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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

CAM
CSPG
E

ECM
EdnRB
ENCC
ENS
Ep.
ET-3
GDNF
HD
HSPG
LICAM
NCC
NoR
pm
psm
Phox2b
RCAS
Ret

Sox10

chorioallantois membran (chorioallantoic membrane)
kondroitin-szulfat proteoglikén (chondroitin sulfate proteoglycan)
embrionalis nap (embryonic day)

extracellularis matrix (extracellular matrix)

B-tipust endothelin receptor (Endothelin Receptor type B)
entericus ganglionléc-eredetii sejt (enteric neural crest cell)
bélidegrendszer (enteric nervous system)

epithelium

endothelin-3

glia-eredetii novekedési faktor (glial cell-derived neurotrophic factor)
Hirschsprung-kor (Hirschsprung’s disease)

heparan-szulfat proteoglikan (heparan sulfate proteoglycan)

L1 sejtadhézids molekula (L1 cell adhesion molecule)
ganglionléc-eredetli sejt (neural crest-derived cell)

Remak ideg (nerve of Remak)

plexus myentericus

plexus submucosus

Paired-like homeobox 2b

replikacio-kompetens virus (replication-competent retrovirus)
tirozin-kindz receptor (Receptor tyrosine kinase)

SRY -related HMG-box 10
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2. BEVEZETES

A gasztrointesztindlis traktus szdmos, a szervezet tulélése szempontjabol
nélkiilozhetetlen funkcioért felelds, amelyek szabalyozdsdban elsdsorban a sajat
intrinsic idegrendszerére, a bélidegrendszerre (ENS) tdmaszkodik. A bélidegrendszer a
bélfalban talalhatdé neuronok és gliasejtek haldzata, mely a periférids idegrendszer
legnagyobb részét képezi. Az elmult évek sordn Kkitiintetett figyelmet szenteltek
tanulmanyozasara, ennek kodszonhetéen az eddigi elgondolast, amely alapjan az agy
egyeduralkodoként szabalyozza az egész szervezetet, kezdi felvaltani a nézet, ami
szerint a bélcsatorna idegrendszere jelentds mértékben a kdzponti idegrendszertdl
béltraktusban talalhat6 idegsejtek szama meghaladja a gerincveld idegsejtjeinek szamat)

jovoltabdl a bélidegrendszert gyakran “mdasodik agyként” is emlegetik.

Ezt az igen kiterjedt neurondlis haldzatot szdmos velesziiletett és szerzett
rendellenesség érintheti, melyek altaldban a neuronok szambeli eltérésével vagy
differencidlodasi abnormalitasaval jarnak. Jelenleg ezeknek a neurointesztinalis
betegségeknek a kezelése nagy kihivast jelent a klinikum szdmara. Az egyik
legismertebb ide tartozo patoldgias elvaltozds a velesziiletett megacolon vagy mas
néven Hirschsprung-kér (HD). A betegséget a vastagbél idegrendszerének hianya
jellemzi €s viszonylag nagy ardnyban fordul elé (1:5000) az tjsziilottek korében. A
rendellenesen fejlodd bélidegrendszer gyogyitasa jelenleg csak sebészi uton lehetséges.
A napjainkban zajlo intenziv Ossejtkutatdsoknak koszonhetéen a Hirschsprung-kor
kezelési alternativajaként is egyre tobbszor keriil szoba a sejttranszplantacio lehetdsége.
A hatékony Ossejttranszplantdcid megvaldsitasahoz elengedhetetlen az enteralis
idegrendszert érintd velesziiletett megbetegedések molekularis hatterének megismerése
¢s kialakuldsuk fejlédésbiologiai mechanizmusanak megértése. A neurointesztinalis
betegségek kapcsan felmeriild potencialis alkalmazasuk miatt, aktivan vizsgéljak felnott
bélben is a ganglionléc-eredetli Ossejtek jelenlétét, mely egy lehetséges forrast
biztositana a hianyz6 vagy abnormadlis entericus neuronok sejtterapian alapuld
potlasdhoz (Burns ¢és mtsai 2016, Hotta és mtsai 2016). Az O&ssejtek terdpias
alkalmazéséaval szemben tdmasztott igény maga utan vonja a transzplantalt dssejteket
befogadd mikrokdrnyezet ismeretének sziikségességét is. A transzplantalt sejteket
befogadd mikrokdrnyezet egyik meghatarozd eleme az extracellularis matrix (ECM),

melynek jelentdéségét mar a regenerativ medicina is felismerte.
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2.1. A bélidegrendszer altalanos felépitése

A bélidegrendszer a periférids idegrendszer legnagyobb o0nallo egysége, a
tapcsatorna teljes hosszaban megtaldlhaté neuronok és gliasejtek komplex haldzata,
mely a gasztrointesztinalis traktus szdmos funkcidjat szabalyozza, beleértve a bél
motilitasat is (Furness és Costa 1987). A bélidegrendszer mind strukturalis, mind
funkcionalis szempontbdl szoros kapcsolatban all az autonom ganglionokkal és a
kézponti idegrendszerrel. Némely entericus neuron axonja a bélbdl kilépve a
prevertebralis szimpatikus ganglionokhoz fut, ahonnan az informéci6 a kozponti
idegrendszerbe keriil. Ugyanakkor a kiillonb6z6 szimpatikus €s paraszimpatikus idegek
posztganglionaris rostjai képesek szabdlyozni az entericus ganglionok mikddését
(Costa ¢és mtsai 2000, Furness 2000). A két rendszer kozotti szoros kapcsolatot
alatdmasztja tovabba, hogy a koOzponti idegrendszerben megtaldlhaté klasszikus
ingeriiletatvivé anyagokat a bélidegrendszerben is azonositottdk (Furness és Costa
1987). Mindezek ellenére a bélidegrendszer mégis nagymértékben fiiggetlen a kdzponti
idegrendszert6l, hozzavetdlegesen 100 milli6, 18 kiilonbdzd osztalyba sorolhatd neuront
tartalmaz (Brookes 2001, Schemann 2005). Ezzel a bélidegrendszerben talalhato
neuronok szdma meghaladja a gerincveldben fellelhetd idegsejtekét €s ilyen mddon a
szervezet masodik legnagyobb neurdlis halézatat alkotja. A nervus vagus
preganglionaris rostjai csak a duodenum magassagaig futnak, ebbdl kifolyolag az ettdl
caudalisabban elhelyezkedd bélszakaszt a “masodik agyként” 1is emlegetett
bélidegrendszernek kell szabalyoznia (Goldstein és mtsai 2013). A bélidegrendszert
alkot6d neuronok négy f6 osztalyba sorolhatok: motoneuronok, intrinsic primer afferens
neuronok (IPANs), intesztinofugalis neuronok ¢és interneuronok (Brookes 2001). Az
entericus ganglionokban taldlhatd ganglionléc-eredetli neuron és glia sejteken kiviil
nemrég keriilt leirasra egy harmadik, hematopoetikus eredetli sejtpopulécio, az
ugynevezett intraganglionikus makrofagok csoportja. Ezek a mikroglia-szeri sejtek a

madar és az egér entericus ganglionjaiban egyarant el6fordulnak (Dora és mtsai 2018).

Az intrinsic neurondlis kor polarizaltsdganak koszonhetéen a béllumen tartalma
aboralisan egyeniranyitott (Bayliss és Starling 1901). Az interganglionaris rostok altal
Osszekapcsolt, entericus neuronokbol és glidkbol allo ganglionok a bélfal mentén két
koncentrikus gytriibe rendezOdnek (1. abra), igy a kialakult plexusok a korkoros
simaizomréteg két oldalan helyezkednek el. A kiilsé, myentericus (Auerbach) plexus a

korkords és a hosszanti simaizomréteg kozott, a gasztrointesztinalis traktus teljes
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hosszéban megtalalhatd, mig a korkords simaizomréteg lumen felé esé oldalan 1évo
submucosus plexus [egy kiilsé (Schabadasch) és egy belsé (Meissner) komponensbol
tevodik Ossze] a nyeldcso tertiletén hidnyzik (Timmermans és mtsai 2001). Az érzd,
motoros ¢és interneuronok alkotta lokalis reflexivek szabalyozzdk a bél motilitasat, viz-
¢s ionszekréciojat, a gasztrointesztinalis rendszer vérellatasat, valamint az epehodlyag és
a hasnyalmirigy mikodését (Kirchgessner és Gershon 1990). Ezek alapjan a
bélidegrendszer esszencialis szerepe megkérddjelezhetetlen és nem meglepd, hogy a
rendszert ¢érintd velesziiletett vagy szerzett elvaltozdsok sulyos egészségiigyi
kovetkezményekkel jarhatnak. Az ellatdsukkal kapcsolatos egyre ndvekvd igények
kielégitéséhez elengedhetetlen a terapids lehetdségek folyamatos fejlesztése, melynek

hatterét az embrionalis fejlodés szélesebb korii ismerete biztosithatja.

plexus 2 - .
myentericus " N
plexus el C! _ Iebxus
myentericus G submucosus
- e - N/

Plexus
submucosus

korkoros
simaizomreteg

N Y| submucosa

-{‘ hosszanti
Simaizom:
reteq

1. abra: Bélidegrendszer az emlds és a madar vastagbélben. (A) Az entericus neuronok két plexus mentén
ganglionokba rendezddnek (zold). A kiilsd, myentericus plexus a hosszanti és a korkords izomréteg kozott
talalhatd, mig a bels6, submucosus plexus a korkords izomréteg luminalis oldalan helyezkedik el (Haneu és
Pachnis 2007). (B) 12 napos embrion végzett harmas fluoreszcens jelolés a glia (Brain-fatty acid proteint
expresszal, zold szin) €s a neuron (beta-IlI-tubulint expresszal, piros szin) sejtekbdl allo plexusok (myentericus
¢és submucosalis) ganglionjait jeloli. Az enteralis neuronokat glia sejtek veszik koriil. Dapi (kék) sejtmag festés.

2.2. A bélidegrendszer embrionalis fejlodése

Az elmult néhany évtized sordn végzett fejlodésbiologiai kutatasoknak
koszonhetden szamos adat latott napvildgot a bélidegrendszer fejlodésével
kapcsolatban. A korai embriondlis fejlodés soran egy fejlett migracios kapacitésu,
multipotens, mesenchymalis eredetli sejttipus, az ugynevezett ganglionléc-eredetii
Ossejt, epithelio-mesenchymalis atmenet soran levalik a zar6odo veldcsé cranialis
szakaszanak velOredéi teriiletérol, valamint a mar zarddott truncalis veldcsOszakaszrol
(Bronner ¢és LeDouarin 2012). A vel6csé meghatarozott szintjérdl szarmazé (cranialis-,

cardialis-, vagalis-, truncalis- ¢és sacralis régid) ganglionléc-eredetii sejtek extenziv
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embrionalis migraciot folytatnak, mely soran nemcsak a bélidegrendszert hozzak 1étre,
hanem kiilonboz6 szervkezdeményeket is kolonizalnak, ahol eltérd sejttipusokka
differencidlodnak. A megfeleld6 molekularis szignalok hatasara képesek a fej
kotdszovetévé, endokrin sejtekké, melanocitdkkd és a periférids idegrendszer glia és
neuron sejtjeivé is atalakulni (Yntema és Hammond 1954, Le Douarin és Teillet 1973,
Le Douarin 2004, Hutson és Kirby 2007, Bronner és LeDouarin 2012). A ganglionléc-
eredetli sejteket elsoként His irta le madar embridban, 1868-ban (His 1868, Bronner és
Simdes-Costa 2016). Ez a rendszer a késObbiekben is az egyik legmegfelelobb
allatmodellnek bizonyult a bélidegrendszer tanulmanyozéasara (Goldstein és Nagy
2008). Yntemana ¢és Hammond 1954-ben csirke embrion végzett kisérletekkel igazolta
elészor a bélidegrendszer és a ganglionléc fejlédéstani kapcsolatat. A kisérlet soran
mikromanipulacioval eltavolitottdk a ganglionléc teriiletét, mely a bélidegrendszer teljes
hianyahoz vezetett. A bélidegrendszer eredetének specifikusabb meghatarozasara a
kiilonboz6 fajok kozti embridomanipuldcios kisérletek teremtették meg a lehetdséget.
Csirke-fiirj vel6csé transzplantacios  kisérletekkel igazoltak elészor, hogy a
bélidegrendszert 1étrehozd Ossejtek a vagalis (1-7 Gscsigolya szintje) és a sacralis (28-as
Oscsigolyatol caudalisan) régiobol szdrmaznak (Burns és mtsai 2002, Nagy és mitsai
2007). A neuruladciot kovetden a ganglionlécbdl szarmazo Ossejtek a veldcsd dorzalis
tertiletérdl kilépve a bélcsd felé vandorolnak, az elobél magassdgaban belépnek a
béltraktusba, majd annak mesenchymajaban cranio-caudalis irdnyban haladnak. A
delaminaciét kovetéen a vagalis ganglionléc-eredetli sejtek (1-7. Gscsigolya
magassagabol szadrmazd ganglionléc-eredetli sejtek) két eltérd utvonal mentén
vandorolnak. Az egyik csoport (az els6 harom &scsigolya magassagabol indul) a
veldcesotol dorzolateralisan halad, majd a garativeket és a cardialis régiot kolonizalja.
Szintén ebbdl a magassagbol, de néhany oraval késobb egy masodik populacid is
kivandorol, ezek a sejtek a ventralis utvonalat kdvetve a szimpatikus €s a hats6 gyokér
ducba, valamint a proximalis el6bélbe 1épnek be, ahol a nyeldcsé bélidegrendszerének
kialakitasaban vesznek részt (Kuo és Erickson 2010). A 4-7 dscsigolydk magassagabol
szarmaz6é ganglionléc-eredetii sejtek szintén ventralis irdnyban véandorolnak,
csatlakozva az el6bélhez tartdé migracios hullamhoz és benépesitik a teljes béltraktust. A
truncalis ganglionléc-eredetli sejtek (8-28 Oscsigolydk magassagabol szarmazo
ganglionléc-eredetli sejtek) nem vesznek részt a bélidegrendszer képzésében. A
ganglionléc ezen régidjabol kivandorlod sejtek a dorzalis gyokérducok lancolatat, a

periférids idegrendszer szimpatikus duacait, a Schwann-sejteket és a mellékvese
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kromafin sejtjeit hozzak 1étre (melanocyta irdnyba a ganglionléc minden 6ssejtje képes
differencialodni) (Kuo és Erickson 2010, Zuhdi és mtsai 2015, Gandhi és Bronner
2018). A vagalis ganglionléc-eredetii sejtek ezen szegmentaciés mintazatat csirke-fiirj
veldesd kiméra és transzgenikus egér kisérletek alapjan pontositottak: az 1-2 dscsigolya
magassagabol szarmazd ganglionléc-eredetii sejtek elsdsorban a nyeldcsé és a gyomor
tertiletén jellennek meg, mig a 3-7 6scsigolya magassagabol eredd sejtek az egész
béltraktus bélidegrendszerének kialakitasahoz hozzajarulnak (Burns és mtsai 2000,
Espinosa-Medina ¢és mtsai 2017, Nagy és Goldstein 2017). A ganglionléc-eredetii sejtek
vandorldsi hullama a béltraktusban teljes szervi (,,whole mount”) immuncitokémiai

jeloléssel a 2. dbran lathato.

A caudalis helyzetii, sacralis (28-as szomitatol caudalisan elhelyezkedd) vel6cséd
szakaszbol  kilépd  ganglionléc-eredetli  sejtek ugyancsak  hozzdjarulnak a
bélidegrendszer kialakulasdhoz (2. abra). Ezek a sejtek elészor a kloaka koriili
mesenchymadba 1épnek be, ahol a plexus pelvicus ganglionjait képezik, majd folytatjak
caudo-rostralis iranyu vandorlasukat (Burns és mtsai 2000, Nagy ¢és mtsai 2007) és 10-
15%-o0s aranyban a vastagbél disztdlis részének bélidegrendszeréhez jarulnak hozza.
Csirke embrioban ez a folyamat az embrionalis fejlédés 3. napjan (egérben a 9.5-dik
embrionalis napon) (1. tdblazat) veszi kezdetét (Yntema és Hammond 1955, Serbedzija

¢és mtsai 1991, Burns és Douarin 1998, Kapur 2000b, Nagy ¢és mtsai 2012).

Egéren végzett tanulmanyok tovabbi alternativ Gtvonalak lehetdségét vetik fel.
Az egyik kutatocsoport szerint Schwann sejt prekurzorok egy alcsoportja extrinsic
idegrostok mentén vandorolva is képes kolonizalni az utdbelet (Uesaka és mtsai 2015).
Szintén ez a kutatdcsoport felveti egy transmesentericusnak nevezett migracios utvonal
jelenlétét is, melyen keresztiil a kozépbélben talalhaté entericus ganglionléc-eredetii
sejtek egy része az egér caecumat elkertilve, kozvetleniil a mesenteriumon athaladva 1ép

be a szomszédos utobél faldba (Nishiyama és mtsai 2012).

A ganglionléc-eredetli Ossejtek migracioja, osztdédasa és differencialodasa
szimultan  zajlik a  bélrendszer kiilonb6zd  szakaszaiban. A folyamatok
Osszehangoldsaban elsdsorban a véandorld sejtek és azokat koriilvevd szovetek
(mesenchyma, endothel, ham) kozti kolcsonhatasok vesznek részt. Ez a komplex szoveti
interakci6 szamos transzkripcioés faktor, szignal utvonal és neurotrofikus faktor

részvételével zajlo, dinamikus fejlodési folyamat.
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2. abra: Bélidegrendszer fejlédése a csirke embriéban. (A, B) 5 napos, (C, D) 6 napos és (E) 8 napos csirke
embrid béltraktusanak béta-II1-tubulinnal (Tujl) végzett teljes szervi ,,whole mount” immuncitokémiai festése
a vandorld ganglionléc eredetli neurdlis prekurzorok cranio-caudalis irdnyl el6rehaladasat mutatja be (sajat
preparatum). 5 napos korra a sejtek a gyomor és a vékonybél preumbilicalis szakaszat népesitették be, mig 24
oraval késobb a vandorl6 sejtek eldl haladd, un. frontvonala a vékony €s vastagbél hataran a caecumot is elérte.
(B) és (D) kép az elol haladd ganglionléc sejtek haldzatat mutatja, (E) 8 napos csirke embrion a Tujl festés mar
a vastagbél teljes ideghalozatat kirajzolja. A dorzalis helyzeti Remak-féle ganglion (NoR), intenziv Tujl
pozitivitast mutat. (F) Csirke-fiirj embriokkal végzett kisérletekkel igazoltak elészor, hogy csaknem a teljes
bélidegrendszert a vel6csé nyaki szakaszabol kivandorld ganglionléc sejtek (1-7 dscsigolya magassaga; vagal
neural crest; piros szin) hozzak létre. A vel6csé caudalis szakaszabol (28. dscsigolyatol caudalisan; sacral-
neural crest; kék szin) kivandorld sejtek a rectum és részben a vastagbél idegrendszerének kialakulasahoz
jarulnak hozza (Goldstein és Nagy 2008). NoR, Remak ideg
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1. tablazat: A bélidegrendszer embrionalis fejlodésének Osszehasonlitas: a vagalis
ganglionléc-eredetii sejtek megjelenésének idopontja, fajok szerinti bontasban

(Nagy és Goldstein 2017). hpf, fertilizaciét kovetd orék szama, E, embriondlis nap

Proximalis Gyomor Caecum Disztalis utobél
elébél

Zebrahal 32 6ra - - 66 ora

Fiirj E2.5 E4 E5 E7

Csirke E2.5 E4.5 E5.5 E8

Egér E9.5 E10.5 El11.5 E14.5

Human 3. hét 4. hét 6. hét 7. hét

A vandorlo ganglionléc-eredetii sejtek madarakban ¢és ragesalokban is
véletlenszerlien oszlanak el a még differencidlatlan simaizmot tartalmazd elé- és
k6zEépbél mesenchymdjaban (Allan és Newgreen 1980, Kapur és mtsai 1992, Burns és
Douarin 1998, Young és Newgreen 2001, Wallace és Burns 2005). A korkoros
simaizom differencialoédasa a frontvonalbeli sejtek caecum fel¢ haladésaval egy idében
veszi kezdetét. Ennek kovetkeztében az entericus ganglionléc-eredetii sejtek kiszorulnak
a bélfal legkiilsé rétegébe, a simaizom ¢€s a serosa kozé, igy késobb itt alakulnak ki a

myentericus ganglionok (Bourret és mtsai 2017, Graham és mtsai 2017).

A ganglionléc-eredetli sejtek bélfalban torténd vandorladsanak iranyitasaban a
bélcsatorndban talalhatd kapillarishalézat endothel sejtjei is részt vesznek. A
ganglionléc-eredetii sejtek felszinlikon szdmos sejtadhézids molekulat expresszalnak
(Nagy ¢és mtsai 2009, Nagy ¢és mtsai 2012), ilyen példaul a béta-1 integrin, amely
kozvetitésével a vandorld sejtek a mesenchymdaban futd erek bazalis membranjaban
talalhat6 lamininhez és fibronektinhez tudnak ko6tédni (Nagy és mtsai 2009). Madarban
a laminint expresszald endothel sejtek még a ganglionléc-eredetii sejtek megjelenése
elott két koncentrikus kapillaris halozatot alkotnak, mely eldre meghatirozza a
2009). Emlésokben a kozépbél szakaszan elhelyezkedd myentericus ganglionléc-
eredetli sejteknek megkiilonboztetiink egy masodik migracioés hullamat is, mely soran a
kiilsd, myentericus plexus terliletén talalhatd sejtek sugar iranyban véandorolnak az
epithelium felé, kolonizalva ezzel a submucosa teriiletét is, ahol végiil 1étrejon a

submucosalis plexus (Uesaka és mtsai 2013) és kialakul a bélrendszer jellegzetes
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radidlis mintazata. Egér és patkany colorectumaban talalhatd submucosalis plexus csak
a sziiletést kovetden alakul ki (McKeown és mtsai 2001). Ezzel szemben a madar
colorectumanak bélidegrendszerében elébb a submucosalis plexus fejlodik ki és csak ezt
koveti a myentericus plexus kialakulasa (Nagy és Goldstein 2006b, Nagy és mtsai
2012).

A ganglionléc-eredetli sejtek migracidjanak egyik legkritikusabb pontja a
veldcsobdl eldbélbe torténd vandorlds folyamata. Ennek iranyitdsaban kiemelt szerepet
tulajdonitanak a paraxialis mesoderma altal lokalisan termelt retinsavnak €s a vandorlo
ganglionléc-eredetli sejteken taldlhaté retinsav receptor kapcsolatinak. A receptor-
ligand kolcsonhatds a bélidegrendszer fejlodése szempontjabol egyik legsziikségesebb
fehérje, a tirozin-kinaz receptor (Ret) expresszidjat eredményezi (Cui €s mtsai 2003,
Yamada és mtsai 2007, Fu és mtsai 2010, Simkin és mtsai 2013). Ennek alapjan a Ret+
ganglionléc-eredeti sejteket eldbélbe 1épésiik pillanatatol kezdve entericus ganglionléc-
eredetli sejteknek (ENCC) nevezhetjiikk. Ezeknek a sejteknek a vandorlasi sebessége
tobb esetben is meghatarozasra keriilt: madarakban és egerekben ez koriilbeliil 40

um/ora (Allan és Newgreen 1980, Young és mtsai 2014).

:OIOI'OS neuronok—
Entericus neuron
-interneuronok
. —> — -intrinsic primer
vagalis afferens neuronok
NCC NCC-eI:edetu ENCC HuC/D, Tuj1, Phox2b, -intestinofugalis
eait Ret, PGP.5, TMEM100, [ neuronok B
L1CAM, N-cadherin, NCAM, _
. . * neurofilament, peripherin -interganglionaris
¥ . glia (I-es tipus)
Wnt1 Sox2/10 Sox2/10, Ednrb Entericus glia
FoxD3 Ednrb Ret, Phox2b -intraganglionaris
Sox10 nestin nestin, PO glia (lI-es tipus)
P75 P75, HNK1 y -mucosalis glia
HNK1 L1CAM, N-cadherin (9, (lli-as tipus)
:ATB’%‘- Hg:bg bB3 o i R intramuscularis glia
scl1/Mash1, Er : -]
g:bxégo, nestin, p75, CD4Sb, (IV-es tipus)

3. abra: Az enteralis neuronok és glia sejtek differencialodasa.
Nagy N. és Goldstein A. M. abrdaja nyoman modositva (Nagy és Goldstein 2017).

2.3. A bélidegrendszer fejlodésének molekularis szabalyozasa

A funkcionalis szempontbdl jol miikodd idegsejt héalozat kialakuldsa fligg a
proliferaciotol, a sejtttiléléstol, az iranyitott migraciotol, a sejtek neuron €s glia iranyu
elkotelezodésétol és differencialodasatol, az axonok kialakulasatol, a koncentrikus

plexusokat alkot6 ganglionok 1étrejottétdl, valamint a szinapszisképzéstol. Ennek az
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Osszehangolt, komplex folyamatnak az irdnyitdsaban szdmos transzkripcids faktor,
sejtfelszini receptor és neurotrofikus szignal vesz részt. A térben és idoben szigoruan
szabalyozott folyamatoknak koszonhetéen egyazon iddpontban az embrionalis bél
disztalis szakaszan taldlhatd frontvonalbeli entericus ganglionléc-eredeti sejtek még
proliferativak ¢és invazivak, a mogottik véandorlok egy része ekkorra befejezi

crer

mar ganglionokba rendezddnek és axon kiterjesztésiik is megindul.

Young ¢és munkatarsai megfigyelései szerint az izolalt entericus ganglionléc-
eredetli sejtek nem vandorolnak olyan gyorsan és célzottan, mint az egymadssal
Osszekapcsolodva vandorld sejtek, ezért az irdnyitott sejtmigracio egyik feltételeként az
elol haladd entericus ganglionléc-eredetli sejtek megfeleld sejtsiirtiségét jelolték meg
(Young és mtsai 2004, Barlow és mtsai 2008). Hipotézisiiket a sejt-sejt kapcsolatokat
fenntartd L1 sejtadhézids molekula (L1CAM) mutacidja kapcsan végzett vizsgalatok is
megerdsitik. Ha a sejtek kozotti LICAM medialt molekularis kapcsolat intenzitasa
csOkkent, Hirschsprung-kérhoz hasonlo fenotipus alakult ki (Okamoto és mtsai 2004,
Anderson és mtsai 2006b).

2.3.1. Mesenchymalis faktorok

A bélidegrendszer fejlédésében szerepet jatszd folyamatok szabalyozasa
els6sorban az entericus ganglionléc-eredetii sejtek altal expresszalt intrinsic faktoroktol,
valamint a mesenchymalis mikrokdrnyezet kozti molekuléris kdlcsonhatasoktdl fiigg. A
bélidegrendszer fejlédésének molekularis szabalyozasaban az egyik legfontosabb
jelatviteli folyamatot a neurotrofikus faktorok csaladjaba tartozo, glia eredeti GDNF
aktivalja. Ez a ligand a sejtmembranban talalhato GFRalphal koreceptorbdl és a Ret
tirozin-kindz transzmembran receptorbdl allo komplexhez kotédik. A ganglionléc-
eredetli sejtek elobélbe 1€pésének idején a bélmesenchyma mar termeli a GDNF-et, a
vandorlo sejtek felszinén pedig Ret/GFR fejezddik ki. A mesenchymaban termel6dd
kemoattraktdns hatdst GDNF kezdetben a gyomor, a caeccum és a klodka teriiletén
koncentralodik, mely a bélmesenchyma koncentracido gradiens mentén végbemend
kolonizacidjanak lehetdségét veti fel. Ezt azon in vitro kisérletek eredményei is
alatamasztjak, ahol kollagén gélbe helyezett embrionalis béldarabbol GDNF hatasara
intenziv ganglionléc-eredetii sejtkivandorlés figyelheté meg (Fu és mtsai 2004, Nagy és
Goldstein 2006a, Mwizerwa és mtsai 2011). A GDNF kotdédésekor bekovetkezd Ret
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foszforilacid6 a RAS/mitogén aktivélta protein kinaz (MAPK), a Jun asszocialt N-
termindl kindz (JNK), valamint a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) itvonalakat aktivalja
(Asai és mtsai 2006). A GDNF-GFRalphal-Ret szignalutvonal esszencidlis a
ganglionléc-eredetlii sejtek talélése, proliferacidja, migracidja és differencidcioja
szempontjabol. Tovabba a GDNF altali Ret aktivacidé a masodik, radidlis irdanyu
vandorlashoz is elengedhetetlen (Uesaka és mtsai 2013). A szignal utvonal neuronalis
differencidlodasban betoltott szerepét in vitro korilmények kozott igazoltdk
(Chalazonitis és mtsai 1998, Hearn ¢és mtsai 1998). A ganglionléc-eredetii sejtek
inaktivalédasa, valamint a GDNF elérhetdségének fokozodasa kapcsan egyarant
kialakul6 enteralis neuron szam novekedés tamasztja ala. A GDNF ndvekedési faktor
csalad masik tagja a Neurturin (NRTN), mely a GFRalpha2-h6z kétédve szintén a Ret

szignalutvonalat aktivalja.

Az ugyancsak mesenchymalis eredetli ET-3 novekedési faktor (21 aminosavbol
allé peptid) a ganglionléc-eredetii sejteken taldlhatd endothelin receptor B (EdnrB) G-
protein kapcsolt receptor komplexén keresztiil a GDNF serkentd hatasat modulalja. Az
ET-3 kompenzéilja a GDNF kemoattraktans hatasat, fokozza a ganglionléc-eredetii
elkotelezetlen, proliferativabb stadiumban (Nagy és Goldstein 2006a, Goldstein és Nagy
2008). Mindezt az entericus ganglionléc-eredetii sejtek GDNF altal indukalt
differencidlodésra kifejtett hatdsanak ellensulyozasaval (a GDNF ndveli a neuronok
szamat, az ET-3 pedig csokkenti) (Hearn és mtsai 1998) valdsitja meg. A két utvonal

egyensulya hozzajarul a bélidegrendszer tér-idében szinkronizalt fejlédéséhez.

2.3.2. Transzkripcios faktorok

A novekedési faktorok mellett a bélidegrendszer fiziologids (és patologias)
fejlodését szamos transzkripcios faktor is szabalyozza. A Sox10 (SRY-related HMG-
box 10) transzkripcids faktor esszencialis a bélidegrendszer fejlodéséhez, sziikséges a
Ret, az EdnrB és a Phox2b (paired-like homeobox 2b) molekuldk ganglionléc-eredetii
sejteken tOrténd zavartalan expresszidjadhoz ¢és ez altal részt vesz a sejtek
multipotencidljdnak fenntartdsdban is (Lang és mtsai 2000, Zhu és mtsai 2004). A

Sox10 transzkripcids faktort mar a veldcsordl lehasadd ganglionléc sejtek is
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expresszaljak, amit a bélfalban vandorl6 entericus ganglionléc-eredetii sejtek tovabb
folytatnak. Késdbb a neuron iranyba differencialoédd ganglionléc-eredetii sejtekben az
expresszioja fokozatosan lecsokken és csak a glia irdnyban elkdtelezett sejteken marad
meg (Lake és Heuckeroth 2013, Mckeown és mtsai 2013). A Sox10 elengedhetetlen a
ganglionléc-eredetli sejtek tuléléséhez, valamint az EdnrB-hez hasonldan az entericus
ganglionléc-eredetli sejtek differencidlatlan allapotanak és proliferativ stadiumanak
fenntartasahoz is sziikséges (Paratore és mtsai 2002, Bondurand és mtsai 2006,
Nagashimada ¢és mtsai 2012). A paired-like homeobox 2b (PHOX2B) transzkripcids
faktort a bél mesenchymadjaba 1épd ganglionléc-eredetii sejtek kezdik el kifejezni
(Anderson és mtsai 2006a). A Phox2b sziikséges az entericus ganglionléc-eredetl sejtek
(Pattyn és mtsai 1999). Kezdetben a differencidlatlan entericus ganglionléc-eredetii
sejtek expresszaljak, majd a glia irdnyba elkotelezett sejtekben fokozatosan lecsokken
¢s csak a neuron iranyba differencialédé sejteken fejezddik ki (Sasselli és mtsai 2012).
A mammalian achaetescute homolog 1 (Mash1/Ascll) egy basic helix-loop-helix DNS
kotd fehérje, mely szintén az elébélbe érkezd entericus ganglionléc-eredetli sejteken
talalhat6 meg. A Mashl normal koriilmények kozott gatolja a Sox10 expressziot, ezért a
két faktor egyenstlya nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a progenitor allapot, a

differencialodés és a neurogenezis egyensulyanak fenntartasaban (Kim és mtsai 2003).

2.3.3. Epithelialis faktorok

A ganglionléc-eredeti sejtek vandorlasa kapcsan kordbban részletezett
mesenchymalis faktorokon kiviil a bélepitheliumbdl szdrmazd fehérjék esszencidlis
szerepére utald adatok is ismertek. Mig ezek egyikérdl, a ganglionléc-eredetli sejtekre
kemoattraktdns hatast gyakorlé Netrinrdl viszonylag tobbet tudunk, addig a masik
ugyancsak ham eredeti Hedgehog fehérje csalddrol kevesebb informacioval

rendelkeziink.

A netrinek 600 aminosavbdl allo, konzervalt, szekrécids proteinek (Dickson ¢€s
Keleman 2002), melyek részt vesznek az axonok irdnyitdsaban €és a neuroblastok
DCC (deleted in colorectal cancer) receptoron keresztiil fejtik ki. A netrin molekuldk
négy tipusat kiilonboztetjiik meg: egérben netrin 1 és 3, csirkében netrin 2 fordul el

(Seaman ¢és mtsai 2001). Ezeket mindkét fajban a bél epitheliuma expresszalja. Mig az
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UNCS receptoron keresztiil gatlo, addig a DCC receptoron keresztiil kemoattraktans
hatasuk érvényesiil. A sejtek myentericusbol submucosalis régidba vandorlasa tobbek
kozott a netrin ez utdbbi sajatsaganak is koszonhetd, amit a DCC hidnyos egereknél
megfigyelt, submucosalis ganglionokat nélkiil6zé fenotipus kialakuldsa is aldtdmaszt
(Jiang és mtsai 2003). Annak ellenére, hogy az epithelialis sejtek kemoattraktans hatast
netrint expresszalnak a ganglionléc-eredetii sejtek mégsem a mucosédban vandorolnak,
hanem a korkoros simaizomréteg belsé oldala mentén rendezddnek ganglionokba.
Ennek hatterében olyan gatld faktorok ¢s ECM komponensek jelenléte valoszintisithetd,
melyek egylittese a mucosalis régié kolonizaldsat akadalyozza meg. Az egyik ilyen
molekula feltehetdleg a Hedgehog csalddba tartozo, Sonic hedgehog novekedési faktor
(Shh).

A Hedgehog (Hh) fehérjék csaladjaba Osszesen harom morfogén a Sonic
hedgehog (Shh), az Indian hedgehog (Ihh) és a Desert hedgehog (Dhh) tartozik. Ezeket
a diffuzibilis Hh morfogéneket a bél epitheliuma mar az intesztindlis organogenezis
legkorabbi stadiumatol kezdve termeli (Ramalho-Santos és mtsai 2000, Sukegawa és
mtsai 2000, Kolterud és mtsai 2009). A Shh az embriondlis fejlddés kezdetén a
gerincveld alaplemezében ¢és a gerinchurban is azonosithatd, késébb viszont a
végtagbimbodkban, a bélcsd entoderméjaban, az agyholyagokban, a tiidoben és a fejlodo
nemiszervekben is megjelenik. A Shh fontos szerepet jatszik a végtagok antero-

posterior és a gerinchur dorzoventralis mintazatdnak meghatdrozasaban, a mesenchyma

..........

crer

csigolydk hianya, a rovidebb ujjpercek, a nyeldcsd sipolyok és a klodka malformacio
tartozik. Jelatvitele a Patched (Ptc) nevili receptorahoz kotddésével veszi kezdetét. Ez
“alapallapotaban” (Hh fehérje kotddésének hidnyaban) egy masik Smoothened (Smo)
nevll transzmembran receptorhoz kapcsolddik, mely kovetkeztében gatld hatasu
molekularis kdlcsonhatas érvényesiil. Ligand bekotddésekor e két receptor kapcsolata
felbomlik, igy a gatlas megszlnik, az ennek kapcsan aktivva valo Smo pedig beinditja a
szigndl transzdukcids kaszkadot, minek végeredménye a Gli fehérjecsalddba tartozd
transzkripcids faktorok sejtmagi transzlokacioja. A Hh jelatvitel direkt modon
szabalyozza a bone morphogenetic protein 4 (BMP4) mesenchymalis expresszidjat. Ez

a fehérje a bélidegrendszer prekurzorain talalhato receptorain keresztiil fokozza a sejtek
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osztddasat és vandorlasat. A BMP4 negativ szabalyozasaért a mesenchymalis sejtek

altal szekretalt Noggin fehérje felelds (Goldstein és mtsai 2005).

Fu ¢és munkatarsai egér embrion végzett kisérletei alapjdan a Shh képes
modositani a ganglionléc-eredetli sejtek GDNF-fel szembeni érzékenységét (Fu és mtsai

c sy

neuronok differencidlodasat ¢és megakadalyozza a ganglionléc-eredeti  sejtek
submucosalis plexus radidlis helyzetének meghatarozasahoz is hozzéajarul. Az Shh
célzott mutacidjakor a ganglionléc-eredetii sejtek ugyan kolonizaljadk a belet, de a
megnovekedett mennyiségli enterdlis neuron rendezetlenil, a ham alatti
mesenchymaban is eléforduld ektopikus ganglionokat alkot (Ramalho-Santos és mtsai
2000). Ragcsalokban az Thh gén muticidja szegmentdlis aganglion6zishoz vezet
(Ramalho-Santos ¢és mtsai 2000), de a fehérje bélidegrendszer fejlodésében betoltott
szerepe még nem teljesen tisztdzott. A Gli transzkripcids faktort érintd zavarokban
hasonld fenotipus figyelhetd meg. A Shh receptorok kiilonbdz6 modell rendszerekben
végzett expresszios vizsgalata ellentmondésos eredményekhez vezetett. Az egér embrio
immunhisztokémiai vizsgalata (Fu és mtsai 2004) és a zebradanié Ptcl transzkripcidja
alapjan az entericus ganglionléc-eredetli sejtek kifejezik a gént (Reichenbach és mtsai
2008). Ezt a zebrahal Ptcl morfolindval eldidézett funkcid-vesztéses mutacidja soran
kialakult bélidegrendszer hidnyos fenotipus is aldtdmasztotta. Azonban Kolterud és
munkatarsai transzgenikus egereken végzett expresszids analizise alapjan a korai
embriondlis bélidegrendszer sejtjei nem fejeznek ki Shh receptort (Kolterud és mtsai
2009). A kérdés eldontése egyre siirgetobbé valt midta genome-wide asszocidcios

tanulmanyokkal humén Hirschsprung-kér mintdkban is azonositottdk a Ptcl és Gli

crer

2.4. A bélidegrendszer fejlodését és funkciojat érint6é korképek

A ganglionléc-eredetli sejtek fejlodésében bekdvetkezett hibakat velesziiletett
neurocristopathidknak nevezziik (Bolande 1974, Bolande 1997, Etchevers és mtsai
2006). Ezeket két 0 csoportra oszthatjuk, az egyikbe azokat a defektusokat soroljuk,
melyeknek  hatterében a  ganglionléc-eredetli  sejtek  migracidjanak  vagy
morfogenezisének a zavara all, mint példaul a Hirschsprung-betegség, az

aorticopulmonalis septum defektus és a Di George szindroma. A masik f0 csoportba
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pedig a tumorok ¢és a proliferaciés zavarok tartoznak (neurofibromatosis,
pheochromocytoma, neuroblastoma ¢&s ganglioneuromatosis). A neurointesztinalis
korképek eredetiiket tekintve velesziiletett vagy szerzett megbetegedések lehetnek. A
neurointesztinalis betegségek etioldogiaja magaban foglalja a genetikai, gyulladasos,
degenerativ és paraneoplasztikus folyamatokat (Burns és mtsai 2016). A huméan
bélidegrendszer  fejlodési  rendellenességeit a  neuronok  szambeli  vagy
differencidltsagbeli eltérései alapjan csoportosithatjuk. A neuron szam elvéltozasa
alapjan osztalyozott betegségek az aldbbiak: hiperganglionozis: ganglioneuroma, IND;
hipogangliondzis: intesztinalis pszeudo-obstrukcid; agangliono6zis: Hirschsprung-kor
(Kapur 2000a).

2.4.1. Hirschsprung-kor

A Hirschsprung-koér a bélidegrendszert érintd fejlodési rendellenességek koziil
az egyik legjobban karakterizalt betegség. Ez a velesziiletett elsdésorban a vastagbél
idegrendszerét érintd elvaltozas emberben 1:5000 ardnyban fordul eld. A betegséget a
korkép elsd leirojarol, Harald Hirschsprung, dan gyerekgyogyészrol nevezték el. Eredeti
kozleményében két olyan, egymastol fliggetlen esetet mutat be, melyekben egy-egy fiu
¢letét vesztette. A klinikai képet mindkét esetben hasi disztenzid, velesziiletett
megacolon és kronikus székrekedés uralta. Tanulmanya 1887-ben jelent meg a
“Gesselshaft fiir Kinderheilkunde-Berlin” folyoiratban. Tudomanytorténeti érdekesség,
hogy a megacolon jelenségét valdjaban Frederik Ruysch (holland anatémus) figyelte
meg elséként. Munkaja az Observationum Anatomici-chirurgicarum Centuria-ban jelent
meg 1691-ben (Leenders és Sieber 1970). A betegség korai leirdsa ellenére, maga az
etiologidja egészen az 1950-es évekig tisztazatlan volt. 1949-ben a bostoni Harvard
Egyetemen sebészként dolgozo Orvar Swenson ismerte fel, hogy a betegség hatterében
nem a rendellenesen kitdgult vastagbél, hanem a megacolon szakasz alatt, a bels6 analis
sphincter felett 1év0, sziiletés elott kialakuld agangliondris szegment all. A disztalis
helyzeti ganglionok hianya kdvetkeztében tonusos kontrakcié alakul ki majd a sziikiilet
feletti szakasz kdvetkezményesen kitagul (Swenson és mtsai 1949, Kapur 2000a, Skaba
2007).

A megbetegedés 75-80%-ban a rektumra és a szigmabélre korlatozodik (short-
segment HD) és csak 8%-ban érinti a teljes bélszakaszt. Leggyakrabban sporadikus
megjelenésili, de eléfordulnak nem-Mendeli, multifaktoridlis 6roklédést mutatd esetek

is. A nemek kozti arany 4:1 férfi talsulyt mutat. 70%-ban izolalt forméban jelenik meg,
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ugyanakkor eléfordul egyéb sziiletési rendellenesség részeként is (21-es triszomia,
Shah-Wardenburg szindréma, Haddad szindroma, Mowat-Wilson szindréma). A
Hirschsprung-kér a submucosalis és a myentericus plexusban talalhaté entericus
ganglionok hianyaval karakterizalhatd, mely a disztalis bélszakaszt valtozatos
mértékben érintheti. FO jellemzdje a motilitds zavara, ezt legtobbszor a sziiletés utan 48
oran beliil diagnosztizaljak. Legfobb tiinetei a passzazszavar, tagult has, epés hanyas és
az enterocolitis (Heanue és Pachnis 2007). Jelenleg a Hirschsprung-kér enyhébb
eseteiben konzervativ terapiat alkalmaznak, mig a sulyosabb esetek kezelési protokollja
legtobbszor az aganglionotikus bélszakasz sebészi eltavolitasabol all, ugyanakkor az
utobbi idében szdmos kutatocsoport Osszpontosit az Ossejtterapiaban rejld lehetdségekre
is. A Hirschsprung-korra jellemz6 agangliondzis gyakran tarsul egyéb bélidegrendszeri
hibakkal, mint a neuronok hiperplaziaja, ektopikus ganglionok, hipogangliondzis,

neuron degeneracio.

FREDERICI RUYSCHII
An_m, Chirarg., & Botanices Profelloris,
2

OBSERVATIONUM
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4. abra: A Hirschsprung-kor felfedezésének torténeti attekintése. (A) F. Ruysch 1691-ben megjelent
konyvének cimoldala, melyben els6ként keriilt leirasra a kongenitalis megacolon szindréma. (B) Harald
Hirschsprung portréja és a megacolont leiré publikacié fejléce. (C) Orvar Swenson 1949-ben elséként ismerte
fel, hogy a Hirschsprung-kor elsédleges okat a disztalis colorectum idegrendszerének hianya jelenti. Swenson
végezte el eldszor az agangliondris bélszakasz eltavolitasat, aminek koszonhetéen a beteg meggyogyult
(Swenson és mtsai 1949).
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2.4.2. A Hirschsprung-korhoz asszocialt béelidegrendszeri betegségek

Intesztinalis  Neuronalis Diszplazia (IND): Az Intesztindlis Neuronalis

Diszplazia B tipusa csecsemd vagy késd gyerekkorban, stlyos székrekedés tiinetével
jelentkezik. Legtobbszor izoldltan vagy Hirschsprung-kérhoz asszocialtan (az
aganglionotikus szegmensétdl proximalisan) fordul eld (Kobayashi és mtsai 1995). A
submucosalis plexus neurondlis hiperplazidja mellett a lamina propridban megjelend
ektopikus ganglionok jellemzik (Meier-Ruge és mtsai 1995, Kapur 2001). A diagndzis
csak abban az esetben helytalld, ha a hisztologiai elvaltozasok kiterjednek a vastagbél
terliletére is. Kezelése legtobbszor konzervativ, sebészi beavatkozas csak a legstulyosabb
esetekben jon szamitdsba. Madar embrioban a Shh jelatvitel gatlasanak hatasara, az
nagy ¢és ektopikus submucosalis ganglionok alakultak ki. A hasonlésadg felveti a

novekedési faktor patogenezisben betoltott szerepének lehetdségét.

Ganglioneuromatdzis a MEN2B szindrobmaban: A MEN2B ritka, 1:30000

aranyban el6forduld, autoszomalis dominans 6roklédésti szindroma. Kialakulasaban a
RET gént érintdé mutdcidk patogenetikai szerepet jatszanak. Vezetd korképe a
medullaris  thyroid carcinoma korai kezdetli, agressziv forméja, melyhez
pheochromocytoma és marfanoid testalkat tarsulhat. A gasztrointesztinalis tiinetek, mint
székrekedés, megacolon vagy a kronikus intesztinalis pszeudo-obstrukcidé (CIPO) mar
csecsemd vagy kora gyermekkorban megjelennek (a betegek 80%-aban). Diffuz

ganglioneuromatézis az esetek kb. 40%-ban alakul ki (Wray ¢s mtsai 2008).

2.4.3. Egyéb bélidegrendszert érinto velesziiletett és szerzett rendellenességek

Nyel6cs6é achalasia: A nyeldcso ritka betegségei kozott szamontartott achalasia
primer motilitdsi zavarral, regurgitacioval, mellkasi fajdalommal, respiratorikus
komplikéaciokkal és sulyvesztéssel jardo neuromuszkuldris miikddési zavar. A nyel6cso
hipomotilitdsa, valamint az alsé esophagealis sphincter (LES) hipertenziv, relaxaciora
képtelen allapota jellemzi. Korélettani alapjat a myentericus plexus sejtjeinek hidnyabol
vagy degenerativ elvaltozasaibol adodo kovetkezményes sphincter denervacio képezi.
Az intrinsic géatld neuronok zavara jellemzi, melyek egészséges koriilmények kozott a
nyeldcso és a LES teriiletén nitrogén-oxidot (NO) és vazoaktiv intesztinalis polipeptidet
(VIP) bocsajtanak ki (Hoshino és mtsai 2013). A neuropéatia etiopatogenezisét tobb

evidencia is alatdmasztja (Gyawali 2016). Valoszintlileg a fert6z0 agensek, koziiliik is
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elsésorban a virusok immunvalaszt inditanak be a nyeldcsé myentericus neuronjai ellen.
Tobb tanulmany azonban azt feltételezi, hogy az immunmedialt neuron karosodast a
keringd autoantitestek okozzék (Verne és mtsai 1997, Eaker 1998). Az achalasia olyan
ritka szindromdkban is eléfordul, mint a familidris nyeldcsd achalasia, az achalasia
microcephal szindroma és az Allgrove szindroma. Jelenleg farmakoldgiai (nitrat,
foszfodiészteraz-5 gatlok, kalciumcsatorna- blokkoldk és botulinium direkt injektaldsa),

sebészi (miotdmias) és pneumatikus dilatacios kezelés jelenti a terapiat.

Gasztroparézis: A rendellenességet a szilard és a folyékony taplalék gyomorbol

torténd irilésének késése jellemzi. A szimptdmads gasztroparézist hanyinger, hanyas,
puffadas, korai jollakottsag és epigasztrikus fajdalom kiséri. Feln6tt korban két forméaja
fordul el6 az idiopatids (az esetek 50%-a) és a diabéteszes gasztroparézis (Horowitz és
Fraser 1995, Patrick és Epstein 2008). Gyermekeknél az esetek 70%-a idiopatias, a
tobbi gyogyszer, virusfertdzés vagy sebészi beavatkozas indukalta. A nem idiopatias
jatssza a legfobb szerepet. Bar az idiopatids gasztroparézis patogenezise joOrészt
ismeretlen, mégis valdszintinek tinik, hogy az intrinsic beidegzés zavara hozzéjarul
kialakulasdhoz (You és mtsai 1981, Shellito és Warshaw 1984). A gasztroparézises
betegek biopszias mintdinak szdvettani elemzése soran hipogangliondzist, a Cajal-féle
intesztinalis sejtek (ICC) hianyat és az idegi nitric oxid szintdzt (nNOS) expresszalod
sejtek szamdnak csokkenését figyelték meg (Grover és mtsai 2012). Az elvéltozas a
myentericus és az intramuscularis ICC-eket egyarant érintheti, néhdny esetben pedig
myentericus ganglionitist is leirtak. Az nNOS hianyos egér modellben a humén
neuropatidhoz hasonléan gasztroparézis és disztalis agangliondzis figyelhetd meg. A
legelterjedtebb kezelési stratégia az étkezési szokdsok megvaltoztatasa és prokinetikus
szerek alkalmazéasa. A gyogyszeres kezelésre nem reagélo, refrakter esetekben jelenleg

a sebészi megkozelités jelenthet valds alternativat.

Idiopatids hipertréfids pylorus sztendzis (IHPS): Az IHPS-t a gyomor elégtelen

iiriilése jellemezi. A megbetegedés 1:500 aranyban fordul eld és jellemzden 1 honapos
korban jelentkezik eldszor. A pylorus régié myentericus ganglionjainak nNOS hianya
jellemzi (Vanderwinden és mtsai 1992). Az inhibitoros denervacid eredményeként
kialakul6 folyamatos ténusos kontrakcid ¢és kovetkezményes izom hipertrofia
meggatolja a gyomor megfeleld Triilését. Sporadikusan ¢és egyéb betegségekhez

asszocialtan (Turner-szindroma, 18-as triszomia, fenilketonuria) is el6fordulhat (Goyal
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¢s Hirano 1996). Jelenleg a sebészi beavatkozas az egyetlen eredményre vezetd terapias

lehetdség.

2.5. A bélidegrendszer rendellenességeinek hatterében allo molekularis
mechanizmusok

A velesziiletett bélidegrendszeri hibak hatterében legtobbszor a ganglionléc-
eredetli sejtre specifikus transzkripcios faktorok, adhézids molekulak vagy az
embrionalis bél szoveteiben termelddd novekedési faktorok, morfogének génmutacidja
allhat. A bélidegrendszert érintd megbetegedések, koztiik kiemelten a Hirschsprung-kor
hatterében bizonyitottan fontos szerepiik van a béltraktusban termel6dé mesenchymalis
¢s epithelialis novekedési faktoroknak.

Egyes tanulmanyok szerint a Hirschsprung-kér hatterében kozel 50%-ban a
bélcsd mesenchymadjaban termelddd glia-eredetii novekedési faktor (GDNF) ¢és a
ganglionléc-eredetli sejtek felszinén taldlhatdé Ret-receptoranak, valamint a szintén
mesenchymalis Endothelin-3-nak (ET-3) és receptoranak (EdnrB) mutéacioja all
(Heanue ¢és Pachnis 2007, Obermayr és mtsai 2013). Ezek koziil a Ret-et kodold gén
esetek majd 1/3-ban kimutattak és szinte az dsszes tobbi esetben is leirtak nem kodolo
Ret varidnst. Ezen mutaciok kovetkezménye a receptorexpresszid —szignifikans
csOkkenése (Hofstra és mtsai 2000, Amiel és Lyonnet 2001, Emison és mtsai 2005,
Goldstein és mtsai 2013). Mivel a retinsav jelatvitele képes indukalni a Ret expressziot
¢és fenntartani a foszfatidil-inozitol-3-kindz aktivitast, ezért az elmult évek soran egyre
nagyobb hangsulyt fektettek az A-vitamin hiany Hirschsprung-kérban betoltott
szerepének tanulmdnyozésara is (Yamada és mtsai 2007, Fu és mtsai 2010, Simkin és
mtsai 2013). A GDNF novekedési faktor csalad masik tagja a Neurturin (NRTN) a
Hirschsprung-korban szenvedd betegeknél, de esetiikben nem a myentericus neuronok
szama valtozik meg, hanem az excitatoros idegrostok denzitdsa csokken le. Bar a Ret
mutacid a betegség egyik fo rizikofaktora, az evidenciak alapjan mégis azt feltételezik,
hogy ez O6nmagaban nem minden esetben okoz aganglionosist (Goldstein és mtsai
2013). Az esetek tobbsége multigénesnek tiinik (Carrasquillo és mtsai 2002, Cantrell és
mtsai 2004).
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A szintén mesenchymalis eredetli ET-3 ndvekedési faktor, a ganglionléc-eredetii
sejteken taldlhatd receptor komplexén (endothelin receptor B-EdnrB) keresztiil a GDNF
fentebb részletezett serkentd hatdsat modulalja. A két utvonal egyensulya hozzéjarul a
bélidegrendszer térben-idében szinkronizalt fejlédéséhez. Erdekes modon a caecum
eléréséig az entericus ganglionléc-eredetii sejteknek nincs feltétleniil sziikségiik az
EdnrB jelatvitelre (Druckenbrod és Epstein 2005). Ez megmagyardzza, hogy a szignal
utvonal hibaja miért kifejezetten a colorectumra lokalizalt aganglionézist okoz.
melanocyta rendellenességgel is tarsuldé Shah-Waardenburg szindroméban is
azonositottak (Baynash ¢s mtsai 1994, Hosoda ¢és mtsai 1994). A szindroma
fenotipusanak hatterében a jelatviteli utvonal melanocyta fejlédésben betoltott szerepe
all. A 2. tdblazatban Osszefoglalva lathatjuk, melyek azok a gének és novekedési
faktorok, illetve azok receptorai, amelyek feleldsek lehetnek a bélidegrendszer fejlodési
hibaiért.

A morfogénekben bekdvetkezd mutaciokon kiviil a vandorld bélidegrendszeri
sejtek genetikai programjaban bekovetkezd hibak is feleldsek lehetnek a Hirschsprung-
kor kialakuldsaért. A bélidegrendszert érintd velesziiletett fejlodési rendellenességek
patomechanizmusaban  szamos, a  bélidegrendszer fejlodése  szempontjabol
nélkiilozhetetlen transzkripcids faktor (Sox10, Phox2b, PAX3, HOX11L1, HAND?2,
Mashl ¢és a ZEB2) mutacidja is szerepet jatszik. A Sox10 transzkripcios faktor
homozigota nullmutacidja teljes agangliondzishoz vezet, mig a heterozigéta mutans
esetében disztalis agangliondzis figyelheté meg (Southard-Smith és mtsai 1998, Kapur
1999). A Phox2b transzkripcids faktor mutécioja esetén a Sox10 szupresszidja nem
kovetkezik be, ezaltal az entericus ganglionléc-eredetli sejtek differencidlodasa a glia
sejtvonal irdnydba tolodik el. Mutacidja a vastagbél disztalis szakaszanak
aganglion6zisdhoz  valamint  hipoganglion6zishoz ¢és  ektopikus  ganglionok
megjelenéséhez vezet (Nagashimada és mtsai 2012). A Mashl transzkripcios faktor
delécigja késleltetett neurogenzisben €s a nyeldcso teriiletén, az entericus neuronok
hianyaban nyilvanul meg (Guillemot és mtsai 1993, Memic és mtsai 2016). A HAND?2
(Heart- and neural crest derivatives-expressed protein 2) egyike a neurotranszmitter
specifikacidbhoz  sziikséges transzkripcids faktoroknak. Mutacidja esetén a
bélidegrendszer kolonizacidja ugyan végbemegy, de a neurondlis differenciacio
karosodasa, az entericus neuronok szamanak csokkenése és az nNOS-, calretinin-, és

VIP expresszald neuronok elvesztése kovetkeztében funkciondlis agangliondzis alakul
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ki (D’Autreaux ¢és mtsai 2011, Lei és Howard 2011). Tovabba, a ganglionléc-eredetii
sejtek felsziniikon szamos, a mesenchymalis ECM-szal alkotott kapcsolatukat
szabalyoz6 sejtadhéziés molekulat expresszalnak, melyek koziil az LICAM gén
aganglionotikus utébél és igy a Hirschsprung-kér kialakuldsdban is (Breau és mitsai
2009, Wallace és mtsai 2011, Gazquez és mtsai 2016). Az N-cadherin sejtadhézios
molekula hidnydban szintén zavart szenved a bélidegrendszer fejlodése (Broders-

Bondon és mtsai 2012).

A Dbélidegrendszert érintd rendellenességek hatterében a mesenchymalis
komponenseken kiviil néhany kisérleti eredmény a bélhamban termelt morfogének
szerepét is felveti. Az Shh célzott mutdciojakor a ganglionléc-eredetli sejtek ugyan
kolonizaljak a belet, de a megnovekedett mennyiségli enteralis neuron rendezetleniil, a
ham alatti mesenchymaban is megjelend ektopikus ganglionokat alkot (Ramalho-Santos
¢s mtsai 2000). Ragcsalokban az Thh gén mutdcidja pedig szegmentalis
agangliondzishoz vezet (Ramalho-Santos és mtsai 2000). Mindezen kisérleti adatok

ellenére a Hedgehog fehériék részvétele egyeldre kevésbé tisztizott. Genome-wide

asszociacios tanulmanyokkal Hirschsprung-kérban is azonositottdk a Ptcl (Sonic

crer

........

szabalyozasaban jelent6sek (Ngan és mtsai 2011, Wang és mtsai 2013, Liu és mtsai
2015).
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2. tablazat: A Hirschsprung-kor knockout egérmodellei (Zimmer és Puri 2015)

Knockout egér Gén Funkcio Fenotipus
Ret” RET Tirozin-kinaz receptor Teljes intesztinalis
aganglionozis
Gdnf™” GDNF Glia eredetii neurotrofikus | Teljes intesztinalis
faktor agangliondzis
Gfral™” GFRal GDNF receptor alpha 1 Teljes intesztinalis
aganglionozis
Gfra2™” GFRa2 GDNF receptor alpha 2 Hipoganglionodzis
Ntn™ NTN Neurturin, RET ligand Hipogangliondzis
Etr3-/- Edn3 Endothelin-3 Utobél disztalis
szakaszanak agangliondzisa
Ednrb™ EDNRB Endothelin B receptor Utobél disztalis
szakaszanak agangliondzisa
Sox10Dom, DOM | Sox10 Sry/HMG box Teljes intesztinalis
transzkripcios faktor agangliondzis
Phox2b” Phox2b Paired-like homebox 2 Teljes intesztinalis
aganglionozis
Ihh™ IHH Indian hedgehog Szegmentalis agangliondzis
Shh™ SHH Sonic hedgehog Ektopikus neuronok a

mucosaban

2.6. Az extracellularis matrix szerepe a bélidegrendszer normal és patologias
fejlodésében

A mesenchymalis és epithelialis eredetli novekedési faktorokon kiviil a bél

mesenchymdjadban termelt matrix is

Osszefiiggésbe hozhaté a bélidegrendszer

velesziiletett fejlodési rendellenességeivel. Az ECM minden szdvetben jelen 1évo

komplex dinamikus vazat alkot, mely nem csak passziv kdzeg, hanem szamos élettani

folyamat, mint példaul az embrionalis fejlodés, véralvadas, angiogenezis, sebgyogyulas,

gyulladéds, metasztazis képzés ¢€és a kiilonbozé szervekben bekovetkezd fibrotikus

atalakulas aktiv résztvevdje is.

Szerepet jatszik a szdveti integritds fenntartdsaban.

Mivel a bél minden rétegében jelen van, igy a ganglionléc-eredetli sejteket fogado
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mikrokdrnyezetként, megfeleld Gsszetétele elengedhetetlen a bélidegrendszer optimalis
fejlodéséhez. A bélidegrendszer fejlodésének szabalyozdsa soran az entericus
fontos szignalként is szolgal (Perris és Perissinotto 2000). Emldsokben jelenleg kozel
300, a matrisome-nak nevezett ECM alkotasaban részt vevd proteint azonositottak. A
matrisome egy gyijtéfogalom, mely magaban foglalja az ECM mindhdrom {6
komponensét, azaz a kollagéneket (> 43), a proteoglikanokat (~36) és a glikoproteineket
(~200) (Hynes ¢és Naba 2012). Az ECM molekulak kétféle modon fordulhatnak el
vagy a kotészovetben egyenletesen elosztva vagy a ham alatti bazalis membran

részeként, kiilonbozo szerveket koriilvéve.

A kollagének az ECM f6 struktarfehérjéi. A jelenleg ismert 28 kollagén 7
osztalyba sorolhato: fibrillaris kollagének (kollagén I-III, V, XI, XXIV és XXVII);
halézatképzd kollagének (kollagén IV, VIII, X); fibrillum asszocialt, megszakitott
triplahélixet tartalmazo kollagének (kollagén IX, XII, XTIV, X VI, XIX, XX, XXI, XXII);
membran asszocialt, megszakitott triplahélixet tartalmazé kollagének (kollagén XIII,
XVII, XXIII, XXV); horgonyzo fibrillum (kollagén VII); gyongyds filamentum képzd
kollagén (kollagén VI, XX VI, XXVIII); multiplexinek (kollagén XV, XVIII). Az utobbi
csoportba tartoz6é kollagénekrdl adott protedz enzim aktiv molekuldt (endosztatin)
hasithat le, ezért a kollagén XV-6t ¢és kollagén XVIII-at endosztatin-képzd
kollagéneknek is nevezik (Theocharis és mtsai 2016). A proteoglikanok, mint példaul az
agrekan, verszikdn, perlekdn ¢és dekorin kiilonb6zo gliikézaminoglikdn (GAG)
oldallanccal rendelkezd fehérjék. A proteoglikdnok vazat tengelyfehérje képezi,
melynek polipeptidlancadhoz, egy vagy tobb GAG-lanc (egyforma, de akar kiilonboz0 is
lehet) négy hex6zbdl 4llo tetraszacharidon keresztiil, kovalens kotéssel kapcsolodik. Az
oldallancuk tipusa alapjan kondroitin-, dermatdn-, keratdn- ¢és heparan-szulfat
proteoglikdnokat kiilonboztetiink meg. A hialuronsav az egyetlen olyan GAG, mely
nem kapcsolodik tengelyfehérjéhez, viszont proteoglikanokkal gyakran ko-
aggregatumot képez. Elhelyezkedésiik alapjan az elézéeknek megfeleléen matrix-
(agrekan, perlekan, verszikan, dekorin, biglikan és fibromodulin) és membran-asszocialt
(szindekan, glipikdn, CD44 és thrombomodulin) proteoglikanokat kiilonboztetiink meg.
Az ECM harmadik komponense a glikoproteinek, melyek kozé a laminin, elasztin,
fibronektin, tenaszcin €s tromboszpondin is tartozik (Bonnans és mtsai 2014). A matrix

komponensei folyamatos kolcsonhatisban vannak az embriondlisan fejlédd szervek
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Ossejtjeivel. Régota ismert, hogy a ganglionlécbdl szarmazo idegi progenitor sejtek
vandorldsa sordn a bél mesenchymalis fala serkentd, megengedd (nem serkenti
kifejezetten, ellenben mindig ott van, ahol a sejtek haladnak), vagy gatlo kornyezetet
teremt. A bélidegrendszer fejlodés kapcsan Soret és munkatarsai néhany éve irtak le a
migraci6 sebességét korlatozd kollagén VI 04 alegységének szerepét, ami az
embriondlis bélfal mentén radidlis gradiensnek (beliil magas, kiviil alacsonyabb
expresszios szint) megfeleléen fejezddik ki. Hirschsprung-korban szenvedd betegek
biopszidinak analizise alapjan megallapitottdk, hogy a migracids zavar hatterében a
megemelkedett kollagén VI expresszio allhat (Soret és mtsai 2015). A glikoproteinekrol
régebb Ota ismert, hogy valtozatos funkciot toltenek be a bélidegrendszer fejlédése
soran. Egy részilkk, mint a laminin ¢és a fibronektin megtaldlhatdé a vandorld
bélidegrendszeri prekurzorok kozelében. Az ECM fehérjék integrin receptorai kozé
tartoz6 Pl-integrin expresszidja az entericus ganglionléc-eredetli sejtek felszinén,
ugyancsak ramutat a matrix molekuldk sejtmigracidban betoltott szerepére (Breau és
mtsai 2006, Nagy ¢és mtsai 2009). Igazoltnak latszik tovabba, hogy maguk az entericus
ganglionléc-eredetli sejtek is hatdssal vannak az ECM 0Osszetételére. A vagalis
ganglionléc-eredetli  sejtek példaul promigratorikus hatdsu tenaszcin  (TNC)
termelésiikkel formaljak mikrokornyezetiiket (Newgreen és mtsai 1980, Nagy ¢és
Goldstein  2006a, Akbareian ¢és mtsai 2013). A ganglionléc-eredetii sejtek
matrixmetalloproteaz termelésiikkel pedig aktivan atalakitjak a befogadd szovet ECM
Osszetételét (remodelling) (Chevalier €s mtsai 2016). Mindezen adatok ellenére az ECM
Osszetételének ¢és expresszids mintdzatanak valtozasa a bélidegrendszer normaél
(ganglionléc sejtek bevandorlasa el6tt, idején, illetve a kolonizacidt befejezd
differencidlodéasi folyamatokban) és patologias fejlodése kapcsdn nem minden
részletében ismert. A Hirschsprung-korban és a hozzd asszocidlt fejlédési hibak
hatterében megfigyelték, hogy az ECM-ot alkotd kollagének (kollagén IV),
proteoglikdnok és glikoproteinek (laminin, fibronektin, tenaszcin, nidogen) expresszios
mintdzata is megvaltozott (Fujimoto és mtsai 1989, Parikh és mtsai 1992a, Parikh és
mtsai 1992b, Parikh ¢és mtsai 1994, Parikh és mtsai 1995). Bar mindezt alapos
vizsgalatnak még nem vetették ald, de ezt latszik igazolni az endothelin 3 (Edn3™") és az
endothelin receptor B (EdnrB”) mutdns egerek aganglionotikus bélszakaszanak
megemelkedett laminin, kollagén IV, perlekan, agrekan és verszikan expresszioja
(Payette és mtsai 1988, Tennyson ¢és mtsai 1990). Zhang ¢és munkatdrsai huméan

Hirschsprung-koros mintdkban Osszehasonlitottdk a normal és az aganglionotikus
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bélszakaszok  fehérjeprofiljat. = Tomegspektrometriaval ¢és  gélelektroforézissel
kombindlva 30 olyan fehérjét azonositottak, melyek legaldbb 8x-os expresszios
kiilonbséget mutattak a kiilonboz6é szakaszokban. A matrixproteinek koziil a laminin, a
fibrinogén és a szerpin expresszidja valtozott meg jelentésen (Zhang és mtsai 2014). Az

eddigi adatok alapjan elmondhatd, hogy a Hirschsprung-kérban a ganglionotikus és az

aganglionotikus bélszakasz kozott bar megfigyelték a matrix molekuldk expresszidjanak

eltérését, ennek ellenére a fehériék pontos expresszidja, hatdsmechanizmus, illetve

fejlédésben betodltott szerepe mindmadaig nem ismert.

2.7. A csirke embriéo szerepe a bélidegrendszert érinté betegségek
patogenezisének tanulmanyozasaban

A bélidegrendszeri betegségek Ossejtekkel vald kezelésének sikerességéhez
elengedhetetlen a patologids allapotok megértése. A relevans eredményekhez olyan
idedlis modellek sziikségesek, amelyek fenotipusa a huméan normal vagy patologias
allapotokban leirtakhoz leginkabb hasonlit. Nehézséget jelent, hogy a kiilonb6z6
allatfajokban a bélidegrendszer kialakuldsanak mechanizmusa eltér egymastol.
Kétéltliekben és hiillokben a submucosalis plexus kizarélag a nyeldcsd és a gyomor
terliletén talalhatd, egérben csak posztnatdlisan alakul ki, zebrahalban pedig teljesen
hianyzik (Gunn 1951, Lamanna és mtsai 1999, Wallace ¢és mtsai 2005). Madarban ¢és
emberben egységesen, mar embrionalis korban mindkét neurdlis plexus megjelenik.
Idérendben rendszerint a plexus myentericus alakul ki eldbb, ez aldl egyediil a madar
utobele képez kivételt, ahol forditott sorrendben, a submucosalis plexus jelenik meg
korabban (érdekesség, hogy ennek ellenére a neurondlis differencidlodas folyamata a
myentericus plexus teriiletén hamarabb zajlik) (Burns és Douarin 1998, McKeown ¢és
mtsai 2001, Nagy ¢és mtsai 2007, Nagy és mtsai 2012). Fejlodésbeli kiilonbségek miatt a
megfeleld modellallat kivalasztdsa minden embridt célzé kutatds egyik meghatirozo
mozzanata. Az embrioldgiai kisérletek tervezésénél legtobbszor az esetmuslica
(Drosophila melanogaster), fonalféreg (Nematoda), afrikai karmosbéka (Xenopus
laevis), zebrahal (Danio rerio), csirke (Gallus gallus domesticus) vagy egér (Mus
musculus) modell valamelyikére esik a valasztas. Mindegyiknek megvan a maga eldnye

ezért mindig az adott kérdés szempontjabol kell kivalasztani a megfeleld rendszert.

Az elmult évtizedek sordn a madar embri6 Ujra az érdeklddés kozéppontjaba

keriilt. A leggyakrabban hasznalt faj a hazi tyuk (Gallus gallus) és a Japan fiirj
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(Cortonix japonicum). A csitke embridt konnyli hozzaférhetdsége, fenntarthatosaga,
gyors fejlédése, manipulalhatosaga €s ellendlloképessége miatt régdta alkalmazzak erre
a célra. A csirke genom sikeres szekvenalasa pedig tovabb novelte a modellrendszer
erdsségét, megteremtette a genetikai manipulaciok lehetdségét, mely hozzdjarulhat az
embriogenezis alapkérdéseinek megvalaszoldsahoz (Hillier és mtsai 2014). Amiota a
bélidegrendszer ganglionléc eredetét csirke embrion sikeriilt bizonyitani, azota széles
korben alkalmazzék a kiilonboz6 dssejtek migracids ttvonaldnak és sorstérképezésének
tanulmanyozasara. A madarembridkon végzett embridmanipulacidos és sejtjelolési
kisérletekkel egy adott sejttipus eredete, vandorldsa és differencialédasa is nyomon
kovethetd. A csirke-fiirj kiméra tovabbi lehetdségeket kindl a madar, mint fejlddéstani
modell alkalmazasdra. 1973-ban LeDouarin ¢és Teillett a kiméra technikanak
kdszonhetden bizonyitottdk a bélidegrendszer sejtjeinek veldcsé eredetét, ahonnan a
sejtek a bélcsébe vandorolnak és késdbb glia és neuron sejtekké differencidlodnak (Le
Douarin ¢és Teillet 1973). Az egyes sejttipusok eredetének ¢és sorsanak
meghatarozasadhoz a szervtelepek intraembriondlis transzplantacidja tovabbi lehetdséget
biztosit. Vizsgalhatdo a ganglionléc-eredetii Ossejtek sorsa vagy példaul a végtagok
myotom ¢és a borddk szklerotom eredete. Ezzel a technikdval a hemopoietikus és a
dendritikus sejtek eredetének kisérletes bizonyitasara is lehetdség nyilt (Catala és mtsai
1995, Brand-Saberi és Christ 2000, Le Douarin és mtsai 2000, Nagy ¢és mtsai 2005). A
hibridéma technikédnak koszonhetden, a differencialodo sejttipusok tanulmanyozasara
specifikus monoklonalis ellenanyagok allnak rendelkezésiinkre (Nagy és mtsai 2001,
Olah és mtsai 2002, Gumati és mtsai 2003, Bodi és mtsai 2009). Ezek az ujitdsok
hozzajarultak ahhoz, hogy a csirke embri6 ismét egy vonzé kisérleti modellrendszerré
valhasson. Annak ellenére, hogy madar modellben is egyre tobben kombinaljadk a
klasszikus metodikakat a genetikai technikdkkal, mégis bizonyos fejlédésgenetikai
vizsgalatoknal a tobbi modellallattal szemben tovabbra is jelentds hatrdnyban van. Az
emlés €s kétélti embriok nagy elénye a célzott genetikai €s null-mutdns allatok
eléallitdsanak lehetésége, azonban az egerekben kivitelezhetd transzgenikus technikdk
egyrészt nagyon koltség- és iddigényes modszerek, masrészt a null-mutidns egerek
tobbségének korai, embriondlis lethalitdsa korlatozza a kisérletek megvalosithatdsagat.
A két faj elonyeit 6tvozo csirke-egér kiméra embriok alkalmazasa valés alternativaként
szolgalhat (Nagy és Goldstein 2006b). Az elmult két évtizedben exogén gének csirke
embrioba vitelére is szamos hatékony modszert fejlesztettek ki (Ishii és Mikawa 2005).

A madéarban rendelkezésre 4all6 szomatikus transzgenikus technikat jelenleg az
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elektroporacié ¢és a retrovirus altal kozvetitett géntranszfer képviseli. Mig az
elektroporacié a bevitt gének gyors és hatékony kifejezését (funkcidonyerést) teszi
lehetévé, addig a retroviralis vektor, az exogén gén gazdakromoszomaba integralasaval,
a funkciovesztés hosszu tava hatasadnak elemzését biztositja (Ishii és mtsai 2004, Kos és
mtsai 2003, Uchikawa és mtsai 2004). Az els6ként megismert €s azodta is széles korben
alkalmazott retrovirus, a madarakat fert6z6 Rous-sarcoma virusb6él modositott
replikacio-kompetens Rous-asszocidlt virus (RCAS). Az RCAS retrovirusba tetszéleges
gén klonozhatd, igy ez a mddszer jol alkalmazhato példaul transzkripcids és ndvekedési
faktorok fejlodésbiologiai funkcidjanak vizsgalatara (Iba 2000, Goldstein és mtsai 2005,
Stern 2005). Bar ezek a technikdk a génexpresszio tér-idobeli szabalyozasara ugyan
lehetdséget biztositanak (Darnell és Schoenwolf 2000, Streit és mtsai 2013), de az igy
elért célzott funkcio-vesztd és funkcio-nyerd mutaciok csak atmeneti jellegliek, melynek
oka a proliferacio hatdsara bekovetkezd “felhigulasa” lehet. A specificitas hidnya és a
toxicitas veszélye tovabbi problémat jelent (Eisen és Smith 2008, Gerety és Wilkinson
2011, Schulte-Merker és mtsai 2014, Kok és mtsai 2015). A hatranyok kikiiszobolésére
igéretes alternativdt a CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Pallindromic Repeats/CRISPR-Associated Protein 9) technika jelenthet, mellyel a
célgének hatékonyabb gatlasa érhetd el (Gandhi €s mtsai 2017).
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3. CELKITUZESEK

A Semmelweis Egyetem Ossejt és Kisérletes Embriolégia Laboratoriuma
egylittmiikddve a bostoni Harvard Egyetem Gyermeksebészeti Tanszékével azt tlizte ki
célul, hogy karakterizdlja a normal ¢és a Hirschsprung-korra jellemzdé rendellenes
bélidegrendszer embriondlis fejlédését. A bélidegrendszert létrehozd ganglionléc-
eredetli dssejtek tanulmdnyozdsa a neurointesztinalis korképek patologiai hatterének
megismerésén til az Ossejtterapias kezelések jovobeni alkalmazhatdsdga szempontjabol
is nagy jelentdséggel bir. Az Ossejtek fejlodését meghatdrozd extracellularis
mikrokdrnyezet nem csak a sejttranszplantacidt megel6z0 in vitro felszaporitas
fazisdban fontos, hanem a beiiltetést kovetden, a megfeleld szoveti kornyezet

megteremtésében is szerepet jatszik.

Kisérletes munkank célkitiizései a kovetkezdk voltak:

1. A ganglionléc-eredetii 6ssejtek vandorlasanak és differencialodasanak karakterizalésa

a bélidegrendszer ontogenezise soran.
2. A ham eredetli Shh novekedési faktor tanulményozasa a bélidegrendszer fejlédésben.

3. A ganglionléc-eredetli Ossejtek mikrokornyezetét meghatdroz6 ECM expresszids

mintazatanak jellemzése a bélidegrendszer normal és patologias fejlodése soran.
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran csirke (Gallus gallus domesticus, White Leghorn SPF,
Phylaxia Sanophi, Magyarorszag) és egér embridkat hasznaltunk fel, melyek korat
embriondlis napokban fejeztik ki (E). A csirketojasokat laboratoriumunk
keltetogépeiben forgatoracson inkubaltuk, 38 °C—on, 90%-os paratartalom mellett. Az
endothelin receptor B (EdnrB7") (Ednrb™ Y"#J; JAX#003295), TauS " [Tau (Mapt) KO
(az Osszes neuron fluoreszcensen jelzett), #004779], Coll8' (kollagén XVIII null
mutans), Plp1S** (PLP-EGFP) (az 06sszes glia fluoreszcensen jelzett), Wntl-
Cre;tdTomato (Wntl;tdT) (az Osszes ganglionléc-eredetii sejt fluoreszcensen jelzett)
transzgenikus egereket Prof. Allan Goldstein (Harvard Medical School)
laboratoriumédnak kozremiikodésével szereztiik be. Az éllatkisérletek a Semmelweis

Egyetem Etikai Bizottsdganak engedélyével torténtek (engedélyszam: 779-000-2005).

4.2. A mintak szovettani feldolgozasa

A vékony- és vastagbélszakaszok embriobdl  torténd  eltavolitasat
sztereomikroszkop alatt végeztiik, melyhez kiilonb6z6, mikropreparacios technikara
alkalmas eszkdzoket (mikroolld, csipesz, rovartli, embriospatula) hasznaltunk. A kivett
bélszakaszokbol immuncitokémiai ¢és immunfluoreszcens vizsgalatok céljabol

zselatinos-fagyasztott blokkokat készitettiink.

4.2.1. Zselatinos-szacharozos fagyasztott blokk készitése

A kipreparalt szerveket 1 oran keresztiil pufferelt 4%-os paraformaldehidben
(PFA) fixaltuk, ezutan foszfattal pufferelt séoldatban (PBS, pH 7,2) haromszor 5 percig
mostuk. A fixalast kovetden egy ¢&jszakan keresztil 15%-os szachar6z (Molar
Chemicals Kft., 02200-203-190) PBS oldatdban 4°C-on inkubdaltuk. A beagyazést
megeldzden 37°C-on, 1 6ran keresztiil, 15% szachardzt és 7,5% zselatint (Fluka, 04055)
tartalmaz6 PBS elegyében inkubaltuk. Ezt kdvetden a szerveket miianyag mérétalkakba
kiontott zselatinra helyeztiik, orientaltuk, majd par percig varakoztattuk, hogy a
»zselatinagyhoz” tapadjanak. A még meleg ¢s folyékony zselatinnal egy tjabb réteget
képezve befedtiik a preparatumokat és 4°C-on, 10 percig allni hagytuk, hogy a zselatin

megszilarduljon. Az 1xlcm-es méretre vagott zselatinos blokkokat Shandon
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Cryomatrix-szal (Anatomical Pathology IND, 67690006) kartonpapirokra rogzitettiik.
Utolsd 1épésként folyékony nitrogénnel -50°C-ra hiitdtt izopentanban (2-metilbutan,
Sigma-Aldrich, M32631) koriilbeliil 1 perc alatt lefagyasztottuk és a metszetek

készitéséig -80°C-on taroltuk.

4.3. Immuncitokémia

Az immuncitokémiai vizsgalatainkat fagyasztott metszeteken készitettiik.
Metszés eldtt a -80C°-os hiitdbdl kivett blokkot a kriosztatba helyeztiik, hogy annak
hémérsékletét atvegye. A zselatinos blokkokat Shandon gyartmanyu kriotommal -24C°-
os munkahOmérsékleten metszettiik le. 11-13 pm-es metszeteket poly-L-lysine-nel

(Sigma, P8920) bevont targylemezre vettiik fel és felhasznalasig -20C°-on taroltuk.

4.3.1. Immunhisztokémia

A fagyasztott metszetekbOl a zselatin kiolddsat 37C°-ra felmelegitett PBS-ben
végeztik (3-5 perc), majd a PBS-t szobahdmérsékletiire cserélve tovabbi 5-7 percig
rehidraltuk. Ezt kovetden a metszetekre ramértiik a primer ellenanyagokat (3. tablazat)
(50-80 pl/metszet). A festések soran alkalmazott primer ellenanyagok a laborunkban
felszaporitott hibridomdk higitatlan feliilusz6ja vagy elézetesen betitralt higitast
ellenanyagok voltak. A higitast 1%-os BSA-t és Na-azidot tartalmazé PBS-ben (PBS-
BSA) végeztiik. Ezutan a metszeteket szobahémérsékleten, nedves kamraban 45 percig
inkubaltuk, majd 3x5 percen 4t PBS-ben mostuk. A kovetkezd 1épésben a metszetekre
szekunder ellenanyagot (4. tdblazat) mértiink és tovabbi 45 percig szobahdmérsékleten
¢s nedves kamrdban inkubaltuk. PBS-ben torténd (3x5 perc) mosas utdn, a szdveti
endogén peroxidazok aktivitasanak blokkolasa céljabol a metszeteket 10 percre PBS-el
3%-ra higitott H,O»-ba (Sigma-Aldrich, H1009) helyeztiik, amit ismét PBS-ben torténd
mosas (3x5 perc) kovetett. A mosas utan az ABC komplexet (avidin-biotin-peroxidaz
komplex, Vectaststain Elite PK-6100; Vector Laboratories) vittiikk fel a metszetekre és
fél oran at inkubaltuk. Az ABC oldatot az eldirasoknak megfeleld paraméterek szerint
higitottuk (1:100 aranyban, PBS-ben). Elséként PBS-be kimértiik az avidin oldatot,
majd hozzdadtuk a biotinilalt peroxidazt tartalmazo oldat megfelelé mennyiségét,
ezutan alaposan felkevertiik, majd fél ora elteltével felhasznaltuk. 3x5 perc PBS-ben
torténd mosas utdn a kotddott peroxidaz enzim aktivitdsat 4-chloro-1-naftollal
detektaltuk (Sigma, C8890). A kloronaftolt elézetesen PBS-ben oldottuk (100 pl 4-
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chloro-1-naftol torzsoldat 100 ml PBS-ben oldva), majd 300 pl 3%-0s H2O»-ot adtunk
hozza, amelyet el6zdleg sotétben magneses keverdn legalabb fél orat kevertettiink.
Felhasznalasa el6tt sziirdpapiron atsziirtiik majd a metszeteket sotét helyen, 30 percig
inkubaltuk. A szinreakcid eldhivasa utan 3x5 perces PBS mosas kovetkezett, majd a
metszeteket vizoldékony feddanyaggal (Poly-Aqua Polyscience Inc., Warrington PA,
USA,186006) fedtiik le.

4.3.2. Teljes szervi (,,whole mount”) immunfestés

Néhany esetben a mikroszképos vizsgalatokat nem metszeteken, hanem teljes
béldarabokon végeztiikk. Ennek soran a kovetkezOképpen jartunk el: A kipreparalt
béltraktust 3x5 percig PBS-ben mostuk, majd ezt kovetéen a primer ellenanyagbol
kortlbeliil 300 pl-t mértiink rd oly mdédon, hogy az a béldarabot teljesen ellepje. 1 oras
razégépen torténd inkubalast kovetden 4x10 percig ismételten PBS-ben mostuk. A
peroxidazzal jelzett anti-egér IgG szekunder ellenanyaggal szintén 1 6rat inkubaltuk,
melyet 4x5 perc PBS-ben torténd mosas kovetett. Utolsd 1épésként diamino-benzidin

(DAB, Sigma) kromogén segitségével tettiik lathatova az immunreakciot.

4.3.3. Immunfluoreszcencia

A metszetek elokészitését, valamint primer ellenanyaggal torténd inkubalasat az
immunhisztokémiai fejezetben leirtakkal azonos modon végeztiik. Kovetkezd 1€pésben
szekunder ellenanyagot (50-80 pl/metszet) mértiink a metszetekre, ami Iehetett
kozvetleniil fluorokrommal jeldlt (5. tdblazat) vagy biotinnal konjugélt ellenanyag. Az
inkubalést szobahdmérsékleten, fénytdl védett, nedves kamraban, 45 percen keresztiil
végeztilk. A biotinilalt szekunder ellenanyagok bekotddésének detektalasdra PBS-ben
higitott (1:100) streptaviddinnel konjugélt fluorokromot (Streptavidin Alexa-Fluor 594,
Invitrogen, S11227 ¢és Streptavidin Alexa-Fluor 488, S32354) alkalmaztunk, mely
ismételten 45 perces, fényt6l védett inkubalast igényelt. A kiilonb6z6 1épések kozott és
az inkubalasok utdn PBS-sel mostuk a metszeteket (3x5 perc). A sejtmagok
kimutatasara DAPI (4,6 diamino-2-phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen, D1306)
reagenst haszndltunk, melyet PBS-ben 1pg/ml ardnyban higitottunk. A Dapi oldatot a
PBS-ben torténd mosast megeldzéen mértiik a metszetekre és 15 percig hagytuk a

lemezeken, ezutan lefedtiik 6ket és a tovabbiakban, s6tétben, 4C°-on taroltuk.
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A kettds immunfestés elsd 1épéseként a metszetekre ramértilk az elsd primer
ellenanyagot, melyet az eléz6ekben részletezett modon 45 percig inkubaltunk. A PBS-
ben torténd mosast kdvetden a metszetekre kozvetlentil fluorokrommal jeldlt szekunder
ellenanyagot (5. tdblazat) vittiink fel, mely a primer ellenanyagnak megfeleléen izotipus
specifikus volt. Az immunfestést a fluorokrom fényérzékenysége miatt fénytdl védetten
végeztik. 45 perces, nedves kamraban torténd inkubdalast kovetéen PBS-mosést
végeztiink (3x5 perc). Ezutdn a metszetekre rdmértiik a méasodik primer ellenanyagot,
amit szintén 45 percig inkubaltunk majd 3x5 percig PBS-ben mostunk. A masodik
szekunder ellenanyagot, amellyel Ggyszintén 45 percig inkubaltunk (mely a masodik
primer ellenanyagra faj és izotipus specifikus volt) ugy valasztottuk meg, hogy a vele
konjugélt fluorokrom szine eltérjen az els¢ korben hasznalt szekunder ellenanyag
szinétdl. A sejtmagok kimutatdsat ebben az esetben is DAPI-val végeztiik. A mosas
utan (PBS) a targylemezeket vizoldékony feddanyaggal lefedtiik és hiitében 4C°-on
taroltuk.

4.4. In situ hibridizacio

A Shh jelatvitel molekulainak (Shh, Ptcl, Ptc2) génexpresszidjat paraffinos
metszeteken [Cliff Tabin szivességébdl (Riddle és mtsai 1993, Roberts és mtsai 1995)]
in situ hibridizacidval vizsgaltuk (Riddle és mtsai 1993, Acloque és mtsai 2008). A
transzformalt E.coli (Invitrogen; C404003) sejtekben kifejeztetett plazmidokbdl,
linearizalast kovetden in vitro transzkripcioval RNS riboprobakat készitettiink és
digoxigeninnel jeloltiik. /n situ hibridizacidhoz kromogén szubsztratnak BM-Purple
(Roche, 11442074001) oldatat hasznaltuk.
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4.5. Az immunfestés soran felhasznalt primer és szekunder ellenanyagok
tablazatos osszefoglalasa

3. tablazat: Az immunfestés soran felhasznalt primer ellenanyagok (klén neve,

ellenanyag izotipusa, felismert molekula, detektalhato sejtek és a beszerzés forrasa).

Ellenanyag Izotipus Felismert sejttipus, | Higitas | Beszerzési forras,
(klon) struktira, molekula katalogusszam
p75 Poliklonalis Csirke ENCC 1:700 Dr. Louis Reichardt
nyul szivességébol,
(Weskamp és
Reichardt 1991)
p75 Poliklonalis Egér ENCC 1:300 Promega (G3231)
nyul
CD57 Egér IgM Csirke ENCC 1:50 NeoMarkers (MS-
(HNK-1) 1163-R7)
Sox10 Egér 1gGl Csirke ENCC 1:10 Dr. Michael Wegner
szivességébol
(Rehberg és mtsai
2002)
N-cadherin Egér 1gGl Csirke ENCC 1:20 DSHB
Tujl (B1195) | Egér IgG2a Neuron marker 1:200 Covance (MMS-435P)
HuC/HuD Egér 1gG2a Neuron marker 1:100 Invitrogen (A-21271)
(16A11)
Neurofilament | Egér I[gG1 Neuron marker 1:10 DSHB
(4H6)
Bfabp Poliklonalis Glia marker 1:200 Dr. Thomas Miiller
nyul szivességébol (Kurtz
¢s mtsai 1994)
GFAP Poliklonalis Glia marker 1:300 DAKO (Z0334)
nyul
Fibronektin Egér IgG2a Csirke extracellularis | 1:5 DSHB
(B3/D6) matrix
Laminin (31, Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:40 DSHB

31-2)

matrix
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Tenascin-C Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:10 DSHB

(M1B4) matrix

Fibrillin 2-like | Egér IgG1 Csirke extracellularis | 1:10 DSHB

(JB3) matrix

Kollagén I Egér IgG2a Csirke extracellularis | 1:2 Dr. Thomas F.

(DD4/F12) matrix Linsenmayer
szivességeébol, (Birk és
mtsai 1988)

Kollagén I (I- | Egér IgG2a Csirke extracellularis | 1:1000 | MP Biomedicals

8H5) matrix (631701)

Kollagén III Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:10 DSHB

(3B2) matrix

Kollagén IV Egér IgG2a Csirke extracellularis | 1:2 Dr. Thomas F.

(IF8) matrix Linsenmayer
szivességébdl (Fitch és
mtsai 1990)

Kollagén VI Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:5 DSHB

39) matrix

Kondroitin- Egér IgM A nativ CSPG 1:2000 | Sigma (C8350)

szulfat gliilkozaminoglikan

proteoglikan részét

(CS-56)

Kollagén IX Egér IgM Csirke extracellularis | 1:2 DSHB

(2BY) matrix

Kollagén Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:2 DSHB

XVIII (6C4) matrix

Heparan- Egér IgG Csirke extracellularis | 1:5 DSHB

szulfat matrix

proteoglikan

(33, 33-2)

Versican Poliklonalis Extracellularis 1:500 Dr. Maria T. Dours-

(GAGP nyul matrix Zimmermann

domain in the szivességébol,

core protein of
the VO and V1

isoforms)

(Landolt és mtsai
1995)
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Versican Poliklonalis Extracellularis 1:200 Dr. Maria T. Dours-
(GAGa nyul matrix Zimmermann
domain in the szivességébol, (Dutt és
core protein of mtsai 2011)
the VO and V2
isoforms)
Versican (core | Poliklonalis Extracellularis 1:500 Dr. Steve Hoffman
protein in the | nyul matrix szivességebdl, (Zanin
V0 and V2 ¢s mtsai 1999)
isoforms of
versican)
Agrin (6D2) Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:5 DSHB
matrix
Perlekan (5C9) | Egér IgGl Csirke extracellularis | 1:5 DSHB
matrix
Kollagén Poliklonalis Egér extracellularis 1:1000 | Dr. Takako Sasaki
XVII (NC11) | nyul matrix szivességébol, (Sasaki
¢s mtsai 1998)
Kollagén Poliklonalis Egér extracellularis 1:300 Dr. Takako Sasaki
XVIII (NC1) nyul matrix szivességeébol, (Sasaki
¢s mtsai 1998)
Endosztatin Poliklonalis Egér extracellularis 1:100 Dr. Takako Sasaki
(1092) nyul matrix szivességeébol, (Sasaki
¢s mtsai 1998)
Agrin Poliklonalis Egér extracellularis 1:100 R&D System (AF550)
kecske matrix
MEP21 (o- Egér 1gGl Csirke endothel sejt | 1:200 Kelly McNagny
chicken szivességebol,
podocalyxin) (McNagny és mtsai
1997)
Beta- Egér IgG2a Agrin receptor 1:50 Leica Biosystems
dystroglycan (NCL-b-DG)
(43DAG1/8)
Endosztatin Poliklonalis Humaéan 1:40 R&D System
kecske extracellularis matrix (AF1098)
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Laminin Poliklonalis Egér extracellularis 1:200 Abcam (ab11575)
nyul matrix
PHOX2B Tengerimalac | ENCC és neuron 1:500 Dr. Hideki Enomoto
IgG prekurzor szivességebol,
(Nagashimada és mtsai
2012)
SOX10 (20B7) | Egér 1gGl ENCC és glia 1:50 Thermo Fisher (14-
prekurzor 5923-80)
Agrin Egér IgGl Egér extracellularis 1:10 Millipore (Mab5204)
matrix
CN Egér IgG Csirke specifikus 1:10 Dr. Hideaki Tanaka
neuron marker szivességébodl (Tanaka
¢s mtsai 1990)
Ret Kecske IgG Egér specifikus 1:25 Neuromics (GT15002)
ENCC
BrdU (G3G4) | Egér IgGl Osztodo sejtek 1:2 DSHB
Alpha-smooth | Egér [gG2a Simaizom marker 1:400 DAKO (M0851)
muscle actin
(1A4)
AMV-3C2 Egér IgGl RCAS retrovirus 1:5 DSHB
tokfehérje
QCPN Egér IgGl Fiirj specifikus 1:2 DSHB
perinuklearis antigén
8F3 Egér 1gGl Csirke specifikus 1:2 DSHB
citoplazma antigén
Shh (5E1) Egér IgGl Sonic hedgehog 1:2 DSHB
fehérjét szekretald
sejtek
Shh Poliklonalis Sonic hedgehog 1:400 Santa Cruz (sc-9024)
nyul fehérje N-terminusa
Ptcl Poliklonalis Patched fehérje N- 1:20 Santa Cruz (sc-6149)
kecske terminusa
E-cadherin Egér IgG2a Epithel sejt 1:200 BD Bioscience
(36) (610181)
cleaved Poliklonalis Apoptotikus sejt 1:50 Cell Signaling (9064)
caspase-3 nyul
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4. tablazat: Az immunfestés soran felhasznalt szekunder ellenanyagok. Biotinilalt

¢s peroxidaz kapcsolt szekunder ellenanyagok neve, beszerzési forrdsa és kataldogus
szama. Higitas: 1:200 PBS-BSA-ban

Szekunder ellenanyag Beszerzési forras Katalogusszam
l6ban késziilt biotinilalt anti-egér | Vector Laboratories BA-2000

IgG (H+L)

kecskében késziilt biotinilalt anti- | Vector Laboratories BA-1000

nyul IgG (H+L)

kecskében késziilt biotinilalt anti- | Vector Laboratories BA-2020

egér IgM (u lanc)

kecskében  késziilt  peroxidaz | Santa Cruz Biotechnology, Inc. | SC-2005
kapcsolt anti-egér IgG

szamarban késziilt biotinilalt anti- | Millipore AP-193B

tengerimalac IgG (H+L)

5. tablazat: Fluorokrommal Kkonjugalt szekunder ellenanyagok (Invitrogen-Life

Technologies, Merck): A tablazat tartalmazza az ellenanyagok faj és izotipus specifitast,

a fluoreszcencia csucsintenzitast, beszerzési forrasat €s a katalogus szamot. Higités:

1:100 PBS-ben

Szekunder ellenanyag | Fluorokrom Beszerzési forras | Katalogusszam
excitacios
hullamhossza
kecskében késziilt anti- | 350 Invitrogen-Life A-21049
egér IgG (H+L) Technologies
kecskében késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-11001
egér IgG (H+L) Technologies
kecskében késziilt anti- | 594 Invitrogen-Life A-11005
egér IgG (H+L) Technologies
kecskében késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-21121
egér IgGl (y1) Technologies
kecskében késziilt anti- | 594 Invitrogen-Life A-21125
egér IgGl (y1) Technologies
kecskében késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-21131
egér [gG2a (y2a) Technologies
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kecskében késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-21141
egér [gG2b (y2b) Technologies

kecskében késziilt anti- | 594 Invitrogen-Life A-21145
egér [gG2b (y2b) Technologies

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

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

kecskében késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-11008
nyul IgG (H+L) Technologies

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

szamarban késziilt anti- | 546 Invitrogen-Life A-10036
egér [gG (H+L) Technologies

szamarban késziilt anti- | 647 Invitrogen-Life A-31571
egér [gG (H+L) Technologies

szamarban késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-11055
kecske IgG (H+L) Technologies

szamarban késziilt anti- | 488 Invitrogen-Life A-21206
nyul IgG (H+L) Technologies

szamarban késziilt anti- | 546 Invitrogen-Life A-10040
nyul IgG (H+L) Technologies

szamarban késziilt anti- | 647 Millipore AP193SA6
tengerimalac IgG (H+L)

4.6. Sejtosztodas kimutatasa bromodeoxyuridine (5-bromo-2'-deoxyuridine:
BrdU) és EAU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) jeloléssel
A proliferal6 sejtek detektalasara sok esetben bromodeoxyuridin (BrdU)-t
hasznalnak, mely az 0sztddo sejtek Gjonnan szintetizalodd6 DNS-¢be épiil be. A beépiild
BrdU specifikus ellenanyagokkal kimutathaté. Az embrionalis szerveket fixalds elott
37°C-on 3 ¢6raig BrdU oldatban inkubaltuk. 3x5 perces PBS mosas utan PFA-ban
fixaltuk és zselatinos blokkokba fagyasztottuk. A fagyasztott metszetekre a PBS-es
rehidralas és zselatinos kioldas utdn 1N/2N HCl-ot mértiink és 30 percen at 37°C-on

inkubaltuk. Kovetkezd 1épésben a metszeteket 2x5 percig borat pufferben, majd 2x5
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percig PBS-ben mostuk, ezzel semlegesitve a sdsav hatast. A fluoreszcensen jelolt BrdU
elleni antitest (1:10 ardnyban higitva) rdmérése utan a metszeteket sotét helyen 45
percig inkubaltuk. Az utols6 3X5 perces PBS-ben torténd mosast kovetéen vizoldékony
feddanyaggal (Poly-Aqua Polyscience Inc., Warrington PA, USA; 18606) lefedtiik a

metszeteket, melyeket ezutan 4C°-on hiitében taroltunk.

A BrdU kezelés kapcsan megjelend statisztikai adatok a p75 és BrdU markerek
koexpresszids szazalé¢karol 5 embrio 4 kiilonboz6 (egymast nem fedd) metszeti sikjarol,
szoftveres szamoldsi adat alapjan keriiltek megéllapitasra. A kiilonb6zé markerekre
pozitivitast mutatd sejtek megszamolasa, igy atlagosan 20 metszet alapjan késziilt el. A
csoportok kozotti statisztikai szignifikancia értékeléséhez paros t-tesztet hasznaltunk.
Amennyiben tobb mint két csoportot hasonlitottunk 0ssze, a statisztikai szignifikanciat
ANOVA teszttel allapitottuk meg. Az eltéréseket P <0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak. A szdmadatok a szdmtani atlagot és a szorast mutatjadk szazalékban

feltiintetve.

Néhany esetben a sejtproliferacid mértékének meghatarozasdhoz 5-ethynyl-2’-
deoxyuridine-t (EdU) hasznaltunk. A médiumhoz 3 draval a fixalast megel6zéen 10 uM
EdU-t adtunk. Az EdU beépiilését Click-iT EAU Imaging Kit (Invitrogen) segitségével
mutattuk  ki. A sejtmagok jelolésére DAPI (4,6 diamino-2-phenylindole,
dihydrochloride, Invitrogen, D1306) reagenst hasznaltunk.

4.7. Metszetek érteékelése, fényképezése, képfeldolgozas

A metszeteket Zeiss Axiophot mikroszkoppal értékeltik és a
hozzacsatlakoztatott kamerdval (Zeiss AxioCam HCR) kiilonb6z6 nagyitdsokon
digitalis képeket készitettlink. A konfokalis fotdkat Zeiss LSM 710 tipust
mikroszkoppal készitettiik. A képek késdbbi tanulmanyozasat, szerkesztését Imagel és

Adobe Photoshop CS 7.01 tipusu szoftverekkel végeztiik.

4.8. Embriomanipulacio
4.8.1. Embriotenyészet

Kisérleteink sordn a 5 napos embridkbol izoladlt kozépbelet és utdbelet
tartalmazd bélszakaszt I-es tipusu kollagén alapt matrixba (BD Biosciences, 354236)

agyazva 48-72 oraig tenyésztettiik. A tenyésztést erre alkalmas tenyésztéedényekben
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végeztik (Falcon Center-Well Organ Culture Dish, 353037). A tenyésztd talca
kozepébe kollagén matrixot, mig a miianyag fallal levalasztott kiilsé részbe penicillin-
streptomycines PBS oldatot t6ltottiink. Az embridkat a belsé kor kollagén matrixanak
két rétege kozé agyaztuk és 48-72 orara 37°C-os, sejttenyésztd CO: inkubatorba
helyeztiik.

4.8.2. A kollagén matrix elkészitése

Elso 1épésben egy jégkasaba helyezett eppendorfba mértiik be a 700 ul DMEM-
et (tenyésztd tapoldat, Sigma), 6 ul 1IN NaOH-ot és 294 ul kollagént (rat tail 3,38%). A
kollagén oldatbol 350 pl-t belemértiink a tenyésztdedény kozépsd részébe. 5 perc
szobahdmérsékleten torténd tarolast kovetden, 5-10 percre CO: inkubdtorba (a
polimerizalddashoz) helyeztiik. Ezt kovetden az inkubatorbol kivettiik az edényeket és a
gél felszinére helyeztiik a preparatumokat. Ujabb 10 perces COa inkubalast kovetden a
frissen elkészitett gélbdl 350 pl-el betakartuk a béldarabokat, ligyelve arra, hogy ne
usszanak fel és 48-72 oraig tenyésztettiik. A kollagénbe oldva a Shh (R&D Systems,
Recombinant mouse Shh, 461-SH-025) (1 ug/ml) ndvekedési faktornak és inhibitoranak

a cyclopamine-nak (Toronto Research Chemicals Inc.) (1-3 uM), valamint a
mesenchymalis eredetii GDNF-nek (R&D Systems, Recombinant Human GDNF, 212-
GD-010) (10-20 uM) a hatésat vizsgaltuk (5. abra).

Embrionalis in vitro szervtenyészet

5 napos
embrié

vékonybél
a ! caecum
vastaghbél
p75/Dapi
48/72 h
inkubalas
. Y o +Shh (1ug/mi)/
- | Cyclop. (1-3uM)
kollagén gél bélcsé
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4.8.3. Chorioallantois membrantenyésztés (CAM)

A chorioallantois membrantenyésztés alkalmas arra, hogy az izolalt embrionalis
szerveket vagy in vitro rekombinalt szoveteket hosszabb ideig in vivo koriilményekhez
hasonld mili6ben tenyéssziik. A kisérletek soran mindig 9 napos csirke embridok

chorioallantois membranjara transzplantaltuk a szoveteket.

A modszer roviden a kovetkezd 1épésekbdl all: A tojas héjat a 1égkamra folott
csipesszel eltdvolitottuk, a héjhartydra pipettdval egy-két csepp penicillin-
streptomycines PBS oldatot cseppentettiink, majd 6vatosan csipesszel megkarcoltuk,
ennek hatasara az oldat a héjhartya alatt szétteriilt és igy konnyedén levalaszthatova
valt. Ekkor tarult fel a chorioallantois membran gazdagon vaszkularizalt rétege. Egy
nagyobb, Y alaku érelagazas kivalasztasa utan, papirtorld segitségével felszakitottuk a
kapillarisokat és erre a teriiletre helyeztiik a graftokat. A felesleges folyadékot felitattuk,
majd atlatszd ragasztoszalaggal lefedtiikk a tojashéjon keletkezett nyilast. Megfeleld
jeloléssel ellatva a madartojasokat tovabbi (az adott kisérlettdl fiiggden) 7-9 napig
laboratoriumunk keltetégépében, 38°C-on, 70%-0s paratartalom mellet forgatdracson
inkubaltuk.

4.8.4. Shh-RCAS retrovirus és cyclopamine mikroinjektaldsa

A retrovirusok segitségével madar embridkban is eldidézhetd célzott funkcio-
nyerd ¢és funkcio-vesztd mutacié (Iba 2000, Sato és mtsai 2002). Erre az olyan viralis
vektorok alkalmasak, amelyeket madarakat megfertéz6 Rous-sarcoma virusbol
modositott, replikdcio-kompetens virusokbol (RCAS) készitenek. Az RCAS-okban az
RNS a genetikai anyag, amelyet a reverz transzkriptdz enzim fordit vissza DNS-re. Az
RCAS virusokba tetszéleges gének klonozhatdak 6nalldan vagy akar egy markergénnel
egylitt. A virus embridba torténd injektalasa utan az oszt6do sejteket fertézi meg, ahol a
retrovirus beépiil az Gjonnan keletkezett sejtek genomjaba. Kisérleteinkhez a laborban
elézetesen elballitott, Shh-t tartalmazdé Shh-RCAS virust hasznaltuk. A kisérlet soran
Narishige markaja mikroinjektorhoz rogzitett 100 pl-es Hamilton fecskendd
segitségével, vékony iivegkapillarison keresztiil 5 napos embridk vastagbelébe 2-5 ul
Shh-RCAS retrovirus szuszpenziét vagy Cyclopamine-t (3 pM) injektaltunk. A
beavatkozast megeldzéen PBS 0,1%-0s Fast Green oldatat adtuk az injektaldsra
elokészitett oldatokhoz. Ezt koveten a bélszakaszokat 9 napos embriodk chorioallantois

membranjara transzplantalva tovabbi 9 napon keresztiil tenyésztettiik.
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4.8.5. Egér-csirke testiiregkiméra

Az embrionalis testliregkimérak alkalmasak embriondlis szervek hosszu tava in
vivo tenyésztésére. A transzplantalt szovetek 1-2 nap alatt vaszkularizdlodnak és elindul
a differencialodasuk. A testlireg kimérakat Nagy és Goldstein altal kordbban leirtaknak
megfelelden allitottuk 6ssze (Nagy és Goldstein 2006b). A 11.5 napos egér embridokbol
kipreparalt utobélrél eltavolitottuk a caecumot, majd a preganglionotikus (aneuralis)
utdbélszakaszt steril szénszemcsével torténd megjelolést kovetden 3 napos (HHI18
stddiumt) csirke embrid testiiregébe transzplantaltuk. Az atiiltetést megel6zden
elokészitettik a fogadd csirke embridt, melynek elsé 1épéseként egy ablakot
készitettiink a tojashéjon, majd a héjhartya és az amnion megnyitasaval szabadda tettiik
az embriot. Steril tlivel végzett hosszanti bevagast kovetden az egér embriobol
kipreparalt bélszakaszt tompa végli iliveg pipetta segitségével a fogadd embridba
helyeztiik. A transzplantacié befejeztével a tojas héjat atlatszo ragasztdszalaggal zartuk

¢s tovabbi 9 napig inkubaltuk. (A kimérak talélési rataja (n=9) 65-70% kozott volt.)

4.8.6. Az entericus idegi Ossejtek izoldcioja, felszaporitisa és in vitro
differencialtatdsa

A felnétt idegi Ossejtek in vitro tenyésztéséhez 3 hetes Wntl;tdT egérbélbdl
szarmazo0, a disszocialast kovetd tdT expresszion alapuld “sorterelésen” atesett sejtekbdl
generalt, valamint Plp1°? és TauCF?* bélbol spontan generalt idegi sejtaggregatumokat
(neurosphere) alkalmaztunk. Ezeket az idegi sejtaggregdtumokat Dr. Ryo Hotta
(Massachusetts General Hospital, Harvard Medical School Boston) bocsatotta

rendelkezésiinkre.

4.8.7. ldegi sejtaggregatumok beiiltetése aneuralis csirke utobélbe

Az entericus ganglionléc-eredetii sejtek kolonizaciojat megel6zd stddiumban (5
napos csirke embrid) az utdbelet kipreparaltuk, majd a bél proximalis szakaszéba
sztereo mikroszkop alatt 1-2 idegi sejtaggregatumot implantaltunk. A rekombinaciot
kovetben a bélszakaszokat 9 napos fogadd embrié chorioallantois membranjara

transzplantalva tovabbi 7 napig tenyésztettiik, majd szovettanilag feldolgoztuk (n=25).
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4.8.8. Invitro migrdacio tanulmanyozasa ,, stripe-choice assay” modszerrel

Az entericus ganglionléc-eredetii sejtek in vitro vandorlasadnak tanulmanyozéasara
Vielmetter és Yamagishi kutatocsoportja altal korabban mar leirt médszert alkalmaztuk
(Vielmetter és mtsai 1990, Yamagishi és mtsai 2016). Prof. Martin Bastmeyer
(Karlsruhe Institute of Technology, Németorszag) altal rendelkezésilinkre bocsajtott
szilikon matricdk segitségével egy 6 cm atméréjii mianyag tenyészedényre (Orange
Scientific; 4450200N) koriilbeliil 90 um szélességli savokban kontoroll (10 pg/ml
laminin és 20 pg/ml fibronektin, Sigma-Aldrich) és vizsgalni kivant ECM molekulékat
(2 pg/ml agrin vagy 50 pg/ml endosztatin; R&D System) vittiink fel, majd 2 6ran
keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. Az ECM savokra merdleges orientacidban (6. abra A) 7
napos csirke embriobol szarmazod kozépbelet helyeztiink, majd kis mennyiségli
szérummentes, penicillin-streptomicint tartalmazé6 DMEM tenyészmédiummal fedtiik
be. Ujabb 2 6ras, 37°C-on térténd inkubalast kovetden (ennyi idé alatt a bél hozza
tudott tapadni a mianyag tenyészedényhez) a tenyészethez 10 ng/ml GDNF tartalmu
DMEM-et adtunk. Az entericus ganglionléc-eredetli sejtek savokon torténd migracios

tavolsagat 24 ora elteltével értékeltiik (6. abra).

Az entericus ganglionléc-eredetli sejtek migracios képességét Chakraborty
munkacsoportja altal leirtak szerint is megismételtiik (Chakraborty és mtsai 2015). A
Wntl;tdT-eredetli idegi sejtaggregatumokat 20 pg/ml fibronektinnel bevont feliileten
szérum-mentes DMEM-ben, illetve 20 pg/ml funkcio-blokkold agrin antitestet
(Millipore, MAB5204) tartalmaz6 médiumban tenyésztettilk. A sejtvandorlast Imagel
(National Institutes of Health) szoftver segitségével mértilk. A latdteret 8§ mezore
osztottuk, melyekben az idegi sejtaggregatum hatara ¢és az attdl legmesszebb talalhatod
Wnt1;tdT sejt kozotti tAvolsagot mértiik. Osszeallitdsonként 3-4 idegi sejtaggregatumot

vizsgaltunk.

A

6. abra: In vitro migraciés assay (“stripe choice assay”). (A) Az assay sematikus elrendezése. (B) A
tenyészedény aljara nyomtatott ECM savokon vandorlé sejtek inverz mikroszkopos felvétele.
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5. EREDMENYEK

A béltraktus embriondlis fejlédésének karakterizdldsa soran nyert korabbi
eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a bélidegrendszer organogenezisét a
mesenchymalis kornyezet €s az epithelialis faktorok kdlcsonhatasai szabalyozzak. Az
entodermalis eredetli bélhamban termelt Netrin serkenti a ganglionléc-eredetli sejtek
ganglionléc-eredetli sejtek 1d6 eldtti apopotozisat (Jiang €s mtsai 2003). Ezzel szemben
a szintén hameredetli Hedgehog fehérjék csalddjaba tartozd Sonic hedgehog (Shh)
morfogén szerepe kevésbé ismert. A Shh jelatvitel bélidegrendszer fejlddésében
betdltott szerepét morfoldgiai (hisztokémia, immuncitokémia, kettds
immunfluoreszcencia, konfokalis mikroszkopia), sejtbiologiai (szervtenyésztés,
retrovirus-medidlt génexpresszid, migracids assay) €s fejlodésbiologiai (chorioallantois
membrantenyésztés, testiiregkiméra, szoveti rekombinacid) modszereket Otvozve

vizsgaltuk.

5.1. A Sonic hedgehog gatolja az embrionalis vastagbél bélidegrendszerének
fejlodését
Munkénk soran arra a kordbbi in vitro kisérleti eredményre tdmaszkodtunk, ami
szerint az eldbél epitheliumabol szarmazo Shh faktor gatolja a gyomor
bélidegrendszerének kialakuldsat (Sukegawa ¢és mtsai 2000). Ennek a jelenségnek
vékony és vastagbélben torténd igazoldsdra 5 napos csirke embriokbdl (5E) izolalt
kozEép és utdbelet tartalmazo bélszakaszokat 3 napon keresztiil Shh fehérjét (2 pg/ml)
vagy Hedgehog jelatvitelt gatld cyclopamine-t (2 pM) tartalmazo, I-es tipusu kollagén
alapu matrixba agyazva tenyésztettiik. Az SE csirke embri6 teljes bélszakaszan végzett
anti-Hu (korai neuron marker) wholemount immunfestéssel jeloltiik a bélidegrendszer
entericus neuronjait. A Hu antitesttel jelolt vandorlo entericus neuron prekurzorok ekkor
még csak a kozépbél utolsd szakaszanal tartanak (7. abra A, nyil), mig a 8. embrionalis
napra mar az utobél disztalis szakaszat is benépesitik (7. dbra B, nyil). A kollagénben
torténd 3 napos szervtenyésztést kovetden készitett hosszanti metszeteken a kontrollhoz
hasonlo allapot lathatd, azaz a disztalis bélszakasz Hu+ sejtes kolonizacidja végbement
(7. dbra C). Ezzel szemben a kollagén gélhez adott Shh fehérje jelenlétében az utdbél
terlilete aganglionotikus maradt (7. dbra D, I). Cyclopamine hatasara a kolonizacid

ugyan végbement, de a bél mesenchymajaban ektopikusan elhelyezkedd, nagyobb
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méretli ganglionok jelentek meg (7. abra E, J). A ganglionléc-eredetii sejteket jelolé p75
(neurotrofin receptor) ¢és simaizom specifikus alpha-simaizom aktin kettds
immunfluoreszcens festése alatimasztja a Hu-val kapott eredményeket: kontroll (7. dbra
K) és nem kezelt (7. abra L) vastagbélben a két plexus mentén torténd kolonizacidval
szemben a Shh kezelt vastagbélben hidnyoznak a p75+ ganglionléc-eredetii sejtek (7.
abra M). A cyclopamine-nal kezelt (7. abra N) és nem kezelt tenyészetek esetében a
bélfali simaizom differencidlédds zavartalannak latszik, mig Shh hatasara a vastagbél
radidlis szimmetria mentén torténd tagozddasa (mucosa, submucosa, tunica muscularis)

¢s a simaizom fejlédése elmosodott szovettani képet mutatott (7. dbra M).

Kollagén tenyésztést kdvetden a cyclopamine-nal kezelt bél makroszkopos
atmérdje a kontroll bélhez képest vékonyabb, mig a Shh kezelté vastagabb volt.
Felvetodott a kérdés, hogy az Shh jelatvitelt célzo kezelések, hogyan befolyasoljak a
alkalmaztunk. A nem kezelt utobélben BrdU pozitivitds elsdsorban a submucosalis
mesenchyma teriiletén 1évo sejtekben €s a plexusok ganglionjait alkotd p75+ sejtek egy
részében (29.7+ 8.7%-ukban) figyelhetdé meg (8. dbra A). A Shh kezelés altalanosan
befolydsolta a p75+ ganglionléc-eredetli sejtek proliferacios aranyat (22.9+11.4%).
Cyclopamine kezelés hatasara a submucosalis mesenchyma sejtjeinek osztodasa
jelentésen lecsokkent, mig a p75+ enteralis ganglionlécsejtek proliferacioja

nagymértékben novekedett (8. dbra C, 52.8+14.8%).

A proliferacios rata meghatarozasaval parhuzamosan megvizsgaltuk a kezelések
apoptozisra kifejtett hatasat is. Az anti-kaszpdz 3 expressziés mintdzata alapjan nem
fordul eld apoptdzis az Shh vagy Cyclopamine kezelt szervek bélidegrendszerében (8.
abra E, F). Apoptozis kimutatdsara pozitiv kontrollként SE embridé hatso gyokér
ganglionbdl késziilt metszete szolgdlt (8. abra G). A Shh enteralis neuronok
differencidlodasra kifejtett hatasat béta-Ill-tubulint felismerd Tujl és neurofilament
markerek kettés immunfluoreszcens jeldlésével hataroztuk meg. Csirke embridban,
amint a p75+ entericus ganglionléc-eredetii sejtek kolonizaltak a disztalis bélszakaszt is
(8E), megkezdddik a glia és neuron iranya differenciadlodéas. A differencialodd korai
neuronokat Tujl ¢és Hu pozitivitdsuk, mig a késdi tipusuakat neurofilament
expresszidjuk alapjan kiilonithetjiik el (Nagy ¢és mtsai 2012). A nem kezelt és a

cyclopamine-nal kezelt teljes bélszakaszon, mindkét plexus teriiletén talalunk Tujl+
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sejteket, de neurofilamentum expresszido még nem figyelhetd meg (8. dbra H-I"). Ezzel
szemben a Shh jelenlétében tenyésztett bélben a kezelés hatasara bekdvetkezd utdbél
agangliondzist a caecum szakaszdig el6fordulé Tujl+ enterdlis neuronok

neurofilamentum koexpresszioja jellemzi (8. abra J-J).

SE I 8E nem kezelt . 8E Shh 8E Cyclopamine
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8E cyclopamine kezelt

7. abra: A Shh overexpresszidja az utébél aganglionozisahoz, mig jelatvitelének gatlasa
hiperganglionézishoz vezet. (A) 5E stadiumban az legel6l haladd entericus ganglionléc-eredetii sejtek a
kozépbél teriiletén jarnak (nyil), (B) mig a 8. embrionalis napra mar az utobél disztalis szakaszat is benépesitik
(nyil). 5 napos csirke embridbol izolalt bélszakaszok, 3 napos kollagén tenyésztést kovetden: (C) nem kezelt,
(D) Shh fehérje, (E) vagy cyclopamine hozzaadasat kovetden. (A-E) Hosszmetszetek, (F-J) ¢és
keresztmetszetek. (D, I) Shh hozzaadasa meggatolta az utobél entericus ganglionléc-eredeti sejt kolonizaciojat,
(E, J) mig a jelatvitel cyclopamine-nal torténd gatlasa nagy és ektopikus ganglionok megjelenéséhez vezetett.
(K-N) Piros szinnel jeldltik a simaizom aktint (Sma), z6ld szinnel mutattuk ki a neurotrofin receptorként
ismert p75 fehérjére pozitiv ganglionléc-eredetii sejteket, kék szin pedig a sejtmagokat jeldli: (K) 8E kontroll
embrio, (L) 5E+3 napos nem kezelt, (M) Shh-al és (N) cyclopamine-nal kezelt vastagbél keresztmetszete. Ep,
epithelium,; hg, utobél; mg, kézépbél; NoR, Remak ideg; mp, myentericus plexus
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8. dabra: A Shh és a cyclopamine kezelés hatidsa a ganglionléc-eredetii sejtek proliferacidjara és
differencidlodasara. (A) 8E nem kezelt, (B) SE+3 napos Shh kezelt és (C) SE+3 napos cyclopamine kezelt
embrionalis bél keresztmetszete. Az o0sztddd sejtek kimutatasara BrdU jeldlést (piros) alkalmaztunk, mig a
ganglionléc-eredetli sejteket p75-tel (zold) jeloltiik. (D) A kezelések soran megfigyelt kettésen pozitiv sejtek
szamadatai oszlopdiagramon. (E) A tenyésztett beleket aktivalt kaszpaz 3-mal és Tujl-gyel jeldltiik, apoptozis
sem a (E) kezelés nélkiili sem a (F) Shh kezelt bél esetben nem figyeltiik meg. (G) A pozitiv kontrollként
szolgalo hatso gyokér ganglionban (DRG) jelentds apoptotikus aktivitas lathatd. Tujl és neurofilalmentum
festéssel a korai, illetve a kés6i neuronalis differencialodast vizsgaltuk. (H’-J’) Tujl+ neuronok az dsszes
kezelt csoportban megjelentek, (H*’-J*”) neurofilamentum pozitivitas viszont csak a Shh kezelést kovetden
lattunk. *P<0.002, **P<0.0004.

Osszességében elmondhatd, hogy in vitro kollagén gélben tenyésztett
embriondlis bélben a Shh hatdsat a ganglionléc-eredetli sejtek korai neurondlis irdnyt

differencidlodasa, csokkent proliferacios aktivitasa és a kolonizacio zavara jellemzi.

5.2. A Sonic hedgehog jelatvitel hatasanak ex vivo chorioallantois membranon
torténo vizsgalata a vastagbél idegrendszer embrionalis fejlédése soran

A 3-dimenzids kollagén tenyésztés hatranya, hogy minddssze 3 napon keresztiil
tarthato fent, ugyanis ennyi id6 eltelte utdn az embriondlis szervek szoveti struktiraja
elkezd szétesni. E miatt a morfogénekkel kezelt embrionalis szervek 5-10 napos
tenyésztésére chorioallantois membran technikat alkalmaztunk. A Hedgehog jelatvitel
in vivo tanulmdnyozdsara tervezett kisérlet kezdetén az in vitro vizsgalatban leirt
protokoll szerint jartunk el, azaz az 5 napos csirke embriokbol izolalt vékony és
vastagbél szakaszokat Shh, cyclopmaine vagy Shh-funkcié blokkold antitest
jelenlétében 3 napon keresztiil kollagén gélben tenyésztettiik. Itt fontos kiemelni, hogy
ebben a stddiumban a csirke embrid ganglionléc-eredetli sejtjei a vékony és vastagbél
hataran, a caecum magassagaban taldlhatoak, igy a tenyésztés idején gélbe oldott Shh
kozvetleniill a vastagbél ganglionléc-eredetli sejtek altali kolonizacidja idején
érvényesiil. Csirke és egérembriokban a bél ganglionléc-eredetii sejtjeit mindig a HNK-
1, p75 vagy N-cadherin, LICAM ¢és Sox10 expresszio alapjan hataroztuk meg (Nagy és
mtsai 2012).

A kollagén tenyésztést kovetden, steril koriilmények kozott izoldlt vastagbél
szakaszokat 9 napos embrid chorioallantois membranjara transzplantaltuk és tovabbi 7
napig inkubaltuk. Az inkubalas ideje alatt a bél vaszkularizalodik és jelentds méretbeli

novekedése is megfigyelheto.
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A kontrollnak szdmitd 15 napos vastagbélhez hasonléan a nem kezelt graftok
tunica muscularisaban is két plexus alakult ki. A lamina muscularis mucosae mindkét
esetben jol elkiiloniil a tunica muscularistol (9. dbra A, B). Ezzel szemben a Shh
hatdsara jelentds valtozas kovetkezett be. A tunica muscularis rétege fragmentalt, a
ganglionok szama és mérete joval kisebb, egy-egy sejt alkotja dket, elhelyezkedésiik
rendezetlen, ektopikus (9. abra C). A cyclopamine-nal kezelt bél metszete is eltérd képet
mutat a kontrollhoz képest, a plexus submucosus, szinte Osszefliggo,
hiperganglionotikus. Helyenként ektopikus ganglionok is eléfordulnak. Erdekesség,
hogy a lamina muscularis mucosae ebben az esetben majdnem teljesen hidnyzik (9. abra
D). A Shh és a cyclopamine kezelés eredményei egyarant azt sugalljak, hogy a
jelatvitelben bekovetkezett modositds hatdsara irreverzibilisen megvaltozik a

bélrendszer fejlodése.

15E nem I_(ezelt

9. abra: A Sonic hedgehog és a cyclopamine kezelés ex vivo hatasai. (A) 15 napos kontroll csirke embrid
vastagbelének keresztmetszete. (B) 5 napos embriobdl izolalt, 3 napon at kollagénben és ezt kovetéen 7 napig
chorioallantois membranon tenyésztett vastagbél keresztmetszete (5+3+7E). (C) 5 napos embrionalis vastagbél,
3 nap 3 pM Shh-t tartalmazé gélben torténd tenyésztés és 7 nap chorioallantois membrantenyésztés utan
(5+3+7E). (D) 5 napos embrionalis vastagbél 3 nap cyclopamine-t tartalmazé gélben, majd 7 napig
chorioallantois membranon torténd tenyésztés utan (5+3+7E). HNK-1 markerrel (z61d) jeldltiik a ganglionléc-
eredet(i sejteket és alpha-simaizom aktinnal (piros) a simaizom sejteket. pm, plexus myentericus; psm, plexus
submucosus

53



DOI:10.14753/SE.2019.2288

5.3. A Shh retrovirus-medialt overexpresszio in vivo agangliondzishoz vezet

A 3-dimenzidés kollagén tenyésztés ¢és az azt kovetd chorioallantois
membrantranszplantacié hatranya, hogy a Shh morfogén és receptoranak inhibitora csak
rovid ideig fejti ki kdzvetlen hatasat a vastagbél ganglionléc-eredetli sejtjeire, ezért a
tovabbiakban olyan modszert valasztottunk, ahol a kisérletesen bejuttatott Shh
folyamatosan jelen van a fejlodd bélidegrendszer kornyezetében. A kisérlet sordn Shh
gént tartalmazé RCAS (Rous-sarcoma virusbol modositott, replikacié kompetens virus)
retrovirus, valamint cyclopamine oldat mikroinjektalasaval kovettik nyomon a Shh
kezelés hosszu tava hatasat. A 2 napos embrionalis stadiumban Shh-RCAS retrovirussal
megfertdzott embrion 3 nap elteltével jelentds morfoldgiai eltérések mutatkoznak, mely
foként polidaktilidban és farokbimbo rendellenességben nyilvanul meg (10. abra A)
(Riddle és mtsai 1993). A fert6zottség az RCAS retrovirus P19-gag proteinjét felismerd
3C2 antitesttel kovethetd nyomon, ami az embrié 8 napos korara mar a bélfal teljes
sz€lességében kimutathat6 (10. dbra B) (Potts és mtsai 1987). A szervtenyészetben latott
Shh-indukalta agangliondzissal (7. dabra D, I) megegyezden itt sem latunk utobelet
kolonizald ganglionléc-eredetti sejteket (10. dbra C). Mivel a korai embridba torténd
injektalasat kovetden az embriok tobbsége a 8. napndl tovabb nem ¢élt tul, ezért
kisérleteink sordn a hosszabb tavi nyomonkdvethetdség érdekében a Shh-RCAS virust
5 napos csirke embriobdl kipreparalt kozép és utdbelet tartalmazd bélszakaszok
mezodermdjaba mikroinjektaltuk (10. dbra D), majd tovabbi 9 napig chorioallantois
membranon tenyésztettiik (10. dbra E). Az injektalast kdvetden a retrovirus itt is beépiilt
az 0sztédd mesenchyma sejtek genomjaba, ami 24 6raval késobb fokozott Shh termelést
indukalt. Az RCAS fert6zottség a 3C2 antitesttel kovethetd nyomon, ez bizonyitja, hogy
a Shh-vektor bekeriilt a transzfektalt sejtekbe (10. abra F). Anti-Shh festéssel a
bélhamsejteken kivill termelédé Shh fehérje is detektalhato, illetve a mesenchymalis
sejtekben is intenziv Shh expressziot valtott ki (10. dbra G). A kisérletesen indukalt
kovetkeztében a fertézott bélszakasz megnagyobbodott. A vastagbél proximalis
teriiletén kifejezett hipoganglionézis (10. abra H) mig a disztalisabb teriileten
agangliondzis alakult ki. A ganglionok szdma és mérete joval kisebb, elhelyezkedésiik
pedig rendezetlen, ektopikus: néhany Hu+ entericus neuron kozvetleniil az epithelium
alatt talalhato (10. abra H, nyil). A Shh kezelés az izomszovet fejlodését is érintette; az

egyes izomrétegek nem kiiloniiltek el, fragmentalt megjelenést mutattak (10. abra I).
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Ezzel szemben a cyclopamine kezelt bélszakaszt a submucosalis plexus

hiperganglioné6zisa (10. abra J), valamint az elszortan egy-egy ektopikus gangliont is

tartalmazd, rendellenesen megvastagodott izomréteg jellemezte (10. abra K).
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10. abra: A Shh-RCAS és cyclopamine kezelés in vivo hatisa: RCAS/cyclopamine injektalasa +
chorioallantois membrantenyésztése. (A) Az RCAS-Shh 2 napos csirke embrid utébelének mezodermajaba
injektalasat kovetd 5. embrionalis napra hatso végtagi polidaktilia (szdmok) és farokbimbé malforméacio (nyil)
alakult ki. (B) A 2 naposan injektalt embrié 8 napos korara az RCAS expresszié az utobél teljes szélességére
kiterjedt (C), ami a bélidegrendszer hipogangliondzisaval illetdleg agangliono6zisaval jar egyiitt. (D) 5 napos
csirke embriobol izolalt vastagbél-caecum-disztalis vékonybél részletének makroszkdpos képe mikroinjektalas
utan. A nyilak az injektalas helyét mutatjak, ami a 0,1%-os Fast Green festék kékeszold szinnel jeldlt. Az
izolalt béldarabot 3-3 helyen (proximalisan, kozépen és disztalisan) injektaltuk. (E) A chorioallantois
membrantenyésztés makroszkopos képe. (F) 9 nap chorioallantois membrantenyésztést kovetéen az RCAS és a
(G) Shh expresszié az utobél teljes szélességére kiterjedt. (H) A virusfert6zés kovetkeztében a 14 napos
utdbélben hipoganglionézis és ektopikusan elhelyezkedd entericus ganglionléc-eredetli sejtek, valamint (I)
megvaltozott simaizom fejlddés figyelhetd meg. (J) 14E cyclopamine kezelt vastagbél keresztmetszetén a
plexus submucosus hiperganglionézisa (nyil), valamint (K) megvastagodott simaizomréteg abrazolodik. Ep,
epithelium,; pm, plexus myentericus, psm, plexus submucosus
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5.4. Shh és Ptcl expresszidja a bélidegrendszer kialakulasa soran

A Shh bélidegrendszerre kifejtett hatasa felveti annak a lehetdségét, hogy a
morfogén receptora (Ptcl) a ganglionléc-eredetli sejtekben is kifejezédik. In situ
hibridizacids technikaval kimutathatd, hogy a 6 napos csirke embrié preganglionotikus
utobelének epitheliuma Shh-ot expresszal (11. abra A). A Histochoice fixalassal
megnovelt festési intenzitdsnak koszonhetéen Shh fehérje immuncitokémiai jeldlésére
kirajzolodik a Shh gradiens mintazatot mutat6 subepithelialis elrendezddése (11. abra B,
nagyitott). Zebrahal és egér embriok bélidegrendszerének vizsgalata szerint a Ptcl
expresszio a ham alatti mesenchyma mellett a ganglionléc-eredetii sejtekben is jelen van
(Fu és mtsai 2004, Reichenbach és mtsai 2008). Ugyanakkor az egérben kapott
eredmények ellentmondéasosak; Ptcl-LacZ transzgenikus egér bélidegrendszeri
sejtjeiben Ptcl expresszid6 nem figyelhetd meg (Kolterud és mtsai 2009). Csirke
embrioban a Ptcl receptor in situ hibridizacidja szintén az epithelium alatti,
mesenchymalis kifejezdést mutatott (11. dbra C) és ezen feliil Ptcl expresszid a bél
mesenchyma kiilsé rétegében is megfigyelhetd volt (11. dbra D). Feltételeztiik, hogy a
kiilsé rétegben mutatott Ptcl expresszid a myentericus plexus teriiletének feleltethetd
meg. Ptcl in situ hibridizaci6 (11. dbra D, E) és a ganglionléc-eredetli sejteket jelolo,
p75 immunfluoreszcens festés (11. abra F) kombinacidja alapjan az in sifu hibridizaciod
kromogénje nem fed 4t az immunfluoreszcens jellel (Young és mtsai 1998, Nagy és

mtsai 2012), azaz a Ptcl nem fejezddik ki a bélidegrendszer sejtjeiben.

Ezt folytatva, az utobél fejlodésének késObbi stadiumaiban is megvizsgaltuk a
két molekula (Ptcl és p75) expresszidjat. A 16E stddiumra megvaltozik a Ptcl
expresszid, a submucosa rétegben mar nem fejezddik ki, csak a hdm és a muscularis
mucosae kozotti lamina propria teriiletén figyleheté meg (12. dbra A). A kikelést
kovetden a vastagbél Ptcl expresszidja a subepithelialis sejtek egy-egy csoportjara
korlatozodik (12. dbra B, C). Igazoltuk, hogy a Shh masik receptora a Ptc2 sem
fejezodik ki a p75+ ganglionléc-eredetii sejtekben (11. dbra G-1).
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11. abra: A Shh és receptorainak expresszidja a fejlodo csirke utobélben. A Shh és a Ptcl kifejez6dését (A-
C) 6 és (D, E) 8 napos csirke embrio utobelében vizsgaltuk. (A) In situ hibridizacioval kimutathaté az
epithelium Shh transzkripcidja, amely immunfluoreszcensen megjeldlve (B) a subepithelialis mesenchyma
iranyaba gradiens szerinti expresszios mintazatot mutat (bekeretezett, kinagyitott részlet; a szaggatott vonal az
epithelium bazalis membranjat jeloli). (C) 6E utobél in situ hibridizacidja soran a Ptcl expresszidja a
subepithelialis mesenchymaban mutathaté ki. 8E utdbél Ptcl in situ (D, E) és p75 immunfluoreszcens (F)
ketts jelolésekor a p75+ entericus ganglionléc-eredetii sejtek és a Ptcl expresszié nem fed at [(E) és (F) a (D)
képen bekeretezett teriiletrdl kinagyitott részlet]. Az (E) képen koriilirt tertilet megfeleltethet6 az (F) kép p75+
submucosalis ganglionjanak. (G) 8 napos embri6 utdbelében a Ptc2 transzkripcié a subepithelialis €s a kiilsd
mesenchyma teriiletén mutathat6 ki. (H, I) A Ptc2 (in situ) és p75 (immunfluoreszcens) kettds jeldlés nem fed
at. Ep, epithelium; mes, mesenchyma
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12. abra: A Ptel expresszidja a késé embrionalis és a posztnatalis csirke utébélben.
Ep, epithelium; Ip, lamina propria; sm, submucosa

5.5. A Shh hatasa a bél extracellularis matrix mintazatara

A Ptcl receptor expresszidjanak ganglionléc-eredetli sejteken megfigyelt hianya
(11. éabra D-F) azt sugallja, hogy a Shh bélidegrendszer fejlodését gatldo hatasa csak
kozvetett modon, a mikrokdrnyezet megvaltozasan keresztiil érvényesiilhet. Mivel
korabbi kisérleteink alkalméval a Shh kezelés jelentds mértékben befolyasolta a bélcsd
mesenchymalis sejtjeinek differencidlodéasat (7. abra M), ezért kovetkezd 1épésben azt
vizsgaltuk, hogy a Shh milyen hatast fejt ki a bélcsé matrixfehérjéinek expresszidjara.
Ehhez olyan matrix fehérjéket valasztottunk, amelyekrdl irodalmi adatok alapjan mar
ismert, hogy a korai ganglionléc-eredetli sejtek vandorlasat permissziv vagy gatlo
modon befolyésoljak. A bél ECM expresszios mintdzatanak karakterizalasahoz kollagén
I, I, VI, IX, XVIII, laminin, fibronektin, verszikan, tenaszcin, agrin, heparan-szulfat
(HSPG) és kondroitin-szulfat proteoglikdn (CSPG) immunfestését végeztiikk el Shh,
illetve cyclopamine jelenlétében tenyésztett utobelek fagyasztott metszetein.
Kimutattuk, hogy a fibronektin intenziv fibrillaris festddéssel egyenletesen
expresszalodik a bél mesenchymajaban és ezt az elrendezddését a kiilonbozd kezelések
sem befolyasoltdk (13. abra A-D). Hasonléan nem tortént szignifikdns valtozds a
kollagén III, VI, XVIII, laminin, agrin és a heparan-szulfat proteoglikdn expresszios
mintdzatdban sem. A kollagén I expresszidja a 8 napos kontroll és a nem kezelt
embridban a mesenchyma kiilsé rétegére koncentralodik (13. abra E, F), de ezzel
ellentétben a Shh vagy cyclopamine kezelt utobélben jelentésen megvaltozott a kollagén
I eloszlasi mintazata; mindkét esetben egyenletesen, a bélfal teljes szélességében
kimutathat6 volt (13. dbra G). A legjelentésebb, Shh altal indukalt valtozast a kollagén
IX, a verszikan és a CS-56 esetében figyeltilk meg. Ezekrdl a CSPG csaladba tartozo
fehérjékrdl ismert, hogy gatoljak a veldcsébdl kivandorld korai ganglionléc-eredetii

crer

a bélcsé mesenchymaénak belsd rétegében fejezdédnek ki (13. ébra I, J, M, N), viszont
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Shh kezelés hatdsara mind a kollagén IX mind a verszikan expresszidja megnovekedett
¢s a teljes bélfalban egyenletesen kiterjedt expressziot mutatott (13. abra K, O). Ezzel
ellentétben a cyclopamine kezelés lecsokkentette a CSPG tipusu matrixfehérjék
expressziojat, a verszikdn ¢és kollagén IX immunreakcidja csak a subepithelialis

mesenchymalis régiéra korlatozodott (13. dbra L, P).

8E kontroll nem kezelt Shh kezelt

Cyclopamine kezelt
fibronektin % * :

kollagén IX

T P -

verszikan ¢

13. abra: A Shh expresszié megvaltozasa modositja a bél extracelluliris matrix mintazatat. (A, E, I, M) 8
napos csirke embrié utébelében szamos matrix fehérje expresszios mintazatat vizsgaltuk, majd hasonlitottuk
0ssze 5 napos embrionalis bél 3 napig kiilonbozo kisérleti dsszeallitdsokban tenyésztett utobél szakaszaival: (B,
F, J, N) nem kezelt, (C, G, K, O) Shh fehérje (D, H, L, P) és cyclopamine gélhez adasat kdvetden. (A-D) A
fibronektin, (E-H) a kollagén I, (I-L) a kollagén IX és (M-P) a verszikdn VO/V2 expresszioja az utobél
kozéps6 szakaszanak keresztmetszeti abrain. Ep, epithelium; NoR, Remak ideg

59



DOI:10.14753/SE.2019.2288

5.6. A Shh kozvetleniil nem gatolja a ganglionléc-eredetii sejtek bélben torténo
vandorlasat

Annak alapjan, hogy a Shh képes megvaltoztatni az ECM expressziojat, Ptcl-
receptora pedig nem fejezédik ki a ganglionléc-eredeti  sejteken, arra
kovetkeztethetlink, hogy a Shh nem kozvetleniil a ganglionléc-eredetli sejteken
keresztiil, hanem indirekt uton, a mikrokdrnyezet megvaltoztatasaval okoz

aganglionézist.

A Shh ganglionléc-eredetli sejtekre kifejtett direkt vagy indirekt hatdsanak
eldontésére 6 napos kozépbelet fibronektinnel bevont felszinen GDNF (10 ng/ml)
jelenlétében tenyésztettiink. 24 oraval a bélcsO kiiiltetése utdn a ganglionléc-eredetii
sejtek a bélfaltol mintegy 150 pm tavolsagra vandoroltak (14. abra A). Ezutan a GDNF
tovabbi jelenléte mellett, szolubilis Shh (2 pg/ml) fehérjét adtunk a sejttenyésztd
médiumhoz, majd az explantditumot tovabbi 48 oran keresztiil tenyésztettilk. Az Shh
jelenléte ellenére azt tapasztaltuk, hogy tovabb folytatodott a ganglionléc-eredetii sejtek
GDNF kemoattraktans fehérjére adott vandorlasa és egészen 500 um tévolsagot tettek
meg a fibronektinnel bevont aljzaton (14. dbra C). Ennek alapjan kijelenthetd, hogy a
Shh fehérje a mesenchyma hidnyabol adéddan nem tudja kifejteni gatldo hatasat a

vandorl6 ganglionléc-eredetii sejtekre.

HNK1/DAPI

14. abra: In vitro a Shh nem gaitolja a tenyésztett ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat. (A) GDNF
hatasara a 6 napos kozépbélbdl 24 ora elteltével kifejezett sejtvandorlas figyelhetd meg. (B) A Ptcl
expresszidja a vandorld6 HNK-1+ ganglionléc-eredetli sejteken nem mutathato ki. (C) A 24 ora elteltével
hozzaadott Shh nem gétolta a ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat.
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5.7. A Shh jelatvitel hatasa az egér bélidegrendszerének fejlodésére

A csirke embridbdl szarmazé megfigyeléseinket egér embrionalis béllel végzett
kisérletekkel is aldtdmasztottuk. Munkénk kezdetén p75 ellenanyag segitségével
karakterizaltuk az egér colorectalis bélidegrendszerének fejlédését. A vandorld
ganglionléc-eredetli sejtek 12.5 napos egér embrioban érik el az utobél kozépsod
szakaszat, ami csirkében 7 napos embrioénak feleltethetd meg (15. édbra A). Egér
embridban, hasonléan a madar embridhoz a Ptcl receptor a mesenchyma belsd
rétegében expresszalddik, viszont a p75+ ganglionléc-eredetii sejteken nem fejezddik ki
(15. ébra B). A koradbban bemutatott kollagén gélben végzett tenyésztést 12.5 napos
egér embrid utdbelével is megismételtiik. A ganglionléc-eredetli sejtek a nem kezelt
mintdhoz (15. dbra C) hasonloan cyclopamine jelenlétében (15. dbra D) is képesek
kolonizalni a teljes utobelet (beleértve annak disztalis szakaszat is). Ez utobbi kezelés
hatasara lecsokkent a CSPG-ok eloszlésa: a CS-56 expresszidja a mesenchyma belsd
terliletére koncentralddott (15. dbra D). Shh fehérje hozzdadésa a disztalis utdobélben
aganglion6zist eredményezett, amivel parhuzamosan a teljes mesenchymara kiterjedd

CS-56 expresszio volt megfigyelhetd (15. abra E).

12.5E fuggesztett szervtenyészet

k8zépbél

p75/ /DAPI

nem kezelt cyclopamine

15. abra: A Shh jelatvitel hatasa az egér bélidegrendszerének fejlddésére. (A) 12.5 napos egér embridban a
vandorlé p75+ entericus ganglionléc-eredetii sejtek az utobél kdzépsé szakaszanal jarnak (2. metszet), ekkor a
disztalis utobél még aganglionotikus (3. metszet). (B) A p75+ entericus ganglionléc-eredetli sejtekkel a Ptcl
expresszio nem mutat atfedést. 48h elteltével az entericus ganglionléc-eredetii sejtek elérik a disztalis utobelet.
(C) A kontroll, nem kezelt kollagén gélben tenyésztett bél CS-56 expressziés mintazata. (D) A tenyészethez
hozzaadott cyclopamine nem gatolta az entericus ganglionléc-eredetli sejtek vandorlasat. Hatasara a bélfal
kiilsé rétegének kontrollhoz viszonyitott CS-56 expresszidja lecsokkent és foként a mesenchyma belsd
teriiletére koncentralédott. (E) A Shh jelenléte disztalis agangliondzishoz vezetett. Ezzel parhuzamosan a
mesenchyma diffuz CS-56 immunfest6dést mutat.
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5.8. Az embrionalis és a felnott bél entericus ganglionjait HSPG fehérjék veszik
koriil

A bélidegrendszer és az ECM kapcsolatat célzé kutatdsunk masodik felében 15

kiilonb6z6 ECM fehérje expressziojat vizsgaltuk a vastagbél bélidegrendszerét

létrehozd ganglionléc-eredetii sejtek kolonizacioja elétt (SE), alatt (8E) és befejezodése
utan (14E).

A ganglionléc-eredetli sejtek utobélbe torténd 1épését megeldzden (SE stadium)
a fibronektin, a laminin, a tenaszcin és a fibrillin diffiz mesenchymalis kifejezodése
figyelheté meg (16. dbra A-D). A kollagén I, a kollagén III és a kollagén IV esetében is
kiterjedt expressziot latunk (16. dbra E-G). Kiemelendd, hogy a kollagén I inkébb a
mesenchyma kiils6, mig a kollagén III annak belsd teriiletére koncentralodik (16. abra
E, F). A kollagén VI, a CSPG tipusu molekuldkat altalanosan jelolé CS-56, a kollagén
IX és a verszikan specifikus ellenanyagok kifejezetten a mesenchyma bels6 teriiletén
jeloltek (16. abra H-K). Ezzel szemben a HSPG-okat a bélfal kiilsé rétegében
megfigyelhet6 diffuz kifejezddés jellemzi (16. abra L).

Ez a mintdzat a bélidegrendszeri kolonizacidé végén, a 8. és a 14. embrionalis
napra, jelentdsen atalakul (17. és 18. abra). A kezdetben diffuz tenaszcin expresszioja a
muscularis propria rétegére, valamint az entericus ganglionokat koriilvevo teriiletekre
korlatozodik (18. dbra C) (Akbareian és mtsai 2013). A tenaszcinhoz hasonldéan az
entericus ganglionok koriili expresszidos mintdzatot a HSPG-ok esetében is
megfigyeltiik. Ez a jelenség 8 napos stddiumban mar észlelhetd (17. abra L), azonban a

14. napra kifejezetten a ganglionok koriil koncentralodik (18. dbra L).
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fibrillin

CS-56 J kollagén IX K

16. abra: Extracellularis matrix mintazata 5 napos csirke embrié utébelében. Ep, epithelium

17. abra: Extracellularis matrix mintazata 8 napos csirke embrié utébelében. Ep, epithelium
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kollagén IX K E¥tverszikin L SRiisseHSPG

18. abra: Extracellularis matrix mintazata 14 napos csirke embri6é utébelében. Ep, epithelium; NoR,
Remak ideg

A HSPG tipusu szekrécids ECM molekuldk kézé a perlekan, agrin és a kollagén
XVIII tartozik. 14 napos csirke embridk vastagbelébdl késziilt sorozatmetszeteket Hu,
kollagén XVIII, agrin és perlekan ellenes markerekkel jeloltik. A Hu ellenanyag a
differencialodod plexus myentericus és submucosalis neuronjait jeloli (19. abra A).
Kollagén XVIII expresszio a ganglionoknak megfeleld teriiletekben figyelheté meg (19.
abra B). Az agrin ¢és a perlekan difftizan kifejez6dik a mesenchymaéban, de a kettd koziil
az agrin a ganglionok koriil koncentrdlodd immunreaktivitdst mutat (19. abra C). A
kollagén XVIII-nak és az agrinnak ez a specifikus, periganglionaris expresszios
mintazata posztnatalis korban is megmarad; 2 napos csirke utobelében a ganglionokhoz
asszocialtan és intraganglionarisan expresszalodnak (19. ébra E, F). Vizsgalatunkat

emlésokre is kiterjesztettiik. A ganglionléc-eredetli sejtek azonositasara Wntl;tdT
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tipusu transzgenikus egereket alkalmaztunk. Ebben a modellben minden ganglionlécbdl
szarmazd sejt piros fluoreszcenciat mutat. A Wntl;tdT egérbdl szarmazo vastagbél
metszeteket teljes hosszisagu kollagén XVIIl-ra (19. 4dbra G, H), endosztatinra
(kollagén XVIII C-terminalis szekvencidjat jeloli) (19. dbra I) és agrinra specifikus

ellenanyagokkal (19. abra J) jeloltiik. Mindharom fehérje esetében kifejezett ganglion

korili expressziot figyeltiink meg.
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19. dbra: A csirke és az egér bélidegrendszere HSPG-okat expresszal. 14 napos csirke embriobol szarmazé
vastagbél keresztmetszetének (A) Hu, (B) kollagén XVIII, (C) agrin és (D) perlekan specifikus immunfestése.
A kollagén XVIII (E) és az agrin (F) a posztnatalis 2 napos csirke vastagbelének HNK-1+ ganglionjai koriil és
azokon beliil is kifejezddik. A 4 hetes Wntl;tdT egér vastagbelének (G-H) kollagén XVIII, (I) endosztatin és
(J) agrin specifikus immunfestése a HSPG-ok jellegzetes periganglionaris (Wntl+ entericus ganglionléc-
eredetii sejtek koriili) expressziojat mutatja. Mp, plexus myentericus; smp, plexus submucosalis, NoR, Remak
ideg
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5.9. A legelol vandorlo entericus ganglionléc-eredetii sejteket kollagén XVIII
veszi koriil, az agrin expresszio azonban csak a fejlodo bélidegrendszer
késobbi stadiumaban jelenik meg
A Dbélidegrendszer fejlodése ¢és a HSPG molekuldk kozotti tér-idobeli

kapcsolatot 7, 8, 10 és 12 napos csirke embrid utdbelének hosszmetszetein végzett
immunfluoreszcencia technikaval vizsgaltuk. 7 napos embridban a legeldl vandorlo
p75+ ganglionléc-eredetli sejtek az utdbél kdzépsd szakaszanal jarnak (20. dbra A, C).
A vandorld sejtek koriill mar jelen van a kollagén XVIII (20. abra B). Erdekes
megfigyelés, hogy a ganglionokat tartalmaz6 bélszakasz ham alatti mesenchymdjaban
ugyancsak latunk kollagén XVIII expressziot (20. abra A, nyil), azonban a disztalisabb,
még ganglionmentes teriileten kollagén XVIII nem figyelheté meg (20. dbra A, csillag).
Ebben a stddiumban az agrin csak a ham bazéalis membranjaban expresszalodik, a
ganglionok koriil nincs agrin pozitivitds (20. abra D). Az embri6 8 napos kordra a
legel6l halad6 ganglionléc-eredetii sejtek az utobél disztalis szakaszanal jarnak (20. abra
E), ahol a sejteket tovabbra is intenziv kollagén XVIII expresszid veszi koriil (20. abra
F), de agrin jelenléte még mindig nem igazolhat6 (20. abra G). Tiz napos embrioban a
kollagén XVIII expresszidja még markdnsabban jelenik meg (20. dbra H, I), illetve
ekkor latunk eldszor ganglion koriili agrin pozitivitast is, ami azonban csak az utobél
proximalis szakaszan figyelheté meg (20. 4bra J), a disztalis teriilet ganglionléc-eredetli
sejtjei koriil tovabbra sem latni agrin expressziot (20. abra K). A 12. embrionalis napra
mar a teljes vastagbél kolonizacidja befejezddik és kezdetét veszi a gangliogenezis is
(20. abra M, kinagyitva). A kollagén XVIII és az agrin expresszio is a teljes utobél
teriiletére kiterjed. A ganglionok koriil és azokon belill is mindkét HSPG fehérje
megtalalhat6 (20. abra M, N). A HSPG-ok harmadik tagja, a perlekan egyik stddiumban

sem expresszalddik az entericus ganglionléc-eredetii sejt koriil (20. dbra L, O).
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20. abra: A legeldl vandorlé entericus ganglionléc-eredetii sejteket kollagén XVIII veszi koriil. A legelol
vandorlé sejtek koriil kollagén XVIII expresszi6 figyelhetd meg, az agrin csak néhany nappal késébb a
lemarad6 sejtek kornyezetében jelenik meg. (A-D) 7 napos csirke embridban a legeldl haladd entericus
ganglionléc-eredetli sejtek az utobél kdzépsé szakszanal jarnak [(B) és (D) kép az (A), illetve (C) abran
bekeretezett teriilet kinagyitva]. (B) Az eldl halado, p75+ entericus ganglionléc-eredetii sejteket kollagén XVIII
veszi koriil, de (D) agrin nem lathat6. (E) 8 napos embrioban a legelsé sejtek mar az utobél disztalis
szakaszanal jarnak, (F) korilottiik tovabbra is fokozott a kollagén XVIII expresszio. (G) Agrin tovabbra sem
abrazolodik. (A) A bél ganglionalt szakaszan a ham alatti mesenchymaban is expresszalddik kollagén XVIII
(nyil), (A) mig a ganglionmentes teriiletén ez nem figyelhetd meg (csillag). (H) 10E korban az utébél entericus
ganglionléc-eredetii sejtjei koriili kollagén XVIII expresszidé megtartott [nyilhegy jel6li a kollagén XVIII+ ham
bazalmembrant; (I) a bekeretezett teriilet kinagyitva]. (J) A 10 napos embri6 utdbelének proximalis szakaszan
megjelenik a ganglionok koriili agrin expresszio, (K) a disztalis teriileten tovabbra sem fejezédik ki. (L) A
perlekan periganglionarisan nem mutathat6 ki. 12E stddiumban a ganglionok teriiletén mar egyontetiien (M)
(nyil a submucosalis ganglionokat mutatja; a bekeretezett teriileten ezek egyike lathaté kinagyitva) kollagén
XVIII és (N) agrin expresszio is megfigyelhetd, (O) azonban a perlekan tovabbra sem fejezédik ki. Ep,
epithelium,; NoR, Remak ideg
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5.10. A kollagén XVIII és az agrin expresszi0jahoz elengedhetetlen a
ganglionléc-eredetii sejtek jelenléte

A kollagén XVIII és az agrin molekulak ganglionléc-eredetli sejtekhez kothetd
expresszioja felveti a kérdést, hogy az entericus ganglionléc-eredetii sejtek sziikségesek-
e a HSPG fehérjék expresszidjdhoz. Ennek eldontésére kisérletesen és genetikailag
aganglionotikus modelleket alkalmaztunk. Els6ként 5 napos embriobol szarmazo,
kozépbél, caecum ¢€s klodka ablacion atesett, ganglionmentes csirke utobelet 9 napos
fogadd embrié chorioallantois membranjan tenyésztettiink. A transzplantalt utobelek
ganglionmentesek maradtak, mig a kontroll explantdtumokban, ahol ganglionléc-
eredetii sejteket tartalmazd kozépbél és caecum telepét az utdbéllel egyiitt
transzplantaltuk, a sejtek folytattdk vandorlasukat és normal bélidegrendszer alakult ki
(21. édbra A). A ganglionokat tartalmazé kontroll explantatumokban Hu+ entericus
neuronok halozata mutathat6 ki (21. dbra B), ami koril jellegzetes HSPG expresszio
lathaté (21. abra C-E). A Hu+t sejtekt6l mentes, aganglionotikus bélszakaszokban (21.
abra F) a kollagén XVIII és agrin expresszio is jelentdsen megvaltozott. A kisérletes
ganglionmentes bélszakaszban a plexus neuralisoknak megfeleld helyen mindkét HSPG
fehérje expresszidja hidnyzott (21. dbra G, H). Ezzel szemben a nagyobb erek és a
felszini ham bazalis membranja tovéabbra is expresszalja a kollagén XVIII-at, illetve a
simaizom, a ham, valamint az erek agrin termelése is folytatédik. A perlekan

expressziojaban valtozas nem volt megfigyelhetd (21. dbra I).

Hirschsprung-kor modellallatként hasznalt Ednrb”" null mutins egerekbol
izolaltuk a ganglionmentes disztalis vastagbél szakaszt. A vastagbél proximalis,
ganglionokat tartalmazo6 szakaszanak plexusai koriil kifejezett kollagén XVIII és agrin
expressziot lehet megfigyelni (22. dbra A, C), azonban a disztalis, ganglionmentes
szakaszon a bélfalbol mindkét HSPG mesenchymalis expresszioja hianyzik (22. dbra B,
D). A csirke embriobdl és az egérbdl szarmazd adatok egybehangzdan arra utalnak,
hogy az entericus ganglionléc-eredetii sejtek jelenléte sziikséges a kollagén XVIII és az

agrin perigangliondris expressziojahoz.
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21. 4bra: A periganglionaris kollagén XVIII és agrin expressziohoz sziikségesek az entericus ganglionléc-
eredetii sejtek. (A) 5 napos csirke embrid utdbelét caecummal egyiitt vagy a nélkiil fogadd csirke embrid
chorioallantois membranjara transzplantaltuk. 9 nap elteltével a kozép €s utdbelet tartalmazd explantatum
vastagbelének teriiletén (B) Hu+ entericus neuronokat tartalmazé ganglionok, valamint normal (C) kollagén
XVIII (a bekeretezett részben kollagén XVIII-at expresszald ganglion lathatd), (D) agrin és (E) perlekan
expresszio figyelheté meg. [(D) és (E) abran a nyilhegyek submucosalis ganglionokra mutatnak] A caecum
nélkiil transzplantalt (aganglionotikus) bélszakaszban (F) az entericus neuronok hidnya, (G) rendellenes
kollagén XVIII és (H) rendellenes agrin expresszid tovabba (I) megtartott perlekan expresszio latszik. Ep,
epithelium,; mp, myentericus plexus, smp, submucosalis plexus

Ezek utan felvetddik a kérdés, hogy vajon ez forditva is fennall-e, azaz a HSPG-

-

ok sziikségesek-e a bélidegrendszer kialakuldsdhoz? Ezt Coll8a” null mutins egér

vastagbelének vizsgalatival probaltuk megvalaszolni. Annak ellenére, hogy a Coll8a™
null mutans egér vastagbelében kollagén XVIII expressziot nem lattunk, a
bélidegrendszer kialakuldsa nem szenvedett zavart (22. dbra E). Az agrin expresszidja

nem mutatott kiilonbséget (22. abra F).
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22. abra: Az Ednrb 7 egér vastagbélében hidnyzik a kollagén XVIII és az agrin expresszio. (A) A 3 hetes
Ednrb-/- egér vastagbelének proximalis, ganglionokat még tartalmazo teriiletén a Tujl+ entericus ganglionok
¢és azok rostjai koriil jellegzetes kollagén XVIII expresszi6 figyelhetd meg (a kinagyitott képen Tujl+ rost
lathato), mig (B) a vastagbél disztalis, aganglionotikus teriiletén hianyoznak a Tujl+ sejtek és a muscularis
rétegben nincs kollagén XVIII expresszio. (C) A vastagbél proximalis (ganglionokat tartalmazo) szakaszanak
ganglionjai koriil agrin expresszidé ugyancsak megfigyelhetd, amely azonban a neurondlis rostok koriil nem
abrazolodik. (D) Az aganglionotikus bélfalban nem latni periganglionaris agrin expressziot. A 6 hetes, kollagén
XVIlIa hianyos egér normal (E) Tujl és (F) agrin expresszids mintdzatot mutat.

5.11. A ganglionokhoz asszocialt kollagén XVIII-at és agrint az entericus
ganglionléc-eredetii sejtek termelik

A chorioallantois membrantenyészetekbol €s a transzgenikus embriokbdl nyert
in vivo eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy az agrint és kollagén XVIII-at a
ganglionléc sejtek termelik. Ennek megvalaszoldsara olyan csirke-egér kimérakat
készitettiink, ahol 11,5 napos egér preganglionotikus utobél szakaszat 3 napos fogado
csirke embri6 testiiregébe transzplantaltuk (Nagy ¢és Goldstein 2006b). Korabbi
munkank szerint a transzplantalt fiirj, egér vagy patkdny embriokbol szarmazo

preganglionotikus bélszakaszokat a fogadd csirke embriobol szarmazo vagus-eredetii
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ganglionléc sejtek teljesen benépesitik €s submucosalis valamint myentericus
plexusokat hoznak létre (Nagy és Goldstein 2006b, Akbareian ¢és mtsai 2013). A
transzplantalt egér utdbeleket 9 nap inkubalas utan izolaltuk a fogado csirke embridok
testiiregébodl. A kimérizmust ellenanyagokkal igazoltuk. Anti-Ret ellenanyag csak az
egér ganglionléc-eredetli sejteken expresszalodik (23. abra A), a CN pedig kizardlag a
csirke eredetli neuronokban és neuralis prekurzorokban fejezddik ki (23. dbra B). A
graftokbdl késziilt sorozatmetszetek immunfestése minden esetben azt mutatta, hogy a
bélidegrendszer kizarolag csirke eredetii sejtekbdl szarmazik. A HNK-1 csirke
specifikus ganglionléc marker immunfluoreszcens jelolése alatdmasztja, hogy csirke
eredetli ganglionléc sejtek kolonizaljak a testiiregbe transzplantalt egér utobelet. A
ganglionléc sejtek mellett csirke embriobol szarmazé erek vaszkularizaljak a graftokat,
melyek kimutatdsara Mep21 (csirke specifikus endothel marker) immunfestést
alkalmaztunk. Az ECM fehérjék eredetét szintén fajspecifikus ellenanyaggal igazoltuk.
A kereskedelembdl szarmazé csirke specifikus anti-kollagén XVIII, anti-agrin és anti-
perlekdn ellenanyagokat mi is leteszteltik egér szoveteken, de specifikus
keresztreakciot nem lattunk. Anti-csirke kollagén XVIII (23. dbra D), anti-csirke agrin
(23. ébra E), anti-csirke perlekan (23. abra F) és a ganglionléc sejtekre specifikus p75
kettés immunfluoreszcens festése azt mutatja, hogy a testiiregbe iiltetett egér bélben a
csirke-kollagén XVIII és csirke-agrin tipust ECM a fejlodd enteralis plexusok koriil és
intragangliondrisan jelenik meg. A bélidegrendszeren kiviil az agrin az erek bazalis
membranjat is kirajzolja. Ehhez hasonl6 a perlekan expresszidja, ami viszont hianyzik a
differencidlodd csirke eredetli enteralis ganglionok kornyezetébdl. A kovetkezo
1épésben azt vizsgaltuk, hogy a sacralis eredetli ganglionléc sejtek ugyanigy képesek-e
kollagén XVIII-at és agrint termelni. A kisérlet sordn 5 napos csirke embrid, aneuralis
utobelét caecum nélkiil, klodkaval egyiitt, fogadd csirke embrid chorioallantois
membranjara transzplantaltuk. Ennek eredményeként kizarolag a sacralis eredetli
ganglionléc sejtek kolonizaltdk az utdbelet (Nagy és mtsai 2007). Immuncitokémiai
analizis szerint a chorioallantois membran graftokban fejlodé sacralis eredetii
ganglionok kollagén XVIII-at (24. dbra A) és agrint (24. abra B) is expresszaltak.
Kontrollnak anti-tenaszcint hasznaltunk, amirdl kordbban mar igazoltuk, hogy csak a

vagus eredetli sejtek termelik (24. dbra C) (Akbareian és mtsai 2013).
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23. abra: Az entericus ganglionléc-eredetii sejtek kollagén XVIII-at és agrint termelnek. 11.5 napos vad
tipusu egér aneurdlis utdbelét 3 napos csirke embrié testiiregébe transzplantaltuk. 9 nap elteltével a
transzplantalt bélszakasz (A) egér specifikus Ret ellenanyaggal nem festédik, (B) a megjelend neuronok csirke
specifikus CN pozitivitisa alatdmasztja a graft bélidegrendszerének csirke eredetét. (C-F) A
sorozatmetszeteken csirke eredet(i ganglionléc sejtek és (C) szintén a fogadé embridbol szarmazé MEP21+
endothelsejtek lathatoak. A (D) kollagén XVIII, (E) az agrin és (F) a perlekan csirke specifikus ellenanyag
festédése az egér graftban megjelendé HSPG-ok madar eredetét igazolja. A (D) abran kinagyitva egy
myentericus ganglion lathat6. (E) Nyilak a fogadd embriobol szarmazo erek altal expresszalt agrin fehérjét
jeldlik. (G) 3 hetes Wntl;tdT egér béltraktusabol FACS-sorter segitségével generalt (H) Wntl+, (I) p75+ és (J)
Hu+ sejteket tartalmazo idegi sejtaggregatumokkal is megprobaltuk alatdmasztani eddigi megfigyeléseinket.
Az idegi sejtaggregatumokat 5 napos csirke embri6 (K) caecumaba iiltetettiik (nyilak), melyet ezt kovetSen 9
napig chorioallantois membranon tenyésztettiink. (L-N) A tenyésztés ideje alatt a Wntl+ sejtjek a bélfal
mentén vandoroltak és egér eredetli kollagén XVIII-at termeltek. A Wntl+ sejtek egér specifikus (O) anti
kollagén XVIII és (P) anti-agrin festddése az ECM fehérjék entericus ganglionléc-eredetii sejt eredetét igazolja.
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24. abra: A sacralis ganglionléc-eredetii sejtek is expresszaljak a kollagén XVIII-at és az agrint. 5 napos
csirke caecum nélkiili, de klodkat tartalmazod utdbelét fogadd embrid chorioallantois membranjara
transzplantaltuk, a tenyésztett bélszakaszt csak sacralis eredetii entericus ganglionléc-eredetli sejtek
kolonizaltak. A kialakult bélidegrendszer néhany (A) kollagén XVIII-at és (B) agrint is expresszaléo Hu+
entericus gangliont tartalmaz, (C) amelyek tenaszcin-C-t nem termelnek. Ep. epithelium

Ganglionléc-eredetii sejtek ECM termelését célzd csirke embridmanipulacios
kisérletek utan arra voltunk kivancsiak, hogy a posztnatalis egérbdl izolalt entericus
ganglionléc-eredetli dssejtek is megtartjak-e a kollagén XVIII és agrin expressziojukat?
Ezekhez a kisérletekhez Dr. Ryo Hotta (Massachusetts General Hospital, Harvard
Medical School Boston) szivességébol rendelkezésilinkre bocséjtott 3 hetes Wntl;tdT
egér béltraktusabol eldallitott idegi sejtaggregdtumokat (neurosphere) hasznaltunk. Az
idegi sejtaggregatumok eldzetes vizsgalata igazolta, hogy a sejteket diffuiz Wntl (23.
abra H) és p75 expresszio jellemzi (23. abra I), tovabba néhany Hu+ entericus neuron is
kimutathatd (23. ébra J). A kisérlet soran az idegi sejtaggregatumokat 5 napos csirke

embri6 caecalis régidjaba iiltettiik (23. abra K) és a rekombinalt szdvetet 9 napos fogado
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embrié chorioallantois membranjan tenyésztettiik. A graftokat 9 nap elteltével egér
specifikus kollagén XVIII és agrin ellenanyagokkal jeloltiik. A Wntl+ sejtek bélfalon
beliili vandorlasa (23. abra L), valamint a sejtek és a kollagén XVIII koexpresszidja is
szépen kirajzolodik (23. abra M, N). Nagy felbontasu konfokalis képek azt igazoljak,
hogy csakugy, mint csirke embridoban az egér eredetli entericus neuronalis dssejtek is
kollagén X VIII-at (23. dbra O) és agrint (23. abra P) termelnek.

Annak meghatdrozasara, hogy a posztnatdlis bélben késébb melyik
bélidegrendszeri sejttipus képes HSPG-okat termelni Plp1©t? (minden entericus glia
z61d pozitivitist mutat) és Tau®™®/* (minden entericus neuron zold pozitivitdst mutat)
transzgenikus egerek vékony és vastagbél bélidegrendszerébdl  1étrehozott
fluoreszcensen jeldlt idegi sejtaggregatumokat tenyésztettiink. A disszocidltatott idegi
sejtaggregatumokbdl fibronektinnel boritott felszinen 4 nap alatt komplex neuron és glia
halozat fejlodott ki. Kettés immunfluoreszcens festések szerint a PLP1+ gliasejtek
kollagén XVIII-at és agrint is expresszalnak (25. dbra A-C”), mig a Tau+ entericus

neuronok csak agrint termelnek (25. dbra D-G).

-~
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25. abra: Az entericus glia kollagén XVIII-at és agrint is expresszal. (A) Posztnatalis Plp1°¥” egérbél
generalt entericus idegi sejtaggregatumokat disszocialtattuk, majd 4 napig tenyésztettiikk. Az entericus glia (B-
B”) kollagén XVII-al és (C-C”) agrinnal is koexpresszal. A Tau®™* egérbélb6l elballitott idegi
sejtaggregatumokban (D-D”) Tau+/Hut entericus neuronok lathatéak. (E) A disszocialtatott idegi
sejtaggregatumok Tau+/Hu+ entericus neuronjai (F) agrint expresszaltak, de (G) kollagén XVIII-at nem.
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5.12. Az agrin és a kollagén XVIII hatasa az entericus ganglionléc-eredetii
sejtek vandorlasara

A két HSPG expressziés mintazatdnak meghatarozdsa utan a kovetkezo
feladatunk a funkcid meghatarozasa volt. Az agrin és kollagén XVIII ganglionléc
sejtekre kifejtett hatasat in vitro sejtmigracios (stripe-choice assay) analizissel
hasonlitottuk ossze. Kisérleteinkben 7 napos csirke embriobol izolalt kozépbelet 24 6ran
keresztiil, 10 ng/ml GDNF jelenlétében egy olyan felszinen tenyésztettilk, melyre
elézetesen valtakozo savokban kiillonb6z6 ECM fehérjéket vittiink fel. A kollagén
XVIII-at rekombindns endosztatinnal kellett helyettesiteniink, mivel a fehérje tisztitott
formaja a kereskedelemben nem elérhetd. A tenyésztett ganglionléc-eredetli sejtek
egyarant jol vandoroltak az endosztatinnal (50 pg/ml), valamint az endosztatinnal és az
entericus ganglionléc-eredetli sejtek szdmara permissziv hatdsu fibronektinnel (20
png/ml), illetve lamininnel (10 pg/ml) egyiitt bevont savokon (26. dbra A). Erdekesség,
hogy kizardlag endosztatin feliiletii sdvokon a sejtek messzebbre vandoroltak, mint az
endosztatint és laminint is tartalmazé teriileteken (26. abra B, C). A laminin és
endosztatin specifikus immunfestés igazolja és kirajzolja a savok molekularis
tulajdonsagait (26. abra C). Az EdU alapu proliferacios teszt nem mutatott szignifikans
abra D). A sejtvandorlast megengedd endosztatinnal szemben az agrin gatlo hatassal bir,
ugyanis mig az endosztatin felszinen a ganglionléc eredetl sejtek jol vandoroltak, addig
az agrin és endosztatin egyiittes jelenlétében megalltak (26. dbra F). Ez a megfigyelés
arra utal, hogy a gatlo hatas kozvetlentil a sejteken érvényesiil, ezért a kovetkezokben az
ismert agrin receptorok jelenlétét vizsgaltuk meg (Winder 2001, Zong és Jin 2013). Az
agrin molekulanak 2 sejtfelszini receptora ismert: MUSK ¢és disztroglikdn. A MUSK
receptor az intesztindlis simaizom sejteken kifejezédik, de az entericus ganglionokon
nem talalhaté meg. A disztroglikdn expressziojat a simaizom és epithel sejtek mellett az

entericus ganglionléc-eredetii sejteken is sikertilt azonositani (26. dbra G-G”).

Amikor a Wntl;tdT egérbdl szarmazo idegi sejtaggregdtumokat agrinnal bevont
felszinen tenyésztettiik, az embriondlis sejtekhez hasonléan a posztnatdlis idegi
sejtaggregatumokbol sem tapasztaltuk az entericus ganglionléc-eredetli sejtek
kivandorlasat (26. abra H). Ezzel szemben a fibronektin felszinen kifejezett vandorlast
lattunk (26. abra I). Amennyiben pedig az idegi sejtaggregatumokat fibronektinnel

bevont feliileten, agrinfunkcidt blokkold antitest jelenlétében tenyésztettiik, az idegi
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Ossejtek migracios tavolsaga jelentdsen megndvekedett (26. abra J). A kiilonb6zo
Osszedllitasokban megfigyelhetd eltéréseket, szamszerlsitve is Osszehasonlitottuk. A
kontroll esetben (az idegi sejtaggregatumokat csak fibronektin bevonaton tenyésztve) a
ganglionléc-eredetii sejtek 177 £ 55 pum-t vandoroltak, mig agrinfunkciét blokkolod
antitest jelenlétében 329 + 72 um-re jutottak, ami 86% nodvekedés jelentett (26. abra K,
P <0,0001, Student's #-teszt). Ezekkel az idegi sejtaggregatumokon végzett kisérletekkel
emlds sejtek esetében is igazoltuk az agrin sejtvandorlast gatld hatasat. Az idegi
sejtaggregatum tenyészetekbdl nem deriil ki, hogy az agrin géatld hatisa, pontosan
melyik sejten érvényesiil, ugyanis azt mar kordbban bemutattuk, hogy az embrionalis
bélben vandorlo, még differencialatlan progenitor sejtek agrint nem expresszalnak (20.
abra C, D). Wntl tdT egérbdl szarmaz6 idegi sejtaggregatumok metszetein Sox10 és
Phox2b koexpressziojuk alapjan azonositottuk a differencidlatlan, progenitor sejteket.
Kimutattuk, hogy a kettdsen pozitiv sejtek nem expresszaltak agrint (26. dbra L-P),
viszont a Phox2b+/Sox10- neuron és a Phox2b-/Sox10+ glia prekurzorokat agrin
expresszio jellemzi. Az agrin gatldsa tehat nem a differencialatlan progenitorok, hanem
elsdsorban a vandorlési potencidljukat fenntartott, elkdtelezett prekurzornak tekinthetd
sejtpopulaciok idegi sejtaggregatumokbdl torténd kivandorlasat fokozta. Ez az
eredmény egybehangzik Young és munkatarsainak 2014-ben leirt munkajaval miszerint
a bélidegrendszerben 1¢évo elkdtelezett prekurzorok migréacios kapacitassal rendelkeznek
(Young ¢és mtsai 2014), amit a terminalis differencialodas el6tt rovid idOvel veszitenek

el.
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26. abra: Az agrin gitolja az entericus ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat. 7 napos csirke embrié
kozépbelét 24 oran keresztiil, kiilonbdzé ECM fehérjéket valtakozd savokban tartalmazd felszinen
tenyésztettiik. (A) Az entericus ganglionléc-eredetii sejtek a csak endosztatinnal, valamint az endosztatinnal és
fibronektinnel egyiitt bevont savokon egyarant jol vandoroltak. (B) A csak endosztatin feliiletii savokon a
sejtek messzebbre jutottak, mint az endosztatint és laminint is tartalmazékon. (C) A laminin és endosztatin
specifikus immunfestés kirajzolja a savok helyzetét (z6ld, endosztatin; piros, endosztatin és laminin egyiitt).
boritott sdvokon az entericus ganglionléc-eredetii sejtek jol vandoroltak, mig agrin jelenlétében erre nem voltak
képesek (kinagyitva vandorlo6 HNK-1+ entericus ganglionléc-eredetii sejtek lathatoak). (G) Az agrin entericus
ganglionléc-eredetli sejtekre kifejtett gatlo hatasa feltehetSleg a sejtek disztroglikdn expresszidjan keresztiil
valosul meg [(G’) és (G”) abra a (G) bekeretezett teriilete kinagyitva, nyilak az entericus ganglionok
disztroglikan expressziojat jelolik]. (H) A Wntl;tdT-eredetii idegi sejtaggregatumok agrinnal boritott felszinen
torténd tenyésztése soran, az entericus ganglionléc-eredetii sejtek nem vandoroltak ki. (I.) A fibronektinnel
boritott felszinen a sejtek jol vandoroltak, (J-K) agrin funkcidt blokkold antitest jelenlétében pedig még
nagyobb migracios tavolsag figyelheté meg. (L-P) A Sox10+/Phox2b+ kett6sen immunpozitiv sejtek agrin
expresszidjanak hianya igazolja, hogy a Wntl;tdT idegi sejtaggregatumokban talalhat6 entericus ganglionléc-
eredet(i progenitor sejtek nem termelnek agrint (nyilak). En, endostatin, ep, epithelium; Lam, laminin. Az (E)
és a (K) grafikon kozépsd és szélsé savjai az atlagot, valamint az s.d értékeket jelolik.
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6. MEGBESZELES

Az elmult néhiny évtized kutatdsainak koszonhetéen a bélidegrendszer
fejlodésérol ¢és miikodésérdl egyre tobb adattal rendelkeziink, ugyanakkor kevés
informacionk van az enteralis idegrendszert érintd velesziiletett betegségek molekularis
hatterérél és embriondlis kialakuldsuk mechanizmuséarél. Kisérleti munkank soran
kiemelten foglalkoztunk a Hirschsprung-korral, amit a ganglionléc-eredetii sejtek
rostrocaudalis iranyl migracidjanak zavara kovetkeztében kialakuld  disztalis
bélrendszeri agangliondzis jellemez. A bélidegrendszer zavartalan fejlodését a
ganglionléc-eredetli sejtek migracioja, proliferacidja és differencialédasa kozti finom
egyensuly fenntartdsa, valamint a vandorlo sejteket korlilvevé mikrokdrnyezet
megfeleld interakcidja biztositja (Nagy ¢és Goldstein 2017). Méra szamos, a
bélidegrendszer fejlédésében és rendellenességei patomechanizmusdban részt vevo
molekularis faktort sikeriilt azonositani (Goldstein és mtsai 2013): a GDNF, az
Endothelin-3 és a BMP-4 mesenchymalis faktorok jelatviteli folyamataiban
bekovetkez6 genetikai elvaltozasok kritikus szerepet jatszanak a bélidegrendszert érintd
velesziiletett betegségek hatterében, de a bélepitheliumbdl szekretalt faktorok entericus
gyakran felvetddik (Sukegawa és mtsai 2000). Mig a bélhamban termelddd netrin a
vandorlo ganglionléc-eredetli sejtekre kemoattraktans hatast gyakorol (Jiang és mtsai
2003), addig a Hedgehog fehérjék csaladjaba tartoz6 Sonic hedgehog ndvekedési faktor
hatdrozza meg a bélcsé radialis szimmetriajat. In vitro adatok szerint a Shh nemcsak a
béltraktus mesenchymalis elemeinek differencidlodasat képes befolyasolni, hanem
sejtproliferaciot gatlo hatdsa révén az entericus ganglionok méretét is szabalyozhatja. A
Shh jelatvitel bélidegrendszer fejlédésére gyakorolt szerepét in vivo koriilmények
kozott csak transzgenikus egér és zebrahal embridkon vizsgaltdk. A Hedgehog
jelatvitelt érinté mutans egerek bélidegrendszerét ektopikus ganglionok és szegmentalis
aganglion6zis jellemzi. A Hedgehog fehérjék és a Hirschsprung-kor kapcsolatat a
huméan biopszidk genomikai analizise soran igazolt Ptcl receptor mutdcid is
alatamasztja (Ngan ¢és mtsai 2011). A Gasl (Hh sejtfelszini receptor) és Gnaz
(intracellularis effektor) molekula delécidja kovetkeztében a Shh null mutans egerekhez
hasonlé fenotipus jon létre, azaz megnd az entericus neuron szam ¢és ektopikus
ganglionok jelennek meg (Ramalho-Santos és mtsai 2000, Biau és mtsai 2013, Jin és

mtsai 2015). Ezzel szemben a Hedgehog jelatvitelben szintén szerepet jatszot Glil
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overexpresszidja az entericus ganglionok hidnydhoz vezet (Yang ¢€s mtsai 1997). A
bélhamban termel6éddé Thh (Indian hedgehog) mutins embriok utdbelében szegmentalis
ganglionmentes teriiletek alakulnak ki. Fu és munkatarsai szerint, izolalt egér vastagbél
tenyészetétben a Shh gatolja a ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat és
differencidlodasat (Fu és mtsai 2004). A bélidegrendszer-eredetii sejtaggregatum
ami ellentmond a Shh mutans egerek bélidegrendszerében megfigyelt proliferacionak.
Ezt tdmogatja Reichenbach és munkatarsai zebrahal embrion végzett kisérlete, ami
szerint a Shh jelatvitelt géatlo cyclopamine kezelés a ganglionléc-eredetli sejtek
mtsai 2008). Az in vivo ¢és in vitro kisérletek ellentmondasos eredményei a Shh medialt

jelatvitel komplex szabalyozésat sugallja.

Munkank soran a Shh bélidegrendszer fejlodésére gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz kisérleti modellként madar embridt hasznaltuk. A madar embrié konnyt
hozzaférhetésége és manipuldlhatésaga miatt lehetéveé teszi a kiilonbozd korban izolalt
bélszakaszok szervtenyésztését, a chorioallantoismembran transzplantaciot, az
embrionalis kimérak eldallitasat és a retrovirus-medidlt génexpressziot. Kisérleteink
kezdetén sikeriilt egy olyan p75 (neurotrofin receptor) specifikus poliklonalis
ellenanyagot azonositani, amely a kordbban alkalmazott ellenanyagokkal szemben
sokkal alkalmasabb a madar ganglionléc-eredetli sejteinek jelolésére, jelentsen
megkonnyitve ezzel a sejtek véandorldsa szempontjabol kritikus stddiumok
immuncitokémiai karakterizalast. Csirke embridobodl készitett szervtenyészetekben a Shh
neurondlis irdanyt differencidlodésat indukalta, ami aganglionozis kialakulasat
eredményezte. Tovabba, a Shh retrovirus-mediélta funkcidonyerés in vivo disztalis
aganglionézist, valamint a vastagbél proximalis teriiletének hipogangliondzisat valtotta
ki csirke embridban. Ezen eredményeink alatdmasztjdk az egér tenyészetekben
megfigyelt rendellenes sejtvandorlast ¢és agangliondzist (Fu és mtsai 2004), de

ellentmondanak a sejtproliferacios adatoknak. A kiilonbség abbdl adodhat, hogy Fu és

crer

crer

Hedgehog jelatvitelt gatld cyclopamine hatasat kovettiik nyomon (szervtenyészet,

chorioallantois membran graft), minden esetben intenziv bélidegrendszer proliferaciot
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¢s hipergangliondzist figyeltiink meg. A kiilonb6z6 kisérleti modell embridkban kapott
eltéré eredmények sziikségessé tették a Hedgehog fehérjék receptorainak (Ptcl és Ptc2)
expresszios mintdzatdnak meghatarozasat. Zebrahalban a véandorldé Phox2b-t
expresszald ganglionléc-eredetli sejteken leirtdk a Ptcl receptor kifejez0dését sot azt is
igazoltak, hogy migracidjukhoz a Shh jelenléte sziikséges (Reichenbach és mtsai 2008).
Egér embriok esetében azonban megosztoak az eredmények, Fu és munkatarsai,
valamint Ngan ¢és munkatdrsai vizsgalata alapjan az emlésok ganglionléc-eredetii
sejtjeinek felszinén immuncitokémiaval kimutathaté a Shh receptor (Ptcl), mig a
transzgenikus egérembridban végzett expresszids mintazatok ennek ellenkezdjét allitjak
(Smoak ¢és mtsai 2005, Kolterud és mtsai 2009). Sajat kisérleteink soran nem lattunk
eltérést a két faj Ptcl receptor expresszidjaban: a madar embrid béltraktusanak
mesenchymdjadban mindkét Shh receptor jelenléte kimutathatod, azonban a Ptcl in situ
hibridizacié és a p75/HNK-1 immuncitokémia egyiittes alkalmazasa nem igazolta a
ganglionléc sejteken feltételezett koexpressziot. Az egér embrionalis utdbelének Ptcl
expresszids mintazataban is ugyanezt figyeltilk meg. A Shh receptorok expresszidjanak
entericus ganglionléc-eredetii sejten megfigyelhetd hidnya felveti annak a lehetdségét,
hogy az Shh gétlo hatasa nem a bélidegrendszer sejtjein kozvetleniil, hanem az entericus
ganglionléc-eredetli sejteket fogadd mikrokdrnyezet modositasan keresztiil érvényesiil.
A Shh ezen indirekt hatdsat igazoland6 megvizsgaltuk, hogyan hat a Shh a
mesenchymalis kornyezettdl izolalt ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasara. A kisérlet
kezdetén a mesenchymaban termel6dd kemoattraktins GDNF molekula jelenlétében a
ganglionléc-eredetii sejtek a bélbol a fibronektinnel boritott felszinre vandoroltak. A
Shh-ot a tenyésztés kezdetét kovetd 24 ora elteltével adtuk a GDNF-et mar tartalmazé
tenyészethez. Ebben az esetben az entericus ganglionléc-eredetii sejtek a gatld hatasu
Shh novekedési faktor jelenléte ellenére is folytattdk periféria iranyaba torténd
vandorlasukat. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a Shh direkt uton nem gatolja az
modositasan keresztiil fejti ki hatasat. Ennek a felvetésnek az alatdmasztasara ex vivo és
in ovo modellekben tanulmanyoztuk a Shh overexpresszi6 ECM-ra kifejtett hatasat.
Olyan fehérjék valtozasat vizsgaltuk, melyek a ganglionléc-eredetii sejtek
vandorlasanak ismert szabalyozoi (Payette és mtsai 1988, Newgreen ¢és Hartley 1995,
Nagy ¢és mtsai 2009). A laminin (Nagy ¢s mtsai 2009), a fibronektin (Akbareian ¢és
mtsai 2013), a kollagén I (Young és Newgreen 2001, Nagy és Goldstein 2006a,

Chevalier és mtsai 2016) ¢s a tenaszcin (Akbareian és mtsai 2013) serkenti, a kollagén
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VI (Soret és mtsai 2015), valamint a CSPG-ok csaladjéba tartozo verszikan €s kollagén
Fraser 1986, Oakley és mtsai 1994, Perris és mtsai 1996, Dutt és mtsai 2006). Korabban
mar Kapur és munkatarsai is megallapitottdk, hogy a mesenchymat érintd elvaltozasok
eltérés, mely a fejlodd bél mikrokornyezetét érinti a myentericus plexus velesziiletett
rendellenességeit okozhatja (Vaos 1989, Holschneider és mtsai 2005). Egy 2003-ban
publikalt csirke embrion végzett kisérletben, a ganglion trigeminale neuronjait 1étrehozd
cranialis ganglionléc-eredetli sejtek vandorlasa ektopikus Shh hatdsara elmaradt, amivel
parhuzamosan a kornyez6 mesenchymaban fokozddott a verszikan expresszié (Fedtsova
¢s mtsai 2003). Késébb masok azt is kimutattdk, hogy a fibronektinnel bevont felszinen
képes teljesen megakadalyozni (Dutt és mtsai 2006, Szabo és mtsai 2016). Sajat
eredményeink szintén felvetik annak a lehetdségét, hogy az in vitro és az in ovo
tenyésztett bélszakaszokban megfigyelt Shh overexpresszidhoz kdthetd aganglionézist a
gatld hatdsi matrixfehérjék felszaporoddsa okozza. A gatld hatasi CSPG-ok
immuncitokémiai festésével jelentds valtozasokat figyeltiink meg. Normal esetben a
verszikdn és a kollagén IX expresszidja az embriondlis bélcsd belsd, leendd
submucosalis mesenchymadjanak teriiletére korlatozodik, mig a Shh kezelés hatasara
expressziojuk jelentdsen megemelkedett €s a bélfal teljes szélességére kiterjedt. A Shh
jelatvitel gatlasa ugyanakkor ezen CSPG-ok expressziojat drasztikusan lecsokkentette.

Megfigyeltiik, hogy a Shh az ECM mintdzatanak megvaltoztatdsan til befolyasolja a

e

crer

Newgreen 2001, Nagy és Goldstein 2006a, Nagy és Goldstein 2006b, Mwizerwa ¢€s
mtsai 2011). A GDNF teljes hidnyaban aganglion6zis alakul ki (Moore ¢s mtsai 1996,
Mwizerwa ¢és mtsai 2011). Ennek alapjan a GDNF downregulacidja egy masik
hatasmechanizmust jelenthet, amin keresztil a Shh indirekt befolydsolja a
bélidegrendszer fejlodését. Fontos megjegyezni, hogy a tenyésztéshez exogén
hozzaadott GDNF hatdsara a mesenchyma verszikan expresszidja nem valtozik meg. Ez
alapjan az val6sziniisithetd, hogy a hatdsmechanizmus irdnya forditott, azaz a Shh
elészor az ECM mintazatat valtoztatja meg és a GDNF expresszidjanak csokkenése

csak masodlagosan kovetkezik be. Eredményeink mas kutatécsoportokéval
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egybehangzoan igazolni latszanak, hogy a bélfalban haladd entericus ganglionléc-
eredetli sejtek migracioja nagy mértékben fiigg a vandorlo sejt €s az azt koriillvevd ECM

kolesonhatéasatol (Nagy és Goldstein 2017).

Az epithelialis és a mesenchymalis eredetii faktorok szerepének részletesebb
megismerésén tul a CSPG-ok entericus ganglionléc-eredeti sejtekkel alkotott
kapcsolataba is betekintést nyertiink, ami elérevetitette a mikrokdrnyezet szerepének
fontossagat. A kollagénekbdl, proteoglikanokbdl ¢és  glikoproteinekbdl — allo
haromdimenziés ECM struktura elemei az entericus ganglionléc-eredetii sejtek felszinén
talalhatd receptorokkal 1épnek kdolcsonhatdsba, melyen keresztiil a mikrokornyezet
differencidlodéasat, ganglionokba rendezd6dését és  Osszességében a  fejlodo
bélidegrendszer mintazatanak kialakulasat. Az ECM kiemelt szerepére szamos korabbi
tanulméany is utalt. Nagy ¢és munkatirsai az entericus ganglionléc-eredetii sejtek
felszinén 1évd Pl-integrin receptor expresszidjanak jelentdségét emelték ki (Nagy és
mtsai 2009), melynek hidnya a sejtek migracidos és aggregacidos zavaran keresztiil
disztalis aganglion6zishoz vezet (Breau ¢s mtsai 2006, Breau és mtsai 2009). A
migraciot befolyasolni képes ECM fehérjék tehat a rostrocaudalis iranyt mintazatot és a
radidlis szimmetria kialakuldsat is szabalyozzak (Nagy és mtsai 2009). Az elmult
né¢hany év sordn egyre inkabb megalapozottnak tlinik, hogy ez a szabalyozis nem
csupan az ECM feldl jovo egyirdnyll impulzus, hanem egy kolcsonds oda-vissza hatd
folyamat. Az entericus ganglionléc-eredetii sejtek nem pusztan vélaszolnak
kornyezetiikre, hanem aktivan modulaljak is azt. Ismert példaul, hogy a vandorld
ganglionléc-eredetii sejtek tenaszcin C-t (Akbareian és mtsai 2013) ¢s matrix

metalloprotedzokat (Anderson 2010) is termelnek.

Kisérleti munkank masodik részében részletesebben igyekeztiink karakterizalni a
vandorl6d entericus ganglionléc-eredetli sejtek €és az extracellularis mikrokdrnyezet
kozotti  kolcsonhatast. A kiilonbozo  fejlédési  stddiumok ECM  mintdzatanak
immunhisztokémia 0Osszehasonlitaisa kozben a HSPG-ok jellegzetes expressziojat
figyeltiilk meg. Az agrin a bazalis membranok mellett jelen van a fejlédo agy teriiletén,
illetve kimutathatd a csirke érzé ganglionjaiban is (Halfter és mtsai 1997, McCarthy
2015). Halfter és munkatarsai leirtak az éretlen Schwann sejtek altal termelt agrin gatlo
hatasat: in vitro tenyészetekben az agrin fehérje akadalyozta a retindlis neuritnovekedést

(Halfter és mtsai 1997). A masik periganglionarisan megjelené HSPG a kollagén XVIII,
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az elsé olyan kollagén, amirdl bebizonyosodott, hogy heparan-szulfat oldallanccal
rendelkezik (Halfter és mtsai 1998). Az agrinhoz hasonldan szinte az dsszes epithelialis
¢s endothelialis bazéalis membranban megtalalhatd és tobb tanulmény szerint a
ganglionléc és az idegi fejlodés szabalyozasdban is részt vesz (Su és mtsai 2012,
Banerjee és mtsai 2013). Kimutattuk, hogy mig a kollagén XVIII méar a vandorlas soran
legeldl halado entericus ganglionléc-eredetli sejtek kornyezetében is megjelenik, addig
az embrionalis utobél ganglionjai koriili agrin expresszid csak a bélidegrendszer
fejlodésének egy késobbi szakaszaban, 48 6raval a kolonizacio befejeztét kdvetden (10.
embriondlis nap) azonosithatd elészor. A kollagén XVIII fejlédé bélidegrendszerben
megjelend expresszidjat a kordbban bemutatott, korai egér embriobol szarmazo
entericus ganglionléc-eredetli sejtek RNS szekvendldsaval nyert adatsor is megerdsiti
(Lasrado és mtsai 2017). Lasrado és munkatarsai vizsgalatai azt mutattdk, hogy a
kollagén XVIII génexpresszid6 a differencidlatlan entericus ganglionléc-eredetii
progenitorok megjelenésével egyidében kezd kifejezddni. Munkank sordn in vitro
vizsgaltuk a két HSPG fehérje funkciojat. Kisérleteink alapjan az agrin gatlo hatassal bir
a vandorld entericus ganglionléc-eredetii sejtekre, igy feltételezhetd, hogy a végsd
helyzetiiket mar elért, differencidlodo, neuron vagy glia irdnyban elkotelezett sejtek
tovabbi vandorldsat akaddlyozza meg. Az ECM fehérjék a membranhoz kotott
receptoraikon keresztiil kozvetleniil, vagy a szdveti plaszticitds megvaltoztatasa utjan
disztroglikant sikertilt, mint agrin receptort azonositani, mig a MuSK-receptor kizardlag
a simaizomsejteken jelent meg. Ezek alapjan valoszinlinek tlinik, hogy az agrin
bélidegrendszeri hatdsa a kozponti idegrendszerhez hasonld moddon disztroglikdn
receptorokon keresztiil érvényesiil (Henry és mtsai 2001). A kollagén XVIII bar
tdmogatja az entericus ganglionléc-eredetii sejtek vandorlasat, jelenléte a Coll8a-/- egér
fenotipusa alapjan nem esszencialis, hidnyat feltehetdleg mas permissziv hatasi ECM
molekula képes kikiiszobolni. A két HSPG eltéré funkcidja magyarazatul szolgélhat az
expresszios mintdzatukban megfigyelt idobeli eltérésére. Kisérletink soran sikertilt
igazolnunk, hogy a tenaszcinhoz hasonldéan (Akbareian és mtsai 2013) az agrint és a
kollagén XVIII-at is maguk az entericus ganglionléc-eredetli sejtek termelik. Ez a
megallapitas csirke és egér esetében egyarant bizonyitast nyert, viszont a hasonlésagok
ellenére fajspecifikus kiilonbségeket is latunk: mig csirkében intragangliondrisan is
megtaldlhatéak, addig egérben kizarolag a ganglionok koriil jellennek meg.

Feltételezziik, hogy az agrin és a kollagén XVIII a migracid szabalyozdsan til egyéb, a

83



DOI:10.14753/SE.2019.2288

bélidegrendszer fejlédése szempontjabdl nélkiilozhetetlen folyamatokban is részt vehet,
ilyen a neuron és glia iranyu differencialodas szabalyozéasa, a ganglionok kialakitasa
vagy a neurit extenzid0 modulacioja. Ugyanakkor a HSPG-ok ganglion koriil
koncentralodo elrendezddésébdl barrier jellegli funkciora is kovetkeztethetiink, mely a
ganglionokat a simaizomsejtekt6l, mint egy ECM-kapszula kiiloniti el. Ebben az
esetben a HSPG-ok funkcidja az agrin molekula agyban betoltott barrier szerepéhez
lehet hasonld, ahol az agrin kapillarisok koriili bazalis membranban megfigyelhetd
akkumulaléddsa a mikrovaszkularis impermeabilitds kialakulasaval és a vér-agy gat
érésével egy idében kovetkezik be (Barber és Lieth 1997). Az entericus ganglionléc-
eredetli sejtek és mikrokdrnyezetiik részletes tanulmanyozas, valamint az Ednrb null
mutans egér disztalis bélszakaszdnak ganglionjai koril tapasztalt kollagén XVIII és
agrin expresszi0 hidnya nyomén valdszintsithetd, hogy a Hirschsprung-kérban
megfigyelt aganglionotikus bélszakasz kialakuldsaért nem csak az entericus
ganglionléc-eredetli sejtek rendellenessége, hanem az ECM mintdzat megvaltozasa

egylittesen tehetdk feleldssé.
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7. KOVETKEZTETESEK

Ex vivo szervtenyészet €s in vivo embridmanipulacios kisérleteink szerint, a
Hirschsprung-korra  jellemzdé  bélidegrendszeri  rendellenesség  kialakuldsdban
meghatdroz6  szerepe van a  hdm-mesenchyma  eredetli  extracellularis

kolcsOnhatasoknak.

1. In situ hibridizaciot immunfluoreszcens modszerekkel 6tvozve igazoltuk, hogy a
Hedgehog jelatvitel receptorai (Ptcl, Ptc2) nem expresszalédnak a ganglionléc-

eredetli dssejtek felszinén.

2. Egér és csirke embriondlis bélbdl inditott szervtenyészetekkel és retrovirus medialt

funkcio-nyeréses kisérletekkel igazoltuk, hogy a Shh gatolja a ganglionléc-eredetii

crer

crer

befolyésolja a bélidegrendszer fejlodését.

3. A mesenchyma ECM 0Osszetételét célz6 komparativ immuncitokémiai ¢és
embridomanipulaciés vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a bélidegrendszert 1étrehozo
ganglionléc-eredetli dssejtek a tenaszcin fehérjén kiviil, kollagén X VIII-at és agrint is

aktivan termelnek.

4. Transzgenikus egerekbdl izolalt sejtek tenyésztésével bizonyitottuk, hogy az agrint
az entericus neuronok ¢és a glia sejtek is termelik, mig a kollagén XVIII termelés csak

a glia sejtekre jellemzo.

5. Sejtmigraciot vizsgald in vitro kisérletekkel igazoltuk, hogy ezek a heparan-szulfat
proteoglikdn tipusu fehérjék komplex modon szabalyozzédk a ganglionléc-eredetii
Ossejtek vandorlasat: a kollagén XVIII eldsegiti, az agrin pedig gatolja
migraciojukat.

Eredményeink alatamasztjak a ganglionléc-eredeti dssejtek autondm szerepét,
ami szerint a differencidlodo Ossejtek nemcsak a kornyezetiikbol érkezé impulzusokra
reagalnak, hanem aktiv szereploként ECM-ot termelve, sajat mikrokornyezetiik
kialakitasaban is részt vesznek. A ganglionléc-eredetli sejtek ECM termeld funkcidjanak

ismerete elengedhetetlen a hatékony Ossejt-terapiak kidolgozasakor.
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8. OSSZEFOGLALAS

A bélidegrendszert (ENS) a béltraktus mentén vandorlo, neuron és glia sejtekké
differencidlodd ganglionléc-eredetii Ossejtek hozzdk létre. Az ENS velesziiletett
rendellenességei kovetkeztében sulyos neurointesztindlis korképek alakulhatnak ki,
ilyen a Hirschsprung-kor, amelynek hatterében az utdbelet érintd entericus ganglionok
hidnya all. Napjainkban szamos, a betegség hatterében allé génmutacié ismert, azonban

keveset tudunk a bélham-eredetii faktorok ENS fejlddésében jatszott szerepérol.

A bélham ENS fejlédésében betoltott szerepét madar és egér embridé modelleken
végzett szoveti rekombindcid, embriondlis kiméra, szervtenyésztés, retrovirus-medialta
génexpresszid €s in situ hibridizacié segitségével vizsgaltuk. A Shh-t tartalmazo
retrovirus, valamint a szervtenyészetben alkalmazott rekombindns fehérje altal
eléidézett Shh  overexpresszid6 Hirschsprung-korra emlékeztetd — intesztinalis
agangliondzist eredményezett. A Shh fokozott verszikdan és kollagén IX expressziot
indukalt. Mindez azt sugallja, hogy a Shh entericus ganglionléc-eredetii sejtek (ENCC)
vandorlasara kifejtett hatdsa a verszikan és a kollagén IX kozvetitésével, az ECM

mintazatdnak megvaltoztatasan keresztiil fejti ki hatasat a fejlodo ENS-re.

A kondroitin-szulfat proteoglikdnok mellett a heparan-szulfat proteoglikdn
fehérjéket (kollagén XVIII ¢és agrin) is sikeriilt azonositanunk, mint az ENS
fejlodésében fontos szerepet jatszo szabalyozo fehérjét. A kollagén XVIII dinamikusan
expresszalodik a csirke embridé ENS-ének fejlédése soran. Ganglion mentes bélben a
submucosalis és a myentericus teriilet kollagén XVIII expresszidjanak hianya
igazolhat6. Embrionalis és feln6tt egér ganglionléc-eredetti sejtjeibdl eldallitott idegi
sejtaggregatumokban a kollagén XVIII és az agrin expresszio is megfigyelhetd. Csirke-
egér kimérdk azt mutatjdk, hogy az egér belet kolonizald csirke eredeti ENCC-ek
kollagén XVIII-at és agrint termelnek. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az ENCC-ek
heparan-szulfat proteoglikdn termelésiikkel modositjdk mikrokdrnyezetiiket, ami

befolyasolja az ENCC-ek szubsztrathoz kotodését és vandorlasat.

Két human neurointesztinalis korkép igy a Hirschsprung-kor és az intesztinalis
neurondlis diszpldzia hatterében is bizonyitottan szerepet jatszik a ganglionléc-eredetii
sejtek vandorlasanak ¢és az ECM mintdzat kialakuldsdnak zavara. Eredményeink
igazoljak az  epithelio-mesenchymalis  kolcsonhatasok és az ECM  ezen

neurointesztinalis betegségek patogenezisében jatszott esszencidlis szerepét.
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9. SUMMARY

The enteric nervous system (ENS) develops from neural crest cells (NCC) that
migrate along the intestine, differentiate into neurons and glia, and pattern into two
plexuses within the gut wall. Congenital abnormalities of the ENS cause severe
intestinal disorders, such as Hirschsprung disease, which is characterized by the absence
of enteric ganglia along a variable length of distal intestine. However, little is known

about the role of epithelial factors in the development of ENS.

In order to clarify the role of the gut epithelium during ENS patterning, we used
the avian and mouse embryos as model systems and applied a variety of techniques,
including tissue recombination, embryonic chimeras, intestinal organ cultures,
retrovirus-mediated gene misexpression and in sifu hybridization. Shh overexpression,
achieved in ovo using Shh-encoding retrovirus and in organ culture using recombinant
protein, led to intestinal aganglionosis similar to that seen in Hirschsprung disease. Shh
strongly induced the expression of versican and collagen type IX. These results suggest
that Shh acts indirectly on the developing ENS by regulating the extracellular matrix
(ECM) components present in the embryonic gut.

In addition to chondroitin sulfate proteoglycans we have identified the heparan
sulfate proteoglycan (HSPG) proteins, including collagen XVIII and agrin as another
important regulators of ENS development. Collagen XVIII is dynamically expressed
during ENS development in the chick gut. Aganglionic hindgut leads to the loss of
collagen XVIII expression in the submucosal and myenteric area, but remains strongly
expressed in the epithelial basement membrane. The source of collagen XVIII around
the developing ENS is unknown. Neurospheres were prepared from embryonic and
adult mouse ENCC and demonstrate collagen XVIII and agrin expression within the
neurospheres. Chick-mouse intestinal chimeras show that chick ENCCs colonize the
mouse graft and produce collagen XVIII and agrin. We conclude that ENCCs modify
their microenvironment by producing multiple HSPGs which may regulate the ENCC

migration by modulating the adhesiveness of ENCCs to their substratum.

Abnormalities of NCC migration and ECM pattern formation are characteristic
of two human intestinal disorders, Hirschsprung disease and intestinal neuronal
dysplasia. Our results support an essential role for, epithelial-mesenchymal interaction

and ECM in the pathogenesis of these neurointestinal disorders.
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