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I. Bevezetés.

A bélidegrendszer a bélfalban taldlhato neuronokbdl és gliasejtekbél dllo komplex és
kiterjedt hdlozat, amely kritikus fontossdggal bir a tdpanyagtranszport, emésztés, felszivodds
és a salakanyagok kiiiritését biztosito bélmotilitds szabdlyozdsdban. A bélidegrendszert
megkézelitéleg 100 millio idegsejt alkotja, miikédése nagymértékben fiiggetlen a kézponti
idegrendszertél, amiért rendszeresen ,,mdsodik agynak" is szoktdk nevezni. A velesziiletett
bélidegrendszer-rendellenességek széles spektruma tartozik a gasztrointesztindlis traktust
érinté abnormalitdsok kézé. Ide soroljuk a congenitdlis neurointesztindlis diszpldzidkat,
ganglioneuromatozist, valamint a Hirschsprung-kort is (congenitum megacolon, ami 5000
élve sziiletésbél 1 esetben fordul el6). Mindegyik betegségnek a hdtterében a ganglionléc
eredetli 6ssejtek bélben torténd vandorldsdnak, differencidloddsdnak rendellenessége dll, ez
pedig ectopicus helyzetii ganglionokat, vdltozo hosszusdgu intesztindlis agangliondzist okoz,
amit sulyos motilitdsi zavar kisér. A Hirschsprung-kor jelenlegi kezelése a ganglionmentes
vastagbél sebészi eltdvolitdsabdl dll, azonban késébb sok gyermeknél rendellenes bélmozgds,
kévetkezményesen konstipdcio és enterocolitis alakul ki.

Az elmult évtizedben végzett Gssejtkutatdsok tébbszor felvetették annak a lehetdségét,
hogy a bélbiopszidkbdl izoldlt széveti bssejteket Hirschsprung-korban szenvedd gyermekek
gyogyitdsdra alkalmazzdk. Ebben a térekvésben mi is aktivan részt vesziink. Amerikai, svdjci
és izraeli kutatdcsoportokkal egylittmiikodve nemrég egy uj eljdrdst dolgoztunk ki foetdlis
humdn béltraktus in vivo tenyésztésére, ami alkalmas mddszer lehet az embryondlis és
felnétt eredetii szbveti Gssejtek fejlédésének tanulmdnyozdsdra. Egy mdsik kisérletben,
amikor humdn posztnatdlis bélbiopszidkbdl izoldlt idegi Gssejteket korai embryoba vagy
ganglionmentes vastagbélbe transzplantdltuk, a beliltetett dssejtek vandorldsa folytatddott
és idegi iranyu differencidldddst mutatott.

Napjainkban az Ossejtkutatds és a kisérletes embryoldgia (fejlédésbioldgia)
robbandsszerli fejlédése tapasztalhaté; mds tudomdnydgak kisérleti mddszereit,
eredményeit felhaszndlva, az egyedfejlédés sordn végbemend folyamatok egyre mélyebb
- sejt, illetve molekuldris szintli - megismerését eredményezi. Kiemelt szerepet kaptak azok
a gerinces modelldllatokon végzett embryomanipuldcios és sejtjeldlési kisérletek,
amelyekben nyomon kévethetd egy sejttipus eredete, vandorldsa és differencidloddsa. A
bélidegrendszert létrehozo ganglionléc-eredetli Gssejtek tanulmdnyozdsa a velesziiletett
neurointesztindlis betegségek patoldgiai hdtterének karakterizaldsdan tul, a posztnatdlisan
kinyert szoveti 8ssejtek terdpids bevezetése szempontjabdl is kiemelt jelentéséggel bir.

Kutatdcsoportom azt tiizte ki célul, hogy karakterizdlja a bélidegrendszer embryondlis
fejlédését, meghatdrozza azokat az alapvetsé dssejt-mikrokérnyezet kélcsénhatdsokat,
amelyek hibdja Hirschsprung-kort eredményez, és hatékony Gssejttranszplantdciés modszert
dolgozzon ki a betegség gydgyitdsdra.
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A bélidegrendszer két idegi plexusbdl all, nevezetesen plexus myentericus és
submucosusbdl, amelyek koncentrikus rétegekben helyezkednek el a bél faldban.
A bélidegrendszer komplexitasat tikrozi az enteralis neuronok valtozé szama és
fenotipusanak sokfélesége, amelyhez hozzajarul valamennyi tipusd neurotranszmitter
jelenléte. A bélidegrendszernek egy sajatos tulajdonsaga, hogy az idegi plexusok lokalis
reflexkdroket képeznek, amelyek nagymértékben fliggetlenek a kodzponti idegrendszer
funkcidjatdl és a bél izomzatanak kontraktivitasat valamint, a Lieberkiihn-kriptdk szekréciodjat
szabalyozzdak. A gasztrointesztindlis rendszer embryonalis fejlédése soran a vel6csé dorsalis
régidjabol kivandorld ganglionléc eredetli 6ssejtek belépnek a bél mesenchymajdba, ahol
a bélidegrendszer myentericus és submucosalis plexusok neuronjait és gliasejtjeit hozzak
létre. Csirke-flrj vel6cs6 transzplantaciés kiméra kisérletek kimutattdk, hogy
a bélidegrendszer sejtjei a vel6csé vagus (1-7. szomitdk szintjérdl) és a sacralis
(a 28. szomitatdl caudalisan) regiojabdl ganglionléc sejtek jutnak a bélcs6 mesenchymalis
faldba. A vagus régiébdl szarmazd ganglionléc sejtek el6szor az el6belet kolonizaljak, majd
a bélfalban caudalis irdnyba fordulnak, intenziven vandorolnak, differencialédnak, osztédnak
és kozben a sejteknek a tulélésiket is meg kell Griznitk. Differencidlédasuk végén
a gasztrointesztinalis traktus neuron és glia elemeit hozzak létre. Az els6 ganglionléc sejtek
csirke embryoban a 8. napon érik el a distalis vastagbélszakaszt (egérben 11,5 napos
embryonalis korban). Human embryoban a ganglionléc sejtek cauddlis irdnyu migracidja az
5. gesztacids héten kezd6édik és a 12. hétre fejez6dik be. Néhany nappal a vagus régidbol
szarmazd ganglionléc sejtek megérkezése utan a sacralis vel6csé régidbdl kiinduld
ganglionléc sejtek is benépesitik a cloaca korili mesenchymat, majd cranidlis irdnyba
vandorolnak és a morfoldgiai adatok alapjan feltehetGleg a distalis vastagbél beidegzéséhez
jarulnak hozza.

Ha az embryonalis fejlédés sordn az enteralis ganglionléc sejtek vandorldsa zavart
szenved, akkor az agangliondzissal jellemzett, Hirschsprung-kér (megacolon congenitum)
nevl szlletési rendellenesség jon létre. Ez a veleszlletett, elsésorban a vastagbél
idegrendszerét érint6 elvaltozas, emberben 1:5000 aranyban fordul el6. A betegségre
jellemzd, hogy a ganglionléc sejtek caudalis iranyd migracidjanak zavara miatt, a belsé analis
sphincter felett ganglionmentes szakasz alakul ki. Ez a bélszakasz nem képes relaxaciéra és
allandd ténusos kontrakcidban van; a szlikilet feletti bélszakasz pedig kdvetkezményesen
kitdgul. A Hirschsprung-kort jellemzé megacolonrél el8szor Frederik Ruysch holland
anatémus szamolt be 1691-ben, de a betegség csak 1888-tdl, Harald Hirschsprung dan orvos
munkassaga utan valt ismertté. A Hirschsprung-kdr 75-80%-ban a rectumra és a sigmabélre
korlatozédik, a teljes bélszakaszt csak az esetek 8%-aban érinti. Ugyancsak bélidegrendszer
fejl6dési zavar all a hypoganglionozis vagy a hyperganglionozissal és ectopicus ganglionok
megjelenésével egylitt jaréd neurondiszplazidk esetében is.

A bélidegrendszert létrehozo ganglionléc eredetl Gssejtek differencidldddsa, osztédasa,
vandorlasi képessége nagymértékben fligg a sejtek és a kornyez6 szovetek (bélmesenchyma,
endothél, hamsejtek) kozotti kolcsonhatasoktdl. Human biopszidkon végzett genetikai
vizsgalatok szerint a mesenchymaban termel6d6 glia-eredetl neurotrop névekedési faktor
[GDNF] és a Ret nevli tirozin kindz receptoranak, illetve az ugyancsak mesenchymilis eredet(
Endothelin-3 [EDN3; 21 aminosavbodl allé peptid] és a receptoranak (EdnrB; G protein
kapcsolt fehérje) mutacidja all a Hirschsprung-kér hatterében. A GDNF mitogénként és
chemoattraktdansként hat a sejtfelszini Ret receptort expresszalé ganglionléc sejtekre,
amelyek a koncentrdacié gradiens mentén kolonizaljak a bél mesenchymajat. A Hirschsprung-
kor familidris megjelenésének tobb mint az 50%-aért a Ret gén mutacioja felelés. Az EDN3
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szerepe kevésbé vilagos, feltehet6leg a GDNF hatasat szabalyozza. Az EDN3 jelatvitel
mutacidja 10 %-ban a megacolon kivalté oka.

Habar az elmult évtized Hirschsprung-kért célzo genetikai vizsgdlataibol szamos tovabbi
gén mutdcidjat is azonositottdk (Bmp4, Hoxb5, Netrin, Hand2, retinsav, beta-1 integrin,
Sox10, Sonic hedgehog), mégis a bélidegrendszer normlis és kdros fejl6désében szerepet
jatszo fejl6désbioldgiai mechanizmusokrdl csak kevés ismerettel rendelkeziink.

II. CELKITUZESEK

Munkank soran klasszikus embryomanipulacios technikakat, morfolégiai és molekularis
biolégiai médszerekkel 6tvozve vizsgaltuk a vastagbél idegrendszerének fejlédését.

A maddrembryo kivalé modellrendszernek bizonyul a bélidegrendszer fejl6dését célzo
kutatasok szamara; (i) a madarembryo szemben az eml6sokkel, lehetéséget nyudjt olyan
embryomanipuldcidés kisérletek elvégzésére, amelyek hatdsat a kés6bbi fejlédési
stadiumokban is kovetni lehet, (ii) a kereskedelemben szamos ellenanyag, rekombinans
fehérje elérhet6, amelyek emlGsokben és madarakban egyarant keresztreagdlnak,
(iii) @ human és madar embryok bélidegrendszerének fejl6désében tikroz6d6 hasonldsagot
pedig jol mutatja az a tény, hogy mindkét faj esetében az embryonalis fejl6dés idején két
plexus (myentericus és submucosalis) alakul ki, mig az egérembryok esetében a plexus
submucosalis csak a sziiletés utan jelenik meg.

Célkitlizéseink a kovetkezdSk voltak:

1. A ganglionléc-eredetli  &ssejtek  vandorlasanak és  differencialéddsanak
karakterizaldsa, embryomanipuldciés kisérletekkel torténé nyomon kovetése a
vastagbél idegrendszerének ontogenezise soran.

2. Hogyan vesz részt a sacralis velGcsé szakaszbdl szarmazo ganglionléc a vastagbél
idegrendszerének embryonalis fejl6désében?

3. A bélcs6é mesenchyma sejtek altal termelt GDNF és az EDN3 ndvekedési faktorok
kifejez6dése és kolcsonhatasa hogyan befolyasolja a bélidegrendszer fejlGdését.

4. A bél endothél sejtjei és a vandorlé ganglionléc eredetl Gssejtek kozott fellépd
kolcsonhatasok feltarasa a vastagbél idegrendszer fejl6désében.

5. Az embryonalis béltraktus simaizomszdvetének szerepe a bélidegrendszerre jellemz6
neuralis plexus mintazatanak kialakitasaban.

6. Abélidegrendszer fejl6dését befolyasolé ham-mesenchyma kélcsénhatasok feltarasa
embryomanipulacié modszerekkel.

7. A bélham eredetl Sonic hedgehog novekedési faktor szerepe a bélidegrendszer
fejl6désben.

8. A ganglionléc-eredetl G&ssejtek mikrokdrnyezetét meghatarozé ECM molekulak
expresszidos mintdzatanak jellemzése és funkcidja a bélidegrendszer normadl és
patoldgias fejlédése soran.
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IIl. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok:

A bélidegrendszer ontogenezisét célzd kisérleteink sordn csirke (Gallus gallus

domesticus, White Leghorn tipus), firj, (Coturnix coturnix japonica), vad tipusu és
Tg(flil:EGFP), illetve HUC:EGFP transzgenikus (valamennyi endothel sejt, illetve neuron
fluoreszcensen jelolt) zebrahal (Danio rerio), Sprague—Dawley patkany (Rattus rattus,
Charles River Labs) és egér (Mus musculus) embryokat haszndltunk. A transzgenikus GFP-t
(green fluorescent protein) expresszalé csirketojasokat Prof. Helen Sang jévoltabdl a skéciai
Roslin Intézetbdl (University of Edinburgh, UK) kaptuk.
A fejl6dési kor meghatarozasara a Hamburger-Hamilton stddiumokat (HH), vagy az
embryonadlis kort (E) alkalmaztuk. A csirketojasokat laboratériumunk keltetégépeiben
38 °C—on inkubdltuk. Az endothelin receptor B (EDNRB”") (EDNRB™YWa/): JAX#003295) null
mutans, Tau®P* [Tau (Mapt) KO (ebben a transzgenikus egérben az &sszes neuron
fluoreszcensen jelzett), JAX#004779], Col187- (kollagén XVIII null mutans), Plp1¢F° (PLP-EGFP)
(az 0Osszes glia fluoreszcensen jelzett), Wntl-Cre;tdTomato (Wnt1;tdT) (az Osszes
ganglionléc-eredet(i sejt fluoreszcensen jelzett) transzgenikus egereket kollaboracidban
Prof. Allan Goldstein (Harvard Medical School, Boston, USA) és Prof. Bjorn Olsen (Harvard
Medical School) laboratoriumabdl szereztik be.

3.2.  Sejtvonalak:

A ganglionléc sejtek vandorlasat extracellularis matrixfehérjékkel (laminin,
fibronektin) el6kezelt felileten vagy kiilonb6z6 taplaléd sejtréteggel bevont
tenyészt6edényekben kovettiik nyomon. Sejtvonalak: human hepatéma HepG2 (ATCC®
HB-8065™) sejtvonal, transzformalt csirke embryondlis fibroblaszt (DF1; UMNSAH/DF1
(ATCC® CRL. 12203™), human endothél sejtek. A primer human endothél sejttenyészeteket
(Huvec), kollagendaz emésztés utan tortént kimosassal, koldokvénakbdl alapitottuk.
A kisérletekben sajat alapitasu csirke fibroblaszt sejtvonalat és simaizom sejtek primer
sejttenyészetét is felhasznaltunk (Nagy és mtsai., 2001). Korai és enterdlis ganglionléc
sejteket 2, 5, illetve 7 napos csirke embryokbdl nyertiik.

3.3. A mintak szovettani feldolgozasa:

3.3.1. Bedagyazds és hisztotechnika: Szachardz-zselatinos fagyasztott technika, paraffinos,
Araldit mdgyanta. Hisztotechnika: lektin kémia, enzim hisztokémia, immunhisztokémia,
immunfluoreszcencia. Immuncitokémiai vizsgalatainkat fagyasztott metszeteken és
wholemount technikaval a teljes embryon, illetve izoldlt teljes bélszakaszokon végeztiik.
3.3.2. Felhaszndlt primer_ellenanyagok: Ganglionléc markerek: HNK-1 (CD57), beta-1
integrin, és p75 (neurotrophin receptor), SOX10, L1CAM, Ncadherin, PHOX2B; Neuron
markerek: HuC/D (neuron-specifikus RNS kot6 fehérje), neurofilamentum, beta IlI-tubulin
specifikus markerek, neurofilamentum specifikus ellenanyagok, CN (csirke neurit marker);
Glia marker: Bfabp (brain-specific fatty acid binding protein), GFAP; Endothél marker: QH1
(farj specifikus endothél), Mep-21 (csirke specifikus anti-thromobomucin), CD31;
Extracellularis matrixot (fibronektin, laminin, tenaszcin-C, agrin, kollagén-l, -1l. 1V, VI, XVIII,
versican, perlecan, chondroitin-szulfat és heparan-szulfat proteoglikdnt) felismeré
ellenanyagok. Kiméra markerek: QCPN (firj specifikus altalanos sejtmagmarker), 8F3 (csak
a csirke sejteket jeloli); Egyéb ellenanyagok: anti-beta-1 integrin, anti-alpha-simaizom aktin,
calponin, RCAS retrovirus GAG tokfehérjét jelol6 3C2-es ellenanyag; proteoglikan).
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Az immunhisztokémiai reakciok el6hivasakor kromogén szubsztratként DAB vagy kloro-
naphtolt haszndltunk. Az egyszeres, kettés és harmas immunfluoreszcencens jelolések
estében az ellenanyagok kotodését Alexa fluorokrdmokkal jeloltik.

3.3.3. Proliferdcio és apoptozis.

A sejtosztodas mértékét BrdU és EdU jeldléssel vagy anti-phosphohiston-3 ellenanyaggal,
mig az apoptdzist anti-caspase 3 ellenanyag alkalmazasaval mutattuk ki.

3.3.4. Immunelektronmikroszkédpia.

A preembedding kett&s festés sordn az elsé ellenanyag kot6dését peroxidaz reakcidéval DAB-
NiSOs-al mutattunk ki, amit a masodik primer ellenanyag kimutatasara Streptavidin-Gold
jeloléssel egészitettlink ki.

3.3.5. Insitu hybridizacid.

A GDNF, EDN3, EDNRB, BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMPRII, Noggin, SHH, IHH, PTCH1 és PTCH2
gének expresszidjat digoxigenin-jelzett in situ hybridizaciéval vizsgdltuk.

3.4. Embryomanipulaciés médszerek:

3.4.1. Csirke-firj, furj-csirke, csirke-egér, csirke-patkany embryondlis testireg kimérak.

A testiregkimérak alkalmasak az embryonalis szervek hosszu tavu in vivo tenyésztésére és a
ganglionléc eredetli dssejtek differencidlédasanak in vivo nyomonkovetésére. A testiireg
kimérdkat a nyirokszervek fejl6désének kisérletes tanulmanyozasanal leirtak szerint
allitottuk 6ssze (Nagy és mtsai., 2004; 2005; Nagy és Olah, 2010). Eml6s embryok esetében
11.5 napos egér és patkany embryokbdl kipreparalt utébélrdl eltavolitottuk a coecumot,
majd a preganglionotikus (aneurdlis) utdbélszakaszt steril szénszemcsével torténd
megjelolést kovetben 3 napos (HH18 stadiumu) csirke embryo testiiregébe transzplantaltuk
és a kimérakat 7-14 napig inkubaltuk (1. abra).

Ham-mesenchyma rekombinacids kisérletekben az 5-8 napos csirke embryo eredetl bél
epitheliumot, illetve bursa Fabriciib6l izoldlt epitheliumot rekombinaltuk 5 napos
flrjembryok utébél mesenchymajaval. A rekombindcié el6tt a szoveteket 0,03%-os
kollagenazzal enzimatikusan és sajat készitésl wolframkésekkel microsebészetileg
elvalasztjuk egymastdl. A rekombindlt szoveteket 12 éraig kollagén szervtenyészetben
inkubaltuk, hogy a szovetek kozotti integritds Ujra 1étrejojjon, majd a rekombinalt szovetet 3
napos embryo testiliregébe Ultettiik és 10-14 napig inkubaltuk (2. abra).
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1. Abra. Testiireg kiméra 1. A)) A fiirj,
csirke vagy emlés embryokbdl szarmazod
vastagbélszakaszokat 3 napos csirke
embryok testiiregébe {iltettiikk és a kiméra
embryokat 7-14  napig  inkubéltuk.
B-D.) A transzplantalt preganglionétikus
szOovetek 24 ora alatt vaszkularizalédnak,
ganglionléc sejtekkel kolonizalodnak, és
elindul a szoveti differencidlédasuk.
E.) A graftokat szénszemcsével jeloltiik
meg. 3 napos csirke embryo: a graft
a sziv mogott talalhatd primitiv testiiregben
helyezkedik el. F.) QCPN fiirj specifikus
ellenanyag a transzplantalt belet jeloli 24
oraval a beiiltetést kovetden.G.) A graftok
mérete a transzplanticio el6tt ¢és az
inkubalas végén.
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2. abra: Testiireg-kiméra Il. A.) Him-mesenhyma rekombindcié sémds rajza. Kilénb6z6 fajokbdl
szarmazod epithelio-mesenchymalis szervek szoveti rekombindcidjat kovetéen a mesterséges
szerveket kollagén alapu tenyészetekben (B, C) tartjuk és 24 éraval kés6bb testlregbe (D) Ultetjik.
A szoveti rekombindcids kisérletek alkalmasak az intesztinalis ham és a nem-intesztindlis eredet(
hamsejtek (pl. bursa Fabricii, ami a cloacahoz asszocialt primer lymphoepithelialis szerv) bél mesen-
chymara és a bélidegrendszer fejlédésére kifejtett hatasanak tanulmdanyozasara.

3.4.2. Chorioallantois membran transzplantacid.

A chorioallantois membrantenyésztés alkalmas arra, hogy nagyobb méretli embryondlis
szerveket vagy in vitro rekombinalt szoveteket hosszabb ideig in vivo korilményekhez
hasonldé mili6ben tenyéssziik. A kisérletek soran 8 napos csirke embryok chorioallantois
membranjan 7-9 napig tenyésztettiik a csirke és firj embryokbdl szarmazdé bél és cloaca
szakaszokat (3. dbra). Az embryonadlis szervrekombindcids kisérletekben a fiirj és csirke
embryobdl szarmazd cloaca és vastagbélszakaszokat in vitro rekombindltuk. Ezt kdvetéen
a rekombindlt szerveket a chorioallantois membranra vald transzplantdcié el6tt 24 6rat
kollagén gélbe dagyazva inkubaltuk, hogy létrejohessen a kilonboz6é fajokbdl szarmazoé
szovetek adhézidja.

A . +ceca - chorioallantois membran
Il .-ceca j transzplantacio.
midgut. «['.«. 1. hindgut §
— - MG: kézépbél
eéq l:cecatcloaca| | HG: utébél

NoR: Remak ganglion
B| quail | n=13 chicken
MG+HG %\7%_//,
chicken
NoR quail
C| quail |n= chicken
MG+HG

+
chicken
cloaca quail

7 s

3. abra: Chorioallantois membranon (CAM) t6rténd eltenyésztés. A.) Az 5E embryobdl kipreparalt
utdbélszakaszokat 8 napos fiirj vagy csirke embryo chorioallantois membranjan in ovo tenyésztjik.
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3.4.3. Microgyongy embryondlis transzplantacioja (4. abra).

Sejtek, szovetek differencidloddsat befolydsolé morfogének tanulmanyozasara olyan
hordozékat haszndlhatunk, amelyek segitségével a novekedési faktorokat lokalisan a kivant
helyre lehet az embryoba bejuttatni. A 4. dbran az alsé végtag alatt [athato fehér kerek folt
a microgyongy; a felvétel a microgyongy utébél-cloaca régidba torténd implantacidjanak
el6készitésekor késziilt. A micromanipuldcids eljaras soran 70-100 um atmérdgji heparin-acril
microgyongyoket (Sigma) EDN3, GDNF vagy Shh
novekedési faktorok oldataba, valamint BQ788 (EDN3
jelatvitelt gatolja) és anti-GDNF funkcidblokkold
ellenanyag steril oldataba 4-12 ¢6rat &aztattunk.
Az elGkezelt microgyongyoket az 5 napos embryobdl
izolalt vastagbél mesenchymalis faldba implantaltuk,
72 o6raig tenyésztettik, vagy testliregkimérakat
készitve embryondlis testliregbe transzplantalva
tovabbi 7 napig inkubaltuk.

4. abra

3.4.4. Carbocianin-alapu vitdlis sejtjelolés (5. abra).

Vybrant  CM-Dil (Life  Technologies)
fluoreszcens carbocianin festéket 2 napos
(HH10-11  stadium)  csirke  embryok
vel6csévének canalis centralisaba
injektaltunk. A CM-Dil lipofil festék
specifikusan megjeldli a sejtmembrant. Ezzel
a modszerrel a vel6cs6bbl  kivandorld
ganglionléc sejteket jel6ltiik meg.

3.4.5. Veldcs6 eltdvolitdsa és transzplantacidja microsebészeti mddszerekkel (6. abra).

A velGcsé ablacids kisérletek alkalmasak a neurocristopathiak fejlédésének kisérletes
tanulmanyozdasara. Az embryo-manipulacié soran, steril korilmények kozott felnyitott HH11
stadiumu csirke embryon microkésekkel vagast ejtiink a vel6csé kétoldalan, 0,03%-os
kollagenaz kezelést kbvetGen (20 perc, 37° C) a vel6csovet kiemeljik, megtartva a chorda
dorsalist épségét és az embryokat kikelésig inkubaljuk.

6. abra: A) vel6csé ablacidé B) GFP velGcs6 kiméra

8-
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3.4.6. Funkcidnyeréses és funkcidvesztéses mutdcidk csirke embryoban térténd kivaltdsa
replikacid-kompetens RCAS retrovirusokkal.

Az utdébbi években nagy szerepet kaptak az olyan Ujszer(i génmanipuldciés maddszerek
(retrovirus-technika, elektroporacié), amelyek segitségével madar embryokban is el6-
idézhet6 célzott mutacid. A retrovirusok segitségével madar embryokban célzott funkcié-
nyerd és funkcié-veszt6 mutacidt lehet létrehozni. Erre alkalmasak az olyan retrovirdlis
vektorok, amelyek madarakat megfert6z6 Rous-sarcoma virusbdél maddositott, replikacié-
kompetens virusokbdl (RCAS) készitenek. Az RCAS-okban az RNS a genetikai anyag és ezt egy
reverz transzkriptdz forditja vissza DNS-re. Az RCAS retrovirusokba tetszéleges gének
klénozhatdk onalldan, illetve egy meglévé markergénnel (GFP) egyitt (7. abra, A kép).
Ez a mddszer jél alkalmazhato transzkripcids vagy novekedési faktorok, receptorok, adhézids
molekulak és egyéb jelatviteli molekulak fejlédésbioldgiai funkcidjanak vizsgalatara. Az E. coli
torzsekben felszaporitott retrovirus plazmidot elsé |épésben a DF1 fibroblaszt sejtvonalon
tenyésztettiik, majd az ultracentrifugdlassal bekoncentralt viruspartikulumokat a 2 napos
csirke embryo leendd vastagbéltelep mesenchymajaba injektaljuk (7. dbra, B kép). A virus az
embryoba torténd injektdlas utdn az osztddé sejteket fertézi meg, ahol a retrovirus beépil
az Ujonnan keletkezett sejtek genomjaba. Kisérleteinkben a kovetkez6 RCAS vektorokat
haszndltuk: Noggin-RCAS, Shh-RCAS, GDNF-RCAS és siRNS-GDNF-RCAS. Az in ovo kisérlet
soran Narishige microinjektorhoz rogzitett 100 pl-es Hamilton fecskendé segitségével,
vékony Uvegkapillarison keresztil 5 napos embryok vastagbelébe 2-5 pl Shh-RCAS retrovirus
szuszpenziét vagy Cyclopamine-t (3 uM) injektaltunk (7. abra, C, D kép).

Shh-RCAS retroviruf .

~ o

RCAS vector injektalasa 2 napos embryoba

ES csirke embryo
Rcas in situ hibridizaci

157
*

végtag

.

7. abra: RCAS retrovirus intraembryonalis injektalasa. A.) Shh-RCAS retrovirus plazmid térképe.
B.) Fast Green jelzett virusoldat injektalasa az utébél telepébe. C.) RCAS fert6zés kimutatdsa in situ
hibridizacidval és (D) a virus GAG fehérjéjét felimeré 3C2 ellenanyag immuncitokémiaval.
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3.5. Sejt-, szerv-, és embryotenyészetek

3.5.1. Az enteralis idegi &ssejtek izolacidja, felszaporitdsa és in vitro differencidltatasa.

A feln6tt idegi Gssejtek in vitro tenyésztéséhez 3 hetes Wnt1;tdT vagy Plp1®f és
Tau®/*egérbélbsl szarmazd fluoreszcens sejt-szorterrel (BD FACSAria 1Il) kivalogatott
sejteket hasznaltunk.

3.5.2. VelGcsh és bélcso tenyészet.

« sz

(8. abra, A kép).

3.5.3. Kollagén alapu 3-D szervtenyészet.

Kisérleteink soran az 5E embryokbdl izolalt kozépbelet és utdbelet tartalmazd bélszakaszt
I-es tipusu kollagén alapu matrixba agyazva 48-72 6raig tenyésztettiik. Ez a mddszer alkalmas
arra, hogy a matrixba oldott morfogén hatdsat vizsgalhassuk. (8. dbra, B kép).

3.5.4. Fliggeszetett 3-D szervtenyészet.
A flggesztett szervtenyészetek esetében a morfogént a tapoldatba oldjuk. (8. dbra, C kép).

3.5.5. Invitro migrdcié tanulmdnyozasa ,stripe-choice assay” mddszerrel.

Az enterdlis ganglionléc-eredetl sejtek in vitro vandorlasanak tanulmanyozdasdra szilikon
matricak segitségével mianyag tenyészedényre 90 um szélességli savokban 10 pg/ml
laminint, 20 pg/ml fibronektint, 2 pug/ml agrint vagy 50 ug/ml endosztatint vittiink fel.
Az ECM savokra meré6leges orientaciéban (8. abra, D, E kép) 7 napos csirke embryobdl
szarmazo6 kozépbelet helyeztiink, majd a tenyészethez 10 ng/ml GDNF tartalmd DMEM-et
adtunk.

veléesd izolalas és tenyésztés

stripe-choice assay

e R S

fliggesztett tenyészet

szilikon réteg

8. abra: A.) Ganglionléc sejtek izoldlasa és ECM-el bevont felszinen in vitro tenyésztése.
B, C.) Embryonalis bél 3-D kollagén alapu matrix és fliggeszetett 3-D szervtenyészete. A szerveket
3 napig tenyésztettiik. D.) In vitro sejtmigracios teszt (“stripe choice assay”). Az ECM sejtmigraciéra
gyakorolt hatdsat ,stripe choice assay” technikdval lehet kisérletesen vizsgdlni. A sémads rajz
a mianyag tenyésztGedény felszinére savokba nyomtatott ECM mintazatot (z6ld) és a savokra
merélegesen explantalt embryonalis bélszakaszt mutatja. E.) A tenyésztGedény aljara nyomtatott
ECM savokon véandorl6 HNK1+ (fluoreszcens kép) ganglionléc-eredetli sejtek csoportjanak
mikroszkdpos felvétele.

~ 10—
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IV. ATUDOMANYOS EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA:

4.1. Vagus régiobdl szarmazé ganglionléc sejtek vandorlasa és differencialédasa.

Habar a madar embryo alkalmas modellnek tekinthetd az idegrendszert célz6 kutatasokban,
a bélidegrendszer differencialéddsanak tanulmanyozasa, részletes immuncitokémiai
karakterizaldsa eddig még nem tortént meg. Munkdnk elsé lépésében a csirke és firj
embryok fejléd6é bélidegrendszerének immuncitokémiai, valamint in situ hybridizaciéval
torténd karakterizaldsat végeztik el. Vizsgaltuk a ganglionléc sejtek bélfalban torténd
vandorlasat és glia, valamint neuron irdnyu differencialédasat. Attél a ponttdl kezdve mikor
a ganglionléc eredet( sejtek belépnek az el6bél mesenchymdjaba mar enteralis ganglionléc
eredetl sejteknek (ENCC) nevezziik. Kimutattuk, hogy a kordbban ismert korai ganglionléc
sejtekre specifikus HNK-1 marker mellett, a p75 specifikus ellenanyag is alkalmas
a differencidlatlan ganglionléc sejtek azonositasara. A p75 specifikus poliklonalis ellenanyag
specifikusabb membranfestést ad a metszeteken és tobb lehet6séget kindl az egér
monoklondlis ellenanyagokkal valé kettés immunfluoreszcens jeldléseknél. A vagus régidbol
szarmazé HNK-1+/p75+ ganglionléc sejtek elsé csoportja az el6bélen keresztil
a 6. embryonalis napon éri el a kozépbél és utébél hataran taldlhatd coecum telepét. A HNK-
1+/p75+ ENCC-k SOX10, L1ICAM és N-cadherin molekulakat expresszalnak. A 7. embryonalis
napon a ganglionléc sejtek belépnek az utébél proximalis szakaszaba és a 8. embryonalis nap
végére mar az utébél disztdlis szakaszat is kolonizaljak. A 9 napos embryoban mar jél lathatdk
a ganglionléc sejtek aggregdcidjabol fejlédé myentericus és submucosalis ganglionok.
Az utébélben vandorld ganglionléc sejtek kozott beta lll-tubulin, neurofilamentum és
a HuC/D markerekkel a neuronokat, mig a Bfabp specifikus ellenanyaggal a korai glia sejteket
azonositottuk. A ganglionléc-eredetl sejtek specifikus immuncitokémiai kimutatasanak
igazolasara embryomanipuldciés moddszerrel kisérletesen is igazoltuk a vel6csé vagus
szakaszabdl kivandorld GFP (green fluorescent protein)-re transzgenikus ganglionléc sejtek
vandorlasi utjat és differencialédasat. Mindezek alapjan a kdvetkez6 modellt javasoljuk
az ENCC-k differencidlddasanak karakterizalasahoz: a HNK-1, p75, SOX10 és az N-cadherint
differencialatlan ENCC-k fejezik ki és az idegsejtekben, vagy a gliaban a differencidlédas utan
is expresszalédnak. Az L1-CAM, amelyet kezdetben az 6sszes ENCC-t jeldli, a neurondlis
vonalra korlatozddik, mig a SOX10 expresszidja, amit kezdetben szintén az 6sszes ENCC-ben
kimutathatd, a differencidlt enteralis neuronokban lecsokken és a glia prekurzor populaciéra
korlatozédik, hasonldan az egér embryoban megfigyelt expresszids mintazatahoz.

motor neurens
enteralis neuron

Hinterneurons

multipotens o .
ganglionléc  vagus regiébol Fintrinsic primary
eredetii sZarmazé afferent neurons

Gssejt ganglionléc sejt ENCC ;:EEG;L;_;, i;rn‘;élzub,'m_ 225Hnofugal neurons
* LICAM, N-cadherin, NCAM, -
. . neurcfilament, peripherin Finterganglionic glia
(type 1)

Wint1 Sox2/10 Sox2/10, Ednrb enterdlis glia . o
FoxD3 Ednrb Ret, Phox2b 'l'{”"aglﬂn“g""“'c glia
Sox10 nestin nestin, PO > type

P75 P75, HNK1 3 -mucosal glia

HMNK1 L1CAM, N-cadherin (type 11I)

HAND2, Hoxbd Bfabp, PLP1, GFAF, 5100p, Lintramuscular glia
Ascli/Mash1, ErbB3 Sox2/10, nestin, p75, CD49b, | fype Iv) ’
ErbB3 —

9. abra: Az ENCC-k differencidlodasa

A részletes immuncitokémia karakterizalasbdl és velGcsGtranszplantaciobdl kapott
eredmények megerGsitik a bélidegrendszer fejlédésének hasonldsagat a madar és a ragcsald
embryok kozott és vezérfonalként fog szolgdlni a madar bélidegrendszer fejlédését célzo
tovabbi kisérletekhez.

~- 11—
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4.2. A plexus pelvicus fejlédése és szerepe a disztalis vastagbél idegrendszerének
képzésében.

A plexus pelvicust a sacralis vel6csGszakaszbdl szarmazd ganglionléc sejtek hozzdk létre.
Az els6 HNK1+ ganglionléc sejtek az 5-6. embryonalis napon érik el a cloaca korili
mesenchymat. Ezekbdl a sejtekbdl a kvetkezd napokban a plexus pelvicus Hu+ neuron és
B-fabp+ gliasejtekbdl allé dus ganglionhdldzata alakul ki. Csirke-fiirj szervrekombinacios
kiméra technikat 6tvozve chorioallantois membranon torténé tenyésztéssel kisérletesen is
igazoltuk, hogy a ganglionléc &ssejtek el6szor a cloaca mesenchymadjat kolonizaljak.
A megtelepedett sejtek a plexus pelvicust hozzak létre, majd a differencialatlan ganglionléc
sejtpopulacié tovabb vandorol és a fejl6d6é disztalis vastagbélben a plexus myentericus
ganglionjainak kialakuldsahoz jarulnak hozza.

43. A GDNF és az Endothelin-3 novekedési faktorok vastagbél idegrendszer
fejlodésében betoltott szerepe.

a) A GDNF expressziés mintdzata a fejl6d6 béltraktusban és szerepe az enterdlis
ganglionléc sejtek ontogenezisében.

A RET+ ENCC-re a bélmesenchymdban termelt GDNF novekedési faktor
chemoattraktansként hat, koncentraciégradienst hoz |étre és igy biztositja a ganglionléc
sejtek bélfalban torténd irdnyitott vandorldsdt. A GDNF a ganglionléc sejtek
differencialéddsat és osztéddsat befolydsold hatasa kevésbé ismert. A kérdés
megvalaszolasara el6szor in situ hybridizacioval a GDNF embryondlis expresszidjat
hatdroztuk meg, majd koncentracidjanak valtoztatdsdval funkcidjdra prébaltunk
magyarazatot adni. Az in situ hybridizaciés eredmények szerint a GDNF el6sz6r a 3 napos
embryo nephrogén mezoderma sejtjeiben jelent meg, majd az 5 napos embryoban
a gyomor, a coecum és a cloaca mesenchymajdban expresszalédott. A GDNF kifejez6dése
a 6. naptdl kezdve a leend6 neuralis plexusok helyén, a bélfal kiils6é mesenchyma sejtjeiben
talalhatd. A GDNF koncentracidégradiensének megvaltoztatasaval préobaltuk megérteni a
ganglionléc sejtekre gyakorolt hatdsat. Magasabb koncentracidé kivaltasara rekombinans
GDNF proteinben 3aztatott microgyongydket Ultettiink a 6 napos embryo vastagbelének
proximalis faldba. 72 draval kés6bb a ganglionléc sejtek tobbsége a microgyongy koéré
csoportosult. Ugyancsak migraciét serkentd hatast kaptunk akkor is, ha kollagén gélbe
oldottuk a GDNF-et és igy tenyésztettilk a 6 napos embryonalis beleket. A GDNF stimulusra
a sejtek kivandoroltak a bélfalbdl. A GDNF fokozta tehat a sejtek vandorlasat. A GDNF
kezeléssel ellentétes eredményt kaptunk; amikor az embryondlis vastagbél faldba
transzplantalt microgyongyoket el6zetesen anti-GDNF ellenanyagba aztattuk és a funkcié-
GDNF retrovirusokkal funkcid-nyeréses és funkcid-vesztéses mutacidkat idéztlink eld
a fejl6dé 2 napos embryokban. Az elsé esetben tulzott koncentracidban expresszalédott
a GDNF, mig az siRNS-technikaval az endogén GDNF géncsendesitése volt a cél. A magas
GDNF koncentrécio serkentette a sejtek proliferaciojat és a ganglionléc sejtek korai HuC/D+
neuron iranyu differencidlddasat valtotta ki. A GDNF koncentraciéjanak lecsokkentése a
ganglionléc sejtek vastagbélben torténé vandorlasat késleltette, mérsékelte a sejtosztddas
mértékét, s ezzel a proximalis szakaszokban hypoganglionosist idézett el6.

~12 —
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b) Az Endothelin-3 (EDN3) expresszids mintazata a fejl6d6 béltraktusban és szerepe az
enteralis ganglionléc sejtek ontogenezisében.

GDNF-nek és RET receptordnak a mutacidja a teljes vastagbél ganglionmentességét hozza
létre. Az EDN3 nem hat chemoattracktdns faktorként a ganglionléc sejtek migrdcidjara, de
mutacidjakor mégis hianyoznak a distalis vastagbél ganglionjai. Ezt az ellentmondast in vitro
szervtenyészetekkel és csirke-firj kimérak alkalmazasaval prébaltuk feloldani.

El6sz0r in situ hybridizacidval vizsgaltuk az EDN3 és EDRNB expresszios valtozasat a csirke
embryoban. A GDNF-hez hasonldan itt is azt talaltuk, hogy az EDN3 expresszidja a béltraktus
fejl6édése sordn elGszor az 5E coecum mesenchyma sejtjeiben jelenik meg és kifejez6dése
a kovetkez6 napokban a vastagbél mesenchymajaban is kimutathaté. A vandorlé ganglionléc
sejtek az EDN3-at felismer6 EDNRB receptort expresszaljak.

Kiméras kisérleteinkkel egy Uj embryomanipulacios technikat vezettik be: firj embryonalis
vastagbélszakaszokat a ganglionléc sejtek kolonizaciéja el6tt izoldltuk és EDN3 vagy
az EDNRB antagonista BQ788 oldatdba tenyésztettilk, majd 3 napos csirke embryok
testlregébe Ultettliik és 7 napig inkubdltuk. A fogadé embryokbdl izoldlt graftokat faj- és
sejtspecifikus ellenanyagokkal festettik meg. A transzplantacidra haszndlt csirke
ganglionmentes vastagbél graftokat a fogadé firj embryok ganglionléc sejtjei kolonizaltak.
Ha a graftokba el6zetesen EDN3 novekedési faktort juttattunk, akkor a donor
vastagbelekben a kezelés hatdsara a ganglionléc sejtek intenzivebben osztodtak
és hyperganglionosist okoztak. Az EDNRB funkcidjat blokkol6 BQ788 kezelés
kovetkezményeként hypoganglionosis alakult ki. Tovabba, amikor 5 napos embryokbdl
izolalt kozépbél-vastaghél darabokat kollagénmatrixban tenyésztettiik azt taldltuk, hogy az
EDN3 gdatolta a neuronok termindlis differencialédasat. EDN3 hidnyaban a ganglionléc sejtek
korabban differencidlédnak NOS neurotranszmittert termel6 neuronokka és ezek
a ganglionléc sejtek mar nem tudjak befejezni a vastagbél kolonizaciojat.

4.4. Az endothél sejtek szerepe a vastaghél idegrendszer fejlédésében.

El6zetes morfoldgiai eredményeink alapjan kimutattuk, hogy madar embryoban a vastagbél
endothél sejtek, megel6zve a ganglionléc sejtek bevandorlasat, két koncentrikus gy(ir(ibe
rendezédnek a leend6 myentericus és submucosalis plexusok teriletén. Ez a véletlenszer(
morfoldgiai megfigyelés vetette fel azt az elképzelést, hogy az endothél sejtek
a bélidegrendszer prekurzorainak vandorlasat és differencialédasat befolyasolhatjak.

a) Az endothél sejtek és a ganglionléc sejtek egyittfejl6désének immuncytokémiai
karakterizalasa zebrahal, madar és humdan embryok vastagbél fejlédése soran:

Munkank kezdetén immuncitokémiai moddszerekkel vizsgdltuk az endothél sejtek
prekurzorainak differencidlodasat és a primér erek kialakulasat a fejl6dé embryok
bélcsatornajaban. Madar embryokban endothél specifikus ellenanyagokat, zebrahal
esetében pedig GFP fehérjére transzgén endothél mutans térzset hasznaltunk. Ezekben
a zebrahal embryokban minden endothél sejt zélden fluoreszkal. Human embryokban CD31
ellenes antitestekkel vizsgaltuk az endothél sejtek fejlédését. Az endothél festésekkel
parhuzamosan, a ganglionléc eredetl sejtek (neuron, glia) vastagbélben torténd
differencialédasanak, erekhez viszonyitott lokalizacidjat és migracidjat is nyomon kovettik.

_ 13—
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b) Endothél és a ganglionléc eredetl progenitorok fejl6désében fellép6 kdlcsénhatasok
in vivo vizsgdlata:

5 napos flirj embryo kdzépbelében, és 7 napos embryok vastagbelében a QH1+ endothél és
a HNK-1+ ganglionléc eredet(i sejtek szoros kozelségben fejlédnek. Kollaboracidban Dr. Brant
M. Weinstein (Laboratory of Molecular Genetics, National Institutes of Health, Bethesda,
MD) kutatécsoportjaval ezt a fejlédésbioldgiai jelenséget, 5 napos zebrahal embryokon is
megfigyeltik. A halak ganglionléc eredet(i sejtjeit HuC/D antitesttel jeloltik. Kettds
immunfluoreszcens jel6léssel igazoltuk, hogy a HuC/D ganglionléc eredet(i sejtek az endothél
sejtek szomszédsagaban vandorolnak. Dr. Alan Burns (UCL, Institute of Child Health, Neural
Development Unit, London, UK) kutatdcsoportjaval egytttmikodve 7, 8, 9 hetes human
embryok vastagbél metszeteiben is tanulmanyoztuk a ganglionléc és endothél sejtek id6ben
és térben valé kolokalizacidjat. Eredmény: az endothél sejtek és a vastagbélben taldlhato
myentericus ganglionléc sejtek egymas mellett fejlédnek.

c) c.) VEGF jeldtvitel gatldsdanak hatdsa az utébél fejlédésére: szervtenyészet.

A VEGF az endothél sejtek fejl6dését stimulalé faktor. VEGF inhibitorok (SU5416 és VEGF-R1-
gatlé protein) alkalmazasdval az intestindlis erek kialakuldsat gatoltuk és az erek hidnyanak
a bélidegrendszer fejl6désére gyakorolt hatdsat tanulmdanyoztuk. Eredmények: VEGF
inhibitorok gatoltdk az endothél sejtek kialakuldsat és megakadalyoztak a ganglionléc sejtek
vandorlasat is.

d) Endothél és a ganglionléc eredetli progenitorok fejl6édésében fellépd kolcsonhatasok
in vitro vizsgalata:

Endothél-ganglionléc rekombinacids kisérletekben tanulmanyoztuk a két sejttipus egymadsra
gyakorolt hatasat. A kisérletekben ganglionléc sejteket tartalmazé 2 napos embryondlis
vel6csé és 5 napos kozépbél szakaszokat rekombinaltuk matrix fehérjék (fibronektin,
laminin) vagy kiilonb6z6 sejtekkel bevont (embryonalis simaizom, fibroblaszt, human HepG2
epithél és human endothél) bevont tenyésztélemezek felszinén. A laminin és fibronektin
szubsztratuma a vel6cs6b6l szdrmazd ganglionléc sejtek vandorlasat serkentette.
Embryonalis bélcs6vel végzett explantacids kisérleteinkben is hasonlé eredményeket
kaptunk azaz, a bél ganglionléc eredet( sejtjei is nagy affinitassal vandorolnak laminin és
fibronektin matrix felszineken. Amikor a matrixfehérjék helyett sejteket hasznaltunk
aljzatként, akkor a ganglionléc sejtek vandorlasakor csak az endothél sejtek bizonyultak
idedlis kdrnyezetnek. A sejtek vandorlasat, ugy a laminin matrixon, mind a HUVEC sejteken
meggatolta a beta-1 integrint blokkold ellenanyag. Ezzel a kisérletsorozattal elGszor
igazoltuk, hogy az endothél sejtek irdnyitd szerepet jatszanak az enteralis ganglionléc sejtek
vandorlasaban.

4.5. A simaizom szerepe a bélidegrendszer fejlGdésében.

Az erekhez hasonldéan az bél simaizom rétegei is szoros anatdmiai kapcsolatban vannak
a bélidegrendszer elemeivel, és az simaizomsejtek szubsztratként szolgalhatnak az ENCC-k
migraciojanak és proliferacidjanak iranyitdsahoz és el6mozditasahoz. A bélidegrendszernek
két f6 ganglionalt plexussal (submucosalis és myentericus) kialakult sugadrmintazatat a kor
alaku izomréteg hatdrolja. Ez arra utal, hogy simaizomra sziikség van a koncentrikus helyzet(
radidlis mintazat létrejottéhez.
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Csirke embryokbdl szarmazé bélszéveten végzett vizsgalatokbol megallapitottuk, hogy a bél
simaizomrétege és a bélidegrendszer fejl6dése eltéré sorrendet kovet a kozépbélben és
az utobélben. A kdzépbélben az ENCC-k érkezése megel8zi a simaizom differencialédast, de
ez a sorrend megfordul az utdbélben, ahol a simaizom alakul ki el6szor. Mind az alpha-
simaizom aktin (SMA), mind a calponin, azaz a korai és a késGi izom differencialédasra
jellemz6 molekulak expresszidja az ENCC-k érkezése el6tt kifejezddik. Szervtenyészetekbdl
kapott eredményeink pedig azt mutatjak, hogy a bél simaizmdnak alapvet6 szerepe van
az ENS kialakitdsaban. Az FK506 egy immunszuppressziv gyogyszer, amely gatolja a simaizom
differencialéddsat. Az AG1295 egy vérlemezke-eredetli novekedési faktor receptor
antagonista, amely egér embryoban gatolja a viszcerdlis simaizom differencialodasat.
Megallapitottuk, hogy a simaizom fejl6édését a két reagens kombinaciéja gatolja
a leghatékonyabban. Az inhibitorok megakaddalyoztak az SMA expresszidjat a kozépbélben,
jelezve, hogy az alpha-simaizom aktint expresszald kora simaizomszovet differencidlédasa a
kozépbél szakaszan nem tortént meg, a mesenchyma differencidlatlan maradt. Ebben az
esetben mindig rendellenes bélidegrendszer alakult ki. Ezzel szemben az utdbélben, ahol
az alpha-simaizom aktin mar kifejez6dik az ENCC-k megérkezése el6tt, az AG1295/FK506 az
alpha-simaizomaktin expressziéjat nem valtoztatta meg. Az inhibitorok azonban
megakaddlyoztdk a calponin expresszidjat, ami a késéi simaizom differencialédas markere.
Annak ellenére, hogy a calponin nem expresszaldédott, az ENCC migracidja és a koncentrikus
mintdzat kialakuldasa az utébélben normalisan zajlott. Az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az alpha-simaizom aktint expresszald korai izom-specifikacid
elengedhetetlen az ENS mintdzatahoz, mig az izmok késébbi differenciadldasa nem befolyasolja
a bélidegrendszer fejl6désének mintazatat.

4.6. Ham-mesenchymalis kdlcsonhatasok hatdrozzak meg a bélidegrendszer radialis
szimmetriat mutato fejlodését.

Epithelium-mesenchyma kolcsonhatasokat célzé in vitro kutatdsok szerint a mesenchymalis
milié mellett hdm-eredetl morfogének is nagymértékben meghatarozzak a bélfal sejtjeinek
differencialéddsat. A Hedgehog névekedési faktor csaladba tartozé Sonic hedgehog (Shh)
novekedési faktort harom évtizede azonositottak el6szér gerinces allatokban, valamint
emberben. Az embryondlis fejl6édés kezdetén a gerinchdrban, majd kés6bb
a végtagbimbdkban és a bélcsé entodermajiban fejezédik ki és a mesenchymara fejti ki
hatdsat. A Shh mas novekedési faktorokat (BMP-4, Wnt, stb) valamint homeobox (HOX)
géneket aktivalva, a bélcsatorna organogenezisében lejatsz6dd kezdeti sejtosztédast,
differencialédast és az egyes kompartmentek (el6bél, vékonybél atmenet, coecum, utdbél,
cloaca) elklilonilését iranyitja. Mutacidja estén a fejl6dé bélcsatorndaban nyel6csé sipoly
(fistula oesophago-trachealis), pancreas hiany és cloaca malformatio jelentkezik.
Heterozigdta Shh mutans egerekben a bél mesenchymadlis sejtjei mellett a bélidegrendszer
is rendellenesen fejl6dott; ganglionmentes szakaszok és ectopikus ganglionok alakultak ki.
Ezek a kisérletek ugyanakkor nem mutattak ra arra, hogy a Shh kozvetlenil
a ganglionlécsejtekre hat-e vagy a bél mesenchymasejtek differencidlédasanak befolyasolasa
révén szabalyozza a normadlis bélidegrendszer kialakuldasat. Mindezen adatok alapjan
feltételezziik, hogy a bélrendszer gyakori velesziiletett elvaltozasanak a megacolon
congenitum (Hirschprung-kér) megjelenésében a hdmeredet(i Shh morfogén is fontos
szerepet jatszhat.
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Szervtenyésztés, szovetrekombinacio, csirke-fiirj kiméra, chorioallantois membran atiiltetés
és retrovirdlis kozvetitésl in ovo funkcidnyerés alkalmazdsdval tanulmanyoztuk az Shh
szerepét a bélidegrendszer fejl6désében Megallapitottuk, hogy a Hedgehog jelatvitel gatlasa
cyclopamine-val vagy funkcidblokkold ellenanyaggal hyperganglion6zishoz, mig a Shh tulzott
kifejezése agangliondzishoz vezet. Az ENCC-k sikertelen kolonizacidja a sejtek migracidjanak,
szaporodasanak vagy differencidléddsanak rendellenességébdl szarmazhat.
Megallapitottuk, hogy a magas Shh koncentracio jelent6sen csékkenti az ENCC proliferaciot,
és el6segiti azok id6 el6tti differencialéddsat neuronokka. A Shh in vivo RCAS-retrovirus-
kozvetitett kifejezése megerdsiti ezeket az eredményeket; az embryoban disztalis
agangliondzist, valamint sulyos hypogangliondzist okozott a proximalis vastagbélben.
Eredményeink megerdsitik a kordbbi megfigyeléseket és feltarjdk a Shh-jelatvitel alapvet6
szerepét az ENCC-k proliferacidjanak, differencialéddsanak, migracidjanak és mintdzatanak
szabdlyozasaban.

Megvizsgaltuk a Shh hozzaadasanak és gatlasanak hatdsat ex vivo és in ovo, és megfigyeltlk,
hogy a Shh aktivitds moduldldsa dramai valtozasokhoz vezet az ECM fehérjék
expresszidjaban, amelyek a ganglionléc eredet( sejtek migracidjanak ismert szabalyozéi. Mig
a laminin, a fibronektin és a kollagén | tdmogatja a ducléc eredetl sejtek migraciojat
(permissziv hatas), addig a chondroitin-szulfat proteoglikdn tipusi molekuldk, beleértve
a versicant és a kollagén IX-et gatoljdk a migraciot. Megdllapitottuk, hogy Shh indukalja
a versican, a kollagén IX és a CS-56 expresszidjat a bélben, mig a cyclopamine (Shh jelatvitelt
blokkolé reagens) csdkkenti.

4.7. Az ENCC-k extracellularis matrixot termelnek, hogy atalakitsak mikrokornyezetiiket
és szabdlyozzak migraciojukat az ENS fejl6dése soran.

A bélidegrendszer fejlédése idején, amikor a vandorlé ENCC-k belépnek a coecum teriiletére,
tenaszcin akkumuldcié figyelheté meg az érkezd sejtek korul. Ez a dinamikus expresszids
mintdzat arra utalhat, hogy a disztalis bél kolonizacidja folyamdan a migralé ENCC-k atalakitjak
az extracellularis matrix kornyezetét. Ganglionmentes utdbelek chorioallantois membranon
torténd tenyésztésével megallapitottuk, hogy a tenaszcin-expresszié hianyzik, kiilonosen
a submucosalis régidban, ami felveti azt a lehetdséget, hogy az ENCC-k tenaszcint termelnek,
vagy indukaljak annak mesenchymalis expresszidjat. Korai embryobdl izoladlt vel6csé
tenyészetekkel és testiireg kimérdk alkalmazdasaval azt talaltuk, hogy amikor madar-ENCC-k
kolonizaljak az aneuralis patkany-graftot akkor csirke eredetl tenaszcint fejeznek ki, ami
kisérletesen bizonyitja, hogy az ENCC-k tenaszcint termelnek.

Ahhoz, hogy megértsiik az ENCC-k bél mesenchymadra gyakorolt hatasat, ganglionmentes
utobeleket allitottunk el6 in vivo vagus regio vel6csé ablacidjaval és ex vivo choriallantois
membran graftok alkalmazdsaval. Mindkét embryomanipuldciés modell esetében,
a ganglionmentes utébél ECM mintdzatdban hatdrozott kiilonbség mutatkozott a kontroll
allatokéhoz képest, csokkent tenaszcin expresszio jellemezte a submucosalis régiét. Ez arra
utal, hogy mig a kils6 bélfal képes sajat tenaszcint elGallitani, ami valdszin(ileg
a simaizomsejtekbdl szarmazik, addig a bels6 mesenchyma tenaszcin expresszidja fligg az
ENCC-k jelenlétét6l a submucosa teriiletén. Az ENCC-k tehadt nem csak reagalnak
mikrokornyezetiikre, hanem maodositjak is azt az ECM expresszidjanak moduldlasaval.
Extracelluldris matrixot célzé kisérleti munkank masodik részében részletesebben
karakterizaltuk a vandorlé ENCC-k és az extracellularis mikrokérnyezet kozotti kdlcsénhatdst.
A kilonboz6 fejlédési stadiumok ECM mintazatanak immunhisztokémiai 6sszehasonlitdsa
soran tobb olyan heparan-szulfat proteoglikan fehérjét (HSPG) taldltunk, amelyek intenziven
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expresszalédnak a fejl6dé bélidegrendszerben. Kimutattuk, hogy a korai embryoban
vandorlé ENCC-k kdzvetlen kornyezete intenziv kollagén XVIII és agrin expressziét mutatott.
A kollagén XVIII volt az els6 olyan molekula a kollagének kozil, amelyrdl kimutattak, hogy
heparan-szulfat oldallancokkal rendelkezik. Kimutattuk, hogy mindkét fehérje korbefogja
a kifejlett ganglionokat, igy szerepet jatszhatnak egy fizikai gat létrehozdsaban, amely
elvalasztja a ganglionokat a simaizomtodl, kapillarisoktdl és egyéb kornyezd sejtektdl,
potencialisan megvédve a kiilénb6z6 immunmedidtor molekuldktdl is.

Igazoltuk, hogy az EDNRB-/- egerek proximalis, bélidegrendszert tartalmazo vastagbele erds
kollagén XVIII expressziét mutat az enteralis ganglionok és az ezeket egymassal 6sszekot6
rostok korll. Ezzel szemben, a ganglionmentes disztalis vastagbélben nincs kollagén XVIII
expresszio. Az agrin ganglionok korilli expresszidja szintén hidnyzik a ganglionmentes
szakaszban. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az ENCC-k sziikségesek a kollagén XVIII
és az agrin enteralis ganglionokhoz asszocidlt expresszidjahoz.

Az embryomanipulacidval kapott eredmények azt mutatjdk, hogy az ENCC-k maguk is
termelnek kollagén XVIll-at és agrint, perlekant viszont nem expresszalnak. Amikor E11.5
egér utébelét atlltettiink E3 csirke embryo primitiv testliregébe a graftot a fogadd
embryobdl szdrmazé ganglionléc-eredetli sejtek kolonizaljdk és endothélsejtek
vaszkularizaljak. A madar specifikus kollagén XVIII, az agrin és a perlecan ellenanyagok
alkalmazasa igazolta, hogy a HSPG tipusi ECM molekuldkat csirkébdl szarmazd sejtek
termelik.

In vitro sejtenyészetek kett6s immunfluoreszcens festése igazolta, hogy a PLP1+ gliasejtek
kollagén XVIlll-at és agrint is expresszalnak, mig a Tau+ enteralis neuronok csak agrint
termelnek. Az agrin és kollagén XVIII ENCC-kre kifejtett hatdsat in vitro sejtmigracios (stripe-
choice assay) kisérletekben is megvizsgdltuk. Kisérleteinkben E7 embryokbdl izolalt
kozépbelet GDNF jelenlétében egy olyan felszinen tenyésztettilk, amelyre el6zetesen
valtakozd savokban kiilonb6zé ECM fehérjéket vittlink fel. A kollagén XVIlI-at rekombinans
endostatinnal helyettesitettilk, mivel a kollagén XVIII fehérje tisztitott formdban
a kereskedelemben nem elérhet6. A tenyésztett ENCC-k intenziven vandoroltak
az endostatinnal, valamint az endostatinnal és az fibronektinnel, illetve lamininnel egytt
bevont savokon. A sejtvandorlast megenged6 endostatinnal szemben az agrin gatolta az
ENCC-k vandorlasat.

Az ENCC-k azon szerepének megismerése, hogy aktivan képesek matrix kornyezetiik
megvaltoztatdsara fontos terapids és klinikai lehetGségeket tar fel. A Hirschsprung betegség
esetében példaul, az aganglionotikus bélszakaszban nemcsak az ENCC-k hidnyaval allunk
szemben, hanem az ECM hadldzat kialakuldsa is zavart szenved. Az EDNRB muténs egerek
A Hirschsprung betegség okait és hatdsait tehat sokkal kiterjedtebb korben kell vizsgalni,
a bél fejlédésének és strukturdjanak kialakuldsa soran. A regenerativ terdpiaban, ahol
a Hirschsprung betegség sordn megjelend aganglionotikus bélszakasz Gssejtes repopulacidjat
célozzdk meg, szamolni kell azzal is, hogy a sejtek egy olyan abnormalis matrix kdzegbe
keriilnek, amely potencidlis valtozasokat okozhat az enterdlis neuronalis fejl6édésben
a megvaltozott mikrokdrnyezet hatasara. Az agrin expresszid és ezaltal a sejtmigraciot gatlo
hatds csokkentése, illetve a sejtmigraciot serkenté faktorok el6térbe helyezése, mint
a kollagén XVIII és a tenaszcin, olyan Uj lehet&ségeket kinalnak, amelyek a neuralis Gssejtek
migraciojat biztosithatjdk a transzplantaciét kévetéen. Ehhez azonban tovabbi kisérletek
sziikségesek az ECM funkciondlis, normal és patoldgias bélidegrendszer fejlédésre kifejtett
szerepének meghatarozdasara.
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V. A TEZISEK LEGFONTOSABB UJ MEGALLAPITASAI:

1.) A ganglionléc-eredeti sejtek fejl6désének részletes immuncitokémiai karakterizalasat
embryomanipulaciés madszerrel o6tvozve (velGcsé transzplantacio) kisérletesen s
meghatdroztuk a vel6cs6é vagus szakaszdbdl kivandorld ganglionléc eredetld Gssejtek
vandorlasi utjat és utobélben torténd differencidlédasat.

2.) Embryomanipulacios kisérletekkel igazoltuk, hogy a sacralis eredetl sejtek elGszor a
plexus pelvicus ganglionjait hozzak létre, majd tovabb vandorolnak és a distalis vastagbélben
a plexus myentericus létrehozasdban vesznek részt.

3.) Az Endothelin-3 receptora (EDNRB) a ganglionléc sejteken fejez6dik ki, mig a coecum és
a vastagbél mesenchymaja - hasonléan a GDNF-hez - az Endothelin-3 ndvekedési faktort
expresszalja. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az Endothelin-3 serkenti a ganglionléc sejtek
proliferacidjat, gatolja a GDNF indukalt differencialédast, ezaltal biztositva a ganglionléc
sejtek vastagbélbe vald bevandorlasat.

4.) Csirke-fiirj-, csirke-egér bélkimérdk el6allitasaval olyan Uj embryomanipuldciés technikat
vezettliink be, amellyel vizsgdlni lehet a bélidegrendszer fejl6désének hatterében allod
folyamatokat. A bélkimérak ujabb molekuldk (Sonic hedgehog, BMP-4, Wnt-11, CXCL12
novekedési faktorok) bélidegrendszer fejl6désben betoltott szerepének tanulmanyozdsat
inditottak el.

5.) Kimutattuk, hogy a zebrahal, madar és human embryok gasztrointesztindlis rendszerében
a ganglionléc eredetl sejtek vandorldsa, differencialéddsa az endothél sejtek felszinén
torténik. A bélfal endothélsejtjei a vandorlé ganglionléc sejtek osztddasat stimuldljak. Az
enteralis erek koncentrikus rétegeinek kialakuldasa megel6zte a ganglionléc sejtek bélcs6ben
torténd haladasat. Az enteralis ganglionléc sejtek beta-1 integrin molekulakkal kapcsolddva
vandorolnak a két koncentrikus rétegben fejl6d6 érhaldzat basalis membranjan.

6.) Embryomanipuldcids kisérlettel és in vitro szervtenyészetben igazoltuk, hogy a tunica
muscularis izomrétege biztositja, hogy az enterdlis plexusok koncentrikusan a bél kilsé
rétegében, a korkords simaizomréteg bels és kiils6 felszinén helyezkedjenek el.

7.) Eredményeink igazoljak, hogy a bél epitheliumbdl szarmazé Shh ndévekedési faktor
koncentracidgradiense a lamina propriaban olyan gatlé ECM koérnyezetet hoz létre, amely
megakaddlyozza, hogy az ENCC-k az epithelium koézelébe vandoroljanak, ellentétben a
szintén epitheliumbdl szarmazd Netrin molekula chemoattraktiv hatasaval, és ezaltal kijeloli
a plexus submucosus leendd helyét.

8.) Embryomanipuldcés maodszerekkel, transzgenikus allatok embryoinak alkalmazasaval,
Gssejt-, és szervtenyészetekben kimutattuk, hogy az enteralis ganglionléc eredetl sejtek
tenaszcin-C, agrin és kollagén XVIII tipusu extracellularis matrixot termelnek, hogy
atalakitsak mikrokornyezetiiket és elGsegitsék migraciojukat a bélidegrendszer fejlédése
soran.
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VI. CIMLAPFOTOK:

Az elmult néhany évben publikalt bélidegrendszer embryonalis fejlédését célzé kutatasokbol
sziiletett elsé és utolso-szerz6s cikkeimbd6l szamos kép az Ujsagok cimlapjara kerdilt
(Goldstein és Nagy 2008; Nagy és mtsai., 2009; Nagy és mtsai., 2010, 2012, 2016; Nagy és
Goldstein, 2017; Déra és mtsai., 2017, 2018).
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VIl. Az eredmények gyakorlati hasznosulasanak lehetéségei

Kutatécsoportom egylittm(kodve a bostoni Harvard Egyetem Gyermeksebészeti
Tanszékével azt tlizte ki célul, hogy karakterizdlja a normal és a Hirschsprung-kérra jellemz6
rendellenes bélidegrendszer embryondlis fejl6édését. A bélidegrendszert |étrehozd
ganglionléc-eredet(i Gssejtek tanulmanyozdsa a neurointesztindlis kérképek patolégiai
hatterének megismerésén tul az Gssejtterdpias kezelések jovSbeni alkalmazhatdsaga
szempontjabdl is nagy jelentGséggel bir. Az Gssejtek fejlédését meghatarozd extracellularis
mikrokdrnyezet nem csak a sejttranszplantaciot megel6z6 in vitro felszaporitds fazisaban
fontos, hanem a beliltetést kbvet6en, a megfelel6 széveti kornyezet megteremtésében is
szerepet jatszik. Az RNAseq és embryomanipulacids kisérletekkel szamos, korabban
ismeretlen molekulat azonosithatunk a fejl6d6 bélidegrendszer kornyezetében. Sejtszintd
RNSseq analizis fényt derithet azokra a génekre, amelyek az ENCC-k invazivitasat
szabdlyozzak. Mindezek alapjan olyan molekularis stratégidkat dolgozhatunk ki, amelyekkel
fokozni lehet a biopszidkbdl kinyert vagy Ossejtekbdl differencialtatott idegi Gssejtek
migracios és integracios képességét a posztnatalis bélbe torténd transzplantacid utan.
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Kovacs, and Goldstein AM (2020). RET overactivation leads to concurrent Hirschsprung disease and
intestinal ganglioneuromas. Development (accepted, in press)

IF: 5,611

Nagy, N., Marsiano, N., Bruckner, R. S., Scharl, M., Gutnick, M. J., Yagel, S., Arciero, E., Goldstein, A.
M., & Shpigel, N. Y. (2018). Xenotransplantation of human intestine into mouse abdomen or
subcutaneous tissue: Novel platforms for the study of the human enteric nervous system.

Neurogastroenterology and motility, 30(3), 10.1111/nmo.13212.
https://doi.org/10.1111/nmo.13212
IF: 3,803

Déra, D., Arciero, E., Hotta, R., Barad, C., Bhave, S., Kovacs, T., Balic, A., Goldstein, A. M., & Nagy, N.
(2018). Intraganglionic macrophages: a new population of cells in the enteric ganglia. Journal of
Anatomy, 233(4), 401-410.

IF: 2,638

Zhang, D., Rollo, B. N., Nagy, N., Stamp, L., & Newgreen, D. F. (2019). The enteric neural crest
progressively loses capacity to form enteric nervous system. Developmental Biology, 446(1), 34—42.
IF: 2,895

Nissim-Eliraz, E., Nir, E., Shoval, 1., Marsiano, N., Nissan, I., Shemesh, H., Nagy, N., Goldstein, A. M.,
Gutnick, M., Rosenshine, ., Yagel, S., & Shpigel, N. Y. (2017). Type Three Secretion System-Dependent
Microvascular Thrombosis and Ischemic Enteritis in Human Gut Xenografts Infected with
Enteropathogenic Escherichia coli. Infection and immunity, 85(11), e00558-17.

IF: 3,256

Belkind-Gerson, J., Graham, H. K., Reynolds, J., Hotta, R., Nagy, N., Cheng, L., Kamionek, M., Shi, H.
N., Aherne, C. M., & Goldstein, A. M. (2017). Colitis promotes neuronal differentiation of Sox2+ and
PLP1+ enteric cells. Scientific Reports, 7(1), 2525. https://doi.org/10.1038/s41598-017-02890-y

IF: 4,122

(Corresponding author) Cheng LS., R Hotta, H K. Graham, J Belkind-Gerson, N Nagy, AM. Goldstein.
(2016). Postnatal human enteric neuronal progenitors can migrate, differentiate, and proliferate in
embryonic and postnatal aganglionic gut environments. Pediatric Research 81(5):838-846.

IF: 3,123

Cheng LS, Graham HK, Pan WH, Nagy N, Carreon-Rodriguez A, Goldstein AM, Hotta R. (2016).
Optimizing neurogenic potential of enteric neurospheres for treatment of neurointestinal diseases. J
Surgery Research. 2016 Dec;206(2):451-459.

IF: 2,198

Hotta R; Cheng L, Graham H; N Nagy, J Belkind-Gerson, G Mattheolabakis, Mr M Amiji; AM Goldstein.
(2016). Delivery of enteric neural progenitors with 5-HT4 agonist-loaded nanoparticles and
thermosensitive hydrogel enhances cell proliferation and differentiation following transplantation in
vivo. Biomaterials: 88:1-11.

IF: 8,402
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Belkind-Gerson J, Hotta R, Whalen M, Nayyar N, Nagy N, Cheng L, Zuckerman A, Goldstein AM,
Dietrich J. (2016). Engraftment of enteric neural progenitor cells into the injured adult brain. BMC
Neuroscience 17:5. doi: 10.1186/s12868-016-0238-y

IF: 2,312

Loscertales, M ; Nicolaou, F ; Jeanne, M ; Longoni, M ; Gould, DB ; Sun, YW ; Maalouf, FI ; Nagy, N ;
Donahoe, PK Type IV collagen drives alveolar epithelial-endothelial association and the
morphogenetic movements of septation. BMC BIOLOGY 14 Paper: 59, 21 p. (2016)

IF: 6,779

Alan J. Burns, Allan M. Goldstein, Donald F. Newgreen, Lincon Stamp, Karl-Herbert Schafer, Marco
Metzger, Ryo Hotta, Heather M. Young, Peter W. Andrews, Nikhil Thapar, Jaime Belkind-Gerson,
Nadege Bondurand, Joel C. Bornstein, Wood Yee Chan, Kathy Cheah, Michael D. Gershon, Robert O.
Heuckeroth, Robert M.W. Hofstra, Lothar Just, Raj P. Kapur, Sebastian K. King, Conor McCann,
Nandor Nagy, Elly Ngan, Florian Obermayr, Vassilis Pachnis, Pankaj J. Pasricha, Mai Har Sham, Paul
Tam, Pieter Vanden Berghe. White paper on guidelines concerning enteric nervous system stem cell
therapy for enteric neuropathies. (2016). Developmental Biology, 417:229-51

IF: 2,944

Hotta R, Cheng LS, Graham HK, Pan W, Nagy N, Belkind-Gerson J, Goldstein AM. (2016). Isogenic
enteric neural progenitor cells can replace missing neurons and glia in mice with Hirschsprung
disease. Neurogastroenterol Motil. Apr;28(4):498-512.

IF:3,617

Loscertales M, Nicolaou F, Jeanne M, Longoni M, Gould DB, Sun Y, Maalouf FI, Nagy N, Donahoe PK.
(2016).Type IV collagen drives alveolar epithelial-endothelial association and the morphogenetic
movements of septation. BMC Biology. Jul 13;14:59. doi: 10.1186/s12915-016-0281-2.

IF: 6,779

Belkind-Gerson J, Hotta R, Nagy N, Thomas AR, Graham H, Cheng L, Solorzano J, Nguyen D, Kamionek
M, Dietrich J, Cherayil BJ, Goldstein AM. (2015). Colitis induces enteric neurogenesis through a 5-
HT4-dependent mechanism. Inflammatory Bowel Diseases 21:(4) pp. 870-878.

IF: 4,358

Cheng LS, Hotta R, Graham HK, Nagy N, Goldstein AM, Belkind-Gerson J. (2016). Endoscopic delivery
of enteric neural stem cells to treat Hirschsprung disease. Neurogastroenterology & Motility.27:(10)
pp. 1509-1514.

IF: 3,31

Schill EM, Lake JI, Tusheva OA, Nagy N, Bery SK, Foster L, Avetisyan M, Johnson SL, Stenson WF,
Goldstein AM, Heuckeroth RO. (2015). Ibuprofen slows migration and inhibits bowel colonization by
enteric nervous system precursors in zebrafish, chick and mouse. Developmental Biology 409(2):473-
88

IF: 2,944

Badizadegan K, Thomas AR, Nagy N, Ndishabandi D, Miller SA, Alessandrini A, Belkind-Gerson J,
Goldstein AM. (2014). Presence of intramucosal neuroglial cells in normal and aganglionic human
colon. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 307:(10) pp. G1002-G1012.

IF: 3,798
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Belkind-Gerson J, Carreon-Rodriguez A, Benedict LA, Steiger C, Pieretti A, Nagy N, Dietrich J, Goldstein
AM (2013). Nestin-expressing cells in the gut give rise to enteric neurons and glial cells.
Neurogastroenterology & Motility. 25:61-9.

IF: 3.424

Mwizerwa O, Das P, Nagy N, Akbareian SE, Mably JD, Goldstein AM. (2011). Gdnf Is Mitogenic,
Neurotrophic, and Chemoattractive to Enteric Neural Crest Cells in the Embryonic Colon,
Developmental Dynamics. 240: (6) 1402-1411.

IF: 2.536

Goldstein AM, Brewer KC, Doyle AM, Nagy N, Roberts DJ. (2005). BMP signaling is necessary for
neural crest cell migration and ganglion formation in the enteric nervous system. Mechanism of
Development. 122(6): 821-833.

IF: 3,838

8.3. Egyéb idegennyelvii tudomanyos kézlemények (nyirokszervek fejlédése):

Nagy, N., Busalt, F., Halasy, V., Kohn, M., Schmieder, S., Fejszak, N., Kaspers, B., & Hartle, S. (2020).
In and Out of the Bursa-The Role of CXCR4 in Chicken B Cell Development. Frontiers in Immunology,
11, 1468. https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01468

IF: 5,085

Déra D, Kovacs T. Nagy N (2020). Az intestinalis macrophagok és az enteralis idegrendszer szerepe a
bél neuroimmunoldgiai kapcsolataiban. Alapkutatas és klinikai vonatkozasok [The role of intestinal
macrophages and the enteric nervous system in gut neuroimmunology. Basic science and clinical
implications. Orvosi Hetilap 161: 19 pp. 771-779.

IF: 0,497

Jia, Xinkai; Gabris, Fanni; Jacobsen, Oli; Bedics, Gabor ; Botz, Balint ; Helyes, Zsuzsanna ; Kellermayer,
Zoltan ; Vojkovics, Dora ; Berta, Gergely ; Nagy, Nandor, Zoltan . (2020). Foliate Lymphoid Aggregates
as Novel Forms of Serous Lymphocyte Entry Sites of Peritoneal B Cells and High-Grade B Cell
Lymphomas. Journal of Immunology 204: 1 pp. 23-36.

IF: 4,886

Badi, I., H-Minké, K., Prodan, Z., Nagy, N., & Olah, 1. (2019). A thymus szerkezete a huszonegyedik
szazad elején [Structure of the thymus at the beginning of the 21th century]. Orvosi hetilap, 160(5),
163-171.
IF: 0,497

Badi, I., Felfoldi, B., Minkd, K., Benyeda, Z., Nagy, N., Kiss, A. L., Palya, V., & Olah, I. (2019). Effect of
IBDV infection on the interfollicular epithelium of chicken bursa of Fabricius. Poultry science, 98(9),
3464-3470.

IF: 2,659

Kugler, S., Nagy, N., Racz, G., Tékés, A. M., Dorogi, B., & Nemeskéri, A. (2018). Presence of
cardiomyocytes exhibiting Purkinje-type morphology and prominent connexin45 immunoreactivity in
the myocardial sleeves of cardiac veins. Heart rhythm, 15(2), 258-264.

IF: 5,225
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Dora D, Fejszak N, Goldstein AM, Minko K, Nagy N. (2017). Ontogeny of ramified CD45 cells in chicken
embryo and their contribution to bursal secretory dendritic cells. Cell and Tissue Research.
368(2):353-370.

IF: 3,043

Nagy N, Bodi I, Olah I. (2016). Avian dendritic cells: phenotype and ontogeny in lymphoid organs.
Developmental and Comparative Immunology. 58:47-59.
IF: 3,218

Felfoldi B, Magyar A, Nagy N, Olah |, Pharr GT. (2017). Identification of the gene product recognized
by monoclonal antibody GIIF3. Poultry Science. 96(2):474-477.
IF: 2,216

Badi I, Kocsis K, Benyeda Z, Fejszak N, Molnar D, Nagy N, Olah I. (2016). Dual secretion locations on
type Il cells in the avian lung suggest local as well as general roles of surfactant. Journal of
Morphology. 277:1062-71.

IF: 1,655

Bodi I, Minko K, Molnar D, Nagy N, Olah I. (2015). A novel aspect of the structure of the avian thymic
medulla. Cell and Tissue Reserach 359: 489-501.
IF: 2,948

Olah I, Nagy N. (2013). Retrospection to discovery of bursal function and recognition of avian
dendritic cells; past and present., Developmental and Comparative Immunology. 41:310-5.
IF: 3.705

Katz S, Balogh P, Nagy N, L Kiss A. (2012). Epithelial-tomesenchymal transition induced by Freund's
adjuvant treatment in rat mesothelial cells: a morphological and immunocytochemical study,
Pathology and Oncology Research 18: 641-649.

IF: 1.555

Kocsis, K ; Benyeda, Z ; Bodi, | ; Molnar, D ; Nagy, N ; Fejszak, N ; Palya, V ; Olah, I. (2012)
Chicken dendritic cells and type Il pneumocytes express a common intracellular epitope.
BRITISH POULTRY SCIENCE 53: 3 pp. 397-400.

IF: 1.147

Bird, E., Kocsis, K., Nagy, N., Molnar, D., Kabell, S., Palya V., Olah, I. (2011). Origin of the chicken
splenic reticular cells influences the effect of the infectious bursa disease virus (IBDV) on the
extracellular matrix. Avian Pathology.

IF: 1,711

Nagy N, Olah 1. (2010). Experimental evidence for the ectodermal origin of the epithelial anlage of
the chicken bursa of Fabricius. Development. 137: 3019-23.
IF: 6,898

Nagy N, Olah I. (2009). Locally applied testosterone is a novel method to influence the development
of the avian bursa of Fabricius. Journal of Inmunological Methods. 343: 97-102. IF: 2,1347

(egyenld tars-elsdszerzd) Bodi |, Nagy N, Lidia Sinka, Botond-Zoltan Igyartd, Imre Olah (2009). Novel
monoclonal antibodies recognize guinea fowl thrombocytes. Acta Veterinaria Hungarica. 57: 239-46.
IF: 0,642
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Ndra Terényi, Nandor Nagy, Krisztian Papp, Jézsef Prechl, Imre Olah, Anna Erdei (2009). Transient
decomplementation of mice delays onset of experimental autoimmune encephalitis and impairs
MOG-specific T cell response and autoantibody production. Molecular Imnmunology. 47: 57-63

IF: 3,202

(egyenld tars-elsGszerzd) Igyarté BZ, Nagy N, Magyar A, Olah 1.(2008). Identification of the avian B-
cell-specific Bu-1 alloantigen by a novel monoclonal antibody. Poultry Science. 87: 351-5. IF: 1,668

Nagy N, Olah I. (2007). Pyloric tonsil as a novel gut-associated lymphoepithelial organ of the chicken.
Journal of Anatomy. 211: 407-11. IF: 2,547

Nagy N, Biro E, Takacs A, Polos M, Magyar A, Olah I. (2005). Peripheral blood fibrocytes contribute
to the formation of the avian spleen. Developmental. Dynamics. 232: 55-66. IF: 3,333

Nagy N, Igyarto B, Magyar A, Gazdag E, Palya V, Olah I. (2005). Esophageal tonsil of the chicken. Acta
Veterinaria Hungarica. 53: 173-188.
IF: 0,53

Nagy N, Magyar A, Toth M, Olah I. (2004). Quail as the chimeric counterpart of the chicken:
Morphology and ontogeny of the bursa of Fabricius. Journal of Morphology. 259: 328-39. IF: 1,528

Nagy N, Magyar A, Toth M, Olah I. (2004). Origin of the bursal secretory dendritic cell. Anatomy and
Embryology. 208: 97-107.
IF: 1,254

Gumati MK, Magyar A, Nagy N, Kurucz E, Felfoldi B, Olah I. (2003). Extracellular matrix of different
composition supports the various splenic compartments of guinea fowl (Numida meleagris). Cell and
Tissue Research. 312: 333-43.

IF: 2,991

Olah I, Nagy N, Magyar A, Palya V. (2003). Esophageal tonsil: a novel gut-associated lymphoid organ.
Poultry Science. 82: 767-70.
IF: 1,253

Olah I, Gumati KH, Nagy N, Magyar A, Kaspers B, Lillehoj H. (2002). Diverse expression the K-1 antigen
by the cortico-medullary and reticular epithelial cells of the bursa of Fabricius in chicken and guine
fowl. Developmental and Comparative Immunology. 26: 481-8. IF: 2,186

Nagy N, Magyar A, David A, Gumati MK, Olah I. (2001). Development of the follicle-associated
epithelium and the secretory dendritic cell in the bursa of Fabricius of the guinea fowl (Numida
meleagris) studied by novel monoclonal antibodies. Anatomical Record. 262: 279-292.

IF:1,444

Nagy N, Magyar A, Olah I. (2001). A novel monoclonal antibody identifies all avian embryonic
myogenic cells and adult smooth muscle cells. Anatomy and Embryology. 204: 123-34.
IF:1,754

Olah I, Nagy N, David C, Gumati MK, Magyar A. (2001). Ontogeny of the dendritic, and follicle-
associated epithelial cells in the bursa of Fabricius of guinea fowl (Numida meleagris). /tal J Anat
Embryol. 106 (2 suppl 1): 271-7.

IF:-
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Ivan J, Nagy N, Magyar A, Kacskovics |, Mészaros J. (2001). Functional restoration of the bursa of
Fabricius following in ovo infectious bursal disease vaccination. Veterinary Immunology and
Immunopathology. 79: 235-48.

IF: 1, 389

IX. Konyvfejezetek:

Olah |, Nagy N, Vervelde L. (2021). Structure of avian lymphoid system, in: Davison F; Kaspers B; Schat
K A Avian Immunology. (in press)

Nagy N, Gobel T, Jaffredo T, (2021). Development of the Avian Immune System., in: Davison F;
Kaspers B; Schat K A Avian Immunology. (in press)

Olah |, Nagy N, Vervelde L. (2013). Structure of avian lymphoid system, in: Davison F; Kaspers B; Schat
K A Avian Immunology. (https://www.elsevier.com/books/avian-immunology/schat/978-0-12-
396965-1)

FellahJ, Jaffredo T, Nagy N, Dunon D. (2013). Development of the Avian Immune System., in: Davison
F; Kaspers B; Schat K A Avian Immunology. (https://www.elsevier.com/books/avian-
immunology/schat/978-0-12-396965-1)

J. Ivan, N. Nagy, |. Olah, I. Kacskovics (2001). Influence of IBDV immune complex vaccine
administrated in ovo on the expresion of Chbl gene. Immunesupressive viral disease in poultry.
Edited by F. Coudert, R. Mulder and T. van den Berg. Luxemburg. 233-242.

M.K. Gumati, N. Nagy, A. Magyar, |. Oldh (2001). What means bursa-dependency of the
periellipsoidal white pulp in the avian spleen. Current Progress on Avian Immunology Research.
Edited by K. A. Schat. Itchaca, NY. 131-136.

A. Magyar, N. Nagy, M.K. Gumati, |. Oldh (2001). K1 antigen expression in normal and
immunosupressed birds. Current Progress on Avian Immunology Research. Edited by K. A. Schat.
Itchaca, NY. 137-143.

Olah I., Magyar A., Nagy N., Horvath E., Kovacs A., Nagy E. (2001). Effect of IBDV infection on the
secretory dendritic cells. EU Cost Action 839: International Symposium on Infectious Bursal Disease
and Chicken Infectious Anemia. 329-340.

9.1. Magyar nyelvii kozlemények jegyzéke:

Nagy Nandor (1998). Apathy Istvanrdl és a kolozsvari Allattani Intézetrdl. Collegium Biologicum, vol.
2.,91-96.

Nagy Nandor (2009). Apathy Istvan. Semmelweis Egyetem, X évfolyam, 3. szam. 15. oldal
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X. KOSZONETNYILVANITAS:

K6szonom Dr Allan Goldstein-nek a bostoni Harvard Egyetem tanszékvezet6 professzoranak,
hogy 2004-ben meghivott a laboratériumaba. Azéta 2-3 éves megszakitasokkal 2017-ig kozel
6 évet toltottem az intézetében. Egyiltt kezdtik el a bélidegrendszer fejlédését célzo
kutatasokat, amibél eddig 37 publikacié sziletett.

Kdszonettel tartozom Prof. Olah Imre és Prof. Szél Agoston intézetigazgatdknak, akik
lehetévé tették, hogy a Humanmorfolégiai és Fejl6désbioldgiai Intézetben (2016 utdn
Anatdémiai, Szovet és Fejlédéstani Intézet) zavartalan kornyezetben tudjak dolgozni, mindig
halas leszek onzetlen anyagi és szakmai tdmogatasukért és a batoritd szavakért.

Koszonetnyilvdnitdsomban még egyszer kiilon kiemelem Prof. Oldh Imre egyetemi tanart, aki
emberileg is legmesszemendkig tdmogatott és mar a PhD évek kezdetén témavezet6ként
radllitott a ,,jové tudomanydra” az Gssejtekre és a fejlédésbioldgiara.

Koszonet Dr Magyar Attilanak, aki kezdetben az ELTE godi kutatéallomdsan, majd
a Humanmorfoldgiai és Fejlédésbioldgiai Intézetben tudomanyos didkkorosnek felfogadott,
,megfert6z6tt” a kisérletes embryoldgidval és megtanitott a szakma alapjaira.

K6szonom jelenlegi és korabbi PhD hallgatéimnak, Dr. Déra Davidnak, Dr. Barad Csillanak,
Dr. Molnar Davidnak, Kovacs Tamasnak, Halasy Viktérianak és Fejszak Noranak, hogy nagy
elhivatassal segitették a munkamat, egyitt dolgoztak velem és tudomanyos didkkoros
munkajukat doktorandusz hallgatéként is folytattak. Készonet a tobbi TDK hallgatémnak:
Biré Eva (SOTE), B&di Ildiké (ELTE), Csikds Gergely (SOTE), Harmati Petra (Babes-Bolyai
Tudomanyegyetem, Kolozsvar), lvy Maina (University of Pennsylvania Perelman School of
Medicine, USA), Kugler Szilvia (SOTE), Lacké Erzsébet (ELTE), Molnar Attila (SOTE), Molndr
David (SOTE), Pasti Kamilla (SOTE), Peth6 Csongor (Babes-Bolyai Tudomanyegyetem), Pintér
Tamas és Ujvari Fruzsina (SOTE), Pélos Miklés (SOTE), Olaithan ljitimelin (SOTE), Putnoki-
Csicso6 Zoltan (Marosvasarhelyi Orvosegyetem), Sinka Lidia (SOTE), Séos Adam (ELTE), Sz6cs
Emé&ke (ELTE), Takacs Agnes (SOTE), hogy roppant lelkesedéssel és hittel részt vettek ebben
a munkaban.

Tovabba, haldval tartozom a munkacsoportom valamennyi jelenlegi és egykori
munkatdrsanak Dr. Kocsis Katalinnak, Dr. Herberth-Minkd Krisztindanak, Dr. Badi lldikénak,
Dr. Kittner Zsuzsdnak, Dr. Igyarté Botondnak (USA), Dr. Hajdu Zoltannak (USA), Felfoldi
Baldzsnak, Flgedi Jutkanak, Orban Editnek, Folker Orsolydnak, Vidra Gyorgynének, Orban
Lilinek és Csenkey Anikdnak, hogy végig segitségemre voltak a kutatdsi és oktatasi feladataim
elvégzése soran.

Kosz6ndm az Anatdmiai Intézet munkatarsainak a baratsagos, tamogaté kornyezetet és a
szakmai segitséget.

Végil, de nem utolsé sorban, koészonettel tartozom csalddomnak, amiért munkam soran
mindvégig mellettem 4alltak, feleségemnek, Barddocz Orsolydnak, hogy mindent félretéve
3 gyerekiink mellé azt is vallalta, hogy a doktori disszertacié megirdasdhoz sziikséges
eredményekért a tudomanyos és a vald vilagot keresztiil-kasul velem beutazza.

_27_



dc_1807_20

ROVID TUDOMANYOS ONELETRAJZ

- Dr. Nagy Nandor -
Munkahely:
- habilitalt egyetemi docens, Semmelweis Egyetem, Anatomiai, Szovet-, és Fejlodéstani
Intézet, Budapest, Magyarorszag
-Munkahelyi cim: Ttlizolt6 u. 58., 1094 Budapest, Magyarorszag
-Munkahelyi telefon: +36-1-2156920, bels6: 53613
-E-mail: nagy.nandor@med.semmelweis-univ.hu

|. Tanulmanyok:

-1997: egyetemi tanulmanyok, Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Kolozsvar. Szakdolgozat
cime: Patkany monoklondlis ellenanyagok eloallitisa egér embriondlis Ossejtek
differencidaltsagi  dllapotinak meghatarozdasdra. Témavezet6: Dr. Magyar Attila
(Semmelweis Egyetem).

-1997-2001: nappali doktori képzés, Semmelweis Egyetem, Doktori Iskola, Budapest,
Magyarorszag. Ertekezés cime: A bursa Fabricii stromalis elemeinek differencialodasa.
Témavezetd: Prof. Olah Imre (Semmelweis Egyetem)

-2001-2008: egyetemi tanarsegéd, Semmelweis Egyetem, Humanmorfologiai ¢&s
Fejlodésbiologiai Intézet, Budapest, Magyarorszag.

-2004-2006: posztdoktori allas, Harvard Medical School, MGH, Department of Pediatric
Surgery, Dr. Allan M. Goldstein labor, téma: 4 bél idegrendszer fejlodésbiologiaja a madar,
zebrahal és emlds embryokban, Boston, USA.

-2008-2014: egyetemi adjunktus, Semmelweis Egyetem, Humanmorfologiai és
Fejlddésbiologiai Intézet, Budapest, Magyarorszag.

-2011. habilitacio. Szakteriilet: embryologia; fejlédésbiologia (Semmelweis Egyetem)

-2014-: egyetemi docens, Semmelweis Egyetem, Anatomiai, Szovettan és Fejlodéstani
Intézet, Budapest, Magyarorszag

Il. Tanulmanyutak:

1995 (3 honap) Semmelweis Egyetem, Humanmorfologiai és Fejlodésbiologiai
Intézet, Fejlédésbiologiai Laboratérium
tamogato: Hataron tali Magyarok Hivatala
tevékenység, tema: egér Ossejtek tenyésztése, blasztula injektalas,
micromanipulacioés modszerek

1996 (4 honap) Semmelweis Egyetem, Humanmorfologiai és Fejlodésbiologiai
Intézet, Fejlodésbiologiai Laboratorium
tamogato: Hataron tuli Magyarok Hivatala
tevékenység, téma: monoklonalis ellenanyagok eldéllitasa egér
embryonalis Ossejtek ellen

1997 (3 honap) Semmelweis Egyetem
tamogato. Semmelweis Egyetem

_ 28—



dc_1807_20

tevékenység, tema: sejttenyésztési modszerek,
elektronmikroszkopia

2000 (3 honap) Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg, Anatomia és
Fejlédésbioldgia Intézet
tamogato: ERASMUS
tevékenység, téema: madarembryokon végzett mikroszebészeti
technikak: gerinchur ablacio technikdja, kiméra, parabiosis

2004-2006 (24 honap) Harvard Medical School, MGH, Department of Pediatric

Surgery, posztdoktori kutato
tamogato: Harvard Medical School
tevékenység, tema: A bélidegrendszer fejlodésbiologiaja madar,
zebrahal és eml6s embryokban.

2009 (3 honap) Harvard Medical School, MGH, Department of Pediatric
Surgery, research fellow
tamogato: Harvard Medical School
tevékenység, téma: Sonic hedgehog novekedési faktor szerepe a
béltraktus fejlddésében. Génmodositas RCAS-retrovirus alapti
modszerrel madar embryoban.

2011 (5 honap) Harvard Medical School, MGH, Department of Pediatric
Surgery, research fellow EMBO Fellowship
tamogato: Harvard Medical School
tevékenység, tema: Génmodositas siRNS-RCAS-retrovirus alapt
modszerrel madar embryoban. Tenascin szerepe a bélidegrendszer
fejlédésében

2014-2017 (36 honap) Harvard Medical School, MGH, Department of Pediatric

Surgery, visiting professor
tamogato: Harvard Medical School
tevékenység, téma: extracellularis matrix, egér €s human szoveti
dssejtek manipulacidja, szovetépités, RNAseq

III. Kutatasi téma:

-Ossejtek (idegi-, és hemopoietikus) intraembryonalis differencidlodasa, gasztrointesztinalis
rendszer fejlddése: bélidegrendszer és a bélhez-asszocialt nyirokszervek fejlddésbiologidja
-kutatési tapasztalat: embryomanipulacid, chimera-készités és Ossejtek sorstérképezése,

hisztologia (lektin és immun), elektronmikroszkopia, fagyasztott félvékony, in situ
hibridizacio, elektroporacio, retrovirusos génbevitel, monoklonalis ellenanyag technika,
Ossejt-, szovet €S szervtenyésztés, embryondlis és felndtt szervek decellularizacioja
(extracelluléris matrix ,,scaffold”), epithelialis és neuralis organoidok készitése.

IV. Szakmai elismerések (jelentds dsztindijak, tudomdnyos kitiintetések):

2000 Student Travel Award
adomanyozo: Society for Developmental Biology. USA
elismert teljesitmény: konferencia absztrakt

2001 Apathy Istvan Dij
adomanyozo: Apathy Istvan Alapitvany
elismert teljesitmény: embryomanipulacio

2001 Student Travel Award
adomanyozo: Society for Developmental Biology. USA
elismert teljesitmény: Konferencia absztrakt
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2002 Lenhossék Dij
adomanyozo: Magyar Anatomus Tarsasag
elismert teljesitmeény: legjobb morfoldgiai kozlemény-2001
2004 Student Travel Award
adomdnyozo: Society for Developmental Biology, USA
elismert teljesitmény: konferencia absztrakt
2009 Kivalé Tudomanyos Diakkori Nevelé
adomanyozo. Semmelweis Egyetem
elismert teljesitmény: TDK hallgatok oktatasa
2010-2013 Bolyai Kutatasi Osztondij
adomanyozo: Magyar Tudomanyos Akadémia
elismert teljesitmény: Ham-mesenchyma kdlcsonhatasok szerepe a bélidegrendszer
fejlodésében
2010 Tudomany képekben
adomanyozo: Magyar Tudoméanyos Akadémia
elismert teljesitmény: Els6 helyezés
2011 EMBO Short Term Fellowship
adomanyozo. EMBO, Heidelberg, Germany
elismert teljesitmény: A sonic hedgehog novekedési faktor szerepe a
bélidegrendszer fejléddése soran
2013 Apathy Dij
adomanyozo:. Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Kolozsvar
elismert teljesitmény: a magyar nyelvii bioldgia és 6kologia szakképzésében vallalt
oktatdo munkaért

2016-2020 Bolyai Kutatasi Osztondij
adomanyozo: Magyar Tudoméanyos Akadémia
elismert teljesitmény: Extracellularis matrix szerepe a fejlddd bélidegrendszerben
2018 Bolyai+ Felséoktatasi Fiatal Oktato6i, Kutat6i Osztondij
adomanyozo: UNKP
elismert teljesitmény. Idegi Ossejtek és az extracellularis mikrokornyezet
kolcsonhatésa a bélidegrendszer normalis és patologids fejlodésében
2019 Bolyai+ Felséoktatasi Fiatal Oktato6i, Kutat6i Osztondij
adomanyozo: UNKP
elismert teljesitmény: Bélidegrendszeri Ossejtek karakterizdlasa molekuldris és
embryomanipulacidos modszerekkel
2020 Kivalé Tudomanyos Diakkori Nevel
adomanyozo: Semmelweis Egyetem
elismert teljesitmény: TDK hallgatok oktatasa

V. Nemzetkozi és hazai konferencia szervezés:

2007 --szervezd: XIX Int. Symposium of Morphological Sciences meeting, Budapest

2010 --szervezo: X1 Avian Immunology Research Group meeting, Budapest

2018 --szervezdbizottsagi tag: 5Sth International Symposium on Enteric Nervous System,
aprilis, 2018, Boston, USA

2019 --szimpdzium szervezd (Ossejt és Embric): FAME2019 konferencia, junius, Budapest
2019 --szervezdbizottsdgi tag: Sejt, Fejlodés-, és Ossejtbiologusok Evi talalkozéja, Godolls
2022--szervezdbizottsdagi tag: 6th International Symposium on Enteric Nervous System,
aprilis, 2022, Ferrara, Italy
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Tudomanyos kozéleti tevékenység
1999 - 2003EU COST Action 939, tag

1999 - Society for Developmental Biology USA, tag
2000 - American Society of Anatomy USA, tag
2001 - Magyar Bioldgus Téarsasag, tag

2007 - 2007 szervezd: XIX International Symposium of Morphological
Sciences meeting, Budapest

2007 - International Society of Morphological Sciences, vezetdségi tag

2009 - 2013 Magyar Anatomus Tarsasag, vezetOségi tag
Sejt, Fejlédés-, és Ossejtbiologusok Evi talalkozoja

2019 Magyar Genetikusok Tarsasaga, Sejt, Fejlodés-, és
Ossejtbiologusok Tagozat, vezetdségi tag

2010 - 2010szervez6: XI Avian Immunology Research Group meeting,
Budapest

2012 - 2017 FA COST Action FA1207 Towards Control of Avian
Coronaviruses: Strategies for Diagnosis, Surveillance and
Vaccination, helyettes vezetdségi tag (Hungary)

Palyazatok rendszeres biralata: OTKA/NFKI (HU), STIA (HU, Semmelweis University),
Research for Hirschsprung Disease Foundation (USA), Natural Sciences and Engineering
Research Council of Canada (Canada), CELSA (Belgium), STIA Semmelweis (HU),
National Science Center (Poland), Forerunner Federation (USA).

V1. Oktatas (magyar, angol nyelven rendszeres gyakorlatvezetés, eldadasok):
1. AOK hallgatéknak: Makroszképos anatomia, szovettan, fejlodésbiologia és
neuroanatomia eléadas és gyakorlat I. és II. éves medikus hallgatok részére (alapképzés).

2. Fejlédésbiolégia I-11 (magyar, angol), amely alapképzésben kotelezéen valaszthatd
targyként szerepel:

Fejlodésbioldgia I félév, Ossejtek: 10-12 6ra eléadas/ félév: 11 félév, Organogenezis: 10-12
oOra eldadas/ félév

Az 6ssejtek karakterizalasaval és az embryomanipulécios technikdknak alkalmazasaval tobb,
mint masfél évtizede, hogy tudoményos szakdolgozatok, rektori palyamiivek
témavezetdjeként iranyitom a laboratériumban dolgozoé hallgatok munkajat. TDK hallgatéim
munkdjanak elismeréseként a Semmelweis Egyetem TDK konferencidin, valamint OTDK
konferenciakon 30 alkalommal nyertek valamilyen dijazast. A jelenlegi PhD hallgatoknak
korabban TDK témavezetdként is én iranyitottam a tudoméanyos munkajat. Kétszer (2009,
2020) kaptam meg a Semmelweis Egyetem Kivalo Didkkords Oktatoja cimet.

Foglalkoztatott TDK-SOK SZAMA OSSZESEI: eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e eeeeeeenaeens 27

TDK Konferencidkon elnvert dijak szama:

I. dij:9 db; II. dij 11 db. III. dij és Rektori dicséret 6 db

Végzett Ph.D. hallgaték (név szerint) :
Dr. Doéra David (2018), Dr. Barad Csilla (2019)
Jelenlegi Ph.D. hallgatok (név szerint) :
Halasy Viktoria (2018-), Fejszak Nora, Kovacs Tamas (2019-)
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VII. PhD képzés

-Programvezet6: Embryologia, elméleti, kisérletes és klinikai fejlédésbiologia

-Fejlodésbiologia PhD kurzus (kurzusvezeté: Dr Nagy Ndandor)

I félév, Ossejtek: 10-12 ora eldadas/ félév

IT félév, Organogenezis: 10-12 ora eldadas/ félév

-Allatkisérletek PhD kurzus (kurzusvezets: Dr Szabé Gyorgyi)

2 ora eldadas/kurzus

-Klinikai Embryolégia PhD-kurzus (kurzusvezeté: Dr Fancsovits Péter)
-2 6ra eldadas/kurzus

VI1Il. Nemzetkozi kapcsolatok és konkrét témaja:

Prof. Allan M. Goldstein, Department of Pediatric Surgery, MHG, Harvard Medical
School, Boston; Téma: A Hirschsprung-kor fejlodésbiologiai hatterének tanulmanyozasa
madar, zebrahal és human embryokban.

Dr Maria Loscertales, Prof. Patricia K. Donahoe. Harvard Medical School. Téma:
Extracelluldris matrix szerepe a fejlddoé tiidében.

Dr. Jaimie Belkin-Gerson, Gastroenterology Unit, Colorado University, USA; Téma: A
béltraktus organogenezisében kozrejatsz6 homeobox gének vizsgalata.

Dr. Alan Burns, UCL-Institute of Child Health, London, UK; Téma: Ganglionléc sejtek
differencialodasa human embryoban és Talpid3 mutans csirke és egértdrzsben.

Dr Sonja Hartle, Prof. Bernd Kaspers. Department of Veterinary Sciences, Faculty of
Veterinary Medicine, University of Munich, Germany; Téma: A CXCR4 és SDF-1
jelatvitel szerepe a 1ép, bursa Fabricii és a vastagbél-cloaca embryonalis fejlédése soran.

Dr. Thierry Jaffredo, Université Pierre et Marie Curie, Paris, France; Téma: A korali
veérkeépzo Ossejtek differencialodasa.

Dr. Adam Balic, Prof. David Hume. The Roslin Institute, Edinburgh, UK; Téma: A
CSFR1 (colonia stimulaldé faktor 1 receptor) transzgénikus csirketdrzs alkalmazéasa a
hemopoietikus sejtek és a bélidegrendszer fejlédésére.

Prof. Mike Gutnick, Prof. Nahum Shpigel, Hebrew University of Jerusalem, Israel;
Téma: A human bélidegrendszer fejlédése, kisérleti allatmodellek fejlesztése.

Dr. Pascal de Santa Barbara, INSERM U1046, Université Montpellier, France; Téma:
Bélidegrendszer ¢€s a tunica muscularis ontogenezise a gasztrointesztinalis rendszerben.

Dr. Donald Newgreen, Murdoch Children’s Research Institute, Australia; Téma:
Ganglionléc sejtek ontogenezise. Neurointesztinalis betegségek in vitro modellezése.

Dr. Samantha A. Brugmann, Divisions of Plastic Surgery and Developmental Biology,
University of Cincinnati College of Medicine, USA. Téma: Talpid2 mutans embryok
craniofacialis elvaltozasainak és a fejlodé béltraktus radidlis mintdzatdnak komparativ
embryologiai vizsgalata.
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MTMT tudomanymetriai tablazat
Nagy Nandor tudomanyos és oktatasi munkassaganak ésszefoglalasa
MTA VIII. Bioldgiai Tudomanyok Osztalya (2020.10.07)

Koézlemény tipusok1

Szama

Hivatkozasok!

Osszesen

Részletezve

Fliggetlen

Osszes

I. Tudomanyos folyoiratcikk

62

teljes cikkz, nemzetkézi folyéiratban

56

825

1116

teljes cikk, hazai idegen nyelvii folyoiratban

11

16

teljes cikk, magyar nyelvi folyéiratban

teljes cikk, rovid kézlemény

Il. Kényvek

a) Szakkényyv, tankényv szerzéként

Szakkényyv, kézikényyv, idegen nyelvi

Szakkonyv, kézikényv, magyar nyelvi

Felséoktatasi tankoényv

b) Szakkényv szerkesztéként

Szakkoényv, kézikényv, idegen nyelvi

Szakkonyv, kézikdnyv, magyar nyelvi

Fels6oktatasi tankényv

Ill. Kényvfejezet

Kényvfejezet, idegen nyelv(

Kényvfejezet, magyar nyelvi

Felsdoktatasi tankdnyvfejezet

IV. Konferenciakézlemény

Tudomanyos és oktatasi kézlemények osszesen (I-1V.)

V. Egyéb tudomanyos

Egyéb tudomanyos muivek, ide értve a nem teljes
folyodiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyodiratokban
megjelent teljes folyoiratcikkeket is

Szerkesztéségi levelezés, hozzaszélasok, valaszok

VI. Absztrakt

Osszesitett impakt faktor

194.9

Idézettség szama'

Hirsch-index’

21

Specialis tudomanymetriai adatok

Els6 szerzés folydiratcikkek szama (az 6sszes %-ban)3

24 (38,71%)

Utolso szerzés tudomanyos cikkek szama (az 6sszes %-ban)

7 (11,29%)

Elsé és utolso szerzdségl folydiratcikkek impakt faktorai

98.7

Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2001 - )

%-ban

tudomanyos folyodiratcikkek 6sszegzett impakt faktora az 6sszes

97,65%

Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folyoiratcikkek
szama

Az utolsé 10 év (2010-) tudomanyos teljes, lektoralt
folydiratcikkeinek szama

41

Impakt faktor 6sszege

145.5

Folyéiratcikkek, 15-nél tobb szerzével
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