetleniil képzddnek.

Kisérleteinkbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a folyamatos (centrdlis arteriola
tipusit) és a nem folyamatos (sinusoid tipusi) endothelidlis struktirékon kivil a fenotipus
és a lokaliz4cio alapjan legalabb héromféle endothel alosoport kilonithets el a voros
pulpa és a marginalis zona tdjékarol.

Megfigyelések az anti-humsdn sinus endothelialis (MS-1) mAt-tel az IBL-9/2-hdz

hasonld jeldl8désmintat irtak le, azzal a kiilonbséggel, hogy az MS-1 antitest més
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szervekben is mutat endothelidlis és dendritikus sejtekre kiterjeds reaktivitdst, az IBL-9/2
sokkal szelektivebb mintizatdval szemben. Az endothel alcsoportok létét az is
valoszinlivé teszi, hogy 1ép eredetfi vascularis tumorck fenotipusos elemzése sorin
bebizonyosodott a 'sinus' eredet (CD31+, CD34-, CD68+ és CD21+). Néhiny ezen
sejtfelszini antigének kozil a mononucleris phagocyta és dendritikus sejtcsoportokon is
expresszalodik, felvetve ezen sejtvonalak kozotti fejlddéstani kapcsolatot. Az IBL-7/1
antigén expressziéja neopatilis B sejteken, erythroid prekurzorokon és a fejléda
marginilis sinus endothel sejtcken szintén megerdsiti a fejlddéstani rokonség
val6szinliségét az endotheium €s a  hemopoetikus sejtvonalak kézdtt. E fejlddéstani
kapcsolat részletei az elmiit években keriiltek napviligra Shin-Ichi Nishikawa és misai
dltal; eleinte kiilonb6z6 kor embryonilis szivetekbdl sikeresen eldallitott &s fenotipizélt
endothel és hemopoetikus sejtekkel. Definiiltak egy Gn. kézds, még el nem kételezett
HEC (hemogenic endothelial cell) sejttipust, amely hemangioblastokbél differencialédik

és beldle mind 4tmeneti definitiv hemopoetikus sejtek, mind LTRSC (long term

recirculating stem cells), mind pedig elkdtelezett endothelislis sejtek kialakulhatnak. '

Majd ezen folyamatok in vifre molekuldris szimuldcidjival leirtak, hogy IV. tipusi
coliagénnel fedett Petri csészében az embryondlis szévetek indukal6 hatisinak hidnyaban
is elétérbe keril a VEGFR2 (vascular endothelial growth factor type 2) pozitiv
endothelidlis progenitor sejtek differenciiloédésa. A beldlikk fejléds endothel sejieket a
CD31, CD34, VE-cadherin markerek és acetyllt LDL felvétele alapjan azonositottak.

Az IBL-7/1 antigen expresszi6ja a 1ép B-sejteken atmenetinek bizonyult és felnSttkorra
(negyedik postnatilis hét) az érett B-sejteknek csak egy kisebb funkcionalisan kiilonalls
alcsoportjira  korlatozédott (B220°, IgM‘'/IgD*", CD21"/CD23*", nagymeéretd,
marginélis z6na B-sejtek. Szemben a 1ép dtmeneti IBL-7/1 expresszidjaval, a csontveldi

erythroid prekurzorok reaktivitisa felnttkorra is megmaradt.
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Tovébbi, a hemopoectikus és az endothelidlis scjtvonalak diffcrencidlodasit
vizsgilo tanulminyok szintén sokat sejtetdnek igérkeznek az endotheidlis heterogenitds
fejlddéstani aspektusainak feltirdsiban, Lkiilonds tekintettel a csontvcldi ercdetd,
recirkulil6 endothelilis sejtek leirasa.

A lép és egyéb nyirokszovetek lymphoid kompartmentalizicidja jorészt teljes
részletekig ismert. A xenogén chimériinkban l4thaté teljes mértékii kompatibilitds a
donor eredet (patkiny) T- és B-lymphocytik és a recipiens (egér) lép stréma kozott
érdekes adatnak tekinthetd. E kompatibilitds feltételei kozott meg kell jegyezniink, hogy
minden val6szinliség szerint a patkdny B-sejtek effektiven migrilnak az egér BLC (B-
lymphocyte chemoattractant) irdpyédba, valamint az egér thymus stréma -ga
transzplanticiot kivetden bevindorl6é patkiny antigén prezentild sejtekkel- optimalis
feltételeket biztosit a patkany T-lymphocytik differenciilédisthoz,

Jelen tanulminyban osszefoglaltuk az Altalunk készitett antitestekkel a lép
biologidjardl nyert adatainkat és kovetkezietéscinket, amelyek figyelemreméitd
kiegészitésként hozzéjarulnak nemcsak a lymphocyta recirkulicié és lymphoid
kolonizici6 fiziolégis folyamatainak pontosabb megértéséhez, de a jovében a lp
funkcijabdl  adédéan a  vérframmal  érkez0  bakteridlis  pathogének

hatismechanizmusénak tanulményoziséban is hasznos segitséget nyGjthatnak.
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7. Az \ij eredmények dsszefoglaldsa

7.1. Egyedi specificitisa, az egér ép sinusoidokat regionélis szelektivitassal
Jel6l6 monoclonalis antitestek el84llitisa (TBL-7/1, IBL-7/22 és IBL-9/2). Ezek
segitségével harom, funkcionalisan eltérd sinusoid kompartment elkiilonitése. Az IBL-

7/1+ sinusoidok és lymphacytik asszocidjéjanak in vive bemutatisa,

7.2. A 1ép fejlédéstani kompartmentalizéciéjanak leirdsa az IBL-7/1, IBL-7/22 és

IBL-9/2 menoclonilis antitestek segitségével.

7.3. A hemopoetikus és endothel sejtvonalak fejlédéstani rokonsig elméletének
timogatésa: az [BL-7/1 antigén expresszi6jinak kimutatasa neonatalis B-sejteken,

erythroid precurzorokon és marginlis sinus endothel sejtjein.
7.4. Stabil kevert (FL-» BALB/c), ill. tiszta (FL-»SCID) patkiny-egér xenogén

chimérdk eléallitdsa. E modellek segitségével ragesalé fajok kozotti lymphocyta-endothel

kompatibilitis igazolsa, valamint a donor &s recipiens tolerancijinak Jjellemzése.
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