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I. Bevezetés

I.1. A masodlagos nyirokszervek

Az immunrendszer szerepe a patogének ¢s artalmatlan struktardk felismerése és
egymastol vald elkiilonitése, fiiggetleniil azok eredetétdl (sajat vagy idegen). Ezt a
karosodott sajat struktardk és artalmas mikrobdk eltavolitdsa, valamint a joindulaty,
szimbiotikus antigének tolerdlasa koveti. A masodlagos nyirokszovetek megfeleld
kornyezetet biztositanak a limfocitdknak az antigénekkel valo taldlkozéasra. Egy
kulcsfontossagu 1épés ebben a folyamatban a limfocitadk €s az antigént szallitd antigén-
prezentald sejtek bejutasa ezekbe a szervekbe és a szerveken beliili migracio. A
masodlagos nyirokszovetek kozé soroljuk a Iépet, a periférids nyirokcsomokat (pLN), a
mukoza-asszocidlt nyirokszoveteket (MALT, mely magaba foglalja a mezenterialis
nyirokcsomoékat [mLN] és a Peyer plakkokat [PP]), valamint a bdr-asszocialt
nyirokszoveteket (SALT).

A kiilonb6z6 masodlagos nyirokszervek fejlédése két fo ttvonalat kovet. A
nyirokcsomok kialakulasa a hemopoetikus eredetii, limfotoxin alfa bétar-t (LTaf,")
expresszalo nyirokszovet indukalo sejtek (LTi) és a stromalis eredetii, limfotoxin beta
receptort hordozé (LTBR") nyirokszdvet organizald (LTo) sejtek kolcsonhatasan alapszik
[van de Pavert és Mebius, 2010]. Ez az interakci6 a limfoid sejtek bevandorlasat
eredményezi és elengedhetetlen a normal nyirokcsomo struktura fenntartdsdhoz. A Peyer
plakkok ontogenezisében ezenkiviil egy tovabbi sejtféle, a nyirokszovet inicidld sejt
(LTin) 1s részt vesz [Hashi és tsai, 2001]. Ezzel szemben a 1ép fejlédéséhez kiilonbozd
transzkripcidos faktorok egymadst kovetd aktivacioja és kolcsonhatasa sziikséges. A
limfotoxin ligandok a szerkezeti kompartmentalizacioban fontosak, viszont a 1ép mint
kiilonallo szerv meglétéhez nem sziikségesek [Brendolan és tsai 2007].

Felndtt egér nyirokcsomoiban a B-sejtek a kortexben talalhato follikulusokban
helyezkednek el, mig a T-sejtek a follikulusok kozotti interfollikularis zondban vannak
[Crivellato és tsai, 2004]. Ezt a kompartmentalizaciét a megfeleld homeosztatikus
kemokinek differencialt expresszioja biztositja. A limfocitdk a magas endotelii venulakon
(HEV) keresztiil 1épnek ki a nyirokcsomokba és Peyer plakkokba. A PP-okban hasonlo
modon a B-sejtek a follikulusokban, mig a T-sejtek a valamivel kisebb interfollikularis
teriileteken helyezkednek el. A PP epitelialis felszinén ugynevezett M-sejtek talalhatok,
melyek a lumindlis patogének felismerését és felvételét konnyitik meg a kiilonbozo
immunsejtek szamara [Corr és tsai, 2008]. Mindezzel szemben lépben a T-sejtek a
centralis arteriolat koriilvevd periarteriolaris limfoid hiivelybe (PALS) lokalizalodnak,
mig a B-sejtek ugyantgy follikulusokban talalhatok. A fehér pulpa T-sejtes zondjaban
jelen 1évo retikularis fibroblasztok (FRC) fontos szerepet jatszanak a molekuléris
transzportban vezetékrendszer (conduit) kialakitdsaban [Nolte és tsai, 2003]. A
marginalis zona (MZ) a fehér pulpat koriiloleld vékony gylirl,, ami elvalasztja a vords
pulpatdl [Mebius és tsai, 2004]. Ebben két f6 makrofag altipus €s a marginalis zéna B
sejtek foglalnak helyet. A Iépben nincs HEV, a limfocitak a margindlis zona feldl érik el
a fehér pulpat.

I.2. Periférias nyirokszovetekbe torténé limfocita recirkulacio
Emberben és egérben limfocitdk ¢és egyéb fehérvérsejtek specializalt magas
endotelli venuldkon lépnek ki ¢€s jutndk be a masodlagos nyirokszovetekbe. Ez alol



egyediil a Iép kivétel, amely ugyanakkor a szervezetben a legnagyobb mértékii 0ssz-
limfocita keringést tartja fenn. A szervspecifikus homingot a kiilonb6z6 szervekben
eltér6 HEV addresszin profil befolyasolja. Igy periférias nyirokcsomé HEV-eken a 6
addresszin a MECA-79 monoklonélis antitesttel azonosithatd “peripheral node addressin”
(PNAd), amit a limfocita felszinén 1évé L-selectin/CD62L ismer fel [Streeter és tsai
1988]. A PNAJ epitép tobb vazfehérjébol allhat, melyek kiilonbozd poszttranszlacios
modosulasokon esnek at. Ezzel szemben a nyalkahartydk erein expresszalodd f6
addresszin a MECA-367 antitesttel azonosithaté “mucosal addressin cell adhesion
molecule” (MAdCAM-1), amit a leukocitak felszinén 1év6 a4p7 integrin ismer fel [Berlin
és tsai, 1993]. Fontos, hogy a non-limfoid lamina propria erek fenotipusa is MAdCAM-
1", Erdekes médon jsziilstt egerekben az osszes HEV MAJCAM-1" és pLN-ben csak az
elsé honap végére veszi at a helyét a PNAd [Mebius és tsai 1996].

Az addresszinek mellett a HEV-ek kemokin profilja “finomhangolja” a limfocita
altipusok bejutdsat a kiilonbozd teriiletekre. A pLN ¢és PP HEV-eken megtalalhato
CCL21 kemokin a T-sejtek felszinén 1évé CCR7-et ismeri fel és igy T-sejtek vandorlasat
iranyitja. A CXCL13 kemokin a B-sejteknek a follikulusokba val6 bejutasat segiti a B-
sejten expresszaldoddo CXCRS megkdtésén keresztiil [Warnock és tsai, 2000].

Ugyan a HEV fejlodésének ¢és fenntartdsanak pontos részletei nem ismertek,
szamos adat utal a kiilonb6zd limfotoxin ligandok fontossagara. A HEV-ek felszinén
LTBR expresszalodik, amely gatlisa mind a PNAd', mind a MAdCAM-1" HEV
Ezzel ellentétben a fokozott LTPR-aktivacid ektopias PNAd megjelenését idézi eld
[Drayton és tsai 2003].

I.3. Nkx2-3 transzkripcios faktor

Az Nkx2-3 (Nk2 transcription factor related, locus 3) homeodomént tartalmazo
transzkripcios faktort a 1ép €s a PP ontogenezisének fontos regulatoraként azonositottak,
mig pLN kialakuldsdban nem jatszik szerepet. Egérben az Nkx2-3 célzott hianya a
vékonybélben okoz morfoldgiai elvaltozasokat, tobbek kozott karosodott villus-fejlodést
embrionalis korban [Pabst és tsai, 1999]. Ezenkiviil az Nkx2-3" egerek jelentésen kisebb
méretli €s szabalytalan szerkezetli 1€ppel rendelkeznek. A normal 1épre jellemzd T- és B-
sejt elkiiloniilés és a marginlis zona is hianyzik. Nkx2-3"" egerekben kevesebb és kisebb
Peyer plakkok talalhatdéak. Az endotelidlis MAdCAM-1 hidnyzik, aminek hatterében az
Nkx2-3 MAdCAM-1 transzkripciot aktivald hatdsanak elmaradasa allhat [Pabst és tsai,
2000; Wang és tsai, 2000]. A B-sejt fejlodés és a T-dependens immunvalasz is érintett
[Tarlinton és tsai, 2003]. Munkacsoportunk korabban az Nkx2-37 egerek 1épének
karosodott érszerkezetét és stromalis szerkezetét vizsgalta [Balogh és tsai, 2007; Bovari
és tsai, 2007].

Emberben a kézelmultban a gyulladasos bélbetegségek (IBD) két f6 tipusaban,
Crohn-betegségben ¢és colitis ulcerosa-ban érintett betegekbdl szdrmazoé mintdkon végzett
2008; WTCCC 2007]. Crohn-betegek B-sejtjeiben és gyulladt bélteriileteiben jelentésen
emelkedett az Nkx2-3 mRNS szintje, mig hasonld eltérés colitis ulcerosa paciensek
esetében nem volt kimutathato [Yu és tsai, 2012].



I1. Célok

Célunk az Nkx2-3 homeodomén transzkripcios faktornak az endotél sejtek és
érstruktarak kialakuldsdban ¢és fenntartdsaban jatszott szerepének vizsgalata volt.
Munkankban az Nkx2-3 két 6 el6fordulési helyét, a 1€pet €s a belet vizsgaltuk.

PhD munkdm els része a 1ép vizsgalatara fokuszal. El6z6leg a munkacsoportunk
mar részletesen vizsgalta az Nkx2-3" egerek érszerkezetét. Tobbek kozott a vords pulpa
karosodasat és ektopias, PNAd™ HEV-ek jelenlétét irtuk le. Most a kovetkezo kérdésekre
kerestiik a valaszt:

* A fenti endotél-differencialodasi zavarok és egyéb stromadlis eltérések mellett
kimutathatok-e egyéb szerkezeti defektusok Nkx2-3" egerek 1épében?
* Milyen szerepet jatszik a LTPR az ektopias PNAd" erek kialakulasaban?

Munkam mésodik részében az Nkx2-3” egerek belét vizsgaltuk. Az endotelialis
MAdCAM-1 hiany ellenére limfocitak eljutnak a mukdzalis nyirokszovetkbe. Jellemezni
¢és elemezni szerettiik volna az ebben a folyamatban szerepet jatszo kiilonb6zo faktorokat.

* Milyen addresszin(ek) segitségével jutnak el a limfocitdk a bél-asszocialt
nyirokszdvetekbe?

* Hogyan befolyasolja a megvaltozott addresszin profil a limfoid sejtdsszetételt?

* Hogyan befolyasolja a limfocita jelenlét €s a LTPR aktivitds modulalasa a Peyer-
plakkok addresszin profiljat Nkx2-37 egerekben?



II1. Anyag és modszer

Egerek

Kevert alapu 129SvxB6 Nkx2-3" egereket 14 generacion keresztiil tenyésztettiink
BALB/c egerekkel. A homozigota deficiens egereket PCR technikaval azonositottuk. Sejt
homing vizsgélatokhoz limfocita donorként BALB/c, GFP-BALB/c és FvBN egereket
hasznaltunk. A LTBR'/ " egerek Dr. Klaus Pfeffertdl és Dr. Falk Weih-t6l szarmaznak. A
RAG-1"" egereket a Jackson Laboratories-t6l vasaroltuk. Az Nkx2-3"" x LTBR™ és Nkx2-
37 x RAG-1" kettds KO egereket az F2 generacioban szimultin PCR vizsgalatokkal
azonositottuk nkx2-3, neomicin foszfotranszferaz és Itbr vagy nkx2-3, neomicin
foszfotranszferdz és rag primerekkel. Az egerek felhasznaldsa a PTE vonatkozo etikai
szabalyai szerint tortént.

Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

A limfoid szoveteket eltavolitottuk és fagyasztasukat kovetden kriosztatban
metszettiik, majd acetonnal fixaltuk. Egyszeres és tobbszords immunfluoreszcenciat
végeztiink kiilonbozo jelolt és jeloletlen antitestekkel. A jeldletlen antitesteket jelolt
masodlagos antitestekkel detektaltuk. Kontrollként normal patkdny immunglobulint
hasznaltunk. Kemokinek detektdldsahoz a metszeteket 1%-os paraformaldehiddel
fixaltuk. A metszeteket fedés utan Olympus BX61 fluoreszcens mikroszkdoppal
vizsgaltuk, a digitalis képeket AnalySis® szoftverrel készitettiik. A luminalis MAdCAM-
1 és PNAd jelenlét vizsgalatdhoz az egereket intravéndsan oltottuk kiilonb6zo
fluorokromokkal jeldlt anti-PNAd és anti-MAdCAM antitestekkel.

Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis fluoreszcens képeket Olympus Fluoview FV-1000 1ézer scanning
konfokalis imaging rendszerrel készitettiik. Kvantifikdlashoz a mintdkat 20x objektivvel,
80 um széles konfokalis aperturaval foton-szamlalé moéddban vizualizaltuk. Az abrak
teljes pixel intenzitasat Fv10-ASW 01.07.03.00 szoftverrel allapitottuk meg.

Elektron mikroszkopia

Eltavolitas utan a 1épeket lmm’-nél kisebb darabokba véagtuk, majd szobahén 3
oran keresztiill 2,5%-o0s glutaraldehiddel fixaltuk. Ezt kovetéen a szdveteket a PTE
Kozponti Elektronmikroszkopos Laboratoériumban rutin eljarassal feldolgoztdk, aminek
soran félvékony és ultravékony preparatumokat készitettek. A metszeteket JEOL
1200EX-II elektron mikroszkoppal vizsgaltuk, a negativ képeket digitalizaltuk.

Aramlasi citometria

A limfoid szovetekbdl szarmazd sejtszuszpenziot kiilonbozo jelolt és jeldletlen
antitestekkel inkubaltuk jégen 20 percig. A jeloletlen antitesteket jelolt masodlagos
antitestekkel detektaltuk. A méréseket BD FACSCalibur citométerrel végeztiik, az adatok
elemzése WinMDI 2.8 szoftverrel tortént. Az elpusztult sejteket nagysag €s granularitas
alapjan zartuk ki. Mintanként legalabb 20 ezer €10 sejtet elemeztiink.



In vitro sejt-jelolés és -transzfer

Donor limfocitdkat vagy BALB/c egérbdl izolaltunk és CFSE-vel jeloltiink, vagy
pedig GFP-transzgenikus egérbdl szarmaztak. A recipiens egerek 5x10’ limfoctat kaptak
intravéndsan ¢és 30, 60 vagy 120 perccel késobb a szoveteket aramlési citometridval és
immunfluoreszcenciaval elemeztiik.

Limfocita homing in vivo gatlasa

A limfocita homing gatldsdhoz el8szor intravéndsan kiilonbozd anti-addresszin
antitestekkel oltottuk a recipiens egereket, majd 30 perccel késébb 5x10” FvBN-eredetii
limfocitat adtunk be. 1 o6raval ezutdn a recipiens szoveteket dramlasi citometriaval és
szOvettannal vizsgaltuk. A donor limfocitdkat H-2K? haplotipusok alapjan azonositottuk.

Kvantitativ RT-PCR (qPCR)

A teljes RNS-t RNeasy Mini Kit-tel izolaltunk DNase I kezelés mellett. A cDNS
atirdsa High Capacity cDNA Archive Kit-tel tortént. A PCR reakciok triplikdtumokban
futottak egy ABI 7500 Real Time PCR System gépen, Power Sybr Green Master Mix
hasznalataval. Az adott gének expresszids szintjeit béta-aktinhoz normalizaltuk.

Statisztikai analizis

Az adatok analizisét SigmaPlot szoftverrel végeztiik, a diagramokat GraphPad
Prism segitségével szerkesztettilk. Az adatok normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel
vizsgéltuk. Normal eloszlast mutatd valtozoknal a csoportok kozotti analizist egy-
szempontos ANOVA-val és post-hoc Tukey teszttel végeztiik. Nem normal eloszlasu
valtozok esetén Kruskal-Wallis tesztet végeztliink, majd a csoportok paronkénti
Osszehasonlitdsa Dunn és Student-Newman-Keuls modszerekkel tortént. A paronkénti
Osszehasonlitast normal eloszlas esetén t-probaval, egyéb esetekben Mann-Whitney U
teszt végzésével elemeztiik. Az dbrdkon az adatok atlag és az atlag hibajaval vannak jelen
(atlag£SEM). A kvantitativ RT-PCR eredményeket REST 2009 szoftverrel elemeztiik.
Szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettiik.



IV. Eredmények
IV.1. Nkx2-3 hianyanak hatasa a 1ép szerkezetére

IV.1.1. LYVE-1" struktarak Nkx2-3" egér 1épében

Az Nkx2-3" 1épek részletes szovettani és elektronmikroszkopos elemzése soran a
1épek periféridlis teriileteiben zsdkszerii képleteket észleltiink. Ezek a struktarak limfoid
sejteket tartalmaztak, nyirokerekre hasonlitottak, endotel megjelenésii sejtjeik pedig
LYVE-1" (limfatikus endotel marker) és VEGF-R2" (endotelialis marker) fenotipust
mutattak, viszont a limfatikus endotelre specifikus Prox1 transzkripcios faktor nem volt
kimutathato.

IV.1.2. Nyirokér-asszocialt marker gének mRNS szintje emelkedett Nkx2-3" lépben

Osszehasonlitottuk Nkx2-3"" és vad tipust egerek 1épében kiilonbdzé limfatikus
endotél-asszocialt fehérjék mRNS szintjeit. A mutans lépekben a LYVE-1 fehérjét és
podoplanint koddold6 mRNS szintek szignifikansan emelkedtek normal 1éphez képest, és
hasonlitottak a vad tipusti pLN-ben és mLN-ben latottakhoz. A Prox] mRNS szintek nem
mutattak eltérést a két genotipusu 1ép kozott. Az Flt4 (szintén limfatikus endotel marker)
szintje nem tért el sem a vad tipusu lépben, sem a vad tipusu pLN-ben észleltektol.

IV.1.3. LYVE-1" struktiirak belsé tartalma és stromalis mikrokornyezete

Immunfluoreszcens festések alapjan a LYVE-1" zsdkok koril MARCO™ és
szialoadhezin/CD169" makrofagok kis csoportjai helyezkedtek el. Az ER-TR7"
retikularis fibroblasztok szorosan szoros gytirtit alkottak a LYVE-1 kapillarisok koriil. A
nyirokér-zsakok nagyrészt T-sejteket tartalmaztak, elszort B-sejtekkel.

IV.1.4. Keringé limfocitak korlatozott belépése a LYVE-1" cisztakba

CFSE" limfocitakat intravénasan oltottunk Nkx2-3"~ egerekbe. 20 perccel késébb
csupan a sejtek ~2,3%-a helyezkedett el a LYVE-1" stuktirakon beliil, mig 8 oraval az
oltas utdn ez az arany 12,1%-ra emelkedett. Ezek az adatok azt jelzik, hogy nincs
kozvetlen 6sszekottetés a keringés €s a zsdkok kozott, a sejtek kozvetett uton Iépnek be a
LYVE-1" képletekbe.

IV.1.5. A LYVE-1" struktiirak megjelenése és a 1ép érmintazat-valtisa embrionalis
és korai posztnatalis Nkx2-3"" egérben

Embrionalis 18,5 napos (E18,5) ¢letkori mutans egerek 1épében csak elszort
LYVE-1" sejteket lattunk, melyek nem alkottak zsakokat. Posztnatalis 0,5 napos (P0,5)
korban LYVE-1" szerkezetek a 1épek centralis régidiban helyezkedtek el és a felndttre
jellemzd fenotipust P10 korban érték el. Vad tipusii embrionalis 1épben egyaltalan nem
voltak jelen LYVE-1" strukturak.

Az Nkx2-3 hianya ektopias PNAd"™ HEV-ek megjelenéséhez vezet a 1épben. PO,5
napos korban mind vad tipusi, mind mutins lépben talaltunk MAdJCAM-1"
sejtcsoportokat. Nkx2-37 Iépekben a vad tipustt pLN-ekhez hasonléan az endotelidlis
MAdCAM-1 fokozatosan eltinik €s a posztnatalis 2. hétre a helyét a PNAd teljesen
atveszi. Vad tipusu lépben MAJCAM-1 reaktivitas a marginalis szinuszokban volt
lathato, mig PNAd expressziot nem észleltiink.



IV.1.6. A LTPR aktivacio szerepe LYVE-1" cisztak és a PNAd" HEV kialakulasaban

A LYVE-1" strukturdk és a PNAd" HEV-ek LTPR-fiiggésének vizsgalatahoz
Nkx2-3" x LTBR™ kettés mutans egereket hoztunk létre. Felnétt kettés KO egerek
lépében a LYVEI" strukturak jelen voltak, mig PNAd" HEV-eket nem talaltunk.
Ujsziilétt vad tipust egereknek adott LTPR-Ig fuzids fehérje hatékonyan gatolta a
MAdCAM-1" marginalis szinusz kialakulasat a lépben, mig Nkx2-3” egerekben a
kezelés hatasara elmaradt a PNAd" HEV képzodés.

Ezen eredmények arra utalnak, hogy az Nkx2-37 1ép vaszkulatirdjanak atalakulasa
a nyirokcsomo erezetéhez hasonlo fejlédésbeli programot kovet.

IV.1.7. A MARCO" follikularis vezetékrendszer karosodasa Nkx2-3"" 1épben

Korabbi eredmények karosodott marginalis zénat (MZ) mutattak ki Nkx2-37
egerek lIépében. Munkéankban azt taldltuk, hogy a MZ makrofagok mellett vad tipust
egerek 1épében a MARCO receptor (macrophage receptor with collagenous structure) egy
granuldlt mintdzati megoszlasban a follikulusokban is megjelenik. A MARCO széles
kord ligandkotd képességgel rendelkezik és szerepet jatszik a MZ B sejteknek a 1épben
valo retencidjadhoz. Tobbszords immunfluoreszcens viszgalatokkal kimutattuk, hogy
normdl 1épben a follikuldris MARCO expresszio follikularis dendritikus sejthez (FDC)
kotott, T-sejtes zonaban nem lathaté és fiiggetlen a T-sejtes ER-TR7 " vezetékrendszertd.

A marginalis zonat vagy fehér pulpat érintd kiilonb6zé mutaciokkal rendelkezd
egereken tobbszoros immunfluoreszcens festésekkel tovabb vizsgaltuk a follikularis
MARCO megjelenésének cellularis feltételeit. Nkx2-37 egér 1épében jelen vannak FDC-
k, mig a MAdCAM-1" marginalis szinusz és a MARCO" MZ makrofigok hidnyoznak.
Ezekben az egerekben nem talaltunk follikularis FDC-asszocidlt MARCO expressziot,
csak elszortan voltak jelen MARCO" sejtek az FDC-k koriil. Ez a festédési mintazat nem
hasonlitott a vad tipusban latotthoz. Ezenkiviil azt talaltuk, hogy a MARCO follikularis
megjelenése nem fligg 6ssze a MZ B sejtek vandorldsdval. Masrészt viszont a fejlodo
fehér pulpaba iranyuld, CXCRS5/CXCL13-mediélta B-sejt migracid sziikséges az FDC-
asszocialt MARCO jelenléthez.

Osszegezve ezek az adatok arra utalnak, hogy a follikularis MARCO expresszio
feltétele mind a MZ makrofag, mind az érett FDC jelenléte, utobbi kialakuldsa viszont a
B-sejtek follikularis felhalmozodasdhoz kotott.

IV.2. Nkx2-3 hianyanak hatasai bél-asszocialt nyirokszovetekben

IV.2.1. Megvaltozott HEV-asszocialt gének mRNS szintjei felnétt Nkx2-3" egér bél-
asszocialt nyirokszoveteiben

A Peyer-plakkokba torténd limfocita recirkuldcionak a feltétele az endotelidlis
MAdCAM-1-nek a limfocita felszinen 1é6v6 a4f7 integrin altali felismerése. Nkx2-37
egerekben az endotelialis MAdCAM-1 hidnyzik, a vékonybélben kevesebb és kisebb
Peyer plakkok talalhatok. A strukturalt limfoid szovetek jelenléte viszont arra utal, hogy a
limfocitdk egy MAdCAM-1-fliggetlen modon érik el ezeket a szoveteket. Feltételezésiink
szerint a 1éphez hasonldan az Nkx2-37 egerek belében PNAd™ HEV-ek lehetnek jelen.

Elészor a PNAd epitopot 1étrehozd vazfehérjék és modositd enzimek mRNS
szintjeit elemeztiik. Erdekes modon MAdCAM-1 mRNS szignifikinsan emelkedett a
mutans PP-okban az endotelidlis hidny ellenére. A vazfehérjék tobbsége valtozo



mértékben magasabb volt a vad tipust PP-hoz képest. A modositdé enzimek koziil néhany
szignifikansan emelkedett, mig masok nem valtoztak jelentdsen. Osszesitve, mig a PNAd
kialakitasaban szerepet jatsz6 gének tobbsége szignifikansan emelkedett, ez a ndvekedés
nem érte el a mutans 1épben latott valtozasokat.

IV.2.2. PNAd® HEV  megjelenése az Nkx2-3" egerek bél-asszocialt
nyirokszoveteiben

Vad tipust és mutans PP metszeteket kiillonb6z0 anti-addresszin antitestekkel
festettiink. A pan-endotél marker VEGF-R2 normal mértékii erezettséget mutatott mutans
Peyer plakkokban. A kordbbi eredményeknek megfelelden minimalis endotelidlis
MAdCAM-1 pozitivitast lattunk, mig a stromalis sejteken jelentds MAJCAM-1
reaktivitast figyeltiink meg, ami magyardzhatja az emelkedett MAdCAM-1 mRNS-t
mutans PP-ben. Szemben a normal PP-vel, ahol PNAd alig volt lathato, a mutans PP-ben
intenziv endotelialis festédést figyeltiink meg. Erdekes modon a PNAJ jelenléte a limfoid
szovetekre korlatozodott.

B-sejt elleni (anti-B220) és T-sejt elleni (anti-Thy-1) antitesttel megallapitottuk,
hogy az Nkx2-3" PP-ban a mutans HEV-ek a normal MAdCAM-1" HEV-ekhez hasonl6
territoridlis eloszlast mutatnak.

PNAd-ellenes ¢s MAACAM-1-ellenes antitestek intravénas oltasaval azt
allapitottuk meg, hogy az Nkx2-3" egérben latott PNAd expresszié luminalis
elhelyezkedésii. A szoftverrel szamszerlsitett PNAd:MAJCAM-1 fluoreszcencia arany
jelentdsen magasabb volt mutans PP-ben vad tipushoz képest €s megkozelitette mind a
vad tipust, mind az Nkx2-3" nyirokcsomoban latottakat. Ez arra utal, hogy az elszort
endotelidlis MAdCAM-1 expresszid0 az endotél sejtek ablumindlis felszinére

crer

IV.2.3. Homeosztatikus kemokin expresszié Nkx2-3" Peyer-plakkban

Az addresszinek mellett kiilonb6zd kemokinek is befolydsoljak a limfocitdk
hasonl6 megoszlast mutatott, mig az elsdsorban a follikulusokban expresszalodo
CXCL13 valamelyest gyengébben festddott Nkx2-37 Peyer plakkban.

IV.2.4. Megvaltozott sejtosszetétel Nkx2-3" Peyer-plakkokban

Aramlési citométerrel elemeztiik a mutans PP sejtosszetételét. Nkx2-3"7" PP-ban
szignifikansan alacsonyabb B-sejt szdmot ¢és enyhén emelkedett T-sejt szamot talaltunk,
mely megoszlas a pLN sejtosszetételhez hasonlit. A T-sejtek memoria fenotipusaban és a
follikularis helper T-sejtek szaméaban nem volt eltérés. Erdekes modon Nkx2-3" PP-ban
jelentdsen emelkedett regulatorikus T-sejt szamot észleltiink. Az L-selectin mennyisége a
limfocitdk felszinén emelkedett, ami megfelel a PNAd altali homing mechanizmusnak.

IV.2.5. PNAd" HEV-ek megjelenésének kinetikaja Nkx2-3" Peyer-plakkban

Normal ujsziilott egerekben a pLN HEV-eken elészor MAJCAM-1
expresszalodik, amit az elsé posztnatalis honap végére valt fel a PNAd. Ismert, hogy
Ujsziilott Nkx2-3" egerek hasi nyirokcsomoéinak (mLN) HEV-jei is MAdCAM-1
pozitivak. A mutans egerek addresszin-mintazatat 0jsziilott, 1 hetes és 2 hetes kort vad
tipusi és Nkx2-3" PP metszeteinek immunfluoreszcens festésével vizsgaltuk.



Ujsziilottkorban mind a vad tipust, mind a mutins PP-ban észleltink endotelialis
MAdCAM-1-t a limfoid és nem-limfoid ereken egyarant. 1 hetes Nkx2-37 egerekben
megjelenitk a PNAd és nagyrészt MAJCAM-1-gyel egyiitt mutatkozik a PP-ban,
ugyanakkor a lamina propria ereken nincs PNAd expresszid. A 2. hétre a a PP-ban ¢és
mLN-ban eltiinik a MAdCAM-1 expresszio. A nem-limfoid lamina propria ereken PNAd
egyaltalan nem jelent meg. Vad tipusu egerekben mindvégig a MAdCAM-1 marad a
dominans addresszin.

IV.2.6. A limfoid sejtek és a LTBR szerepe a PNAd" HEV megjelenésében

Vad tipusu egérben a PNAd" HEV-ek LTPR-fiiggé modon jelennek meg és
maradnak fenn. Nkx2-3" egerekben a PNAd a bélnek csak azon teriiletek erein jelenik
meg, melyek limfoid kolonizacidét mutatnak, ezért megvizsgaltuk a PNAd expresszio
LTBR- és limfocita-fiiggését. Nkx2-37 egerek és RAG-17 egerek keresztezésével olyan
2xKO egereket hoztunk 1étre, melyek az Nkx2-3 hidnya mellett érett T- és B-sejtekkel
sem rendelkeznek. A 1étrehozott [Ragl'/ 1x [ka2-3'/ "] egerek belében kisméretii CD45"
sejtcsoportokat lattunk, melyek csak minimalis endotelidlis MAdCAM-1 expressziot
mutattak. Erdekes modon PNAd expresszalodott a HEV-eken, bar az Nkx2-3"" egérhez
képest kisebb mértékben. Ezutdn Nkx2-37 ujsziilott egereket a LTPR-aktivaciot
megakadalyozo LTBR-Ig fuzids fehérjével intraperitonealisan oltottunk a posztnatalis 1.,
3., és 5. napokon, majd a 14. napon elemeztiik az egerek belét. A kontrollhoz képest a
kezelt 4llatokban mind a PNAd, mind a MAdJCAM-1 hidnyzott a CDA45"
sejtcsoportosulasokbol.

Osszesitve ezek az eredmények arra utalnak, hogy Nkx2-3”" PP-ban a PNAd
LTPR-fiiggd modon jelenik meg. A limfotoxin ligandokat non-B- és non-T-sejtek is
biztosithatjak, viszont az érett limfocitak jelenléte hozzdjarul a PNAd expresszidjanak
fokozéasdhoz, mivel hianyukban cs6kkent a PNAd kifejezddésének mértéke.

IV.2.7. A limfocitak kotédése a PNAd® HEV-ekhez Nkx2-3"" Peyer plakkokban

A HEV-eken megfigyelt addresszin-mddosulas funkcionalis kdvetkezményének
vizsgalatara sejt transzfer vizsgalatokat végeztiink. A GFP-expresszalo vagy CFSE-jelolt
donor limfocitakat intravéndsan oltottuk vad tipus és mutans egerekbe, a recipiens
szoveteket pedig 30, 60 és 120 percnél elemeztiik szovettannal és dramlasi citometriaval.
1 éraval oltass utan BALB/c egerekben a donor limfocitdk a MAJdCAM-1" erekhez
kotédtek, mig Nk2-37 PP-ban a PNAd" HEV-ekhez. A szovettani képek részletes
elemzése kimutatta, hogy a mutans egérben szignifikdnsan tobb sejt helyezkedett
kozvetleniil az erek kdzelében, ami lassabb endotelidlis transzmigraciora utal.

Aramlasi citometrids mérések mind vad tipusa, mind Nkx2-3"" PP-ban jelentds T-
sejt dominancidt mutattak a bejutott sejtek kozott. Mutans egerekben szignifikansan
alacsonyabb volt a B-sejtek aranya normalhoz képest, mig a citotoxikus T-sejtek nagyobb
aranyban voltak jelen. Erdekes modon mind normal, mind muténs egerekben jelentésen
alacsonyabb volt a donor B-sejtek ardnya a rezidens B-sejtekhez képest. A megtapadt
donor sejtek tobbsége mindkét egérben helper T-sejtek voltak.

IV.2.8. A PNAd szerepe a limfoid sejtek belépésében az Nkx2-3"" Peyer-plakkokba

Megvizsgaltuk, hogy az Nkx2-3"" egérben a recirkulalé limfocitik PP-be torténé
belépése milyen mértékben fligg a PNAd hatékony felismerésétol. Vad tipusti és mutans
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egereknek anti-PNAd ¢és anti-MAdCAM-1 antitesteket adtunk be Oonmagukban vagy
kombinacioban, amit limfocitak oltasa kovetett 30 perccel késébb. Kontrollként normal
patkany immunglobulinnal oltottuk az egereket €s ehhez hasonlitottuk a bejutott sejtek
aranyat.

Normal Iépbe torténd limfocita-homingot a beadott antitestek egyike sem
befolyésolta. A PNAd-ellenes MECA-79 antitest jelentdsen gatolta a sejtek bejutasat a
mutans 1épbe, megerdsitve a limfocitak mutans 1épbe valo eljutasanak L-szelektin fiiggd
megvaltozasara tett megfigyelésiinket. A PNAd gatlasa mind vad tipusu, mind mutans
nyirokcsomoknal gatolta a sejtek bejutasat, bar Nkx2-3""PP-ben a gatlas mértéke kisebb
volt. Az anti-MAdCAM-1-kezelés nem befolyasolta a pLN-be valo bejutast egyik
genotipusu recipiensben sem. Vad tipusat mLN-ben mindkét kezelés szignifikansan
gatolta a sejtek megjelenését, mig Nkx2-3"" mLN-ben csak az anti-PNAd jart hatassal,
ami megfelel ez endotelidlis MAdCAM-1 hidnyénak.

A vad tipusu Peyer plakkba torténéd homingot az anti-MAdCAM-1 kezelés
jelentdsen csokkentette, viszont az anti-PNAd hatastalan volt. Ezzel szemben Nkx2-3™
egérben a MAdCAM-1 gatlasa nem jart hatassal, mig anti-PNAd beadasa szignifikans
limfocita-megtapadas csokkenéshez vezetett. Ez a csdkkenés viszont nem érte el sem az
anti-MAdCAM-1 hatdsat normal PP-ben, sem az anti-PNAd hatasat vad tipustu pLN-ben.
Az anti-MAdCAM-1 ¢és anti-PNAd antitestek kombinaldsa nem ndvelte a gatlas mértékét.
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V. Diszkusszio

Nkx2-3  homeodomén  transzkripcidos  faktor  hidnyaban  kiilonb6z6
nyirokszoveteknek mind a vér érpalydi, mind a nyirokerezete karosodott, ami tobb
morfolégiai és funkcionalis kovetkezményhez vezetett. A 1épben az ektopias PNAd"
HEV-ek megléte mellett a periférids régiokban T-sejteket tartalmazd LYVE-1" endotél
zsékokat lattunk. Ezek a zsdkok nem rendelkeztek kozvetlen Osszekottetéssel a
keringéssel.

A nyirokcsomokhoz képest jelentdsen kevesebbet tudunk a 1ép érfejlodésérol.
Nkx2-37 egerekben gatolt a vords pulpa érszerkezetének fejlédése, valamint a marginalis
szinusz kialakuldsa is elmarad [Balogh és tsai, 2007]. Erdekes modon Nkx2-3 csak
embrionalis korban aktiv és expresszidja a 1épben mar sziiletés eldtt lecsokken [Wang és
tsai, 2000], ami arra utal, hogy az embriondlis hidnya késdbbi periddusban valt ki
hatdsokat. Mivel in silico analizisek lehetséges Nkx2-3 kotOhelyeket mutattak ki a
limfatikus endotél iranyaba elkotelezett sejtek érését a Prox1 transzkripcids faktor
befolydsolja és LYVE-1, valamint podoplanin expressziojaval jar. Real-time PCR
eredmények alapjan latszik, hogy szemben a LYVE-1 szintekkel, Nkx2-3"" lépben a
Prox1 expresszidja alacsonyabb volt. Ezek alapjan a LYVE-1" képletek jelenléte nem 1j
limfatikus endotélsejtek differencidloddsanak a kovetkezménye, hanem inkabb
embrionalis endotél sejtek [Kaipainen és tsai, 1995] maradvanyai. Ezt a kérdést
egyértelmiien a Cre-Lox rendszerrel lehet eldonteni, ahol a Cre rekombinazt a Proxl
promotere hajtana, és ezaltal pontosabb fate-mapping valna lehetségessé [Srinivasan és
tsai, 2007].

A lépben a vaszkularis eltérések mellett azt talaltuk, hogy a normal Iépre jellemzd
follikularis MARCO expresszids mintazat hidnyzik. Feltételezziik, hogy ennek az Nkx2-
37" egérben korabban leirt marginlalis zona makrofagok hianya lehet az oka. Az érett
FDC-vel nem rendelkez6 RAG1™ egérben ¢és a komplex margindlis zona, valamint
follikularis eltérésekkel rendelkezd LTBR'/ “egérben sem fordul eld follikularis MARCO.
Egyilitt ezek az adatok arra utalnak, hogy a MARCO-nak a follikularis lerakddasahoz
érett FDC-k és MARCO" MZ makrofigok megléte sziikséges. Az FDC-asszocialt
granularis MARCO rajzolat élesen elkiiloniilt a T-sejtes zénara jellemzd ER-TR7'
vezetékrendszertdl és csak a follikulusban volt jelen. Hipotézisiink szerint a MARCO
passzivan rakodik le a MZ makrofagokrol az FDC-k felszinére, ahol a MARCO a B-
sejtes valaszt kiillonb6zd kolcsonhatasokkal tudja befolydsolni [El Shikh és tsai, 2007].
fgy a MARCO fontos szerepet jatszhat a follikulusok és a MZ kozti kapcsolatban és
eldsegitheti kiilonbozd antigének transzportjat. Nkx2-37 egerekben ennek hidnya részben
felelds lehet a korabban leirt kdrosodott immunvalaszért [Tarlinton és tsai, 2003].

Korabbi észleléseknek megfelelden az Nkx2-37" egerek bél nyalkahartya ereiben
hianyzott az endotelidlis MAdCAM-1, ami a nyirokszovetekben a PNAd-et alkotd
vazfehérjék és modosité enzimek kompenzatdrikus emelkedett szintjéhez vezetett, ami az
endotél-sejtek jelentékeny plaszticitasara utal. Ez az észlelés, valamint az [Nkx2-37] x
[Ragl”] kettds mutans egérben és Nkx2-37 bélben LTBR-Ig fuzids fehérje oltasat
kovetden latott HEV fenotipus kihangstlyozza a LTPR fontos szerepet a HEV
fejlodésében és fenntartasaban. [Nkx2-3"7] x [Ragl'/ ] kettds mutans egerekben a CD11c"
dendritikus sejtek [Moussion és Girard, 2011] és a RORyt' velesziiletett limfoid sejtek
[Tumanov és tsai, 2011] miikddhetnek potencialis limfotoxin forrasokként.
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Az endotelialis MAdCAM-1 jelenléte ujsziilott Nkx2-37" PP-ban, majd az elsd
posztnatalis honap sordn bekdvetkez6 MAdCAM-1/PNAd addresszin valtas a vad tipust
pLN-ben latott addresszin valtashoz [Mebius és tsai, 1996] hasonlithatd. Mivel ebben az
¢életkorban Nkx2-3 nem expresszalodik ezekben a szovetekben, feltételezhetd, hogy az
Nkx2-3 a MAdCAM-1/PNAd valtas gatloja. Ezt erdsiti, hogy mig PP ¢és mLN
endotélsejtekben nagy mennyiségli Nkx2-3 mRNS mutathaté ki, addig az csak
minimalisan van jelen felnétt vad tipusu pLN HEV-ben. Kimutattdk, hogy vad tipust
egérben mind HEV, mind non-HEV Kkapillaris sejtek expresszalnak Nkx2-3-t, mig
MAdCAM-1 csak a HEV-ekben volt jelen [Lee és tsai, 2014]. Ez az FDC-asszocialt
MAdCAM-1 jelenléttel egyiitt hangstilyozza az Nkx2-3 sejtvonal-specifikus hatasait.
Mindezek fényében és a korai posztnatalis Nkx2-37 PP-okban latott MAJdCAM-
1"/PNAd" erek tiikrében valésziniibb, hogy a felnétt Nkx2-3-deficiens Peyer plakkokban
latott PNAd™ HEV-ek a MAdCAM-1" szakaszokbél alakulnak ki, és nem MAdCAM-1
kapillaris sejtekbdl képzddnek jonnan.

Nkx2-37" egerekben az anti-PNAd antitesttel valo kezelés kisebb mértékben
csokkentette a PP-ba jutd sejtek szamat, mint vad tipusti €s mutans pLN-ben €s nem érte
el az anti-MAdCAM-1 kezelés hatékonysagat normal PP-ban sem. Ez egyéb, a PNAd
mellett jelenlévé kompenzacidés mechanizmusokra utal. Sem az ICAM-1, sem a VCAM-1
addresszin nem tlinik valészinii jeldltnek, mivel sem szévettanon, sem RT-PCR-on nem
lattunk fokozott jelenlétet.

Humaén IBD-s betegekben emelkedett MAdCAM-1 expressziot irtak le [Arihiro és
tsai, 2002]. Kiilonb6z6 B-sejt vonalakbdl szarmaz6 adatok fokozott Nkx2-3 aktivaciot
mutattak ki IBD-s paciensek esetén, ami megmagyarazna az emelkedett MAdCAM-1
jelenlétet. A mi eredményeink alapjan viszont a korabbi kézvetlen aktivacios elmélethez
képest a MAdCAM-1 Nkx2-3 altali regulacioja bonyolultabb folyamat. Emellett fontos
megemliteni, hogy a Crohn betegség €s a colitis ulcerosa is komplex, multifaktorialis
betegségek, ahol az emelkedett MAdCAM-1 jelenlét éppugy lehet kdvetkezménye, mint
okozdja egy fokozott gyulladasos allapotnak.

Osszegezve, adataink arra utalnak, hogy az Nkx2-3 egyarant fontos szerepldje a
Nkx2-3 transzkripcios faktor hianyaban latott hasonld morfologiai eltérések az Nkx2-3
szisztémads, periférids nyirokcsomd vaszkuldris mintazat kialakulasat gatld szerepét
sugalljak. Periférias nyirokcsomokban, ahol Nkx2-3 nincs jelen, PNAd™ magas endotelii
venuldk alakulnak ki, mig ahol normalisan expresszalodik Nkx2-3, nem jelenik meg a
PNAd. Mind a MAdCAM-1 endotelilis hidnyanak, mind az ektopias PNAd jelenlétének
lehet klinikai relevancidja €s érdemes tovabb vizsgdlni. Tovabbi munkak ezen az
egérmodellen ¢€s olyan allapotokban is, ahol fokozott az Nkx2-3 aktivitisa, segithetik
még jobban megérteni a HEV-ek kialakulasdt ¢és plaszticitasait. A  HEV-ek
jatszott kozponti szerep hangsulyozza az Nkx2-3 befolydsat a megfeleld immunvalasz
kialakitasara, ami jovObeni terapids lehetdségeket vet fel.
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VI. Eredmények rovid osszefoglaloja

1. LYVE-1" cisztak jelenléte Nkx2-3" lépekben

- Nkx2-3" 1épek LYVE-1" zsékszeri strukturakat tartalmaznak, melyek nagyrészt
a mutans lépek periférids részére lokalizalddnak és foleg T-sejteket tartalmaznak.

- Nincs direkt dsszekottetés a limfatikus zsdkok és a vérkeringés kozott, mivel a
beoltott sejtek csak késon és kismértékben jelentek meg a cisztak belsejében.

- LYVE-1-pozitiv érszegmentumok mar az Nkx2-3"" embriokban is jelen vannak,
mig a zsakszerli képzédmények eldszor Ujsziilottekben figyelhetdé meg és a felnOttre
jellemzd fenotipus a masodik posztnatalis héten alakul ki.

- [Nkx2-3"7 x [LTBR™] kettés mutans egerekben is jelen vannak a LYVE-1"
struktarak és ezek fejlodése fliggetlen a LTBR-on keresztiili szignalizaciotol.

2. Nkx2-3" 1épben hianyzik a follikularis MARCO expresszié

- Amellett, hogy a Iép margindlis z6éna makrofagok egy alcsoportjan
expresszalodik a MARCO, FDC-asszocialt médon a 1ép follikulusaiban is megtalalhato
fibrillaris rajzolattal. Nkx2-37" egerek Iépében a follikularis MARCO-mintazat hianyzik.

3. Nkx2-3 deficiens egér Peyer plakkjaiba PNAd felismerésével jutnak el a
limfocitak

- Nkx2-3" egerek Peyer-plakkjaiban a PNAd epitopot létrehozo vazfehérjek és
modosité enzimek mRNS szintjei emelkedtek, ami luminalis HEV PNAd-expresszioként
manifesztalodik. A mutans egerekben a kemokin profil nem tér el a normalistol.

- A mutans Peyer-plakkok tobb T-sejtet tartalmaznak, ezen beliil is magasabb a
regulatérikus T-sejtek aranya.

- Ujsziilstt Nkx2-3"" egerek Peyer-plakk HEV-jein MAACAM-1 expresszalodik,
ennek a helyét a méasodik posztnatalis hétre fokozatosan veszi 4t a PNAd.

- A PNAd LTPR-fiiggd modon jelenik meg, de ehhez érett T- és B-sejtek nem
sziikségesek.

- Sejt-transzfer kisérletek azt mutattak, hogy az Nkx2-3"" Peyer plakkokba bejutd
sejtek nagy része T-sejt. A sejtek beadasat megel6zd anti-PNAd kezelés hatékonyan
gatolta a mutans Peyer-plakkokba torténd limfocita homingot.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Balogh Péternek a
segitségét €s motivacidjat, aki mar TDK-s koromtol kezdve tdmogatta és vezette
munkdmat.

Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Németh Péternek és Prof. Dr. Berki
Timeanak a lehetdséget, hogy PhD tanulmanyaimat €s kutatdsaimat elvégezhettem az
Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetben.

Nagyra értékelem Heidt Diana segitségét.

Halas vagyok Dr. Martina Mihaljnak és Dr. Labadi Arpadnak a koz6s munkak
soran nyujtott szakmai segitségért.

Szeretnék koszonetet mondani az Immunolégiai és Biotechnologiai Intézet
valamennyi kedves munkatarsanak.

Végiil szeretném megkdszonni Csaladomnak és Barataimnak mindazt a sok
tamogatast és segitséget amit nap mint nap kapok.
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