Valasz Dr. Reglédi Dora professzor, MTA doktora opponensi kérdéseire

Szeretném megkdszonni a Professzor Asszonynak, hogy értekezésem alapos és
pozitiv biralatat, valamint az érdekes és elgondolkodtaté kérdéseket, amelyekkel
feltétlenul érdemes foglalkozni a jovében.

A feltett kérdésekre a valaszaim a kovetkezok:

1. Tekintve, hogy a ducléc nagyon sok képlet fejlodéséhez hozzajarul, a
kérdésem, hogy a ducléc vandorlasi hibai milyen mas fejlédési
rendellenességekkel tarsulhat a dolgozatban részletesen bemutatott
Hirschsprung betegség mellett? Milyen gyakori ezek egyiittes el6fordulasa?
Tapasztaltak hasonlét az allatkisérletek soran is esetleg?

A ganglionlécbél szarmazo6 &ssejtek kuldnleges invazios és migracios képességgel
rendelkezve az embryo szinte minden szervébe eljutnak, ahol — els6sorban az adott
szoveti mikrokdrnyezet hatasara — ideg- és gliasejtekké, pigment sejtekké, kotészoveti
elemekké (csontta és porcca) vagy endokrin sejtekké differencialédhatnak. E széles
plaszticitdsu multipotens 6ssejtek fejlédésbioldgiai és klinikai jelentéségét az adja,
hogy a gasztrointesztinalis rendszert és a craniofacialis régidt érinté szuleteési
rendellenességek jelentés része ganglionléc eredetl sejtek fejlédésének és
muikodéseének a zavarara vezethetd vissza. A rendellenességek a pigmentacids zavar,
az arckoponya kilénbdz6 mértéki deformitasai mellett, gyakran olyan létfontossagu
szerveket is érintenek, mint az autondm idegrendszer, primer nyirokszervek, endokrin
mirigyek, az érzékszervek vagy a cardiovascularis rendszer. A bélidegrendszer
fejlédéséhez a RET receptoron kivil szamos molekula, tobbek kozott a SOX10,
PHOX2B transzkripcios faktorok, EDN3, GDNF novekedési faktorok, intra- és
extracellularis molekulak, citoszkeletalis komponensek és adhézios fehérjék
0sszehangolt mikodése szukséges. Ennek a multifaktorialis szabalyozasnak a hibaja
miatt a Hirschsprung-kérban szenvedd gyermekek 30%-anak tovabbi szuletési
rendellenessége van, és legalabb 30 genetikai szindréma tarsul Hirschsprung-kérhoz
(Amiel és mtsai., 2008; Vega-Lopez és mtsai., 2018).

A Hirschsprung betegség 70%-ban izolalt formaban jelenik meg, ugyanakkor eléfordul
egyéb szuletési rendellenesség részeként is, leggyakrabban 21-es triszOmia (Down-
szindrébma, ahol 25%-al gyakoribb a congenitum megacolon fenotipus), Shah-
Wardenburg szindroma (1:50.000), Haddad szindroma, Mowat-Wilson szindréma
tarsbetegségeként jelentkezik. Ugyancsak Hirschsprung betegség tarsul a
hypoganglionozis vagy a hyperganglionozissal és ectopicus ganglionok
megjelenésével egyutt jaré neurondysplasidkhoz. Ezt tovabb bonyolitja, hogy a
neurondysplasiak gyakran szegmentalis ganglionmentességgel is parosulnak.
Szamos esettanulmany bizonyitja, hogy Hirschsprung-kor eléfordul a Bardet-Biedel
szindrébma, veleszuletett centralis hypoventilacios szindréma, amihez neuroblastoma
(1:10.000) is tarsul, Fryns szindroma, 2-es tipusu multiplex endokrin neoplazia
(1:30.000) és Smith-Lemli-Optiz szindréma esetében is.

Embryonalis kisérleteink rendszerint a bélcs6 izolalasaval kezdédtek, ezért célzott
modon a bélidegrendszer valtozasait kdvettik nyomon. Ezekben a kisérletekben nem
johettek létre a human embryoban fentebb felsorolt szindrémara utal6é elvaltozasok.
Ennek ellenére, amikor in ovo ganglionléc ablatioval prébaltunk ganglionmentes



vastagbelet Iétrehozni, akkor viszont a gyakori szivhibak (septum aortico-pulmonare
fejlédési zavar) miatt, az embryok tdbbsége 9-10 napos embryonalis nap utan el is
pusztult. Tovabba, TALPID mutans csirke embryoknal a vastagbél idegrendszerének
hianya egyutt jart craniofacialis malformatiokkal, végtag és caudalis torzsfejlédési
hibakkal. Hasonlé fejl6édési anomaliak jelentkeztek, amikor Shh gént replikacio-
kompetens retrovirus segitségével juttattuk be a primitiv csik stadiumu embryok
caudalis mezoderma sejtekbe.

2. A dolgozatban szamos novekedési faktor szerepét mutatta ki a szerzé a
crista neuralis sejtjeinek vandorlasa, differenciaciéja soran. Felmerul a kérdés,
hogy ezek zavara szerepet jatszhat-e innen kiindulé daganatok kialakulasaban?

A ganglionlécbél szarmazé sejtek egy olyan nagymértékben vandorlé és multipotens
Ossejtpopulaciot képviselnek, amely a gerinces embryo szamos sejttipusanak és
szovetének fejlédéséhez jarul hozza, beleértve a melanocytakat, a neuro-, és
viscerocraniumot, a periféridas és bélrendszeri idegrendszer neuronjait és gliait,
valamint a mellékvese vel6allomanyat. A differencidlatlan ganglionléc sejtekre
SOX10/PHOX2B transzkripcios faktorok expresszidja jellemzd, a vel6csordl torténd
delaminacié utan RET, EDNRB receptorokat, cadherineket, integrineket fejeznek ki. A
nagyfokl mozgékonysaggal, invazivitassal, proliferacioval és pluripotenciaval
rendelkez6 ganglionléc sejtek Eph, neuropilin €és Robo receptorokat is expresszalnak,
amelyek az ephrin, semaforin és Slit molekulakat kotik meg. Ezek a kdlcsOnhatasok a
vandorl6 ganglionléc sejteket a megfelel6 helyre iranyitjak, és megakadalyozzak, hogy
a ganglionléc mentes zénakba keruljenek (Kuriyama és Mayor, 2008; Mellitzer és
mtsai., 1999). A tumor sejtek a ganglionléc sejtekhez hasonldéan reagalnak a
chemokinekre, és megvaltoztatjak ezeket a fejlédési jelatviteli mechanizmusokat a
sejtvandorlas és a célszdveti invazido el6segitése érdekében. Egy masik
kulcsfontossagu jelatviteli utvonal, az CXCL12/CXCR4/CXCR?7, aminek jol ismert
szerepe van a tumorok metasztazisaban; a hipoxias kérilmények HIF-figgé maédon
serkentik a CXCR4 tumoros expressziojat, ami ezeket a sejteket az CXCL12-t
expresszalo szovetekbe, példaul nyirokcsomokba, tiddbe és csontokba iranyitja.
Példak ganglionléc eredetd tumorokra:

-A neuroblasztbma egy olyan ganglionléc eredetli gyermekkori daganat, amely
molekularis és klinikai fenotipusat tekintve nagyfoku heterogenitast mutat. A familiaris
neuroblasztoma ritka, és a PHOX2B mutaciéihoz tarsul.

-A paraganglioma (PGL) és a phaeochromocytoma (PCC) a paraxialis autondém
ganglionok, illetve a mellékvesekéreg chromaffin sejtjeibél szarmazd ganglionléc
eredetl daganatok. Bar a PCC-k tObbsége sporadikus, sok esetben azonos géneket
érinté mutaciokat azonositottak a ganglionléc eredetli tumorok mas formaival, példaul
a Schwann sejt eredetll neurofiboromatézissal €és a multiplex endokrin neoplasiaval
(MEN). Ezek a gének kozé tartoznak a RET, NF1 (neurofibromin), és a RAS csalad
tagjai (Welander és mtsai., 2012).

-A  melanocita a leggyakoribb ganglionléc-szarmazék, amely rosszindulatu
atalakulason megy keresztiul. A malignus melanoma el6fordulasa vilagszerte, igy
Magyarorszagon is évrél-évre novekszik. Melanoma tipusu daganatokban a
ganglionléc sejtek fejl6désének szamos viselkedési és molekularis aspektusa
rendellenes gyakorisaggal ismétlédik, beleértve SOX10/Mitf expressziot, a
cadherinvaltast, a CXCR4 expressziét, és a matrix-metalloproteaz szekréciot
(Larribere, L., és Utikal, J. 2019).




-A multiplex endokrin neoplazia (MEN) egy autoszomalis dominansan 0rokl6d6
endokrin tumoros szindréma. A RET gén mutacioja miatt a MEN2A/B-t a ganglionléc-
eredetll szovetek tObbszordés daganatai jellemzik. A RET receptor hianya
ganglionmentes bél kialakulasahoz (Hirschsprung-kér) vezet, mig a tulmikodé RET
receptor elsésorban a MEN szindrébmahoz tarsulé tumorokat okoz. A disszertacio
benyujtasa utan nemsokkal jelent meg egy kdézleményunk, amelyben
embryomanipulaciés modszerekkel el6szor igazoltuk, hogy a RET-aktivitas fokozasa
ganglioneuromak és disztalis ganglionmentes vastagbél egyideji kialakulasat
eredményezi (Nagy és mtsai., 2020).

Tekintettel a ganglionléc és a rak kialakulasanak hatterében allé ko6zos
mechanizmusokra, érthetd, hogy a nagyfoku invazivitast mutaté ganglionléc sejtek
fejlédésének alapvetdé megértése potencialisan fontos kovetkezményekkel jarhat a
rosszindulatu daganatok kezelésére. 2021-ben elnyert OTKA palyazatunk kiemelt
célkitizése a ganglionléc sejtek invazivitasanak molekularis és embryoldgiai
karakterizalasa, sejtmigraciora specifikus Uj molekulak azonositasa.

3. A dolgozat alapjat képezé6 munkakban a vagus régiéobél vandorlé
duclécsejtek allnak a fokuszban, mivel ezek adjak a bél idegrendszer jelentés
részét. A sacralis régié6 szerepe is szerepel a dolgozatban. A Slit-Robo
szerepérdl is torténik roviden emlités a bevezetésben, ami a sacralis sejtek
vandorlasat akadalyozza. Az irodalomban a sacralis sejtek szerepére szamos
ellentmondas talalhaté. A kérdés, hogy a legujabb eredmények ismeretében mi
a mai allaspont a sacralis régié részvételével kapcsolatban?

Altalanosan elfogadott, hogy az utébél bélidegrendszere a vagus és a sacralis
ganglionléc sejtekbél szarmazik. A vagus régiobol szarmazo ganglionléc sejteket célzo
allatkisérletek mar kimutattdk, hogy e ganglionléc sejtek vandorlas hibai az
embryonalis bél rendellenes vagy részleges kolonizaciojat érintik, ami olyan
bélrendszeri neuropathiakat okoz, mint a Hirschsprung-kér vagy neuralis bélrendszeri
diszplazia. Azt azonban még nem lehet teljes biztonsaggal kijelenteni, hogy a sacralis
ganglionléc sejtek is részt vesznek-e ezeknek a betegségeknek a kialakulasaban.

A sacralis régiobol szarmazoé ganglionléc sejtekhez a vagus eredetl ganglionléc sejtek
hasonléan nagy tavolsagokra képesek vandorolni, hogy a distalis bélben neuronokat
és gliakat képezzenek. A kétféle ganglionléc sejt eltér6 migracidés sebességet mutat
(sacralis~17 pym/h versus vagusbol szarmazo 35-40 ym/h). A sacralis ganglionlécbél
a madarak és az eml6sOk medencetaji ganglionjai és a Remak-ideg (csak a
madaraknal) alakulnak ki. Altalanosan elfogadott, hogy el6szér az extrinsic ganglionok
(pelvicus ganglion, Remak-ganglionlanc, az ideg el&alakja) jonnek létre, majd innen
nének a rostok a disztalis bélszakaszra és vandorolnak a neuronok prekurzorai a
colorectum mesenchymalis rétegébe (Wang és mitsai., 2011; Hang és mtsai., 2022).
Tovabba, transzgenikus egérkisérletek szerint a SOX10-pozitiv sacralis vel6¢cs6bél
szarmazo ganglionléc sejtek az alsé hugyutakat is benépesitik és ugyancsak ezzel a
kisérleti modellel igazoltak, hogy a Spina bifida mutansokban a ganglionléc sejtek nem
megfelel6 neuralis differencialodason mennek keresztul, késve vandorolnak a
hagyhdélyag falaba (Wiese és mtsai., 2017; Deal és mtsai., 2021), veleszlletett
neurogén incontinenciat okozva (Loftus és Wood, 2016).

4. Az el6z6 kérdéssel kapcsolatosan felmeriil a kérdés, hogy ismert-e olyan
betegség, amikor csak a sacralis régidbol szarmazé sejtek vandorlasa szenved



zavart? Vagy tekintve, hogy a bél idegrendszer distalis részének is nagy részét
a vagus régidobol szarmazoé sejtek telepitik be, ezek képesek kompenzalni egy
esetleges sacralis vandorlasi zavart?

Bar a mesenchymalis sejtekbdl szarmazé Endothelin-3, GDNF, BMP4 vagy az
epithelidlis Hedgehog jelatviteli utvonal génjeire mutans egerek vékonybélben
hianyoznak a neuronok, ennek ellenére a null-mutans egerek disztalin utébelében
néhany neuron kifejlédik, s ezek nagy valdsziniséggel a sacralis vel6csé teruletérdl
szarmaztak (Erickson és mtsai., 2012; Uesaka és mtsai., 2021). A feltett kérdésre
nehéz egyértelmi valaszt talalni. Ennek elsédleges oka, hogy nem ismeretes olyan
molekula, ami kizarélag a sacralis ganglionlécet vagy annak szarmazékait jellemzi,
ezért nem tudjuk meghatarozni pontos részvételét, és a rendellenes fejlédése miatt
felléepd hianyt. Az elmult években jelentek meg ugyan kozlemények, amelyek human
embryok paraffinos sorozatmetszetein megkisérelték részletesen jellemezni a
lumbosacralis vel6¢cs6bél szarmazo ganglionléc sejtek fejlédését (Krepunga és mtsai.,
2020; Arango-Toro és Domenech-Mateu, 1993), de a molekularis bioldgiai adatok
hianyoznak. Margarido és mtsai (2020) PROX1 transzkripcios faktor atmeneti
expressziojat figyelt meg a csirke sacralis ganglionlécbél szarmazéd ganglionokban.
Huang és mtsai (2020) szerint a Cdh19 (cadherin-19) molekula specifikusan az egér
Ennek ellenére nem ismert, hogy milyen hatast gyakorolnak a sacralis ganglionléc
sejtek a bélidegrendszer fejlédésére és késdbbi miikddésére? Tovabbra is nyitott
kérdés, hogy vajon a sacralis ganglionlécbdl szarmazo sejteket lehet-e az enteralis
ganglionok képzésére hasznalni vagus eredetli ganglionléc sejtek hianya esetében?
Embryomanipulaciés kisérletek szerint a sacralis ganglionléc sejtek csak azutan
vandorolnak be jelentds szamban az utdbélbe, miutdn a vagus eredetl sejtek
megtelepedtek a bél teljes hosszaban. Ez arra utal, hogy a bélidegrendszer
kialakulasaban val6 részvételhez a sacralis sejtek kdlcsdnhatasba Iépnek a vagus
eredetl sejtekkel, vagy az altaluk termelt faktorokkal, jelz6molekulakkal. Az viszont
nem ismert, hogy mi torténik a sacralis vel6cs6 irtasa (ablatio) utan a vagus eredet
ganglionléc sejtekkel, hogyan kompenzaljak a hianyt? Ez nagyon érdekes kérdés, és
érdemes vele a jovében foglalkozni.

5. Erdekes, amit a bevezetében ir a jeldlt, hogy milyen nagy faji kiilonbségek
talal hatok a plexusokban. Halakban teljesen hianyoznak, hiillékben és
kétéltiiekben pedig egyszerilibb felépitésii, illetve a human bél idegrendszer
fejlédési mintazat pedig inkabb a madarakhoz hasonlit, mint a ragcsalékhoz. Mi
magyarazhatja a plexus submucosus evolucié soran késébbi megjelenését,
milyen funkcionalis jelentésége lehet ennek?

A plexus submucosus, a submucosalis szovetben talalhatd, amely dsszekoti a
felszini nyalkahartyat a gyomor és a belek mélyebb izomrétegeivel. A myentericus
plexus-sal ellentétben a plexus submucosus funkcidja nincs annyira egyértelmien
meghatarozva. A gyomorban a myentericus plexus-sal ellentétesen dolgozik, szerepe
részben gatlé lehet, igy finomhangolja az izomdsszehuzddasokat. Komparativ
anatomiai és élettani kisérletek alapjan a plexus submucosus 6 funkcidja a lumenben
lévé kornyezet érzékelésében, a gyomor-bélrendszeri véraramlas és a hamsejtek
midkodésének szabalyozasaban van. Ahol ezek a funkcidk minimalisak pl.
nyelécsdben ott a plexus submucosa hidanyozhat. Tovabba, altalanosan elfogadott,
hogy vékony-, és vastagbélben a plexus myentericus-al dsszhangban mikodik a
perisztaltikus hullamok eléidézésében és az emésztérendszeri mirigyek mikdédésének



fokozasaban.

Néhany Kkisérletes adat, ami a plexus submucosus evolucid6 soran késébbi
megjelenését magyarazhatja: A csontos halak és a kétéltlek esetében is gyaktak
el6fordul, hogy a submucosalis neuronok hianyoznak (Harder, 1975) vagy gyengén
vannak reprezentalva (Karila és Holmgren, 1995; Wallace és mtsai., 2005; Olsson,
2009). A submucosalis plexus hianya 6sszefligg a muscularis mucosae hianyaval;
példaul a szivarvanyos pisztrangban a submucosalis plexus szintjén neuronok csak a
bél caudalis részében vannak jelen, az egyetlen olyan bélszakaszban, ahol jol fejlett a
muscularis mucosae (Ezeasor, 1979). Az édesvizi angolnak plexus submucosusaban
csak elvétve talalhatdk neuronok, ezért nagy valoszinliséggel a plexus myentericus
neuronjai vesznek részt a nyalkahartya mikodésének szabalyozasaban. Talan az
angolnakkal végzett kisérletek vilagitanak ra legjobban, hogy milyen folyamatok
alhatnak a plexus submucosus kialakulasanak hatterében. Sorteni és mtsai., (2014)
édesvizi és sbOs vizben tartott, éheztetett angolnakban hasonlitotta Ossze a
myentericus és submucosalis plexusok differencialodasat. Eheztetett és sds vizben
tartott angolnak bélrendszerében a neuronok szama szignifikansan megnétt; a magas
sotartalom enteralis neuroplaszticitast valt ki, amit a submucosalis plexus neuronjainak
novekvd szama jelez, és ez biztositja az allat enteralis homeosztazisanak fenntartasat
extrém korulmények kozott. A valtozd kornyezet hatassal van a bél mikrobiom
Osszetételére, a nyalkahartya differencialtsagi fokara, szoveti szerkezetének
Osszetettségére ami kovetkezményesen kihat a submucosalis plexus evolucios,
embryonalis és patolégias fejlédésére is (Sorteni és mtsai., 2014; Dehler és mtsai.,
2017; Vincentini és mtsai., 2021).

K6szonodm a betlelltésekre és a szOvegszerkesztés hibaira mutatd észrevételeket. A
dolgozatot alaposan atnéztem, a hibakat kijavitottam, a sémas rajzok minéségét
javitottam, az értekezésben szerepld abrak 80%-at nagy felbontasu képekre cseréltem
ki, a Bevezetés és a Diszkusszi6 fejezeteket a megfelel6 helyeken az utébbi 2-3 évben
megjelent kdzlemények kovetkeztetéseivel és referenciaival egészitettem ki. Az
idézett publikaciok idejére vonatkozé kérdésre a valaszom, hogy miutan egy kozel
15 éves munka torténetérdl szol az értekezes, igyekeztem a sajat munkakat az akkori
publikaciés koérnyezetbe elhelyezni, ezért fordulhatott eld, hogy kevés publikacid
szarmazik az utobbi 3-4 évben megjelentek kozil. Természetesen, atnéztem a teljes
disszertaciét, és mindenhol igyekeztem a legujabb publikacidkat is megemliteni. Ez
nem volt kdléndsen nehéz, hiszen a disszertaci6 megirasahoz felhasznalt 10
kézlemény eredményeit kdzel 400 flggetlen citacio idézte. A biraltokra adott valasz és
az értekezeés atdolgozas soran 38 db. 2019-2022-es cikk kerult idézésre.

A javitott értekezés az alabbi URL linken érheté el:
https://semmelweis.hu/stemcell/files/2022/01/MTA-Nagydoktori.pdf

Végezetul koszonom Dr. Regl6di Dora Professzor Asszony értekezésemrél irt pozitiv
véleményét, gondolatébresztd kérdéseit, és azt, hogy a doktori munkat nyilvanos vitara
alkalmasnak tartotta.
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Dr. Nagy Nandor
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