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PROLOGUS

A bélidegrendszer a bélfalban taldlhaté neuronokbdl és gliasejtekbdl dllé komplex és
kiterjedt hdldzat, amely kritikus fontossdggal bir a tdpanyagtranszport, emésztés, felszivodds
és a salakanyagok kiiiritését biztosito bélmotilitds szabdlyozdsdban. A bélidegrendszert
megkoézelitéleg 100 millié idegsejt alkotja, miikdése 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,
ganglioneuromatdozist, valamint a Hirschsprung-kort is (congenitum megacolon, ami 5000 élve
sziiletésbdl 1 esetben fordul el6). Mindegyik betegségnek a hdatterében a ganglionléc eredetd(i
dssejtek bélben térténd vdandorldsdnak, differencidaléddsdnak 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 eltdvolitasdbdl dll, azonban késébb sok gyermeknél rendellenes bélmozgds,
kévetkezményesen konstipdcio és enterocolitis alakul ki.

Az elmult évtizedben végzett Gssejtkutatdsok tobbszir felvetették annak a lehetségét,
hogy a bélbiopszidkbdl izoldlt szbveti Gssejteket Hirschsprung-korban szenvedd gyermekek
gyogyitasdra alkalmazzdk. Ebben a térekvésben mi is aktivan részt vesziink. Amerikai, svdjci
és izraeli kutatocsoportokkal egylittmiikdve nemrég egy uj eljdrdst dolgoztunk ki foetdlis
humdn béltraktus in vivo tenyésztésére, ami alkalmas mddszer lehet az embryondlis és felnétt
eredetli szoveti Gssejtek fejlédésének tanulmdnyozdsdra. Egy mdsik kisérletben, amikor
humdn posztnatdlis bélbiopsziakbdl izolalt idegi &ssejteket korai embryoba vagy
ganglionmentes vastagbélbe transzplantdltuk, a beliltetett éssejtek vdndorldsa folytatdodott
és idegi iranyu differencidldddst mutatott.

Napjainkban az 6ssejtkutatds és a kisérletes embryoldgia (fejl6désbioldgia) robbandsszerdi
fejlédése tapasztalhatd;, mds tudomdnydgak kisérleti modszereit, eredményeit felhaszndlva,
az egyedfejlédés soran végbemend folyamatok egyre mélyebb - sejt, illetve molekuldris
szintli - megismerését eredményezi. Kiemelt szerepet kaptak azok a gerinces modelldllatokon
végzett embryomanipuldcidos és sejtjelolési kisérletek, amelyekben nyomon kévethetd egy
sejttipus eredete, vandorldsa és differencidldddsa. A bélidegrendszert létrehozo ganglionléc-
eredetli dssejtek tanulmdnyozdsa a velesziiletett neurointesztindlis betegségek patoldgiai
hdtterének karakterizdldsdn tul, a posztnatdlisan kinyert széveti 6ssejtek terdpids bevezetése
szempontjabdl is kiemelt jelentéséggel bir.

Kutatocsoportom azt tlizte ki célul, hogy karakterizdlja a bélidegrendszer embryondlis
fejlédését, meghatdrozza azokat az alapvetd Ossejt-mikrokérnyezet kélcsénhatdsokat,
amelyek hibdja Hirschsprung-kort eredményez, és hatékony Gssejttranszplantdciés mdodszert
dolgozzon ki a betegség gydgyitdsdra.
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1. BEVEZETES

1.1. A Dbélidegrendszer altalanos felépitése

A gasztrointesztinalis traktus szamos olyan komplex funkcidért felelés szervrendszer, amely
nélkulozhetetlen a szervezet tulélése szempontjabdl. Ide tartozik (1) a taplalék és a salakanyag
transzportja, (2) a tdpanyagok emésztése és felszivdsa, (3) a viz, elektrolitok, nydk, szignal
molekuldk és antimikrobidlis anyagok kivalasztasa, (4) a bélrendszer barrier funkcidjanak
a meglrzése, (5) az egészséges bélfléra fenntartasa, (6) valamint a szervezetbe bekerilt
patogének, allergének és toxinok elleni védelem (Goldstein és mtsai., 2013; Schneider és
mtsai., 2019). Ezeknek a kritikus folyamatoknak a szabalyozdsa els6sorban
a bélidegrendszerre, a gasztrointesztinalis traktus sajat intrinsic idegrendszerére tdmaszkodik.
A bélidegrendszer az autondm idegrendszer legnagyobb alegysége. Mig a béltraktus extrinsic
beidegzését a bélidegrendszer aktivitasat is befolyasolni képes szimpatikus és paraszimpatikus
idegrendszer szolgaltatja, addig a bélidegrendszer képes a kdzponti idegrendszer irdnyitdsatdl
teljesen flggetlen, autondm moddon is mikddni, amiért rendszeresen "masodik agynak”

szoktdk nevezik (Gershon, 1999a).

A bélidegrendszer két koncentrikusan elhelyezkeddé idegi plexusbdl all, amiket az
enteralis neuronokbdl és gliasejtekbdl allé ganglionok épitenek fel. A plexus myentericus
(Auerbach -féle plexus) a bélfal korkoros és a hosszanti simaizomrétege kozott helyezkedik el
és a bélhuzam teljes hosszaban megtaldlhatd. A plexus submucosus, amely az esophagus
teriiletén hianyzik, egy kiilsé (Schabadasch-féle plexus) és egy belsé (Meissner-féle plexus)
halozatabdl tevédik 6ssze (Timmermans és mtsai., 2001). Mivel nagyon kiterjedt kapcsolat van
a két submucosalis ganglionrendszer kozott és funkciondlis kiilonbséget sem azonositottak,
ezért rendszerint egyként emlegetik 6ket. A bélidegrendszer tobb mint 100 millié sejtbél és
legaldbb 18 funkcionalis altipusba sorolhaté neuronbdl all (Furness és Costa, 1980;
Brookes, 2001). Fontos megjegyezni, hogy a kozponti idegrendszerben azonositott
neurotranszmitterek a bélidegrendszer neuronjaiban is el6fordulnak. A bélidegrendszert négy
f6 tipusba sorolhatéd neuron alkotja: motoneuronok, intesztinofugdlis neuronok, intrinsic
primer afferens neuronok (intrinsic primary afferent neuron; IPAN), és interneuronok
(Furness, 2000). Az IPAN-ok szenzoros neuronok, amelyek a bél lumenébdl szarmazé

mechanikus és kémiai stimulusokat észlelik, majd a serkentd és gatld interneuronokon

-2 -
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keresztiil jeleket kiildenek az effektor sejtekhez, beleértve az epithelidlis és simaizom sejteket
is. Az intrinsic neurondlis kor polarizalt, ezzel érheté el, hogy a béltartalom mozgasa
egyeniranyitott legyen. A bél lumenének fesziilése felszallé palyakat aktival, amelynek
kovetkeztében a stimulus feletti bélszakasz simaizma kontrakciéba keril, mig ezzel
egyidejlleg a leszalld pdlydk aktivacidja kovetkeztében a stimulus alatti szakasz simaizma
relaxacioba keril. Ezeknek a mechanizmusoknak kdszénhetéen a lumen tartalma abordlis
irdnyl mozgast végez. Ezt az alapveté folyamatot Bayliss és Starling a “bélrendszer

torvényeként” irta le 1899-ben (Bayliss és Starling, 1899).

Maddarban és emlGsben végzett legutdbbi

vizsgdlatainkban kimutattuk, hogy a bélideg-

hosszanti simaizom plexus mentericus

kOrkoros
LA <
simaizom e =

rendszer ganglionjaiban nyulvanyos myeloid sejtek

plexus submucosus

fordulnak el6 (Déra és mtsai, 2018). Ezek
a megfigyelések felvetik annak a lehet&ségét, hogy
az enterdlis ganglionokban a neuronokon és
gliasejteken kivil egy harmadik sejtpopuldcié is
létezik. Az “intragangliondris makrofagok” az
enteralis neuronokat és gliat korbefonva,
a ganglionokat  kornyezetikt6l  elhatarold
kotGszovetes kapszuldn (Nagy és mtsai., 2018)
bellil helyezkednek el, és mikroglia specifikus
sejtfelszini markereket expresszalnak (De Schepper

és mtsai., 2019; Dora és mtsai., 2018).

1 abra: Bélidegrendszer a vastagbélben. A.) A
neuronok két plexus mentén ganglionokba
rendez6dnek (z6ld). A kiilsé plexus myentericus a bélfal
hosszanti és a korkords simaizomrétege kozott
helyezkedik el, mig a belsé plexus submucosus a
korkoéros simaizomréteg lumindlis oldalan taldlhato
(mddositva Heanue és Pachnis, 2007 utdn). B.) Feln6tt
egér vastagbélen végzett teljes-szbveti harmas
fluoreszcens jelélés a glia (PLP1-GFP proteint
expresszal, zold szin) és a neuron (HU+, piros szin)
sejtekbdl allo plexus myentericus ganglionjait mutatja
(Nagy és Goldstein, 2017). C.) Intraganglionaris

s R — = makrofdgok vizsonya a ganglion neuron és glia
- i intr ionari rofa . p p p ) . .
Mlineuron glia [lMlintraganglionaris makrofég elemeivel (modositva Dora és mtsai., 2018 utdn).
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Az érz6, motoros és interneuronok kozremikodésével létrejott lokalis reflexivek
szabalyozzdk a bél valamennyi funkcidjat; mint a motilitds, viz- és ionszekrécid, vérellatas és
immunvalasz (Kirchgessner és Gershon, 1990). Ezek alapjan a bélidegrendszer esszencialis
szerepe megkérdbjelezhetetlen és nem megleps, hogy a szerzett vagy velesziletett
rendellenességek sulyos egészségligyi kovetkezményekkel jarnak. Példaként emlithet6
a gyulladasos enteralis neuropathia, melyet paraneoplasia, fert6zés vagy immunmedialt
megbetegedés idéz el6. Ezek a korképek gastroparesishez, bélrendszeri pszeudo-
obstrukciéhoz és colon renyheségéhez vezethetnek. A nyel6cs6éachaldsidban és a velesziiletett
hipertroéfikus pylorus stenosisban is leirtak a szelektiv neurotranszmitterek meghibasodasat.
Mindkét megbetegedés rendellenes sphincter funkcidéval jar. A mitochondridlis
neurogastrointestindlis encephalopathiaban kialakulé mitochondrium diszfunkcié a neuronok
meghibdsoddsdhoz vezet és kdvetkezményesen intestindlis motilitdsi zavart eredményez.
A 2B tipusu endokrin neoplazidban el6forduld enterdlis ganglioneuroma szamos esetben
colon rendellenes motilitassal jar egyitt (Goldstein és mtsai., 2013). A velesziiletett fejlédési
rendellenességek jellemz6 megjelenési formaja a gasztrointesztindlis rendszer motoros
diszfunkciéja, mint a gasztroparézis, a bél pszeudo-obstrukcidja és a vastagbél motilitasi
zavara (Goldstein és mtsai., 2016). Az ellatasukkal kapcsolatos egyre novekvd igények
kielégitéséhez elengedhetetlen a terdpias lehet6ségek folyamatos fejlesztése, amelynek

hatterét az embryonalis fejl6dés pontosabb feltardsa biztosithatja.

A bélidegrendszert érint6 fejl6dési rendellenességek koziil az egyik legjobban ismert és
karakterizalt betegség a Hirschsprung-kér (megacolon congenitum). Ez a velesziletett,
elsGsorban a vastagbél idegrendszerét érint6 elvaltozas, emberben 1:5000 aranyban fordul
el6. A betegségre jellemz6, hogy a bélidegrendszert embryonalisan létrehozé ganglionléc-
eredet( sejtek migracidjanak zavara miatt, a belsé analis sphincter izom felett ganglionmentes
szakasz alakul ki. Ez a bélszakasz nem képes relaxaciora és allandd ténusos kontrakciéban van;
a szdkilet feletti vastagbélszakasz pedig kovetkezményesen kitagul. A Hirschsprung-kort
jellemz6 megacolonrdl elGszor Frederik Ruysch holland anatdomus szamolt be 1691-ben
(Leenders és Sieber, 1970), de a betegség csak 1888-td6l, Harald Hirschsprung dan orvos
munkassaga utan valt ismertté. A Hirschsprung-kor 75-80 %-ban a rectumra és a sigmabélre
korlatozddik, a teljes bélszakaszt 8%-ban érinti. A legtébb beteg esetében sporadikus

megjelenésrél beszélhetiink, de el6fordulnak nem-Mendeli, multifaktorialis 6roklédéssel



dc_1807_20 ,
- - BEVEZETES

jellemezhetd esetek is. A nemek kozotti arany 4:1 férfi tulsulyt mutat. 70%-ban izolalt
formdban jelenik meg, ugyanakkor el6fordul egyéb sziiletési rendellenesség részeként is.
Gyakran kapcsoldodik a 21-es triszdmidhoz (Down-szindréma, ahol 25%-al gyakoribb a
Hirschsprung fenotipus el6forduldsa) és a IV-es tipusi Waardenburg szindrémahoz is
(Schill és mtsai., 2019). Ugyancsak bélidegrendszer fejl6dési zavar all a hypoganglionozis vagy
a hyperganglionozissal és ectopicus ganglionok megjelenésével egyiitt jaré neurondysplasiak

esetében is.

FREDERICI RUYSCHIL
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2. abra: A Hirschsprung-kér felfedezésének torténeti attekintése. A.) Frederik Ruysch 1691-ben
megjelent sebészeti anatdmia kdnyvének cimlapja, amelyben els6ként emliti a megacolont. B.) Harald
Hirschsprung portréja és a congenitalis megacolont részletesen leiré publikacio fejléce. C.) Orvar
Swenson 1949-ben ismerte fel el6szor, hogy a Hirschsprung-kér elsédleges hibajat a distdlis
colorectum idegrendszerének hidnya jelenti. A bélperisztaltika az érintett szegmens teriletén hidnyzik,
a béltartalom pang (D. kép), a proximalis, normal beidegzéssel rendelkez6 szakasz jelent6sen kitagul
és a has felpuffad. (C, D. képek Dr. Allan M. Goldstein jovoltabdl).

Habar az elmult évtized Hirschsprung-kért célzé genetikai vizsgdlataibdl szamos gén
mutdcidjat is azonositottdk (GDNF, Endothelin-3, BMP4, netrin, retinsav, beta-1 integrin,
Hedgehog fehérjék, HAND2, HOXB5, SOX10), mégis a bélidegrendszer normdlis és kéros
fejl6édésében szerepet jatszé komplex fejl6désbioldgiai mechanizmusokrdl csak kevés
ismerettel rendelkeziink. (Burns és mtsai., 2016; Nagy és Goldstein, 2017; Rao és Gershon,

2018).
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1.2. A Dbélidegrendszer embryonalis eredete

Az embryonalis fejl6dés soran egy multipotens és intenziv migracids képességgel rendelkezé
mesenchymdlis sejttipus, az gy nevezett ganglionléc sejt (ducléc, crista neuralis, neural crest
cell=NCC), epithelio-mesenchymalis atalakulassal levalik a zarédd cranialis vel6red6ékrél és
a vel6cs6 torzsi szakaszdnak mar zarddott neuroepithelidlis reddirél (Bronner és LeDouarin,
2012). Ezek az ujonnan formaldédott multipotens Gssejtek a vel6cs6 meghatarozott szintjérdl
szarmaznak (cranialis, cardialis, vagus, torzsi és sacralis régio),
az embryon keresztlil intenziv migraciét folytatnak, kilonb6z6 szervkezdeményeket
kolonizalnak ahol eltérd sejttipusokka (kotészovet, endokrin sejtek, melanocitdk, periférids
idegrendszert alkotd glia és neuron sejtek) differencialédnak (Bronner és LeDouarin, 2012;
Hutson és Kirby, 2007; Le Douarin, 2004; Le Douarin és Teillet, 1973b; Yntema és Hammond,
1954). Habar a ganglionléc sejtek fejl6édését szamos embryonalis modellrendszerben
tanulmanyoztadk, a kisérleti embryoldgiai vizsgalatokra a madar embryo bizonyult
a legalkalmasabb kisérletes modellnek (Goldstein és Nagy, 2008). A ganglionléc-eredet(
sejteket els6ként a madar embryoban Wilhem His svajci anatomus (1868) irta le (Bronner és
Simdes-Costa, 2016). Kozel szaz évvel kés6bb, Yntema és Hammond (1954) egy klasszikus
tanulmanyt publikdltak, amelyben bemutattdk, hogy amennyiben csirke embryobdl
eltavolitjak a dorsalis vel6csé teriiletét egyitt a ganglionléccel az a bélidegrendszer teljes
hidnyat eredményezte, s ezzel el6sz6r bizonyitottak kisérletesen a bélidegrendszer
ganglionléc eredetét (Yntema és Hammond, 1954). Az eredményeket tovabb finomitottak
a kiilonboz6 fajok kdzotti transzplantacids kiméra kisérletek. Csirke-firj embryokon végzett
vel6cs6 transzplantacids kisérletekkel mutattak ki, hogy a bélidegrendszer jelent8s része
a vel6cs6 vagus régidjabdl, az oticus placod mogott, az utdagy szintjén elhelyezkedd
1-7. szomitaparral szomszédos ganglionléc sejtekbdl szarmazik (Burns és Le Douarin, 1998;
Burns és Le Douarin, 2001; Le Douarin és Teillet, 1973b; Nagy és mtsai.,, 2012a).
A madarembryokon végzett részletes sorstérképezési kisérletek hozzajarultak ahhoz, hogy
a kilonboz6 velGcsbrégiokbol szarmazd  ganglionléc-eredetld  sejtek  valtozatos
differencialddasi képességét megértsiik (Barlow és mtsai., 2008; Burns és mtsai., 2000; Durbec
és mtsai., 1996; Espinosa-Medina és mtsai., 2017; Kuo és Erickson, 2010). A csirke embryo
1-2. szomitajanak magassagaban lévé vel6cs6 szakasz azonos koru firj embryobdl szarmazé

vel6csGszakasszal torténd kicserélése azt eredményezi, hogy a fiirj eredetl ganglionléc sejtek
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csak a nyel6cs6 teriiletén jelennek meg. Ugyanezt a kisérletet a 3-5. szomitak magassagaban
elvégezve azt latjuk, hogy a firj eredetli sejtek a gyomortdl az utébélig jarulnak hozza
a bélidegrendszer kialakulasahoz, mig a 6-7. magassagabdl szarmazo sejtek kizardlag az utdbél
idegrendszerének létrehozasara korlatozédnak (Burns és mtsai., 2000). Erdekes megfigyelés,
hogy a 3. szomita szintjén szdrmazo ganglionléc sejtek kiilondsen fontos szerepet téltenek be
a bélidegrendszer formaldddasdban, ugyanis ez a szakasz képes kompenzalni a vagus régidban
taldlhato teljes velGcs6 szakasz eltavolitasat (Barlow és mtsai., 2008). Kés6bb, zebrahal, egér

és patkany embryoban végzett kisérletekben is igazoltdk, hogy a teljes bélidegrendszer

a vel6cs6 eredetl ganglionléc sejtekbdl szarmazik.
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3. abra: A bélidegrendszer a vel6cs6 dorsalis teriiletérdl kivandorlé ganglionléc sejtekbdl szarmazik.
A.) Wilhelm His eredeti munkajabdl szarmazé sémas rajz a vel6csé nyaki szakaszabol kivandorld
ganglionléc sejtekrdl. B.) Korai csirke embryo keresztmetszetén megfigyelhetGek a vel6cs6bél kidramlo
SOX10 transzkripcids faktort expresszaldé ganglionléc sejtek (sajdt felvétel). C-E.) Csirke-fiirj kiméra
madszerekkel (vagus és sacralis régidbdl atiiltetett velGcs6) bizonyitottak elGszor kisérletesen, hogy a
vel6cs6 eredetli ganglionléc sejtek kolonizaljak az embryonalis bélcsé kiilonb6z6 szakaszait és beldSlik
fejlédik ki a teljes bélidegrendszer (Goldstein és Nagy, 2008).
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A sejtek delamindacidjat kovetben, a vagus régiobol szarmazoé ganglionléc-eredetd sejtek
két kilon utvonal mentén vandorolnak. ElGszor a 10 szomitas stadiumban (csirkében
a 10 Hamburger-Hamilton (HH) stadium, ami 2 embryonalis napnak felel meg; egérben
a 8,5 embryondlis napon, E8.5) az 1-3. szomitak magassagdbdl szarmazd ganglionléc-eredetl
sejtek az ektoderma alatt lateralis irdnyba vandorolnak, hogy a garativeket és a sziv truncus
aortico-pulmonaris szakaszat kolonizdljak. Néhany éraval kés6bb, a 13-as HH stadiumtol
kezdve, ugyancsak az 1-3 szomitdk magassagabdl, egy mdsodik populdcié indul ventralis
iranyba a vel6cs6 és a szomitdk kozott haladva, amelyekbdl néhany sejt a szimpatikus és
a hatsé érz6 ducba, a tobbi pedig a proximdlis el6bélbe |ép be és részt vesz
a bélidegrendszer |étrehozdsaban (Kuo és Erickson, 2010). In situ hybridizacidval kimutattak,
hogy az 1-3. szomitdk szintjén kiinduld ganglionléc sejtek CXCR4 receptort nem expresszalo
csoportja az el6bél idegrendszerét hozza létre, mig a CXCR4-et kifejez6 sejtek a pharingealis
mesoderma és a fejl6dd sziv conotrunkdlis mesenchymdjadban termelt SDF1 nevezet(
novekedési faktor irdnydba koncentracidogradiens mentén vandorolva kolonizdljdk a sziv
telepét (Escot és mtsai., 2013). Ezzel szemben, a 4-7. szomitdk magassagabdl szarmazé
ganglionléc sejtek csak ventralis irdnyba vandorolnak és az el6bélben taldlhaté migracids
folyamhoz csatlakoznak. A vagus régiétdél cauddlisan elhelyezkedd torzsi ganglionléc-eredetd
sejtek nem lépnek be az elGbélbe. Ez a folyamat feltehet6leg a SLIT-ROBO interakcidknak
koszonhetd. Az el6bél SLIT2 molekulat expresszal, amely chemorepellens hatadssal van a ROBO
receptort expresszalo torzsi ganglionléc-eredet(i sejtekre, mig a ROBO-negativ vagus régiébol
kilép6 ganglionlécbdl szarmazd sejteken nem érvényesiil ez a hatds (De Bellard és mtsai.,
2003; Zuhdi és mtsai., 2015). A ganglionléc eredet(i sejtek el6bélbe torténd belépése az
embryogenezis soran viszonylag kordn bekovetkezik: a fertilizaciét kovetéen 32 éraval
zebrahal embryoban (Shepherd és mtsai., 2004), csirkében és fiirjben a 2. embryonalis napon
(Burns és Le Douarin, 1998), egérben az E9.5 korban (Anderson és mtsai., 2006a), és human

embryoban a terhesség 4. hetében (Fu és mtsai., 2003) figyelhet6 meg (1. tablazat).

Néhany kozelmultban megjelent tanulmany azt feltételezi, hogy a ganglionléc eredetd
sejtek bélidegrendszer irdanyu elkotelezettsége a szomitdk kornyezetének kdszonhetd,
amelyben a paraxiadlis mesoderma altal lokalisan termelt retinsav az o és a y retinsav
receptorokat (RARa, RARa2, RARy) expresszald (Cui és mtsai., 2003; Simkin és mtsai., 2013)

vandorld ganglionléc sejtekre hat. Ez a kapcsolat aktivalja a bélidegrendszer fejlédése
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szempontjabol kritikusan fontos fehérje, a c-RET tirozin kindz receptor (Simkin és mtsai., 2013)
ganglionléc sejteken torténd expressziojat. Egérben a retinsav termelés szempontjabdl
elengedhetetlen retinaldehid dehidrogendz (RALDH2) hibdjanak  kovetkeztében
bélidegrendszer agenesia alakul ki, melynek oka a vagus régidbdl szarmazé ganglionléc

eredet( sejtek RET receptoranak alulszabalyozdsaban rejlik (Niederreither, 2003).

1. tablazat: A gerinces bélidegrendszer embryonalis fejl6désének 6sszehasonlitasa: a béltraktust
kiilonboz6 szakaszait kolonizadld ganglionléc-eredetl sejtek megjelenésének id6pontja (Nagy és
Goldstein, 2017). hpf, fertilizaciot kbvets orak szama; E, embryonalis nap.

Proximalis Gyomor Coecum Distalis utobél
elébél

Zebrahal 32 hpf - - 66 hpf

Fiirj E2.5 E4 ES E7

Csirke E2.5 E4.5 E5.5 E8

Egér E9.5 E10.5 E11.5 E14.5

Huméan 3. hét 4. hét 6. hét 7. hét

Attél a pillanattdl kezdve, amikor a ganglionléc eredet(i sejtek belépnek az el6bél
mesenchymadjaba mar enterdlis ganglionléc eredetl sejteknek (ENCC) nevezziik 6ket. A RET-et
expresszaldé ENCC sejtek cranio-caudadlis irdnyba vandorolnak és a bélcs6 teljes hosszat
kolonizaljak. A sejtmigracio csirke és egér embryokban megkozelit6leg 40 um/dra sebességgel
torténik (Allan és Newgreen, 1980; Young és mtsai., 2004). Immuncitokémiai elemzések
részletesen meghatdroztdk a ENCC-k migracids mintazatat (Allan és Newgreen, 1980; Betters
és mtsai., 2010; Fu és mtsai., 2003; Fu és mtsai., 2004a; Nagy és mtsai., 2012a; Shepherd és
Eisen, 2011; Wallace és Burns, 2005; Young és mtsai., 1998; Young és mtsai., 1999). Zebrahal
embryoban az ENCC-k a fertilizaciét kovet6 66 dra elteltével a bél mesenchyma két oldalan
parhuzamos lancokban kolonizaljak a fejl6d6 belet, majd a bélcsé korili korkorés migracio
soran befejezik a kolonizaciot (Shepherd és Eisen, 2011). Madarakban és ragcsalékban
a vandorld ENCC-k véletlenszerlen oszlanak el az el6bél és a kdzépbél kils6 mesenchymalis
rétegében, ahol ebben a stadiumban a simaizom differencialéddsa még nem indult meg
(Allan és Newgreen, 1980; Burns és Le Douarin, 1998; Kapur és mtsai., 1992; Wallace és Burns,
2005; Young és Newgreen, 2001b). Mikdzben a legeldl haladd sejtek (wavefront cells) a

coecum felé haladnak a korkords simaizom elkezd differencidlddni, igy az ENCC-k a bélfal
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legkiils6 rétegére, a simaizom és a serosa kozé korlatozédnak, ahol kés6bb a plexus
myentericus jon létre. A kozépbélben a myentericus ENCC-k egyik csoportja radialis irdnyba
haladva

az epithélium felé vandorol, atmegy a simaizom sejtek rétegein, hogy a submucosalis
mesenchymat kolonizalva plexus submucosust hozzon létre (Uesaka és mtsai., 2013).
Az 0Osszes tanulmdnyozott fajpan a plexus myentericus el6bb fejlédik ki, mint a plexus
submucosus, egyetlen kivétel a madar colorectuma, ahol a plexus submucosus fejlédik el6bb
(Nagy és Goldstein, 2006b; Nagy és mtsai.,, 2012a). Ellentétben a cranialis helyzet(
bélszakaszoktdl, a colorectumot létrehozd utébél ENCC kolonizdcidja és a simaizomréteg
differencialdddsa eltérd sorrendet mutat. Kordbban tobbszor is megfigyeltiik, hogy a simaizom
hamarabb differencialédik, mint a proximalis utébél ENCC kolonizacidja, de a simaizom

bélidegrendszer fejlédésére gyakorolt hatdsmechanizmusa nem ismert.

enternc nndgut
gargia

umbicus
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e

4. abra: A bélidegrendszert lIétrehozo ganglionléc-eredetii 6ssejtek migracidja, eloszlasi mintazata és
differencialédasa az egér embryoban. A.) A ganglionlécb6l szarmazd sejtek kivandorolnak
avel6cs6bdl és athaladnak a szomitakon, ahol retinsav hatdsdra c-RET receptort expresszalnak, mielStt
belépnének az el6bél mesenchymajaba. B.) Az E10.5 egér embryo vagus és (C) lumbo-sacralis
szakaszan p75 + ganglionléc sejtek (piros) vel6cs6bdl a bélbe vandorolnak (fehér nyilak mutatjak
a migraciés Utvonalat). D.) Vazlatos abra a vagus és sacralis ganglionléc-eredetl sejtek (nyilak)
hozzajaruldst mutatja a fejl6d6 bélidegrendszerhez. A vorés pontok a vandorlé ENCC-ket jelolik.
A gyomorban, coecumban és a cloacdban piros szinnel arnyékolt teriiletek az Endothelin-3 és a GDNF
novekedési faktorok magas koncentraciéjat jelentik. E-H.) E10.5 stadiumban a ganglionléc sejtek

—-10 -
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belépnek az el6bél mesenchymajaba, 1 nappal kés6bb elérik a kozépbelet, 14 napos embryonalis korra
a distalis colorectumot is kolonizaljak (Nagy és Goldstein, 2017).

A madar és a humdn embryoban a bélidegrendszer fejlédési mintazata nagyon hasonld,
mindkét neuralis plexus kialakul a fejlédés korai szakaszaban, mig ezzel szemben az egér és
patkany embryok colorectumaban taladlhaté plexus submucosus csak a sziiletést kovet6en
jelenik meg (Burns és Le Douarin, 2001; McKeown és mtsai., 2001; Nagy és mtsai., 20123;
Wallace és Burns, 2005). A halaknak nincs plexus submucosusa, mig a kétéltliek és a hill6k
csak a nyel6cs6 és a gyomor terlltén elhelyezked6 egyszer(ibb plexus submucosus-szal

rendelkeznek (Gunn, 1951; Lamanna és mtsai., 1999; Wallace és mtsai., 2005).

Annak ellenére, hogy a bélidegrendszer legnagyobb részét a vagus régidbol szarmazé
ganglionléc sejtek hozzdak létre, a velGcsének egy caudalisabb régidja, a sacralis ganglionléc is
részt vesz az enteralis plexusok kialakitdsdban. Csirke embryokban végzett ganglionléc
abldcids és csirke-fiirj vel6csé transzplantacids kisérlete (Burns és mtsai., 1998; Kapur, 20003;
Le Douarin és Teillet, 1973b; Nagy és mtsai., 2012b; Serbedzija és mtsai., 1991; Yntema és
Hammond, 1955), valamint az organotipikus tenyészetek és a transzgenikus egerek
videomikroszkdpias elemzése kimutatta, hogy a 28-as szomitatdl caudalisan elhelyezked6
ganglionléc szakasz szintén hozzajarul a distalis colorectum bélidegrendszerének
kialakulasahoz (3. abra). Hasonldan a vagus régidbdl szarmazd ganglionléchez, a sacralis
eredet(i ganglionléc sejtek is a szomitak és a farokbimbd mesenchymajan keresztil ventralis
irdnyba haladva a cloaca és a distalis utébél oldaldan halmozddnak fel, ahol a gazdagon
ganglionalt plexus pelvicust hozzak létre. Csirke embryoban a sacralis ganglionléc eredet(
sejtek az embryonalis fejl6dés 3. napjan vandorolnak ki a vel6csébdl és 48 draval kés6bb
torténik (Nagy és mtsai., 2007b; Wang és mtsai., 2011). Madarakban a Remak-féle vegetativ
ganglion (Remak-ganglion) szintén a sacralis ganglionléc szarmazéka; az utébél dorsalis
teriiletén helyezkedik el, a cloaca-tdl veszi kezdetét és felnyulik egészen a kdzépbél felsé
harmadaig és a bél extrinsic autondm beidegzéséhez jarul hozza. Erdekes médon a sacralis
ganglionléc eredetl sejtek csak azutdn lépnek be az utébélbe, miutan a vagus régidbdl
szarmazo enteridlis ganglionléc sejtek megérkeztek (Burns és Le Douarin, 1998). Habar a
csirke-fiirj sacralis vel6cs6 kiméras kisérletek (Burns és Le Douarin, 1998) felfedték, hogy a
sacralis eredet(i enterdlis ganglionléc sejtek egy posterior-anterior irdnyu gradiensnek

megfelel6en hozzdjarulnak az utébél idegrendszeréhez (distalis szakaszon, kozel a cloacahoz

-11 -
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az enteralis neuronoknak tébb, mint 17%-a sacralis eredetd, mig ez a szam a proximalis utobél
szakaszon csak 0.3%). Tovabbra is kérdés, hogy az utobél bélidegrendszerének képzése soran
a sacralis ganglionlécbdl szarmazoé sejtek el6bb a plexus pelvicust és a Remak-féle ideget
hozzak létre és csak azutan népesitik be a distalis vastagbelet, vagy ez két egymastol
fliggetlen esemény? (Kapur, 2000b; Nagy és mtsai., 2007a; Wang és mtsai., 2011). Zebrahal
és humdn embryoban egyelére nem rendelkeziink sacralis ganglionlécre vonatkozé

informacidéval (Shepherd és Eisen, 2011).

A vagus régidbdl szarmazé ganglionléc sejtek sajatossaga, hogy sokkal invazivabb
migracios képességet mutatnak, mint a sacralis eredet( sejtek. Amikor a sacralis vel6csovet
vagus vel6cs6vel helyettesitik, a transzplantdlt ganglionléc sejtek a normal uUtvonalon
keresztiil kolonizaljak a distalis utdbelet, de mindezt a fejl6dés egy sokkal korabbi szakaszaban
és sokkal nagyobb szdmban teszik meg (Burns és mtsai., 2002). Osszehasonlitéd microarray
analizissel kisérelték meghatarozni a kilonbségeket a vagus és a sacralis régié ganglionléc
sejtjei kozott. A vizsgalat sordn a RET transzkripcid négyszer magasabb expresszidjat figyelték
meg a vagus régidbdl szarmazé ganglionléc sejtekben, ami magyarazhatja a fokozottabb
migracios invazivitdst. Ezt a hipotézist erdsiti, hogy a RET kisérletesen fokozott expresszidja
megnoveli a sacralis ganglionléc-eredet(i sejtek kolonizacidés potencidljat, molekularis
bizonyitékot adva a kilonb6z6 eredetli ganglionléc sejtek bélidegrendszer kialakuldasaban

betoltott mértékének intrinsic kiilonbségeire (Delalande és mtsai., 2008).

Azon kivil, hogy a vagus és a sacralis régiokbdl szarmazd ENCC-k kolonizaljak a belet,
transzgenikus egérembryon végzett genetikai kovetéses kisérletek felvetették annak
a lehet6ségét, hogy létezik egy ganglionléc eredetli sejtpopulacid, amely nem koveti
a hagyomdnyos cranio-caudalis vagy caudo-cranialis migraciés utvonalakat. A kisérletek
szerint a Schwann sejt prekurzorok egy alcsoportja kiilsé idegrostokon keresztiil vandorolva
népesitik be az utdbelet és a colorectumban taldlhaté bélidegrendszer koézel 20%-nak
a kialakulasahoz jarulnak hozza (Uesaka és mtsai., 2015). Ugyanez a kutatécsoport egy mdsik
tanulmanyaban megmutatta, hogy az ENCC-ek egy alcsoportja az egér kozépbelébe
vandorolva elkerilik a coecumot, distalis kozépbélbél a mesenteriumon athaladva érik el az
utobelet, amely ebben a fejl6dési stddiumban még atmenetileg a kozépbél szoros

kozelségében helyezkedik el. Ugy tlinik, hogy a transzmesenterdlis migracié is hozza-
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jarul az utobél distalis kétharmadaban taldlhaté bélidegrendszer kialakuldasahoz

(Nishiyama és mtsai., 2012).

1.3. A Dbélidegrendszer fejlédésének sejtes és molekularis szabalyozasa

A ganglionléc eredet( sejtek intenziv vandorlason mennek keresztil, amely a vel6csé vagus és
és sacralis szintjének magassagaban kezdG6dik és a distalis utébélben ér véget.
A migracié idején a sejt tulélésének, osztéddasanak és differencialéddsanak is szigoruan
szabdlyozottnak kell lennie, mivel ez biztositja, hogy a teljes gasztrointesztinalis traktus
beidegzéséhez megfelel6 denzitasi és diverzitasu enterdlis neurdlis plexus alakuljon Kki.
A ganglionléc sejtek intenziv sejtproliferaciéja sziikséges azért, hogy a teljes bélcsatorna
benépesitéséhez elegend6 prekurzor jojjon létre, ugyanakkor a tulélés és az iranyitott
vandorlas elengedhetetlen a sejtek koncentrikus mintazatba valé rendez6déséhez. Tovabba,
a neuron és glia sejtekké torténd differencidlddas, a ganglionok kialakuldsa, az axon térbeli
kiterjesztése és a szinapszisképzés sziikséges a fejlett neuralis haldzat kialakitdsahoz. Ezeket
a komplex folyamatokat szamos transzkripcids faktor, sejtfelszini receptor és neurotrofikus

szigndl szabalyozza.

A sejtproliferacié a f6 hajtéer6, amely rendkivil fontos a bélidegrendszer fejl6édése
szempontjabdl, mivel fenntartja a sejtslrliséget és ezen keresztlil a migracids sebességet
(Landman és mtsai., 2007; Simpson és mtsai., 2007). Az ENCC-k legeldl haladd csoportjaban
megfelel6 sejtsirliség elérése sziikséges ahhoz, hogy kialakulhasson egy olyan csoport, amivel
migracio fentarthatd (Barlow és mtsai., 2008; Young és mtsai., 2004). Csirke embryoban
avagus régiébol szarmazé ganglionléc-eredet(i sejtpopulacié szamanak kisérletes csokkentése
valtozé hosszusagu distalis agangliondzist eredményez (Barlow és mtsai.,, 2008; Burns és
mtsai., 2000; Peters-van der Sanden és mtsai., 1993). Videomikroszkdpias és immunjeldléses
kisérletekbdl nyert bizonyitékok arra utalnak, hogy a legeldl haladé ENCC-k magas migracios
aktivitasa az un. “lanc migraciéra” tamaszkodik. Ez egy olyan folyamat, amelyben
a sejtmigracio akkor er6sodik, amikor az ENCC-k egymassal érintkeznek (Druckenbrod és
Epstein, 2005a; Druckenbrod és Epstein, 2007; Young és mtsai., 2004). Izolalt ENCC-k nem
vandorolnak olyan gyorsan vagy olyan iranyitottan, mint a ldncolatban 1évé sejtek csoportja
(Young és mtsai., 2014), ez kihangsulyozza, hogy a bélidegrendszer fejlédése soran milyen

fontos a sejt-sejt kapcsolat. A hipotézis kisérletes aldtamasztasa az L1 sejtadhéziés molekula
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(LICAM) mutacidja altal lehetséges. Az LICAM egy olyan protein, mely fenntartja a sejt-sejt
kapcsolatokat. Mutacidja lecsdokkenti az ENCC-k kozti kapcsolatot és agangliondzishoz vezet
(Anderson és mtsai., 2006b; Okamoto és mtsai., 2004). Az L1CAM (Anderson és mtsai., 2006b;
Hackett-Jones és mtsai.,, 2011; Nagy és mtsai., 2012a). Ehhez hasonléan az N-cadherin
(Hackett-Jones és mtsai., 2011; Nagy és mtsai., 2012a) és az integrin csalad tagjainak (a4f1,
a5B1, a6B1, aVB1, aVP3, aVP5) (Breau és mtsai., 2006; Breau és mtsai., 2009a; Broders-
Bondon és mtsai., 2012; McKeown és mtsai., 2013; Nagy és mtsai., 2009; Vohra és mtsai.,
2006) funkciondlis blokkoldsa rendellenes sejtadhézidhoz és migracidhoz vezet, amely
Hirschsprung-betegségre jellemzé fenotipust eredményez (Breau és mtsai., 2006; Breau és
mtsai., 2009a; Nagy és mtsai.,, 2009). N-cadherin hidnyos egérben is a bél ENCC
kolonizacidjanak jelentds késése mutathatd ki (Anderson és mtsai., 2006b; Broders-Bondon

és mtsai., 2012).

Egy masik alapvet6 esemény a bélidegrendszer fejl6désében a legeldl haladd sejtek
irdnyitott vandorlasa. Ezt a folyamatot is az ENCC-k proliferaciéjanak intenzitasa
és a sejtslrlség hatarozza meg. A vandorlasban legeldl haladé sejtek cranialis irdnybdl a bél
még benépesitetlen régidja felé vandorolnak, ahol a neurotrofikus szignalok nagyobb
koncentracidban talalhatok. Ahogy a sejtek slrlisége novekszik, a bélfal eléri a maximalis
befogaddképességét, amely abban nyilvanul meg, hogy a specifikus neurotrofikus faktorok
elérhet8sége a kolonizacid el6rehaladasaval fokozatosan kimerdil. Ezeknek a fejl6désbioldgiai
folyamatoknak a koordinaldsa nemcsak az ENCC-k altal expresszalt intrinsic faktoroktdl,

hanem az ENCC-k és az 6ket koriilvevé mikrokornyezet kélcsonhatasatol fligg.

1.3.1. RET jelatvitel szerepe a bélidegrendszer embryondlis fejlédésében.

A bélidegrendszer fejl6désében részt vevs egyik legfontosabb Utvonal a RET tirozin kinaz
transzmembran receptor altal medialt jelatviteli at, amely a bélidegrendszer fejl6dése soran
nemcsak egy tulajdonsagért felels, hanem egymadssal latszélag dssze nem fliggd jellemzék
befolyasolasara képes (pleiotrop hatasokkal rendelkezik). Majdnem az 6sszes Hirschsprungos
beteg kapcsolatot mutat a RET gént érint6 mutacidval (Gabriel és mtsai., 2002; Lyonnet és
mtsai., 1993). A familiaris Hirschsprung esetek korilbelil 50%-ban és a sporadikus esetek
1/3-aban taldltak RET mutacidkat (Amiel és Lyonnet, 2001; Goldstein és mtsai., 2013; Hofstra
és mtsai., 2000). A RET expresszidjdhoz a SOX10 (Southard-Smith és mtsai., 1998) és
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a PHOX2B (Pattyn és mtsai., 1999) transzkripcios faktor sziikséges; barmelyik hianya teljes
intesztinalis agangliondzishoz vezet. A RET receptort a bél mesenchymaban termel6dé glia
eredetl neurotrofikus faktor (GDNF) aktivdlja, ami a RET és GFR-alpha-1 nev(i ko-receptor
komplexbdl all. Ez a kot6dés a RET foszforilaciojat valtja ki és szamos sejten belili utvonalat
aktival, ezek k6zott megtaldljuk a RAS mitogén aktivalta protein kindzt (MAPK), a Jun asszocidlt
N-terminal kinaz (JNK) atvonalakat, valamint a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) altal kozvetitett
utvonalat is (Asai és mtsai., 2006). A szomitak mesenchyma sejtjeinek retinsav aktivitdsa nem
csak a RET expressziot indukalja a pre-enteralis ganglionléc sejtekben (Simkin és mtsai., 2013;
Yamada és mtsai., 2007), hanem a PI3K aktivitdst is fenntartja a vandorlé ENCC-kben.
A retinsav kitlintetett szerepe vezetett ahhoz a hipotézishez, hogy az A vitamin hidnya
hozzdjarulhat a Hirschsprung-kér etiolégiajdhoz (Fu és mtsai.,, 2010). Mivel a retinsav
jelatvitele képes indukalni a RET expressziot és fenntartani a foszfatidil-inozitol-3-kindaz
aktivitast, ezért az elmult évek sordn egyre nagyobb hangsulyt fektettek az A-vitamin hiany
Hirschsprung-kérban beto6ltott szerepének tanulmanyozasara (Fu és mtsai. 2010, Simkin és
mtsai., 2013). A GDNF-RET aktivitas negativ reguldtorai az SPRY-2 (Taketomi és mtsai., 2005)
és a KIF26A (Zhou és mtsai., 2009). Barmelyik két gén egyikének elvesztése szabalyozatlan RET

jelatvitelt, kovetkezésképpen bélidegrendszeri hiperplaziat okoz.

A migraciét tdmogatod szerepén tul a RET aktivacidja az ENCC prekurzorok tulélését
és osztddasat is elGsegiti (Barlow és mtsai., 2003; Chalazonitis és mtsai., 1998; Hearn és mtsai.,
1998; Heuckeroth és mtsai., 1998; Mwizerwa és mtsai., 2011; Soret és mtsai., 2020; Taraviras
és mtsai., 1999). A Ret-hidnyos egerekben az el6bél teriiletén talalhatd ENCC-ek fokozott
apoptodzisa (Taraviras és mtsai., 1999) tapasztalhatd. Az egereknél megfigyelt Ret, Gdnf vagy
Gfral hidny hozzdjarul az intesztinalis agangliondzis kialakuldsahoz (Schuchardt és mtsai.,
1994; Moore és mtsai., 1996; Pichel és mtsai., 1996; Sanchez és mtsai., 1996; Enomoto és
mtsai., 1998). Transzgenikus egereken végzett vizsgdlatok kimutattdk, hogy a bélidegrendszer
fejl6édésében a RET hatdsa doézisfiggd. Mig a homozigdta Ret delécidos egerek kozel teljes
agangliondzist mutatnak, addig a heterozigdta mutaciok normal bélidegrendszerrel
rendelkeznek (Schuchardt és mtsai., 1994). Amennyiben a RET expresszidja a normal szint
korilbellil 1/3-ara csokken colorectalis agangliondzis alakul ki (Uesaka és mtsai., 2008).
Mindez azt sugallja, hogy a RET expresszids szintje elére jelezheti a ganglionmentes szakasz

hosszat. Ezen kivil mivel a GDNF rendelkezik egy kifejezett chemoattraktiv hatdssal, igy azt
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feltételezik, hogy az is hozzdjarul az ENCC-k bélben torténd irdnyitott migracidjahoz
(Mwizerwa és mtsai., 2011a; Natarajan és mtsai., 2002; Young és mtsai., 2001). A GDNF
el6szor a gyomorban fejez6dik ki, az ENCC-k ezzel egy id6ben az el6bélen vandorolnak
keresztil, késébb a coecumban taldlhaté ekkor az ENCC-k a kozépbélben vannak (Natarajan
és mtsai., 2002), ez az expressziés mintazat felveti annak lehet&ségét, hogy a GDNF vonzza
a sejteket és azért vandorolnak cauddlis irdnyba. Szamos in vitro kisérlet igazolja, hogy a GDNF
chemoattraktans szerepet jatszik az ENCC-k tenyészetében (McKeown és mtsai., 2017; Nagy

és Goldstein, 2006b; Young és mtsai., 2001).

A GDNF-RET jelatvitel azon kivil, hogy hatassal van az ENCC migracidra, proliferaciora
és tulélésre, in vitro korilmények kozott az enterdlis neuronalis differencidlédast is el§segiti
(Chalazonitis és mtsai., 1998a; Hearn és mtsai., 1998). In vivo a GDNF differenciaciéra kifejtett
hatdsa ellentmonddsos. Embryonalis madar bélben a GDNF retrovirus medialt elcsendesitése
korai neuronalis differencialéddshoz vezet (Mwizerwa és mtsai., 2011). A GDNF heterozigéta
egér szintén fokozott neurdlis differenciaciét mutat (Flynn és mtsai., 2007). Ezzel ellentétben
egyéb adatok viszont azt sugalljak, hogy a GDNF jelatvitel hidnya gatolja a neuronalis
differenciaciét és fenntartja a differencidlatlan ENCC-k populdcidjat (Uesaka és mtsai., 2013).
Ezek az ellentmondé megfigyelések kiemelten tikrozik a GDNF-RET jelatviteli ut
Osszetettségét, beleértve a RET aktivitds pleiotrép hatdsat és annak dozisfligglségét

(Mwizerwa és mtsai., 2011; Soret és mtsai., 2020).

1.3.2. EDNRB jelgtvitel.

Az endothelin receptor B (EDNRB) az ENCC-k altal expresszalt G-protein-kapcsolt molekula,
aminek ligandja a bél mesenchymdban termelt endothelin-3 (EDN3; 21 aminosavbdl allé
peptid). Az EDN3 vagy az endothelin konvertdlé enzim-1-nek (ECE1) a delécidja colorectalis
agangliondzishoz vezet (Baynash és mtsai.,, 1994; Hosoda és mtsai.,, 1994). Human
Hirschsprung-kérban is azonositottak az EDN3-EDNRB gének mutacidjat (Amiel és Lyonnet,
2001). Edn3-/- homozigdéta mutacidja a Shah-Waardenburg szindromaban is eléfordul.
Az EDN3-EDNRB jelatvitel elGsegiti az ENCC-k proliferacidjat (Barlow és mtsai., 2003a; Nagy és
Goldstein, 2006a) és gatolja a neuron iranyu differenciadléddst (Hearn és mtsai., 1998; Nagy és
Goldstein, 2006a; Wu és mtsai., 1999). A jelatvitel hibdja csokkenti az ENCC-k proliferacidjat
és korai differenciadlédashoz vezet, aminek kévetkeztében a sejtek nem képesek vandorolni és

a bélidegrendszer kolonizacidja zavart szenved (Gershon, 1999). A bélidegrendszer fejl6dése
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soran a RET és az EDNRB uUtvonalak kozotti fennalld genetikai és molekularis kapcsolatot tobb
bizonyiték is alatdmasztja. Példaul, mig a Ret heterozigdta egér és az Ednrb homozigdta egér
(hipomorf Ednrb allél) normdl bélidegrendszerrel rendelkezik, addig e két mutacid
kombinacidja agangliondzishoz vezet (Carrasquillo és mtsai., 2002; McCallion és mtsai., 2003).
Sejttenyészetekben kimutattdk, hogy a hozzaadott EDN3 fokozza a GDNF altal indukalt ENCC-
k proliferacidjat (Barlow és mtsai., 2003a), viszont gatolja a differencialddast (Hearn és mtsai.,
1998). Erdekes médon a coecum eléréséig az ENCC-eknek nincs sziikségilk az EDNRB
jelatvitelre (Druckenbrod és Epstein, 2005a), ez magyarazatul szolgal arra, hogy az utvonal

kiesése kifejezetten colorectdlis agangliondzishoz vezet.

1.3.3. Transzkripcids faktorok (SOX10, PHOX2B, MASH1, HAND2).

A SOX10 egy HMG box-tartalmu transzkripcios faktor, amelyet a vel6cs6rél levalé ganglionléc
sejtek kezdenek expresszalni és a vdandorld ENCC-k is kifejezik. SOX10 expresszid
elengedhetetlen az ENCC-k tuléléséhez. Sox10-/- homozigéta mutdns egyedekben
a ganglionléc-eredet(i sejtek apoptdzisa még azelStt bekodvetkezik, hogy megérkeznének az
el6bélbe és teljes intesztinalis agangliondzis jon létre (Kapur, 1999). A SOX10 azon felll, hogy
tulélési faktor, az EDNRB-hez hasonléan (Bondurand és mtsai., 2006) ahhoz is szlikséges,
hogy az ENCC-ek differenciadlatlan és proliferativ stddiumban maradjanak (Bondurand és
mtsai., 2006; Nagashimada és mtsai., 2012; Paratore és mtsai., 2002). Mikézben a Sox10 null-
mutdcié teljes agangliondzist eredményez (Kapur, 1999), addig a heterozigéta mutansokban
id6 el6tti enterdlis neurogenezis (Okamura és Saga, 2008), ENCC progenitorok szamanak
csokkenése és distalis agangliondzis figyelhet6 meg (Southard-Smith és mtsai.,, 1998).
A bélidegrendszer fejl6dését érinté jeldtviteli utvonalak kozt megfigyelt kdlcsonhatdsok
a Sox10 mutansok esetében is szerepet jatszanak, ugyanis a SOX10 kdzvetlenil aktivalja a RET
(Lang és mtsai., 2000) és az EDNRB (Zhu és mtsai., 2004) expresszidjat. Amint az ENCC-ek
neuronokka differencidlédnak megszlinik a SOX10 expresszidjuk, de az enterdlis glia sejtek

tovabbra is kifejezik.

A paired-like homeobox 2b (PHOX2B) egy masik transzkripcids faktor, amit a leend6 ENCC-k
expresszalnak (Anderson és mtsai.,, 2006a). A PHOX2B az 0Osszes autondm ganglion
kialakulasahoz nélkiilozhetetlen faktor, beleértve az enterdlis ganglionokat is. Kiemelt

szerepe, hogy az ENCC-k proliferacidjat és tulélését tdmogassa; delécidja teljes intesztindlis
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agangliondzishoz vezet (Pattyn és mtsai.,, 1999). A SOX10-hez hasonléan a PHOX2B is

elengedhetetlen a RET expresszidjahoz (Pattyn és mtsai., 1999). A 2. tabldzat dsszefoglalja

azok a géneket és novekedési faktorokat, receptorokat, amelyek mutacidja felel6sek lehetnek

a bélidegrendszer fejlédési hibaiért.

2. tablazat: A Hirschsprung-kor knockout egérmodellek (mddositva Zimmer és Puri 2015, utdn)

Knockout egér | Gén Funkcio Fenotipus

Ret”" RET Tirozin-kinaz receptor Teljes intesztinalis agangliondzis

GDNF” GDNF Glia eredetd neurotrofikus faktor Teljes intesztinalis agangliondzis

Gfral” GFRA1 GDNF receptor alpha 1 Teljes intesztinalis agangliondzis

Gfra2” GFRA2 GDNF receptor alpha 2 Hypogangliondzis

Ntn” NTN Neurturin, RET ligand Hypogangliondzis

EDN3-/- EDN3 Endothelin-3 Utobél distalis szakaszanak
agangliondzisa

Ednrb” EDNRB Endothelin receptor B Utobél distalis szakaszdnak
agangliondzisa

Sox10Dom S0X10 Sry/HMG box transzkripcids faktor | Teljes intesztinalis agangliondzis

Phox2b” PHOX2B Paired-like homebox 2 Teljes intesztinalis agangliondzis

Ihh”" IHH Indian hedgehog Szegmentalis agangliondzis

SHH” SHH Sonic hedgehog Ektépikus neuronok a mucosaban

A differencialatlan ENCC-k SOX10-et és PHOX2B-t expresszalnak. Ez a két transzkripcids

faktor elnyomja egymas hatdsat, mely a bélben taldlhaté neuron és a glia sejtek egyensulyanak

fenntartasahoz egy nagyon fontos mechanizmus. Mig a neuronna alakulé sejtekben a SOX10,

addig a glia sejtekben a PHOX2B kapcsolddik ki (Sasselli és mtsai., 2012).

A bélidegrendszer fejl6désében egy tovabbi jelentds transzkripcids faktor a mammalian

achaete-scute homolog 1 (MASH1; ASCL1), mely egy basic helix-loop-helix DNS k&t6 fehérje,

és amit az el6bélbe megérkez6 ENCC-k expresszalnak. A MASH1 delécidja kilondsen

- 18 —




dc_1807_20 ,
- - BEVEZETES

az oesophagus teriiletén okozza az enteradlis neuronok hianyat (Guillemot és mtsai., 1993;

Memic és mtsai., 2016).

A HAND2 az ENCC-ek altal expresszalt basic helix-loop-helix transzkripciés faktor, mely
a bél kolonizacidéjatdl kezdve expresszadldodik és a neurogenezis késGbbi stadiumaihoz
(D’Autréaux és mtsai., 2007), valamint a neurotranszmitter specifikaciéhoz sziikséges (Lei és
Howard, 2011). A HAND?2 expresszidjaban bekovetkezé csokkenés viszonylag enyhe hatast fejt
ki a bélidegrendszer fejl6désére, de ez mégis jelentds fizioldgiai kovetkezményekkel jar, mely
megzavarja a bélmotilitast (D’Autréaux és mtsai., 2011). A HAND2 deléciéval rendelkez6
egerekben a bélidegrendszer kolonizacidja ugyan megtorténik, de a neuronalis differenciacio
karosodasa, az enteralis neuronok szamanak csokkenése és a nNOS, calretinin, és VIP termel6
neuronok elvesztése kovetkeztében funkcionalis agangliondzis alakul ki (D’Autreaux és mtsai.,

2011; Lei és Howard, 2011).

1.3.4. Epithélium eredetli faktorok (Netrin, Sonic hedgehog).

A mesenchymalis morfogének mellett, epithél eredetd faktorok is kiemelt szerepet jatszanak
a bélidegrendszer fejl6désében (Roberts, 2000). A bél epithéliuma olyan morfogéneket
(Netrin, Hedgehog fehérjék) szekretal, melyek direkt az ENCC-re hatnak, vagy indirekt médon

a mesenchymalis komponenseken keresztil fejtik ki hatasukat.

Az axonkinOvés iranyitasaban betoltott szerepérdl ismert netrineket az intesztinalis
epithélium szekretdlja, ami DCC (deleted in colon cancer) fehérjét expresszalé korai enteradlis
neuronokra chemoattraktans hatassal van. A Netrin molekula tamogatja a neuronok
myentericus plexus régiébdl a submucosalis terilet irdnyaba torténd centripetdlis migraciét
(Jiang és mtsai., 2003; Seaman és mtsai., 2001). A DCC mutdns egérben a submucosalis plexus
hidnyzik (Jiang és mtsai., 2003). Annak ellenére, hogy a subepithelialis mesenchymaban is igen
erGsen expresszaldédik a Netrin fehérje, az ENCC-k mégsem kolonizaljak a leend6 lamina
propriat, ennek feltehet6en mas gatlo faktorok, beleértve az ECM komponenseinek a jelenléte

lehet az oka.

In vitro ham-mesenchyma rekombinaciés kisérletek igazoltdk, hogy a vel6cs6

differencialédasa soran a mesenchyma instruktiv szerepe mellett a ham-eredet( faktorok is
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elengedhetetlenil sziikségesek a mesenchymalis faktorok termelésében, a sejthaldzatok és az
extracellularis matrix mikrokérnyezetének kialakuldsaban. Példaul, a BMP4-nek (Bone
morphogenetic protein) a bél submucosa teriletén megjelené expresszidjat a bélham-
sejtekbdl szekretalédd Sonic hedgehog (SHH) névekedési faktor inicidlja (Roberts és mtsai.,
1995; Roberts és mtsai.,, 1998). A BMP fehérjék, kilonésen a BMP2 és a BMP4
a bélidegrendszer fejl6dés soran sokrétli hatdssal rendelkezik (Chalazonitis és Kessler, 2012).
2005a), valamint az enteralis neuronok (Chalazonitis és mtsai.,, 2008) és a gliasejtek
(Chalazonitis és mtsai., 2011) differencialédasat. Ugy t(inik, hogy a mesenchymdban termelt
BMP fehérjék fontos szerepet jatszanak a neuronok és glia sejtek ardnyanak
meghatdrozasaban. A BMP jeldtvitel Noggin-nal torténd gatldsa noveli a teljes neuron szdmot
(Chalazonitis és mtsai., 2008), mig a glia sejtek aranya csékken (Chalazonitis és mtsai., 2011).
A BMP-k tamogatjdk a gangliogenezist is, amelyben gangliont alkoto sejtek aggregalédnak, és
ez magdaban foglalja a NCAM (neural cell adhesion molecule) molekula expresszids valtozasat
is (Faure és mtsai., 2007; Fu és mtsai., 2006; Goldstein és mtsai., 2005a).

A Hedgehog novekedési faktor csalddba tartozé SHH fehérjét két évtizede
azonositottdk el6szor gerinces allatokban, valamint emberben. Nemsokkal kés6bb
a Hedgehog csalad két masik tagjat: az Indian hedgehog (IHH), valamint a Desert hedgehog
(DHH) is leirtak. Az SHH és IHH az embryonalis fejl6dés kezdetén a gerinchurban, majd kés6bb
a végtagbimbodkban és a bélcs6é entodermajaban fejez6dnek ki és a mesenchymara fejtik ki
hatasukat. A SHH mas névekedési faktorokat (BMP-4, WNT, stb) valamint homeobox (HOX)
géneket aktivalva, a bélcsatorna organogenezisében lejatszédd kezdeti sejtosztddast,
differencialédast és az egyes kompartmentek (el6bél, vékonybél dtmenet, coecum, utdbél,
cloaca) elkilonilését iranyitja. Mint a legfontosabb organizator molekula, az SHH kiemelt
szerepet jatszik a csigolydk, arc, pancreas, nemiszervek organogenezisében is. Mutacidja
esetén leggyakoribb fenotipusok a holoprosencephalia (rendellenes koponya), brachydactylia
(rovid ujjpercek), csigolydk hianya, nyel6csé sipoly (fistula oesophago-trachealis), cloaca
malformatio (Riddle és mtsai., 1993; Sasai és mtsai., 2019). Ragcsaldkban az Ihh gén mutdcidja
szegmentdlis agangliondzissal tarsul (Ramalho-Santos és mtsai.,, 2000), de a gén
bélidegrendszer kialakulasdaban bet6ltott pontos szerepe még nem tisztazott. A SHH
kiilonb6z6 modellrendszerekben végzett expressziés tanulmdnyai ellentmonddsos

eredményeket hoztak. In vitro egér enterdlis idegsejtek proliferaciéjat nagymértékben
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serkenti a tapoldatba oldott SHH fehérje (Fu és mtsai., 2006). Ezt tamasztjak ala a zebrahal
embryokon kapott adatok is, ahol a SHH serkentette a ganglionléc sejtek vandorlasat és
proliferaciéjat (Reichenbacha és mtsai, 2008). Hedgehog mutans egerekben
a bélidegrendszer rendellenesen fejlédott; ganglionmentes szakaszok és ectopikus ganglionok
alakultak ki (Ramalho-Santos és mtsai., 2000).

A hedgehog szignalutvonal a célsejten |év6 Patched-1 (PTC1) nevl receptorahoz valé
kotédésével veszi kezdetét, amely ezutdn a Smoothened-Gli kaszkadon keresztil aktivalja
a transzkripciét. Genome-wide asszociacids tanulmanyokkal Hirschsprung-betegekbdl izolalt
sejteben is azonositottak a PTC1 és a GLI gének mutdciéjat (Ngan és mtsai., 2011, Wang és
mtsai., 2013, Liu és mtsai., 2015). Ezek a kisérletek ugyanakkor nem mutattak ra, hogy a SHH
kozvetlenill a ganglionléc sejtekre hat vagy a bél mesenchyma sejtek differencidléoddsanak
szabdlyozasa révén vesz részt a normalis bélidegrendszer kialakitasdban. Mindezen adatok
alapjan feltételeztik, hogy a bélidegrendszer gyakori velesziletett elvaltozasainak
megjelenésében a hameredet( faktorok is fontos szerepet jatszhatnak, és erre alkalmas lehet

a Sonic hedgehog morfogén.

1.3.5. Az extracelluldris mdtrix szerepe a bélidegrendszer normal és patoldgids fejlédésében

A mesenchymalis és epithelialis eredet(i névekedési faktorokon kiviil a bél mesenchymajaban
termelt extracellularis matrix (ECM) is SzZoros osszefliggésben van
a bélidegrendszer fejl6édésével, illetve a velesziiletett neurointesztinadlis betegségek
rendellenességeivel. Korai Hirschsprungos egérmodelleken végzett bélidegrendszer
fejl6désével kapcsolatos tanulmanyokban tébbszor is abnormalis ECM expressziét figyeltek
meg. Tovdbbd, a hedgehog fehérjék a forkhead transzkripcids faktorok (FOXF1 és FOXF2)
mesenchymalis expresszidjat is aktivaljak. A FOXF expresszid inaktivalasa az l-es és a IV-es
tipusu kollagén jelent6s csokkenését és colorectalis agangliondzist okoz (Ormestad és mtsai.,
2006). Edn3 null-mutdns egér ganglionmentes szegmensében a laminin, a IV-es tipusu
kollagén, a perlecan és mas proteoglikdnok megnovekedett expresszidjat figyelték meg és ez
felvetette annak a lehet6ségét, hogy az ECM megvaltozott Osszetétele hozzdjarulhat
a ganglionmentes fenotipus kialakuldsahoz (Payette és mtsai., 1988; Rothman és mtsai., 1996;
Tennyson és mtsai., 1990). Hasonlé hipotézis vet6dott fel human Hirschsprung biopsziakon

végzett megfigyelések alapjan, amely gyakran emelkedett laminin expressziét mutatott a
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ganglionmentes szegmens teriiletén (Parikh és mtsai.,, 1992). A kozelmultban tobbszor
kimutattak, hogy az ECM molekuldk egy komplex és dinamikus molekuldris vazat alkotnak,
amely egyszerre biztosit mechanikai felszint és szolgdl fontos szignalként az ENCC-k
migracidjahoz és ezen keresztiil szabalyozzak a bélidegrendszer fejlédését. Az intesztinalis
ECM magdban foglalja a glikoproteineket (pl.: laminin, fibronectin, tenascin), kollagéneket és
proteoglikdnokat, melyek az ENCC-k fellletén expresszalt receptorokon keresztil fejtik ki
hatasukat (Nagy és mtsai., 2009; Newgreen és Hartley, 1995; Simon-Assmann és mtsai., 1986).
Ganglionléc specifikus Ednrb mutans egerekben a 36/67 kDa laminin receptor csékkentése
egyutt jar a ganglionmentes fenotipus kialakulasaval (Fu és mtsai., 2020). A komplex ECM
molekuldk befolydsoljdk az ENCC sejtek polaritasat, vandorlasat, proliferaciéjat,
differencialédasat, ganglionokkd aggregdldddsat és plexusokka rendez6dését, ezért nem
meglepd, hogy a bél ECM 0Osszetétele meghatarozd szerepet jatszik az ENS fejlédésében.
Mindezek ellenére az ECM Osszetételének és expressziés mintdzatanak valtozasa
a bélidegrendszer normal (ganglionléc sejtek bevandorlasa el6tt, idején, illetve a kolonizaciét

befejezd differencidlédasi folyamatokban) és patoldgias fejl6dése kapcsan alig ismert.

A bélidegrendszer fejl6édésének szabalyozdsa soran az enteralis ganglionléc-eredetd
sejtek migracidjahoz sziikséges fizikai felszin biztositdsan tul az ECM molekulak fontos
szigndlként is szolgalnak (Perris és Perissinotto, 2000). Eml6sdkben jelenleg kdzel 300,
,matrisome”-nak nevezett ECM alkotasaban részt vevé proteint azonositottak. A matrisome
magdban foglalja az ECM mindhdarom f6 komponensét, a kollagéneket (> 43),
a proteoglikdnokat (~36) és a glikoproteineket (~200) (Hynes és Naba, 2012). A laminin (Nagy
és mtsai., 2009), a fibronectin (Akbareian és mtsai., 2013), a vitronectin (Breau és mtsai.,
2009a) és az l-es tipusu kollagén (Nagy és Goldstein, 2006a) in vitro tdmogatja az ENCC
vandorlasat. Ezzel ellentétben a VI-os tipusu kollagén gatolja a GDNF-medialta ENCC migraciot
(Soret és mtsai., 2015). In vitro a kondroitin-szulfat proteoglikdnok (CSPGs) szintén gatld hatdst
fejthetnek ki a vandorlé ganglionléc sejtekre (Dutt és mtsai., 2006b; Ring és mtsai., 1996;
Szabd és mtsai., 2016). A legtdbb pro-migraciot serkenté ECM molekula széles korben eloszlik
a fejl6d6 bél mesenchymajdban, beleértve a lamina propriat is, ahol egyébként az ENCC-k
normal esetben nem telepednek meg. Kollagén VI és a CSPG-k kifejezetten a ganglionléc
sejtekt6l mentes submucosalis mesenchymdban fejez6dnek ki (sajat megfigyelés).

Kovetkezésképpen, az enteralis plexusok koncentrikus elhelyezkedését olyan extracellularis
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molekuldknak kell szabalyoznia, amelyek a vandorlé ENCC-kre nem megengedd kornyezetet

teremtenek vagy kifejezetten gatld hatast fejtenek ki.

Ezek alapjan ugy tlnik, hogy a neuralis plexusok fejlédése soran a permissziv és a non-
permissziv ECM fehérjék kozti hatar fontos szereppel bir a radiadlis mintdzat kialakulasa

szempontjabdl.

Egy nemrégiben készllt tanulmdny sordn célzott mutagenezissel allitottak elé olyan
egeret, amely a kollagén-6a4 gén ENCC specifikus fokozott expresszidjaval rendelkezett.
Az ENCC-k altal termelt Vl-os tipusu kollagén fehérje megnovekedett szintje meggatolta
a fibronectin sejtmigraciét serkenté hatasat és ezdltal jelent6sen lecsokkent az ENCC-k
vandorlasanak sebessége (Soret és mtsai.,, 2015). Az ENCC-k matrix metalloproteazokat
(MMP) is szekretalnak, amelyeknek a mesenchymalis ECM lebontdsaban és ujjaalakitasaban
van szerepik (Chevalier és mtsai., 2016). Az ENCC eredetli MMP-ok jelent6ségét egy olyan
tanulmanyban bizonyitottak, amely sordn embryonalis bélexplantatumban gatoltak az MMP2
aktivitasat, ami az ENCC vandorlasdban és a neuradlis hdldzat kialakuldsaban is sulyos
zavarokhoz vezetett (Anderson, 2010). Ezek a megfigyelések kisérletesen igazoljak, hogy az

ENCC-k aktiv szekrécioval képesek valtoztatni mikrokdrnyezetiiket a vandorlds soran.

1.4. A madar embryo szerepe a bélidegrendszer tanulmanyozasaban

Az ,optimalis” fejl6désbioldgiai modellek kivalasztdsanal az embryoldgusok szdmdara mindig
kiemelt szempont volt a konnyl hozzaférhetGség, olcsd fenntarthatdsag, gyors embryonalis
fejl6édés, mikrosebészeti manipuldlhatésadg, a kisérletes beavatkozdsokkal szembeni
ellendlloképesség. Az utdbbi években egyre nagyobb szerepet kaptak azok
a madarembryokon végzett embryomanipulacids és sejtjelolési kisérletek, amelyekben
nyomon kovethet6 egy sejttipus eredete, vandorlasa, differencidlédasa. Nem toxikus festékek
(fluoreszkald carbocianin anyagok; Serbedzija, 1991; Nagy és Goldstein, 2006a), sejtvonal
specifikus monoklonalis ellenanyagok (Milstein, 1999) vagy csirke-fiirj és GFP-t (green
fluorescent protein) kifejeze transzgenikus csirke embryok rekombindcidjaval létrehozott
kimérdk (Doéra és mtsai., 2018; Déra és mtsai., 2017; Le Douarin, 2004; Nagy és mtsai., 2012;
Teillet és mtsai., 1999) alkalmazasa lehetG6vé tette egy-egy kérdéses sejtvonal sorsanak

tanulmdanyozdasat, sorstérképek készitését. Hybridoma technika alkalmazasaval lehet8ség nyilt
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specifikus monoklondlis ellenanyagok elGallitdsara és a differencidlédd sejttipusok
fejl6désbioldgiai vizsgalatara pl. ganglionléc, izom, endothél, hemopoietikus sejtek és azok
utddsejtjeire (Bédi és mtsai., 2009; Gumati és mtsai., 2003; Igyarto és mtsai., 2008; Nagy és
mtsai., 2001a; Nagy és mtsai., 2001b). Csirke-fiirj kimérak alkalmas eszkozt jelentettek annak
meghatdrozasara, hogy a csiralemezek sejtjei milyen szervek kialakuldsahoz jarulnak hozza.
Ugyanakkor a mar fejlédésnek indult szervtelepek transzplantacidjaval tisztazhaté az egyes
sejttipusok eredete, sorsa. Talan legtobbet a ganglionléc eredetl Gssejteket vizsgaltdk, de
ugyancsak kimérdkkal igazolddott a végtagizmok myotom eredete, a borddk szklerotom
eredete, a hemopoietikus sejtek intraembryondlis eredete, a bursai dendritikus sejtek és a lép
fehérpulpdjanak fibrocyta eredete (Brand-Saberi és Christ, 2000; Catala és mtsai., 1995; Huang
és Christ, 2000; Le Douarin és mtsai., 2000; Nagy és Goldstein, 2006a; Nagy és Goldstein,
2006b; Nagy és mtsai., 2001a; Nagy és mtsai., 2005; Nagy és mtsai., 2007). Csirke-frj
kimérdval bizonyitottak el6szor, hogy a bélidegrendszer sejtjei nem in situ, az emésztészerv
mesenchymalis allomdanyaban alakulnak ki, hanem bevandorolnak a fejl6dé embryonalis
bélcsGbe (Le Douarin és Teillet, 1973).

Habar a klasszikus embryomanipulacids technikdknak kdszonhet6en a madar embryo fontos
szerepet tolt be a fejl6désbioldgiai kutatasokban, fejlédésgenetikai vizsgalatok szempontjabdl
mégis jelentds hatranyba szorult. Ennek egyik oka, hogy az emlds és kétéltli embryokban
kivitelezhet6 célzott mutacidkat, null-mutans allatokat madarakban nem lehetett el6allitani.
Az elmult években leirt UOjszerd génmanipuldcids maodszerek (retrovirus-technika,
elektropracid, CRISPR/Cas9 génszerkesztés) alkalmazasaval viszont mar madar embryokban is
elidézhet6 célzott funkciovesztéses és funkcidonyeréses mutacid. Ezek az Ujitdsok ismét
el6térbe helyezték a maddr embryot, hiszen az egerekben kivitelezheté transzgenikus
technikak rendszerint koltséges és id6igényes mddszerek. A null-mutans egerek tobbsége
embryondlisan letdlis, a transzgénikus embryoba pedig mikrosebészetileg nem lehet
beavatkozni. Lu és munkatarsai kimutattak, hogy a piggyBac transzpozon elektroporaciéval
hatékonyan integrdlhaté a csirke embryo genomjaba (Lu és mtsai., 2009). Az elmult
évtizedekben kiilonféle mddszereket dolgoztak ki a csirke embryok genetikai manipulaldsara,
ideértve az idegen DNS-konstrukcidk elektroporacidjat, a transzdukciot retrovirusokkal és
a kozelmultban a kordbban ismert moddszereknek a CRISPR / Cas9 rendszerrel vald
kombinacidjat (Gandhi és mtsai., 2017). A transzgén madar embryondlis sejtekbe,

szervtelepekbe juttatdsanak lehetséges maddszere a virdlis vektorok alkalmazasa. Az elsé
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ismert és egyben széleskorlen alkalmazott retrovirus, a madarakat fert6z6 Rous-sarcoma
virusbol modositott replikacié-kompetens Rous-asszocialt virus (RCAS).
Az RCAS retrovirusokba tetsz6leges gének kldonozhatdk, igy ez a médszer jol alkalmazhaté pl.
transzkripcids és novekedési faktorok fejl6désbioldgiai funkcidjanak vizsgalatara, tovabba ez
a technika a funkcié-veszt6 mutaciok, az RNS-interferencia moddszerével is kombinalhatd
(Bourikas és mtsai., 2005; Das és mtsai., 2006; Goldstein és mtsai., 2005b; Logan és Tabin,
1998; Mwizerwa és mtsai., 2011b; Nagy és mtsai., 2016).
A fejl6désbioldgiai kutatdsok az Ujszerl génmanipulacios mddszereket Otvozve az
embryosebészeti technikdkkal részletesen vizsgaltak a végtagok, sz6r, kézponti idegrendszer,
szomitak, ganglionléc sejtek korai fejl6dését szabalyozé molekuldris kélcsonhatasait, viszont

a fejl6dé bélidegrendszert befolydsolé hdm-mesenchyma-ganglionléc koélcsdnhatasok

szerepére vonatkozodan csak kevés adattal rendelkezink.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran klasszikus embryomanipuldciés technikdkat, morfolégiai és molekularis
bioldgiai mddszerekkel 6tvozve vizsgaltuk a vastagbél idegrendszerének fejlédését.

A maddrembryo kivdld modellrendszernek bizonyul a bélidegrendszer fejl6dését célzo
kutatasok szamdra; (i) a madarembryo szemben az emlGsokkel, lehetéséget nyujt olyan
embryomanipulaciés kisérletek elvégzésére, amelyek hatdsat a kés6bbi fejlédési
stddiumokban is kovetni lehet, (ii) a kereskedelemben szamos ellenanyag, rekombindns
fehérje elérhet6, amelyek eml&sokben és madarakban egyarant keresztreagalnak,
(iii) @ human és madar embryok bélidegrendszerének fejlédésében tikr6z6d6 hasonldsagot
pedig jol mutatja az a tény, hogy mindkét faj esetében az embryondlis fejl6dés idején két
plexus (myentericus és submucosalis) alakul ki, mig az egérembryok esetében a plexus
submucosus csak a sziletés utan jelenik meg.

Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

1. Aganglionléc-eredet( G6ssejtek vandorldsanak és differencidlédasanak karakterizalasa,
embryomanipulaciés kisérletekkel torténé nyomon kovetése a vastagbél
idegrendszerének ontogenezise soran.

2. Hogyan vesz részt a sacralis vel6cs6 szakaszbdl szarmazd ganglionléc a vastagbél
idegrendszerének embryonalis fejl6désében?

3. A bélcsé mesenchyma sejtek altal termelt GDNF és az EDN3 novekedési faktorok
kifejez6dése és kolcsonhatasa hogyan befolyasolja a bélidegrendszer fejlédését.

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

5. Az embryonadlis béltraktus simaizomszévetének szerepe a bélidegrendszerre jellemzé
neuralis plexus mintazatanak kialakitasaban.

6. A bélidegrendszer fejl6dését befolyasolé ham-mesenchyma kdlcsénhatdsok feltardsa
embryomanipulacié modszerekkel.

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

8. A ganglionléc-eredetli Gssejtek mikrokdrnyezetét meghatarozé6 ECM molekuldk
expresszidos mintazatanak jellemzése és funkcidja a bélidegrendszer normal és
patoldgias fejlédése soran.
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran csirke (Gallus gallus domesticus, White Leghorn tipus), flrj, (Coturnix coturnix
japonica), vad tipusu és Tg(flil:EGFP), illetve HUC:EGFP transzgenikus (valamennyi endothel
sejt, illetve neuron fluoreszcensen jel6lt) zebrahal (Danio rerio), Sprague—Dawley patkany
(Rattus rattus, Charles River Labs) és egér (Mus musculus) embryokat haszndltunk fel,
A transzgenikus GFP-t (green fluorescent protein) expresszalé csirketojasokat Prof. Helen Sang
jovoltabdl a skociai Roslin Intézetbél (University of Edinburgh, Edinburgh, UK) kaptuk.
A fejl6dési kor meghatdrozasara a Hamburger-Hamilton stadiumokat (Hamburger és Hamilton,
1951), vagy az embryonalis kort (E) alkalmaztuk. A csirketojasokat laboratériumunk
keltet6gépeiben 38 °C-on inkubaltuk. Az endothelin receptor B (Ednrb”") (EdnrbtmiYwe/s,
JAX#003295) null mutdns, TauS™* [Tau (Mapt) KO (ebben a transzgenikus egérben az 6sszes
neuron fluoreszcensen jelzett), JAX#004779], Col18” (kollagén XVII null mutans), Plp16
(PLP-EGFP) (az 0sszes glia fluoreszcensen jelzett), Wnt1-Cre;tdTomato (Wnt1;tdT) (az Osszes
ganglionléc-eredet(i sejt fluoreszcensen jelzett) transzgenikus egereket kollaboraciéban Prof.
Allan Goldstein (Harvard Medical School, Boston, USA) és Prof. Bjorn Olsen (Harvard Medical

School, Boston, USA) laboratoriumabdl szereztik be.

Ednrb-/- null-

5. Abra: Endothelin receptor B (EDNRB) KO egér. A-B.) Az Ednrb homozigéta mutans egér a human

Hirschsprung-kor allatmodelljének felel meg: pigmenthianyos bér és distalis megacolon jellemzi.

C,D.) neuron specifikus anti-Hu immunfluoreszcens festés a distalis colorectum aganglionozisat mutatja.
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3.2. Sejtvonalak

A ganglionléc sejtek vandorldsat extracellularis matrixfehérjékkel (laminin, fibronectin)
el6kezelt fellleten vagy a kovetkez6 taplald sejtréteggel bevont tenyészt6edényekben kovettiik
nyomon: human hepatéma HepG2 (ATCC® HB-8065™) sejtvonal, transzformdlt csirke
embryonalis fibroblast (DF1; UMNSAH/DF1 ATCC® CRL. 12203™), human endothél sejtek.
A primér human endothél sejttenyészeteket (Huvec), kollagendz emésztés utan kimosassal,
koldokvénakbdl alapitottuk. A kisérletekben sajat alapitasu csirke fibroblast sejtvonalat és
simaizom sejtek primer sejttenyészetét is felhaszndltunk (Nagy és mtsai.,, 2001).
A sejttenyészeteket 10% FCS-t (Fetal Calf Serum, Sigma), glutamint, esszencidlis aminosavakat,
100 U/ml penicillin-t és 0,1 mg/ml streptomycin-keveréket tartalmazé DMEM-ben (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Invitrogen) tenyésztettiik. A sejteket B1 integrint blokkold (klon: CSAT)
monoklondlis ellenanyaggal (Testaz és mtsai.,, 1999; 20 ug/ml), vagy kontrollnak azonos
izotipusu madarellenes B lymphocyta ellenanyaggal BoA1-vel (20 pg/ml, Igyarto és mtsai., 2008)

kezeltik. Korai és enteralis ganglionléc sejteket 2, 5, illetve 7 napos csirke embryokbdl nyertiik.

3.3. A mintak szovettani feldolgozasa

Szévettani vizsgalatokhoz teljes embryokat, embryonalis bélszakaszokat és felnétt allatokbdl
szarmazo vékony és vastagbelet hasznaltunk. Immunhisztokémiai és immunfluoreszcens
vizsgdlatok céljabdl a szervekbdl zselatinos-fagyasztott blokkokat készitettlink. Zselatinos-
szacharozos fagyasztott blokk készitése: A kipreparalt szerveket
1 6ran keresztiil 4%-os paraformaldehidben (PFA) fixaltuk, majd ezt kovet6en egy éjszakan at
15%-0s szachardzban (Molar Chemicals Kft., 02200-203-190) inkubdltuk, majd 7,5%-os zselatin
(Fluka, 04055) oldatban impregnaltuk, végiil folyékony nitrogénnel -50°C-ra h(tott

izopentanban (2-metilbutan, Sigma-Aldrich, M32631) lefagyasztottuk.
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3.4. Immuncitokémia

Az immuncitokémiai vizsgalatainkat poly-L-lysine-nel (Sigma, P8920) bevont
targylemezre felvett 12 um-os fagyasztott metszeteken végeztiik. Immunhisztokémiai festés:
a fagyasztott metszetekbdl a zselatint kioldottuk, majd ezt kbvetéen a metszetekre ramértik
a primer ellenanyagokat (2. tdblazat) és 45 percig inkubdltuk. A kovetkez6 |épésben
a metszetekre szekunder ellenanyagot (3. tablazat) mértiink és tovabbi 45 percig
szobah6mérsékleten és nedves kamrdban inkubaltuk. PBS-ben (1-szeres) torténé mosds utan
az ABC komplexet (avidin-biotin-peroxiddaz komplex, Vectaststain Elite PK-6100; Vector
Laboratories) vittliik fel a metszetekre és fél 6ran at inkubdltuk. Az ellenanyagokhoz k6t6dott
peroxiddz enzim aktivitasat 4-chloro-1-naftollal detektaltuk (Sigma, C8890). A teljes szervi
(,whole mount”) immunfestést, metszés nélkiil, embryonalis béldarabokon végeztik. A primer
ellenanyagot masodik |épésben peroxidazzal jelzett anti-egér IgG szekunder ellenanyaggal
(Vector) jeloltiik és diamino-benzidin (DAB, Sigma) kromogénnel tettik lathatéva az
immunreakcidt. Immunfluoreszcencia: A primer ellenanyagokkal kezelt metszetek inkubalasa
szobah6mérsékleten, fényt6l védett, nedves kamraban tortént. A biotinildlt szekunder
ellenanyagok bekotédésének detektaldsara PBS-ben higitott (1:100) fluordkrémmal konjugalt
szekunder ellenanyagot hasznaltunk. A sejtmagok kimutatasara DAPI (4,6 diamino-2-

phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen, D1306) reagenst hasznaltunk.

2. tablazat: Az immunfestés soran felhasznalt primer ellenanyagok.

Ellenanyag Ellenanyag Felismert sejttipus, | Higitds | Beszerzési forras,
(klén) neve izotipusa struktura, katalogusszam
molekula
8F3 Egér IgG1l Csirke specifikus 1:2 DSHB

citoplazma antigén

Agrin Poliklonalis Egér extracellularis | 1:100 R&D System (AF550)
kecske matrix

Agrin Egér IgG1 Egér extracelluldris | 1:10 Millipore (Mab5204)
matrix
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Agrin (6D2) EgérlgGl Csirke 1:5 DSHB
extracellularis
matrix
Alpha-smooth | Egér lgG2a Simaizom marker 1:400 DAKO (M0851)
muscle actin
(1A4)
AMV-3C2 EgérlgG1l RCAS retrovirus 1:5 DSHB
tokfehérje
Beta- EgérlgG2a Agrin receptor 1:50 Leica Biosystems (NCL-b-
dystroglycan DG)
(43DAG1/8)
B-fabp Poliklonalis Glia marker 1:50 Kurtz és mtsai., 1994
nyul
BrdU (G3G4) EgérlgG1l Osztddo sejtek 1:2 DSHB
CD57 (HNK-1) | Egér IgM Csirke ENCC 1:50 NeoMarkers (MS-1163-
R7)
cleaved Poliklonalis Apoptotikus sejt 1:50 Cell Signaling (9064)
caspase-3 nyul
CN Egér IgG1l Csirke specifikus 1:10 Dr. Hideaki Tanaka
neuron marker szivességébdl (Tanaka és
mtsai., 1990)
E-cadherin EgérlgG2a Epithel sejt 1:200 BD Bioscience (610181)
(36)
Endosztatin Poliklonalis Human 1:40 R&D System (AF1098)
kecske extracellularis
matrix
Endosztatin Poliklonalis Egér extracelluldris | 1:100 Dr. Takako Sasaki
(1092) nyul matrix szivességébdl, (Sasaki és

mtsai., 1998)
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matrix

Fibrillin 2-like | Egér IgG1 Csirke 1:10 DSHB
(JB3) extracellularis
matrix
Fibronectin EgérlgG2a Csirke 1:5 DSHB
(B3/D6) extracellularis
matrix
GFAP Poliklonalis Glia marker 1:300 DAKO (Z0334)
nyul
Heparan- EgérlgG1l Csirke 1:5 DSHB
szulfat extracellularis
proteoglikdn matrix
(33, 33-2)
HuC/HuD EgérlgG2a Neuron marker 1:100 Invitrogen (A-21271)
(16A11)
Kollagén | EgérlgG2a Csirke 1:2 Dr. Thomas F.
(DD4/F12) extracellularis Linsenmayer
matrix szivességébdl, (Birk és
mtsai., 1988)
Kollagén | (I- EgérlgG2a Csirke 1:1000 | MP Biomedicals
8H5) extracellularis (631701)
matrix
Kollagén Il Egér IgG1 Csirke 1:10 DSHB
(3B2) extracellularis
matrix
Kollagén IV EgérlgG2a Csirke 1:2 Dr. Thomas F.
(IF8) extracellularis Linsenmayer
matrix szivességébdl (Fitch és
mtsai., 1990)
Kollagén IX Egér IgM Csirke 1:2 DSHB
(2B9) extracellularis

—-31-




dc_1807_20

™MODSZEREK
Kollagén VI EgérlgGl Csirke 1:5 DSHB
(39) extracellularis
matrix
Kollagén XVIII | Egér IgG1 Csirke 1:2 DSHB
(6C4) extracellularis
matrix
Kollagén XVIII | Poliklonalis Egér extracellularis | 1:300 Dr. Takako Sasaki
(NC1) nyul matrix szivességébdl, (Sasaki és
mtsai., 1998)
Kollagén XVIII | Poliklonalis Egér extracellularis | 1:1000 | Dr. Takako Sasaki
(NC11) nyul matrix szivességébdl, (Sasaki és
mtsai., 1998)
Kondroitin- Egér IgM A nativ CSPG 1:2000 | Sigma (C8350)
szulfat glikézaminoglikan
proteoglikdn részét
(CS-56)
L1-CAM (8D9) | Egér IgG1 Csirke ENCC 1:5 DSHB
Laminin Poliklonalis Egér extracelluldris | 1:200 Abcam (ab11575)
nyul matrix
Laminin (31, EgérlgGl Csirke 1:40 DSHB
31-2) extracellularis
matrix
MEP21 (a- Egér IgG1 Csirke endothel 1:200 Kelly McNagny
chicken sejt szivességébdl, (McNagny
podocalyxin) és mtsai., 1997)
N-cadherin Egér IgG1l Csirke ENCC 1:20 DSHB
(6B3)
Neurofilament | Egér IgG1 Neuron marker 1:10 DSHB
(4H6)
p75 Poliklonalis Csirke ENCC 1:700 Weskamp és Reichardt,
nydl 1991
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p75 Poliklonalis Egér ENCC 1:300 Promega (G3231)
nyul
Perlekan (5C9) | Egér IgG1 Csirke 1:5 DSHB
extracellularis
matrix
PHOX2B Tengerimalac ENCC és neuron 1:500 Dr. Hideki Enomoto
IgG prekurzor szivességébdl,
(Nagashimada és mtsai.,
2012)
PTC1 Poliklonalis Patched fehérje N- | 1:20 Santa Cruz (sc-6149)
kecske terminusa
QCPN EgérlgG1l Farj specifikus 1:2 DSHB
perinuklearis
antigén
QN Egér IgG Firj specifikus 1:10 Dr. Hideaki Tanaka
neuron marker szivességébdl (Tanaka és
mtsai., 1990)
Ret Kecske IgG Egér specifikus 1:25 Neuromics (GT15002)
ENCC
SHH Poliklonalis Sonic hedgehog 1:400 Santa Cruz (sc-9024)
nyul fehérje N-
terminusa
SHH (5E1) EgérlgGl Sonic hedgehog 1:2 DSHB
fehérjét szekretdlo
sejtek
Sox10 Egér IgG1 Csirke ENCC 1:10 Rehberg és mtsai., 2002
SOX10 (20B7) | EgérlgG1 ENCC és glia 1:50 Thermo Fisher (14-5923-
prekurzor 80)
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Tenascin-C Egér IgG1l Csirke 1:10 DSHB
(M1B4) extracellularis
matrix
Tujl (B1195) EgérlgG2a Neuron marker 1:200 Covance (MMS-435P)
Versican (core | Poliklonalis Extracelluldris 1:500 Dr. Steve Hoffman
protein in the | nyul matrix szivességébdl, (Zanin és
V0 and V2 mtsai., 1999)
isoforms of
versican)
Versican Poliklonalis Extracellularis 1:200 Dr. Maria T. Dours-
(GAGa domain | nyul matrix Zimmermann
in the core szivességébdl, (Dutt és
protein of the mtsai., 2011)
VO and V2
isoforms)
Versican Poliklonalis Extracelluldris 1:500 Dr. Maria T. Dours-
(GAGB domain | nyul matrix Zimmermann
in the core szivességébdl, (Landolt
protein of the és mtsai., 1995)
VO and V1
isoforms)
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3. tablazat: Az immuncitokémia soran felhasznalt szekunder ellenanyagok.

Szekunder ellenanyag Beszerzési forras Katalégusszam

I6ban készult biotinildlt anti- | Vector Laboratories BA-2000

egér IgG (H+L)

kecskében készilt biotinildlt | Vector Laboratories BA-1000

anti-nyul 1IgG (H+L)

kecskében készllt biotinildlt | Vector Laboratories BA-2020

anti-egér IgM (u lanc)

kecskében készilt peroxidaz | Santa Cruz Biotechnology, | SC-2005

kapcsolt anti-egér IgG Inc.

szamarban készilt biotinildlt | Millipore AP-193B

anti-tengerimalac IgG (H+L)

4. tablazat: Fluorokrommal konjugalt szekunder ellenanyagok (Invitrogen-Life Technologies,

Merck):
Szekunder Fluorokrom Beszerzési forras atalogusszam
ellenanyag excitacios

hullamhossza

kecskében késziilt 350 Invitrogen-Life A-21049
anti-egér IgG (H+L) Technologies
kecskében késziilt 488 Invitrogen-Life A-11001
anti-egér IgG (H+L) Technologies
kecskében késziilt 594 Invitrogen-Life A-11005
anti-egér IgG (H+L) Technologies
kecskében készilt 488 Invitrogen-Life A-21121
anti-egér I1gG1 (y1) Technologies
kecskében készilt 594 Invitrogen-Life A-21125
anti-egér I1gG1 (y1) Technologies
kecskében késziilt 488 Invitrogen-Life A-21131
anti-egér 1gG2a (y2a) Technologies
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anti-tengerimalac IgG

(H+L)

kecskében készult 488 Invitrogen-Life A-21141
anti-egér 1gG2b (y2b) Technologies

kecskében készult 594 Invitrogen-Life A-21145
anti-egér 1gG2b (y2b) Technologies

kecskében készult 488 Invitrogen-Life A-21042
anti-egér IgM (u lanc) Technologies

kecskében készilt 594 Invitrogen-Life A-21044
anti-egér IgM (u lanc) Technologies

kecskében készilt 488 Invitrogen-Life A-11008
anti-nyul 1gG (H+L) Technologies

kecskében készilt 594 Invitrogen-Life A-11012
anti-nyul 1IgG (H+L) Technologies

szamarban készllt 546 Invitrogen-Life A-10036
anti-egér IgG (H+L) Technologies

szamarban készilt 647 Invitrogen-Life A-31571
anti-egér IgG (H+L) Technologies

szamarban készilt 488 Invitrogen-Life A-11055
anti-kecske 1gG (H+L) Technologies

szamarban készlt 488 Invitrogen-Life A-21206
anti-nyul 1gG (H+L) Technologies

szamarban készlt 546 Invitrogen-Life A-10040
anti-nyul 1gG (H+L) Technologies

szamarban készult 647 Millipore IAP193SA6
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3.5. Sejtosztodds kimutatdsa bromodeoxyuridine (BrdU) és 5-ethynyl-2’-deoxyuridine

(EdU) jeloléssel

A proliferadlo sejtek azonositasara bromodeoxyuridin-t (BrdU) hasznaltunk, amely az
osztddd sejtek Ujonnan szintetizdlédd DNS-ébe épll be. A beépll6 BrdU specifikus
ellenanyagokkal kimutathatd. Az embryondlis szerveket fixalas el6tt 37°C-on 3 6raig BrdU
oldatban inkubaltuk. A fluoreszcensen jelolt BrdU specifikus ellenanyag rdmérése utan a
metszeteket sotét helyen 45 percig inkubaltuk. A BrdU pozitivitadst mutatd sejtek szoftveres
szamolasi adat alapjan kerultek megdllapitasra, ami atlagosan 20 metszet alapjan késziilt el. A
csoportok kozotti statisztikai szignifikancia értékeléséhez pdaros t-tesztet hasznaltunk.
Amennyiben tobb, mint két csoportot hasonlitottunk dssze, a statisztikai szignifikanciat ANOVA

teszttel dllapitottuk meg. Az eltéréseket P <0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

Ujabban a sejtproliferacié mértékének meghatdrozasahoz 5-ethynyl-2’-deoxyuridine-t (EdU)
haszndlunk. Ezzel a mddszerrel kivalthaté az ellenanyag alapud detektalas.
Az embryonalis szervekhez vagy a tenyészt6médiumhoz 2 déraval a fixalast megel6z6en 10 uM

EdU-t adtunk. Az EdU beépiilését Click-iT EdU Imaging Kit (Invitrogen) segitségével mutattuk ki.

3.6. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciét teljes embryokon vagy 10 um paraffinos metszeteken végeztiik,
digoxigeninnel jel6lt , prébakkal”, amelyek a kovetkez6k voltak: SHH, PTC1, PTC2, Endothelin-3,
GDNF. A paraffinos metszeteket deparaffindltuk és ethanol sorozatban rehidraltuk.
A metszetek permeabilizalasat Proteinase K (Sigma) kezeléssel végeztik 10 pg/ml
koncentraciéban 10 percig, majd 3 x 5 percig PBT-ben (1x Tween20 / 1 x PBS) valé mosast
kovet6en 4%-os PFA-ban 20 percen keresztil fixaltuk a metszeteket. Kovetkezé lépésként 0,1x
TEA (triethanolamine-hidrochloride, Sigma) pufferben |év6 ecetsavas-anhidridben (Sigma)
inkubaltuk 10 percig és egy Ujabb PBT mosas utan a metszeteket 2 6ran keresztiil 70°C-on
hibridizaciés pufferben (50% de-ionizalt formamid (Promega), 5 x SSC pH 5,0, 50 pg / ml éleszt6
tRNS (Sigma), 1% SDS és 50 pg/ml heparin (Sigma). A metszeteket a ,prébakban” 70 °C-on egy
éjszakdn at razatva (100 rpm) inkubaltuk, majd 2 mM tetramizol-hidrokloriddal (Sigma) mostuk.

A blokkolast 2% -os blokkolé reagensben (Roche Life Science) / 5% juh-szérumban / 5% kecske
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szérumban végeztiik 1 oran keresztil szobahémérsékleten, majd 1: 2000 aranyban anti-
Digoxygenin-AP antitestet (Sigma) tartalmazé oldatban d&llni hagytuk 2 6rdn &t
szobah6mérsékleten. Levamisolos PBT-ben valé mosast kdvetéen, lugos foszfataz pufferben
(2 x 5 perc mosas) equilibraltuk a metszeteket, majd a BM Purple oldattal (Roche Life Science)

végeztik az el6hivast.

3.7. Western-blot

Az embryonalis béltraktust lizalé-pufferben emésztettik (76,5 mM Tris, 2% SDS, 10%
glicerin) majd ezt kovet6en homogenizaltuk (Sonic Dismembrator Model 500; Fisher Scientific).
A fehérjekoncentraciot Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Billerica, MA) és Victor2
1420 Multilabel szamlalé (Perkin-Elmer Life Sciences, Waltham, MA) segitségével hataroztuk
meg. A lizdtumokat 5 percig 95 ° C-on f6ztiik, 7,5% vagy 10%-os Mini protean TGX el6gyartott
gélekre toltottik (Biorad, Waltham, MA), majd PVDF membrdnra (Biorad) vittik at.
Az immunoblottolast nem redukalé korilmények kozott végeztiik. A tenascin-C (1: 125), laminin
(1: 125) és fibronectin (1: 1000) ellenanyagok kot6dését kecske anti-egér HRP-konjugalt
masodlagos ellenanyaggal (Biorad; 1: 5000), Immun-Star HRP luminol/HRP peroxid pufferrel
(BioRad) mutattuk ki.

3.8. PCR

A teljes mRNS-t RNeasy Mini Kit-el (Qiagen) izoldltuk. A cDNS-t a Superscript Il reverz
transzkripcids készlettel (Invitrogen) szintetizaltuk. A génexpresszids szinteket kvantitativ PCR-
rel (qPCR) mértik, belsé standardként GAPDH-val. Alkalmazott primerek (5'2>3'): EDN3,
TGCGTCTACTACTGCCACCTC és CCAAACAAGAGCACCGAAAT; GDNF, TCTCCACCTCACCCCTG es
CTGGGTAATCCTCTGGCATATTAG; GAPDH, GTGCTAAGCGTGTTATCATCTC és
GACAACTTTGGCATTGTGGA.
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3.9. Metszetek értékelése, fényképezése, képfeldolgozas

A metszeteket Zeiss Axiophot, Nikon i80, Olympus mikroszkdépokkal értékeltiik és
a hozza csatlakoztatott kamerdval (Zeiss AxioCam HCR, illetve Spot) kilonb6z6 nagyitdsokon
digitalis képeket készitettlink. A konfokalis fotdkat Zeiss LSM 710 tipusid mikroszkdéppal
készitettik. A képek kés6bbi tanulmanyozasat, szerkesztését Imagel (National Institutes of

Health) és Adobe Photoshop szoftverekkel végeztiik.

3.10. Embryomanipulaciés médszerek:

3.10.1. Csirke-fiirj, fiirj-csirke, csirke-eqgér, csirke-patkdany embryondlis testiireq kimérdk:

A testliregkimérdk alkalmasak az embryonalis szervek hosszu tavu in vivo tenyésztésére.
A testlireg kimérakat a nyirokszervek fejlédésének kisérletes tanulmanyozasanal leirtak szerint
allitottuk Ossze (Nagy és mtsai., 2004; 2005). Eml6s embryok esetében 11,5 napos egér és
patkdny embryokbdl kipreparalt utébélrdl eltdvolitottuk a coecumot, majd a preganglionotikus
(ganglionléc mentes; aneuralis) utdbélszakaszt steril szénszemcsével torténé megjelolést
kovetéen 3 napos (HH18 stadiumu) csirke embryo testliregébe transzplantdltuk. A
transzplantacié utan a tojas héjat atlatszé ragasztdszalaggal zartuk és a kimérdkat tovabb
inkubaltuk 7-14 napig.
Ham-mesenchyma rekombindcios kisérletekben a 5-8 napos csirke embryo eredetl
bélentodermat, illetve bursa epitheliumot rekombindltuk 5 napos flrjembryok utébél
mesenchymajaval. A rekombinacio el6tt a széveteket 0,03%-0s kollagenazzal enzimatikusan és
sajat készitésl wolframkésekkel microsebészeti uton elvalasztottuk egymadstél. A rekombinalt
embryonadlis szoveteket 12 6raig kollagénalapu 3D-gél szervtenyészetben inkubaltuk, hogy
a szovetek kozotti integritds Ujra létrejojjon, majd a rekombinalt szovetet 3 napos embryo

testlregébe lltettik és 10-14 napig inkubaltuk (7. dbra).
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6. abra: Testiireg kiméra I. A.) A fiirj, csirke vagy emlds embryokbdl szarmazé vastagbélszakaszokat
3 napos csirke embryok testiiregébe (ltettiik és a kiméra embryokat 7-14 napig inkubaltuk.
B-D.) A transzplantalt preganglionotikus szovetek 24 éra alatt vaszkularizalédnak, ganglionléc sejtekkel
kolonizalddnak, és elindul a szoveti differencialédasuk. E.) A graftokat szénszemcsével jeloltik meg.
3 napos csirke embryo: a graft a sziv mogott taldlhatd primitiv testiregbe helyezkedik el. F.) QCPN frj
specifikus ellenanyag a transzplantalt belet jeloli 24 éraval a belltetést kovetGen. G.) A graftok mérete
a transzplantdcié el6tt és az inkubalas végén.

] Tissue recombination E3
E6-9chicken - -
ES quail B s
oS .~
quail hindgut collgge tissue
mesenchyme ' B .
= AR
chlcken bursa g e
or ¥ A
hindgut epithelium R, 4
A

7. abra: Testiireg-kiméra Il. A.) Hdm-mesenhyma rekombinacié sémas rajza. Kiilonb6z6 fajokbdl
szarmazo epithelio-mesenchymalis szervek szoveti rekombindaciéjat kovetéen a mesterséges szerveket
kollagén alapu tenyészetekbe (B, C) tartottuk és 24 éraval késébb (D) testliregbe Ultettiik.
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3.10.2. Chorioallantois membrdn transzplantdcio:

A chorioallantois membrantranszplantacié alkalmas arra, hogy nagyobb méreti
embryondlis szerveket vagy in vitro rekombinalt szoveteket hosszabb ideig in vivo
korilményekhez hasonlé miliben tenyéssziik. A kisérletek sordan mindig 9 napos csirke
embryok chorioallantois membrdanjara transzplantdltuk a széveteket, majd a csirke és firj
embryokbdl szarmazd bél és cloaca szakaszokat 7-9 napig tenyésztettik. Az embryonalis
szervrekombindciés kisérletekben a fiirj és csirke embryobdl szdrmazd cloaca és
vastagbélszakaszokat in vitro rekombindltuk. Ezt kbvet6en a rekombinalt szerveket a 9 napos
csirke embryo chorioallantois membranra torténd transzplantacié el6tt 24 6rat kollagén gélbe

agyazva inkubadltuk, hogy létrejohessen a kiilonb6z6 fajokbdl szdrmazd szovetek adhézidja

(8. abra).
ﬁ_l . +ceca 4 chorioallantois membran
I _-ceca | transzplantacio.
[T T hindgut
e 31 MG: kézépbeé!
oLy loecatcioaca] | HG: utobeél
NoR: Remak ganglion
E]’ quail | n=13 chicken
MG:HG
chicken
NoR quail
c| quail |n= chicken
M(?:HG
chicken
cloaca quail

8. abra: Chorioallantois membranon (CAM) t6rténé  embryonadlis  béltenyésztés.
A.) Az 5E embryobdl kiprepardlt utébélszakaszokat 9 napos fiirj vagy csirke embryo chorioallantois
membranjan in ovo tenyésztjik. B.) A tojashéj és a héjhartya felnyitasa utan sztereomikroszkop alatt
a graftokat ,Y” alaku éreldgazds fellletére transzplantaltuk. Az éreldgazdsra kililtetett graft morfoldgidja
a kisérlet elején (C), illetve a vaszkularizalédott graft makroszképos képe 7 nappal a transzplantaciot
kovet6en (D).
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3.10.3. Microgydngy embryondlis transzplantdcidja (9. abra).

Sejtek, szovetek differencialodasat
befolyasold faktorok tanulmanyozasara olyan
hordozdkat haszndlhatunk, amelyek
segitségével a ndvekedési faktorokat lokalisan a
kivant helyre lehet az embryoba bejuttatni.
A baloldali foton az alsé végtag alatt [athato

fehér kerek folt a microgydngy; a felvétel

a microgyongy utdbél-cloaca régidba torténd

9. abra

implantacidjanak  el6készitésekor  késziilt.
A micromanipuldcids eljaras soran 70-100 um atmérgjl heparin-acril mikrogyongydket (Sigma)
EDN3, GDNF, SHH novekedési faktorok oldatdba, valamint BQ788 (EDN3 jelatvitelt gatolja) és
anti-GDNF funkcidblokkolé ellenanyag steril oldatdba 4-12 6rat aztattunk. Az elGkezelt
mikrogyongyoket az 5 napos embryobdl izoldlt vastaghél mesenchymdlis faldba implantaltuk,
72 6rdig tenyésztettik, vagy testliregkimérdkat készitve embryondlis testliregbe

transzplantalva tovabbi 7 napig inkubaltuk.

3.10.4. Carbocianin-alapu vitdlis sejtjelélés (10. abra).

Vybrant CM-Dil (Life Technologies) fluoreszcens carbocianin oldatot 2 napos (HH10-11
stadium) csirke embryok vel6csévének canalis centralisaba injektaltunk. Ezzel a médszerrel

a vel6cs6bél kivandorld ganglionléc sejteket jelltiik meg.

10. dbra: CM-Dil fluoreszcens carbocianin festék
injektalasa a vel6cs6 canalis centralisaba.

—42 —



dc_1807_20 .
- - MODSZEREK

3.10.5. Velbcsé eltavolitdsa microsebészeti modszerekkel (11. abra).

A vel6csé ablatios kisérletek alkalmasak a neurocristopathiak

fejlédésének kisérletes tanulmanyozasara. A kisérlet soran steril

ejtiink a vel6cs6 két oldalan, 0,03%-os kollagendz kezelést kovetéen

kérulmeények kozoétt felnyitott HH11 stadiumu csirke embryon vagast | \' |3
(20 perc, 37 °C) a vel6csovet kiemeljik (megtartva a gerinchurt) és az }J u
\

e . N
embryokat kikelésig inkubaljuk. velcsd ablicio

11. dbra

3.10.6. Csirke embryoban torténd funkcidonyeréses és funkciovesztéses mutdciok kivdltdsa

replikdcio-kompetens RCAS retrovirusokkal.

Az utébbi években egyre nagyobb szerepet kaptak az olyan ujszerl génmanipuldcios
madszerek alkalmazasa (retrovirus-technika, elektroporacid), amelyek segitségével madar
embryokban is elidézheté génmutdcio (Iba, 2000). Retrovirus vektorok segitségével madar
embryokban célzott funkcio-nyerd és funkcio-veszté mutaciot lehet létrehozni. Erre
kifejezetten alkalmasak az olyan retrovirdlis vektorok, amelyek madarakat megfert6z6 Rous-
sarcoma virusbol médositott, replikacié-kompetens virusokbdl (RCAS) készitenek (von Werder
és mtsai., 2012; Yan és Wang, 2012). Az RCAS-okban az RNS a genetikai anyag és ezt egy reverz
transzkriptaz szintetizdlja DNS-sé. Az RCAS retrovirusokba tetszéleges gének klédnozhatdk
onalldan, illetve egy meglévé markergénnel (GFP) egyiitt (12. dbra, A kép). Ez a mddszer jol
alkalmazhaté transzkripcidés vagy novekedési faktorok, receptorok, adhéziés molekuldk és
egyéb jeldtviteli molekuldk fejl6désbioldgiai funkcidjanak vizsgalatara. A mddszer lényege
roviden: az E. coli térzsekben felszaporitott retrovirus plazmidot DF1 embryondlis fibroblast
sejtvonalon tenyésztettiik, majd az ultracentrifugaldssal bekoncentralt viruspartikulumokat
korai csirke embryok vastagbéltelepének mesenchymadjdba injektdljuk (12. abra, B kép).
A virus embryoba torténd injektaldsa utan az osztdédo sejteket fert6zi meg, ahol a retrovirus
beépill az udjonnan keletkezett sejtek genomjaba. Kisérleteinkben a kovetkez6 RCAS
vektorokat hasznaltuk: Noggin-RCAS, SHH-RCAS, GDNF-RCAS és siRNS-GDNF-RCAS. Az in ovo
kisérlet sordn Narishige markaju mikroinjektorhoz rogzitett 100 pl-es Hamilton fecskendé
segitségével, vékony Uvegkapillarison keresztil 5 napos embryok vastagbelébe 2-5 ul SHH-

RCAS retrovirus szuszpenziét vagy Cyclopamine-t (3 uM) injektdltunk (12. dbra, C, D kép).
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Shh-RCAS retrovirus: - > vector injektalasa 2 napos embryoba

ES csirke embryo
Rcas in s‘ituhiﬁ’ridizé i

12. abra: RCAS retrovirus intraembryonalis injektalasa. A.) SHH-RCAS retrovirus plazmid térképe.
B.) Fast Green jelzett virusoldat injektalasa az utébél telepébe. C.) RCAS fert6zés kimutatasa in situ
hibridizaciéval és (D) a virus GAG fehérjéjét felimer6 3C2 ellenanyag immuncitokémiaval.

3.11. Sejt-, szerv-, és embryotenyészetek

3.11.1. Az enterdlis idegi Gssejtek izoldcidja, felszaporitdsa és in vitro differencidltatdsa.

A feln6tt idegi Gssejtek in vitro tenyésztéséhez 3 hetes Wntl1;tdT vagy Plp1GFP és
Tau®/*egérbélbdl szdrmazod, a disszocialast kdvetSen, tdT valamint GFP expresszién alapuld
fluoreszcens sejt-szorterrel (BD ACSAria lll) kivdlogatott sejtekbdl indultunk ki. A Wnt1,tdT
egerek vékonybél LMMP rétegébdl izolaltuk a tenyésztéshez és sejttranszplantacidhoz
szlikséges sejteket. A bélszovetet enzimatikusan diszpazzal (250 pg/ml; StemCell Technologies,
Vancouver, BC) és a kollagenazzal XI (1 mg/ml; Sigma) emésztettiik; 40 um-es sz(ir6én izolaltuk,
és 50 000 sejt/ml koncentracidban tenyésztettik, mely Neurocult egér alapmédiumot (StemCell
Technologies)  tartalmazott, 10%  Neurocult egér proliferacios  kiegészitéssel
(StemCell Technologies), 20 ng/ml epidermalis névekedési faktor (StemCell Technologies),
10 ng/ml fibroblast névekedési faktor (StemCell Technologies), 0,0002% heparin (StemCell

Technologies). 7 nap tenyésztés utan primer sejtaggregatumokat (neurosphere) kaptunk.
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3.11.2. Velbcsé és bélcsé tenyészet.

A ganglionléc sejtek migracidéjat E5 (HH26) kozépbél és E2 (HH15) vel6csé tenyésztésével
vizsgaltuk. Korai ganglionléc sejtek kinyerésére csirke embryokbdl (HH15, korai két napos
embryo) 3—20 szomitak szintjérdl ll-es tipusu diszpaz enzimmel (2 mg/ml DMEM-ben; Roche)
torténd kezelést kovetben izolaltuk a vel6csdvet egyiitt a paraxialis mezodermdval (Bronner-
Fraser, 1986; Newgreen és Murphy, 2000). Tobb PBS-es mosas utan a vel6csévet wolframtikkel
microsebészeti modszerre kipreparaltuk és fibronectinnel (20 pug/ml; Sigma) vagy lamininnel

(10 pg/ml; Sigma) bevont mlianyag szovettenyészt6 edényekre helyeztik (13. abra, A kép).

3.11.3. Kollagén alapu 3D szervtenyészet.

Kisérleteink soran az 5 napos embryokbdl izoldlt kdozépbelet és utdbelet tartalmazdé
bélszakaszt I-es tipusu kollagén alapu matrixba (BD Biosciences, 354236) agyazva 48-72 6raig
tenyésztettik. A tenyésztést Falcon Center-Well Organ Culture Dish tipusu
tenyésztéedényekben végeztiik. A kollagén gélbe oldva a SHH novekedési faktor (R&D Systems,
Recombinant mouse SHH, 461-SH-025; 1 pg/ml); SHH-funkcié blokkold ellenanyag (klon: 5E1;
50 pg/ml; DSHB), SHH jelatvitel inhibitoranak a cyclopamine-nak (Toronto Research Chemicals
Inc.; 1-3 uM), VEGF blokkolé SU5416 (1 uM; Calbiochem), valamint a mesenchymalis eredet
GDNF-nek (R&D Systems, Recombinant Human GDNF, 212-GD-010; 10 ng/ml) hatasat vizsgaltuk
(13. abra, B. kép).

3.11.4. Fiiggeszetett 3D szervtenyészet.

A fliggesztett szervtenyészetek elkészitéséhez az embryonilis csirke és egérembryobdl
izolalt bélszakaszokat steril kérilmények kozt, penicillin-streptomycint tartalmazé PBS-be
gyljtottik. A béldarabokat rovartlik segitségével a steril, szilikonnnal bevont petricsészék
aljzatdhoz rogzitettik ugy, hogy a korilottik 1évé folyadékban lebegjenek, s ne tapadjanak
a szilikonhoz. A kontroll tenyésztést PenStrep-et tartalmazé DMEM-ben 37 °C-os 5 % CO;
rekombinans egér SHH fehérjét adtunk a tenyészt6 oldathoz és a szerveket 48-72 o6rat

tenyésztettik (13. abra, C kép).
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3.11.5. In vitro migrdcio tanulmdnyozdsa ,stripe-choice assay” maodszerrel.

Az enterdlis ganglionléc-eredetl sejtek in vitro vandorlasanak tanulmanyozdasara
Yamagishi kutatdocsoportja dltal leirt mddszert alkalmaztuk (Yamagishi és mtsai., 2016). Prof.
Martin Bastmeyer (Karlsruhe Institute of Technology, Karlsruhe, Németorszag) Aaltal
rendelkezéslinkre bocsajtott szilikon matricak segitségével mlianyag tenyészedényre 90 um
szélességl savokban 10 pg/ml laminin (Sigma), 20 pg/ml fibronectin (Sigma), 2 pg/ml agrin
(R&D Systems) vagy 50 pug/ml endosztatin (R&D System) vittiink fel. Az ECM sdvokra meréleges
orientacidban (13. dbra, D, E kép) 7 napos csirke embryobdl szarmazdé kdzépbelet helyeztiink,
majd a tenyészethez 10 ng/ml GDNF tartalmi DMEM-et adtunk. Az enteralis ganglionléc-
eredetl sejtek migraciés képességét Chakraborty munkacsoportja altal leirtak szerint is
megismételtik (Chakraborty és mtsai., 2015). A Wnt1,tdT-eredetli idegi sejtaggregdtumokat
20 pg/ml fibronectinnel bevont feliileten szérum-mentes DMEM-ben, illetve 20 pg/ml funkcio-
blokkolé agrin antitestet (Millipore, MAB5204) tartalmazé médiumban tenyésztettik.
A sejtvandorlast ImagelJ (National Institutes of Health) szoftver segitségével mértiik. A latoteret
8 mezbre osztottuk, melyekben az idegi sejtaggregatum hatdra és az attél legmesszebb

taldlhatd Wnt1,tdT sejt kozotti tavolsdgot mértik.

veldcsd izoldlds és tenydszibs v b

fuggesztett tenyészet
1
tenyészto madium
cocn
Nophpta bl

13. abra: Embryonalis sejt-, és szervtenyészetek. A.) Ganglionléc sejtek izoldlasa vel6cs6bél és
tenyésztése ECM-el bevont felszinen. B, C.) Embryonalis bél 3D kollagén alapu matrix és fliggesztett
3D szervtenyészete. D.) In vitro sejttmigracids teszt (“stripe-choice assay”). Az ECM sejtmigracidra
gyakorolt hatasat ,stripe-choice assay” technikaval lehet kisérletesen vizsgdlni. A sémds rajz a mlanyag
tenyésztéedény felszinére savokba nyomtatott ECM mintdzatot (z6ld) és a sdvokra merélegesen
explantalt embryondlis bélszakaszt mutatja. E.) A tenyésztGedény aljara nyomtatott ECM savokon
vandorl6 HNK1+ (fluoreszcens kép) ganglionléc-eredetli sejtek csoportjanak inverz mikroszképos
felvétele.

c
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4.1. A vel6cs6 vagus szakaszabol szarmazé ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasa és

differencialodasa a csirke embryo vastagbél idegrendszerének fejlédése soran.

Habdr a maddr embryo alkalmas modellnek tekinthet6 az idegrendszert célzé
kutatasokban, a Dbélidegrendszer differencidléddsdnak tanulmanyozasa, részletes
immmuncitokémiai karakterizdlasa eddig még nem tortént meg. Kisérleteink soran, elsé
[épésben 5-14 napos csirke embryok fejl6dé bélidegrendszerének immuncitokémiai
karakterizaldsat végeztiik el. Els6sorban olyan markereket teszteltiink, amelyek az emlds
(rdgcsdld, human) embryokban a ganglionléc, neuron és a glia sejteket specifikusan jeldlik.
Fagyasztott hosszanti metszeteken immuncitokémiai moddszerekkel kovettiik nyomon
a ganglionléc sejtek bélfalban torténé vandorldsat és glia, valamint neuron irdnyu
differencialédasat. A vagus régidébol szarmazé cranio-caudalis irdnyba haladé enterdlis
ganglionléc-eredet(i sejtek (ENCC) 6 napos embryondlis korban (E6; Hamburger-Hamilton
stddium HH28) érkeznek a coecum teriletére. A legeldl vadndorld sejtekre SOX10, HNK-1,

N-cadherin, p75 és L1CAM expresszio jellemz6 (14. 4dbra).

14. abra: Ganglionléc eredetii
sejtek 6 napos embryoban

kolonizaljak a coecum telepét.
mg

A.) E6 (HH28) kozépbél
és utébél hosszanti sorozat-
; metszetének SOX10, (B) HNK-1,
2o () N-cadherin, (D) p75 és
N-cadherin (E) LLCAM immunjeldlése. A legeldl
\ 1 ‘\’ ."\ vandorld sejtek (nyilak) kozvetlendil

LN :-‘ a vastagbél felett, a coecum
;', magassagdaban taldlhatok. A HNK-1,
b N-cadherin és p75 immunjeldlést

= 3 Uy a coecumban kifejezett mesen-
. chymalis hattérfest6dés kiséri. mg,
* kozépbél; cr, utdbél.
< F 4 P
A oxl0 D LICAM
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Az 5-6 napos embryok immuncitokémiai jelolésének hatranya az, hogy a ganglionléc-
eredetli sejtekre jellemz6 HNK-1, N-cadherin és p75 ellenanyagokkal torténé
immunhisztokémiai festés ebben a fejl6dési stddiumban a coecumban kifejezetten erds
mesenchymadlis hattérexpressziét mutat (14. abra, B-D), ami jelentésen megneheziti
a ganglionléc sejtek elkilonitését a kornyezd sejtektdl. Ezzel szemben a SOX10 és L1CAM
jeloléssel hattérfestés nem fordul elS, ezért ezzel a két markerrel kovettik a ganglionléc-
eredet( sejtek belépését a coecum teriiletére, amint rostro-caudalis irdnyu migraciét folytatva

a terminalis kozépbél teriiletén at, az utdbél irdnyaba haladnak.

A utdbelet kolonizalé ganglionléc-eredet( sejtjek azonositasara és a legeldl vandorlé
sejtek meghatarozasara E1.5 embryondlis kord (10. Hamburger-Hamilton staddium, HH10)
transzgenikus GFP (green fluorescent protein) csirke embryo 2-6 szomitdk magassagdabdl
szarmazo vel6csé szakaszat azonos koru csirke embryoba transzplantaltuk. Ezzel olyan
embryonalis kimérat hozunk létre, amiben a ganglionléc sejteket genetikai markerrel (GFP)
jeloltiik meg. A GFP expresszié nyomon kovetésére frissen kipreparalt, fixalatlan szovetekben
kifejezett GFP+ fluoreszcenciat vettik figyelembe. E6.5 (HH29) stadiumban a legeldl vandorld
GFP+ sejtek a coecumot elhagyva lépnek be az utébél proximalis terliletére (15. dbra, A), mig
7 napos embryoban (HH30) a utébél kdzépsé szakaszat is benépesitik (15. abra, B-D). Mivel
a Remak-ganglion a sacralis vel6cs6b6l szarmazé ganglionlécbdl képzédik, GFP expressziot

nem mutatott (15. abra, C).

A kiméra szovet immunfluoreszcens tanulmanyozasa soran megfigyeltiik, hogy
a sejtfelszini HNK-1 immunreaktivitds mintdzata hasonlé a GFP-vel megfigyelt sejtek
eloszldsdhoz (15. abra, D). Tovabbd, a legeldl vandorld 6sszes GFP+ sejt expresszalja
a HNK-1-et, ami igazolja, hogy ez a ganglionléc sejtekre leirt ellenanyag specifikusan jeloli
a legeldl vandorlo, differencidlatlan ENCC-t (15. abra, E-H). E8 stadiumra (HH32) a GFP+
ENCC-k kolonizaljak a cloaca tertletét (15. abra, F). Varakozdsunknak megfelel6en a plexus
pelvicus és a Remak-ganglion HNK-1+ sejtjei GFP-t nem fejeztek ki, ami utal ezeknek
a strukturaknak sacralis ganglionléc eredetére (15. dbra, G, H). Azimmunfluoreszcencia festés
igazolta, hogy a HNK-1 molekula mellett, az N-cadherin sejtadhézids molekulat (15. abra, 1) és
a p75 alacsony affinitasi neurotrofikus receptort (15. abra, J) is expresszaljak az utdbél
idegrendszerének GFP+ sejtjei. E7 stadiumban (HH30) az utdbél proximalis teriletét p75, N-

cadherin és L1ICAM expressziét mutaté ENCC-k kolonizaljak (16. dbra).
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midgut

15. abra: A vel6cs6 vagus régidjanak transzplantacidjaval létrehozott kimérak kirajzoljak a vandorlé
ganglionléc-eredetli sejtek helyzetét. A.) 6.5 napos embryo (HH29) béltraktusdban a zold
fluoreszcens-pozitiv (GFP+) ganglionléc-eredet(i sejtek a coecum teriletén lokalizdlédnak. B, C.) E7
staddiumban (HH30) a legeldl haladé GFP+ ENCC-k teljes-szoveti (B) és a hosszanti metszeteken (C)
vizsgalva az utdbél kozépss6 szakaszanak kolonizaciojat mutatjak. D, E.) A HNK-1 kirajzolja a vandorld
sejteket (E, a D dbra bekeretezett teriletének kinagyitasa), amit az 6sszes legel6l haladé GFP+ ENCC
HNK-1 (E) kett8s pozitivitasa is igazol. F.) E8 (HH32) hosszmetszetek GFP expresszidja alapjan az ENCC-k
erre a staddiumra mar elérték a cloaca magassagat (nyilhegyek a submucosalis ENCC-ket mutatjak).
G, H.) A HNK-1 ko-expresszid alapjan (H, a G dbra bekeretezett terilete kinagyitva) a HNK-1 ebben
a stadiumban az 6sszes GFP+ ENCC-t jel6li. G.) A sacralis ganglionléc-eredet(i HNK1+/GFP negativ
ENCC-k a plexus pelvicust és a Remak-gangliont hozzak létre. A legel6l vandorlé ENCC-k N-cadherint (1)
és p75-0t (J) is expresszalnak. Mindegyik abran a proximalis béltraktus talalhato a kép bal oldalan.
cl, cloaca; cr, utdbél; cr ep, utdbél epitheliuma; NoR, Remak-ganglion, pp, plexus pelvicus, smp, plexus
submucosus.
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A kilénb6z6 kombinaciokban elvégzett kett6s immunhisztokémiai jelolésével elGszor tudtuk
igazolni, hogy a vadndorlé ENCC-k ugyanazon populacidja a korabban leirt HNK-1 mellett,
kifejezik a p75, SOX10, N-cadherin és LLCAM molekuldkat is (16. abra). Mikozben a vandorlé
ENCC-k legels6 csoportja az utdbél felénél jar, a proximadlis teriileten megkezddédik a sejtek

neuron (16. abra, 1) és glia (16. abra, J) irdnyu differencidlédasa.

<

I v Hu J B-fabp

16. abra: Az utébél ENCC kolonizacidja 7 napos embryoban. A, C, F.) A hosszanti sorozatmetszetek
p75 (A), N-cadherin (C) és LICAM (F) festése kirajzolja az utdbél kézépsd szakaszan jard (nyilak)
enteralis ganglionléc-eredet(i sejteket (ENCC). B, D, E, H.) p75 és SOX10 (B) valamint N-cadherin (D),
HNK-1 (E) és LICAM (H) kettds jelolés igazolja, hogy az ellenanyagok mindegyike jeldli a legel6l haladd
sejteket. G.) A legeldl vandorlé ENCC-k SOX10-et és a HNK-1-et fejeznek ki. A neuron (1) és glia (J) irdnyu
differencialodas csak elvétve, a proximalis vastagbél teriletén figyelheté6 meg (nyilak). Nyilhegy (I)
mutatja a differencialédé HuC/D pozitiv neuronok legels6 csoportjat (a bekeretezett terileten
kinagyitva lathatd). ep, epithelium; NoR, Remak-ganglion.
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A korai neuronok HuC/D (ELAV neuron specifikus RNS kot6 fehérje) molekulat fejeznek ki,
a korai glia sejteket B-fabp (brain-fatty acid binding protein) expresszid jellemzi. A utébél
kolonizacidja a 8. embryonalis napra (HH32) fejez6dik be, a submucosalis és myentericus
plexus egyarant kialakul, amit az N-cadherin, SOX10 és L1CAM immunreaktivitas igazol
(17. abra, A-C). A neuronalis differenciaciot az utdbél teljes hosszaban megfigyelheté Tujl
(IN-as tipusu beta-tubulin; 17. dbra, D) és CN (csirke neuron specifikus marker; 17. dbra, K)
immunreakcié igazolja. A HuC/D (17. abra, E) szintén expresszalddik a teljes utobél teriiletét
benépesit6 neuronokban (17. dbra, E,G,H). Az enteralis neuronok késébbi markere, az idegi
sejtadhéziés molekula (NCAM) expresszidja ebben a stadiumban az utébél proximalis
szakaszara korlatozodik (17 abra, F, 1), distalisabban minddssze a Remak-ganglionbél szarmazé
rostok jelol6dnek (17. abra, J). Egy masik neuron differencidciéos marker, a neurofilamentum
expresszido azonban csak késébb jelenik meg, az utdbél faldban nincs immunreaktivitas,
egyedil a Remak-ganglionbdl kilépé rostok mutatnak neurofilamentum expressziét.
E7 (HH30) és E8 (HH32) kodzott a glia differencialédds ugyancsak el6rehalad: id6beli mintazata
az enteralis neuronokndl megfigyelt differencialéddshoz hasonlé. Mig a E7 stddiumban
(HH30; 17. 3abra, J) a B-fabp expresszid az utdbél proximdlis szakaszara korlatozédik
(16. abra, J), addig E8 stadiumban (HH32; 17. dbra, L) az utdbél teljes hosszaban kimutathato.
A B-fabp és HuC/D, illetve Tujl kett&s festés igazolja a B-fabp gliasejt specificitasat, valamint
a B-fabp expresszidjanak hianyat az enteralis neuronokon (17. dbra, M). A SOX10 kezdetben
az 6sszes ENCC-et jeldli; a 9. embryonalis naptol (HH35) kezdve azonban csak a glia irdnyban
elkotelezett sejtekben taldlhaté meg (17. abra, N), az enteralis neuronokban nem
expresszalddik tovdbb (17. dbra, O). Ezzel ellentétben L1ICAM expresszié az enteralis glia
sejteken fokozatosan lecsdkken (17. abra, P) és csak az enteralis neuronok feszinén marad
meg (17. abra, Q). A GFAP-t (glial fibrillary acidic protein) felismeré ellenanyagot haszndltunk
a differencialt glia kimutatdsara. E8 (HH32) stadiumban a GFAP csak az utdbél kdrnyezetében
taldlhatd Remak-ganglionbdl szdrmazdé rostokban expresszalodik (nem mutatott adat),
a submucosalis, illetve a myentericus plexus ganglionjai csak a 10. embryondlis nap utan kezdik

kifejezni (HH36; 19. dbra, H).
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17. abra: A 8. embryonalis napra (HH32) az utobél kolonizacidja befejezédik. A-C: E8 (HH32) hosszanti
sorozatmetszeteken az N-cadherin (A), SOX10 (B) és LICAM (C) immunreaktiv enteralis ganglionléc-eredetd
sejtek (ENCC) két plexus mentén torténé elrendezGdése a teljes utobél mentén megfigyelhetd. D, E: A korai
neuronalis differenciaciot Tujl (D) és HuC/D (E) fest6dés igazolja. G, H: Amint az a proximalis (G) és distalis (H)
keresztmetszeti képeken (az E abran jelolt magassagokbdl) is lathatd, a submucosalis plexus sejtjeinek
differenciacidja elérehaladottabb, mint a myentericus plexust alkotd sejteké. F, I, J: A neuronalis differenciacié
kés6bbi markere az idegi sejtadhéziés molekula (NCAM) (F), melyet ebben a stddiumban a utdbél proximalis
szakaszanak (1) enteralis neuronjai mar expresszalnak, ugyanakkor a distalis terilet (J) negativ. K, L: A szintén
neuron marker CN expresszidja (K), csak ugy, mint a glia sejteket és prekurzorait jel6l6 B-fabp expresszidja is (L)
a utébél teljes terlletén megfigyelhetd. M: A B-fabp-t a glia sejtek expresszaljak, a neuronok nem. N-Q: E9 (HH35)
stadiumtdl kezdve a SOX10-et csak a glia sejtek termelik, ami megfigyelhet6 a Remak-ganglion teriletén is (N),
mig az enterdlis neuronok a tovabbiakban mar nem expresszaljak (O). Az LICAM a glia sejtekben lecseng (P)
és csak a neuronok expresszaljak (Q).
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A E10 (HH36) utdébél vagus és sacralis régiobdl szarmazo ganglionléc sejteket is tartalmaz.
Ebben a fejlédési stddiumban GFP+ vagus régidbdl szarmazé ENCC-k az utdbél teljes
hosszdaban megjelennek (18. abra, A). A distalis utobél egyarant tartalmaz vagus ganglionléc-
eredetld (GFP+/ HNK-1+) és sacralis ganglionléc-eredetli (GFP-/HNK-1+) ENCC-ket
(18. dbra C, D), demonstrdlva ezzel az utdbél idegrendszerének kettds eredetét.
E14 stddiumban (HH40; 19. dbra) az dsszes ENCC tovabbra is intenziv és specifikus HNK-1,
valamint N-cadherin immunfest6dést mutat. Az enteralis neuronokra LICAM, HuC/D, NCAM
és neurofilamentum expresszié jellemz8, mig a glia sejtek B-fabp-t és GFAP-t expresszalnak

(19. abra).

>
smp

lumen

18. abra: A E10 embryo (HH36) utobél vagus és sacralis vel6cs6bdl szarmazo ganglionléc-eredetdi
sejteket is tartalmaz. A, B.) HNK-1 immunreaktivitas jeloli a E10 embryo (HH36) utobélben talalhaté
ganglionléc-eredet( sejteket. Ebben a stddiumban a GFP+ vagus régidbdl kilépd ganglionléc sejtek mar
a teljes utobél teriiletét kolonizaltdk. A Remak-ganglion és a plexus pelvicus teriletén nincs GFP-t
expresszald sejt. C, D.) Az A dbra bekeretezett teriilete a C dbran lathaté kinagyitva, illetve a D dbra
ezen terlilet sorozatmetszeti folytatdsa. GFP és HNK-1 kett6s immunfluoreszcens festéssel
a submucosalis plexus teriiletén HNK-1+/GFP+ és HNK-1+/GFP- ENCC-k egyarant megfigyelhet6k
(Ci-iii). A plexus myentericusban HU+/GFP- enteralis neuronok lathatéak (Di-iii). KettGs nyil jeldli
a ganglionléc sacralis terlletérél szarmazd GFP- ENCC-ket. BF, bursa Fabricii; cl, cloaca; cr, utdbél; mp,
plexus myentericus; NoR, Remak-ganglion; pp, plexus pelvicus; smp, plexus submucosus.
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19. Abra: E14 (HH38-40) embryo bélidegrendszere komplex neurdlis halézatot mutat.
A-C: E14 (HH40) embryo utébelének kozépsS szakaszabdl készitett keresztmetszetek HNK-1 (A),
N-cadherin (B) és L1CAM (C) immunhisztokémiai jel6lése. D-H: A differencialédott ENCC-k HuC/D
neuron markert (D), NCAM-ot (E) és neurofilamentumot (F), tovabba B-fabp glia markert (G) és GFAP-
t (H) expresszalnak. H: A bekeretezett teriileten a nyillal jel6lt submucosalis ganglion lathato kinagyitva.
I, J: A neuronok (HuC/D) és glia sejtek (B-fabp) kozotti kapcsolat jol megfigyelhetd (J, az | dbran
bekeretezett terilet kinagyitva), glia sejtek korbeveszik a neuronok csoportjat.
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4.2. A sacralis vel6cs6bsl szarmazd ganglionléc-eredetli sejtek vandorlasa és

differencialodasa a vastagbél idegrendszerének fejlédése soran.

Csirke-fiirj vel6cs6kimérdk és korai embryok fluoreszcens carbocianin jel6lése
kimutatta, hogy a vel6csé 28. szomitadjatol caudalisan fekvé (33-39. szomita szint) szakaszbol
kilép6 ganglionléc-eredetl sejtek az utébél distalis terlleteit népesitik be. Egér és csirke
embryokon végzett megfigyelések egymassal ellentmondd kolonizaciés mintazatot irtak le az
utobél sacralis ganglionléc kolonizacidjara. Felvet6dott, hogy egér embryoban a sacralis
ganglionléc sejtek el6sz6r a plexus pelvicus ganglionjait hozzak létre, ahol tébb napig
tartézkodnak, majd a sejtek egy alpopulacidja az utédbél mesenchymajaba keril (Kapur, 2000b;
Anderson és mtsai., 2006b). A madarembryoban felvet6dott annak a lehet&sége, hogy
a sacralis ganglionléc sejtek az utébél dorsalis mesenteriumaba vandorolnak, ahol a Remak-
gangliont képezik, majd folytatjak utjukat és a kinyuld axonok mentén belépnek a bélfal
mesenchymadjdba. Ez a folyamat egybeesik azzal a folyamattal, amikor a vagus régiobdl
szarmazo ENCC-k eljutnak a distalis utébélbe (Burns és Le Douarin, 1998). A sacralis ganglion-
eredetl sejtek madarembryokban is részt vesznek a plexus pelvicus képzésében (Yntema és
Hammond, 1954; Catala és mtsai., 1995), de kisérletesen nem bizonyitott, hogy a plexus
pelvicusbdl vagy a Remak-ganglionbdél szarmazd sejtek hogyan vesznek részt az utdbél

idegrendszerének kialakuldasaban.

A madarak sacralis ganglionlécbdl szarmazé képleteinek ontogenetikai vizsgalata soran
a kilonboz6 fejlédéstani stadiumu firj embryok median-sagittalis metszeteit el&szor
a ganglionléc-eredetl sejteket jelol6 HNK-1 antitesttel festettiik meg. 4E stadiumban (HH23)
a ganglionléc-eredet( sejtek az utdbéltél és a cloacatdl dorsalis helyzetben, az embryo teljes
hosszaban nagy szdmban megtalalhatok (20. abra, A). Az utobél mesentériumanak dorsalis
részén ekkor veszi kezdetét a Remak-ganglion fejlédése. 24-48 o6raval késGbb megkezd6dik
a ganglionléc-eredetd sejtek cloaca korili aggregdldodasa, amely sordn a cloacatdl dorsalis,
caudalis és ventralis irdnyba terjedve, slrlin rendezett ganglionokbdl 4llé plexus pelvicus jon

létre, s ami a Remak-ganglion caudalis végének folytatdsként jelenik meg (20. abra, B, C).
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20. abra: A plexus pelvicus és a Remak-ganglion korai fejlédése. A.) A HNK-1 ellenanyaggal festett
flirjembryo median-sagittdlis metszete a ventrdlisan vandorld sacralis vel6cs6b6l szarmazd
ganglionléc-eredet( sejteket mutatja (nyilhegyek). B.) Az E5 embryo farokbimbé sagittalis metszete
HNK-1+ sejteket mutat a Remak-ganglionban (nyil) és a fejl6d6 plexus pelvicus teriiletén (nyilhegyek).
C.) Az E6 stadiumban a HNK-1+ sejtek a cloaca mellett aggregalddtak, és a plexus pelvicust képezik
(nyilhegyek). A Remak-gangliont nyil jel6li. cl, cloaca; drg, érzé ganglion; hg, utébél; nt, vel6cs6; not,
gerinchdr; sg, sympathicus ganglion.

Hasonldan a csirke embryohoz, 5 napos (HH26) firj embryoban is a korai neuron markerrel
(HuC/D) végzett immunfestés rajzolja ki a posztumblikalis kozépbél magassagaban vandorlo
sejteket, amelyek a 6. embryonalis napon (HH28) érik el a coecumot, a 7. napon pedig
belépnek az utébél teriiletére. Az utdbél submucosalis plexusanak enteralis ganglionléc-sejtek

altali kolonizaldsa a myentericus plexust megel6zve torténik.

E8 stadiumra (HH32) az enteralis ganglionléc-eredet(i sejtek vandorlasa a firj embryo
utdbelében majdnem teljesen befejezédik, igy az utébélben egészen a cloaca magassagaig
huzdéddéan megtalalhaté a ganglionléc-eredet(i neuronok és gliasejtek haldzatabdl allé két
koncentrikus plexus (21. dbra, A-D). Ebben a stadiumban a neurofilamentum expresszié mar
markansan jelen van, kirajzolja a plexus submucosus és myentericus teriiletén, valamint
a ketté kozott huzédd idegrostokat (21. dbra, C). A HuC/D-val végzett teljes szervi
immunfestés soran lathatéva valnak az utdbélben, valamint a cloaca-t koriilvevé plexus
pelvicus terlletén taldlhatd ganglion sejtek (21. dbra, E). A plexus pelvicus jobb anatdmiai
vizualizacidja érdekében ebbdl a stadiumbdl a farokbimbd szintjén sagittdlis- (21. abra, F),
illetve sorozat-keresztmetszeteket készitettiink (21. abra, G-1). A képek alapjan, a plexus
pelvicus pdros struktdranak tlnik, ami bar a kozép-sagittalis sikban nem egyértelm(
(21. 4bra, F), a cloaca-tdl dorsalis és ventralis irdnyban tisztan kivehet6 képlet (21. abra, G-I).

« s

kirajzolja a plexus pelvicus paros strukturajat (21. abra, J, K). A distalis utébél és a cloaca
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sagittalis sikjatol kissé lateralisan végzett para-sagittalis metszetén a plexus pelvicus kifejezett
neuronalis halézata és a Remak-ganglionnal valé szoros 0sszekottetése is megfigyelhet6 (21.
abra, L). E12 (HH38) stadiumban a Remak-ganglion szamos idegrostot kild az utébélbe (21.
abra, M), mig caudalisabban a plexus pelvicus kialakuldsa figyelhet6 meg, mint az ureterek és

a cloaca kordli jol fejlett gangliondlt plexus (21. dbra, N).
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21. abra: A plexus pelvicus kialalkulasa. A-D.) E8 embryo hosszmetszetein lathatd a ganglionléc-
eredet( sejtek altal létrehozott, utdbél teljes hosszaban megfigyelheté HNK-1+ (A), HuC/D+ (B),
neurofilamentum+ (C) és B-fabp+ (D) sejteket tartalmazo két plexus. E.) HuC/D ellenanyaggal végzett
teljes-szervi immunfestés a cloaca korili plexus pelvicus és a Remak-ganglion distalis szakaszanak
viszonyat mutatja(nyil). F-I: E8 embryobdl, az F dbra szerint, a farokbimbd magassagaban vezetett
keresztmetszeteken a plexus pelvicus (G-I, nyilhegyek) cloaca korili helyzete lathato. J, K.) E9 utébél
dorsalis (J) és ventrdlis (K) felszinén a plexus pelvicus (nyilhegy) cloaca koéruli helyzete, illetve HUuC/D+
neuronjainak Remak-ganglionnal alkotott kapcsolata figyelhet6 meg. L.) E9 embryo para-sagittalis
metszetein a HNK-1 immunfestés kirajzolja a s(ir(i ideghalézatot. M, N.) E12 embryo HNK-1-el végzett
teljes-szervi immunfestésével szdmos, a Remak-gangliontdl az utébél (M) felé futd idegrost
abrazolédik, caudalisabban a cloaca és az ureter koriil (N) pedig gazdag ganglionhaldzat figyelheté
meg. ¢, cloaca; ep, epithelium; hg, utébél; NoR, Remak-ganglion; not, gerinchur
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4.2.1. A Remak-ganglion részvétele az utobél bélideqgrendszerének fejlédésében.

A Remak-ganglion és a plexus pelvicus utébél idegrendszerének fejl6désében betoltott
szerepét szoveti rekombinacids kisérletekkel vizsgaltuk. Amikor elsé |épésként az E5 firj
embryobdl kipreparalt utdbelet kozépbél és coecum szakaszokkal egyitt izolaltuk és 9 napig
chorioallantois membranon (CAM) tenyésztettilk, a bélgraft szignifikdns méretbeli
novekedését figyeltiik meg (22. dbra, A). Az E5 embryobdl izoldlt bélben a 9 nap CAM
tenyésztés soran, a kezdetben még csak a postumblicalis kozépbél tertiletén jaré ENCC-k
folytatjak vandorlasukat és a teljes utdbelet kolonizaljak (22. abra, B). Ezzel szemben, ha
a kozépbél, Remak-ganglion és cloaca nélkiil prepardltuk ki az E5 utdbelet és 9 napig CAM-on
tenyésztettik, akkor is jol fejlett és vaszkularizalt graftok jonnek létre (a MEP21 ellenanyag
a furj graftokat vaszkularizald, csirke eredetli CAM-bdl szarmazd ereket jeldli; 22. dbra, C),
a graft simaizom rétegei is normal fejlédést mutatnak (22. dbra, D), azonban ganglion sejtek

nincsenek jelen (22. dbra, E, F).

22. dabra: Gangliont tartalmazd, illetve
ganglionmentes utébél létrehozasa
- chorioallantois membran transzplantacié
e T S B (CAM) modszerével. A.) 5 napos flirj embryo
o=t e kipreparalt béltraktusat 9 napig CAM-on

g SN tenyésztettik. Az ex vivo tenyésztés sordn
T SR e, ,‘"L. jelent8s méretbeli névekedés kdvetkezett be,
) mely a kozépbél hosszat kifejezetten érintette.
A.) A tenyésztett graft méret az eredetihez
(A, bekeretezett rész) viszonyitva; a két nagyitas
mértéke megegyezik. B.) HU immunfestés
alapjan a CAM tenyésztés ideje alatt, a vagus-
eredet(i ganglionléc sejtek az utdbél teljes
egészét kolonizaljak. C-F.) A kozépbél, Remak-
ganglion (NoR) és a cloaca nélkil kipreparalt,
preganglionotikus E5 utébél 9 nap CAM
tenyésztését kovetéen normal érhaldzat (C) és

simaizom differencidlédas (D) figyelheté meg,
viszont ganglionléc-eredetli sejt a graft tertletén
nem azonosithaté (E, F). hg, utdbél; mg,
kozépbél; SMA, alpha-simaizom aktin.

E HNK=1 F Hu
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A kovetkez6 embryomanipulacios kisérletben a Remak-ganglionnak a bélidegrendszer
fejlédésében vald részvételét vizsgaltuk. Az E5 flirj embryobdl izoldlt, Remak-gangliont
tartalmazd utébél szakaszt 9 napig CAM-on tenyésztettiik. Annak érdekében, hogy a sacralis
ganglionléc-eredet(i sejtek mds teriletekrél torténd bevandorlasat megakadalyozzuk,
a transzplantaciét megel6z6en a cloacat egylitt a plexus pelvicus-al eltavolitottuk. A CAM
transzplantaciot koévetéen az utdbelet HuC/D és B-fabp ellenanyagokkal festettiik meg.
A bélfal terliletén neuron és glia sejteket nem talaltunk, azonban helyenként intenziv

neurofilamentum fest6dés mégis megfigyelhetd volt (képekkel nem mutatott adat).

A Remak-ganglionbdl szarmazo sejtek utdbélbe |épésének elmaraddsa felveti annak
a lehet6ségét, hogy a kolonizdcidhoz a vagus eredetli ENCC-k jelenléte is szikséges. Ezt
a lehet6séget csirke-flrj szoveti rekombindciénak CAM tenyésztés technikaval torténd
kombinacidjaval vizsgaltuk. A kozép és utdbelet tartalmazd bélszakaszt E6 flirj embryokbdl
preparaltuk ki, ekkor a vagus régidbdél szarmazé ENCC-k a coecum magassagaban jarnak.
A Remak-ganglion és a cloaca eltavolitasat kovetéen a firj utdbélszakaszt E6 csirke eredetd
Remak-ganglionnal rekombinaltuk (23. dbra, A). A rekombinalt szovetet 1 napig 3D-kollagén
szervtenyészetben tartottuk, amely lehetévé tette a szovetek Osszetapaddasat. Ezt kdvetGen
eltavolitottuk a kozépbelet és a coecumot, majd a Remak-gangliont tartalmazd csirke utébelet
E7 firj embryo CAM-ra ultettik (23. dbra, B). Az atlltetés el6tt végzett sorozatmetszetek
QCPN fiirj-specifikus ellenanyaggal (23. 4bra, C), illetve 8F3 csirke-specifikus ellenanyaggal
végzett immunfestése igazolja az utébél és a Remak-ganglion fajspecifikus eredetét. Tovabb3,
kimutathatd az utébél submucosalis plexusanak HuC/D+ neuron populacidja (23. abra, E).
A Remak-ganglion teriiletén a HuC/D pozitivitas mellett, neurofilamentum immunreaktivitas
is lathatd, ami azonban a bél teriiletén negativ (23. dbra, F). A CAM tenyésztés 7. napjan a
graftot eltavolitottuk, majd immunhisztokémiat végeztiink. A 8F3+ csirke-eredet( sejtek csak
a Remak-ganglion teriiletén figyelhet6k meg, intramurdlisan a bélben nincsenek jelen
(23. dbra, G). Szamos HUC/D+ neuron lathatd a graft teriletén is (23. dbra, H), de mivel ezek
a sejtek nem 8F3+-ak, kovetkezésképpen a kozépbél fel6l caudalisan vandorlé firj-eredetl
ENCC-t6l szarmaznak. A neurofilamentum expresszid mind a Remak-ganglion, mind a bélfal
terliletén megfigyelhet6 (23. abra, I). Feltételezéseink szerint a kifejezett neuronalis fest6dés
a furj- és csirke-eredet( idegrostok egyittes jelenlétének kdszonhetd. Ezt CN csirke neurit

specifikus ellenanyaggal (Tanaka és mtsai., 1990) igazoltuk. A graft tertletén lathaté CN+
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idegrost (23. abra, J) igazolja, hogy a csirke Remak-ganglion-bdl szarmazo idegrostok a csirke-

flrj szoveti rekombinacioé sordn képesek a fiirj utdbélbe penetralni. A CN ellenanyag csirke

specificitdsat E14 csirke (23. abra, K), illetve firj embryon (23. dbra, L) igazoltuk.

Az utdbél+Remak-ganglion transzplantacidja, valamint a csirke-fiirj rekombindns graft

igazolja, hogy a Remak-ganglion az intrinsic bélidegrendszer sejtjeihez nem jarul hozza.
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23. abra: Csirke-fiirj szoveti
rekombinacié alapjan a Remak-ganglion
idegrostokkal ugyan hozzajarul,
sejtekkel azonban nem vesz részt az
utobél bélidegrendszerének
kialakitdsaban. A.) 6 napos csirke
embryo Remak-ganglionjat és 6 napos
firj embryo kozép- és utdbelét
rekombindltuk, majd egy éjszakan at
egyltt tenyésztettik. B.) 24 o6raval
kés6bb a coecumot és a kozépbelet
eltavolitottuk, majd a Remak-ganglionnal
rekombinalt utdbelet firj chorioallantois
membranjara (CAM) transzplantaltuk.
C, D: A transzplantaciét megel6z8en
készitett keresztmetszeteken a QCPN+
flirj utobél (C) és a 8F3+ csirke Remak-
ganglion (D) kozeli viszonya lathaté.
E.) A graft terliletén firj eredetlii HU+
neuronok figyelheték meg (nyil).
F.) Neurofilamentum fest6dés csak
a Remak-ganglion teriletén figyelhetd
meg. G, H.) A rekombinalt graftban 7 nap
CAM tenyésztését kovetGen 8F3+ sejtek
kizarélag a Remak-ganglion teriiletén
lathatéak, 8F3 + sejtek a bélben nem
jelennek meg (G), viszont szamos firj-
eredetl neuron kimutathato a bélfalban
(H). 1: A neurofilamentum festédés a
graft  teljes  teriletére kiterjed.
J.) A Remak-ganglionbél szarmazoé
idegrostok azonositasara CN, csirke
neurit-specifikus jel6lést végeztiink, mely
szamos csirke Remak-ganglion-eredet(
idegrost jelenlétét igazolta a bélfalban. K,
L.) Az ellenanyag fajspecificitdsanak
igazoldsa. hg, utébél; mg, kozépbél; mp,
myenteralis plexus; smp, submucosalis
plexus; NoR, Remak-ganglion.
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4.2.3. A plexus pelvicus részvétele az utobél bélidegrendszerének fejlédésében.

Annak meghatarozasara, hogy a plexus pelvicus hozzajarul az utébél idegrendszerének
neuronalis sejtjeihez, E5 flirj embryo utdbelét a cloaca régidval egyiitt kipreparaltuk és 9 napig
CAM-on tenyésztettiik. A transzplantaciét megel6z6en a Remak-gangliont eltdvolitottuk.
E5 utdbél hosszanti és keresztmetszetének HNK-1 és HuC/D festése kirajzolja a cloaca
teriiletére korlatozédé ENCC-ket (24. abra, A, B). A kilenc napos CAM tenyésztést kdvetben
izolaltuk az utébelet és megvizsgaltuk a ganglionok fejlédését. Alpha-simaizom aktin
immunfestés
a cloaca és az utébél simaizomszovetének differencialédasat mutatja (24. abra, C). Tovabba
a grafthoz kapcsolédd cloaca jelenlétét a bursa Fabricii (primer nyirokszerv) kifejl6dése
igazolta (24. dbra, D; Nagy és mtsai., 2005). Simaizom aktin és HuC/D ellenanyagokkal végzett
kettés immunfluoreszcens festés a HuC/D+ neuronok jelenlétét igazolja, amely a distalis
utébél (24. abra, G) és a cloaca teriletét (24. dbra, H) dsszehasonlitva az utébél proximalis-
(24. 4bra, E) és a kozéps6 (24. abra, F) szakaszaval nagyobb sejtstriséget mutat. A neuronok
tobbsége a myentericus régio teriletére koncentralddik (24. dbra, E-G, nyil), a submucosalis
rétegben csak elszortan taldlhaté néhany HuC/D+ sejt (24. dbra, G, nyilhegyek). A ganglionléc-
eredetl sejtek egy része B-fabp+ glia sejtekké differencidléodik (nem mutatott adat). A
neuronalis perykarionok mellett, a neurofilamentum ellenanyag kiterjedt axonhdldzatot rajzol
ki a bélfalban (24. abra, 1). Erdekes mddon az utébél+cloaca régié szamos pigmentsejtet is

tartalmaz, ami f6ként a submucosalis régidra volt jellemz6 (24. abra, J).

Az utdbél+cloaca graftbdl szarmazoé adatok azt sugalljak, hogy a plexus pelvicus sejtjei
az utébél mentén folytatott cranialis iranyu vandorlasuk soran nagyobb tavolsag megtételére
is képesek. Ezt a megfigyelésiinket flirj utdbél+csirke cloaca szoveti rekombindcidjaval
tdmasztottuk ald, amely lehetGvé tette szdmunkra a plexus pelvicusbdl szarmazéd csirke-
eredet( sejtek szelektiv elklilonitését a fiirj vagus régidobdl szarmazd ENCC-k altal |étrehozott
ganglionokban. A kisérlet kiemelt jelentGségét adja, hogy a sacralis régiobdl szarmazod
ganglionléc sejtek normal esetben a vagus-eredet(i ganglionléc sejtek megérkezéséig nem
jarulnak hozza az utdbél idegrendszerének kialakuldsdhoz (Burns és Le Douarin, 1998).
Az embryomanipulacids kisérlet sordn Remak-gangliontdl izoldlt E6 flirj utdbelét 6 napos
csirke embryo cloacajaval rekombinaltuk (a szoveti adherencia biztositdsa érdekében a

graftokat egy éjszakdn at 3D-kollagén gélben tenyésztettik).
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24. abra: A plexus pelvicus eredetii ganglionléc sejtek hozzajarulnak az utébél idegrendszerének
fejlodéséhez. E5 firj embryo utdbelét Remak-ganglion nélkil, cloacaval és az a kornyezd
mesenchymadval egyltt kiprepardltuk. A.) Hosszanti metszetek HNK-1 festése kirajzolja a plexus
pelvicust. B.) Az A abran jeldlt szintnek megfelel keresztmetszet HuC/D immunfestése a neuronok
hidnyat mutatja. C.) 9 nap choriallantois membranon (CAM) torténd tenyésztést kdvetGen, simaizom
normalis fejl6dését, a bursa Fabricii lymphoid follikulusait (nyil) jel6l6 CD45 (csirke specifikus kozos
leukocyta marker) ellenanyaggal igazoltuk. E-H.) 9 nap CAM tenyésztést kovetGen a graft
hosszmetszetein végzett simaizom aktin (z6ld) és HuC/D (piros) jeldlés szamos ganglionléc-eredet(i
neuron jelenlétét igazolta az utdbél teriiletén (metszetek a C abran jelélteknek megfelel6 teriiletekrdl
készultek). E-G.) A HuC/D+ sejtek s(ir(isége a myentericus plexus (E-G, nyil) terlletén nagyobb, mint
a submucosalis plexusban (G, nyilhegy). I.) A graft mentén kiterjedt neurofilamentum fest6dés
figyelhet6 meg. J.) Pigment sejtek elszértan a bélfal mesenchymadjaban.c, cloaca; ep, epithelium;
hg, utdbél.
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A rekombinans graft hosszanti metszetének csirke sejtekre specifikus 8F3 (25. abra, A) és firj
sejtekre specifikus QCPN (25. abra, B) ellenanyagokkal végzett immunhisztokémiai jel6lése
egyértelmden igazolja a cloaca és az utdbél fajspecifikus eredetét. Mig a CN csirke neurit-
specifikus ellenanyag kirajzolja a cloaca teriletén talalhatd plexus pelvicust (25. abra, C), addig
a QN furj neurit marker nem mutat pozitivitast a cloacaban, viszont jeldli az utébél proximalis
szakaszan talalhaté vagus régidbdl szarmazé ENCC-kbéIl képz6d6 ganglionokat (25. dbra, D).
A 7 napos firj CAM tenyésztést kovetGen szamos 8F3+ (25. dbra, E) sejt figyelhet6 meg a
QCPN+ fiirj utébél teriletén (25. abra, F). Csirke-eredetl (8F3+) endothel sejtek jelenléte
kivehet6 a fiirj utdbél bélbolyhaiban (25. dbra, E, K, nyilhegy), ami a MEP21 endothel specifikus
ellenanyaggal is festédik (nem mutatott adat). Az utébél teriiletén CN+ (25. abra, G) és QN+
(25. dabra, H) idegrostok is kimutathatdk, demonstralva a kialakult bélidegrendszer
kimérizmusat. Ezek a kisérletek egyértelm(en igazoltak, hogy a vagus-eredetl ganglionléc
sejtek jelenlétében a plexus pelvicus hozzajarul az utébél ganglionjaihoz, amit a rekombinalt
grafton HNK-1 és 8F3 kett6s immunfluoreszcens festésével is igazoltuk. A fiirj graft plexus
myentericusanak teriletén 8F3+/HNK-1+ sejteket rendszeresen lathatunk (25. dbra, I-K).
Ezek kozil néhany ganglion kiméra jellegli, azaz csirke és fiirj-eredetl ganglionléc sejteket

egyarant tartalmaz (25. dbra, L-N).

Osszefoglalva, csirke-fiirj szoveti rekombinacidkkal és embryomanipulaciés médszerekkel
igazoltuk, hogy a plexus pelvicus ganglionléc-eredetii sejtjei hozzajarulnak az utobél

idegrendszeréhez.
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25. abra: Csirke-fiirj rekombinacios kisérletek igazoljak, hogy a plexus pelvicus részt vesz
a bélidegrendszer kialakulasaban. E6 flirj embryo utdbelét E6 csirke cloacaval rekombinaltuk, 24 éran
at 3D-kollagén gélben tenyésztettilk ezt kovetSen pedig immunhisztokémiaval vizsgaltuk.
A, C: A plexus pelvicust tartalmazoé 8F3+ csirke cloacaban (A) CN csirke specifikus neurit ellenanyaggal
festettiik meg (C). B, D: A proximalis szakaszan vagus vel6cs6bél szarmazd ganglionléc sejteket
tartalmazé QCPN+ fiirj utdbelet (B) QN fiirj-specifikus neurit markerrel festettiik (D). A rekombinalt
graftokat 7 napig CAM-on tenyésztettik. E, F: A 8F3 immunfestés csirke cloaca-eredet( sejteket (E)
mutatott a QCPN+ utdébél teriletén (F). G, H: A graft bélidegrendszerében CN+ csirke és QN+ firj
idegrostok egyarant jelen vannak. I-K: HNK-1 (I) és 8F3 (J) kett6s immunfluoreszcens jel6lés alapjan
a firj utébél néhany ganglionléc-eredet( sejtje csirkébdl szarmazik (K, nyil). A 8F3+/HNK-1- sejtek
endothel sejtek (K, nyilhegy). L-N: A myentericus ganglion nagyitott felvételén csirkébdl és firjbdl
egyarant szarmazd ganglionléc-eredetl sejtek kimérizmusat latjuk. ep, epithelium; hg, utébél; mp,
myentericus plexus; smp, submucosalis plexus.
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4.3. Endothelin-3 szerepe a bélidegrendszer fejlédésében

elsGsorban a bél mesenchymaban kifejez6d6 novekedési faktorok, az Endothelin-3 (EDN3) és
a glia-eredetli novekedési faktor (glial-derived neurotrophic factor; GDNF) szabalyozzak.
Ezeknek a fehérjéknek, valamint az ENCC-ken expresszaldodd receptorok (EDNRB, RET)

kdlcsonhatasa sziikséges a normalis bélidegrendszer kialakuldasahoz.

Korabban mar leirtdak a madarak
béltraktusaban az EDN3 és a GDNF
expressziojat (Homma és mtsai., 2000;
Nataf és mtsai., 1996; Nataf és mtsai.,
1998), de a génkifejez6dés mintazatdnak
részletes karakterizaldsa a bélidegrendszer
fejlédése sordan nem volt ismert.
HH17-HH35 stadiumu embryokon végzett
teljes-szoveti in  situ  hibridizacidval
vizsgaltuk meg a két novekedés faktor
expresszidos mintazatat. A HH18 és HH21
(E3) kozott az EDN3 mRNS expresszidja
a melanoblastok vandorlasi utvonalaval
egybeesd szubektodermalis mesen-
chymaban fejez6dik ki el6szor (26. abra, A,
nyilak). 4.5 napos embryoban az EDN3
expresszidja  specifikusan a coecum
kezdemény és a cloaca teriletén lathatd

(26. abra, C), mig a kozépbél teljes

Rt terliletén, illetve az utébél
e na .t mesenchymdjanak kils6 rétegében csak
WA S oy, ""-h.,_;;g,o-"."'

S e

EDNRB . - .
késébb, az E5 stadiumtdl kezdve

26. abra: Az EDN3 és az EDNRB expresszios  expresszalédik (26. dbra, B-F). Az EDNRB
mintdzatdnak valtozasa az utébél fejlédése soran

(in situ hibridizacié) a fejlédé  bél ganglionléc-eredeti

sejtjeiben fejezédik ki: E5 stddiumban az
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EDNRB expresszidja a gyomor és a duodenum proximalis teriletére korlatozédik (26. dbra, G).
E7 stddiumtdl (26. dbra, H) kezdve az EDNRB pozitiv sejtek az utdbél teljes teriletén jelen

vannak, igy a 9 napos embryoban is az utébél teljes hosszdban megfigyelhet6k (26. abra, I-K).

A GDNF expresszidja a HH18 embryoban a nefrogén mesenchyma tertletére jellemzé
(27. abra, A, B). A bél distalis terlletének GDNF expresszidja az E5 stddiumban valik
egyértelmlen lathatéva, amikor megjelenik a coecum és a cloaca kezdeményének
mesenchymadjaban (27. dbra, C). A coecum magassagdban készitett hosszmetszeten a GDNF
expresszido a mesenchyma kilsé teriletén lokalizalddik (27. adbra, D), majd a E7 stadiumtol
kezdve a GDNF a bél teljes hosszdban kifejez6dik. Expresszidja az EDN3 mintazatahoz

(26. dbra, D-F) hasonléan a mesenchyma periféridjara korlatozédik (27. abra, E-H).

HH18

one F GonF

27. dbra: A GDNF expresszios mintazatanak valtozasa az utobél
fejlédése soran (in situ hibridizacid).
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4.3.1. Az EDNRB jelatvitel elengedhetetlen az utobél megfelelé kolonizdcidjdhoz

Annak érdekében, hogy igazoljuk az EDNRB aktivitds szilikséges az utdbél
kolonizacidjahoz, E5 csirke, illetve fiirj bélszakaszokat (kozép+utdbél) EDN3, illetve EDNRB
antagonista BQ788 jelenlétében, 72 o6raig 3D-kollagén matrixban tenyésztettiik. HuC/D
ellenanyaggal a neurondlis differenciaciét igazoltuk, mig HNK-1-vel a ganglionléc-eredet
sejteket jeloltiik. Mint ahogy azt korabban is lattuk, az E5 embryoban a kozépbél rostralis
szakaszan HuC/D+ ENCC-k taldlhatdk, azonban a kozépbél caudalis szakaszatdl distalisan,
beleértve a teljes utdbelet is, a HuC/D+ sejtek hianyoznak (28. abra, A). A E8 stadiumban az
utdbél distalis tertletén mar megfigyelhet6k HuC/D+ sejtek (28. abra, B). E5 embryondlis bél
hozzaadott fehérjét nem tartalmazé kontroll médiumban (n=24) torténd 72 6ra tenyésztése
soran az utdbél teljes HuC/D+ kolonizacidja végbemegy (28. abra, C). Ugyanezt az eredményt
latjuk a tisztitott EDN3 jelenlétében tenyésztett bélszakaszokban (28. dbra, D, n=35), azonban
a BQ788 jelenlétében végzett tenyésztés esetében (n= 35) a sejtek vandorlasa a coecum
magassagaban megallt, a teljes utébél ganglionmentes maradt (28. dbra, E). A HNK-1
ellenanyaggal végzett immunfestés (28. abra, F) megerésiti a HuC/D immunfestéssel kapott
eredményeket, aldtdmasztva ezzel, hogy a jelenség hatterében nem csupan a neuronalis
differenciacié késése all, hanem a ganglionléc-eredet(i sejtek vandorlasanak elakadasa is.
Ez a kisérlet igazolja, hogy az utébél ENCC kolonizacidjanak folyamataban az EDNRB jelatvitel

elengedhetetlen szerepet jatszik.
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28. abra: Az EDN3-EDNRB jelatvitel elengedhetetlen az utébél kolonizaciéjahoz. A.) E5 utdbelet EDN3
rekombinans fehérje vagy BQ788 jelenlétében, 72 6ran keresztiil kollagén gélben tenyésztettiik.
A hosszmetszeteket HuC/D ellenanyaggal jel6ltuk. A-B.) E5 stadiumban az ENCC-ek csak a kozépbél
proximalis tertletén figyelhet6k meg (A, nyil). E8 stadiumban a HuC/D+ sejtek a bél teljes hosszaban
megtaldlhatdk. C.) A 72 éran keresztiil hozzdadott fehérje nélkil tenyésztett E5 bél a E8 embryoval (B)
megegyezd fenotipust mutat. D-F.) Az EDN3 fehérje jelenlétében nem lathaté valtozas az ENCC
vandorldsban (D), mig BQ788 jelenlétében a HuC/D+ sejtek migracidja a coecum magassagaban megall

és az utobél ganglionmentes marad. hg, utdébél; mg, kozépbél; noR, Remak-ganglion.

4.3.2. Embryondlis bélkiméra technika, egy uj mddszer a bélidegrendszer in vivo

tanulmdnyozdsdra.

Az EDNS3 jelatvitel bélidegrendszer fejl6désében bet6ltott szerepének vizsgalatara az
embryondlis testliregbe torténd transzplantacié egy Uj technikajat dolgoztuk ki. E5 fiirj
embryo, illetve E11.5 egér embryo utdbelének coecum és cloaca kozotti szakaszat
mikrosebészeti technikaval eltdvolitottuk és 3 napos fogadd csirke embryo testliregébe
transzplantaltuk, majd 7 napig tenyésztettiik (n=32). A transzplantacio idején az E5 fiirj
utdbelet a ganglionléc-eredet(i sejtek még nem kolonizaltak, ezt igazolja az E5 embryo
median-sagittalis és az E5 utdbél keresztmetszeti képe. A Remak-gangliont és a plexus pelvicus

régidjat a transzplantacios kisérletek el6tt mindig eltdvolitottuk (6. dbra, A-D). A testliregben
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torténd inkubalas végén, a graft rendszerint a majhoz és a jobb tlid6hoz asszocialtan talalhato.
A transzplantdlt bél immunhisztokémiai analizise soran a sejtek eredetét, illetve
differenciacids képességét faj-, és sejtspecifikus ellenanyagokkal vizsgaltuk. A csirke eredetd
sejteket jel6l6 8F3 ellenanyaggal a submucosalis és a plexus myentericus erésen festédott,
ami igazolja, hogy fiirj utdbelet a fogadd csirke embryobdl szarmazé sejtek kolonizaljak. A firj
sejtmagot specifikusan jel6l6 QCPN ellenanyag intenziven festette a hamot és a bél
mesenchymadjat, azonban a neuradlis plexusokat nem jelolte. A sorozatmetszés
immunfluoreszcens jel6lése alapjan a 8F3-immunreaktiv sejtek HNK-1-et, neuron specifikus
HuC/D-t, neurofilamentumot, NADPH-t és glia-specifikus B-fabp-t is expresszalnak. A kiméra
kisérlet alapjan elmondhatd, hogy a fiirj, illetve egér utébél graftot a fogadd csirke embryobdl
szarmazo ENCC-k kolonizaljdk, ahol neuron és glia sejteket tartalmazdé ganglionok két plexusat
hozzék létre (29. Abra). Egér-csirke bélkimérakat hasonlé médon allitottuk elé az E11.5 egér
utdbél alkalmazasdval (30. Abra). Ebben a stddiumban a bélben taldlhaté ENCC-k migracids
frontja éppen elérte az egér coecumat (Druckenbrod és Epstein 2005). 7 napos
transzplantaciot kovetéen a graftok jelent6sen novekedtek, differencidléodtak. Csirke
embryobdl szarmazé sejtek kolonizaltadk a graftot; a kiils6 8F3+ sejtek kettds jelolést mutattak
a HNK-1-el, meger6sitve, hogy ezek ganglionléc eredetl sejtekbél differencialddott képletek.
A HNK-1 ellenanyag nem ismeri fel az egér ENCC-t (Young és Newgreen 2001). A csirke eredet(
ENCC-k neuronadlis és glia differencialason mentek at. A transzplantalt egér utdbélben
normalis simaizomréteg fejl6dott ki, és a ganglionléc-eredet( sejtek csak a plexus myentericus
teruletén differencidlédtak. A kiméra béllel hasonld koru (E16.5) egér embryo p75 és HuC/D
ellenyagokkal festett bélidegrendszere igazolja, hogy az embryonalis vastagbél szintén csak
plexus myentericus-szal rendelkezik, a plexus submucosus rdgcsalékban a sziiletés utan jelenik
meg (30. dbra). Fontos megjegyezni, hogy a ganglionléc-eredetl sejteken tul, a fogadd

embryobdl szarmazé endothel sejtek is megtaldlhatdk a graft terliletén.
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29. abra: Csirke-fuirj embryonalis bélkiméra. A.) A QCPN ellenanyag fiirj sejteket jelol a primitiv
testiiregbe transzplantalt embryondlis bélben, kivéve a neuralis plexusokat, amelyek nem fest6dnek
(nyilhegyek). B-G.) A QCPN- neuralis plexusok teriilete 8F3+ csirke sejteket tartalmaz (B), amelyek
szintén expresszaltdk a HNK-1 ganglionléc markert (C), neurondlis markereket (D-F; HuC/D,
neurofilamentum, NADPH), illetve glia specifikus B-fabp-t. A graft bélidegrendszerének
immunfenotipusa megegyezik az azonos korti embryondlis vastagbél keresztmetszeteinek HuC/D és B-
fabp expressziét mutatd neuronok és glia eloszlasaval. ep: epithelium, mp: plexus myentericus,
smp: plexus submucosus.
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30. abra: Csirke-egér embryonalis bélkiméraban csak a plexus myenetricus fejlédik ki.
A, B.) 11.5 napos egér embryobdl izolalt utébél morfoldgidja a testlregbe torténd belltetés elStt és
utan. C.) Az egér bél 8F3+ csirke sejteket tartalmaz, amelyek HNK-1 ganglionléc markert (D,l) , csirke
specifikus glia és neurondlis markereket (E-G; HuC/D, neurofilamentum), illetve NADPH-t (H)
expresszalnak. J-L.) A graft bélidegrendszerének immunfenotipusa megegyezik az azonos koru egér
embryonalis vastagbél keresztmetszeteinek p75, HuC/D és B-fabp expressziés mintazataval.
ep: epithelium, mp: plexus myentericus.
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4.3.3. Az EDNRB jelatvitel gdtldsa utobél hypogangliondzisdt okozza.

A szervtenyésztés sordn (28. adbra) igazolddott, hogy EDN3 jeldtvitel hidnyaban az
ENCC-k nem képesek athaladni a coecum teriiletén. Az EDN3 utdbél idegrendszerének
fejl6édésében jatszott szerepét csirke-fiirj béltranszplantacids kisérletekben tanulmanyoztuk.
Preganglionotikus (ENCC-t nem tartalmazd) utébelet E5 fiirj embryobdl izolaltuk. A coecum,
cloaca és a Remak-ganglion levalasztasdval eltdvolitottuk az intrinsic ENCC forrasként szolgald
strukturakat. Az utébeleket egy éjszakan keresztil szérum mentes sejttenyészté médiumot
tartalmazé (kontroll, n=15; 31. dbra, A), 250 ng/ml EDN3-at (n= 36; 31. dbra B-E), vagy 20 uM
BQ788-at (n= 42; 31. abra, F, G) tartalmazd kollagén matrixba dgyazva tenyésztettik. Ezt
kovet6en a kollagén gélbdl eltavolitott utdbeleket és 3 napos fogadd csirke embryo
testliregébe transzplantdltuk. 7 nap inkubaldst kovet6en az EDN3 kezelt fiirj utdbelek
teriletén 8F3, HNK-1 és HuC/D immunreaktiv csirke ganglionléc-eredetli ENCC-kbéI allé jol
fejlett submucosalis és myentericus ganglionok figyelhet6k meg (31. abra, B-E). Ezeknek
a ganglionoknak a szdma és mérete egyarant jelent6s névekedést mutat a nem kezelt bélhez
képest (31. dbra, A). Ezzel szemben a BQ788-al kezelt utébélben kifejezett hypogangliondzis
figyelhet6 meg, a bélfalban minddssze néhany kisebb méretl enteralis ganglion lathaté
(31. abra, F, G). A kezeletlen, az EDN3-kezelt és a BQ788-kezelt utdbél teriiletén 6sszeszamolt,
teljes ganglionszamra vonatkoztatott 6sszefoglalé adatsor a 32. dbran lathatd. Az EDN3
kezelés szignifikdns hypergangliondzist, mig az EDNRB aktivitdas gatldsa sulyos
hypogangliondzist eredményezett. Az ENCC-k szamat befolyasolé hatds egyforman érinti
a submucosalis és a myentericus plexust. Amikor BQ788-al vagy EDN3-al bevont
mikrogyongyoket Ultettlink a testliregbe transzplantalt embryonalis bél faldba (31. dbra, H-L)
az EDN3-al bevont mikrogyongyok kozelében |1évé enteralis ganglionok a BQ788-al bevont
mikrogyongyok szomszédsagaban taldlhatd enteralis ganglionok méretéhez viszonyitva
szignifikdnsan nagyobb méretliek voltak. Ez azt igazolja, hogy az EDNRB jelatvitel, coecumban

betoltott szerepétdl fliggetlendil, az utdbél tertiletén talalhatd ENCC-k fejlédését is tdmogat;ja.
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31. dbra: A megnovekedett EDN3
koncentracié hyperganglionézishoz vezet.
A.) E5 fUrj utdbeleket 24 &éras EDN3 fehérje
(B-E) vagy BQ788 (F, G) kezelést kovet6en E3
csirke embryo testlregébe transzplantdltuk,
majd 7 napig inkubaltuk. A kontrollként szolgdald
transzplantdlt bél hosszmetszetén normal
ganglionok mutathaték ki. A hozzaadott EDN3
hatasara a ganglionok méretében és szamdban
jelent8s novekedés figyelheté meg, amia QCPN
(B), 8F3 (C), HU (D) és HNK-1 (G) festés soran
egyarant jol kivehet6. Az EDN3 jelatvitel
BQ788-al torténd gatldsa a HU (F) és a HNK-1
(G) immunreaktivitds alapjan a ganglionok
méretében és sejtszamdban is jelentds
csokkenést eredményeznek. 1, J.) EDN3-al vagy
BQ788-al (K, L) bevont acrylamide micro-
gyongyok preganglionotikus E5 fiirj utobélbe
torténd transzplantaciojat kovetden a graftokat
E3 csirke embryokba ltettik. Kontroll
mikrogyongyot tartalmazd utébél (H, csillag).
A bekeretezett dbra a mikrogybngyot
tartalmazé graftot kozvetlenil a csirke
testliregbdl torténd izoldlast kovetéen mutatja.
Az ET3-al bevont mikrogyongyok jelenlétében
(1, J) az enterdlis ganglionok mérete jelentésen
novekedett a BQ788-al bevont mikrogyéngy
hatasanak kitett ganglionokhoz képest (K, L).
ep, epithelium; mp, plexus myentericus; smp,
plexus submucosus.

32. abra: Az EDNRB jelatvitel gatlasa
hypogangliondzist eredményez. Az EDN3-al
vagy BQ788-al 24 6ran keresztll kezelt, majd
testliregbe transzplantalt bélszakaszokat HNK-
1-el festettik, majd kvantitativ analizist
végeztiink. Nagy nagyitds (200X) mellett
meghataroztuk a ganglion sejtek szamat a nem
kezelt, az EDN3 és BQ788 kezelt belek esetében
(n=5 minden csoportbdl). A hibavonalak
a mintaatlag standard hib3djat mutatjak.
A statisztikai elemzések sordn az egy-valtozés
variancia-analizist (ANOVA) kovet6en Tukey-
féle tobbszéros  Osszehasonlitd  eljarast
alkalmaztunk (PRISM szoftver). A P érték < 0.05
volt szignifikdnsnak tekintend6. A kilonbség
mindhdrom csoport esetében statisztikailag
szignifikans, P<0.01 volt.
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4.3.4. Az EDN3 serkenti az utobél teriiletén taldlhato ganglionléc-eredetii sejtek osztoddsdt.

Az EDN3 enteralis ganglionok méretére kifejtett pozitiv hatds Iétrejohet az ENCC-k
proliferacidja, tulélése vagy megvaltozott differencidléddsa miatt. Az EDN3 az ENCC-k
proliferacidjara kifejtett hatasat BQ788 vagy EDN3 jelenlétében tenyésztett és BrdU-val kezelt
bélszakaszokban tanulmanyoztuk. A normal bélben szamos BrdU+ epithelsejtet és elvétve
(a ganglionok 10%-ban) BrdU+ ENCC-ket taladltunk (33. dbra, A,B). A BQ788-kezelt belekben
néhany ENCC expresszalta a BrdU-t (26%; 33. dbra, C, D). Ezzel ellentétben az EDN3
jelenlétében tenyésztett bélszakaszokban szamos BrdU+ és HNK-1/Hu kettdsen pozitiv sejt
(70%) figyelheté meg (33. abra, E, F). A BQ788 kezelés sejtproliferaciét csokkenté hatdsa nem
specifikus sejttoxicitas és fokozott apoptdzis eredménye; sem a normal utébél, sem pedig az
EDN3 (nem mutatott adat) vagy BQ788 jelenlétében nem tapasztaltuk az ENCC-k fokozott

apoptdzisat (33. abra, G).

4.3.5. Az EDN3 gdtolja az utobél neurondlis differencidléddsdt.

BQ788 kezelés hatasara az utdbél kolonizacidja nem megy végbe. Ennek oka nem
egylittes kovetkezménye. A neuronalis differencidlédas osszehasonlitdsdra a tenyésztett
utobélbdsl készitett metszeteken meghatdroztuk a nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) diaphorase aktivitds mértékét. Az idegszovetben a NADPH-diaphorase
aktivitas a nitric oxid szintdz expresszidval ko-lokalizal (NOS) (Balaskas és mtsai., 1995;
Branchek és Gershon, 1989; Burns és Delalande, 2005; Dawson és mtsai.,, 1991).
A bélidegrendszerben a neuralis NOS (nNOS) a termindlisan differencidlédott enterdlis
neuronok egy alcsoportjat jeldli (Young, 2005), mig a HuC/D és a neurofilamentum
a neuron iranyba elkotelezett sejtek korai markereiként ismertek (Fairman és mtsai., 1995;
Payette és mtsai., 1984). E8 embyoban a NADPH-diaphorase aktivitds a teljes utdbél teriiletén
jelenvan (34. dbra A). Az EDN3-al kezelt utébelében a HUC/D és a neurofilamentum expresszio
a bél teljes tertletén kimutathatd (34. dbra, B). NADPH aktivitas azonban csak a kozépbél és
a coecum tertletén mutathaté ki, az utébélben teljesen hidnyzik (34. dbra, C), ami a neuronalis
differencialédas késését jelzi. A B-fabp immunreaktivitas alapjan a glia iranyu differencialédas

nem gatolt (34. dbra, D). A BQ788 kezelésnek kitett bélben a neurofilamentum, a NADPH és
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a B-fabp expresszio a kozépbél és a coecum teriiletére korlatozodik (34. abra, E-H),
megerdsitve ezzel az utdébél ENS kolonizacidjanak elmaraddasat, valamint igazolja a coecum
teriiletén 1év6 ENCC-k neuron és glia irdnyd differencialédasat. Osszefoglalva,

megallapithatjuk, hogy az EDN3 gatolja az ENCC-k neuron iranyu differencidlédasat.

8

33. abra: Az EDN3 serkenti az ENCC-k

proliferaciéjat. E5 utdbelet 3 napon at BQ788

(C, D), illetve EDN3 (E, F) jelenlétében

tenyésztettik. A sejtek osztéddsara BrdU
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a BQ788-kezelt esetekhez képest szignifikdnsan
magasabb szazalékban figyelhet6ek meg BrdU-
pozitiv ENCC-k (A). Az EDN3 kezelt utébél
tenyészetek szamos BrdU és HNK-1 (E, nyil)

illetve BrdU és HU (F, nyil) kett6sen pozitiv

gangliont tartalmaznak. E8 BQ788 kezelt bél
E8+BQ788@D
coecumanak magassagabol szarmazé metszetek
(G) kettds festése soran anti-aktivalt-kaszpdz-3
antitesttel detektdltuk az apoptotikus sejteket
és anti-HU-val jeloltitk a neuronokat.

G.) Apoptotikus epithelialis és mesenchymalis

sejtek jelen voltak ugyan, de a HU és az aktivalt

kaszpaz-3  kolokalizdcidt nem  mutatott.
H). Pozitiv kontrollnak dorsalis erzé gangliont
haszndltunk. DRG, dorsalis érz6 ganglion; ep,
epith lium; mp, plexus myentericus; mp, plexus

submucosus.
E8+BQ788H

4.3.6. Az EDN3 gatolja a ganglionléc-eredetii sejtek GDNF-altal indukdlt vandorldsdt.

Patkany és egér embryokon végezett kisérletek szerint az EDN3 szabalyozza a GDNF-el
indukalt ENCC-k migracidjat (Barlow és mtsai., 2003; Kruger és mtsai.,, 2003). Ennek
a megfigyelésnek maddr embryoban torténd vizsgdlatdra E8 embryonalis belet GDNF
jelenlétében (35. dbra, B, C), illetve hozzdadott novekedési faktor nélkil (35. dbra, A)

3D-kollagén gélben tenyésztettiik. GDNF hatasara a kozépbél és a coecum terliletérdl jelentds
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ENCC kivandorlas figyelhetd meg a kornyezs kollagén gélbe. Erdekes médon azonban az
utobél teriiletér6l a GDNF nem okozott kivandorlast (35. abra, C). Az EDN3 hozzaadasa
6nmagdban nem eredményezett ENCC kivandorlast (35. dbra, D). Ugyanakkor az EDN3 és
a GDNF egylttes hozzaadasara a kivandorlas jelent6sen kisebb mérték( volt (35. dbra, E).
Az EDN3 sejtmigraciot gatldé hatasat a BQ788 hozzdaddsa megsziintette, minek kdvetkeztében
a GDNF-t tartalmazé kollagén matrixban fokozott HNK-1+ ENCC sejtvandorlas volt

megfigyelhets (35. dbra, F, G).

EQ wt ", ! J ES+ET3 E8}+‘ET.3 .: b3
NS | J & ) | £TRER * ! | 34. dbra: Az EDN3 gitolja a bélideg-
b, i d & \ g g %
;; e '% -,", I%Jmen /,r \. A ;, 51,?’ rendszer  neurondlis  differen-
4 e & i j 2 34 & | cisledasat. A) S8E embryokban
Sy ep '," oo B _ceca’ n\’ ',";;* a NADPH-diaphorase aktivitds az
! ’ i 4 ] ‘gl utébél teljes szakaszdn kimutathato.
% 3 : | | Tcecal
I !' ',’ ' R _ ik i B.) A 3 napig hozzdadott EDNS3
L ! b ' fi iR 1 . s ) s
2 ! ) ¥g e / jelenlétében tenyésztett E5 utdbél
mpi = e | ; :' L telies hosszdban  megtalalhatdk
\' e 'i 4 % (EEAE a neurofilamentumot tartalmazé
. \ : -"'f, A
2 i gy \ sejtek C.) NADPH aktivitas csak
A ' °  NaDPH| |B neursiilament {C \ NADPH ;
: a kozépbél és a coecum teriiletén
E8+BQ788 ] [E8+BQ788 | [E8+BQ788 T ~ . | [es+BQ788]
|55 4 R N i & | mutathato ki, az utébél teriiletén
Iv. ] '; | .' ‘ ib y .'" I'A. s . .
Y, ok g e L gvire o ‘ hidnyzik D.) A B-fabp immun-
oy : b : o
J,: v iy G reaktivitds a glia iranyu diffe-
I, S ceca Sk, oy . .
! ceca | g | e rencialédast mutatja. E-F.) A BQ788
¥ 4 kezelés nem befolydsolja a kozépbél
és a coecum neuro-filamentum (E) és
NADPH expressziojat (F). G.) Az
hg hg F abran bekeretezett teriilet ki-
iy nagyitva. H.) B-fabp expresszié a glia
E% : “ differencialéddsat mutatja.
lneurofilament F_naprPH| |G
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35. abra: Az EDN3 gatolja a GDNF chemoattraktans hatasat. E8 bél kollagén gélben torténd
tenyésztése hozzaadott faktorok nélkul (A), illetve 10ng/ml GDNF (B, C), 250 ng/ml EDN3 (D), GDNF+
EDN3 (E) vagy GDNF+ EDN3+ 5uM BQ788 (F) jelenlétében. A GDNF normal esetben stimulalja
a ganglionléc-eredet( sejtek kozépbélbdl kollagén gélbe torténé vandorlasat (B, C). Az EDN3 jelenléte
gatolja a GDNF altal indukalt sejtvandorlast (E). A BQ788 hozzaaddsa mérsékeli az EDN3 gatld hatdsat
(F). A vandorlé sejtek HNK-1 immunreaktivitast mutatnak, ami igazolja a sejtek ganglionléc eredetét
(G). hg, utébél; mg, kozépbél.

-77 —



dc_1807

20
EREDMENYEK

4.4, Az endothél sejtek szerepe a vastagbél idegrendszer fejl6désében.

A bélidegrendszert l|étrehozé ganglionléc eredetl Gssejtek differencidlddasa,
osztddasa, és vandorlasi képessége nagymértékben fligg az ENCC-k és a kdrnyez6 szévetek
(mesenchyma, endothél, hamsejtek) kozotti kolcsonhatdsoktdl. El6zetes morfoldgiai
eredményeink alapjan kimutattuk, hogy madar embryoban a vastagbél endothél sejtek,
megel6zve a ganglionléc sejtek bevandorlasat, két koncentrikus gy(ribe rendezédnek
a leend6 myentericus és submucosus plexusok teriiletén. Ez a véletlenszerli morfoldgiai
megfigyelés vetette fel azt az elképzelést, hogy az endothél sejtek a bélidegrendszer

prekurzorainak vandorlasat és differencidlédasat befolyasolhatjak.

A vérerek fejl6dése és az ENCC-k vandorldsa kozotti kapcsolatot QH1 (flirj endothel
specifikus ellenanyag; Pardanaud és mtsai., 1987) és az ENCC-ket felismeré HNK-1 ellenanyag
hasznalataval tanulmdnoztuk. Az E5 firj distalis kozépbélszakaszanak submucosalis és
myentericus rétegében az endothel sejtjei mar akkor megjelennek, mikor az ENCC-k még csak
a myentericus teriiletet kolonizaltak (36. dbra, A, B). A myentericus teriilet endothel sejtrétege
és az ENCC-k kezdett6l fogva egymas kozelében helyezkednek el. E6 stddiumban (HH30),
a distalis kozépbél submucosalis plexusa is elkezd kialakulni, itt is az endothel sejtek és az
ENCC-k kozott szoros kapcsolat figyelhet6 meg (36. abra, C, D). Az E5 (HH27) és E6 (HH30)
preganglionotikus utdbélben az endothel sejtek mar az ENCC-k kolonizacidja el6tt két
koncentrikus plexusban helyezkednek el (36. abra, E, F). Az ENCC-k 3ltal mar kolonizalt,
E7 (HH33, 36. abra, G) és E8 (HH36, 36. abra, H) embryonalis utébél QH1 és a HNK-1 ketté6s
festése megerdsiti, hogy az endothel sejtekkel bélelt kapillarisok helyzete mar akar két nappal
korabban elére kirajzolja a colorectumba érkezé ENCC-k kés6bbi mintdzatat. E8 stadiumtol
(HH36) kezdve, az ENCC-k és az endothél sejtek egymas kdzelében, két koncentrikus gy(irdit
formazva helyezkednek el (36. abra, H). E7 embryo (HH33) hosszmetszetein is megfigyelhet6
a vandorlé ENCC-k és az endothel kozotti kapcsolat (36. dbra, 1): a submucosalis plexus
teriiletén vandorlé ENCC-k legeldl haladd csoportja lathatéan az endothél mentén halad
proximo-distalis (balrél jobbra) irdnyba. Nagyobb nagyitason az endothél sejtek és az ENCC-k
kozvetlen kapcsolata is igazolhatd, ami az E8 (HH36) utdbél félvékony (1 um) metszetein jol
kivehet6 (36. abra, J). Kés6bbi stddiumokban az endothél és bélidegrendszer anatémiai
kozelsége a plexus submucosus és a myentericus ganglionok kozott hizédo interplexus rostok

teriiletén is egyértelm(ien kivehet6 (36. dbra, K).
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36. dbra: Az ENCC-k az endothel sejtekhez
asszocialtan kolonizaljak a béltraktust.

Fiirj embryok kdzép (A-D) és utdbél szakaszat
(E-K) QH1 (piros), HNK-1 (zo6ld A-C, E-I, K vagy
kék (D-J) és SMA (kék, B) antitestekkel jel6ltik.
E5 (HH27) embryo kdzépbelének hossz-, illetve
keresztmetszetén (A,B) a myenteralis ENCC-k
és az erek kozelsége figyelhet6 meg.
C.) A submucosalis ENCC-k E6 stadiumban
(HH30) a mar kialakult endothelialis halézat
mentén vandorolnak. D.) E6 (HH30) kozépbél
félvékony metszetén az ENCC-ek (kék) és az
endothel sejtek (piros) kozott szoros kapcsolat
figyelhet6 meg. E5 (HH27; E) illetve
E6 (HH30; F) embryo utébelében az endothel
sejtek mar két koncentrikus gy(riként
abrazolddnak, elére jelezve a késGbb ide
érkez6 ENCC mintazatat, amelyek E7 (HH33, G)
stddiumban érik el az utébél kozépsé
szakaszat, ahol 8 napos embryonalis kortdl
(HH36; H) kezdve mar két koncentrikus korbe
rendezdédve figyelhet6k meg. E7 (HH33) utdbél
hosszmetszetén (l; distalis vége jobbra, lumen
lefelé) azonosithatok a myenterdlis plexust
kolonizald, legelél haladé ENCC-k (nyil).
E8 (HH36) utdbél félvékony metszetén
megfigyelhet6 az endothel sejtek (piros) és az
ENCC (kék) kapcsolata (J), az erekben néhany
vorosvértest (J, nyil) is lathatd. Az erek és az
ENCC-k kozelsége E12 (HH40) stadiumban mar
egyértelmlen a belsé plexus teriletén is
kirajzolodik (K, a bekeretezett teriilet nagyitott
felvétele). E8 (HH36) utdbél elektron-
mikroszképos felvétele igazolja a HNK-1+
ENCC-k (kékkel korilhatarolt terllet) és
a QH1+ endothel sejtek (sargdval koriilhatarolt
terlilet) kapcsolatat. A kapillaris lumenében
egy leukocyta (L) lathaté. Az L dbra
bekeretezett teriiletei az M és az N abran
lathatoak kinagyitva, a QH1+ endothél sejtek
arany szemcsével jeléltek (M, nyil). ENCC,
enterikus  ganglionléc-eredetli  sejt; EC,
endothel sejt; L, leukocyta; M, mesothel sejt;
mp, plexus myentericus; smp, plexus
submucosus.
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E8 (HH36) fiirj utébélben immunelektronmikroszkdpos technikaval is igazoltuk az endothel és
az ENCC-k kozotti sejt-sejt kapcsolatot (36. dbra, L-N). E8 (HH36) fiirj utébél vibratom
metszeteinek kett6s immunhisztokémiai jelolése utan elektronmikroszkdpidra is készitettiink
ultravékony metszeteket. A HNK-1 expressziét DAB-NiSOs-al jeloltik, ami fekete csapadék
formajaban jelent meg, a QH1-et pedig streptavidin-konjugdlt 10 nm-es arany szemcsével
mutattuk ki. A 36. dbra, L képén, valamint az 36. dbra, M, N képén kinagyitva a bélfalban
talalhato kis ereket szegélyez6 QH-1+ endothel és a HNK-1+ ENCC sejt egymashoz viszonyitott

helyzete lathaté.

4.4.1. Az endothel sejtek sziikségesek az ENCC vdndorldshoz.

Az erek ENCC-k vandorldsdban betoltott szerepét izoldlt bélszakaszok
szervtenyészetében vizsgaltuk. Pan-VEGFR (vaszkularis endothel novekedési faktor receptor)
inhibitor SU5416-tal (Tille és mtsai., 2003) gdatoltuk a kapillarisok kifejl6édését. Az SU5416
a VEGF-receptor tirozin-kindz aktivitasat gatolja (Mendel és mtsai., 2000). A kontrollként
szolgdlé E5 (HH27) firj bél explantatumot hozzdadott fehérje nélkiil, 72 6ran keresztil,
kollagén gélben tenyésztettiik. E5 (HH27) fiirj embryoban, hasonldan a csirkéhez, a HuC/D+
ENCC-k a distalis kozépbél teriletén jarnak (37. abra, B), mig a QH-1 immunreaktiv endothel
sejtek a teljes bél hosszaban jelen vannak (37. dbra, C). A 3 nap tenyésztést alatt, az ENCC-k
egészen a distalis utébél teriletéig elvandoroltak (37. dbra, D, E), a QH-1-immunfestés az
endothel sejtek normal eloszldasat mutatja (37. abra, F). Az utdbél keresztmetszetén
megfigyelhet6, hogy ebben a stadiumban mar az ENCC-k és az endothel sejtek is két
koncentrikus gylrlbe rendezédnek (37. dbra, G, H). Az SU5416 jelenlétében tenyésztett
bélben a bél distalis terililete ganglionmentes maradt, az ENCC-k vandorldsa a kozépbél distalis
teriiletén megallt (37. abra, |, J), az endothel sejtek elszértan, rendezetlen csoportokat
alkotnak (37. abra, K-M). Az SU5416 kezelt bélszakaszokban bekodvetkezd agangliondzist
a HNK-1-immunreaktiv sejtek hidnya tamasztja ala (37. dbra, N). A kialakult agangliondzis
mértéke az inhibitor hozzdadasanak id6pontjatél is fligg. Az SU5416-ot 6 napos (HH30)
embryondlis bélhez hozzdadva a vandorlas distalisabban, az utébél proximalis szakaszan all

meg (nem mutatott adat).
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37. abra: Az endothél sejtek jelenléte sziikséges a bélidegrendszer fejlédéséhez. E5 (HH27) fiirj
embryok bélszakaszat a sematikus dbra szerint (A), 3 napig kollagén gélben tenyésztettiik. Az E5 (HH27)
embryo HuC/D-val festett utdbél hosszmetszeteken az ENCC-k csak a kdozépbél teriiletén talalhatok (B),
mig a QH1-gyel jel6lt erek az egész béltraktusban jelen vannak C). A hosszmetszetek HuUC/D (D) és HNK-
1 (E) festése igazolja, hogy 3 nap tenyésztés alatt az ENCC-k a distalis utdbélbe vandoroltak, amit
normal QH1 fest6dés kisér F). Az utdbél kozépsé szakaszanak keresztmetszeti abrdjan a HNK-1 (G) és
QH1 (H) jelolés kirajzolja a két plexus mentén rendez6d6 ENCC és az endothel sejtek halézatat.
A kollagénhez adott VEGFR blokkolé SU5416 hatasara az ENCC-k a coecum magassagdban megallnak
(1, ), amely egyiitt jar az erek fejl6édésének jelentés megvaltozasaval (L, a K dbran bekeretezett terilet
kinagyitva). Az utdbél | dbran jel6lt magassdgban készitett keresztmetszetén kevesebb és rendellenes
helyzetld QH1+ sejt (M), valamint az ENCC-k teljes hianya (N) figyelhetd meg. hg, utdbél; mg, kozépbél;
wt, normal.

4.4.2. Az ENCC-k beta-1-integrint expresszalva vandorolnak az endothél sejteken.

A szervtenyészetekben kapott eredmények alapjan felmerilt, hogy az endothel sejtek
szubsztratként szolgalnak az ENCC-k migraciéjahoz. A kérdés kisérletes megkozelitésére
el6szor E5 (HH26) embryobdl izolalt kozépbélszakaszt kezeletlen mianyag tenyésztéfelszinre
Ultettik (38. dbra, A). 20 dra tenyésztés utdn minddssze néhdany, a béltél nem tul messzire
kivandorolt HNK-1+ ENCC figyelhet6 meg. A béltenyésztést Huvec (CD31+ human
koldokzsindrbdl izoldlt endothél) sejtek konfluens rétegén is megismételtiik, ahol 20 6ra alatt
szamos HNK-1+ ENCC vandorolt ki (38. abra, B). Kontrollként csirke embryonalis gyomorbdl

izolalt simaizom sejtek (38. abra, C) és végtaghimbdbdl szarmazo fibroblastok (38. dbra, D)
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primer tenyészetét alkalmaztuk (Nagy és mtsai.,, 2001). A primer sejtvonalakon minimalis
ENCC vandorlas lathato, ugyanakkor lamininnel (38. dbra, E) és fibronectinnel (nem mutatott
adat) bevont felszineken kifejezett ENCC vandorlast lathatunk. Az ENCC-el ellentétben,
a bélfalbdl csak elszért QH1+ endothel vagy SMA+ simaizom sejtkivandorlas volt
megfigyelhets (38. dbra, F), ami igazolja, hogy az ENCC-k nem az endothel vagy simaizom
sejteket kovetve vandoroltak ki. A beta-1 integrin funkcidt blokkolé ellenanyag (klén: CSAT)
hozzaadasa, mind a laminin (38. dbra, G) és a Huvec sejtek (38. dbra, H) felszinén gatolta az
ENCC vandorlasat, mig a BoA1l, csirke B sejtekre specifikus monoklonalis ellenanyag (lgyarté
és mtsai., 2008) jelenlétében normal vandorlds lattunk. Mivel a CSAT ellenanyag a madar-
eredetl B1 integrinre specifikus (Testaz és mtsai., 1999) alkalmazasa a Huvec sejteket nem
érintette. Osszefoglalva, a B1 integrint blokkolold CSAT nev(i ellenanyag gatld hatésa
lecsokkentette a vandorld ENCC-k szamat, valamint a sejtek migracids tavolsagat is. Kaszpaz-
3 immunreaktivitds alapjan a CSAT kezelés, 6sszehasonlitva a kontroll tenyészettel, nem
valtott ki fokozott apoptdzist az ENCC-kben (nem mutatott adat). Annak érdekében, hogy
meghatdrozzuk vajon az endothel sejtek jelenléte befolydsolja-e a tenyészetben lévé ENCC-k
proliferaciéjat, E5 (HH26) kozépbelet laminin, illetve Huvec sejtek jelenlétében, 20 6ran
keresztil tenyésztettlink, majd az ENCC-k mitotikus aktivitdsat HNK-1 és phosphohistone-H3
(Ser10) kett6s immunfluoreszcens jeloléssel detektaltuk (38. dabra, I, nyil). Ezutan
meghataroztuk a tenyészetekben azonosithatd phosphohistone-H3/ HNK-1+ kett6sen pozitiv
ENCC-ek ardnyat. A Huvec tenyészetben lathatd osztédd ENCC-ek szdzalékos ardnya a 9.9+6.0,
mig a laminin tenyészetben 5.7+2.4 volt, mely 6sszességében az ENCC-ek proliferaciojanak
1.7x novekedését jelenti (p<0.05). Hasonld 6sszehasonlitast végeztiink a Huvec (11.6+3.2) és
fibronectin (4.0£1.9) tenyészet kozott is, mely esetben 2.9x-es ENCC proliferacié névekedés
volt megfigyelhet6 a Huvec tenyészet tekintetében (p<0.001). Ezek az eredmények azt

igazoljak, hogy az endothel sejtek az ENCC-k migraciojat és proliferacidjat egyarant serkentik.

4.4.3. A laminin kifejezett expressziot mutat a bél kapilldrisok kériil.

A CSAT ellenanyag ENCC migracidra és proliferacidra kifejtett gatldé hatasa az endothel
sejtekhez asszocialt extracellularis matrix (ECM) fehérjék esszencialis szerepére utal. Az ECM
fehérjék expresszidjat E8 (HH36) utébél metszetein hasonlitottuk dssze. A 39. dbra, A-E képein

a teljes bélmesenchymadra kiterjedd erds tenascin-C, kollagén lll, fibronectin és laminin
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expresszio figyelhet6 meg. Ezen fehérjék expresszidja hianyzik az epithelium, az idegi plexusok
és a Remak-ganglion terlletén. Bar a laminin expresszié a teljes mesenchymara kiterjed
(39. 4bra, E), mégis a peroxidaz-pozitiv erythrocytak alapjan felismerhet6 erek kornyezetében
kifejezettebb immunreaktivitdst mutat (39. dbra, F). Az immunfluoreszcens festés kiemeli az
erek korili er6sebb laminin expressziot és kirajzolja az erekhez-asszocidlt laminin, valamint
a HNK-1+ ENCC-k szoros kapcsolatat (39. abra, G). A korai ganglionléc sejtek felszinén
expresszalédd CSAT antigén (Krotoski és mtsai., 1986) kifejez6dése az ENCC-k felszinén is

megfigyelhetd (39. dbra, H, 1), amit a HNK-1-el mutatott kolokalizacid igazol (39. abra, J, K).

/IDAPI

100 um

I
control B, Huvec C smooth muscle cells
| IQH1

fibroblasts E laminin |E T laminin
o : ISer10

o

*
laminin+ CSAT mAb H Huvec+CSAT mAb | Huvec

38. dbra: Az ENCC-k beta-1-integrinnel kapcsolddva vandorolnak az erek felszinén. E5 (HH26) csirke
kozépbelet kezeletlen (A), illetve Osszefliggd Huvec sejtekkel (B), primer csirke-eredetl simaizom
sejtekkel (C), primer csirke-eredet(i fibroblastokkal (D), vagy lamininnel boritott (E) m(ianyag felszinre
helyeztik. Az ENCC-k kilénb6z6 kornyezeti felszineken torténé vandorlasat 20 éra elteltével HNK-1
immunfluoreszcens jelolésével (piros) detektaltuk. F.) Az intesztinalis erek és a simaizom sejtek laminin
felszinén torténd vandorldsat QH1 és SMA ellenanyagokkal vizsgdltuk. A CSAT ellenanyag az ENCC-k
laminin (G) és Huvec felszinen (H) torténé vandorlasat egyarant gatolta. I.) Az osztddoé ENCC-ket HNK-1
és phosphohistone-H3 (Ser10) immunreaktivitasuk kolokalizacidja alapjan azonositottuk (I, nyil és
bekeretezett terilet). mg, kozépbél.
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39. abra: A laminint expresszalé endothel sejtek és a beta-1-intergrint kifejez6 ENCC-k egymas
kézvetlen kozelében taldlhatok. A E8 (HH36) csirke embryo utébél sorozatmetszetét HNK-1-el (A),
tenascinnal (B), kollagén lll-al (C), fibronectinnel (D) és lamininnel (E) festettik. A peroxidaz-pozitiv
vorosvértestek (F, barna) jelenléte alapjan azonositott ereknek endothel sejtjeiben kifejezett laminin
expresszio figyelhetd meg (F, sotét kék). A HNK-1+ ENCC-k (G, piros) szoros kapcsolatot mutatnak
a laminin+ erekkel (G, zold). Beta-2-integrint felismerd CSAT ellenanyag a E8 (HH36) utébél (H, 1)
myentericus és submucosalis plexusanak teriletén egyarant jelol sejteket (H, 1). A kettds
immunfluoreszcens jeldlés igazolja a HNK-1 (J és K, piros) és a CSAT (J és K, zold) kolokalizacidjat.
ep, epithelium; NoR, Remak-ganglion; mp, myentericus plexus; smp, submucosalis plexus.
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4.4.4. A zebrahal ENCC-k a bélfalban taldlhato erek mentén vandorolnak.

Az ENCC-k és az endothel sejtek kozotti kapcsolatot, olyan transzgenikus zebrahal
embryoban is megvizsgdltunk, ahol az 6sszes endothel sejt GFP-vel jelzett. A TG (fli:EGFP)
zebrahal embryot (Lawson és Weinstein, 2002) a fertilizaciét kdveté (dpf) 2-6. napig hagytuk
fejlédni. A madar embryokhoz hasonldan, a zebrahal béltraktusaban taldlhatd erek is az
enterdlis neuronok megjelenése el6tt kimutathaték. Az subintestinalis erek mar a 2 dpf
stddiumban, joval a HuC/D+ sejtek kozépsS bélszakaszban valé megjelenése el6tt
kimutathatdk, a HuC/D+ sejtek majd csak a 3 dpf stddiumban jelennek meg. Az endothel sejtek
és az ENCC-k relativ helyzetét 6 dpf stadiumban, a bél teljes ENCC kolonizaciéjat kovetben
(Shepherd és mtsai., 2004) vizsgaltuk. A HuC/D-immunreaktiv enteralis neuronok a vad-tipusu
embryo GFP-jel6lt subintestinalis erei mentén rendez6dnek (40. dbra, A-D). Az endothel sejtek
és az enterdlis neuronok szoros kozelsége a kozép (40. abra, C) és posterior (40. dbra, D)

bélszakaszban egyarant megfigyelhetd.

40. abra: A zebrahal béltraktusaban vandorlé ENCC-k eloszlasi mintazata a kapillarisokhoz hasonlé
elrendez6dést mutat. A.) A zebrahal embryo sematikus rajzanak pirossal jelolt része a B-D abrak
mintavételi teriiletét jeldli. B.) A 6 dpf TG(fli1:EGFP) vad-tipusi embryoban megfigyelhet6 a HuC/D+
ENCC-k (piros) és EGF-jelolt endothel sejtek (z6ld) kapcsolata (fehér nyil). Ez a mintazat a kozép- (C) és
a posterior bélszakasz (D) teriletére egyarant jellemzd.
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4.5. A visceralis simaizom szerepe a vastaghél idegrendszerének korai fejlédésében.

A bélidegrendszer és a bélhuzam simaizom rétegének radidlis mintazat mentén
torténd embryondlis fejlédése térben és id6ben 6sszehangoltan zajlik, de nem ismert, hogy
a kétféle alapszovet fejlédése miként befolydsolja egymast. A csirke embryo fejl6dé
kozépbelében azt talaltuk, hogy az a-simaizom aktin (SMA) expresszidja, amely az izmok korai
differencialdddsat jelzi, a vandorld ENCC-k érkezése utan kdvetkezik be. Ezzel szemben szamos
esetben megfigyeltiik, hogy az utdbélben a simaizom differencialéddsa megel6zi az ENCC-k
bevandorldsat. A simaizom és ENCC-k kolcsonhatasat E5 — E14 csirke embryok kozép-, és
utdbelébdl késziilt keresztmetszeti és hosszanti metszeteken hasonlitottuk Ossze. Az E5
(HH26) embryondlis stadiumban az SMA expresszidja hianyzik a kozépbélbél (41. dbra, A, B),
ugyanakkor jelen van a distalis kozépbélben és az utdbélben (41. dbra, A, C), viszont ebben
a fejl6dési szakaszban a differencialt simaizomsejtekre jellemz6 calponin nem expresszalddik
(41. abra, D). E5 stddiumban az Ncadherin+ ENCC-k legeldl haladé sejtpopuldcidja a kozépbél
umbulicalis szakaszabdl atvandorolt a distalis kozépbél teriletére (41. dbra, B). Az E6 (HH29)
stddiumban az SMA a kozépbélben és az utdbélben egyarant expresszalddik, mig a coecalis
telepekben még mindig hidnyzik (41. dbra, F). Az ENCC-k legeldl haladd csoportja ebben
a fejl6dési szakaszban a proximdlis utébélbe halad (41. dbra, E). Az utébél distalis része még
nem kolonizalt, de mar jél fejlett korkords izomzattal rendelkezik (41. abra, G). Az E6 distalis
kozépbélben az SMA intenziven expresszaldodik, de a calponin nem fejezédik ki (41. abra, H),
mig az utdbélben mindkét fehérje jelen van (41. dbra, M). Az E7 korban az SMA jelen van
a kozépbél distalis korkoros izomrétegében; a plexus submucosus és myentericus az SMA+
simaizomréteg két oldalan fejlédik (41. abra, N). Hasonléképpen az E8 (HH34) stddiumban,
a két neuralis plexus az utobél korkoros izomrétegéhez asszocialtan differencialédik (41. dbra,
O, P,Q). Az E10 embryoban (HH36) a hosszanti izom a plexus myentericuson kivil alakul ki;
a két neuralis plexus kozotti 6sszekotd idegrostok lathatdk (41. dbra, R). Az E14-ben (HH40)
a lamina muscularis mucosae is differencialédik (41. abra, S). Ebben a szakaszban mindharom
izomréteget SMA és a calponin expresszio jellemzi (41. abra, T-V). Az immunfluoreszcens
festésekkel nyert adatok azt jelzik, hogy a bél simaizom rétege és a bélidegrendszer a distalis
bélben eltéré idGbeli fejlédési mintakat kovet: az ENCC-k a kozépbélbe a simaizom
differencialédasa el6tt érkeznek, mig az utdbélbet az ENCC-k az SMA differencidlddas utan, de

a terminalis differencidlodas el6tt (a calponin nem expresszalédik) kolonizaljak.
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41. dbra: A simaizom és a bélidegrendszer 6sszehangolt fejlédése a csirke béltraktusanak kialakuldsa
soran. A,B.) E5 embryo simaizom aktin (SMA) expresszidja alacsony intenzitast mutat a kozépbél és
a coecum teriletén. C,D.) E5 utdbélben az SMA mar kimutathatd, calponin azonban még nincs jelen.
Ebben a stadiumban az ENCC-k legels csoportja a coecalis régiétol proximalisan figyelheté meg (A,
nyilhegy; B). E6 stadiumban az ENCC-k mar benépesitik a proximalis utébelet (E, nyilhegy) és az SMA
a kozép (F), valamint az utobél (G) terlletén egyarant kimutathatd. H-J.) E6 kozépbélben SMA
expresszid kimutathatd, calponin viszont nem fejezédik ki, csak a mesenterialis artériafal simaizmot
tartalmazo rétegében lathatd. K-M.) E6 utdbélben mindkét fehérje kifejez6dik. E7 kdzép (N) és a E8
utébélben a kérkoros simaizom és mindkét plexus megfigyelhetd (P, az O dbra bekeretezett teriilete
kinagyitva). Q.) E8 hosszmetszeten a calponint expresszald korkoros izomréteg mindkét oldalan
lathatéak Tujl+ enteralis neuronok. R.) A 10 napos embryonalis utdbélben mar hosszanti simaizom is
lathaté. T-V.) E14 embryoban mar a muscularis mucosa is megfigyelhet6 (S) és az 0sszes izomréteg
expresszal SMA-t és calponint. Néhany esetben DAPI festés is alkalmaztunk, amit kék szin jeldl.
Calp, calponin; cm, korkords izomréteg; epith, epithelium; Im, hosszanti izomréteg; ma, arteria
mesenterica; mm, muscularis mucosae; Ncad, N-cadherin; NoR, Remak-ganglion.
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4.5.1. Az utobél simaizom rétegének kialakuldsa a bélidegrendszertél fiiggetleniil zajlik.

Annak meghatarozasara, hogy a bélidegrendszer jelenléte sziikséges a simaizom
képz6déséhez, ganglionléc sejtekkel nem kolonizalt embryonadlis E5 utdbél darabokat
transzplantaltunk E9 (HH35) fogadd embryo chorioallantois membranjara (CAM) és 9 napig
tovabb tenyésztettiik. A graftokrdl el6zetesen a cloacat és Remak-gangliont eltavolitottuk,
hogy megakadalyozzuk az sacralis ganglionlécbdl szarmazé képletek ENCC hozzajaruldsat.
A kisérleti graftok csak az ganglionlécmentes utébelet tartalmaztdk, mig a kontroll graftok az
umbilicus utani kozépbél szakaszt is magdba foglaltak, és igy ENCC-ket is tartalmaztak,
amelyek képesek voltak kolonizalni a distalis utébelet a CAM tenyésztés ideje alatt. A CAM
tenyésztés végén
a kontroll graftokban hdarom izomréteget jelent meg (lamina muscularis mucosae, tunica
muscularis interna et externa) , amelyek kifejezik az SMA-t (42. dbra, A) és calponint (42. abra,
C). A CAM-ra transzplantalt bélidegrendszer plexus mynetericus és submucosalisa is jelen van,
amely NCAD + ENCC-ket (42. dbra, A) és Tujl+ enterdlis neuronokat tartalmaz 42. abra, C).
A CAM graftok bélidegrendszerének fejlédési mintazata nagyon hasonlé volt a normal
E14 utdbeléhez (41. abra, S). Az ENCC-ket nem tartalmazé kisérleti graftokban a vart médon
nem alakult ki bélidegrendszer (42. abra, B, D), de a simaizom normal SMA (42. abra, B) és
a calponin (42. abra, D) expressziot mutatott (42. abra, B), jelezve, hogy az utdbél

simaizomfejl6désének mintdzata nem fligg a bélidegrendszer jelenlététdl.

4.5.2. A simaizom differencialoddsdnak gdtidsa rendellenes bélidegrendszerfejlédést okoz.

Az E5 (HH26) kozép-, és utdbelet 3 napig fliggesztett szervtenyészetben a zsigeri
simaizomfejlédést gatlé FK506 és AG1295 jelenlétében tenyésztettiik, hogy tanulmanyozzuk
a simaizom differencidlddds hatdsat a bélidegrendszer fejlédésére és eloszlasi mintdzatara.
Az E5 béltraktus tenyésztése mindkét hatdanyag jelenlétében a simaizom fejl6désének teljes
gatldsahoz vezetett kiemelten a distalis kozépbélben, amelyet megerdGsitett az SMA (43. abra,
A, B) és a calponin (43. dbra, A, B’) expressziéjanak hianya. Az utdbélben a simaizom
differencialdddsat gatlé reagensek nem gatoltdk az SMA expresszidjat (43. abra, A, D), de
a calponin kifejez6dése elmaradt (43. abra, A, D’). A simaizom fejl6désének gatlasa

kdzépbélben a bélidegrendszer rendellenes kialakuldsat eredményezte (43 dbra, C), aminek
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kiemelt jellegzetessége a radialis mintazat elvesztése volt. Ezzel szemben a bélidegrendszer
fejlédése az utébélben -ahol az SMA expresszidja nem volt gatolt- zavartalan volt (43. Abra,
E). Kontroll tenyészetben a simaizom és a bélidegrendszer képzGdése a kozépbélben és az
utébélben nem viltozott (43. Abra, F-J). Osszefoglalva, az eredmények azt mutatjak, hogy az
erekhez hasonldan a simaizom korai differencidldddsa elengedhetetleniil sziikséges a fejl6d6

bélidegrendszer szabalyos radialis mintdzatanak kialakitasaban.

42. abra: Az intestinalis simaizom differenciacidja fiiggetlen a bélidegrendszer kialakuldsatél.
Ganglionokat tartalmazé (A, C) és ganglionmentes (B, D) E5 csirke utdbeleket 9 nap chorioallantois
membran (CAM) tenyésztést kdvetGen SMA (A, B) és calponin (C, D) immunreaktivitasuk alapjan
vizsgaltuk. Az ENCC-k és a differencidlédd neuronok kimutatasara N-cadherin (NCAD) (A, B) és Tujl
(C, D) ellenanyagokat alkalmaztunk. A ganglionmentes utdbél simaizom fejl6dése a bélidegrendszer
hidnyaban is normal modon differencidlédott (B, D), a ganglionokat tartalmazd bélgraftban (A, C)
hasonldan zajlik. Calp, calponin; cm, korkords izomréteg; mm, muscularis mucosae; Ncad, N-cadherin.
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43. abra: A simaizom kialakulasanak gatlasa a bélidegrendszer radiadlis mintazatanak rendellenes
fejlédéséhez vezet. E5 bélszakaszt 3 napig FK-506 és AG-1295 simaizom inhibitorok (A-E), illetve
kontrollként DMSO-t tartalmazé médiumban (F-J) fluggesztve tenyésztettik. Inhibitorok hatdsara
a kozépbél teriiletén a simaizom aktin (SMA) és a calponin expresszié (B-B”) egyarant gatolt, az
utdbélben azonban csak a calponin expresszid hianyzik (D-D”). Ezzel parhuzamosan a kdzépbélben
rendellenes ENS mintazat figyelheté meg (C), az utdbélben viszont normal bélidegrendszeri fejlédése
lathaté (E). A kontroll bél kozép- (G-H), és utdbelében (I-K) egyarant normal SMA és calponin
expresszio, valamint ENS mintazat figyelhet6 meg. Calp, calponin; hg, utébél; mg, kézépbél; Ncad,
N-cadherin.
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4.6. A bél epithelium és a ham-mesenchymalis kélcs6nhatasok szerepe a bélidegrendszer

fejlédésében.

Epithelium-mesenchyma kolcsonhatasokat célzd in vitro kutatdasok szerint
a mesenchymalis millié mellett ham-eredetl morfogének is nagymértékben meghatarozzak
a bélfal sejtjeinek differencidlodasat. A Hedgehog novekedési faktor csaladba tartozd sonic
hedgehog (SHH) fehérjét harom évtizede azonositottak el6szor gerinces allatokban, valamint
emberben. Az embryondlis fejl6dés kezdetén a gerinchirban, majd kés6bb
a végtagbimbdkban és a bélcsé entodermajaban fejez6dik ki és a mesenchymara fejti ki
hatasat. A SHH mads novekedési faktorokat (BMP-4, Wnt, stb) valamint homeobox (HOX)
géneket aktivdlva, a bélcsatorna organogenezisében lejatszédd kezdeti sejtosztddast,
differencialédast és az egyes kompartmentek (el6bél, coecum, utdbél, cloaca) elkilonilését
irdnyitja. Mutdcidja estén a fejl6dé bélcsatornaban nyel6csS sipoly (fistula oesophago-
trachealis), pancreas hidny és cloaca malformatio jelentkezik. Heterozigéta Shh mutans
egerekben a bél mesenchymadlis sejtjei mellett a bélidegrendszer is rendellenesen fejl6dott;
ganglionmentes szakaszok és ectopikus ganglionok alakultak ki (Sukegawa és mtsai., 2000;
Ramalho-Santos és mtsai., 2000). Ezek a kisérletek ugyanakkor nem mutattak ra arra, hogy
a SHH kozvetlenil a ganglionlécsejtekre hat vagy a bél mesenchymasejtek
differencialéddsanak befolyasolasa révén szabdlyozza a bélidegrendszer kialakuldsat. A SHH
jelatvitel bélidegrendszer fejlédésében betoltott szerepét morfoldgiai (in situ hibridizacid,
hisztokémia, immuncitokémia, kett6s immunfluoreszcencia, konfokdlis mikroszkdpia),
sejtbiolégiai  (szervtenyésztés, retrovirus-medialt génexpresszid) és fejl6édésbioldgiai
(chorioallantois membrantenyésztés, testliregkiméra, szoveti rekombindcié) mddszereket

Otvozve vizsgaltuk.

4.6.1. A SHH és a PTC1 expresszioja a bélidegrendszer fejlédése sordn.

In situ hibridizacidval (44. abra, A) és immunfluoreszcenciaval (44. abra, B) E6
embryoban (HH28) kimutattuk, hogy a preganglionaris utobél epitheliuma SHH-ot fejez ki.
A pdrhuzamos metszetek SHH receptor Patched-1 (PTC1) in situ hibridizaciéja az epithelium
alatti mesenchymaban mutat expressziét (44. abra, C). Amikor az ENCCk elérik a distalis

utébelet (HH34) a PTC1 az epithelium alatt és a bélfal szélén korkordsen is expresszalodik
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(44. 4bra, D). A kils6 mesenchymalis PTC1 expresszid lathatdan atfed a kialakuld plexus
submucosus-szal, de a PTCI in situ hibridizacié (44. Abra, D,E) ENCC-t felismer§ p75
immunfluoreszcens festésével kombinalva (44. abra, F, Young és mtsai., 1998; Nagy és mtsai.,
2012) nem mutatott kolokalizaciot. Késébbi fejlédési stadiumdaban az E13 embryoban (HH39)
a PTC1 tovabbra is kifejez6dik a subepithelidlis mesenchymaban (44. dbra, G). A SHH-t
specifikusan a bél epitheliuma expresszalja (44. Abra, H), mig a bursa Fabricii E-cadherin+
epitheliuma (44. abra, H) nem expresszal SHH-t (44. Abra, H). A bursa Fabricii nem tartalmaz
HU+ enterdlis neuronokat (44. abra, J). 16 napos embryonalis stddiumtdl kezdve a PTC1

expresszio eltlinik a kiils6 mesenchymalis rétegbdl és a lamina propria teriiletére korlatozédik.

4.6.2. A bél epitheliuma meghatdrozo szerepet jatszik a bélidegrendszer fejlédésében.

Az epithelium bélidegrendszer fejl6édésében betdltott szerepét elészor csirke és fiirj
embryokbdl szdrmazd bursa Fabricii  epithelium és utdbél mesenchyma szévetek
rekombinaciodjaval vizsgdltuk. Az utébél distalis teriiletén fejl6dé bursa Fabricii (Nagy és Olah,
2010) epitheliuma SHH-t nem expresszal és nem tartalmaz ganglionléc eredet( sejteket, ezért
alkalmas arra, hogy magyarazatot adjon, hogy a bursdbdl izoldlt SHH-t nem termel6
epithelium bélben tortén6é transzplantacidja hogyan befolyasolja a bélidegrendszer
mintazatat, differencidlédasat. A kisérlet soran E9 (HH35) csirke embryobdl izoldlt bursa
Fabricii epitheliumat kollagenaz enzimmel torténé kezeléssel levalasztottuk az alatta fekvé
mesenchymarél és E5 (HH27) fiirj utdobél mesenchymajdval rekombinaltuk. Az epithelium-
mesenchyma Osszetapaddasat 3D kollagén gélben torténd tenyésztéssel segitettiik el6. 24 6ra
kollagén tenyésztés utan a rekombindlt szovetet 3E csirke embryo testlregébe
transzplantaltuk. 9 nap elteltével a graftot immunhisztokémiai festésekkel vizsgaltuk és az
eredményeket 0Osszehasonlitottuk a kontroll tenyészetekkel, ahol E5 firj utdbelet
rekombinaltunk E5 csirke utébél epitheliummal. QCPN immunfestés igazolja a mesenchyma
fiirj eredetét (45. dbra, A,E) és a 8F3 festés, hogy az epithelium, és a bélidegrendszer csirke-

eredetl sejteket tartalamaz (45. dbra, B,F).
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44. abra: A SHH és a PTC receptor expresszidja a fejl6dé utdbélben. A.) In situ hibridizaciéval
kimutathaté az epithelium SHH transzkripcidja, amely immunfluoreszcensen megjeldlve
B.) a subepithelialis mesenchyma iranydba grddiens-szer(i expressziés mintdzatot mutat
(bekeretezett, kinagyitott részlet; a szaggatott vonal az epithelium basalis membranjat jeldli). C.) E6
utdbél in situ hibridizacidja soran a PTC1 expresszidja a subepithelialis mesenchymaban lokalizalédik.
D-F.) E8 utébél PTC1 in situ (D, E) és p75 immunfluoreszcens (F) kettGs jeldlése: a p75+ ENCC és
a PTC1 expresszio nem fed at. Az (E) képen korulirt terilet megfeleltetheté az (F) kép p75+
submucosalis ganglionjanak. G-H.) E13 utdbél és bursa Fabricii PTC1, illetve SHH in situ hibridizacidja:
a két gén csak az utdbélben fejez6dik ki. 1.) E-cadherin az epitheliumot jeldli. J.) HuC/D
immuncitokémia. ep, epithelium; mes, mesenchyma
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45. dbra: Az utébél epitheliuma befolydsolja az enteralis ganglionok méretét és eloszlasi mintazatat.
A E5 firj utdbél mesenchymat (HGmes) E6 csirke utdbél epitheliummal (HGep) (A-D) vagy az E9 csirke
bursa Fabricii epitheliummal (BFep) (E-H) rekombinaltuk. A szoveti rekombindnsokat 9 napig
implantaltuk az E3 embryo testliregében A QCPN immunfestés megerdsiti, hogy a mesenchyma fiirjbél
szarmazik (A, E), mig a 8F3 (B, F) immunfestés a ham, a bélben [évé ganglionok és az erek csirke-
eredetét (B, nyilhegyek) igazolja. Amikor a bél hamot bursa hamra cseréltiik, az enteralis ganglionok
nagyobbak és a hamhoz kozelebb helyezkednek el (F, G), mint a kontroll rekombinaciékban (B, C).
Ezt mennyiségileg megerdsitettiik (I-M): a musculis propria megvastagodottnak tlinik a bursa ham
rekombinacidkban is (H), amelyet a bél falanak megnovekedett vastagsaga (K) és a musculis propria
(L) kvantitativ elemzés igazolja. ep, epithelium; mp, plexus myentericus; smp, plexus submucosus;
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A bursa epitheliumat tartalmazé széveti rekombinansokban nagy, ektopikus helyzeti
HuC/D+ ganglionok jelennek meg kozel az epitheliumhoz, ami jelent&sen eltér a kontroll belek
idengrendszerének mintazatatdl (45. dbra, C, G). A 45. Abra | képén megfigyelhets, az
epithelium és a submucosalis ganglionok kozotti tavolsag szignifikdnsan kisebb a bursa
epitheliumanak jelenlétében (56+25um), valamint a ganglionok mérete is jelent6sen nagyobb
(92+41pum v. 35+17um; 45. 4bra, J). Simaizom aktin festés kilénbséget mutat az izomréteg
vastagsagaban is (45. dbra, D,l). A bursa epithelium+bél mesenchyma rekombindnsokban
(45. dbra, K,L) a bélfal teljes és a muscularis propria vastagsaga megn6tt (45. dbra, M). Ezekben
a graftokban a muscularis mucosae kozvetlen az epithelium alatt helyezkedik el (45. dbra, H),
sokkal kozelebb, mint bél ham+bél mesenchmya rekombindlasbdl létrejott graftokban

(45. abra, D).

4.6.3. A SHH jeldtvitel gdtldsa intesztindlis hyperganglionozishoz vezet.

A SHH expresszio hidnya a bursa epitheliumaban, illetve a bélidegrendszer abnormalis
fejl6dése a bursa epithelium+bél mesenchyma rekombindansokban azt a feltételezi, hogy a bél
epitheliumbdl szarmazé SHH novekedési faktor elengedhetetleniil sziikséges bélidegrendszer
normalis fejlédéséhez. A kovetkezd kisérletben, E5 kozép-, és utdbelet 3 napig tenyésztettiik
SHH fehérje (2 pg/ml) vagy SHH jelatvitelt gatlé cyclopamine (2 uM) jelenlétében.
Wholemount preparatumokat és hosszmetszeteket HuC/D ellenanyaggal festettik meg
(46. dbra). Kontroll E5 embryoban az enterdlis neuronok csak a distalis kozépbél szintjét érik
el (Fig 3A, nyilak), de a E8-re a distalis utdbelet is kolonizaljak (46. abra, B, nyilak). Ehhez
hasonléan, amikor E5 kozép+utdbelet tenyésztettiink 3 napig az utébél a teljes ENCC
kolonizacidjat mutatja (46. abra, C). Ezzel ellentétben, amikor a tenyésztés soran SHH fehérjét
adtunk az embryonalis belekhez az utébél ganglionmentes marad (46. abra, D, 1), mig
cyclopamine hozzdaddasaval, az utdbél teljes kolonizacidja végbemegy és nagyméretd,

ektopikus ganglionok kialakuldsa figyelheté meg. (46. abra, E, J).

A SHH jeldtvitel gdatldasa miatt keletkezett rendellenes ganglionok az ENCC-k

proliferacidés képességének megvaltozasa, tulélése vagy differencidldodasa miatt johetnek
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létre. A sejtosztoddas mértékét a BrdU beéplilés mérésével a migracidban eldljaré p75+ ENCC-
kben, SHH fehérje vagy cyclopamine jelenlétében vizsgaltuk. Kontrollként nem kezelt
utdbeleket haszndltunk, itt a BrdU+ sejtek elsGsorban a submucosalis mesenchymaban
figyelhet6ek meg, ahol a p75+ ENCC-k 29,7%+t8,7%-a bizonyult BrdU pozitivnak is
(47. dbra, A). A SHH kezelés fokozta a mesenchymalis sejtek proliferacidjat (47. abra, B),
de nem volt hatdssal az ENCC-k osztdéddasdra (22,9%+11,4%). Ezzel szemben a cyclopamine
kezelés jelentésen novelte a p75+ ENCC-k osztéddsat (47. dbra, C; 52,8%+14,8%) (47. abra, D).
Egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk fokozott kaszpaz-3 aktivitdst (47. abra, E-G).
Apoptdzist csak néhol elszértan a bél mesenchymajaban figyeltiink meg, illetve E8 dorsalis
érz4 ganglionban, melyrdl ismert, hogy apoptotikus ganglionléc sejteket tartalmaz, igy pozitiv

kontrollként szolgalt.

4.6.4. A SHH eléseqiti az enterdlis neuronok differencigloddsat.

A SHH bélidegrendszer differerencialdddsara gyakorolt hatdsat beta-llI-tubulint
felismeré Tujl és neurofilamentum specifikus ellenanyagokkal kett6s immunfluoreszcens
festéssel vizsgaltuk. A Tujl ellenanyag korai differencidlodé neuronokat jeldl, mig
a neurofilamentum expresszié a kés6bbi neuronokra jellemz6 (17., 19. dbra). Miutan 5 napos
embryondlis beleket tenyésztettlink 3 napon keresztil cyclopaminnal a Tujl+ sejteket
egyarant megtalaltuk az enterdlis plexusokban, de a neurofilamentum még nem fejez6dott ki
(47. abra, H-1""). A SHH kezelt tenyészetekben a p75+/Tujl+ neuronok csak a coecum szintjéig
voltak megfigyelhetdk, a sejtek tobbsége neurofilamentumot is kifejez (47. abra, 4H-J), ami
azt sugallja, hogy a SHH el6segiti a legeldl haladd ENCC-k korai neuralis differencialéddasat és

ez vezet aganliondzishoz.
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46. abra: A SHH koncentracid kisérletes megndvelése agangliondzist okoz, mig a Hedgehog jelatvitel
gatlasa hypergangliondzishoz vezet. A.) E5 stadiumban az legel6l haladé ENCC-k a kézépbél teriiletén
jarnak (nyil), A) mig a 8. embryonadlis napra (B) mar az utdbél distalis szakaszat is elérik (nyil).
A,F.) E5 bélszakaszokat 3 napig tenyésztettiik: (C,H) nem kezelt, (D,I) SHH fehérje, (EJ) vagy
cyclopamine jelenlétében. D, I.) SHH hozzdaddsa meggatolta az utébél ENCC kolonizacidjat, mig
a jelatvitel cyclopamine-nal torténé gatlasa (E, J) nagy és ektopikus ganglionok megjelenéséhez
vezetett. Ep, epithelium; hg, utébél; mg, kozépbél; NoR, Remak-ganglion; mp, plexus myentericus.
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47. abra: A SHH és a cyclopamine kezelés hatasa az ENCC-k proliferacidjara és differencialédasara.
A.) E8 nem kezelt, (B) E5+3 napos SHH kezelt és (C) E5+3 napos cyclopamine kezelt embryonalis bél
keresztmetszete. Az 0sztddo sejtek kimutatasara BrdU jel6lést (piros) alkalmaztunk, mig a ganglionléc-
eredetli sejteket p75-el (zold) jeloltik. D.) A kezelések soran megfigyelt kettGsen pozitiv sejtek
szamadatai oszlopdiagramon. E,F.) Apoptdzis kimutatdsara a metszeteket aktivalt kaszpdaz 3-al és Tujl-
el jeloltiik. G.) A pozitiv kontrollként szolgald hatsé gyokér ganglionban (DRG) jelentds apoptotikus
aktivitas lathaté. Tujl és neurofilalmentum festéssel a korai, illetve a kés6i neuronalis differencialodast
vizsgaltuk. (H’-)’) Tujl1+ neuronok az osszes kezelt csoportban megjelentek, (H”’-)”’) neurofilamentum
pozitivitas viszont csak a SHH kezelést kbvet6en lattunk. *P<0.002, **P<0.0004.
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4.6.5. A SHH az extracelluldris mdtrix expresszios mintdzatdt szabdlyozza a fejlédé bélben.

Mivel az SHH receptor nem expresszalddik az ENCC-ken, felmeril az a lehet&ség, hogy
hogy a bélidegrendszer fejlédésére gyakorolt hatds indirekt modon a mikrokérnyezet
megvaltoztatasaval torténik. A SHH extracellularis matrix (ECM) komponenseinek eloszldsara
gyakorolt hatasat immuncitokémiai mddszerekkel vizsgdltuk: kollagén 1, I, VI, IX, XVIII,
laminin, fibronectin, versican, tenascin, agrin, heparan-szulfat- és kondroitin-szulfat
proteoglikdn ellenanyagokkal végeztiink immunfestést. A fibronectin egyenletesen
expresszalédik a bél mesenchymajiban, intenziv fibrilldris festést mutatva a bels6
mesenchymadlis rétegben. SHH és cyclopamine kezelés nem viéltoztatta meg lényegesen
a fibronectin eloszlasi mintazatat (48. abra, A-D). Ehhez hasonléan a kollagén I, VI és XVIII,
laminin, agrin és heparan-szulfat expresszidja nem valtozott szdmottevGen (adatokat nem
mutatjuk). E8 utébélben normdl esetben a kollagén | a kiils6 mesenchymalis rétegben
fejez6dik ki (48. abra, E,F). Ezzel szemben, ha E5 utdbelet 3 napig SHH vagy cyclopamine
jelenlétében tenyésztiink, megvaltozott mintdzatot tapasztalunk, a kollagén | a bél bels6
mesenchymarétegre korlatozédik (48. dbra, G). A legjelent6sebb ECM-ban torténd valtozast
a kondroitin-szulfat proteoglikdn molekuldk expresszidja mutatta, amelyekrél ismert, hogy
gatlo faktorai a ganglionléc sejtek vandorlasanak (Ring és mtsai., 1996; Dutt és mtsai., 2006).
A CS-56 (a kondroitin-szulfat proteoglikdnok glikdzaminoglikdn részét jeloli), kollagén IX és
a kiilonb6z6 versican izoformak (Landolt és mtsai. 1995; Zanin és mtsai. 1999; Dutt és mtsai.,
2006; 2011) kozvetlen a hdm alatt expresszalédnak. SHH kezelés hatasara valamennyi CSPG
tipusi molekula expresszidja kiterjed a teljes mesenchymdra, mig a cyclopamine kezelés
kifejezetten csokkentette a kollagén IX és a versican expresszids teriletét a subepithelialis
mesenchymadban (48. abra, I-P). Az SHH CSPG molekuldk expresszéjara kifejtett hatdsat
funkcio-blokkolé ellenanyaggal (klon: 5E1, Ericson és mtsai., 1996) is megnéztiik. Az 5E1
kezelést kovetSen a p75 expressziot mutatd ganglionok tulméretezettek és ektopikusan
jelennek meg a bélben, akdrcsak a cyclopamine kezelés esetén, ami egyltt jart a CS-56,
a kollagén IX. és a versican (V2 izoforma) expresszidjanak a bels6 mesenchyma szintjére
tortén6é csokkenésével (49. d4bra). Kvantitativ RT-PCR mddszerrel igazoltuk, hogy E5
tenyésztett embryonalis belekben a SHH csokkentette a mesenchymalis GDNF expressziot,

mig az EDN3 expresszid valtozatlan maradt (50. abra).
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48. abra: A SHH expresszié megvaltozasa mdodositja a bél extracellularis matrix mintazatat. (A, E, |,
M) E8 csirke embryo utdbelében szdmos matrix fehérje expressziés mintazatat vizsgaltuk, és
hasonlitottuk 6ssze E5 utébél 3 napig kilonboz6 kisérleti 6sszeallitdsokban tenyészeteivel: (B, F, J, N)
nem kezelt, (C, G, K, O) SHH fehérje (D, H, L, P) és cyclopamine kezelt. (A-D) A fibronectin, (E-H)
a kollagén |, (I-L) a kollagén IX és (M-P) a versican VO/V2 komparativ expresszidja az utdbél kézépsd
szakaszdnak keresztmetszeti dbrain. ep, epithelium; NoR, Remak-ganglion.
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49. dbra: Az SHH funkciégatlo

ellenanyag a  cyclopamine-hoz
hasonlé hatast mutat. Az E5 csirke
utdbél szakaszokat kollagén gélben
tenyésztettiik 3 napig.
A p75 (A, E), CS-56 (B, F), a IX.
Kollagén (C, G) és a versican V2 (D, H)
expresszidja szignifikansan
megvdltozik a SHH funkcidgatlé 5E1

nev( monoklonalis ellenanyag
jelenlétében E,H). A versican
expresszios domén  mennyiségi

mérése meger@siti  az  immun-
hisztokémiai eredményeket (1).

50. abra: A SHH tdltermelése
csokkenti a GDNF  expresszids
szintjét. Az EDN3 és GDNF gének
relativ.  expresszidjat 3 napig
tenyésztett E5 bélben, hozzdadott
faktor nélkal (Ctrl) vagy 2 pug /ml SHH
rekombinans fehérje jelenlétében,
gRT-PCR-rel hataroztuk meg. Mig az
EDN3 expresszidjat nem befolyasolta,
a GDNF expresszidja SHH jelenlétében
jelentésen csokkent. * P <0,01.
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4.6.6. A SHH retrovirus medidlt funkcionyerés aganglionozist okoz.

Az SHH hatasat a bélidegrendszer fejlédésére in vivo rendszerben is megvizsgaltuk,
ahol csirke SHH-t expresszalo replikacidra képes retrovirus (RCAS) felhasznalasaval fejeztettiik
ki a SHH-t. Kordbbi tapasztalatainkat felhasznalva (Goldstein és mtasi, 2005) az RCAS virust
E2 embryo leendd utébél mesodermajaba injektadltuk. Az RCAS-SHH fert6z6tt embryok
morfoldgidja markans kilonbségeket mutatott az embryondlis fejl6dés 5. napjara, amikor
a hatsé végtagon extra ujjak jelentek meg, ahogy ezt mar kordbban Riddle és munkatarsai is
megfigyelték (Riddle és mtasi., 1993). Az embryondlis fejl6édés 8. napjara az RCAS P19 gag
fehérjéjét felismerd 3C2 ellenanyag extenziv viralis expressziét mutat a bélfal szintjén. Fontos
megjegyezni, hogy a HNK-1 pozitiv ENCC-k hidnyoznak az utébél mesenchymabdl, ahol a SHH
tulexpresszidja figyelhet6 meg, amely aldtdamasztja a SHH altal indukalt agangliondézist. Mivel
az RCAS-SHH fert6zott embryok 80%-a az embryondlis fejl6dés 8. napjara elpusztult, 5 napos
embryondlis  kozépbél/utébél szakaszokat injektaltunk RCAS-SHH-al, amelyeket
chorioallantois membranon tovabb tenyésztettiink 9 napig. A sikeres viralis replikaciot a 3C2
immunfestés bizonyitotta, az erGteljes SHH expressziét pedig az SHH specifikus ellenanyaggal
lehetett kimutatni. A SHH-tulexpressziot mutatd utdbél ENCC altali kolonizacidja jelentGsen
lecsokkent, sulyos hypogangliondzis volt megfigyelhet6 a proximalis utébél szintjén, mig
agangliondzis a distalis utdbél szintjén. Ezen feliil, a ganglionmentes szegmenshez képest
proximalisan elhelyezked6 enterikus ganglionok kisméretliek, szérvanyosan és ektopikusan
jelentkeznek, nem mutatjdk a kontroll bél esetében megfigyelt mintazatot, a jél elklilonilt
myentericus és submucosalis plexusok létrejotte elmarad. Ugyanakkor a HU+ enteralis
neuronok kozvetlenil az epithelium melett figyelhetéek meg, ahol normal esetben nem
fordulnak el6. A simaizom fejl6dés ugyanugy zavart szenved az ebben a stadiumban
megfigyelhet6 normal, harom izomréteghdl (muscularis mucoasae, bels6é korkoros és kiilsé
longitudinalis) &ll6 mintdzathoz képest. Erdekes médon a SHH tllexpresszidja esetén
a kollagén IX expresszidja dramaian megnovekszik; a versican expresszidja hasonld

valtozasokat mutatott (51. abra).
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51. abra: A SHH-RCAS és cyclopamine kezelés in vivo hatdsa a bélidegrendszer fejl6désére.
(A) Az RCAS-SHH E2 csirke embryo utdbelének mezodermajaba injektalasat kovet6 5. embryonalis
napra a hatsé végtagokon polidaktilia (szamfeletti ujjak) és farokbimbd malformacié (nyil) alakult ki.
(B) A 2 naposan injektalt embryo E8 korara az RCAS expresszid az utobél teljes teriiletére kiterjedt (C),
ami a bélidegrendszer hypoganglionézisaval tarsult agangliondzissal jar egylitt. (D) E5 csirke embryobdl
izolalt vastagbél-coecum-distalis vékonybél részletének makroszkdépos képe mikroinjektalds utan.
A nyilak az injektdlas helyét mutatjak, ami a 0,1%-os Fast Green festék kékeszold szinnel jel6lt. Az izolalt
béldarabot 3-3 helyen (proximalisan, kozépen és distalisan) injektaltuk. (E) A chorioallantois membran-
(CAM)-tenyésztés makroszkopos képe. (F) 9 nap CAM tenyésztést kovetSen az RCAS és a (G) SHH
expresszid az utdbél teljes szélességére kiterjedt. (H) A virusfert6zés kovetkeztében a 14 napos
utébélben hypogangliondzis és ektopikusan elhelyezked6 ENCC-k, valamint (I) megvaltozott simaizom
fejlédés figyelhet6 meg. (J) E14 cyclopamine kezelt vastagbél keresztmetszetén a plexus submucosus
hypergangliondzisa (nyil), valamint (K) megvastagodott simaizomréteg abrazolddik. Ep, epithelium;
pm, plexus myentericus; psm, plexus submucosus
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4.6.7. A SHH mesenchymadlis kollagén IX expressziot indukdl.

Normdl embryoban a kozép-, és az utébél mesenchymadja kollagén IX-et expresszal,
viszont a bursa Fabricii mesenchymaja kollagén IX-et nem tartalmaz (52. abra, A). Amikor SHH
expressziot mutaté E6 utdbél epitheliuma E9 bursa mesenchymaval rekombinaltunk és
3 napos embryo testiregében tenyésztettiik az utdbél epithéliuma kollagén IX expressziét
indukalt a bursa mesenchymadban (52. abra, B, C). Hogy valéban a SHH felel6s a kollagén IX
a E9 bursa epithelio-mesenchymalis kezdeményébe (52. abra, D) és chorioallantois
membranon tenyésztettlink. A microgyongyok mesenchymalis kornyezete erds SHH
immunpozitivitdst mutatott (52. abra, E), amihez a kornyez6 mesenchyma sejtekben

kollagén IX immunreaktivitas tarsult (52. abra, F).

tissue recombination

o

¥

P :
collagen IX
52. abra: Az SHH indukalja a kollagén IX mesenchymalis expresszidjat. A.) A bursa Fabricii
mesenchymadja kollagén IX molekulat nem fejezi ki. B.) Az E6 csirke utdbél epitheliumat E9 bursa
mesenchymaval rekombindltuk és 10 napig E3 csirke testiiregben tenyésztettiik. C.) Az utdbél
epitéliuma ektopikus kollagén IX expresszidt indukdlt a kérnyez6 bursa Fabrici mesenchymajaban.
D.) A SHH novekedési faktorral atitatott microgyongyoket E9 csirke bursa telepébe Ultettlik és 7 napig
CAM-on tenyésztettiik. E.) A SHH fehérje expresszidja a microgyongyon és kornyékén jol kivehetd, ami
a kollagén IX mesenchymajaval tarsul (F, nyilak). BF, bursa Fabrici; CAM, chorioallantois membran;
ep, epithelium; hg, utdbél.
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4.6.8. A SHH kézvetett modon gdtolia az ENCC-k migrdcidjdt.

Az ENCC-k nem expresszalnak PTC1 receptort, ami arra utal, hogy a SHH nem kdzvetlen
modon hat a bélidegrendszer fejlédésre, hanem feltehetdleg az extracellularis mikrokdrnyezet
megvaltoztatdsaval, indirekt mdédon okoz agangliondzist. A SHH molekula ENCC migracidéra
gyakorolt kozvetett vagy kozvetlen befolyasanak vizsgalatdra E8 kozépbeleket GDNF (10
ng/ml), valamint GDNF és SHH (2 pug/ml) kett6s kezeléssel 48 dran at tenyésztettiink (53. abra).
A kordbban ismert adatok alapjan, a GDNF markans ENCC migracidhoz vezetett (53. abra, A),
mig a hozzaadott SHH gdtolta a GDNF altal kivaltott ganglionléc eredet(i sejtek migracidjat.
Fontos azonban megjegyezni, hogy a migracié gatlasaval egyid6ben, a versican tipusd ECM
fehérje expresszidja jelent6sen megndétt a SHH jelenlétében, a subepithelidlis lokalizaciéval

ellentéteben a teljes bél mesenchymadra kiterjed6 mintdzatot mutatott (53. dbra, E,F).

A SHH ENCC migracidra gyakorolt dirket és indirekt hatdsainak elkiilonitésére,
E6 kozépbelet GDNF jelenlétében, 24 6ran at fibronectin kezelt felszinen tenyésztettlink
(53. dbra, G). A PTC1 gén in situ hibridizacidja igazolja, hogy a PTC-1 kifejez6dik a bél
mesenchymadban, a HNK1 pozitiv ganglionléc eredeti sejtekben azonban nem expresszalddik
(53. abra, H). 24 6ras GDNF kornyezetben torténd tenyésztést kovetéen, rekombinans SHH
proteint (2 ug/ml) adtunk a médiumhoz, amelyet tovabbi 48 6ras tenyésztés kovetett. Ahogy
azt a 53. adbra, | is mutatja, az erdteljes GDNF-indukdalt ENCC migracid folyatédott a SHH
jelenlétében is; a sejtek 500 um tavolsdgra is kivandoroltak (n=10). Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a bél mesenchyma hianydban a SHH-nak nincs kdzvetlen gatld hatasa az

ENCC-k migracidjara.
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53. abra: SHH nem kozvetleniil hat az ENCC-k vandorlasara. E8 kozépbelet GDNF (A, C, E) vagy
GDNF+SHH (B, D, F) jelenlétében kollagén gélben 48 6ran at tenyésztjiik. A GDNF indukalja az ENCC-k
kivandorlasét az embryonalis bélbdl (A, C), mig a SHH hozzdadasa gatolja ezt a chemoattraktans hatast
(B, D). E,F.) SHH jelenléteben a versican expresszié szignifikdns novekedését mutatott. G,H.) A PTC1
expressziod in situ hibridizaciés jelolése nem mutat expresszidt a 24 éras GDNF indukalt ENCC-ben.
I.) A SHH hozzadadasa és tovabbi 24 tenyésztése szerint az SHH nem gatolja a GDNF indukalt ENCC-k
folyamatos vandorlasat.
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4.6.9. A SHH gdtolja az egér bélidegrendszer fejlédését.

Egér embryoban az embryonalis fejl6édés 12.5 napjan a vandorlé ENCC-k az utébél
kozépss szakaszan jarnak (54. abra, A). Hasonldan a csirke embryohoz, ebben a stadiumban
végzett p75 és PTC-1 kettds immunfluoreszcens festés szerint a PTC-1 expresszio a belsé
mesenchyma teriletére korlatozédott, a p75+ ENCC-k felszinén nem mutathatd ki (54. abra,
B). Abban az esetben, amikor a E12.5 utobél tenyésztés csak tiszta médiumban (54. abra, C)
vagy cyclopamine jelenlétében tértént (54. dbra, D) az ENCC-k utébél kolonizacdéja végbement,
a migralé sejtek a distalis utébél szintjét is benépesitették. Cyclopamine kezelt belek esetén
a CSPG-t jelol6 CS-56 expresszidja jelentGsen lecsokken és a belsé mesenchyma terliletére
koncentralddik (54. abra, C,D). A rekombindns SHH fehérje hozzdaddsdval a distalis utébélben
agangliondzis figyelheté meg, ahol a madaradr embryoban észlelt eredményekhez hasonldan,

a CS-56 molekula az egész mesenchymara kiterjedd expressziét mutatott (54. abra, E).

catenary Culture on silicone]E12.5

no additive cyclopamine

54. abra: SHH jelatvitel hatasa az egér bélidegrendszerének fejl6désére. A). E12.5 egér embryoban
a vandorld p75+ ENCC-k az utébél kozépsd szakaszanadl jarnak (2. metszet), a distalis utébél ebben
a stddiumban még ganglionmentes (3. metszet). B.) A p75+ és a PTC1 expresszié nem mutat atfedést.
48h elteltével az ENCC-k elérik a distalis utobelet. C-E.) A nem kezelt, cyclopamin és SHH kezelt utébél
kollagén gélben tenyésztett bél dsszehasonlité CS-56 expressziés mintazata. D.) A cyclopamine nem
gatolta az enterdlis ganglionléc-eredeti sejtek vandorlasat; CS-56 expresszidja lecsokkent,
a mesenchyma belsé teriletére koncentralédott. A SHH jelenléte distalis agangliondzishoz vezetett,
ami egyltt jar a mesenchyma diffz és intenziv CS-56 expresszidjaval.
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4.7. Tenascin-C szerepe a bélidegrendszer fejlédésében

Miutan kimutattuk, hogy normal embryoban a ganglionlécbdl szarmazé ENCC-k bélben
torténd migracids iranyanak és helyének kijeloléséhez egyfajta vezérfonalként m(ikodik
a bélfal kapillarisainak laminin+ basalis membranja, a kovetkez6kben a részletesebben
vizsgaltuk az extracelluldris matrix valtozdsat a bélidegrendszer fejl6dése sordn.
Sorozatmetszeteken végzett immuncitokémia festésekkel megfigyeltiik, hogy az E4.5-E5
id6szakban, amikor az ENCC sejtek a distalis kozépbélben vandorolnak, a tenascin-C jelen van
a kozép, és utdbél mesenchymajiban, de teljesen hidnyzik coecum mesenchymajabol
(55. abra, A,B). A kovetkez6 embryondlis napon (E6) az N-cadherint kifejez6 vandorléd ENCC-k
elérik a coecum tenascin-mentes teriletét, ahol a tenascin-C expresszié foltokban lokalizdva
figyelhet6 meg. Az N-cadherin ebben a fejlédési allapotban a coecum mesenchymajaban is jol
kivehetS, akdrcsak a HNK-1 és p75 (14. dbra). A tenascin-C expresszidjaval ellentétben,
fibronectin és laminin egységesen termel6dik az embryondlis bél valamennyi szakaszdban
(55. abra, F,G). Mivel a coecumban talalhaté tenascin-C immunreaktivitas képe és a migrald
ENCC eloszlds kozott nagy hasonldsagot taldltunk, kettés-immunfloreszcens festést
alkalmaztunk tenascin-C és p75 ellenanyagokal, hogy meghatdrozzuk a tenascin-C fehérje
expresszids mintazatat az ENCC-k vandorlasa idején. Kimutattuk, hogy amikor az ENCC sejtek
a coecumot és a proximalis utdbelet kolonizaljak, a migrald ENCC sejtek kornyezetét intenziv
tenascin-C expresszié jellemzi (55. dbra, H, 1). Az E5, E6 és E8 stadiumokbdl izoldlt utdbél
Western-blot analizisével kimutattuk, hogy a laminin és fibronectin egyforman er&sen
expresszalddik a kozépbélben, coecumban és utdbélben. Ezzel ellentétben, az E5 stadiumban
a tenascin-C hianyzik a coecumbdl, nagyon kis mértékben van jelen az E6 stadiumban
(56. abra), mely alatdmasztja az immunhisztokémiai eredményeket. Az umbilicus utani
bélszakaszok minden szegmensén az ENS fejl6déssel parhuzamosan a tenascin-C expresszio is

felerdsodik.
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55. abra: A tenascin-C (TNC) expresszio kolokalizal a legeldl vandorlé ENCC-kel. A temascin-C
dinamikus expresszidja lathaté a E4.5 (A), E5 (B), E6 (C) és E7 (D) embryo posztumblikalis
bélszakaszanak hosszmetszetein. A tenascin-C mesenchymalis kifejez6dése E4.5-5 stadium kozott
a coecumtdl proximalisan és distalisan figyelehetd meg, a coecalis régidban hidnyzik (A és B nyil), itt az
ENCC-k el6rehaladtaval parhuzamosan, E6 (C, nyil) és E7 (D, nyil) stadiumokban jelenik meg. E6 bél
hosszmetszetének N-cadherin immunfestése alapjan a legeldl vandorléd ENCC-k ebben a stadiumban
a coecum magassagaban jarnak (E), a bekeretezett teriilet lathaté kinagyitva). E6 bélfalban
a fibronectin (F) és a laminin (G) egyarant expresszalddik. E7 utdbél proximdlis szakaszanak
hosszmetszetérél készitett konfokalis képen a legeldl vandorlé p75+ ENCC-k (zold) koéril kifejezett
tenascin-C fest6dés (piros) lathatd (H), a nyil az | abran kinagyitva lathaté teriletet jeloli).
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56. abra: A tenascin-C fehérje dinamikus expressziét mutat a distalis bélszakasz fejlédése soran.
A laminin, a tenascin-C és a fibronectin expressziés szintjének meghatdrozdsa immunoblot analizissel

< sez

lizdatumabdl. mg, kozépbél; hg, utdbél.

4.7.1. Avagus velbcsé réqiobdl szarmazd ganglionléc-eredetii sejtek tenascin-C-t fejeznek ki.

E8 stadiumu csirke embryok keresztmetszeteinek tenascin-C immunfestése szerint
a plexus myentericus és submucosalis (57. dbra, A,B) erGs tenascin-C immunreaktivitast
mutat. Ezzel ellentétben, sacralis régidobdl szarmazé ganglionléc eredeti strukturdk, a Remak-
ganglion és plexus pelvicus nem fejezik ki ezt a tipusi ECM molekulat (57. dbra, C). Ismert tény,
hogy a HH13 és HH21 fejlédési stadiumok kozott torténik a vagus, illetve a sacralis eredet(
ganglionléc sejtek ventralis irdnyd migrdcidja (Kuo és Erickson, 2011). A vel6cs6bél késziilt
fagyasztott metszeteken, valamint vagus és sacralis régiobdl izolalt vel6cs6 tenyészeteken
kimutattuk, hogy csak a vagus teriiletrél kilép6 ganglionléc sejtek képesek tenascin-C

termelésre, a sacralisbdl jov6 sejtek nem expresszaljak ezt a molekulat (57. dbra, D-J).

4.7.2. ENCC sejtek meghatdrozzak a tenascin-C expresszios mintdzatat.

A vagus eredetl ENCC sejtek koruli tenascin-C immunreaktivitas jelenlétére alapozva
feltételeztiik, hogy az ENCC-k sziikségesek a tenascin-C expresszidhoz. Ennek igazolasara,
E5 staddiumu ganglionmentes vastagbelet kozépbéllel és coecummal egylitt vagy anélkdl
(58. abra, A), E9 embryo chorioallantois membranjan (CAM) 8 napig tenyésztettiik.
A kozépbelet is tartalmazé CAM graftokat teljesen kolonizalddtak a Tujl+ enterdlis neuronok
(58. abra, B), és er6s tenascin-C expressziét mutattak végig a bél mesenchymajiban
(58. abra, C). Ezzel ellentétben, coecumot nem tartalamzé CAM graftok angalionitikusak
maradtak (58. &bra, D), a tenascin-C expresszid jelentGsen eltérést mutatott; sem
a nyalkahdrtya alatti rétegben, sem pedig a lamina propridban nem volt kimutathatd

a tenascin-C (58. abra, E).
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57. abra: A vagus régiobol
szarmazo ganglionléc-eredetii
sejtek tenascin-C-t termelnek. A-
C.) E8 embryobdl a sematikus abran
jelolt szinteknek megfelel
magassagban készitett
keresztmetszetek p75 és tenascin-C
(TNC) ellenanyag jelolése. Az utdbél
submucosalis plexusanak
ganglionléc-eredetd ENCC-jeit
tenascin-C veszi koril (A; az A abran
bekeretezett teriilet a B abran
lathaté kinagyitva), mig a sacralis
ganglionléc-eredetd strukturdk,
mint a NoR és a plexus pelvicus
koriil nincs tenascin-C pozitivitas
(A, C). HH17 embryo vagus régié
(D, 3. G6scsigolya) és sacralis
(F, 30. G6scsigolya) régid szintjén
készitett keresztmetszetek HNK-1
és tenascin-C-vel jel6lve. A (D) és (F)
abra bekeretezett teriileteinek E-E”
és G-G” abrdkon lathatd nagyitott
felvételei alapjan a vagus régiobdl
szarmazo ganglionléc sejtek kordl
megjelenik, a sacralis ganglionléc
sejtek korl viszont nincs tenascin-C
immunreaktivitds. Vagus és sacralis
vel6csészakaszokat 24 6rdn
keresztiil fibronectinnel boritott
felszinen  tenyésztettiik.  H-J.)
A vagus régiobol  szdrmazé
vel6cs6t6l  elvandorlé  HNK1+
ganglionléc sejteket tenascin-C
veszi koril, mig az tenyészt6edény
felszinén szintén jol vandorld
sacralis eredet( ganglionléc sejtek
koril nincs tenascin-C pozitivitas.
drg, hatsogyoki ganglion; NoR,
Remak-ganglion; n, gerinchur; nt,
vel6cs6; s, Oscsigolya;  smp,
submucosalis plexus.
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A CAM transzplantacidos technika lehet6vé tette annak tesztelést is, hogy
0sszehasonlitsuk a vagus és sacralis régidbdél szarmazé ENCC sejtek tenascin-C expresszidjat.
Az utdbélhez asszociadlt Remak-ganglion és plexus pelvicus ganglionjaiban (sacralis vel6cs6

eredetl ganglionlécbdl képz6dé képletek) nincs tenascin-C expresszidé (nem mutatott adat).

Kiegészit6 embryomanipulaciés mddszerként, vel6cs6+ganglionléc ablacid utan is
megnéztik az ENCC-k kdrnyezetében taldlhatd tenascin-C expresszids mintazatat. HH9-10
embryokban a vel6csé vagus szintjének ablacidja agangliondzist okoz az utébélben. A kontroll
embryokbdl szarmazé utébélre normalis N-cadherin (59. abra, A) és HuC/D (59. abra, B)
eloszlds jellemz6, a tenascin-C (59. abra, C) expresszidja intenziven a bélidegrendszer koril
lokalizalddik. A velGcsé ablacidval okozott ganglionmentes utdbelekben a tenascin-C

expresszio hidnyzik a submucosabdl és a lamina propridabdl (59. abra, F).

4.7.3. Az ENCC sejtek tenascin-C-t termelnek a bélidegrendszer fejl6dése alatt.

Az ENCC markerek és a tenascin-C kolokalizacidja, valamint a submucosalis tenascin-C
expresszid hidnya az aganglionitikus utdbelekben, azt sugalljdk, hogy vagy az ENCC sejtek
termelik a tenascin-C-t, vagy az ENCC-k jelenléte sziikséges a tenascin-C lokdlis expressziojaért.
A kérdés megvalaszoldsdra patkany-csirke embryokbdl létrehozott vékonybél-testiireg
kimérakat haszndltunk. E13.5 patkdny embryobdl izolalt ganglionlécmentes utdbelet E3 csirke
embryo testliregébe ltettliink és 7 napig tenyészettik. Kordbban kimutattuk, hogy a
testliregbe transzplantdlt ganglionlécmentes bélszakaszokat a fogadd csirke embryo vagus
eredetl vel6cs6bél szarmazé ENCC sejtjei kolonizaljak (Nagy és Goldstein 2006). A graft
szignifikdns ndvekedésen megy keresztiil a testliregben vald tenyésztés alatt (60. dbra, A), a
myentericus plexust a csirke ENCC sejtjei kolonizaljak, amit a csirke sejtekre specifikus
ellenanyag (8F3), és a p75 (ENCC marker) kolokalizacidja bizonyit (60. abra, B). A graftokban
egy bels6, p75- csirke sejtekbdl allé sejtréteg is jelen van, amelyek csirke specifikus endothel
markerrel (MEP21) jelolédnek (60. dbra, C). Ez azt mutatja, hogy az ENCC-k mellett endothel
sejtek is kolonizaltdk a graftot. Differencialt csirke neuron marker (CN) expresszidja igazoljaa
plexus myentericus csirke embryo eredetét (60. abra, D) a patkdny embryobdl szarmazo
graftokban. Parhuzamos metszetek csirke specifikus tenascin-C ellenanyaggal torténd jeldlése
(a patkany eredet(i tenascin-C—t nem jeldli; 60. dbra, G), specifikus expresszidét mutatott a p75
immunreaktiv sejtekkel koriil, amely igazolja, hogy ezekben a graftokban a tenascin-C fehérjék

forrasai a csirke eredet(i ENCC sejtek (60. abra, E,F).

-112 -



dc_1807_20 ,
- - EREDMENYEK

+ceca i
Il .-ceca |
Tk hindgut

cg -ceca+cloaca A

Ganglionic grafts (+ ceca) Aganglionic grafts (- ceca)
R S R Y. , e S

‘ musc TR

/ », ~ . 3
L .

3 g

NoR

|

58. dbra: A ganglionmentes utobél teriiletén nincs submucosalis tenascin-C expresszio. Az E5 bélben
a vandorld ENCC-k épphogy elhagyjak az umbilicalis régid magassagat. A sematikus abranak (A)
megfelel6en, a vandorld ENCC-k legelsé sejtjeit is tartalmazo (+coecum) vagy coecum nélkiili (-coecum)
distalis bélszakasza 8 nap CAM tenyésztés utan ganglionokat tartalmazd (+coecum), illetve
ganglionmentes (-coecum) utdbelet hozott létre. A ganglionokat tartalmazd graft keresztmetszeti
képén normal Tujl (B) és tenascin-C (C) expresszié lathatéd. A ganglionmentes graft teriletén
hidnyoznak az enterikus neuronok (Tujl, D) és nincs tenascin-C expresszid a submucosalis terileten
(E). Cloacat és Remak-gangliont tartalmazé E5 (preganglionotikus) utébél 9 napos embryo CAM-jan
torténd 6 napnyi tenyésztésével csak sacralis-eredetli ENCC-eket tartalmazé utdbelet hoztunk létre,
amelyeket p75 (z6ld) és tenascin-C (piros) ellenanyagokkal festettliink meg. Az (F) abran lathaté
szogletes zardjel a tenascin-C réteg; NoR, Remak-ganglion; sm, submucosa; smp, plexus submucosus.
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59. abra: Az utébél submucosalis régidjanak normal tenascin-C expresszidjahoz az ENCC-k jelenléte
szilkséges. Vagus régionak velGcsé ablacidéval in ovo ganglionmentes utdbeleket hoztunk létre.
A kontroll (velGcs6 ablacié nem tortént) E9 embyo utdbelének keresztmetszetén normal eloszlasu
ENCC-k (N-cadherin, A), enteralis neuronok (HuC/D, B) és tenascin-C expresszio (C) figyelhet6 meg. A
tenascin-C submucosalis expresszidja kifejezetten hidnyzik (F, szogletes zardjel a submucosa réteget
jeloli), mp, plexus myentericus; NoR, Remak-ganglion; smp, plexus submucosus.
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60. abra: Patkany-csirke embryo testiiregkiméra igazolja az ENCC-k tenascin-C termel6 képességét.
A.) E13.5 patkany preganglionaris distalis utdbelét E3 csirke testliregébe transzplantaltuk, majd 7 napig
tenyésztettiik. 2 nap (A, nyil) illetve 7 nap (A, kettds nyil) elteltével a graft testiiregben bekovetkezd
szignifikdns méretbeli novekedése lathatd. B.) 8F3 és p75 ellenanyagokkal készitett kettGs
immunfluoreszcens festés igazolja a patkany bél plexus mynetericus talalhaté ENCC-k csirke eredetét
(B, nyil). A 8F3 és a p75 festés a B’ és B” abrakon kilén-kilon is megfigyelhetd. C.) A 8F3+ sejtek belsé
rétege a kilsével ellentétben nem mutat koexpressziot a p75-tel, azonban expresszalja a csirke-
specifikus endothel sejt marker MEP-21-et (nyil). D.) A graft CN-immunreaktivitasa igazolja a csirke-
eredetli neuronok jelenlétét. E.) A csirke-specifikus anti-tenascin-C ellenanyag-festéssel a patkany
utdbél graft myentericus ganglionjai kéril markans tenascin-C expresszié figyelheté meg. F.) Csirke-
specifikus ellenanyagokkal végzett kett6s immunfluoreszcens festés igazolja az ENCC-k és a tenascin-C
csirke eredetét. G.) A E14.5 patkany embryobdl szarmazoé gyomor (G; Tujl, zold) és preganglionotikus
vastagbél (G, bekeretezett abra) nem festddik csirke-specifikus tenascin-C ellenanyaggal (piros szin).
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hatasanak meghatarozasahoz, E6 kozepbel és utobél szakaszat mUanyag (A), tenascinnal (B),
fibronectinnel (C) vagy fibronectin+tenascinnal (D) bevont fellletre Gltettik. 48 éraval késGbb
a coecum régié magassagaban HNK-1 (piros), phalloidin (z6ld) és DAPI (kék) festéssel vizsgaltuk az
ENCC vandorlasat. Mindegyik felszin esetében meghataroztuk az ENCC-k vandorlasi tavolsagat (E).
*p<0.05. FN, fibronectin, TNC, tenascin-C.

Csirke-patkany kimérakbdl kapott eredmények azt igazoljak, hogy az ENCC sejtek tenascin-C-t
expesszalnak. Azonban, a bél mesenchymadja szintén termel tenascin-C-t, amit a molekula
ENCC-k kolonizacidja el6tti jelenléte is alatdmaszt (55 és 57. dbra), és expresszidja a kilsé
mesenchymdaban a kisérletesen el6allitott agangliondzis esetén is megfigyelhet6
(58 és 59. abra). Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy az ENCC sejtek és a bél mesenchymdja
taldn a tenascin-C fehérjék kilonb6z6 izoformait expresszaljak. A tenascin-C-nek harom

lehetséges izoformaja van csirkében, amelyek a lll-as tipusu fibronectin-szer(
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ismétlédésekben térnek el egymastdl. A hosszu, kdozepes és rovid varidansok rend szerint a
kovetkez6k: 230 kDa 11 lll-as tipusu fibronectin-szer( ismétlédéssel, 200 kDa 9 és 190 kDa 8
ismétlédéssel (Tucker, 1993). Ezek a kilonb6z6 varidnsok eltér6 szerepet toltenek be
a fejlédésben, pl. a hosszu valtozat a sejtmozgast, a rovidebb pedig a sejtproliferaciét és
differenciaciot  indukalja  (Tucker, 1993). Hogy megvizsgaljuk hipotézisiinket,
E7 vékonybélrészekrdl eltavolitottuk a Remak-gangliont, és dramlasi citometriat alkalmaztunk
N-cadherin haszndlataval, hogy elkilonitsiik az ENCC sejteket (N-cadherin+) a nem-ENCC
sejtektél (N-cadherin-). Kvantitativ PCR-t alkalmaztunk tenascin-C izoforma-specifikus
primereket hasznalva. Az N-cadherin+ ENCC sejtek sikeres szétvalasztasat a bél tobbi részeitdl
az erés SOX10 expresszid is bizonyitja, amely az N-cadherin- populdcidk esetén nem jellemzé.
A tenascin-C mindharom izoformaja kifejez6dik az N-cadherin+ és az N-cadherin- sejtekben,
illetve mindegyik izoforma nagyobb mértékben expresszalddik N-cadherin+ sejtpopulacidok
esetén. Ezek az eredmények cafoljdk a hipotézisiinket, miszerint az ENCC sejtek és a bél

mesenchyma kiilonb6z6 expresszids profillal rendelkezik.

4.7.4. A tenascin-C el6seqiti az ENCC sejtek migrdldsat.

A tenascin-C sejtvandorlast tdmogatd hatasat az ENCC sejtekre nézve E6 csirke
kozépbelek fibronectinnel és tenascin-C-el bevont felszineken vald tenyésztésével teszteltiik.
Mind az HNK-1+ és HNK-1- sejtek kivandorolnak a tenyésztett bélszakaszbdl, az utdbbit alpha-
simaizom aktin+ sima izom sejteknek, illettve a vimentin+ fibroblastoknak hataroztuk meg
(Nagy és mtsai. 2009). A HNK1+ ENCC sejtek 48 déra inkubdlads alatt megtett vandorlasi
tdvolsagat hasonlitottuk 6ssze. Az ENCC sejtek nagyobb tavoslagra vandoroltak tenascin-C-vel
bevont fellleten (875+222 um), mint a sima muianyag fellleten (300+173 um), és ez
a kilonbség statisztikailag szignifikans volt. Ehhez hasonldan, amikor az ENCC sejtek
migracidjat fibronectin (483+104 um), illetve fibronectin+tenascin-C (825+171 um)
felileteken hasonlitottuk Ossze azt taladltuk, hogy az ENCC sejtek tenascin-C jelenlétében

szintén messzebbre vandoroltak (61. abra).
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4.9. Agrin és kollagén XVIII szerepe a bélidegrendszer fejlédésében.

4.9.1. ECM molekuldk expresszios mintdzata a fejlédé bélben.

A tenascin-C-t célzé vizsgdlatok utan részletesen elemeztiik a csirke embryo kozép-, és
utdbélszakaszanak ECM Gsszetételét. Az ECM-specifikus immuncitokémiai festéseket az ENCC-
k kolonizacidja el6tt (E5), alatt (E8), és (E14) utan hasonlitottuk 6ssze, hogy olyan matrix
molekuldkat azonositsunk, amelyek a bélidegrendszer fejl6édésében szerepet jatszahatnak.
Amint az a 62. abran lathatd, az E5 stadiumban, az ENCC-k érkezése el6tt az utdbélben
a glikoprotein tipusi ECM molekuldk (fibronectin, laminin, tenascin-C és fibrillin) diffiz médon
expresszalédnak a mesenchymaban. A kollagén |, 1ll és IV is kiterjedt teriileten expresszalédik,
bar a kollagén | a kilsé mesenchymdban koncentralédik, és a kollagén 1l expresszidja
intenzivebb a bels6é mesenchymdban (62. dbra). A kollagén VI, a kondroitin-szulfat
proteoglikdnok (CS-56, a kollagén IX és a versican) mind a bels6 mesenchymaban
koncentralédnak, a heparan szulfat proteoglikdnok (HSPG) kifejezetten a bél kiilsé rétegében
expresszalédnak. E8 és E14 stddiumban, miutan az utdbél ENCC kolonicacidja befejez6dott, az
ECM expresszid jelentésen megvaltozott (63. és 64. dbra). A HSPG molekuldk expresszidja
a submucosalis és a myentericus ganglionok kérnyékén koncentralédott. A HSPG-k és az ENCC
kapcsolatanak részletes vizsgalatara az E14 csirke utdbelét neurondlis marker HuC/D
ellenanyaggal (65. dbra, A) és a HSPG tipusu (kollagén XVIII, agrin, perlecan) ECM-et felismerd
ellenanyagokkal jeloltik (65. dbra, B,C,D). A kollagén XVIII (képeken Col18-ként van jeldlve)
kifejezetten a ganglionokban expresszalédik, mig az agrin és a perlecan diffuzabban
lokalizdlédnak a mesenchymaban, ahol az agrin koncentrdlt periganglionikus
immunreaktivitast mutat (65. dbra, C beillesztés). A kollagén XVIII (65. dbra, E) és az agrin
(65. abra, F) ganglionokhoz asszocidlt expresszidja posztnatalisan a 2 napos csirke utébelében,
valamint négy hetes egér vastagbélben (65. dbra, G-J) tovabbra is jellegzetesen megmarad.
A Wnt1; tdT egerekbdl szarmazo vastagbélszakaszokon a kollagén XVIII (65. abra, G,H) mellett,
endostatint (kollagén XVIII C-termindlis végén taldlhato epitdp) és agrint (65. dbra, J) felismeré
specifikus elleanyagokat is hasznaltunk, amelyek erés immunreaktivitast mutattak az egér

enteralis ganglionja korl.
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A HSPG expresszio és az ENS kialakulasa kozotti térbeli és id6beli 6sszefliggést az E7-
12 csirke utébél hosszmetszetein kettds immunfluoreszcencidval vizsgaltuk. Az E7 stadiumban
a legel6l haladdé p75+ ENCC-k az utdbél kézepén vannak (66. abra, A) és kollagén XVIli-cal
vannak koriilvéve (66. dbra, B). Erdekes mddon a kollagén XVIII a bél ganglionalt részében
taldlhaté subepithelialis mesenchymdban is expresszalddik (66. abra, A; nyil), mig
a ganglionokat nem tartalmazé distalis szegmensbdl hianyzik (66. abra, A; csillag). Az agrin
a basalis membrdnban expresszalddik, de az enteralis ganglionok nem fejezik ki (66. dbra, D).
A kovetkez6 napokon az ENCC-k kdrnyezetében kifejezettebb a kollagén XVIII expresszid (66.
abra, F, H, 1). E10 stddiumban a proximadlis utébélben lévé ENCC-k agrint veszi korul (66. dbra,
J,K); perlecan csak az erek koril és a submucosalis mesenchymaban fordul el6 (66. abra, L).
E12 utdbélben, amikor az ENS kolonizacidja befejez6d6tt és a gangliogenezis folyamata
kezdetét veszi, az ENCC-ket kollagén XVIII és agrin expresszid jellemzi (66. dbra, M,N) ezzel
szemben, a perlekdn az 6sszes vizsgalt embryonalis stddiumban hidnyzik a ganglionokbdl

(66. abra, 0).

’ fibrillin
B

kollagén VI

CS-56 J kollagén IX K verszikan L

62. abra: Extracellularis matrix mintazata E5 csirke embryo utébelében.
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64. abra: Extracellularis matrix mintazata E14 csirke embryo utébelében.
NoR, Remak-ganglion.
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65. dbra: A csirke és az egér bélidegrendszere HSPG-okat expresszal. E14 csirke embryobdl szarmazo
vastagbél keresztmetszetének (A) HuC/D, (B) kollagén XVIII, (C) agrin és (D) perlecan specifikus
immunfestése. A kollagén XVIII (E) és az agrin (F) a kikelt 2 napos csirke colorectumanak HNK-1+
ganglionjai koral és azokon belll is kifejez6dik. A 4 hetes (4w) Wnt1,;tdT egér vastagbelének (G-H)
kollagén XVIII, (1) endosztatin és (J) agrin specifikus immunfestése a HSPG-k jellegzetes periganglionaris
expresszidojat mutatja. Mp, plexus myentericus; smp, plexus submucosus, NoR, Remak-ganglion
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66. abra: A legeldl vandorlé ENCC-ket kollagén XVIII veszi koriil. A-D.) 7 napos csirke embryoban
a legeldl haladé enteralis ganglionléc-eredet( sejtek az utdbél kozépsé szakszanal jarnak [(B) és (D)
kép az (A), illetve (C) abran bekeretezett terilet kinagyitva]. (B) Az eldl haladd, p75+ enteralis
ganglionléc-eredetd sejtek kollagén XVIII veszi koriil, de (D) agrin nem lathaté. (E) 8 napos embryoban
a legelsd sejtek mar az utdbél distalis szakaszanal jarnak, (F) koralottik tovabbra is fokozott a kollagén
XVIII expresszid. (G) Agrin tovabbra sem abrazolddik. (A) A bél ganglionalt szakaszan a ham alatti
mesenchymaban is expresszaldodik kollagén XVIII (nyil), (A) mig a ganglionmentes teriletén ez nem
figyelhet6 meg (csillag). (H) E10 korban az utébél enteralis ganglionléc-eredet(i sejtjei korili kollagén
XVIII expresszid megtartott [nyilhegy jeloli a kollagén XVIII+ ham bazalmembrant; (1) a bekeretezett
terilet kinagyitva]. (J) A 10 napos embryo utdbelének proximalis szakaszan megjelenik a ganglionok
koruli agrin expresszid, (K) a distalis terlleten tovabbra sem fejez6dik ki. (L) A perlekan
periganglionarisan nem mutathaté ki. E12 stadiumban a ganglionok teriiletén mar egyontet(ien (M)
(nyil a submucosalis ganglionokat mutatja; a bekeretezett terileten ezek egyike lathato kinagyitva)
kollagén XVIII és (N) agrin expresszid is megfigyelhet6, (O) azonban a perlekan tovabbra sem fejezédik
ki. Ep, epithelium; NoR, Remak-ganglion
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4.9.2. ENCC-k jelenléte sziikséges a bélideqgrendszerhez-asszocidlt kollagén XVIIl és agrin

expressziohoz.

A kollagén XVIII és az agrin molekuldak ENCC-khez kéthet6 expresszidja felveti a kérdést,
hogy a ganglionléc-eredet(i sejtek szlikségesek a HSPG fehérjék expresszidjahoz. ElGszor
kisérletes aganglionikus utébelet allitottuk el6 a kordbban leirt mddszer szerint. Roviden, az
E5 csirke utdbelet coecum, Remak-ganglion és cloaca eltavolitasa utan 9 napig CAM-on
tenyésztettiik (67. Abra). A bélidegrendszert nem tartalmazé (Hu negativ) explantdtumokban
a kollagén XVIII és az agrin expresszid jelentésen megvaltozik; mindkét HSPG fehérje
expresszidja hianyzott a plexus submucosus és myentericus teriletérdl. A kollagén XVIII az
epithelidlis basalis membranokban és a nagy erek faldban, mig az agrin a simaizom, az
epithelium és az erek basalis membranjdban tovdbbra is intenziven expresszaldédott.

A perlecan expresszié valtozatlan maradt (67. dbra, I).

A genetikai agangliondzist mutaté vastagbél 3 hetes Ednrb-/- null-mutans egerekbdl
szarmazott (68. abra, A-D). Az Ednrb-/- egerek proximalis, bélidegrendszert tartalmazo
vastagbele er6s kollagén XVIII expressziot mutat az enteralis ganglionok és az ezeket
egymassal 6sszekotd rostok korul (68. adbra, A). Ezzel szemben, a ganglionmentes distalis
vastagbélben nincs kollagén XVIII expresszié (68. abra, B). Az agrin ganglionok korili
expresszidja szintén hianyzik a ganglionmentes szegmensben (68. dbra, D). Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az ENCC-k szlikségesek a kollagén XVIII és az agrin enteralis
ganglionokhoz asszocidlt expresszidjdhoz. Annak tesztelésére, hogy szikség van-e ezekre
a HSPG-ekre a bélidegrendszer fejl6déséhez, megvizsgaltuk a kollagén XVIII null-mutans
egerek vastagbelét. Habar a mutdns allatokban hidnyzik a kollagén XVIII, az agrin expresszid

valtozatlan, a myentericus ganglionok normdlis morfolégiat mutattak (68. dbra, E,F).
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67. abra: A periganglionaris kollagén XVIII és agrin expressziéhoz enteralis ganglionléc-eredeti
sejtek jelenléte sziikséges. (A) E5 csirke embryo utdbelét coecummal egyltt vagy coecum nélkul E9
csirke embryo CAM membranjara transzplantdltuk. 9 nap elteltével a kozép és utdbelet tartalmazd
explantatum vastagbelének teriiletén (B) HU+ enteralis neuronokat tartalmazé ganglionok kordil
(C) kollagén XVIII (a bekeretezett részben kollagén XVIlII-at expresszalé ganglion lathatd), (D) agrin és
(E) perlekan expresszio figyelheté meg. A (D) és (E) abran a nyilhegyek submucosalis ganglionokra
mutatnak. A coecum nélkiil transzplantalt (ganglionmentes) bélszakaszban (F) az enteralis neuronok
hidnyat, (G) rendellenes kollagén XVIII és (H) agrin expresszid kiséri. I.) A perlecan expresszié nem
valtotozott meg. Ep, epithelium; mp, plexus myentericus; smp, plexus submucosus
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68. abra: Az Ednrb /- egér vastagbélében hianyzik a kollagén XVIIl és az agrin expresszio.
(A) A 3 hetes Ednrb-/- egér vastagbelének proximalis, ganglionokat tartalmazé teriletén a Tujl+
enterdlis ganglionok és azok rostjai koril jellegzetes kollagén XVIII expresszié figyelheté meg
(a kinagyitott képen Tujl+ rost lathatd). B. ) A vastagbél distalis, ganglionmentes teriletén hianyoznak
a Tujl+ sejtek és a muscularis rétegben nincs kollagén XVIII expresszié. C.) A vastagbél ganglionokat
tartalmazd szakaszanak ganglionjai korll agrin expresszié ugyancsak megfigyelhets, de (D) a
ganglionmentes bélfalban nincs periganglionaris agrin expresszié. A 6 hetes, kollagén XVili-/- null
mutans egér normal (E) Tuj1 és (F) agrin expressziét mutat.

4.9.3. ENCC-k kollagén XVIII és agrin tipusu HSPG-t termelnek.

Amikor E11.5 egér utébelét atiiltettiink E3 csirke embryo primitiv testliiregébe (Nagy
és Goldstein, 2006b) a graftot a fogadé embryobdl szarmazd ganglionléc-eredetli sejtek
kolonizaljak és endothélsejtek vaszkularizaljak. Az egér-specifikus RET immunreaktivitds
hidnya (69. dbra, A), valamint a csirke neuronokra specifikus CN immunreakcié (69. dbra, B)
igazolja a bélidegrendszer csirke eredetét. A kiméra bélb6l készitett metszetek
immunfluoreszcens vizsgalata szerint a graftot HNK1+ és p75+ csirkébdl szarmazo ganglionléc
sejtek (69. abra, C,D,E,F) és az MEP21 + csirke eredetl endothel sejtek kolonizaljak

(69. dbra, C). A madar specifikus kollagén XVIII (69. dbra, D), az agrin (69. dbra, E) és a perlecan
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(69. abra, F) ellenanyagok alkalmazasa igazolja, hogy a HSPG tipusi ECM molekuldkat csirkébdl
szarmazo sejtek termelik. A kollagén XVIll-at (Halfter és mtsai., 1998) specifikusan
a csirke ENCC-k expresszaljak (69. dbra, D). Az agrint (Tsen és mtsai., 1995) az ENCC-k
és a fogadd embryobdl szarmazé erek is kifejezik (69. abra, E, nyilak). A perlecant (Hummel és
mtsai., 2004) erGsen expresszaljdk a csirkékbdl szarmazd erek, de a csirke-eredetld ENCC-k
nem termelik (69. abra, F). Az embryomanipuldcidval kapott eredmények azt mutatjak, hogy

az ENCC-k maguk is termelnek kollagén XVIlI-at és agrint, perlekant viszont nem expresszalnak.

Annak igazoldsdra, hogy az emlés ENCC-k is képesek kollagén XVIII és az agrin
expressziora, 3 hetes Wnt1,;tdT egér vékonybelébdl idegi sejtaggregatumokat (neurosphere)
allitottunk el6 a korabbi kdzelményeinkben leirt protokollt kovetve (Hotta és mtasi, 2016;
Belkind-Gerson és mtsai.,, 2017; Cheng és mtsai.,, 2017). A Wntl+ sejteket aramlasi
citometriaval izoldltuk (69. adbra, G). Az idegi sejtaggregatumok elGzetes vizsgdlata igazolta,
hogy a sejteket diffuz Wntl (69. dbra, H) és felszini p75 expresszié jellemzte (69. abra, 1),
amelyek kozott elszértan HU+ neuronok is kimutathatdk (69. dbra, J). A kisérlet soran az idegi
sejtaggregdtumokat E5 csirke embryo coecalis régidjaba lltettik (69. abra, K) és a rekombinalt
szovetet E9 fogadd embryo CAM membranjan tenyésztettiik. A graftokat 9 nap elteltével egér
specifikus kollagén XVIII és agrin ellenanyagokkal jel6ltik. A Wntl+ sejtek bélfalon beliili
vandorlasa (69. dbra, L) és a kollagén XVIII koexpresszidja is szépen kirajzolédik (69. dbra, M,
N). Nagy felbontasu konfokalis felvételek azt igazoljdk, hogy a csirke ENCC-khez hasonldan,
a postnatalis egérbdl szarmazo bélidegrendszeri sejtek is képesek kollagén XVIlI-cat (69. dbra,

0) és agrint (69. abra, P) termelni.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a posztnatalis bélben melyik bélidegrendszeri sejttipus
(glia, neuron) képes HSPG molekuldkat termelni. Ehhez a kisérlethez Plp1¢f? (minden enteralis
glia zold fluoreszcenciaval jeldlt) és Tau®/*(minden enteralis neuron fluoreszcenciaval jeldlt)
transzgenikus egerek vékony és vastagbél bélidegrendszeréb6l I|étrehozott idegi
sejtaggregatumokat tenyésztettlink. A  disszocidltatott idegi sejtaggregatumokbdl
fibronectinnel boritott felszinen 4 nap alatt komplex neuron és glia halézat fejl6dott ki. KettGs
immunfluoreszcens festések igazoltak, hogy a PLP1+ gliasejtek kollagén XVIlI-at és agrint is
expresszalnak (70. abra, A-C”), mig a Tau+ enterdlis neuronok csak agrint termelnek

(70. abra, D-G)
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69. abra: Az enteralis ganglionléc-eredetii sejtek kollagén XVIll-at és agrint termelnek. A.) E11.5 egér
embryo ganglionokat nem tartalmazé utébelét E3 csirke embryo testiiregébe transzplantdltuk. 9 nap
elteltével a transzplantalt bélszakasz (A) egér specifikus RET ellenanyaggal nem festédik, (B) a csirke
neuronra specifikus CN expresszié alatamasztja a graft bélidegrendszerének csirke eredetét. C-F.)
A sorozatmetszeteken csirke eredetl ENCC-k és (C) szintén a fogadé embryobdl szarmazé MEP21+
endothel sejtek lathatdak. A (D) kollagén XVIII, (E) az agrin és (F) a perlekan csirke specifikus ellenanyag
fest6dése az egér graftban megjelené HSPG-ok csirke eredetét igazolja. A (D) abra felsé részén
kinagyitva egy myentericus ganglion lathaté. E.) Nyilak a fogadd embryobdl szarmazd erek altal
expresszalt agrint jelolik. (G) 3 hetes Wnt1;tdT egér béltraktusabdl izolalt (H) Wntl+, (1) p75+ és (J)
HU+ idegi sejtaggregatumokat E5 csirke embryo (K) coecumaba lltetettiik (nyilak) és 9 napig CAM
membranon tenyésztettlink. L-N.) A CAM tenyésztés ideje alatt a Wntl+ sejtjek a bélfal mentén
vandoroltak és egér eredetli kollagén XVIlll-at termeltek. A Wntl+ sejtek egér specifikus (O) kollagén
XVllI-cat és (P) agrint expresszalnak.
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70. abra: Az enteralis glia kollagén XVill-at és agrint is expresszal. A.) Posztnatalis Plp1° egérbél

szdrmazé glia sejtek (B-B”) kollagén XVlil-at és (C-C”) agrint egyarant kifejeznek. D-G.) A Tau®™*

egérbélbdl elballitott sejttenyészetekben (D-D”) a Tau+/HU+ enterdlis neuronok (F) agrint
expresszalnak, de (G) kollagén XVIll-at nem fejeznek ki.

4.94. Az agrin és a kollagén XVIIl hatdsa az enterdlis ganglionléc-eredetii sejtek

vdndorldsdra.

Az agrin és kollagén XVIIIl ENCC-re kifejtett hatasat in vitro sejtmigracios (,,stripe-choice
assay”) kisérletekben vizsgaltuk. Kisérleteinkben E7 embryokbdl izoldlt kozépbelet GDNF
jelenlétében egy olyan felszinen tenyésztettilk, amelyre elGzetesen valtakozd savokban
kiilonb6z6 ECM fehérjéket vittink fel. A kollagén XVIlll-at rekombinans endostatinnal
helyettesitettiik, mivel a kollagén XVIII fehérje tisztitott formaban a kereskedelemben nem
elérhet6. A tenyésztett ENCC-k intenziven vandoroltak az endostatinnal, valamint az
endostatinnal és a fibronectinnel, illetve lamininnel egyitt bevont savokon (71. dbra, A).

Az endostatinnal bevont fellileten az ENCC-k tavolabb vandoroltak a killtetett béltdl
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(71. abra, B, C), mint laminin+endostatin kezelt felszinen (71. abra, B). A laminin és endostatin
specifikus immunfestése kirajzolja a sdvok molekularis tulajdonsdagait (71. dbra, C). Az EdU
alapu proliferaciés teszt nem mutatott szignifikdns kilonbséget az endostatin felszinen
vandorld sejtek proliferacidjaban (71. dbra, D). A sejtvandorlast megengedé endostatinnal

szemben az agrin gatolta az ENCC-k vandorlasat (71. 4bra, F).

Az agrin molekuldnak 2 sejtfelszini receptora ismert: MUSK és dystroglycan (Winder
2001, Zong és Jin 2013). A MUSK receptor csak az intestindlis simaizom sejteken mutathato ki,
dystroglycant viszonz a simaizom és epithel sejtek mellett, az ENCC-k is kifejezik (71. abra, G-
G”). Amikor a Wnt1,;tdT egérbdl szarmazo idegi sejtaggregatumokat agrinnal bevont felszinen
tenyésztettiik, az embryonalis ENCC-khez hasonldan a postnatalis idegi sejtaggregatumokbdl
sem tapasztaltunk ENCC kivandorlast (71. dbra, H). A fibronectin felszinen kifejezett
sejtvandorlas figyelhet6 meg (71. abra, 1). Ha az idegi sejtaggregatumokat fibronectinnel
bevont fellileten agrint blokkold ellenanyag jelenlétében tenyésztettiik, a sejtek migracios
tdvolsaga jelentG6sen megnovekedett (71. abra, J). Kontroll tenyészetben (az idegi
sejtaggregdtumokat csak fibronectin bevonaton tenyésztve) a ganglionléc-eredetl sejtek
177 + 55 um-t vandoroltak, mig agrint blokkolé ellenanyag jelenlétében 329 + 72 um-re
jutottak, ami 86%-o0s novekedés jelentett (71. dbra K, P <0,0001, Student's t-teszt). Az idegi
sejtaggregatum tenyészetekbdl nem deril ki, hogy az agrin gatlé hatasa pontosan melyik
sejten érvényesul. Wnt1;tdT egérb6l szarmazd idegi sejtaggregatumokbdl késziilt
metszeteken SOX10 és PHOX2b kettés immunjel6lés alapjan azonositani tudtuk
a differencialatlan, progenitor sejteket. Kimutattuk, hogy a PHOX2b+/SOX10+ kett&sen pozitiv
sejtek nem expresszaltak agrint (71. abra, L-P), viszont a PHOX2b+/SOX10- neuron és
a PHOX2b-/SOX10+ glia prekurzorokat intenziv agrin expresszio jellemzi. Az agrin gatlasa tehat
nem a differencidlatlan progenitorok, hanem elssorban a vandorlasi potencialjukat
megtartd, elkotelezett prekurzornak idegi sejtaggregatumokbdl torténd kivandorlasat

fokozta.
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71. Abra: Az agrin gatolja az enteralis ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat. E7 csirke embyo
kozépbelét 24 o6ran keresztil, kiilonb6z6 ECM fehérjékkel bevont felszinen tenyésztettiik.
A.) Az ENCC-k az endostatinnal, valamint az endostatinnal és fibronectinnel bevont savokon egyarant
jél vandoroltak. B.) A csak endostatin felllet(i sdvokon a sejtek messzebbre jutottak, mint az
endostatint és laminint egyarant tartalmazé savokon. C.) A laminin és endostatin specifikus
immunfestés kirajzolja a savok helyzetét (zold, endosztatin; piros, endosztatin és laminin egyiitt).
az ENCC-k jol vandoroltak, mig agrin gatolta a sejtvandrolat (kinagyitva HNK-1+ ENCC-k). G.) Az agrin
enterdlis ganglionléc-eredet(i sejtekre kifejtett gatld hatdsa feltehetéen a sejtek disztroglikdn
expresszidjan keresztil valosul meg [(G’) és (G”) abra a (G) bekeretezett terllete kinagyitva, nyilak az
enterdlis ganglionok disztroglikdn expresszidjat jelolik]. (H) A Wntl;tdT-eredetli idegi
sejtaggregatumok agrinnal boritott felszinen torténé tenyésztése soran, az enteralis ganglionléc-
eredet(i sejtek nem vandoroltak ki. (I.) A fibronectinnel boritott felszinen a sejtek jol vandoroltak, (J-K)
agrin funkciét blokkolé antitest jelenlétében pedig még nagyobb migracids tdvolsag figyelhet6 meg.
(L-P) A SOX10+/PHOX2b+ kett6sen immunpozitiv sejtek agrin expresszidjanak hianya igazolja, hogy
a Wnt1;tdT idegi sejtaggregatumokban taldlhaté enteralis ganglionléc-eredet(i progenitor sejtek nem
termelnek agrint (nyilak). En, endostatin; ep, epithelium; Lam, laminin. Az (E) és a (K) grafikon kozépsé
és széIsG savjai az atlagot, valamint az SD értékeket jeldlik.
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5. Eredmények megbeszélése és konkluzio

« 7oz

m(ikodésével kapcsolatban, de viszonylag kevés informacidval rendelkeziink
a bélidegrendszer embryonalis fejlédésérél és a velesziletett neurointesztinalis
megbetegedések kialakuldsanak mechanizmusardol. A bélidegrendszert érinté fejlédési
rendellenességek kozil a hypogangliondzissal vagy hypergangliondzissal és ectopicus
ganglionok megjelenésével egyltt jard intesztinalis neurondiszplazidk és az agangliondzissal
jellemzett Hirschsprung-kor a leggyakoribb velesziletett betegség (Friedmacher és Puri, 2013;
Schappi és mtsai.,, 2013) Az intesztindlis neurocristopathidk genetikai hatterében
bizonyitottan nagy szerepik van a GDNF, EDN3, és a BMP-4 mesenchymalis faktorok
jelatvitelében fellépd genetikai elvdltozdsoknak, ugyanakkor gyakran felvet6dik az erekhez-,
simaizomszovethez-asszocidlt extracellularis matrix vagy a bél epitheliumbdl szdrmazo
morfogének (Netrin, Sonic Hedgehog) fejl6dést szabalyozd szerepe is (Nagy és Goldstein,

2017).

Ahhoz, hogy megértsik a velesziiletett betegségek etioldgidjat, a genetikai és
molekuldris kolcsénhatasok mellett, részletesen ismerniink kell a bélidegrendszer fejl6dését,
amelynek feltarashoz - egymast kiegészitve - a zebrahal, egér (Ganz, 2018; Wallace és Burns,
2005; Wang és mtsai., 2011) és csirke (Goldstein és Nagy, 2008) embryokon végzett kisérletek
nagymértékben jarultak hozza. A madar embryo a fejl6déstani kisérletek klasszikus
modellrendszere, amiben el6szor irtak le és igazoltdk embryomanipuldciéval a ganglionléc
sejtek létezését, differencidlodasat. Mindezek ellenére, a madar bélidegrendszer fejl6désének
kutatasaval kapcsolatos munkakat jelent6sen megneheziti a rendelkezésre allé enteralis
neuron, glia és a ganglionlécbél szarmazdé Gssejtek azonositdsara alkalmas specifikus
reagensek korlatozott szdma, valamint az utébél idegrendszer fejl6dési |épésének hidnyos
jellemzése. A HNK-1 (CD57) nevd ellenanyag, amely az eml&sok (ember, patkany) és a madar
ganglionléc-eredet(i sejtjeinek megjelolésére leggyakrabban haszndlt markere, csirke
embryoban az ENCC-ken kivil, kiemelten a coecumban és a colorectumban, jellegzetes
mesenchymalis fest6dést is mutat (Luider és mtsai., 1992), ami korlatozza korai az ENCC-k

megbizhatd azonositasat.
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5.1. Avastagbél idegrendszerének embryonalis fejlddése a madar embryoban.

Kisérleti munkank sordn elsé |épésben a HNK1 immuncitokémiai jel6lést 6tvoztiik
transzgenikus GFP (green fluorescent protein) csirke embryok vagus régiébdl szarmazoé
vel6cs6+ganglionléc transzplantdacidjaval. A vel6cs6kimérak kettds jelolésével az ENCC-k
utobél mentén torténd vandorlasat tudtuk nyomon kovetni, s ezzel részletesen jellemeztiik
a fejl6édé vastagbél idegrendszerének ontogenezisét. A GFP-csirke és csirke embryok
micromanipulaciéjanak szamos fontos el6nye van az altaldnossagban hasznalt csirke-firj
embryonalis kimérakkal szemben. A fiirj embryonalis fejlédése rovidebb (17 inkubacids nap),
ezért nehezebben lehet a két fajbdl szdrmazd embryot azonos stadiumnak megfelel6en
rekombinalni. A firj sejteket jel6l6 QCPN ellenanyag a sejtmagban taldlhaté fehérjét ismeri
fel. Ezzel szemben, a citoplazmatikus GFP expresszid az egész ENCC-ben megfigyelhetd,
beleértve a sejttestet és annak nyudlvanyait, ami jelent6sen megkoénnyiti az ENCC-k
migracidjanak vizsgalatdt és differencidlédasi, illetve eloszldasi mintdzatdnak részletes
elemzését immunhisztokémia nélkil is.

A gerinces allatokra és az emberre is igaz, hogy a bélidegrendszert létrehozé ENCC-k
tobbsége a vel6csé vagus szakaszdnak ganglionléc sejtjeibdl szarmazik, amelyek cauddlis
iranyba haladva a teljes béltraktust kolonizaljdk. A human embryogenezis sordn az ENCC-k
a 7. héten érik el az utébél proximalis szakaszat (Fu és mtsai., 2003; 2004a; Wallace és Burns,
2005), ez a folyamat egér embryoban a 11,5. embryonalis napon (Young és mtsai., 1998;
Druckenbrod és Epstein, 2005), a csirkében a 6,5. embryondlis napon (Burns és mtsai., 2002)
kovetkezik be. Az utébél kolonizacidja egérben (McKeown és mtsai., 2001) és csirkében is
3 nap alatt befejez6dik. Egyes gerinces fajokban két gangliondlt plexus alakul ki
a vastagbélben, amelyek eltéré fejlédési mintazattal rendelkeznek. Az ember, patkany és az
egér embryok colorectumaban el6szé6r a myentericus plexus, késébb a submucosalis
ganglionok alakulnak ki; human embryokban a plexus submucosus a 14. embryonalis héten
(Fu és mtsai., 2004a) jelenik meg, mig egerekben és patkany embryokban csak a sziiletés tajan,
illetve kozvetlenlil postnatdlisan fejlédik ki (McKeown és mtsai., 2001). Ezzel szemben,
a maddrembryok utdbél szakaszaban a plexus submucosus fejl6dik ki el6sz6r és néhany éraval
megelGzi a plexus myentericus fejlédését. Az utdbél distalis része olyan ENCC-ket is tartalmaz,
amelyek a vel6cs6 sacralis régidjabdl szarmaznak (Kapur, 2000b; Burns és Le Douarin, 1998),
de az a folyamat, ahogyan a kiilonb6z6 teriiletrél szarmazé ganglionléc sejtek kolonizaljak az

utobelet, illetve létrehozzak az elsé glia és neuron elemeket csak részben ismert.
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Részletes immuncitokémiai analizissel kimutattuk, hogy az E6.5 (HH29) stadiumu csirke post-
coecalis utdbélszakaszat kolonizald differencidlatlan ganglionléc sejtek HNK-1, p75, SOX10,
N-cadherin, és L1CAM faktorokat fejeznek ki. Az eredmények komparativ embryoldgia
0sszehasonlitasaval igazoltuk, hogy az ENCC-ket jel6l6 immuncitokémiai expressziés mintazat
nagyon hasonlit az egérben vandorlé ENCC-k fenotipusahoz (Anderson és mtsai., 20063;
Gershon és mtsai., 1993; Uesaka és mtsai., 2016; Young és Newgreen, 2001). Azt taldltuk, hogy
a felsorolt 6t molekula a legeldl haladd ENCC-ben szelektiven kifejez6dik. Vellink egyid&ben,
Hackett-Jones és mtsai., (2011) is kimutattak, hogy az L1ICAM és az N-cadherin neuronalis

sejtadhézidés molekuldk a flirjf ENCC-ken expresszalddnak.

A neurondlis differencidlodast, amely a vandorlashoz hasonléan caudalis irdnyt kovet,
pan-neuronalis HuC/D ellenanyaggal mutattuk meg, amely a 7. embryondlis napon
a proximalis utébélben fejezédik ki, 12 éraval a differencialatlan ENCC-k megérkezése utan.
Kés6bb, a differencialddasi hulldm gyors el6rehaladasaval, a HuC/D molekula kifejez6dése
mindkét neurdlis plexusban megfigyelhetS; E8-ra eléri el a distalis utdbelet, hasonldéan a
Fairman és munkatdrsai altal 1995-ben leirt differencidléddsi mintazathoz. A Tujl és a CN
ellenanyagok korai specifikus markerek a fejl6dé bélidegrendszerben zajlé neuronalis
differenciacié nyomonkovetésére. Az NCAM egy késGi neurondlis marker, amely el6sz6r az E8
korban jelenik meg a proximadlis utébélben, annak ellenére, hogy korabban er6sen
expresszalddik a Remak-ganglionban. Neurofilamentum expresszid csak az E8 utan fordul el6
az utdébélben. A glidlis differenciacié hasonlé mintazatot kévet; a glia fenotipust a gliasejtek és
azok prekurzorait jel6l6 B-fabp-vel tudtuk kimutatni (Kurtz és mtsai., 1994). A B-fabp E7-on
fejez6dik ki
a proximalis utdbélben, majd E8-tél kimutathatd az utébél teljes hosszan. Ezzel szemben,
a GFAP expresszié ebben a stddiumban hidnyzik a ganglionokbdl, ahol elGsz6r E10-tdl

a colorectum mindkét plexusaban jelenik meg.

A colorectdlis ENS kialakulasakor azonositottuk egy kordbban nem ismert ,harmadik
plexust”, amely a belsé submucosaban lokalizalddik az epitheliumhoz kézel. Ez a plexus csak
atmenetileg van jelen a bélidegrendszer fejlédése soran és rendszerint differecialatlan marad
ahol ritkan taldlunk benne HU+ sejteket. Hasonlod belsé submucosalis ganglionsejteket leirtak
20 hetes human magzati bélben is (Fu és mtsai., 2004a). A harmadik plexus kialakuldsanak

lehetséges magyarazatat Zhang és munkatarsai (2010) adjak, akik matematikai modellezéssel
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kapott eredmények alapjan azt sugalljdk, hogy amikor az egyik plexus eléri a maximalis
sejtslrlséget, a sejtek kis helyen valé tomorilése megkdnnyiti a masik plexus felé torténdé
mozgast (Zhang és mtsai., 2010). A madarakban a bels6 submucosalis plexus atmeneti jellege
tlkrozheti olyan szignalok hianyat a mesenchymaban, amely az emlitett sejtek fenntartasahoz
sziikségesek. EmI&sokon, beleértve az embert, a sertést, a lovat és a szarvasmarhat
megfigyelték, hogy két-harom kilonallé submucosalis plexus is ki tud alakulni a submucosalis
terlilet kiilonboz6 rétegei kozott (Balemba és mtsai., 1999; Timmermans és mtsai., 2001;

Wedel és mtsai., 1999).

Mindezek alapjan a kovetkez6 modellt javasoljuk az ENCC differencidlédasanak
karakterizaldsdhoz: a HNK-1, p75, SOX10 és az N-cadherint differencidlatlan ENCC-ek fejezik ki
és az idegsejtekben, vagy a glidban a differencidlédas utdn is expresszalddnak (Nagy és mtsai.,
2007, 2012). Az L1-CAM, amelyet kezdetben az 6sszes ENCC-t jel6li, a neuronalis vonalra
korlatozddik, mig a SOX10 expresszidja, amit kezdetben szintén az 6sszes ENCC-ben
kimutathatd, a differencialt enteralis neuronokban lecsokken és a glia prekurzor populacidra
korlatozédik (72. abra), hasonldan az egér embryoban megfigyelt expressziés mintazatahoz

(Young és mtsai., 2004).

thor neurons |
enteralis neuron
interneurons
multipotens R S [
ganglionléc  vagus regiobol ;"f;’e':‘j": 5:::2:1
eredetii szarmazé
dssejt ganglionléc sejt ENCC HuC/D, Tuj1, Phox2b, i .
Ret, PGP9.5, TMEM100, Mgl
L1CAM, N-cadherin, NCAM, —
. L * neurofilament, peripherin Linterganglionic glia
(type 1)
Wnt1 Sox2/10 Sox2/10, Ednrb enteralis glia . Soniciol
FoxD3 Ednrb Ret, Phox2b ‘;’t:;gﬁ;]ghomc =
Sox10 nestin nestin, PO »
p75 P75, HNK1 ~ -mucosal glia
HNK1 L1CAM, N-cadherin (type 1lI)
HANDE, Hoxbo Bfabp, PLP1, GFAP, S100f, Lintramuscular glia
Ascl1/Mash1, ErbB3 Sox2/10, nestin, p75, CD49b,  |aypetv)
ErbB3 — —l

72. abra: ENCC-k differencialodasa.

Osszefoglalas: a részletes immuncitokémia karakterizalasbdl kapott eredmények megerd&sitik
a bélidegrendszer fejlédésének hasonldsagat a madar és a ragcsalé embryok kozott és

vezérfonalként szolgal a madar bélidegrendszer fejl6dését célzd kisérletekhez.
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5.2. Plexus pelvicusbdl szarmazé ganglionléc-eredetii sejtek részt vesznek a vastagbél

idegrendszerének fejlédésében.

A kovetkez6 kisérletsorozat célja az volt, hogy meghatdrozzuk a Remak-ganglion és
a plexus pelvicus hozzajaruldsat az utdbélben fejl6d6 idegrendszer kialakuldsdhoz. Csirke és
egérembryokon végzett micromanipulacids kisérletek korabban kimutattdk, hogy a sacralis
ganglionlécbdl szarmazd sejtek szintén részt vesznek az utdbél beidegzésében (Anderson és
mtsai., 2006a; Burns és mtsai., 1998; Catala és mtsai., 1995; Erickson és Goins, 2000; Kapur,
2000a; Le Douarin és Teillet, 1973b; Margarido és mtsai., 2020; Pomeranz és Gershon, 1990),
de a régidbdl érkezd ganglionléc sejtek (csirkében a 25., egérben 24. szomitdtdl caudadlisan,
ami feln6ttben a lumbdlis L1-2 csigolydknak megfelel6 szakasz) pontos migracids Utvonala,
differencialéddsa nem tisztazott. Gdnf, Gfral vagy Ret null-mutdns egerekben a vagus eredetd
ganglionlécbdl szarmazo sejtek nem képesek kolonizalni a vékonybél és a vastagbél szakaszait
(Cacalano és mtsai., 1998; Enomoto és mtsai., 1998; Moore és mtsai., 1996; Pichel és mtsai.,
1996; Sadnchez és mtsai., 1996; Schuchardt és mtsai., 1994; Tomac és mtsai., 2000). Ezeknek a
mutans egereknek a distalis utédbelében azonban kevés neuron mindig elfordult (Durbec és
mtsai., 1996; Cacalano és mtsai., 1998), ami valdszinlleg a sacralis ganglionléc sejtekbdl
szarmazott. A Remak-ganglion egy sacralis ganglionléc-eredet(i struktura, amely a madar
kOzép- és utdbél mesenteriumdban helyezkedik el. A Remak-ganglion egy nagyméretl
ganglionizalt idegtorzs, amely sympaticus és a parasympaticus nyulvanyokkal latja el a distalis
béltraktust (Aisa és mtsai., 1998; Teillet, 1978) igy a vagus ideg mellett, a bél extrinsicautoném
beidegzésének alkotdeleme. Szintén ide tartozik a plexus pelvicus, ami a cloaca koriil taldlhaté
olyan komplex neuronadlis halézat, amely sympaticus és parasympaticus rostokkal latja el a
medencei zsigereket. Madarakban a plexus pelvicus a Remak-ganglion caudalis végének
folyatdsaként a bursa Fabricii és a cloaca szomszédsagaban helyezkedik (Aisa és mtsai., 1998;

Catala és mtsai., 1995).

Csirke-fiirj kimérak felhasznaldsdval Burns és Le Douarin (1998) olyan fiirj eredet(
neuronokat taldlt, amelyek a Remak-ganglionbdl kinové idegrostok mentén, amibél arra
kovetkeztettek, hogy a sacralis ganglionlécb6l szdrmazo sejtek el6szor a Remak-gangliont
kolonizaljak, majd Utjukat folytatva a kin6vé idegrostok mentén vandorolnak és mdasodlagosan
lépnek a csirke bél faldba. A sacralis ganglionléc sejtek caudalis-rostralis gradiensnek

megfelel6en jarulnak hozza az utébél idegrendszerének kialakuldsahoz; maximalis ardanyban a
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distalis colorectumban fordulnak eld, ahol a myentericus neuronok 17%-a szarmazik a sacralis
ganglionlécbél, mig a rostralis colorectum teriletén a neuronok csak 0,3%-a sacralis eredetd.
Ez a gradiens egy lehetséges cloaca szintjérél induld cranialis irdnyd migraciora is utal. Ugyanez
merdllt fel emlés embryokban is, ahol Kapur (2000) transzgenikus egérmodellt hasznalt annak
bemutatasara, hogy a sacralis ganglionléc-eredet( sejtek el6szor a plexus pelvicus teriiletére
vandorolnak, majd kés6bb rostrdlis iranyba mozognak, hogy hozzajaruljanak az utdbél

ENS-ének kialakuldsahoz (73. abra).

Embyromanipulacids vizsgdlatokbdl kapott eredményeink kisérletesen alatamasztjak
Kapur (2000) megfigyelését, azaz a madar plexus pelvicus részt vesz az utdbélben talalhaté
ENS kialakuldsaban. Embryomanipuldciés koriilmények kozott a transzplantalt utébél graftok
csak akkor rendelkeztek neurondlis sejtekkel, ha a graftok cloaca és a pericloacalis
mesenchymat is tartalmaztak. Burns és Le Douarin (1998) megallapitdsaival 6sszhangban
kevesebb sejt volt [athatd a proximalis utdbélben és a submucosalis régiéban. Cloacat nem,
de Remak-gangliont tartalmazé utdbél graftokban szamos extrinsic idegrost fejlédott,
amelyek a Remak-ganglionbdl a bél mesenchymadjaba nyudlnak. Remak-gangliont tartalmazo
utébél CAM-tenyészetei nem mutattak a Remak-ganglionbdl szarmazé neuronokat
a transzplantalt bélben még akkor sem, ha a vagus-régiobdl kiinduld ganglionléc sejtek mar
jelen voltak a bélfalban. Ugyanakkor, a Remak-ganglionbdl induld kiterjedt neurofilamentum
pozitiv rostokat lehetett megfigyelni, 6sszhangban a Remak-ganglionnak a bél kilsé
Az utébél+cloaca CAM graftokban a plexus pelvicusbél szarmazé enterdlis ganglionokat
mutattunk ki a distalis colorectumban, amelyek kicsik és szétszdrtak voltak, csak toredék
részét képezték a normal bélidegrendszernek. Bélcsé-vel6csé rekombinacidk alkalmazasaval
Hearn és Newgreen (2000) megfigyelték, hogy a sacralis eredet(i ganglionlécsejtek csak kevés,
kisméretld gangliont képeznek. Hasonldképpen, a vagus régid vel6cs6é ablacidt kovetben
a sacralis eredet( sejtek kicsi és ritka ganglionokat képeznek (Burns és Le Douarin, 2001).
Mindez egy(rtelmden igazolja, hogy a vagus és a sacralis ganglionlécbdl szdrmazé enteralis
neuronok migracids és fejlédési potencidlja nyilvanvaléan nem egyenérték(i. A vagus versus
sacralis vel6cs6b6l szarmazé ganglionléc sejtek kozti fejl6dési kilonbségre a csirke-fiirj
vel6cs6 kimérak is ravilagitottak. Amikor a vagus régidébdl szarmazo ganglionlécet atiltették

a sacralis terliletre, a vagus eredet(i sejtek sokkal nagyobb szamban Iéptek be az utdbélbe,
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ami a colorectalis ganglionok kdzel normalis fejlédését eredményezte (Burns és mtsai., 2002),
tehat a vagus régidbdl szarmazoé sejtek megtartottak fejlédési potencidljukat. Késébb ugyanez
a kutatocsoport négyszer magasabb RET expressziét mutatott ki a vagus régidbdl jové
ganglionléc sejteken, ami az intenzivebb migraciét magyardzhatja. Ez volt az elsé genetikai
adat, amiigazolta, hogy a vagus és sacralis vel6cs6-eredet(i ganglionléc sejtek eltérd migracids

és differencialddasi hattérrel rendelkeznek.

bursa Fabricii

Remak-ideg

plexus pelvicus
cloaca

vastagbél ureter

73. abra: Sacralis vel6cs6bdl szarmazo ganglionlécsejtek a plexus pelvicuson teriiletén (piros szin)

athaladva kolonizaljak a distalis utébelet.

Osszefoglalas: a plexus pelvicushoz tartozé ganglionokbdl, és nem a Remak-ganglionbdl
szarmaznak a distalis utébelet benépesit6 ganglionléc sejtek. Ez a megfigyelés 6sszhangban
all Teillet (1978) adataival, aki kimutatta, hogy a Remak-ganglionnal egyiitt tenyésztett
ganglionmentes utdbélben csak akkor alakultak ki adrenerg neuronok, ha az cloacat is
tartalmazott, tovabbd 6sszhangban allt Kapur adataival is (2000), amelyek szerint aneuralis
egér utdbélben nem alakultak ki enterdlis neuronok, kivéve, ha a szomszédos pelvicus
ganglionokat tartalmazo perirectalis mesenchyma is jelen volt. Madarembryokkal végzett
kisérleteink (Nagy és mtsai., 2007) alapjan megismételt egéren végzett kisérletek (Wang és
mtsai., 2011) egybehangzdan igazoltak, hogy a sacralis ganglionlécbdl szarmazoé sejtek a plexus
pelvicuson keresztiil jutnak a distalis utdbélbe. Az utébél idegrendszerével kapcsolatos
tovabbi vizsgalatok és sacralis ganglionlécbdl szarmazod sejtek hozzdjaruldsanak részletes
karakterizaldsa fényt derithetnek a Hirschsprung-kor és mds vastagbél specifikus

neurointesztinalis rendellenességek kezelésére.
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5.3. EDN3 serkenti a ganglionléc sejtek proliferaciéjat, gatolja a GDNF indukalt
differencidlodast, és biztositja a ganglionléc sejtek vastagbélbe térténd

bevandorlasat.

Annak ellenére, hogy az EDN3 jelatvitel szerepe a bélidegrendszer fejl6désében jdl
meghatdrozott, a folyamat hatterében 3dll6 fejl6édési mechanizmusok, molekuldris
kdlcsonhatasok még mindig tisztazatlanok (Barlow és mtsai., 2003b; Baynash és mtsai., 1994;
Hosoda és mtsai., 1994; Kruger és mtsai., 2003; Woodward és mtsai., 2003). A leginkabb
elfogadott hipotézis szerint az EDN3 jeldtvitel fenntartja a ganglionléc eredet(
Gssejtpopuldciot, biztositja proliferacidos képességiliket és meggatolja neuronalis iranyba
torténd differenciacidjukat. Az EDN3 hianya tehat korai neuronalis differencidcidohoz vezet,
amelynek kovetkeztében a magas migracios képességgel rendelkez6 differencialatlan Gssejt
populacié kimeril még a béltraktus teljes kolonizacidja el6tt. Az a megfigyelés, miszerint
EDN3-deficiens egerekben a ganglionmentes bélszakasz az utobélre lokalizalédik arra enged
kovetkeztetni, hogy EDN3 szignalizacié hidnydban csak annyi ganglionléc eredet( &ssejt all
rendelkezésre, amely a béltraktus coecumig tartd régidjat képes kolonizalni. Az EDN3
szignalizacio tehat specifikus hatassal lehet a migralé ganglionléc eredet(i sejtekre, hogy ezek
elérhessenek a coecum szintjére. A szignalizacio hatasara a prekurzor sejtpopuldcio expanzidja
figyelhet6 meg, amely lehet6vé teszi az utdbél egészének kolonizalasat. Madarakon végzett
megfigyeléseink, illetve ragcsaldkban végzett kisérletek egylttesen igazoljdk, hogy a coecum
kozponti szerepet tolt be az EDN3 szignalizdcidban (Lee és mtsai., 2003; Nagy és Goldstein,
2006a; Shin és mtsai., 1999; Sidebotham és mtsai., 2002; Woodward és mtsai., 2000). Az EDN3
novekedési faktor egerekben csak a E10.5-E12.5 napok kozt elengedhetetlen, amikor a legeldl
haladé vandorlé ganglionléc eredetl sejtek az ileo-coecalis teriileten |épnek épp at
a proximalis utébél teriiletére. Az Edn3 és Ednrb mutacié hatasara a neuralis ganglionléc
eredet( sejtek migracidja normalisan lezajlik egészen a coecum szintjéig, ahol feltehetdleg egy
atmeneti migracids gatba Gtkoznek. (Druckenbrod és Epstein, 2005b; Druckenbrod és Epstein,

2009; Kapur és mtsai., 1992; Kapur és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 2003)

Az EDN3 és GDNF novekedési faktorok expresszidos mintazatat in situ hibridizacioval
vizsgalva megfigyeltik, hogy az egér embryohoz hasonléan (Leibl és mtsai., 1999; Young és
mtsai., 2001) mindkét gén a coecum szintjén expresszalédik. A coecalis EDN3 expresszio

azonban atmeneti, csirke embryoban csak az embryondlis fejlédés 5. napja el6tt figyelhet6
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meg. Eppen ez a tranziens expresszid (Nataf és mtsai., 1998) lehet az oka annak, hogy ez a
jelenség korabban nem volt ismert. A GDNF expresszidja szintén kiemelkedéen magas
a coecum szintjén. Mindkét gén coecum kezdeményekre lokalizal6dé expresszidja pontosan
a vandorlé ganglionléc eredet sejtek érkezése el6tti stddiumra teheté (Newgreen és mtsai.,
1996), ami arra utal, hogy ezen faktorok lokalisan, kozvetlen vagy kozvetett mddon

befolyasoljak a vandorld ganglionléc eredet(i sejteket.

Testlreg kimérdk létrehozasaval azt az érdekes megfigyelést tettik, hogy az elsé
ganglionléc eredetli sejtek (melyek elérik a coecum utdni, uUn. post-coecalis régiét az
embryonadlis fejl6édés 5. és 6. napja kozott) elegendének bizonyulnak a teljes utdbél
kolonizalasdra. Ezen eredmények két fontos tulajdonsagat emelik ki a coecum szintjét eléré
ganglionléc eredetli sejteknek: els6sorban egy specidlis molekularis mikrokdrnyezetbe
kerilnek, amely gazdag EDN3 és GDNF faktorokban, masodsorban pedig a legeldl haladd
sejtek nagy proliferacids képességgel rendelkeznek és 6nmagukban képesek kialakitani az
utobél teljes bélidegrendszerét. Mivel mind az EDN3, mind a GDNF expresszid a neuralis
ganglionléc eredetl sejtek érkezése el6tt legalabb fél nappal megfigyelhets, ezen faktorok
kdozvetett médon befolyasolhatjak az érkezé ganglionléc eredetl sejteket azdltal, hogy

megvaltoztatjak a coecum mesenchymalis mikrokdrnyezetét.

Annak érdekében, hogy részletesen vizsgalni tudjuk az EDN3-EDNRB szignalizacid
szerepét a madar utébél idegrendszerében, kifejlesztettiink egy olyan embryomanipuldcios
technikat, amellyel in vivo is vizsgalni tudjuk a bélidegrendszer fejl6dését. Testireg kimérak
|[étrehozdsa a madarak esetében egy jol bevalt embryomanipulaciés mddszer, amelyet
hatékonyan alkalmaztunk a végtagfejl6dés (Hamburger, 1939), valamint a nyirokszervek (Nagy
és Olah, 2010; Nagy és mtsai., 2004; Nagy és mtsai., 2005) és a vérképz6 szovetek (Caprioli és
mtsai., 1998) fejl6désének megértésére, a bélidegrendszer fejlédésének tanulmanyozasara
azonban még ezt a mddszert kordbban nem alkalmaztdk. Preganglionaris fiirj utébél csirke
testliregbe torténd transzplatacioja utan azt taladltuk, hogy a csirke ganglionléc eredetd sejtjei
kolonizaljak a transzplantalt firj utdbél szakaszt és két ganglionaris plexust hoznak Iétre,
amelyek nagyon hasonlitottak a normal bélidegrendszer morfolégidjahoz. A testlireg kimérak
létrehozdsa lehet6séget ad a ganglionmentes utdbél molekularis kornyezetének
transzplantaciét megel6z6 manipulacidjara is. Ellentétben a chorioallantois membrdan

transzplantacids technikaval, amely csak az embryonalis fejl6dés 8. napja utan végezhet6 el,
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testiireg kimérak létrehozédsa mar egy 3 napos embryo esetében is megvaldsithatd, amely igy
hosszabb tenyésztési periddust tesz lehet6vé. A fogadd embryo vel6csé sejtjeinek
fluoreszcens karbocianinnal (CM-Dil) torténd jelolése igazolta, hogy
a transzplantdlt utdbelet a fogadd embryo vagus régidjabdl szarmazéd ganglionléc sejtek

kolonizdljak (Nagy és Goldstein, 2006).

Testilreg kimérak létrehozasaval azt taldltuk, hogy az EDNRB szignalizacié gatlasa az
utébélben sulyos hypogangliondzist okoz, mig az EDN3 tulzott kifejez6dése
hypergangliondzishoz vezet. Ez a szambeli kiilonbségben észrevehetd hatas a ganglion sejtek
torténd valtozasokra vezethet6 vissza. Az EDN3 tulexpresszidja esetén szignifikdnsan tobb
osztédd sejtet taldlunk a kontrollhoz viszonyitva, az EDNRB-t gatld6 BQ788 reagens
jelenlétében pedig nem figyelhet6 meg sejtosztdédas. Ez a hatds azonban csak enterdlis
ganglionlécsejtekre specifikus, hiszen ez a kiilonbség nem figyelheté meg az epithelium vagy
a mesenchyma szintjén. Ezt a megfigyelést korabbi in vitro kisérletek is aldtamasztjak, ahol
kimutattak, hogy az EDN3 el6segiti a tenyésztett ganglionléc eredetl sejtek osztdddasat
(Barlow és mtsai., 2003b; Hearn és mtsai., 1998; Lahav és mtsai., 1996; Stone és mtsai., 1997).
Ugyanakkor az EDNRB szignalizacio gatlasa esetén nem figyelhet6 meg fokozott apoptdzis,
amely egybecseng korabbi kisérletekkel, ahol EDNRB deficiens egerek bélidegrendszerének

vizsgalata esetében is hasonld eredményekre jutottak (Lee és mtsai., 2003).

Az enterdlis ganglionléc eredet(i sejtek proliferacids képességének indukaldsa mellett,
az EDN3 megakadalyozza a neuradlis irdanyu differencidlddast, amelyre az nNOS-t expresszald
neuronok hidnya ad magyardzatot. Az nNOS az elsé neurotranszmitter, amely megjelenik
a differencidlodd enteralis neuronokban (Branchek és Gershon, 1989). Ezek a terminalisan
differencialédott neuronok jelen vannak a BQ788-kezelt belek coecumadban, tiikrozve ezaltal
az EDN3-al kezelt utdbelekben megfigyelhet6 differencialt neuronok hidnya a ganglionléc
eredet(i sejtek elnyujtott proliferacidjaval és az utdbél teljes kolonizacidjaval egyiitt

jelentkezik.

Az EDN3 novekedési faktor ganglionléc eredetl sejtek differencidlédasara és
migraciojara kifejtett hatdsa kiemeli a coecum bélidegrendszer fejl6édését organizald szerepét.

A GDNF egy esszencialis chemoattraktans molekula az enterdlis ganglionléc sejtek szamara.
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(Young és mtsai., 2001) Ez azonban felveti a kérdést, hogy a vandorlé ganglionléc eredeti
sejtek hogyan képesek atjutni azon a GDNF-ben gazdag bélszakaszon, ami a coecum magas
GDNF expresszidjanak hatdsara alakul ki. Ragcsaldkban végzett kisérletek eredményei azt
sugalljak, hogy az EDN3 moduldlja a ganglionléc sejtek chemoattrakcidjat a GDNF-fel szemben.
Ez a feltevés ugyanakkor madarakban is igaz, hiszen az EDN3 gatolja a GDNF-fel szembeni
chemoattrakcié létrejottét, ezdltal lehetévé teszi a ganglionléc eredetl sejtek migracidjat
a coecumon keresztil az utébélbe. A mesenchymadlis BMP (Goldstein és mtsai., 2005) és
epithelidlis SHH (Fu és mtsai., 2004b) novekedési faktorokrdl ugyanugy kimutattak, hogy
képesek szabdlyozni a GDNF altal kivaltott chemoattrakciét. Ezen informacidk egylittesen azt
sugalljak, hogy az emlitett jelatviteli Utvonalak kozott potencialis kélcsonhatas is felléphet,
amelyek egyiittesen befolydsoljak a bélidegrendszert kialakitd sejtek migracidjat. Ahogy
a ganglionléc eredetl sejtek atjutnak a coecumon keresztiil az utébélbe, a GDNF elvesziti
chemoattraktans szerepét, amely az utébélben 1évé mds chemoattraktans faktorok

jelenlétére utalhat.

Eredményeink ramutatnak az EDN3-EDNRB jelatvitel fontos szerepére az utébélben is,
ahol az EDN3 expresszid a bevandorld ganglionléc sejtek megjelenésével egyidében indul el.
A coecum jelenlétében torténé EDNRB gatlds az utdbelet ganglionmentessé teszi. Ezzel
szemben, a coecum kizardsaval végzett kisérletekben (testlireg kimérdk létrehozdsa),
a ganglionléc eredetl sejtek elérik az EDNRB deficiens utdbél szintjét, azonban nagyon
alacsony szamban. A megfigyelt hypogangliondzis arra utalhat, hogy az EDNRB szignalizacid
elengedhetetlen az utébél normal enterdlis ganglionsejt populdcidjanak kifejlédéséhez.
Az EDNRB szignalizacid szlikségessége az utdbél szintjén el6zbleg végzett kisérletekkel
osszhangban van, melyek soran Wu és munkatdrsai bebizonyitottadk, hogy az Ednrb-deficiens
egerek vastagbelének végs6 szakasza ganglionmentes marad egészen addig, amig exogén
EDN3 kerul a tenyészt6 médiumba, amely elinditja a ganglionléc eredet( sejtek migracidjat a
ganglionmentes bélszakasz felé. Az elképzelés, miszerint az EDN3 nem csak az enteradlis
ganglionléc eredet( sejt prekurzor populacié fenntartasat biztositja, hanem elengedhetetlen
szerepet tolt be maga az utdbél szintjén is, magyarazatot adhat arra, hogy a sacralis
ganglionléc sejtek miért nem mdlkoédnek jelentésen kozre a distalis colorectum
kolonizaldsdaban EDN3- és EDNRB-deficiens egerek esetében (Baynash és mtsai., 1994; Hosoda

és mtsai., 1994).
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Ha a ganglionmentes bélszakasz kialakulasa kizardlag a korai neuronalis differenciacié
és a migrdcids képesség elvesztésének lenne a kovetkezménye, akkor azt vdrnank, hogy
a sacralis régiobdl szarmazd ganglionléc sejtek a mutans hattér ellenére is képesek potolni
a hianyt. Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy a deficiens EDN3 jelatvitel olyan
mikrokdrnyezetet alakit ki az utdbélben, amely az enterdlis ganglionléc eredetl sejtek
kolonizacidja ellen hat és ez érvényes lehet a sacralis vel6cs6b6l szarmazé ganglionléc sejtekre

is.

Osszefoglalas: madarembryokon végzett in vivo kisérleteinkkel el6szor tudtuk igazolni, hogy
az EDN3 jelatvitelnek Gsszetett hatasa van a bélidegrendszer fejlédésében; elGsegiti az
enterdlis ganglionléc eredetli sejtek proliferaciéjat, gatolja a neuronadlis iranyu
differenciaciot és modulalja a sejtmigraciot. Ezt a komplex fejl6dési jelenséget késGbb
egérembryokkal végzett kisérletek is aldtdmasztottdk (Bondurand és mtsai., 2006;

Druckenbrod és Epstein, 2009).

5.4. A ganglionléc eredetili sejtek vandorldsa, differencidlédasa az endothél sejtek

felszinén torténik.

Az ENCC-k meghatarozott Utvonalon vandorolva alakitjak ki a bélidegrendszert, amely
koncentrikus ganglionok rétegeibdl all a bél korkords simaizom rétegének két oldalan. Azok
a molekularis kélcsdnhatasok, amelyek a bélidegrendszer kialakulasa idején mintazatformalé
hatdssal rendelkeznek, tobbnyire ismeretlenek. Eddig még egyetlen olyan morfogenetikus
faktor sem kertilt meghatdrozasra, amely szelektiv expresszids mintazatot mutatva iranyitana
az ENCC-k migracidjat. Munkank soran egy fontos tér- és id6beli kapcsolatot tartunk fel az
intesztinalis kapillarisok fejl6dése és a vandorld ENCC-k kozott. Jéval megel6zve az ENCC-k
érkezését, az endothélsejtek két jellegzetes koncentrikus korben helyezkednek el a bél
mesenchymaban mintegy kijeldlve az enteralis ganglionok késébbi mintazatat. Kimutattuk,
hogy madar és zebrahal embryokban a vandorld6 ENCC-k szoros kapcsolatban allnak
a vérerekkel. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a vérerekbdl érkez6 jelzések szabalyozzak
a ganglionléc eredet( sejtek migraciojat. A vérerek képz6désének megakadalyozasa a bélben
az ENCC-k migraciojanak gatlasaval jart, amelynek kovetkeztében ganglionmentes utdbél

szakasz alakult ki, bizonyitva a vaszkularizacié fontossagat a bélidegrendszer fejlédésében.
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Az endothél sejtek basalis membranja potencialis migracios feliletnek szamit az érkezé
ENCC-k szdmdra. Kordbban mar kimutattak, hogy a vel6csé, a szomitdk és a myotom mentén
a migrald ganglionléc-eredet(i sejtek tobbszor is kontaktusba kerilnek a basalis membrannal,
ami extracelluldris matrixot alkoté6 komponensekben gazdag, és amely célzottan iranyitja
a ganglionléc-eredetl( sejtek migracidjat az organogenezis fazisaiban (Spence és Poole, 1994).
Kisérletesen mi is megvizsgdltuk az endothél sejtek ENCC migraciét el6segité képességét.
Amikor ENCC-ket izolaltunk és valtozatos fellletekre in vitro kihelyeztiik (kezeletlen mlianyag
felllet, laminin, fibronectin matrixszal el6kezelt felszin, vagy endothelidlis és epithelidlis
sejtekkel bevont feliilet) akkor a ganglionléc eredetli sejtek kifejezetten erés migraciot
mutattak a laminin és fibronectin felszinen, amelyekrél ismert, hogy szubsztratként szolgalnak
a vel6csbbdl kilépett korai ganglionléc eredet( sejtek vandorlasdhoz is. Ehhez hasonldan, ha
az ENCC-ket human endothel sejtek altal alkotott fellileten tenyésztettiik, akkor a kililtetett
sejtek élénk migraciot mutattak, mig az epithelidlis sejtek altal alkotott fellilet nem volt
megenged6 a kivandorld sejtek szdmara. Ezen eredmények egybecsengenek a kordbbi
kisérleti eredményekkel, amelyek a vérerek szerepét hangsulyozzak a vel6cs6bdl kilépb korai
ganglionléc sejtek migracidjanak iranyitdsaban (Spence és Poole, 1994). Fontos megjegyezni,
hogy a fibronectin és laminin felszinekhez képest az embryonalis endothél sejtkultirakban
szignifikdnsan tobb osztddds volt az ENCC-k szintjén, mint barmelyik ECM komponensen,
felhivva a figyelmet arra, hogy az endothélsejtek mas faktorokat is termelnek, amivel

a migracids és a proliferacids képesség fenntartasat biztositjak.

Az endothél sejtek ENCC-re kifejtett hatdsa kiilonb6zé molekuldris mechanizmusok
(sejtfelszinen expresszalt faktorok altal vagy szekretdlt molekuldk segitségével) kovetkeztében
valésulhat meg. llyen lehet az artemin molekula, amely a vérerekben termelt neurotrofikus
faktor. Az artemin elsGsorban a szimpatikus neuronok fejl6désében vesz részt (Stewart és
mtsai., 2008; Yan és mtsai., 2003). Az endothél sejtek matrix metalloprotedzokat szekretalnak,
amelyek neuroblast migraciét képesek indukalni; vagy olyan egyéb neurotrofikus faktort
(brain derived neurotrophic factor) termelnek, amely a neurondlis migraciét és tulélést
biztositja. Az endothelidlis sejtek altal szekretdlt extracelluldris matrix ugyanugy fontos
szereppel birhat az ENCC-k szamara. Ismerve az extracelluldaris matrix fontossagat
a ganglionléc eredeti sejtek migracidjaban és a bélidegrendszer fejlédésében megvizsgaltuk,

hogy az ECM medialt interakciék fontosnak bizonyulnak-e az endothél sejt medidlt

- 143 -



dc_1807

20 L o
EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KONKLUZIO

migraciojaban. Ehhez a CSAT nevl monoklonadlis ellenanyagot hasznaltuk, amely az integrin
receptor beta-1 alegységéhez kotédve meggdtolja a laminin, fibronectin és a kollagén IV
felismerését, és amelyek mind kifejez6dnek az endothelidlis sejtek basalis membranjaban
(Chauss és mtsai., 2015; Hall és mtsai., 1987; Visconti és Hilfer, 2002). Kimutattuk, hogy a CSAT
antigén intenziven expresszalddik az ENCC-k felszinén. Tovabba megfigyeltiik, hogy a CSAT
ellenanyag az endothél sejteken tenyésztett kozépbélbdl kiindulé ENCC migraciéra gatld
hatdssal birt. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt a feltételezést, ami szerint az ENCC-k
feliletén expresszalt beta-1 integrinek elengedhetetleniil sziikségesek az endothélsejtek
altal szekretalt lamininben gazdag extracellularis matrixhoz torténé koétddéshez, ezzel

elésegitve az ENCC-k migraciojat és proliferacidjat a fejl6do bélidegrendszerben.

A bélidegrendszer fejl6dése soran az ENCC-k fibronectinben, lamininben, 1V-es tipusu
kollagénben és tenascinban gazdag kozegben vandorolnak. A bél extracellularis milli6jében
a laminin az ENCC-k feliiletén expresszalédd laminin receptorhoz kétédik. Az ENCC-ECM
kolcsonhatas fontossdgat bizonyitja az EDN3 mutans egerekben megfigyelt colorectalis
agangliondzis kialakuldsa. A ganglionmentes régiok jelentkezése egyiitt jar a laminin tulzott
felhalmozéddasaval az érintett régidban, amely korai neuronalis differenciaciohoz vezethet,
meggatolva ezaltal a normal ENCC migraciot. Erdekes mddon a laminin kété fehérje nem egy
integrin tipusu molekula, igy a CSAT nem befolyasolta. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
integrin és nem integrin medialt interakcidk egylttesen sziikségesek az ECM szintjén
a bélidegrendszer fejlédésében. Abnormalis laminin és kollagén IV expresszid kordbban mar
leirasra kerilt a human Hirschsprung-kdérral asszocidltan is. Dont6 bizonyitéknak szamit az
ENCC-ECM interkacid fontossagaban az a nemrég végzett kisérlet, ahol a beta-1 integrinek
célzott delécidja tortént a ganglionléc eredeti sejtekben. A mutdns egerek jellegzetes distalis
colorectalis agangliondzist mutattak, de hogy miért korlatozodik a rendellenesség a distalis

régidra, még nem tisztazott (Breau és mtsai., 2006; 2009).

Osszefoglalas: a vandorlé ENCC-k felszinén jelen 1évé integrinek és az endothél sejtekhez-
asszocialt ECM molekulak kozott fellépé kolcsonhatas kritikus fontossagu az ENCC-k
migracidjaban. Eredményeinket kés6bb szamos kutatdcsoport integralta a bélidegrendszer
és az endothél sejtek kolcsonhatasat célzo kisérleteik soran (Delalande és mtsai., 2015; Hatch

és Mukouyama; Schrenk és mtsai., 2015).
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5.5. Az utdbél bélidegrendszerének mintazatahoz megfelel6 simaizomfejlédés sziikséges.

Az ENCC fejl6dését szabalyozéd mechanizmusok nem egészen érthet6k, bar egyre tdbb
bizonyiték tamasztja ald az ENCC-k és a bél mikrokdrnyezete kozotti kdlcsénhatdsok
fontossagat. Ide tartoznak az ENCC-k felszini receptorai és a mesenchymaban jelen |évé
ligandok (Goldstein és mtsai., 2013), illetve az extracellularis matrix kozotti kdlcsénhatdsok
(Akbareian és mtsai., 2013; Nagy és mtsai., 2016). Az erekhez hasonldéan az bél simaizom
rétegei is szoros anatdmiai kapcsolatban vannak a bélidegrendszer elemeivel,
és a simaizomsejtek szubsztratként szolgdlhatnak az ENCC-k migracidjanak és
proliferaciéjanak iranyitasahoz és elémozditasahoz. A bélidegrendszernek két f6 ganglionalt
plexussal (submucosalis és myentericus) kialakult sugarmintazatat a kor alaku izomréteg

hatdrolja. Ez arra utal, hogy simaizomra szlikség van a koncentrikus helyzet( radialis mintazat

|étrejottéhez.

Zebrahal embryoban a simaizom és az enterdlis idegsejtek differencialéodasa egyszerre
zajlik; a simaizomfejl6dést érint6 mutaciok bélidegrendszert érint6 rendellenességeket
eredményeznek (Wallace és mtsai., 2005). Ezzel szemben, csirke embryokban a gyomorban
zajlé simaizom differencidlédds mindig az ENCC-k kolonizacidja utan kévetkezik be. A gyomor
kolonizacidja el6tt végzett ENCC ablatio hatraltatja a simaizom fejl6dését (Faure és mtsai.,
2015). Az emberi bélben a simaizomrétegek differencialddasa és az ENCC kolonizacidja kozott
specifikus embryoldgiai kapcsolat fennallasa nem ismert (Fu és mtsai., 2004; Wallace és Burns,

2005).

Csirke embryokbdl szarmazé bélszoveten végzett vizsgalatokbdl megallapitottuk, hogy
a bél simaizomrétege és a bélidegrendszer fejl6dése eltér6 sorrendet kovet a kozépbélben és
az utébélben. A kozépbélben az ENCC-k érkezése megel6zi a simaizom differencidlédast,
de ez a sorrend megfordul az utébélben, ahol a simaizom alakul ki el6sz6r. Mind az alpha-
simaizom aktin, mind a calponin, azaz a korai és a késéi izom differencialédasra jellemzé
molekuldk expresszidja az ENCC-k érkezése el6tt megjelenik. Ennek eredményeként az
ES5 koru csirke embryokban a kozépbélben vandorlé ENCC-k olyan differencialatlan
mesenchymadlis kornyezettel talalkoznak, amelyben nincs simaizom, mig 2 nappal kés6bb az
utdbelet kolonizald legeldl haladd ENCC-k a differencidlt simaizomrétegek kilsé és bels6

fellletén vandorolnak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az ENCC-k jelenléte nem sziikségesa
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simaizom fejl6déséhez az utdbélben és ezt megerbsitik az aganglionikus utdbelek CAM
tenyészetében tapasztalhaté simaizom szovet kialakuldsa. Paradox mddon az ENS migracids
hullamfrontja a kézépbélen tovabb tud haladni, annak ellenére, hogy ott simaizom nem

taladlhato.

Szervtenyészetekbél kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy a bél simaizmanak
alapvet6 szerepe van az ENS kialakitasaban. Az FK506 egy immunszuppressziv gyogyszer,
amelyrél kimutattdk, hogy gatolja a simaizom differenciadléddsat (Fukuda és mtsai., 1998;
Shyer és mtsai., 2013). Az AG1295 egy vérlemezke-eredetl novekedési faktor receptor
antagonista, amely egér embryoban gatolja a viszcerdlis simaizom differencidléodasat
(Kurahashi és mtsai., 2008). Megadllapitottuk, hogy a simaizom fejl6dését a két reagens
kombinacidja gatolja a leghatékonyabban. Fontos szempont, hogy ezeknek az inhibitoroknak
nincs kozvetlen hatdsa az ENCC-kre (Huycke és mtsai., 2019; Shyer és mtsai., 2013).
Kimutattuk, hogy a simaizomfejl6dés gdatldsa a bélidegrendszer mintdzatanak sulyos
zavardhoz, a plexusok kialakuldsdanak meghibdsoddsdhoz vezetett a kozépbélben.
Az inhibitorok megakadalyoztdk az SMA expresszidjat a kozépbélben, jelezve, hogy az alpha-
simaizom aktint expresszalé kora simaizomszovet differencialéddsa 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-simaizom aktin
expresszidjat nem valtoztatta meg. Az inhibitorok azonban megakaddlyoztak a calponin
expressziojat, ami a kés6i simaizom differencidlédas markere. Annak ellenére, hogy a calponin
nem expresszalddott, az ENCC migracidja és a koncentrikus mintdzat kialakulasa az utébélben
normalisan zajlott. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az alpha-simaizom
aktint expresszald korai izom-specifikacié elengedhetetlen az ENS mintazatahoz, mig az izmok

kés6bbi differencialdasa nem befolyasolja a bélidegrendszer fejlédési mintazatat.

A fejl6dé csirke gyomorban (Faure és mtsai., 2015) és az emberi bélben (Fu és mtsai.,
2004; Wallace és Burns, 2005) végzett tanulmanyok alapjan azt feltételezik, hogy a fejlédé
bélcsé teljes hosszdban az ENCC kolonizacidja a simaizom differencialédasa utan alakul ki.
Az ENCC-k hianya a csirke gyomraban megakadalyozza a simaizom megfelel6 mintazatat
(Faure és mtsai., 2015), jelezve, a duclécbdl szarmazd sejtek fontos szerepét a gyomor

simaizom fejl6désben. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy az utébélben, a simaizom normalisan
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fejlédik ki ENCC hianyaban, ez pedig alapvet6 kiilonbségre utal a gyomor-bélrendszer ezen
régidinak fejlédésében. Eredményeink dsszhangban allnak a kordbbi ex vivo vizsgalatokkal,
amelyek azt mutattak, hogy az izomrétegek normalisan kialakulnak a tenyésztett aneuralis

utdbélben (Newgreen és mtsai., 1980; Smith és mtsai., 1977).

Osszefoglalas: A kor alaku izomréteg biztositja, hogy az enteralis plexusok koncentrikus
gylriikben a bél kiils6 rétegében a korkoéros simaizomréteg belsé és kiils6 felszinén
helyezkedjenek el. A hattérben zajlo részletes molekuldris mechanizmusok ismeretlenek,
azonban tamaszkodhatnak a simaizomsejtek és az asszocialt ECM fehérjék jeleire, amelyek

meghatdrozzak az ENCC-k helyét.

5.6. Ham-mesenchymalis kélcsonhatasok hatarozzdk meg a bélidegrendszer radialis

szimmetriat mutaté fejl6dését.

Embryonalis gyomorbdl szarmazd szovetek in vitro rekombinacidja azt mutatta, hogy
a gyomorham eltavolitdsa miatt, a mesenchymaban megnovekedett az enterdlis neuronok
szama és ectopicus helyeken is el6fordultak ENCC-k (Sukegawa és mtsai., 2000). Ez a fenotipus
felvetette azt az elképzelést, hogy az intesztinalis epithelium gatolja az ENCC-k proliferaciojat
és vandorlasat. Ezen elképzelést utdbél epithelium-mesenchymalis rekombindaciokkal
teszteltilik ugy, hogy E5 embryobdl izolalt utdobél hdmot helyettesitettiik egy nem intesztindlis
tipusu epitheliummal. A rekombindciéhoz a bursa Fabriciibél (a cloacdhoz asszocialt primer
lymphoid szerv) szarmazé hamot valasztottuk. Az intraembryonalisan tenyésztett szoveti
rekombinacidkban az ENCC-k az epitheliumhoz kézel vandoroltak, ectopicus és rendellenesen
nagyméretl ganglionok képzGdtek a ham alatt. Az eredmények kiemelik a bél hamjanak
fontossagat, és azt sugalljak, hogy a hamszovet tartalmazhat egy gatlé faktort, amely

egyidejlleg chemorepulziv a befelé migralé ENCC-kre és anti-mitogén hatdssal is rendelkezik.

Kordbban kimutattuk, hogy mig a bél hamszovete termel Sonic hedgehog (SHH)
novekedési faktort, a bursa Fabricii hdmja nem szekretdlja ezt a morfogént (Nagy és Olah,
2010). Sukegawa és mtsai (2000) nemcsak azt vizsgaltak, hogy a gyomorham eltavolitasa
hypergangliondzishoz vezet, hanem azt is, hogy a SHH jelatvitel cyclopaminnal torténd gatlasa
ugyancsak megnovekedett neurondlis szamot és ectopicus ganglionokat eredményez. Ezen
adatok figyelembe véve feltételeztiik, hogy az SHH-t termel6 intesztinalis epithelium is felel&s

lehet a bélidegrendszer mintazataért. Shh null-mutans egerekben a bél megnévekedett szamu
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neuront tartalmaz, amelyek ectopicusan differenciadlédnak az epithelium alatt és rendellenes
eloszldst mutatnak a lamina propridban (Ramalho-Santos és mtsai., 2000; Jin és mtsai., 2015).
A Gasl1 (a Hh sejtfelszini receptor), Ganz1, illetve a Gas1 intracellularis effektor molekuldkat
kodold gének delécidja hasonld fenotipusokhoz vezetett, rendellenes helyzetl enteralis
ganglionok és megndvekedett neuronszdm kialakuldsat okozva (Biau és mtsai., 2013; Jin és
mtsai., 2015). Ezzel szemben a Glil tulzott expresszidja a bélben taldlhatd ganglionok
szegmentdlis hidnyat eredményezte (Yang és mtsai., 1997). Amikor SHH-t adtak az
egérembryokbdl izolalt bélhez, akkor az enterdlis ganglionok képz&dése ledllt, az idegsejtek
ritkdn, szétszdérva voltak taldlhatéak a bél faldban (Fu és mtsai.,, 2004). Ezek az adatok
aldtdmasztjdk a SHH gatld szerepét az ENCC-k proliferacidjara, a sejtek migracidjara,
a ganglionok kialakuldsara és az axon kiterjesztésére. SHH hozzaaddasa in vitro enteralis idegi
sejtaggregdtumokhoz fokozta az sejtek proliferaciéjat (Fu és mtsai., 2004), illetve cyclopamine
kezelés a zebrahal embryok esetében gatolta az ENCC proliferaciot és bél agangliondzist
eredményezett (Reichenbach 2008). Egér, csirke és zebrahal embryokon végzett kisérletekbdl
kapott ellentmonddsok arra utalnak, hogy a Hedgehog-aktivitds komplex szerepet jatszik

a bélidegrendszer fejl6dése soran.

Madar embryomanipulacids kisérletekkel (szervtenyésztés, szdvetrekombindcio,
csirke-flirj kiméra, chorioallantois membran atlltetés és a retrovirdlis kozvetitésl in ovo
funkcidnyerés) tanulmanyoztuk az SHH szerepét a bélidegrendszer fejl6désében
Megallapitottuk, hogy a Hedgehog jelatvitel gatlasa cyclopamine-nal vagy funkcidblokkold
ellenanyaggal hypergangliondzishoz vezet, mig a SHH tulzott kifejez6dése agangliondzist okoz.
Az ENCC-k sikertelen kolonizacidéja a sejtek migracidjanak, osztédasanak vagy
differencialéddsanak rendellenességébdl szarmazhat. Megdllapitottuk, hogy a magas SHH
koncentracio jelent6sen csokkenti az ENCC proliferaciét, és elGsegiti azok id6 el6tti
differencialéddsat neuronokkd. A SHH in vivo RCAS-retrovirus-kdzvetitett expresszidja
megerdsiti ezeket az eredményeket; miszerint az embryoban distalis agangliondzis, valamint

sulyos hypogangliondzis lathaté a proximalis vastagbélben (74. dbra).

Eredményeink megerdsitik a kordbbi megfigyeléseket és feltdrjak a SHH-jelatvitel
alapvet6 szerepét az ENCC proliferaciéjanak, differencidléddsanak, migraciéjanak és

mintdzatanak szabdlyozdsdban (Fu és mtsai., 2004; Biau és mtsai., 2013).
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A SHH hatasa feltehet6en az ENCC-k altal expresszalt receptoron keresztiil valdsul meg,
de nem volt bizonyitott, hogy az ENCC-k kifejezik-e a SHH-receptorokat. Fu és mtsai (2004) és
Ngan és mtsai (2011) egyarant beszamoltak az ENCC-k PTC1 expresszidjardl, illetve hogy
feltételezték, hogy a PHOX2b+ ENCC-k PTC1-et expresszalnak (Reichenbach és mtsai., 2008).
Ezzel szemben a Ptcl, Glil vagy Gli2 altal vezérelt beta-galaktozidazt expresszald riporter
egerek nem mutatnak LacZ expressziot az ENCC-kben (Washington-Smoak és mtsai., 2005;
Kolterud és mtsai., 2009), ami arra utal, hogy az SHH Utvonal génjei nem fejez6dnek ki az egér
ENCC-kben. Amikor 0sszehasonlitottuk a PTC1 és a PTC2 in situ hibridizaciéjat embryonalis
maddar bélben és a tenyésztett ENCC-kben, mindkét receptort megtaldltuk a bél
mesenchymadlis kompartmentumdban, de nem a p75+ ENCC-kben. A SHH receptor
expresszidjanak hidnya két lehet6séget kinal a SHH-kozvetitett hatdasok magyarazatdra
a bélidegrendszer fejl6édésében: (1) SHH egy PTC-fuggetlen utvonalon koézvetlenil hat az
ENCC-kre, vagy (2) a SHH hatdsa az ENS-re kozvetett médon az ENCC kornyezetére hat. Annak
eldontésére, hogy a SHH kdzvetlenil befolyasolhatja-e az ENCC-ket, a bélszakaszokat GDNF-el
kezeltiik, amely elGsegiti az ENCC-k massziv migracidjat a bélbdl egy fibronectinnel bevont
fellletre. 24 6raval kés6bb, miutan a sejtek kivandoroltak a fibronectin felszinre, SHH fehérjét
adtunk a tenyészethez, azonban ez nem befolydsolta az ENCC migracidjat. Ezzel szemben,
amikor SHH-t és GDNF-et egyszerre adtuk a béltenyészethez az ENCC-k migracidja nem tortént
meg, 0sszhangban az embryonalis egérbélben leirt eredményekkel (Fu és mtsai., 2004). Ez azt
jelzi, hogy a SHH nem gatolja kozvetlenil az ENCC vandorldsat, hanem kozvetett hatdst
gyakorol, feltehet6en gy, hogy megvaltoztatja a bél mikrokérnyezetét és igy

megakadadlyozza, hogy az ENCC-k képesek legyenek reagdlni az exogén GDNF-re.
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74. abra: SHH hatasa a bélidegrendszer
fejlodésében. Magas SHH koncentracio
hatdsdra ectopicus ganglionok fejl6édnek a
bélfal mesenchymajaban és hypoganglionosis
alakul ki. SHH gatldasa soran ellentétes
fenotipus  jellemzi a  bélidegrendszer:
r— nagyméret(i ganglionok alakulnak ki az
' ol epithelum kozelében.

e

magas Shh expresszié

plesus
submucosals

Megvizsgaltuk a SHH hozzdadasanak és gatlasanak hatasat ex vivo és in ovo, valamint
megfigyeltiik, hogy a SHH aktivitdas moduldldsa dramai valtozasokhoz vezet az ECM fehérjék
expresszidjaban, amelyek a ganglionléc eredetl sejtek migraciéjanak ismert szabdlyozdi
(Payette és mtsai., 1988; Newgreen és Hartley, 1995; Nagy és mtsai., 2009). Mig a laminin,
a fibronectin és a kollagén | tdmogatja a ducléc eredet( sejtek vandorlasat (permissziv hatas),
addig a kondroitin-szulfat proteoglikan tipusu molekuldk, beleértve a versicant és a kollagén
IX-et gatoljak a migraciét (Bronner-Fraser, 1986; Dutt és mtsai., 2006a; Newgreen és Thiery,
1980; Oakley és mtsai., 1994; Perris és mtsai., 1996; Szabd és Mayor, 2018). Megallapitottuk,
hogy SHH erdsen indukalja a versican, a kollagén IX és a CS-56 expresszidjat a bélben, mig
a cyclopamine csokkenti e fehérjék kifejez6dését. Ezen kiviil mind az SHH+ bélham, mind
a SHH-t tartalmazé mikrogyongy képes indukdlni a kollagén IX ectopicus expresszidjat bursa
Fabricii mesenchymajaban, amely normalis kortilmények kozott nem fejezi ki ezeket a matrix
molekuldkat. Az SHH indukalt versican expresszid indukcidjat fejl6d6é trigeminalis

ganglionokban is bizonyitottadk (Fedtsova és mtsai., 2003).

Osszefoglalas: eredményeink igazoljak, hogy a bél epitheliumbél szirmazé SHH novekedési
faktor koncentraciégradiense a lamina propriaban olyan kondroitin szulfatban gazdag gatlé
ECM kornyezetet hoz létre, amely megakaddlyozza, hogy az ENCC-k az epithelium koézelébe
vandoroljanak, ellentétben a szintén epitheliumbdél szarmazé netrin molekula
chemoattraktiv hatasaval (Jiang és mtsai., 2003), ezaltal kijel6li a plexus submucosus leendé

helyét.
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5.7. Az ENCC-k extracellularis matrixot (tenascin-C, agrin és kollagén XVIIl) termelnek,
hogy atalakitsak mikrokornyezetiiket és szabalyozzak migracidjukat az ENS fejlédése

soran.

Az ENS fejl6édése sordn a coecum teriilete olyan specidlis régiét képvisel, ahol
a vastagbélidegrendszert létrehozd ENCC-k kivalnak a migralé sejtkdtegekbdl és izolalt
sejtekként jutnak el6re az utébélben (Druckenbrod és Epstein, 2005). A coecalis régié ezen
felll az a teriilet, ahol a GDNF és EDN3 faktorok a legerdsebb expressziét mutatjak (Barlow és
mtsai., 2003; Leibl és mtsai., 1999; Nagy és Goldstein, 2006a), és ahol olyan specifikus
faktorok, mint a B1 integrin (Breau és mtsai. 2009) kifejtik hatasukat. Ennek a régionak
a sajatos jellemzG6i 6sszhangban dllnak a coecum lehetséges szerepével az ENCC-k
felkészitésében az utébél kolonizacidjara. Annak vizsgalata soran, hogy a fejl6dé bélben
vannak-e olyan coecum-specifikus tényez6k, amelyek meghatarozzdk az utébél kolonizaciojat,
megvizsgaltuk kiilonb6zé ECM fehérjék expresszidjat. Immuncitokémiai eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a legeldl haladé ENCC-k érkezése el6tt a coecum mesenchymaéis telepe
nem mutat tenascin expressziét. Ahogy a vandorlé ENCC-k belépnek a coecum teriiletére,
tenascin akkumulacio figyelhet6 meg az érkez6 sejtek koril. Ez a dinamikus expresszids
mintazat arra utalhat, hogy a migrald ENCC-k befolyasoljak az extracellularis kérnyezetet a
distalis bél kolonizaciéja folyaman. Aganglionikus utdbelek chorioallantois membranon
torténd tenyésztésével megallapitottuk, hogy a tenascin expresszid hianyzik, kiléndsen a
submucosalis régidéban, ami arra utal, hogy az ENCC-k tenascint termelnek, vagy indukaljak
annak mesenchymalis expressziojat. Korai embryobdl izoldlt vel6csé tenyészetekkel és
testlireg kimérak alkalmazdsaval azt taldltuk, hogy amikor madar-ENCC-k kolonizaljak az
aneurdlis patkdny-graftot, akkor csirke eredetl tenascint fejeznek ki, ami kisérletesen

bizonyitja, hogy az ENCC-k termelik a tenascint.

Azon csirke embryon végzett korabbi tanulmanyok, amelyek azt vizsgdltak, hogy
a ganglionléc sejtek termelnek-e tenascint, ellentmonddsos eredményeket hoztak. Tan és
mtsai (1987, 1991) szerint a korai ganglionléc vandorlasi mintdzatanak kialakuldsa soran
a tenascint kizardlag a szomitdk expresszaljak, ami fliggetlen a ganglionléc sejtek jelenlététdl.
Ezzel szemben Stern és mtsai (1989) azt talaltak, hogy a vel6cs6bdl kilép6 ganglionléc sejtek
akkor expresszaljak a tenascint, amikor a szomitakon keresztil vandorolnak. Az utébbi

kovetkeztetést mas kutatdcsoportok is megerGsitették (Tongiorgi és mtsai., 1995; Tucker,
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1993; Tucker, 2001). Eredményeink az utébbi vizsgalatokkal 4allnak &6sszhangban.
A maddrembryoban megfigyelt tenascin expresszios mintdzat eltér a patkanyokban
(Newgreen és Hartley, 1995) és az egérben (Breau és mtsai., 2009) leirtaktdl, ahol a tenascin
diffdz mdédon expresszadlédik a kils6 mesenchymdban, az ENCC-k koridl nem mutat
egyértelmdlen fokozott expressziét. Csirke embryoban a plexus submucosus szintjén taldljuk a
leger6sebb kolokalizaciét a tenascin és az ENCC-ket jel6l6 markerek kozott. Kordbbi
vizsgalatok azt mutattak, hogy a tenascin elGsegiti a duclécsejtek migracidjat és invazivitasat
(Halfter és mtsai., 1989; Tan és mtsai., 1987; Tucker, 1993, 2001). Kisérleteink soran, in vitro
migracios vizsgalattal azt taldltuk, hogy a tenascin elGsegiti az ENCC-k migracidjat mind
a mlanyag, mind a fibronectinnel bevont fellileteken. Ezek az eredmények 6sszhangban
vannak a tenascin ismert anti-adhézids szerepével (Fischer és mtsai., 1997; Tucker, 2001) és
azon képességével, hogy gdatolja a sejtek integrin 3altal kozvetitett, fibronectinen
(bél mesenchymdban er6s expressziéot mutaté ECM fehérje) valé letapadasat (Chiquet-
Ehrismann és mtsai., 1988; Lotz és mtsai., 1989; Probstmeier és Pesheva, 1999). Ez az anti-
adhézids hatas lehet6vé teszi a sejtek gyorsabb levalasat az ECM szubsztratumrol, és ezéltal
megkonnyiti a ganglionléc sejtek in vivo migracidjat is (Halfter és mtsai., 1989). Breau és mtsai
(2009) veliink ellenétesen arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a tenascin gatolja az ENCC-k
migraciojat. Ez az eltérés fajbeli kilonbségek (csirke versus egér), vagy egyéb technikai
tényez6k kovetkezménye lehet: egyrészt jéval magasabb tenascin koncentraciot hasznaltak
(20 mg/ml), az altalunk alkalmazottnal (1 mg/ml), ahol a 20x toményebb koncentracié
gatolhatja a sejtek vandorldsat (Melkonian és mtsai., 2004); masrészt a tenascin migraciéra
kifejtett hatdsait vitronectin-nel bevont felilileten vizsgaltak, mig csoportunk mianyagot és
fibronectint hasznalt; végiil laboratériumunkban célzottan embryonalis coecum tenyészetben
vizsgaltuk az ENCC-k migraciéjat, mig a masik kutatécsoport 12,5 napos egér embryonalis

kdzépbelet alkalmazott kisérleteihez.

A tenascin ENCC-k altali expresszidja tovdbb hangsulyozza az ENCC-k és
mikrokdrnyezetliik szoros kapcsolatdt az ENS fejl6édése soran. Mig a colorectalis
agangliondzisrdl altalaban ugy vélekednek, hogy azt vagy az enteradlis Gssejtekben, vagy
a bélfal mikrokornyezetében bekovetkez6 hiba okozza, eredményeink azt mutatjak, hogy az
ENCC-k moduldlhatjak mikrokornyezetiiket, ezért az ENS fejlédésének ezen két alapvetd

szabdlyozd elemét nem mindig lehet teljesen szétvalasztani. Ahhoz, hogy megértsiik az
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ENCC-k bél mesenchymadra gyakorolt hatasat, ganglionmentes utdbeleket allitottunk el6 in
vivo vagus region ejtett vel6csé ablacidjaval és ex vivo CAM graftok alkalmazasaval. Mindkét
embryomanipulaciés modell esetében, az aganglionikus utébél ECM mintazataban hatarozott
kilonbség mutatkozott a kontroll dllatokéhoz képest: csokkent tenascin expresszio jellemezte
a submucosalis régiét. Ez arra utal, hogy mig a kiilsé bélfal képes sajat tenascint el&allitani,
ami valdszinlleg a simaizomsejtekbél szdrmazik (Grumet és mtsai.,, 1985), addig a bels6
mesenchyma tenascin expresszidja fligg az ENCC-k jelenlétét6l a submucosa teriletén.
Az ENCC-k tehat nem csak reagalnak mikrokornyezetiikre, hanem maddositjak is azt az ECM
expresszidjanak modulaldsdval. A ganglionmentes vastagbélben a tenascin expresszio
megsz(inése hozzdjarulhat a mesenchyma csokkent permisszivitdsahoz a késébb érkez6
(Druckenbrod és Epstein, 2009; Meijers és mtsai.,, 1987) vagy a transzplantdlt ENCC-k
(Rothman és mtsai., 1993) szdmdra. Ez a megfigyelés azt is hangsulyozza, hogy
az agangliondzis, az emberi Hirschsprung-betegséghez hasonldan, tovabbi karos hatdsokkal
jarhat a bél szerkezetére és miikddésére az enteralis ganglionok hidanyan felil.
Az agangliondzis okozta mikrokdrnyezeti valtozasok megértése kritikus fontossagu
kidolgozdsdhoz (Hotta és mtsai.,, 2013; Metzger és mtsai.,, 2009). Kulonoésen érdekes
megallapitas a vagus és a sacralis régiobdl szarmazé ENCC-k kozotti kilonbség a tenascin
expresszidjanak szintjén. Megallapitottuk, hogy a vagus ganglionlécbdl szarmazd sejtek
expresszaljak a tenascint. Az egyetlen kordbban azonositott molekularis kiilonbség a vagus és
a sacralis eredet(i ENCC-k k6z6tt az volt, hogy a vagus régiébdl szarmazo ENCC-k er6sebb RET
expressziot mutatnak a sacralis ganglionléc sejtekhez képest (Delalande és mtsai., 2008).
Feltehet6en a tenascin expresszid hianya felel6s a sacralis eredetli ENCC-k csokkent
invazivitasa miatt. Tovabbi kilénbségek azonositasa a vagus és a sacralis duclécbdl szarmazé
ENCC-k kozott hozzajarulhat az ENS fejl6édésének és a Hirschsprung-koér etioldgidjanak jobb

megértéséhez.

Korabbi in vitro és in vivo kisérletek alapjan megallapitottak, hogy a mesenchymat érinté
elvaltozdsok befolydsoljdk a sejtek migraciojat és a fejl6d6é bél mikrokoérnyezetét érint6
elvaltozdsok az enteralis plexusok velesziiletett rendellenességeit okozhatja (Kapur és mtsai.,
1995; Nagy és mtsai.,, 2016; Vaos, 1989). Extracellularis matrixot célzé kisérleti munkank

masodik részében részletesebben karakterizaltuk a vandorlé ENCC-k és az extracelluldris
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mikrokornyezet kozotti kolcsonhatast. Kiemelten olyan ECM molekuldk expresszids valtozasat
vizsgaltuk, melyek a ganglionléc-eredetl sejtek vandorlasanak ismert szabdlyozoéi (Payette és
mtsai.,, 1988, Newgreen és Hartley 1995, Nagy és mtsai.,  2009).
A laminin (Nagy és mtsai., 2009, Fu és mtsai., 2020), a fibronectin (Akbareian és mtsai., 2013),
a kollagén | (Young és Newgreen 2001, Nagy és Goldstein 2006a, Chevalier és mtsai., 2016) és
a tenascin (Akbareian és mtsai., 2013) serkenti, a kollagén VI (Soret és mtsai., 2015), valamint
a CSPG-ok csalddjaba tartozo versican és a kollagén IX gatolja a ganglionléc sejtek migracidjat
(Newgreen és Thiery 1980, Bronner-Fraser 1986, Oakley és mtsai., 1994, Perris és mtsai., 1996,
Dutt és mtsai., 2006; Nagy és mtsai., 2016).

A kilonbozé fejlédési  stadiumok ECM  mintdazatdnak immunhisztokémia
Osszehasonlitasa soran tobb olyan heparan-szulfat proteoglikdn fehérjét (HSPG) talaltunk,
amely intenziven expresszdlddnak a fejl6dé bélidegrendszerben. Kimutattuk, hogy a korai
embryoban a vandorlé ENCC-k kozvetlen kdrnyezetében intenziven expresszalédik a kollagén
XVIII, agrin és perlecan. A kollagén XVIII volt az els6 olyan molekula a kollagének kozdl,
amelyrél kimutattdk, hogy heparan-szulfat oldallancokkal rendelkezik (Halfter és mtsai.,
1998). Ez a HSPG fehérje széles korben expresszalddik az epithelialis és endothelialis basalis
membranokban és kozrejatszik a neuronok és ganglionléc sejtek fejlédésben. A kisagyban a
Purkinje-sejtek kollagén XVlll-at és az N-terminalis végér6l enzimatikusan lehasitott
"matricryptin"-jét, az endostatint termelik, amelyek sziikségesek az agyi szinapszisok és az
axontermindlisok szervez6déséhez (Su és mtsai., 2012). Caenorhabditis elegans és Drosophila
melanogaster embryokon végzett kisérletek soran kiderilt, hogy a kollagén XVIII és az
endostatin fehérjék esszencidlis szerepet jatszanak a neuron migraciéban és az
axonnovekedésben (Ackley és mtsai., 2001; Meyer és Moussian, 2009). Kollagén XVIII
morpholino-medidlt csendesitése zebrahalban a ganglionléc eredetl sejtek migracios
zavarahoz vezetett (Banerjee és mtsai., 2013). Korai egér embryokbdl izoldlt ENCC-k RNS
szekvenaldsa soran kiderilt, hogy a kollagén XVIII egyike a progenitor specifikus géneknek,
amely egybecseng azzal az észrevétellinkkel, miszerint ez a fehérje a differencialatlan, intenziv
migraciot mutatd ENCC-k szintjén expresszalodik (Lasrado és mtsai., 2017). A kollagén XVIII
széles expresszids mintazata és sokrétl szerepe ellenére, a null-mutdns egerek csak enyhe
fenotipusos kilonbségekkel rendelkeznek, tgymint a retina levalas és degenerdcid, macularis

abnormalitasok és velGcsé zarddasaban észlelt zavarok (Heljasvaara és mtsai., 2017).
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Ez az ECM fehérjék korében el6fordulé funkciondlis redundancianak lehet egy
kovetkezménye, amely gyakran megfigyelheté HSPG-k esetében. Azt taldltuk, hogy a kollagén
XVIIl az ENCC migracié szamara permissziv kozeg kialakitasdban vesz részt, de a kollagén XVIII
molekula hidnya, ahogy a null-mutans egér esetében is lattuk, nem jar feltétlendil

sejtvandorlasi defektussal.

A masik perigangliondrisan megjelené HSPG az agrin, mely a basalis membranok mellett
jelen van a fejl6dé agy teriiletén, illetve kimutathaté a csirke érzé ganglionjaiban is (Banerjee
és mtsai., 2013; Halfter és mtsai., 1997; McCarthy, 2015; Su és mtsai., 2012). Halfter és
munkatarsai leirtdk az éretlen Schwann-sejtek altal termelt agrin gdtlé hatdsat: in vitro
tenyészetekben az agrin fehérje akadalyozta a retindlis neuritndvekedést (Halfter és mtsai.,
1997). Az agrin fejl6d6 bélidegrendszerben torténd expresszidja csak a fejlédés késébbi
stadiumaban jelenik meg, el6sz6r az embryonalis fejlédés 10. napjan, 2 nappal az ENCC-k
kolonizacidjat kovetéen. Annak érdekében, hogy ezen jellegzetes expressziés mintdzatnak
a jelent6ségét megismerjlik, megvizsgdltuk a kollagén XVIII és az agrin ENCC migraciora
kifejtett hatdsat. Azt taldltuk, hogy az agrin er6sen gatolja az ENCC migracidt, feltehet6en
a receptordval, a disztroglikdnnal torténd interakcidja altal, amelyet az enteralis ganglionok
expresszalnak. Ezzel ellentétben a kollagén XVIII egy permissziv kérnyezet kialakitasaban vesz
részt a migracio |étrejottéhez, de nem elengedhetetlen komponens. Ugy gondoljuk, hogy az
agrin meggatolja az ENCC-k migraciojat, ahogy elérik célhelylket és elkotelez6dnek
a neuronalis vagy glidlis differenciacié iranyaba. EI6z6 eredményeink tikrében, amelyek
szerint az ENCC-k tenascint expresszdlnak a legeldl haladd sejtek szintjén, még érdekesebbé
valik a jelenlegi megfigyelés. A tenascint expresszalé ENCC-k specifikusan vagus régiobdl
szarmazo ganglionléc eredeti sejtek, amelyek migracidjat maga a tenascin aktivan segiti el
(Akbareian és mtsai., 2013). Osszességében ezen eredmények felhivjak a figyelmet az ENCC-k

azon jellemz6 tulajdonsagdara, amely az ECM proteinek autonédm termelésében nyilvanul meg.

Az agrin egy nagy méretl HSPG molekula, melynek erGteljes expresszidja figyelheté meg
a fejlédé agyban és tulajdonképpen minden fejl6d6 szerv membrana basalisaban. Emellett
agrint expresszalnak az éretlen Schwann-sejtek, illetve a fejl6d6 csirke embryo érz6 ganglionjai
is (Halfter és mtsai., 1997; Lasrado és mtsai., 2017). Osszhangban jelenlegi eredményeinkkel,
in vitro kisérletekben korabban kimutattak az agrin gatlé hatdsat a neuronok névekedésre.

Erdekes mddon az alpha-5-beta-1 expresszald sejtek kotédése agrin felszinhez meggatolhaté
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a beta-1 integrinhez kot6dé ellenanyaggal, amelyrdl ismert, hogy fontos szerepet jatszik
a bélidegrendszer fejlédésében (Breau és mtsai., 2006; Breau és mtsai., 2009b; Martin és
Sanes, 1997; Nagy és mtsai., 2009). A kollagén XVIll-at és az agrint is aktivan termelik az
ENCC-k, akdrcsak a tenascint. Ezek az eredmények kiemelik az ENCC-knek azt a kiilonleges
szerepét, hogy képesek mddositani az extracelluldris kornyezetiik Osszetételét.
Génexpresszios vizsgalatok nemrég kimutattak szdmos olyan ECM-hez kotott gént, amelyeket
a Drosophila embryok vandorlé hemocitdi és izomsejt prekurzorai expresszalnak. Ezen gének
specifikus expresszidja megfigyelhetd ugyanakkor a csirke ducléc eredetl sejtjekben is (Bae és
mtsai., 2017). Hasonldéan a ganglionléc-eredetl sejtekhez, a foetalis egér izom Gssejtek
migracids képessége kapcsolatban all a sejtek kollagén VI és tenascin termelésével (Tierney és
mtsai., 2016). Ezekrdl a fehérjékrél jél ismert, hogy szabdlyozzak a sejtmigracids folyamatokat

felszini receptorok daltal vagy az ECM merevségének (,stiffness”) feloldasaval.

A kollagén XVIII és az agrin in vivo szerepei a bélidegrendszer fejl6dése soran sokrétliek
lehetnek; a sejtmigraciéra kifejtett hatas mellett szabdlyozhatjdk a neuronalis és glialis
differenciaciét, a ganglion jellegli sejtaggregacidk létrejottét in vitro, illetve a neuronok
nyulvanyainak képz6dését. Ezen fehérjék posztnatalis bélben is megfigyelhet6 egyenletes
expresszioja arra utal, hogy fontos szerepet toltenek be a kifejlett bélidegrendszer normal
szerkezetének és mikodésének fenntartdsaban. Mindkét fehérje korbefogja a kifejlett
ganglionokat, igy szerepet jatszhatnak egy fizikai gat létrehozdsaban, amely elvdlasztja a
ganglionokat a simaizomtdl, kapillarisoktdl és egyéb kornyez6 sejtektél, potencidlisan
megvédve azokat a kiilléonb6z6 immunmediator molekulaktdl is. Ez a megallapitds 6sszhangban
van az agrinnak az agyban bet6ltott szerepével, ahol akkumulacidja a kapillarisokat 6vezé
basalis membranokban elGsegiti a mikrovaszkuldris atjarhatatlansagot és ezaltal a vér-agy gat
kialakulasahoz jarul hozza (Barber és Lieth, 1997). A kollagén XVIII és agrin altal kivaltott
mikrokdrnyezeti valtozasok in vivo vizsgdlatanak fontossaga a bélidegrendszer fejl6dése
soran, illetve ezek fizioldgias szerepe az érett bélidegrendszert célzd jov6beni kutatasokban

kiemelt fontossagu lehet.

Az ENCC-k azon szerepének megismerése, hogy aktivan képesek matrix kérnyezetik
megvaltoztatasara fontos terdpias és klinikai lehet&ségeket tar fel. A Hirschsprung-betegség
esetében példaul, a ganglionmentes bélszakaszban nemcsak az ENCC-k hidnya komoly

probléma, hanem az ECM hadldzat kialakuldsa is zavart szenved. Az Ednrb mutans egerek
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distalis vastagbelének periganglionikus régidjaban hianyzik a kollagén XVIII és az agrin.
A Hirschsprung-betegség okait és hatdsait a bél fejlédése sordn tehat sokkal szélesebb kérben
kell vizsgalni. A regenerativ terapidban, ahol a Hirschsprung-betegség kovetkeztében
megjelené ganglionmentes bélszakasz Gssejtes repopulacidjat célozzdk meg, szamolni kell
azzal is, hogy a sejtek egy olyan abnormadlis matrix kdzegbe keriilnek, amely potencidlis
valtozdsokat okozhat az enterdlis neuronalis fejl6désben a megvaltozott mikrokdrnyezet
hatdsara. Az agrin expresszid és ezaltal a migratorikus gatlé hatas csokkentése, illetve a pro-
migratorikus faktorok hatasanak el6térbe helyezése, mint a kollagén XVIII és a tenascin, olyan
Uj lehetGségeket kinalnak, amelyek a neurdlis Gssejtek migraciéjat segithetik el6
a transzplantdciét kovetéen. Ehhez kapcsoléddan tovabbi kisérletek sziikségesek az ECM
funkciondlis, normal és patolégidas bélidegrendszer fejlédésre kifejtett szerepének
meghatdrozasara. Figyelembe véve a fehérjék hatalmas szamat, amely részt vesz a bélben
taldlhatéd komplex ECM kialakitasaban, egy részletes transzkriptomikai vagy proteomikai
vizsgalat nagyban hozzdjarulna a normal bélidegrendszer fejl6dés jobb megértéséhez,
kiegészitené a jelenlegi tudasunkat a bélrendszert érinté neuralis betegségek

patofiziolégidjardl, illetve Uj lehet6séget kinalna az Gssejtterapia sikeres alkalmazasahoz.

5.8. Cimlapfotok:

Az elmult néhany évben publikdlt embryondlis bélidegrendszer fejlédését célzd
kutatasokbdl sziiletett elsé és utolsd-szerzds cikkeimbdl szamos kép az uUjsagok cimlapjara
keriilt. (Goldstein és Nagy 2008; Nagy és mtsai., 2009; Nagy és mtsai., 2010, 2012, 2016; Nagy
és Goldstein, 2017; Déra és mtsai., 2017, 2018).

Pediatric Research
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75. abra: Cimlapfotdk.
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5.9. Tovabbi kutatasok, tervek:

Az elmult évtizedben szamos embryomanipuldciés moddszert sikerllt a budapesti
laboratériumban meghonositani: embryondlis kiméra kisérletek, &ssejtek carbocyanin alapu
sorstérképezés, in vitro szovetrekombinacid, embryonadlis szervtenyésztés, ,stripe-choice”
migracios teszt, microgyongy beliltetés, chorioallantois transzplantdcio, vel6csé ablatid,
embryonadlis kiméra készités, ganglionléc sejtek izolaldsa, in situ hibridizacié és RNSseq
transzkriptom analizis. Ezekkel a moddszerekkel felvértezve, szertedgazd kilfoldi

kollaboracidkat kiépitve jelenleg a kovetkez6 kérdéseket tanulmdanyozzuk:

1.) Az _embryonadlis coecumbdl szarmazé WNT11l faktor hatdasa az ENS fejlédésére.

Az embyonalis coecumnak vastagbél idegrendszer fejlédésében betoltott szerepét klasszikus
embryomanipuldciés technikdk, szervtenyésztés és molekuldris bioldgiai médszerek (in situ
hibridizacié, RNAseq analizis) o6tvozésével vizsgaljuk. Eddigi kisérleteinkkel igazoltuk, hogy:
1) a coecumon athaladd ganglionléc sejtek intenzivebben osztédnak, mint a bél mas
szakaszaiban. 2) a coecum korai eltdvolitdsa miatt, a ganglionléc eredet( sejtek proliferacidja
csokkent, korai neurdlis differencialdodds, az utdbelet distalis aganglionozis jellemzi
(Hirschprung-koérra jellemzdé fenotipus). 3) az RNAseq analizis (76. abra A, B) és in situ
hibridizaciés eredmények (76. dbra C-E), valamint a rekombinans WNT5a és WNT11
fehérjékkel embryondlis szervtenyészeteken tett megfigyelések szerint, a coecumban
kifejez6d6 WNT fehérjék fontos szerepe jatszanak az utébél ENS fejlédésében. A kisérleteket
kiilfoldi kollaboracidoban végezziik Dr. Alan Goldstein (Harvard Medicaly School,Boston, USA)
laboratdriumaval. Nagy N, et al. Essential role of the avian ceca for formation of the hindgut

enteric nervous system (kézirat megirds alatt)
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76. abra: Coecum RNAseq analizise és validalasa.
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2.) Bélidegrendszer-extracelluldris mikrokdrnyezet koélcsénhatdsa Talpid® muténs

vastagbélben. A Talpid® és Talpid? gének a primér csillok képzéséért felels fehérjét kddolnak,
amelyek hianydban a Sonic hedgehog (SHH) novekedési faktor jelatvitelének zavardra
hasonlitdé anomalidk figyelhet6k meg. A Talpid® mutans csirke (77. abra A, B), illetve egér
embryora (77. abra D-F) csokevényes vastagbél és koponya deformitas jellemzé.
A kisérleteket kulfoldi kollaboracidban végezziik Dr. Alan Burns és Dr. Jean-Marie Delalande

(University College of London, Inst. of Child Health, London) laboratériumaval.

intestine

Wnt1:Cro; Talpid3 inres

77. abra: Talpid gének mutacidja csirke (A, B) és egér (D-F) modellrendszerben.

(térs-elsdszerzé) Jean Marie Delalande!*, Nandor Nagy?3, Conor J. McCann?, Dipa Natarajan®, Julie E. Cooper®,
Gabriela Carreno®, Alison Campbell®, Nicole Laurent’, Sophie Thomas?, Caroline Alby®, Tania Attié-Bitach®?0,
Stanislas Lyonnet®, Malcolm P. Logan'!, Allan M. Goldstein?, Megan G. Davey'?, Robert M.W. Hofstra®3, Nikhil
Thapar*'* & Alan J. Burns*'315 Talpid® regulates multiple aspects of neuromuscular patterning during
gastrointestinal development in animal models and human. (eLife: pozitiv birdlat; a kézirat birdlat alatt)

Egy masik kollaboracid Dr. Samantha A. Brugmann (Divisions of Plastic Surgery and
Developmental Biology, University of Cincinnati College of Medicine, Cincinnati, USA)
kutatécsoportjaval a Talpid2 mutans embyonalis mintak protein és RNS szint(i vizsgdlatara,
a craniofacialis elvaltozasainak jellemzésére. és a fejl6dé béltraktus radidlis mintazatanak

komparativ embryoldgiai vizsgalatara fokuszalunk (78. abra).

E8 Talpid2 -/~ tail bud (sagittal section)

neural tube

notochord

) “
T

aorta

A

]

hindgut

D.E

78. abra: Talpid2 mutas csirke embryo. A.) A végtagokon polydactylia alakul ki.

B.) A vastagbélben rendellenes idegrendszer figyelheté meg.
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3.) Egy Uj sejttipus leirdasa, az intraganglionaris makrofagok karakterizaldasa transzgenikus

csirke és egér allatmodellekben, ontogenezisének nyomonkovetése embryomanipulacios

modszerekkel. A kbzponti idegrendszert neuroektodermadlis eredet(i neuronok és gliasejtek,

valamint a szikhdlyagbdl szarmazé mikroglia sejtek alkotjak. A bélidegrendszerben jelenlegi
ismereteink szerint csak ganglionléc eredetl neuronok és glia sejtek taldlhatok Legutdbbi
vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a madar és eml6s bélidegrendszer ganglionjaiban
nyulvanyos myeloid sejtek fordulnak elé (Dora et al, 2018). Ezek a megfigyelések felvetették
annak a lehet6ségét, hogy az enteralis ganglionokban a ganglionléc eredetl neuronokon és
gliasejteken kivil egy harmadik sejtpopulacio is Iétezik. Az “intraganglionaris makrofagok”
(IGM) az enteralis neuronokat és gliat korbefonva, a ganglionokat kérnyezetiiktdl elhatarold
kot&szovetes kapszulan (Nagy et al, 2018) belul helyezkednek el, és mikroglia/makrofag

specifikus sejtfelszini markereket expresszalnak (Dora et al, 2018). (79. abra).

makrofagok az idegszovethen | “wholemount” bélnyazat
LN myentericus ganglion
AV
f

79. abra: A bélidegrendszerben az agyi mikroglidkhoz hasonlé sejttipus fejlédik. CSF1R® embryok

(A,B) és CX3CR1°" egerek embryomanipulacidja lehetdvé teszi az ENS-asszocidlt mikroglia-szer(i

sejtek embryonalis és felnétt jellemzését.
Egér vastagbélen végzett immunfestéseink megerd@sitették, hogy a CX3CR1+ muscularis
makrofagok egy alpopulaciéja az enteralis ganglionokon beliil talalhaté és hasonldéan a
mikroglidhoz CD45, CD11b, Ibal, CSF1R markerek expresszidjat mutatjak. Az intraganglionaris
makrofagok elektronmikroszkdépos morfoldgiaja azt mutatja, hogy a sejtek ganglionba keriilés
utan jelentés morfoldgiai transzformacion mennek keresztiil: extenziv vakuolizaciot,
mitokondrium-felhalmozddast és aktiv fagocitdzis jeleit mutatjdk. Az IGM-et célzd
vizsgalatokkal az enteradlis ganglionok koriil talalhatd extracelluldris matrix barrier szerkezetét
és élettani funkciojat kivantuk megérteni. Ez a barrier a vér-agy gathoz hasonldéan egy

folyamatos enteralis glia-talp rétegbdl, szamos ECM fehérjébdl, és egy bazdlis membranbdl all.
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Az elektronmikroszkdpidval és immunhisztokémidval kimutatott agrint és kollagén IV-et
tartalmazé ganglion bazalis membrdan barrier funkcidjanak teszteléséhez kisméretd 4- és 10
kDA-os FITC dextrant, majd nagyméret(i 66 kDA-os fluoreszcens albumint fecskendeziink
egerek farokvéndjdba. A feltoltések informaciét nydjtanak a vér-bélidegrendszer barrier
permeabilitasardl és azt 6ssze tudtuk hasonlitani a vér-agy gat barrier-rel. A fluorescens
dextran részecskék fagocitézisa alkalmas volt a makrofagok migraciéjanak in vivo kévetésére
is. A makrofagok aktivitdsa és a barrier kozotti kapcsolatot DSS-indukalt egér bélgyulladdsos
modellben tanulmanyoztuk, amit 06tvoztink az L-chlodronate-al elGidézett makrofag

deplécidval is.

Osszefoglalva: a bélidegrendszert hatdrolé ECM barrier normél és patoldgias kériilmények
kozott érzékenyen reagal a makrofagok jelenlétére, aminek kulcsszerepe lehet a
bélidegrendszert érint6 gyuladdsok patomechanizmusaban. (David Dora, Szilamer Ferenczi,
Rhian Stavely, Viktoria E. Toth, Zoltan V. Varga, Tamas Kovacs, lldiko Bodi, Ryo Hotta, Krisztina
J. Kovacs, Allan M. Goldstein, Nandor Nagy (2020) Evidence of a Myenteric Plexus Barrier and
its Macrophage-Dependent Degradation during Murine Colitis: Implications in Enteric

neuroinflamation. kézlésre elkiildve Gastroenterology, 2020 szeptember 25)

4.) GDNF novekedési faktorral indukalt idegi 6ssejtek izolalasa.

A bélidegrenszeri 6ssejtek izoldldsa GDNF-indukalt sejtaggregacios modszerrel (80. abra).
A kordbbi sejtizolaldsi technikdnal (immunobead sejtszeparalds vagy sejt-sorter analizis)
sokkal gyorsabb és hatékonyabb sejtizolaciés technikat dolgoztunk ki. Ez a médszer kivald
lehet6séget nyujt a bél kiilonb6z6 szakaszat kolonizald idegi Gssejtek izoldlasara, fejlédési

potencialjanak tanulmanyozasara is.

80. abra: GDNF hatasara idegi
sejtaggregatumok jonnek létre. A.) E7
embryonalis bélszakaszok 10 ng/ml
GDNF jelenlétében torténs tenyésztése
soran, a bélcsé felszinén, kiemelten a
_ coecum magassagaban szamos N-
N-cadhenin “whole . . P . .
cadherin+ sejtaggregatum jelenik meg.
B.) Korai neuron specifikus
immuncitokémiai festéssel (Tujl) és C.)
EdU proliferacids analizissel igazoltuk,
hogy a sejtaggregatumok (atmérg: 150-
200 pum) intenziven osztédd ganglionléc
eredetli Gssejtekbdl allnak.

T.UJ ' {beta l-wubulin) y EdU (pires)
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Wntl-tdT transzgenikus egér és GFP-csirke embryonadlis fliggesztett béltenyészetben a
mesenchymdlis eredet(i GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor, névekedési faktor)
hozzdadasara 72 dra alatt a ganglionléc-eredet(i sejtek kivandoroltak a tenyésztett bélszakasz
felszinére, ahol neurosphere-szer(i sejtaggregdtumokat hoztak Iétre. Immuncitokémiai
adatokkal igazoltuk, hogy GDNF-indukalt idegi sejtaggregatumok (gangliosphere-nek neveztiik
el) kiemelten differencialatlan SOX10+ ganglionléc eredet( sejteket tartalmaztak, amiben par
nap tenyésztés utdn neuron és glia irdnyu differencialédas figyelheté meg. Vel6cs6be torténd
GFP vektorok elektroporacidja, vel6csé-transzplantacid, és chorioallantois membran
transzplantaciéval végzett kiméra kisérletekkel igazoltuk, hogy a GDNF-el indukalt
gangliospherek multipotens Gssejteket tartalmaznak. Az egér bélbdl izolalt gangliospherek
ganglionléc eredetl sejtjei csirke bélben torténé beliltetése utdn teljes bélidegrendszert
hoztak létre. Ezzel a kisérletes technikdval igazoltuk, hogy a gangliosphere-ek Gssejteket

tartalmaznak.

A kisérleteket Dr. Donald Newgreen 4altal vezetett kutatdcsoport (Murdoch Children’s
Research Institute, Ausztralia) és a bostoni Harvard egyetem, gyermeksebészeti klinikajanak

kutatélaboratdriumaval (Prof. Allan Goldstein labor) egylttm(kodve végeztiik.

Nagy, N., Guyer, R. A., Hotta, R., Zhang, D., Newgreen, D. F., Halasy, V., Kovacs, T., & Goldstein,
A. M. (2020). RET overactivation leads to concurrent Hirschsprung disease and intestinal

ganglioneuromas. Development (Cambridge, England), dev.190900. in press

5.) Embryonadlis bélidegrendszeri Gssejtek izoldlasa és RNS szintli karakterizalasa.

A vandorlé bélidegrendszeri Gssejtek transzkriptom-analizise elengedhetetlenil sziikséges,
hogy megértsiik a migralé sejtek molekularis jellegzetességeit, mellyel kés6bb optimalizalni
tudjuk a sejtek vandorldsat a neurointesztinalis betegségek gyégyitasdhoz sziikséges Gssejt-
transzplantacié soran. Nagyon keveset tudunk a vandorlé ganglionléc eredet(i sejtek
génexpresszids programjardl, mivel semmilyen molekularis marker nem all rendelkezésre
ezen populacid szelektiv jelolésére. A magas sejtvandorlasi képességgel rendelkezé ENCC-k
RNSseq analizise fényt derithet azokra a génekre, amelyek a sejtek invazivitdsat szabalyozzak

(81.abra).
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81. abra: ENCC-k vandorlasa az E11.5 Wnt1;tdT egér
embryondlis kozép-, és utdbélben. A magas
sejtvandorlasi képességgel rendelkezs, E11.5 Wnt1,;tdT
egérembryobdl izoldlt kolonizdlé ganglionléc-sejtek
(Kép: 1-es jelzet keret) és a vandorlast befejezé, nyugvo
ganglionléc-sejtek  (Kép: 2-es  kerettel jelzett
sejtpopulacid) RNSseq analizise fényt derithet azokra
a génekre, amelyek a sejtek invazivitdsat hatarozzak
meg. Ezzel lehet6vé valna olyan Uj jeldtviteli utak
karakterizaldsa, melyek kulcsszerepet jatszanak az
embryonalis és posztnatdlis idegsejtek vandorlasaban.

kézépbé|

Osszegzés: Kutatocsoportom, kiemelten egyiittm(ikédve a bostoni Harvard Egyetem
Gyermeksebészeti Tanszékének Gssejtkutatéd laboratériumaval, azt tlzte ki célul, hogy
karakterizalja a normal és a Hirschsprung-kdrra jellemzé rendellenes bélidegrendszer
embryondlis fejl6dését. A bélidegrendszert |étrehozd ganglionléc-eredetli Gssejtek
tanulmdanyozdsa a neurointesztinalis kérképek patoldgiai hatterének megismerésén tul az
Gssejtterapias kezelések jov6beni alkalmazhatésaga szempontjabdl is nagy jelent&séggel bir.
Az Gssejtek fejl6édését meghatarozd extracelluldris mikrokérnyezet nem csak a
sejttranszplantaciét megel6z6 in vitro felszaporitds fazisaban fontos, hanem a belltetést
kovet6en, a megfelelS szoveti kdrnyezet megteremtésében is szerepet jatszik. Az RNAseq és
embryomanipulaciés kisérletekkel szamos, korabban ismeretlen molekulat azonosithatunk a
fejl6dé bélidegrendszer kornyezetében. Sejtszintli RNSseq analizis fényt derithet azokra a
génekre, amelyek az ENCC-k invazivitdsat szabalyozzak. Mindezek alapjan olyan molekularis
stratégidkat dolgozhatunk ki, amelyekkel fokozni lehet a biopszidkbdl kinyert vagy 6ssejtekbdl
differencialtatott idegi 6ssejtek migraciés és integracids képességét a posztnatalis bélbe

torténd transzplantacioé utan.
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K6szonetnyilvanitas:

K6széndm 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. Egyutt kezdtik el a bélidegrendszer fejlédését célzo
kutatdsokat, amibdl eddig 37 publikacio sziiletett.

Koszonettel tartozom Prof. Oladh Imre és Prof. Szél Agoston intézetigazgatdknak, akik lehetévé
tették, hogy a Humanmorfoldgiai és Fejlédésbioldgiai Intézetben (2016 utdn Anatdmiai,
Szovet és Fejlédéstani Intézet) zavartalan kornyezetben tudjak dolgozni, mindig halas leszek
Onzetlen anyagi és szakmai tamogatasukért és a batoritd szavakért.

Koszonetnyilvanitdsomban még egyszer kiilén kiemelem Prof. Oldh Imre egyetemi tanart, aki
emberileg is legmesszemendkig tdmogatott és mar a PhD évek kezdetén témavezetSként
raallitott a ,,jové tudomanydra” az dssejtekre és a fejlédésbioldgiara.

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

K6szonom jelenlegi és korabbi PhD hallgatéimnak, Dr. Déra Davidnak, Dr. Barad Csillanak, Dr.
Molndr Davidnak, Kovacs Tamasnak, Halasy Viktdridanak és Fejszak Néranak, hogy nagy
elhivatassal segitették a munkdmat, egyltt dolgoztak velem és tudomanyos didkkoros
munkdjukat doktorandusz hallgatoként is mellettem folytattak. Koszonet a tobbi TDK
hallgatémnak: Biré Eva (SOTE), B&di Ildiké (ELTE), Csikés Gergely (SOTE), Harmati Petra (Babes-
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