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1. Bevezetés

1.1 A lép stomalis szerekezete és szerepe az extramedullaris vérképzésben

A 1ép alapszerkezete a kiilonb6z0 gerinces osztalyok kozott €és az emlésokon beliil az
egérben és human fajban nagyfoktl hasonldsdgot mutat, ugyanakkor akar ezen két faj 1¢ép-
szerkezete k6zott is szamos eltérés all fenn (Balogh and Labadi 2010). A 1ép fibrozus tokkal
kortilvett nyirokszerviink, melyet szerkezetileg két nagy részre, fehér pulpara (WP) és a voros
pulpara (RP) osztunk (Steiniger 2015). Egérben a két teriiletet a fehér pulpa részét képzd
marginalis zona (MZ) hatédrolja el egymastol, emberben ezt a teriiletet perifollikuldri zonanak
nevezziikk. A periférias nyirokszovetek stromalis €s parenchymalis sejtekbdl épiilnek fel. A
nyirokszdveti stroma sejteket Osszefoglaldoan retikularis fibroblasztoknak (FRC) nevezziik,
melyeknek elhelyezkedésiik €s funkciojuk alapjan az alabbi négy {6 csoportjat kiilonitjiik el:
marginalis zona retikuldris sejtek (MRC), B-sejt zona fibroblasztok (BRC), T-sejt zona
fibroblasztok (TRC) és perivaszkularis retikularis sejtek (PRC) (Onder, Cheng and Ludewig
2022).

Az immunvalasz kialakitasaban a T-, és B-sejteknek helyt ado WP jatszik jelentds szerepet,
a RP részt vesz a korokozok és az eloregedett vordsvérsejtek kisziirésében, és az
extramedullaris vérképzésben (EMH). A hemopoetikus dssejtek (HSC) jelenléte nyugalmi
allapotd human 1épben a voros pulpaban a szinuszoidok kozvetlen kdzelében mutathato ki (Dor
etal. 2006, Inra et al. 2015). A HSC-k fenntartasahoz sziikséges mikrokornyezet szempontjabol
meghatarozo6 jelentdségiick a RP stroma sejtek (Oda et al. 2018).

1.2 A bél és a colorectalis carcinoma stromalis szerkezete és az intesztinalis 6ssejtek

Az emlds gasztrointesztinalis rendszer €lettani szempontbdl kitiintetett jelentéségii. A bélfal
luminalis oldala feldl helyezkednek el az integritas fenntartasaért felelds epitél sejtek, melyek
a multipotens intesztinalis dssejtek (ISC) osztodasa és differencialddasa révén 3-5 nap alatt
megujulnak. Az epitél sejtek alatt, a szamos sejttipusnak helyt ado lamina propria (LP) rétege
talalhato. Ebben a lazarostos kotdszovetben kiilonbozd tipusu fibroblasztok, pericitak, vér és
nyirok endotél sejtek, neuronalis sejtek és immunsejtek vannak jelen. A lamina propriat a
korkords €s hosszanti simaizom réteg valasztja el a bélfal legkiilsd rétegétdl, a szerozatol.

A vékonybél kriptainak aljan a Paneth sejtek kozé ékelve kb. 12-16 ISC foglal helyet, melyek
osztodasukat kovetden hozzak 1étre az atmeneti osztodasi zonat. Az itt taldlhato sejteket nagy
osztddasi kapacitas, de rovid életidd jellemzi. Beldliik szarmaznak a differencidlddott
enterocitak, kehelysejtek, kefesejtek, Paneth sejtek, és enteroendokrin sejtek (van der Flier and
Clevers 2009). A konvencionalis ISC-en kivill a kriptak aljatol szamitott +4-es pozicioban
talalhatok a tartalék 1ISC-k, melyek normal allapotban nem viselkednek 6ssejtekként, viszont
stlyos karosodasok, mint példaul irradiaciot kovetden leucinban gazdag ismétlddést tartalmazo
G-fehérje kapcsolt receptor 5 (Lgr5)™ ISC-ké képesek alakulni (Metcalfe et al. 2014). A humén
vastagbéllel ellentétben az egér colonban Paneth sejtek nincsenek jelen (Sasaki et al. 2016,
Wang et al. 2020).

Az ISC-k oOnmegujulasahoz ¢és differencialodasahoz szamos mikrokornyezeti jel,
transzkripcios faktor és metabolikus Gtvonal egyiittmiitkdésére van sziikség (Zhu, Hu and Xi
2021). Ezek koziil a legtdbbet tanulmanyozott a Wnt/B-katenin, R-spondin, Notch, epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) és csont morfogenetikus fehérje (BMP) szerepe. Mig a Wnt
jelatviteli utvonal {6 feladata az ISC osztoddsanak fenntartdsa, a BMP az 0Jssejtek
differencialodéasat segiti eld. A kriptdk tengelye mentén megfigyelhetok a Wnt és BMP
expresszio ellentétes iranya gradiense (Qi et al. 2017).

A bél lamina propriaban elhelyezkedé mezenchimalis eredetii stroma sejtek karakterizalasa
a mai napig szamos kutatds targyat képezi. Az eddig leirt gének és fehérjék tobbsége nem



specifikus egyetlen stroma sejtcsoportra sem, ezért gyakran atfedés talalhato a fenotipusos
jellemzések soran. Az egér vékonybél stroma sejteken végzett sSCRNA szekvenalasi adatok
alapjan az mezenchimalis stroma sejtekre jellemzd a vérlemezke eredetli novekedési faktor
receptor (PDGFR)a expresszio, mely megkiilonbozteti Oket az aSAM (masnéven
Acta2)*/miozin nehéz lanc 11 (Myh11)* miofibroblasztoktdl (McCarthy et al. 2020, Hsia et al.
2016). A stroma sejtek PDGFRa expresszidjanak vizsgalatakor a villusoktol a kriptak iranyaba
csokkend gradiensét irtdk le. Ez alapjan megkiilonboztetink PDGFRa"" és PDGFRa/oY
csoportokat.

A gasztrointesztindlis rendszer leggyakrabban diagnosztizalt malignus elvaltozésa a
colorectalis carcinoma (CRC), mely egyben a harmadik leggyakoribb tumoros halalozasi ok
(Arnold et al. 2017). A tumor mikrokornyezetének részét képezik tobbek kozott az
extracellularis matrix komponensek, az immunsejtek és endotelialis sejtek; ugyanakkor jelent6s
hanyadat a tumor asszocialt fibroblasztok (CAF) teszik ki. A CAF egy gytjtéfogalom, mely -
fliggetleniil a sejtek eredetétél - az invaziv tumor ¢és metasztazis koril elhelyezkedd
fibroblasztokat jeloli (Sahai et al. 2020). Szoveti azonositasuk nehézkes, mivel nem ismert
egyetlen univerzalis marker, mely az 0sszes CAF sejtet jelolné, a leggyakrabban hasznalt
markerek a fibroblaszt aktivacios fehérje (FAP), PDGFR-a, PDGFR-B és a Thy-1/CD90.
Eredetiiket tekintve kialakulhatnak helyi fibroblasztokbol, csontveld eredetii mezenchimalis
sejtekbol és egyéb, nem stréma eredetli sejtekbdl is (igy epitél, endotél, pericita, zsirsejt,
simaizomsejt (Sahai et al. 2020, Kalluri 2016)). A CAF sejtek kiilonb6zé6 moddokon
befolyasoljak a tumor progresszidjat és regressziojat. Pozitiv Osszefliggés mutatkozik az
invaziv CRC-t koriilvevd stroma sejtek mennyisége és az elvaltozas okozta haldlozasi rata
kozott (Huijbers et al. 2013).

1.3 Az NK2 transzKkripcios osztaly

A tobbsejtli komplex szervezetek kialakuldsdhoz nélkiilozhetetlen a génexpresszid nagyfoku
szabalyozasa és megfelel6 mikodése, melyben jelentds szerepet toltenek be a homeobox (Hox)
géncsalad tagjai. A homeobox gének két legnagyobb csoportjat a HOX és az NK osztalyba
tartoz6 gének teszik ki (Vojkovics et al. 2018). Az NK gének a HOX génekkel ellentétben nem
klaszterekbe rendezddve, hanem szétszortan vannak jelen a genomban (Pabst et al. 1997).
Drosophilaban az NK géneknek 2 osztalyat kiilonitjiik el. Az NK-1 osztaly tartalmazza az NK-
1 csaladot, az NK-2 osztaly pedig az NK-2, NK-3 és NK-4 csaladokat (\Vojkovics et al. 2018).
Az NK-2 csalad tagjai szdmos szerv és szovet fejlddésében részt vesznek. A jelatviteli
érésére, befolyasolva a szervek normalis strukturajanak kialakitasat és funkcidjuk fenntartasat
(Hombria and Lovegrove 2003). Osszességiikben az emlds Nkx (emberben NKX) gének
kiterjedt halozatot alkotnak, szovetspecifikus mintdzattal. Karosodott miikdodésiik szamos szerv
és szervrendszer miikddési zavardhoz vezetnek.

1.4 A Nkx2-3 transzkripcios faktor szerepe a lép fejlodésében

A 1ép kialakulasat egérben a splanchnicus mezenchimalis el6telep 1étrejotte inditja el az
embrionalis 10-10,5 napon (Hecksher-Sgrensen et al. 2004). A folyamat szabalyozasaban
szamos transzkripcios faktor részt vesz, gy, mint a pre-B sejt leukémia transzkripcios faktor 1
(Pbx1), TIx1 (korabbi nevén HOX11), Nkx2-5 és Nkx3-2 (korabbi nevén Bapx1 (Brendolan et
al. 2007, Brendolan et al. 2005)); ezek hianyaban asplenia alakul ki.

Oliver Pabst és munkatarainak nevéhez fiiz6dik a megfigyelés, miszerint Nkx2-3 KO egerek
Iépének mérete elmarad a vad tipusu egerekéhez képest, egy résziikre (kb. 20%) asplenia
jellemz6. Feln6tt mutans egerekben a fehér pulpa csokkent méretli, egyértelmii follikularis
szerkezet nem azonosithatd. A mutacio kovetkeztében mind a vords pulpa, mind a marginalis



zo6na szinusz endotél sejtjeinek képzodési zavara megfigyelheté (Balogh et al. 2007), a MZ
szinusz endotél sejtekben az Nkx2-3 célgénje altal képzett MAACAM-1 expresszio elmarad
(Wang et al. 2000, Pabst et al. 2000). A limfotoxin-B-receptor (LTPR)/nuklearis faktor-x B
(NF-xB) jelatviteli utvonal, illetve utobbi elemeinek (RelB, p52) hidnyaban a marginalis zona
szinusz endotél sejtjeinek kialakuldsa gatolt, viszont a vords pulpa szinusz endotél sejtjeinek
fejlédése zavartalan (Balogh et al. 2007).

Nkx2-37 egerek lépében a nyirokcsomd magasendoteléi venuldira (HEV) jellemzd
érstrukturak jelennek meg, melyek kialakulasa LTBR-fliggé folyamat (Czompdly et al. 2011).
Ezen érstruktirak posztnatalis érésen mennek keresztiil, melynek sordn a MAJCAM-1
addresszint fokozatosan felvaltja a periférias nyirokcsomo addresszin (PNAd) megjelenése. A
PNAd" endotél sejtek CCL21 kemokint termelnek és biztositjak a homing folyamatot az L-
szelektin liganddal rendelkezé limfocitak szamara. A mutans Iépben megfigyelhet6 a T/B sejtek
aranyanak nyirokcsomoszeri eltolodasa is (Czompoly et al. 2011).

Nkx2-3 hianyaban a 1ép limfocitakkal kitoltott, nyirokér endotél hialuronan receptor 1
(LYVE-1) pozitiv érképzédményeket tartalmaz (Kellermayer et al. 2011). Ezen Iépek gPCR
elemzése a LYVE-1 és a podoplanin/gp38 mRNS szintjének jelentés ndovekedését mutatta a
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor receptor 3-as tipus (VEGFR-3) és a prospero
homeobox fehérje 1 (Prox-1) mRNS szintjének novekedése nélkiil, mely utobbi kettd
specifikusak a nyirokendotél sejtekre (LEC).

Nkx2-3 hianyaban a Iépben megfigyelhetd szerkezeti eltérések a 1ép immunologiai
funkcioinak csokkenésével jarnak egylitt. A marginalis Szinusz endotél sejtekbél hianyzo
MAdCAM-1 addresszin kisebb mértékii limfocita recirkulaciot, és a makrofagok csokkent
mértékii jelenléte a korokozok kisziirésének karosodasat eredményezi (Balogh et al. 2007,
Czompoly et al. 2011). Tovabba, Nkx2-3 hianyaban megfigyelhet6 a B-sejtek érési defektusa,
melynek kovetkeztében karosodott a T-dependens antitest-valasz és az affinitas érés (Tarlinton
et al. 2003).

1.5 Az Nkx2-3 szerepe a bél fejlodésében

Oliver Pabst és kutatocsoportja 1997-ben szamolt be arrdl, hogy egér embrioban az Nkx2-3
MRNS jelen van a kozépbél és a vastagbél mezodermaban, expresszioja posztnatalis korban is
kimutathat6 (Pabst et al. 1997). Megfigyelték, hogy az Nkx2-3 homozigdta mutans egerek tobb,
mint fele elpusztul a levalasztasi id6szakban, melynek hatterében a vékonybél fejlédésének
zavarat feltételezték (Pabst et al. 1999). Embrionalis szovettani metszeteken a jejunum és az
ileum teriiletén a villusok szama csokkent, melyhez elvékonyodott mezenchima réteg tarsul.
Ezek a karosodasok a korai posztnatalis id6szakban is fennallnak, de nem figyelhet6k meg a
duodénumban és a colonban.

Feln6tt Nkx2-3 mutans egerek vékonybelének és vastagbelének hossza megtartott, viszont a
bélszakaszok atmérdje megnodvekedett, vaszkularizaltsaga pedig fokozddott a kiiitdtt gén
hianyaban. A vékonybelében megnytlt, vékony villusok és kiterjedt kriptdk vannak jelen,
melyekben megnovekedett sejtosztodas, és a kontrollhoz viszonyitott normalis mértékii
apoptozis figyelhetd meg. Ezen eredmények alapjan meriilt fel annak a lehetdsége, hogy a
mezenchimalis Nkx2-3 expresszio hatassal van az epitél sejtek osztodasara (Pabst et al. 1999).

Nkx2-3 hianyaban a vékonybélben kevesebb ¢és kisebb méretii Peyer-plakkok vannak jelen.
Posztnatalisan a Peyer-plakkok HEV felszinén MAdCAM-1 expresszalodik, mely részt vesz a
limfocitak nyalkahartya homing folyamataban az a4f7 integrinen keresztiil. Nkx2-3 hianyaban
az endotél sejtek felszinér6l a MAJCAM-1 fokozatosan eltlinik, helyette PNAd jelenik meg,
mely magyarazatul szolgalhat az Nkx2-3 hianyaban tapasztalt csokkent Peyer-plakk méretre
(Wang et al. 2000, Kellermayer et al. 2014). Az Nkx2-3 delécidja hatassal van az ILC-k 3-as
(ILC3) tipusaba tartozoé sejtjeinek intesztinalis megoszlasara is.



2. Célkitiizés

Kutatomunkam soran célom volt az Nkx2-3 fehérje 1ép vords pulpa organizaciojaban és
ezaltal az extramedullaris vérképzésben betoltott szerepének részletesebb vizsgalata, valamint
a hianyadban megjelend LYVE-1 pozitiv ér képzddmények eredetének feltarasa. Tovabba
vizsgaltam az NKX2-3 fehérje kiilonb6z6 koru intakt, pre-malignus és malignus elvaltozasokat
tartalmazd human vastagbélben valo kifejezddését szovettani mintakon. Kisérleteket végeztiink
az NKX2-3* stréma sejtek fenotipusos meghatarozasara.

Az alabbi kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

A) Nkx2-3 hianyanak hatasa a 1ép endotél sejtjeire és voros pulpara:
Al, Milyen eredetiiek a lépben NKkx2-3 hidnyaban megjelené LYVE-1 pozitiv
zsakszeru képzodmények?

A2, Az ismert szerkezeti eltéréseken kiviil, milyen hatassal van az Nkx2-3 hianya
a lép voros pulpa szinusz endotél sejtjeire?

A3, Milyen hatassal van az extramedullaris vorosvértest-képzésre az Nkx2-3
hianya?

A4, Az Nkx2-3 hianyaban fennallé karosodott extramedullaris vérképzés
befolyasolja-e a 1épben a megakariocitak el6fordulasat és azok expanziojat?

B) NKX2-3 szerepe a vastagbél stromalis elemeinek szervezédésében:
B1, Van-e kiilonbség az NKX2-3 transzkripcios faktor expressziéjaban kiilonboz6
korcsoportu intakt human colon szévettani mintakban?

B2, Mely stromalis elemhez/elemekhez kotheté az NKX2-3 fehérje expresszio
human vastagbélben?

B3, Valtozik-e az NKX2-3 expresszié pre-malignus és malignus human vastaghbél
folyamatokban?



3. Anyag és modszer

3.1 Kisérleti allatok

A stressz vérképzés vizsgalatahoz fiatal feln6tt (8-10 hetes) Nkx2-37 és vad tipust BALB/c
ndstény egereket hasznéltunk. A stressz vérképzés eldidézéséhez az oldalsé farokvéna
punkcidjaval harom alkalommal, 2 napos regeneracios idék kozbeiktatasaval, vért vettiink. A
hetedik napon az egereket terminaltuk, vériiket sejtes és szerologiai vizsgalatok céljabol
gylijtottilk, mig a csontvel6t és a Iépet aramlasi citometrias és immunhisztoldgiai analizisnek
megfeleléen dolgoztuk fel. A megakariocitak stimulalasat Romiplostimmal idéztiik el6,
(Sparger et al. 2018, Slayton et al. 2002). A 1épeket a kezelést kovetd hetedik napon dolgoztuk
fel. A LEC-ek azonositasahoz Prox1°F"-Nkx2-37" allatokat hasznaltunk (Choi et al. 2011).

A kisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérletek Etikai Bizottsdga altal
meghatarozott iranyelveknek megfeleléen, a BA02/2000-16/2015 és BA02/2000-43/2021
engedélyszdmon végeztilk, a géntechnologiaval modositott szervezetek felhasznalasa a
Vidékfejlesztési Minisztérium altal kiadott SF/27-1/2014 szamu engedélye alapjan tortént.

3.2 Aramlasi citometria

A csontveld és a 1ép sejtes 0sszetételét aramlasi citometriaval hataroztuk meg. A csontvel6t
a combcsontokbol nyertiik ki. A 1€p sejtjeit 2 targylemez segitségével extrahaltuk, majd vattan
szurtilk. LUNA-II tipusi automata segitségével sejtszamolast végeztiink. A sejtszuszpenziot
kiilonb6z6 jelolt és jeloletlen antitestekkel inkubaltuk jégen 20 percig. A jeldletlen antitesteket
jelolt masodlagos antitestekkel detektaltuk. Mintainkat 1% formaldehid tartalmta PBS oldattal
fixaltuk.

A LEC-ek vizsgalatahoz a Prox1®™-Nkx2-37 egerekbdl szarmazé nyirokcsomod és 1ép
mintdkat DNAse I/Liberase (Roche) koktéllal emésztettiik, a kiilonboz6 monoklonalis
antitestekkel torténd jelolést kovetden, az elhalt sejtek kizarasa 7-aminoaktinomicin D (7AAD)
hasznalataval tortént.

A mintak mérése BD FACSCalibur tipust aramlasi citométerrel tortént, elemzésiiket FCS
Express v.6 és FlowJo w10. programokkal végeztiik.

3.3 Immunfluoreszcencia és immunhisztokémia az allatkisérletek soran

Az egerek 1épébdl 8 um vastagsagi metszeteket készitettiink, melyeket szaritas utan hideg
acetonnal fixaltunk. Az immunfluoreszcens jeldléshez mintainkat kiilonboz6 jelolt és jelletlen
antitestekkel szobahon 45 percig inkubaltuk. Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 0,1%
fenil-hidrazin oldattal endogén peroxidaz gatlat végeztiink. Metszeteinket kiilonbozo
antitestekkel jeloltiik. Mintainkat ImmPRESS kecske anti-patkany IgG peroxidaz
konjugatummal inkubaltuk és a reakciot DAB-H20; szubsztrat keverékkel tettiink lathatova. A
magfestéshez Mayer-féle hematoxilint alkalmaztunk, viztelenités utan Pertex médiummal
fedtiik.

A szdvettani mintadkrol Olympus BX61 tipust mikroszkép és ZEN program segitségével
fényképeket készitettiink. A fényképek utomunkaja Photoshop programmal késziilt. A
statisztikai analizishez az immunhisztokémiai mintainkat Pannoramic View szkennerrel (3D
Histech, Budapest) digitalizaltuk és QuPath-0.2.3 szoftverrel értékeltiik.

A Prox1%FP-Nkx2-37 és kontroll heterozigota egerekbdl szarmazo teljes 1épmintakat 4%
paraformaldehid oldatban fixaltuk majd CUBIC (Susaki et al. 2014) modszerrel tettiik
transzparenssé. A 1ép preparatumokat Olympus FluoView FV1000 lézer szkenning konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk (Olympus Europa SE & Co., Hamburg, Németorszag). A 3D képek
Z-stack adatok felhasznalasaval, Imaris Software (Bitplane AG, Zurich, Svajc) alkalmazasaval
késziiltek.



3.4 Vérkép paraméterek és EPO ELISA

A vérkép paraméterek vizsgalatdhoz 150-200 ul vért gytjtottink K3 EDTA tartalmu
0,25/0,5 ml MiniCollect Complete tipusu vérvételi csovekbe. A vérmintdkat Sysmex XN-
V1000 tipust hematoldgiai automataval és annak szoftvercsomagjaval mértiik és elemeztiik. A
szérum eritropoetin szintet Legend Max egér EPO ELISA kittel (BioLegend, Biomedica
Hungaria, Budapest) hataroztuk meg.

3.5 A human mintak vizsgalatba torténé bevalasztasi kritériumai

Vizsgalatunkba a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetének szdvetbankjaban
diagnosztikai céllal tarolt mintdit vontuk be. Kizarolag a vizsgalat elvégzése céljabol nem
tortént mintavétel. A vizsgalat soran 5 kategoriat hataroztunk meg, melyek a morfoldgiailag
intakt csecsemo és kisgyermek koruak (0-3 év, atlagos életkor: 1,3 év, n=10), a morfologiailag
intakt fiatal feln6tt koruak (15-20 év, atlagos életkor: 17,9 év, n=5), morfologiailag intakt
felnott ¢és idés koruak (50-80 év, atlagos életkor: 65,8 év, n=10), a vastagbél polippal
diagnosztizaltak (46-73 év, atlagos életkor: 62,5 ¢év, n=10) és a vastagbél tumorral
diagnosztizaltak (63-88 év, atlagos életkor: 71,7 év, n=15) voltak. Morfologiailag intakt
szOvettani mintanak tekintettiik azokat, melyekben sem gyulladasos, hypoxias vagy nekrotikus,
sem tumoros elvaltozds nem volt megfigyelhetd. A csecsemd és kisgyermekkoruak
csoportjaban colon atresia és Hirschsprung betegség miatt tértént mintavétel, az elemzéshez a
fenti szempontok szerint morfoldgiailag intaktnak tekinthetd szdvetrészt hasznaltuk fel. A
vastagbél polippal diagnosztizalt betegek szovettani diagndzisa adenomatosus polip low-grade
dysplasiaval, a vastagbél tumorral diagnosztizalt betegeké adenocracinoma (CRC) volt. A
mintak kivalasztisaban tapasztalt patologus szakorvos volt segitségiinkre. A vizsgalat etikai
engedélyének kiallitdja a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Regionalis és Intézményi
Kutatas-Etikai Bizottsaga, etikai engedélyének szama: 8578-PTE 2020.

3.6 Human mintik szovettani elemzése

A metszetek digitalizalasat kovetéen (PannoramicMidi scanner) a szdvettani elemzés a
QuPath-v0,2,3 program segitségével tortént. A metszeteken a lamina propria rétegében
véletlenszertien kivalasztottunk 5 teriiletet, melyek koriilbeliil 150-200 sejtmagot tartalmaztak.
A program segitségével a sejtmagi DAB intenzitas alapjan a sejteket 4 csoportba soroltuk,
negativ (nuklearis DAB optikai siirliség (OD) atlaga <0,2) gyenge pozitiv (nuklearis DAB OD
atlaga 0,2-0,4 kozott) kozepesen erds (nukledris DAB OD atlaga 0,4-0,6 kozott) és erdsen
pozitiv (nuklearis DAB OD étlaga > 0.6). Az elemzés soran megkaptuk minden kijeldlt teriiletre
vonatkozdan a benne 1év0 sejtmagok szamat, azok besoroldsat a nuklearis DAB OD atlag
intenzitas alapjan. A kettds jelolések sordn a piros, barna és kék reakcid termékek esetén a
histoscore (H-score, H-score=[1xx(gyenge festddésii sejtmagok szazalé¢kos értéke az Osszes
detektalt sejthez viszonyitva)+2x(kozepesen festddd sejtmagok szdzalékos értéke az Gsszes
detektalt sejthez viszonyitva)+3x(erésen festddd sejtmagok szézalékos értéke az Osszes
detektalt sejthez viszonyitva)], értéke 0-300 kozott) értékkel is jellemeztiik.

3.7 Statisztikai analizis

A mintdk statisztikai elemzését GraphPad Prism9 programmal végeztiik. A statisztikai
értékeléshez Mann-Whitney U tesztet és Fisher-féle egzakt tesztet végeztiink. A szignifikancia
szinteket *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 és ****p <0,0001 értékkel hataroztuk meg.



4. Eredmények

4.1 Az Nkx2-3 hianya ektopias nyirokerek megjelenéséhez vezet a lépben

Nkx2-3 hianyaban a 1épben LYVE-1 pozitiv érképletek azonosithatok, melyeket ER-TR7
mADb-el (anti-egér kollagén VI, (Schiavinato et al. 2021)) jel6l6dé fibroblaszt halozat vesz
koriil. Azonban sem immunhisztokémiai, sem MRNS expresszids vizsgalatokkal nem sikertilt
a nyirokendotél eredetet alatdmasztd, megndvekedett Prox-1 expressziot Kimutatni
(Kellermayer et al. 2011). A Prox-1 az egyik f6 szabalyoz6 fehérje a LEC iranyu differenciacio
soran, mig a LYVE-1 a nyirok endotél sejteken tal a szerdzalis makrofagokon és a 1ép
megakariocitdk felszinén is jelen van. Ezért, a Prox-1 altal iranyitott eGFP kifejez0dés
vizsgalatan keresztiil kerestiink valaszt a LY VE-1l-pozitiv képletek szoveti eredetének
megallapitasara.

4.1.1 Ektopias nyirokerek megjelenése Nkx2-37- 1épben

Jelen vizsgalatunk soran intézetiinkben Nkx2-37 és Prox1°FP egerek keresztezésével
létrehozott KO/eGFP mutans allatokon vizsgaltuk az ektopias LYVE-1" erek eredetét. Az
Nkx2-3 mutans és heterozigota Iépeket CUBIC modszerrel transzparenssé tettiik (Susaki et al.
2014). A mutans lépek a kezelést kovetden teljes mértékben attetszové valtak, mig a
heterozigéta 1épekben a bennmaradd hemoglobin kovetkeztében maradtak fel nem tisztult
teriiletek. A transzparens mutans lépmintakat konfokalis mikroszkoppal elemezve kiterjedt
Prox-1" halozatot detektaltunk, szamos fadgszerli eldgazassal és gylirliszer(i kapcsolatokkal.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy Nkx2-3 hidnyaban nyirokér kapillaris-
halozatbol allo struktara képzoédik. Prox1-Nkx2-3 heterozigota egerek 1épének vizsgalatakor
kapillaris-szerti hal6zat nem volt jelen.

Eredményiink megerésitéseként Prox1°7"-Nkx2-3 mutans egerek 1épét aramlasi citometrias
modszerrel vizsgaltuk. A GFP* sejteket CD45gp38*CD31" fenotipus jellemezte, mely
megegyezik a nyirokcsomoban jelen 1évé nyirokendotél sejtek fenotipusaval. A GFP"CD45
sejteken beliil sikeriilt tovabbi nyirokszoveti stroma csoportokat azonositani, mint gp38°CD31°
follikularis dendritikus sejtek és pericitak, gp38*CD31" fibroblaszt retikularis sejtek, és gp38
CD31" vér endotél sejtek (BEC) csoportjai. Nkx2-3 heterozigéta egerek 1épébdl GFP*CD45
sejteket nem tudtunk kimutatni. Az aramlasi citometriai mérésekbdl szarmazé eredményeink
alatamasztjak korabbi megfigyelésiinket, miszerint az Nkx2-37 egerek lépében jelenlévd
Prox1-iranyitotta GFP* sejtek csoportjat kizardlag a gp38"CD31" LEC sejtek alkotjak. Ezek
alapjan elmondhato, hogy Nkx2-3 hidnyaban a 1ép vords pulpaban ektopids nyirok endotél-
sejtekbdl képz6do kapillaris halozat jelenik meg.

4.1.2 A lép voros pulpaban az Nkx2-3 hianya karosodott érhalozat kialakulasat okozza

A 1ép voros pulpaban Nkx2-3 hianyaban a megjelend nyirokér-kapillarisok mellett a vérér
halozat eltérései is megfigyelhetok. Intézetiinkben az IBL-9/2 antitesttel korabban végzett
kisérletek sordn leirasra keriilt a vords pulpa vénas szinusz rendszerének nagymeértékil
csokkenése (Balogh et al. 2007). Célul tiiztiik ki a vords pulpa vaszkularis haldzat tovabbi
eltéréseinek megismerését, a Cleverl expresszion keresztiil. A Cleverl a scavenger receptorok
csaladjaba tartozo endocitotikus fehérje, melyet a Stabl gén kodol. Immunfluoreszcens
mikroszkopos vizsgélataink soran a vad tipust egerek mintaiban a Cleverl nagyrészt atfedést
mutatott az IBL-9/2 jeloléssel.

Nkx2-3 hidnyaban mind az IBL-9/2, mind a Cleverl festddés hianyzott. Stabl” egerek
Iépmintainak (melyek Cleverl fehérjét nem expresszalnak) az IBL-9/2-antitesttel torténd
vizsgalata sordn a vOrds pulpa szinusz halézatanak mintdzata épnek bizonyult a vad tipust
mintaval Osszehasonlitva. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az Nkx2-3 hianya altal



kivaltott vaszkularis eltolodas érinti mind a vérereket tartalmazd vords pulpa szinusz halézat
érését, mind nyirokér kapillarisok ektopias megjelenését.

4.1.3 Az Nkx2-3 hianyaban karosodott vaszkularis stroma befolyasolja az
extramedullaris vorosvértestképzést

A Iép vords pulpa stroma szerkezete a mai napig nem ismert teljes mértékben. Korabbi
eredmények alapjan a CD29" kotdszoveti sejtek részt vesznek az extramedullaris vérképzésben
(O'Neill et al. 2019). Ezen kiviil ismert, hogy az endotél sejteken kiviil a voros pulpa retikularis
stroma sejtek nagy része VCAM-1". Megfigyeltiik, hogy vad tipusti/normal BALB/c egerekben
mind a CD29, mind a VCAM-1 az ereken kiviil dominansan a voros pulpa retikularis stroma
sejtjein expresszaldodik. A CD297/VCAM-1* stroma sejtek halozatot képeznek a vords pulpaban
(Lim and O'Neill 2019, O'Neill et al. 2019). Az Nkx2-3 mutans egerek 1épében a vaszkularis
és nem-vaszkularis CD29"/VCAM-1" teriiletek kozott CD45™ tertileteket detektaltunk. Annak
ellenére, hogy az Nkx2-3 hianyos egerek Iépében tudtunk stromalis és vaszkularis
CD29*/VCAM-1" sejteket azonositani, a voros pulpa fragmentalt szerkezetet mutatott, a voros
pulpa-fehér pulpa kozotti egyértelmii hatarvonal megléte nélkiil.

Ezt kovetden adodott a kérdés, hogy a megvaltozott vords pulpa szerkezet miként érinti a
1ép hemopoetikus képességét. Mindenekel6tt 6sszehasonlitottuk a kontroll BALB/c és az Nkx2-
37 egerek alap hematologiai statuszat, mely alapjan Nkx2-3 hianyaban krénikus anaemia
fennallasa igazolodott a szignifikansan alacsonyabb vorosvérsejt (p=0,008), hematokrit
(p=0,0143) és hemoglobin (p=0,0073) szintek alapjan. Ezzel szemben a teljes fehérvérsejt
szam (p=0,0027), mind a neutrofil granulocitak (p=0,0007) és limfocitak (p=0,008) szama
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a vad tipushoz képest. Ismételt véreztetések hatasara a
BALB/c egerekben csokkent a vorosvérsejtek (p=0,0303) és hemoglobin szintje (p=0,0173).
A véreztetett Nkx2-37 egerekben mind a vordsvérsejt, mind a hematokrit és hemoglobin érték
szignifikansan alacsonyabb volt a kezelt BALB/c egerekhez viszonyitva.

Annak tisztazasa érdekében, hogy a latott valtozasok hatterében nem az Nkx2-3 hianyaban
fennallo csokkent eritropoetin (EPO) szint all, 6sszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen BALB/c
¢és Nkx-2-3 KO egerek szérum EPO értékét ELISA moddszer segitségével. Kezeletlen Nkx2-3
hianyos egerekben az EPO szint szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz
képest (p=0,0011), véreztetést kdvetden ez a kiilonbség tovabbra is megmaradt, és jelentdsen
meghaladta a kezelt BALB/c egerekét. Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy egyensulyi
allapotban a megnovekedett EPO szint nem elegendd a normal hematokrit szint fenntartasahoz,
és a stresszhatas kovetkeztében tovabb emelkedett EPO termelés nem elegendd a stressz
eritropoezis indukalasahoz Nkx2-3 hianyaban.

A 1ép extramedullaris vérképzd képességének vizsgalata céljabol aramlési citometrias
modszerrel meghataroztuk a TER-1197/CD45" eritroid sejtek gyakorisagat és abszolat értékét
kezeletlen és kezelt Nkx2-3 KO ¢és BALB/c egerekben. Vizsgalatunk soran kezeletlen Nkx2-3
hianyos egerekben a 1ép eritroid sejtjeinek gyakorisaga €s abszolut értéke is alacsonyabb volt a
kontroll BALB/c egerekhez képest. Véreztetést kovetden Nkx2-3 hianyaban a 1ép nem volt
képes novelni eritropoetikus aktivitasat, szemben a BALB/c egerek 1épével, ahol egy robosztus
novekedés volt megfigyelhetd.

A csontvel6ben alacsonyabb sejtszamot detektaltunk Nkx2-3 hianyaban a kontrollhoz
képest, mely a kezelést kovetden szignifikans szintet ért el (p=0,0189). Ez a csokkenés a kezelt
BALB/c egerek esetében nem volt megfigyelhetd. A kezeletlen csontveldben a TER119*
eritroid sejtek aranya magasabb volt Nkx2-3 hidnyaban a kontroll csoporttal Osszevetve
(p=0,0079), mig a kezelést kovetden gyakorisaguk mindkét csoportban szignifikdnsan
emelkedett. Nkx2-37 egerekben a TER-119" sejtek szdzalékos aranya megnétt a kezelést
kovetden, mig az abszolut sejtszamok tekintetében csak BALB/c egerek esetében volt



szignifikdns (p=0,0046) novekedés. Osszességében a véreztetését kdvetdén mind a vad tipust,
mind az Nkx2-3 KO egerekben fokozott csontveldi vorosvértestképzést figyeltiink meg, a
BALB/c egerekkel szemben Nkx2-3 KO allatok 1épében az eritropoetikus sejtek szama nem
nott, mely eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Nkx2-3 hidnya nem a
hemopoetikus dssejtek karosodésa altal vezet az extramedullaris vérképzés csokkenéséhez.

Immunfluoreszcens elemzések soran a kezeletlen BALB/c egerek CD29" vorods pulpajaban
TER-119" eritroid sejtcsoportokat és eritrocitikat azonositottunk, mig Nkx2-3 hidnyaban ezen
TER-119" sejtcsoportok teljesen hidnyoztak, csupan eritrocitdk voltak jelen. A kezelést
kovetden a BALB/c egerekben a TER-119" teriiletek Osszefolytak, gyakorlatilag teljesen
kitoltotték a fehér pulpa kozotti teriileteket. Ezzel szemben vérvesztést kovetden az Nkx2-3
hidnyos egerekben a vorés pulpa TER-119" teriiletei nem novekedtek, de a CD29"
extravaszkularis retikularis sejtek jelen voltak, mely a szovet-specifikus eritropoetikus funkciod
kérosodasara utal. Ezen eredményeink alapjan a 1ép nyugalmi allapotban fennallé csokkent
eritropoetikus kapacitasa mellett az indukalt stressz vérképzés is jelentdsen karosodott Nkx2-3
hianyaban.

4.1.4 Az Nkx2-3 hianya blokkolja a 1ép megakariocita expanzidjat TPO-agonista
kezelést kovetoen

A 1ép voros pulpa az eritroid sejtek termelésén tul a nem-limfoid hemopoetikus sejtvonalat
képviseld megakariocitakat is tartalmaz (Noetzli, French and Machlus 2019). Annak
tesztelésére, hogy a karosodott extramedullaris vérképzés befolyasolja-e a megakariocitak
eléfordulasat és azok expanzidjat, az egereket trombopoetin (TPO)-agonista Romiplostimmal
kezeltiik (Léon et al. 2012). A kezelés hatékonysagat morfometriai mérésekkel hataroztuk meg
CD41 immunhisztokémiai jelolést kovetden. A kezeletlen BALB/c egerekben a megakariocitak
a szubkapszularis régioban és a vords pulpa mélyebb teriileteiben helyezkedtek el egyesével,
vagy kisebb csoportokat alkotva. Ezzel szemben az Nkx2-37" egerek 1épében a megakariocitak
csak elszortan voltak jelen, melyek tilnyomorészt a szubkapszularis régioban helyezkedtek el.
A Romiplostim kezelés a vad tipusu Iépben a trombocitak szamanak jelentds novekedéséhez
vezetett. Nkx2-3 hidnya esetén a megakariocitdk szamaban csak kismértékii novekedést
tapasztaltunk. A sejtmagok morfologidja alapjan a QuPath-0.2.3 programmal manualis
sejtszamolast végeztiink. BALB/c egerek 1épében koriilbeliil tizszeres ndvekedést (p=0,0053)
mutatott a megakariocitak szama, mely novekedés Nkx2-3 hianyaban nem volt detektalhato.
Eredményeink azt mutatjak, hogy mig az Nkx2-3 KO egerek 1épében csokkent szamban a
megakariocitak jelen vannak, a 1ép nem képes ezen populacié szamat ndvelni TPO-agonista
kezelés hatasara, szemben a BALB/c egerekkel.

4.2 NKX2-3 expresszio human vastagbél szovettani mintakban

A 1épen kiviil az NKX2-3 kifejezddésének elsddleges helye a béltraktus, ahol szamos
funkciondlis adat utal az NKX2-3 faktor szerepére a lokalis nyirokszovetfejlodésben és a
nyirokszdvetek homeosztazisanak biztositdsaban. Ezzel szemben a humén szovetek NKX2-3
kifejezddése jelenleg csak kevéssé ismert, ezért human bélmintakon vizsgaltuk az NKX2-3
termelddésének szoveti jellemzoit.

4.2.1 NKX2-3" sejtek elhelyezkedése és aranya morfologiailag intakt vastagbél
szovettani mintakban
Els6 1épésként a PTE Pathologiai Intézetének archivumabol szarmazo morfologiailag intakt
mintakon vizsgaltuk az NKX2-3 szdveti megoszlasat. Az immunhisztokémiai elemzésbe
bevont bélszakaszokat intaktnak tekintettiik abban az esetben, ha nem volt megfigyelhetd
benniik gyulladasra, nekrozisra, hypoxiara vagy tumoros elvaltozasra utalo jel. Az NKX2-3*
sejtmagok tilnyomo tobbsége a tunica mucosa, kisebb mértékben a tunica muscularis rétegében
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helyezkedett el. Az epitél sejtek rétegében az NKX2-3 transzkripcios faktor jelenlétét nem
tudtuk Kkimutatni. Tovabbi részletesebb elemzésiinkben a tunica mucosa lamina propria
rétegében a hamhoz kozel esd rétegben talalhatd NKX2-3" sejteket vizsgaltuk, mivel
szakirodalmi adatok alapjan a perikriptalis NKX2-3* sejteknek szerepe van a bélham Ossejtek
mikrokornyezetének szabalyozasaban (Hsia et al. 2016). A tunica mucosa lamina propria
rétegében detektalhatdo NKX2-3*sejtmagok homogén eloszlast mutatnak.

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk a kiilonb6z6 korcsoportokban az NKX2-3 pozitiv sejtek aranyat
az Osszes detektalt sejthez viszonyitva. Eredményeink alapjan az NKX2-3* sejtmagok
szazalékos aranya a 0-3 éves korosztalyban volt a legmagasabb. A kiilonbség szignifikansnak
bizonyult a 0-3 éves és 15-20 éves (p=0,0127), valamint a 0-3 éves és 50-80 éves (p=0,0039)
korcsoportok kozott is, mindkét estben a 0-3 éves korosztalyban volt a legmagasabb az NKX2-
3" sejtmagok ardnya. A 15-20 éves és 50-80 éves csoportok kozott nem mutathato ki
szignifikans kiilonbség az NKX2-3" sejtmagok szazalékos aranyat tekintve.

Az immunhisztokémiai elemzés soran a sejtmagi DAB OD atlag értékek alapjan az NKX2-
3" sejteket gyengén, kdzepesen és erésen festédd csoportokba osztottuk (részletek az Anyag és
modszer fejezetben). Ezt kovetden a kiilonbozd korcsoportokban dsszehasonlitottuk a gyengén,
kozepesen és erdsen festddo sejtmagok aranyat, ahol ezen sejtek szamat a leszamolt NKX2-3
pozitiv sejtek szdméhoz viszonyitottuk. Osszességében elmondhaté, hogy mindegyik
korcsoportban az erdsen fest6dé sejtmagok aranya volt a legmagasabb, ez a dominancia csak a
15-20 éves korcsoportban bizonyult szignifikansnak az azonos korcsoportban 1év6 kdzepesen
(p=0,0079) és gyengén (p=0,0079) festdédd sejtmagokhoz viszonyitva.

Az NKX2-3 transzkripcids faktor jelenlétén til meghataroztuk a mintdink H-score értékét
is, mely a pozitivan festddd sejtek aranyabol és a festddés intenzitdsabol kalkuldlt egytittes
viszonyszam (pontos képlet az Anyag és modszertan fejezetben). Statisztikailag magasabb H-
score értéket mértiink 0-3 éves korcsoportban az 50-80 éves korosztalyhoz (p=0,0185)
hasonlitva.

Ezen eredményeink megerdsitik korabbi megallapitasunkat, miszerint az NKX2-3 fehérje
immunhisztokémiai modszerrel kimutathaté human vastagbél szovettani mintakban (Vojkovics
et al. 2018). Homogén eloszlast mutat a tunica mucosa és tunica muscularis rétegében.
Mintainkban domindns az erdsen festddo sejtmagok jelenléte, tovabba a legmagasabb aranyt és
H-score értéket a 0-3 éves korcsoportban detektaltunk.

4.2.2 Az NKX2-3* sejtek jellemzése

Korabbi kettés immunhisztokémiai eredményeink alapjan, feltételeztiik, hogy mind az
endotelialis, mind a nem-endotelidlis mezenchimalis sejtek egy része termel NKX2-3 fehérjét.
Célul tliztiik ki az NKX2-3 transzkripcios faktort expresszalod sejtek meghatarozasat a human
vastagbél mintdkban. Mivel a korabbi vizsgalataink soran a leger6sebb NKX2-3 festddést a 0-
3 éves korcsoportban mértiik, tovabbi immunhisztokémiai vizsgalatainkat ezen mintdinkon
végeztiik el.

Az NKX2-3" mezenchimalis sejtek tovabbi karakterizalasa soran az aSMA-t expresszalo
miofibroblasztokat vizsgaltuk (Adegboyega et al. 2002). Megerésitve korabbi
megfigyelésiinket, a perikriptalis gyliriben, a lamina propria mélyebb rétegeiben és a simaizom
sejtekben is kimutathatdo az aSMA expresszio, ugyanakkor az 6sszefolyd festédési mintazat
nem tette lehetdvé a perikriptalis régid pontosabb elemzését.

A sejtvonal meghatarozas érdekében tovabbi mezenchimalis markerekkel is végeztiink
vizsgalatokat. Egerekben, a perikriptalis mezenchimalis gp38/podoplanin pozitiv sejtek egy
része hordozza a CD34 fehérjét is, mely az endotél sejtek felszinén ugyancsak jelen van
(Stzepourginski et al. 2017). A CD34-antitesttel torténé immunhisztokémiai jelolést kovetden
a perikriptalis régioban a non-vaszkularis CD34" sejtek kozott mind NKX2-3", mind NKX2-3
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negativ sejteket sikeriilt azonositani, melyek néha egymas szomszédsagaban helyezkedtek el.
Morfometriai analizis soran az NKX2-3" perikriptalis sejtek 22.4%-a (234 sejt az 1045 sejtbdl)
expresszalja a CD34 fehérjét is, ugyanakkor a CD34 pozitiv sejtek 75%-a (234 sejt a 312
sejtbdl) NKX2-3*. A CD34" sejtek maradék 25%-a (78 sejt a 212 sejtbdl) és a CD45" sejtek
nem expresszaltak NKX2-3-at.

Irodalmi adatok alapjan egérben a vaszkularis-adhézios fehérje (VAP-1/AOC3) megjelenik
az NKX2-3" miofibroblasztokon (Hsia et al. 2016), egészséges human colon szdvettani
mintakban pedig leirtdk a lamina propria és submucosa érképletein, tovabba a lamina
muscularis mucosae simaizom sejtjeiben. Kutatdsunk kovetkezd [épéseként ezért
megvizsgaltuk a VAP-1 és NKX2-3 expressziojat morfologiailag intakt human vastagbél
mintakon. A perikriptalis régioban sikeriilt VAP-1/NKX2-3 kettésen pozitiv sejteket
kimutatnunk, tovabba a lamina propria mélyebb rétegeiben is jelentds VAP-1 festdédés volt
észlelhetd. A perikriptalis régioban a VAP-1" sejtek tobbsége expresszalta az NKX2-3 fehérjét
is. Az NKX2-3/VAP-1 ¢és az NKX2-3/CD34 kozotti atfedés mértékének dsszehasonlitasa azt
mutatta, hogy az NKX2-3" sejtek kozott aranyaiban tobb a VAP-1* (340 sejt a 669 sejtbél,
50,8%,), mint a CD34. Statisztikai analizisiink arra enged kovetkeztetni, hogy a VAP-1
expresszidja szorosabb kapcsolatban all az NKX2-3 termeléssel, mint a CD34, mivel a VAP-
1% sejtek csupan 5,1%-a (21 sejt a 361 sejtb6l) NKX2-3', mig a fentebb részletezett
eredményeink alapjan a CD34" sejtek 25%-a NKX2-3" ( p<0,0001).

Az NKX2-3" mezenchimalis sejtek tovabbi azonositdsa érdekében kombindlt jelolést
végeztiink metszeteinken. Ennek soran olyan antitest-koktélt alkalmaztunk, melyben a
CD34/VAP-1/aSMA antitesteket piros szinnel hivtuk el6, az anti-NKX2-3 antitestet DAB
kromogén hasznalataval barna szinben tettiik lathatova. A metszetek elemzése soran azt
tapasztaltuk, hogy az NKX2-3" sejtek tilnyomo tobbsége egyben CD34/VAP-1/aSMA koktél
pozitiv is, de ugyanakkor jelen vannak olyan NKX2-3" sejtek, melyek a fenti koktél el6hivasa
mellett tovabbra is egyszeresen pozitivak maradtak. Az aSMA festés értékelésénél megfigyelt
kiterjedt jelolddéshez hasonldéan az NKX2-3 festéssel valo atfedés szamszertsitésére tett
probélkozasaink is hidbavaldak voltak. Osszeségében eredményeink azt mutatjak, hogy bér a
szOvettanilag kimutathato NKX2-3* sejtek tobbsége a kiilonféle perikriptalis miofibroblaszt
sejtvonalakhoz rendelhetd, az alkalmazott markerek egyike sem képes egyedileg azonositani az
NKX2-3" sejteket. Emellett az NKX2-3" sejtek egy része nem mutat CD34/VAP-1/aSMA
pozitivitast.

4.2.3 NKX2-3* sejtek elhelyezkedése és aranya pre-malignus és malignus vastaghél
szovettani mintakban

Korabbi vizsgalatok leirjak, hogy az NKX2-3 gén polimorfizmusa hajlamosit a gyulladasos
bélbetegségekre vald fogékonysagra (Parkes et al. 2007), a gén hianya pedig egerekben fokozott
epitelidlis osztodast eredményez mind homeosztatikus, mind gyulladdsos 4llapotban
(Kellermayer et al. 2019). Ezen eredmények alapjan felmeriil az NKX2-3 szerepe a fokozott
epitelidlis osztddassal jard korallapotokban, igy polipok és tumorok kialakuldsaban. A
tovabbiakban pre-malignus adenomatosus polip és malignus adenocarcinomaval érintett
betegek vastagbél szovettani mintait vizsgaltuk. Eredményeinket életkor-illesztetten a
morfoldgiailag intakt 50-80 éves korcsoport eredményeivel vetettiik dssze.

Hasonléan a nem-tumoros mintakhoz, mind a vastagbél polip, mind az adenocarcinoma
mintakban a lamina propria/stroma rétegben diffuz NKX2-3 eloszlast tapasztaltunk. A vizsgalt
mintdkban az NKX2-3" sejtmagok szazalékos aranya az Osszes detektalt sejtmaghoz
viszonyitva a morfoldgiailag intakt kontroll csoportban volt a legmagasabb, mely kiilonbség
szignifikansnak bizonyult a morfologiailag intakt-polip (p=0,0433), valamint a morfologiailag
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intakt-tumoros (p=0,0003) 6sszehasonlitasokban. A polip és tumoros mintak kdzotti kiilonbség
nem érte el a szignifikans szintet.

Ezt kovetden vizsgaltuk, hogy a latott NKX2-3 expresszids szint csokkenés egységesen
érinti-e a kiilonb6zo intenzitassal festddo sejteket, ezért mintdinkat a DAB OD atlag értékek
alapjan is elemeztiink. A tumoros mintakban a gyengén festddo sejtek voltak a legnagyobb
szamban jelen. Ezen gyengén fest6dd sejtek széazalékos aranya az Osszes NKX2-3* sejthez
viszonyitva szignifikdnsan megndvekedett a morfoldgiailag intakt kontrollhoz (p=<0,0001)
képest, ami a mérsékelten és erdsen festédd NKX2-3" sejtmagok szamanak jelentds
csokkenésével parosult. A morfologiailag intakt mintdkndl ennek az ellenkezdjét figyelhettiik
meg, ahol az erdsen fest0do sejtek voltak legnagyobb szamban jelen.

Az epitél sejtek rétegében a tumoros €s polipos elvaltozast tartalmazdé mintdkban sem volt
kimutathaté az NKX2-3 transzkripcios faktor. A mintak H-score értékét tekintve, mind a polip,
mind a vastagbél tumoros mintakban szignifikansan alacsonyabbnak (p=0,0288, p=<0,0001)
bizonyult a morfologiailag intakt mintakhoz képest. A tumoros mintak H-score értéke
statisztikailag alacsonyabb (p=0,0096) volt a polippal érintett mintakhoz viszonyitva is.

Eredményeink alapjan 0Osszességében elmondhatd, hogy az adenomatosus polip és
adenocarcinoma elvaltozasokat tartalmazo mintdinkban az erésen fest6dé6 NKX2-3 sejtek
szama nagymértékben csokkent.
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5. Megbeszélés

PhD munkdm soran az Nkx2-3 transzkripcids faktor 1ép vords pulpa organizacidjaban
betdltott szerepét, valamint a hidnyaban megjelend LY VE-1 pozitiv ér képzddmények eredetét
vizsgaltam. Kiilonbozé korcsoportokba tartozd intakt vastagbél szOvettani metszeteken
elemeztem az NKX2-3 fehérje expresszidjat, tovabba kisérleteket végeztiink az NKX2-3*
stroma sejtek fenotipusos meghatarozasara. Irodalmi adatok alapjan az NKX2-3* stroma
sejteknek szerepe van az intesztinalis &ssejtek mikrokornyezetének kialakitdsdban, ezért az
intakt szovettani mintakbol szdrmazd eredményeinket Osszehasonlitottuk pre-malignus és
malignus elvaltozasokbol szarmazokkal.

Jelen munkank igazolja az Nkx2-3 transzkripcids faktor hidnyaban megjelend Prox1*
ektopids nyirokér kapillarisok jelenlétét egér 1épben, melyhez karosodott stromalis szerkezet és
stressz hemopoezis tarsul. Ezen megfigyelések megerdsitik, hogy az Nkx2-3 fontos szerepet
t61t be mind a szovet-specifikus nyirok- és vérér endotél elkotelez6désben, mind a 1ép stressz
vérképzésében.

A splanchnicus mezenchima szétvalasat kovetéen a fejlédo 1ép elbtelep specialis stroma
elemei és helyi makrofag csoportjai az érrendszer koré rendezédnek, ami az érelemek szovet-
organizald szerepére utal (Steiniger et al. 2007, Bellomo et al. 2021). A 1ép stroma sejtjein
végzett SCRNA szekvenalasi vizsgalatok ravilagitottak a kotészoveti sejtek stroman beliil
elfoglalt helyének, és kiillonboz6 funkcidinak szerepére, kiilonosképpen a fehér pulpa retikularis
fibroblaszt sejtcsoportban (Cheng et al. 2019, Alexandre et al. 2022). Ezek az elemzések a 1ép
kiilonboz6 kompartmentjeinek stromalis  Osszetételére, valamint sejt-differenciacios
utvonalainak feltérképezésére fokuszalnak, ezaltal igazolva, hogy a vérér endotél sejtek is nagy
heterogenitast mutatnak mind fenotipusukban, mind kemokin és addresszin mintazatukban
(Balazs et al. 2001, Berahovich et al. 2014, Tadayon et al. 2019). A mély efferens nyirokerek
jelenlétét egerekben kimutatd korabbi megfigyelések ellenére (Pellas and Weiss 1990, Steiniger
and Barth 2000) a feltételezett Iép LEC-ek eredetére és funkcidira vonatkozo elemzések ritkak.
Ezeknek a 1ép nyirokereknek a pontos eredete (az altalanosan hasznalt nyirokér markerekkel
[LYVE-1, gp38/podoplanin, Prox1]) emberben jelenleg nem ismert, valosziniileg az egyéb
limfoid szovetekkel (nyirokcsomok, Peyer-plakkok, bél nyirokerek) szemben sokkal kevésbé
nyilvanvalo jelenlétiik miatt.

A 1ép stroma és neki megfeleld nyirokcsomo kompartmentek scRNA-szekvenalasi adatainak
Osszehasonlitasa alapjan az Nkx2-3 a 1épre leginkabb jellemz6 gének egyike (Steiniger and
Barth 2000). Az mRNS expresszidos mintazat vizsgalata alapjan a fehér pulpa retikularis
sejtcsoportjai mellett az Nkx2-3 mRNS kimutathato legalabb nyolc kiilonféle mezenchimalis
alcsoportban, tobbek kozott a marginalis zona vaszkularis eredetli adventitialis sejtjeiben,
pericitaiban, valamint mezotelialis sejtjeiben. Ezzel szemben a voros pulpa stromalis elemei
kisebb fokt diverzitast mutatnak, holott a 1ép stromalis szerkezetének jelentds részét teszik Ki.
A nyilvanos adatbazis (http://muellerlab.mdhs.unimelb.edu.au/frc_scrnaseq/) elemzése alapjan
a voros pulpaban az Nkx2-3 csak kis mértékben van jelen.

Az intézetliinkben folytatott kordbbi immunhisztokémiai vizsgalatokkal human 1ép
mintakban csak a vords pulpa endotél sejtjeiben sikertilt kimutatni az NKX2-3 transzkripcios
faktor jelenlétét (Kellermayer et al. 2016). Ez az eloszlas megfeleltethetd az IBL-9/2 mAb altal
Nkx2-3 hianyos egerek 1épében kimutatott nagymértékii vorés pulpa érhalozat csokkenésnek,
és a Stabl gén altal termelt Cleverl fehérje megjelenésének. A legujabb atfogd expresszios
elemzések kimutattak, hogy az Nkx2-3 mRNS szelektiven expresszalodik a 1ép, a vékonybél és
a vastagbél vaszkularis endotél sejtjeiben (Kalucka et al. 2020). Erdekes azonban, hogy a 1ép
kiilonb6z6é vaszkularis szegmenseinek vizsgalata soran sem az Nkx2-3, sem a Stabl nincs
benne az 50 leggyakrabban el6forduld génben, viszont a Prox1 szerepel koztiik, a LYVE-1
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emlitése nélkiil. Jelen eredményeink bizonyitjak, hogy Nkx2-3 hianyaban a vords pulpa
vérereket nagyrészt ektopids Proxl-pozitiv nyirokkapillarisok valtjak fel, ami azt jelzi
szamunkra, hogy az Nkx2-3 meghatarozé szerepet jatszik a 1ép vaszkularis mintazataban,
beleértve a nyirokendotél versus vérendotél elkotelezodést.

Mi lehet a vords pulpa vérérrendszer Nkx2-3 hianyaban bekovetkezo nyirokkapillaris iranya
transzdifferencialodasanak magyarazata? A bél limfoid szoveteinek HEV-jeiben az Nkx2-3
aktivalja a MAdCAM-1 addresszin promoterét azaltal, hogy a DNS-koté csirke ovalbumin
5’vég fel6li promoterhez kot6dod transzkripeios faktor 11 (COUP-TFII) arva magreceptorral
egyiitt egy Osszetett transzkripcios elemet képez (Dinh et al. 2022). A COUP-TFII egy, a véna
identitas szempontjabol meghatarozo jelentéségii transzkripcios faktor, mely hatasat a Notch
aktivitas elnyomasa révén fejti ki (You et al. 2005). Ehhez elengedhetetlen, hogy a HEV-
egyidejlileg mind az Nkx2-3, mind a COUP-TFII koétéhelyei elérhetok legyen. Mivel a Prox1 a
vénas endotél sejteken is kifejti LEC-meghatarozoé aktivitasat (Dinh et al. 2022), feltételezhetd,
hogy hasonld kettés szabalyozas megy végbe a Iépben, ahol az Nkx2-3 gatolhatja a Prox1
expressziot, mig a COUP-TFII tovabbra is biztositja a véna iranya specifikaciot. Ennek
megfeleléen a promoter adatbazisban (https://epd.epfl.ch) végzett keresés alatamasztja az
Nkx2-3 és a COUP-TFII lehetséges kotohelyeinek jelenlétét a Prox1 promoter régidban. Annak
tisztazasa, hogy az Nkx2-3 a COUP-TFII-vel kozosen (tehat véna specifikus modon)
befolyasolhatja-e a Prox1 kifejez6dést tovabbi vizsgalatok targyat képezi. Az eddigi
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Nkx2-3 hianya a vénas szinusz endotél sejt
elkotelez6dést LEC- iranyba tolja, illetve, a posztnatalis vér endotél addresszin mintazat
eltolodasat eredményezi MAdCAM-1-r6l PNAd-re a limfocita akkumulacio soran (Mebius et
al. 1996, Balazs et al. 2001, Balogh et al. 2007, Zindl et al. 2009).

Ennek az eltolodasnak a funkcionalis kovetkezményeit illetéen mind az eritroid, mind a
megakariocita vonal mentén az extramedullaris hemopoezis jelentds karosodasat figyeltiik meg
normal és stressz indukalt hemopoezis soran egyarant. A fenotipusos elemzések a nem-
endotelialis CD29"Sca-1"gp38*Thy-1.2*CD51" 1ép stroma sejtek jelenlétét jelzik, amelyek vad
tipust egerekben is jelen vannak, és fontosak a vords pulpa vérképzoé funkciojaban (Lim and
O'Neill 2019). A kisérleti allatok véreztetését kovetén mind a vad tipust, mind az Nkx2-3 KO
egerekben fokozott csontveldi vordsvértestképzeést figyeltiink meg, mely eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az Nkx2-3 hianya nem a hemopoetikus 6ssejtek karosodasa altal
vezet az extramedullaris vérképzés csokkenéséhez. A vords pulpa szinusz endotél sejtjei
megfeleld mikrokornyezetet biztositanak a hemopoetikus dssejtek szamara (Kiel et al. 2005),
ezért a 1ép karosodott vérképzésében a vords pulpa szinusz endotél sejtjeinek eltérései (amire a
Clever] ¢és IBL9/2 festédés hianya is enged kovetkeztetni) Kritikus fontossaggal birhatnak. A
1ép makrofagok, beleértve a MARCO-pozitiv marginalis zéna makrofagokat, a CD169*
metallofil makrofagokat (mint két f6 marginalis zona rezidens makrofag-alcsoportot), valamint
az F4/80" vords pulpa monocitakat/makrofagokat, szintén elésegithetik az extramedullaris
vérképzést a stresszvalasz soran (Lévesque et al. 2021). Mivel az Nkx2-3 mutans 1épben
ezekbdl a sejtekbdl kevés van jelen (Pabst et al. 1999, Wang et al. 2000), feltételezhetd, hogy
az alaphelyzetben is megfigyelhet6 anaemia és karosodott extramedullaris vérképzés ezeknek
a sejteknek az alacsony szamahoz is kotheté. A makrofagok hidnya mellett a csokkent 1ép
hemopoezis a kialakult LEC jelenlétével is Osszefiigghet, mivel Gjabb eredmények szerint a
Prox1 kifejezddés elnyomja az endotél sejtek vérképzo képességét (Kazenwadel et al. 2023).
Ahhoz, hogy Nkx2-3 hianyos és vad tipusu egerekbdl kiillonb6z6 meghatarozott stromalis
alcsoportokat izolaljunk, elemezziik Osszetételiiket, valamint génexpressziés mintazatukat,
tovabbi kisérletekre van sziikség.
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Osszességében eredményeink alatamasztjdk az Nkx2-3 transzkripcios faktor hidnyéban az
egerek 1épében ektdpias nyirokkapillarisokat képezd gp38/CD31%/Prox1’/ LEC sejtek
jelenlétét, mely a voros pulpa érrendszerének karosodasaval, a Cleverl®, és az IBL-9/2" szinusz
endotél sejtek hianyaval tarsul. A vOrds pulpa vaszkularis mintazatanak eltolddasa hibas
extramedullaris vérképzéshez vezet, mely egyensulyi allapotban kronikus anémiaként, tovabba
csokkent stressz vérképzésben és karosodott megakariocita expanzidban nyilvanul meg.
Mindezen eredmények egyiittesen mutatjak az Nkx2-3 transzkripcios faktor 1ép vords pulpa
vaszkularis identitdsanak és funkcionalitasanak kialakitdsaban betoltott komplex szerepét.

Kutatémunkank masodik felében az NKX2-3 eléforduldsat vizsgaltam kiilonbozé koru
intakt human szovettani vastagbél mintakon. Eredményeink az NKX2-3 heterogén eloszlasat,
endotelialis €s stroma sejtcsoportokban valo kifejez6dését mutatjak, termelddését befolyasolja
mind az életkor, mind a rosszindulati elvaltozas jelenléte. Elemzéseink alapjan a legfiatalabb
korcsoportban a legkifejezettebb az NKX2-3 expresszioja, ami feltehetéleg az ebben az
id6szakban tapasztalhatdo szervi novekedést tiikrozi. A reaktivitds nagyrészét a vastagbél
mutatnak a CD34, aSMA és a VAP-1 mezenchimalis stroma markerekkel.

Az NKX2-3 endotelialis kifejezodése sziikséges lehet a bél kapillaris-haldzat
szervezOdésének fenntartasdhoz, mivel az O6roklott mutacidja bizonyitottan Osszefiiggésbe
hozhato a bélvarixok kialakulasaval (Kerkhofs et al. 2020). Korabbi in vitro kisérletek soran az
NKX2-3 gatlasa iledlis mikrovaszkularis endotél sejtekben a MAdCAM-1, protein kinaz B
(AKT) és VCAM-1 sejtfelszini molekulak mRNS expresszidjanak csokkenéséhez vezetett (Yu
et al. 2011). Ezek a megfigyelések endotelialis hatasokat, valamint lehetséges kommunikacios
kapcsolodasi folyamatokat feltételeznek mas sejtekkel, tobbek kozott a fehérvérsejtekkel,
melyek hozzajarulhatnak az NKX2-3 expresszid megvaltozdsdhoz és a gyulladasos
bélbetegségek kialakulasa kozotti kapesolathoz (Parkes et al. 2007). Az egér Peyer-plakk magas
endotelii venulaiban az NKX2-3 endotelialis hatasa tulajdonképpen egy transzkripcios
modositast jelent, ezaltal befolyasolva a MAACAM-1 addresszin és a béta-galaktozid alfa 2,6
szialil transzferaz 1 (St6Gall) enzim expresszidjat, ami meghatarozza a MAJCAM-1
addresszin glikolizacios jellemzdit (Dinh et al. 2022). Az NKX2-3 a hemopoetikus Gssejtekben
is kifejez6dik, befolyasolva azok homeosztazisat, az érett leukocitakban viszont nincs jelen,
melyet immunhisztokémiai megfigyeléseink is alatimasztanak. Az NKX2-3 hianya a Peyer-
plakkok és az izolalt limfoid follikulusok fejléddésének karosodasat eredményezi, ez az eltérés
valoszintlileg az endotél specifikacio zavaraval fiigg 6ssze, mely hatassal van a bél immunitasra
is. Ezzel szemben a DSS altal kivaltott vastagbélgyulladasban betoltott protektiv szerepe
valoszintileg a non-endotelialis sejteknek tudhatdé be (Pabst et al. 2000, Wang et al. 2000,
Kellermayer et al. 2019).

Mig az NKX2-3 vénas endotelidlis expresszioja befolyasolhatja a fehérvérsejtek bélbe valo
bejutasat és a gyulladasos valaszokat, addig a lamina proprian beliil a nem-endotelialis NKX2-
3 termelés valosziniileg a vastagbél epitelidlis sejtek differencidléodasahoz jarul hozza azaltal,
hogy megfelelé mikrokornyezetet hoz 1étre az Lgr5* intesztinalis epitelialis Ossejtek szamara
(Barker et al. 2007, Hsia et al. 2016). Az NKX2-3 pozitiv vastagbél stroma sejtek szarmazasat
célzd tovabbi elemzéseink sordn kovetkezetesen azt taldltuk, hogy immunhisztokémiai
moddszerrel a vastagbélhdmsejtek nem expresszalnak kimutathatdé mennyiségli NKX2-3
fehérjét, masrészt, a nem-endotelidlis lamina propria CD34, aSMA és/vagy VAP-1 pozitiv
stroma sejtek jelentds része termel NKX2-3 transzkripcios faktort. Ez az elhelyezkedés hasonlo
az egerekben latottakhoz, ahol a Wnt2b-t, Germlin-1-et és R-spondinl-et termeld CD34%/gp38*
perikriptalis mezenchimalis sejtek kozelsége f6 tényezdnek tiinik az Lgr5* 1SC-k
homeosztazisanak fenntartasaban szovetkarosodast és gyulladast kovetden (Stzepourginski et
al. 2017). Az NKX2-3" sejtek eltéré mértéki eléfordulasa a VAP-1 pozitiv és CD34 pozitiv
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perikriptalis sejtek kozott, tovabba figyelembe véve az 6sszes NKX2-3" sejtmag és a VAP-1
valamint CD34 expresszio Osszege kozti kiilonbséget, a VAP-1 és a CD34 kifejez6dés részleges
atfedésére és VAP-1/CD34/NKX2-3" sejtek jelenlétére utal. Ezen stromalis alcsoportok
elkiilonitésében a CD31, CD34, VAP-1 sejtfelszini markerekkel végzett jelolések NKX2-3
expresszioval vald Osszehasonlitasa segitséget nyujthat. Ez a megkdzelités arra enged
kovetkeztetni, hogy 1étezik egy feltételezett ,harmas negativ’ (CD34/VAP-17/aSMA) de
NKX2-3* minor populacid, amelyet kombinalt immunhisztokémiai jel6lésiink eredménye is
alatdmaszt. A kozelmultban megjelent SCRNA szekvendlasi eredmények megerdsitik
megfigyelésiinket, mely szerint az NKX2-3 expresszio nem kdthetd egy bizonyos sejtvonalhoz.
Az adatbazis alapjan az NKX2-3 tobbek kozott jelen van a miofibroblasztokban, tovabba az
ADAMDEC?*, CCL11" és koleszterin 25-hidroxilaz (CH25H)" stroma sejtekben is (EImentaite
et al. 2021) (https://www.gutcellatlas.org/). Az endotél sejtek csoportjan beliil a Ki67" endotél
sejtekben és a kapillaris endotél sejtekben sikertilt NKX2-3-at kimutatni, de a nyirokendotél
sejtekben nem.

Vizsgalataink utolso szakaszaban tanulmanyozott adenomatosus polip és adenocarcinomas
(CRC) mintakban az NKX2-3 kifejez6dés csokkenését észleltiik. Ez felveti a kérdést, hogy a
tumoros sejtek expanzidja képes-e megvaltoztatni a tumor asszocialt fibroblasztok (CAF)
transzkripcids profiljat, vagy az NKX2-3 kezdeti csokkenése teremt-e kedvezd kdrnyezetet a
CRC kialakuldsdhoz. Az NKX2-3 jelolodés csokkenése a stroma sejtek altali csokkent
termelésre, vagy azok részleges helyettesitésére utal olyan sejtek altal, melyekbdl eredetileg is
hianyzott az NKX2-3. Bar a kiilonb6z6 vastagbélszakaszok és/vagy rectum NKX2-3 mRNS ¢s
fehérje expresszidja kozotti kiilonbségek hatasa nem zarhato ki, a normal és tumoros vastagbél
mintakat tartalmazo Gene Expression Omnibus adatbazis (GSE44076;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44076) alapjan, nincs szignifikans
kiilonbség a jobb ¢és bal colonfélbdl szarmazo normal mintdk NKX2-3 expresszids szintjében,
ugyanakkor a tumoros mintédkban a fehérje szignifikdnsan alacsonyabb mértékben detektalhato.
Korabbi kisérleteinkben NKX2-3 KO egerek DSS indukalt vastagbélgyulladasaban megfigyelt
fokozott epitelialis proliferacio és intesztinalis regeneracié (Kellermayer et al. 2019)
Osszeegyeztethetd az NKX2-3 expresszidja és a hamsejtek expanzidja kozotti negativ
kapcsolattal. Annak tisztazasa, hogy az NKX2-3 hianya fokozza-e ezekben az egerekben a CRC
kialakulasara vald hajlamot, tovabbi kutatasok targyat képezi. Amint fentebb részleteztiik, a
CD31 (mint endotelialis marker), a CD34 és a VAP-1 (mint endotelialis és mezenchimalis
marker) kombinacidinak felhasznalasa segitséget nyujthat késObbi  sejtszeparalasi
vizsgalatokban, melyek sordn pontosabb eredményt kaphatunk az NKX2-3 expresszidjara
vonatkozoan normal, polip és CRC-s mintdkban. Viszont még egyelére nem ismert, hogy a
kiilonbdz6 CRC-vel kapcsolatos mutaciok (pl. a KRAS, NRAS, BRAF) (Bozyk et al. 2022),
vagy a fibroblaszt aktivalo fehérje (FAP) termelése (Kalaei et al. 2023) modosithatjak-e vagy
korrelalhatnak-e az NKX2-3 expresszdjaval. Ezen tulmenden a kiilonbozé progresszioju
tumoros betegek nyomon kévetése valamint nagyobb elemszaml vizsgalat tovabb pontosithatja
a FAP" CAF sejtek eltér6 NKX2-3 expresszidjara vonatkozé adatainkat. A non-invaziv
adenomatosus polip szovettani mintdkban mar megfigyelhetd az NKX2-3 csokkenése, ezért
valoszintinek tartjuk, hogy az NKX2-3 kifejez6dés csokkenése a késbbiekben eldsegiti a CRC
transzformalt sejtek kialakulasdhoz megfeleld kornyezet 1étrejottét, és azok expanzigjat. Az
NKX2-3 sejtvonal-specifikus inaktivalasaval végzendd késobbi vizsgalatok fontos
tampontokat adhatnak ennek a mezenchimalis transzkripcids faktornak a hdm eredetii vastagbél
rosszindulatii daganatok terjedésében betoltott szerepére vonatkozdan.
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6. Uj eredmények rovid osszefoglalisa

e Milyen eredetiiek a l1épben Nkx2-3 hianyaban megjelené LYVE-1 pozitiv zsakszerii
képzédmények?

A Prox167P-Nkx2-3 mutins egerek lépben kiterjedt Prox1-pozitiv, elidgazisokat és
anasztomozisokat létrehozd haldzatot detektaltunk, mely a Prox1®™P-Nkx2-3
heterozigota egerek 1épében nem volt jelen.

Prox16FP-Nkx2-3 mutans egerek 1épének aramlési citometeriaval torténd vizsgalataval
megerdsitettiik a mutans 1épekben ektopidsan megjelend kapillaris-halézat nyirokendotél
(LEC) eredetét.

e Azismert szerkezeti eltéréseken Kiviil milyen hatassal van az Nkx2-3 hianya a 1ép voros
pulpa szinusz endotél sejtjeire?

Vad tipust egerek mintaiban a Cleverl nagyrészt atfedést mutat az IBL-9/2 jeloléssel.
Nkx2-3 hianyaban a 1ép voros pulpa szinusz endotél sejtjeinek IBL-9/2 reaktivitasa, és
Cleverl fehérje expresszidja nem mutathato ki, mig Stab1” egerek 1épmintainak IBL-9/2
antitesttel torténd vizsgdlata soran a vords pulpa szinusz héalézatanak mintdzata épnek
bizonyult.

e Milyen hatassal van az extramedullaris vorosvértestképzésre az Nkx2-3 hianya?

Az Nkx2-3 hianyos egerek 1épében stromalis és vaszkularis CD29"/VCAM-1" sejtek
jelen vannak, a voros pulpa fragmentalt szerkezetet mutat, a vords pulpa-fehér pulpa
kozotti egyértelmi hatarvonal megléte nélkiil.

Kezeletlen Nkx2-3 KO egerekben kronikus anaemia all fenn, az EPO szint szignifikansan
magasabb a kontroll csoporthoz képest, ami nem elegendé a normal hematokrit érték
fenntartasahoz. Kezelést kovetden Nkx2-3 KO egerekben az EPO szint jelent6sen
meghaladta a kezelt BALB/c egerekét, de nem elegendd a stressz eritropoezis
indukalasahoz.

Nkx2-3 hidnyaban a lépben TER119" eritrocitdk kimutathatok, az eritroid sejtjek
gyakorisaga és szama is alacsonyabb a kontrollhoz képest. Kezelést kovetden az eritroid
sejtek szama és a TER-119" teriilet nem novekszik, de a CD29" extravaszkularis
retikularis sejtek jelen vannak. Nkx2-3 hianyaban a 1ép nem képes ndvelni eritropoetikus
aktivitasat, mely szovet-specifikus eritropoetikus funkcié karosodasara utal.

Kezelést kovetéen mind a vad tipust, mind az Nkx2-3 KO egerekben fokozott csontvel6i
vérképzés indukalodik, ezért feltételezhetd, hogy az Nkx2-3 hianya a nem hemopoetikus
Ossejtek karosodasa altal vezet a vérképzés csokkenéséhez.

e Az Nkx2-3 hianyaban fennall6 karosodott extramedullaris vérképzés befolyasolja-e a
Iépben a megakariocitak elofordulasat és azok expanziojat?

Kezeletlen BALB/c egerekben a megakariocitak a szubkapszularis rétegben és a voros
pulpa mélyebb régidiban helyezkedtek el egyesével, vagy kisebb csoportokat alkotva,
mig Nkx2-3 hidnyaban csak elszortan vannak jelen.

A TPO-agonista kezelés a vad tipusii lépben a trombocitdk szamanak jelentds
novekedéséhez vezet, mig Nkx2-3 hianyaban csak kismértékii n6vekedés tapasztalhato.
Nkx2-3 hianyos egerek 1épében a megakariocitak csokkent szamban vannak jelen, és nem
képes ezen populacié szamat ndvelni TPO-agonista kezelés hatasara, szemben a BALB/c
egerekkel.
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Van-e Kkiilonbség az NKX2-3 transzkripciés faktor expressziéjaban Kkiilonboz6
korcsoporti morfolégiailag intakt human colon szévettani mintakban?

Az NKX2-3 fehérje immunhisztokémiai modszerrel kimutathatd human vastagbél
szOvettani mintakban.

Az NKX2-3 homogén eloszlast mutat a tunica mucosa €s tunica muscularis rétegében.
Az NKX2-3 fehérje expresszidjanak mértéke és H-score értéke eltérd a kiilonbozo
korcsoportokban.

A legfiatalabb korcsoportban a legkifejezettebb az NKX2-3 expresszioja.

Mely stromalis elemhez/elemekhez kotheté az NKX2-3 fehérje expresszié human
vastagbélben?

A perikriptalis régidban a non-vaszkularis CD34" sejtek talnyomd tobbsége NKX2-3*,
A perikriptalis régioban a VAP-1" sejtek tobbsége expresszalja az NKX2-3 fehérjét is.
Az NKX2-3" sejtek kozott aranyaiban tobb a VAP-1" sejt, mint a CD34*. A VAP-1
expresszidja szorosabb kapcsolatban all az NKX2-3 termeléssel, mint a CD34.
NKX2-3" sejtek tilnyomo tobbsége CD34/VAP-1/aSMA pozitiv, ugyanakkor jelen
vannak olyan NKX2-3" sejtek, melyek a fenti fenotipus jellemzdk egyikét sem mutatjak.
A szidvettanilag kimutathato NKX2-3* sejtek tobbsége a perikriptalis miofibroblaszt
sejtvonalhoz tartozik.

Viltozik-e az NKX2-3 expresszi6 pre-malignus és malignus human vastagbél
folyamatokban?

Mind a vastagbél polip, mind az adenocarcinoma mintakban a lamina propria/stroma
rétegben kimutathatok NKX2-3" sejtek.

A vizsgalt mintakban a morfologiailag intakt kontroll csoportban volt a legmagasabb az
NKX2-3" sejtmagok aranya, mely kiilonbség szignifikans a morfoldgiailag intakt-polip,
valamint a morfologiailag intakt-tumoros csoportokkal dsszehasonlitva.

Mind a polip, mind a tumor mintakban a gyengén festddé6 NKX2-3 sejtek vannak a
legnagyobb szamban jelen, ami a mérsékelten és erdsen fest6dd NKX2-3" sejtmagok
szamanak jelentds csokkenésével parosul.

Az epitél sejtek rétegében a tumoros €s polipos elvaltozast tartalmazod mintdkban az
NKX2-3 nem mutathato Ki.
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