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1. BEVEZETES

A bélidegrendszer a periférids idegrendszer legnagyobb onalldo egysége, a
tapcsatorna teljes hosszaban megtalalhaté neuronok és gliasejtek komplex halézata, mely
a gasztrointesztinalis traktus szamos funkciojat szabalyozza, beleértve a bél motilitasat
szama meghaladja a gerincveld idegsejtjeinek szdmat) jovoltabol gyakran ,,masodik
agyként” is emlegetik. Kisérleti munkank soran kiemelten foglalkoztunk a Hirschsprung-

c sy

kovetkeztében kialakul6 disztalis bélrendszeri agangliondzis jellemez.

Az elmult néhdny évtized kutatdsainak koszonhetéen a bélidegrendszer
fejlodésérol és miikodésérdl egyre tobb adattal rendelkeziink, ugyanakkor kevés
informacionk van az enteralis idegrendszert €rintd velesziiletett betegségek molekularis
hatterérdl és embriondlis kialakuldsuk mechanizmusarol. A bélidegrendszer zavartalan
fejlodését a ganglionléc-eredetli sejtek migracioja, proliferacidja és differencidlodasa
kozti finom egyensuly fenntartdsa, valamint a véandorld sejteket koriilvevod
mikrokdrnyezet megfeleld interakcidja biztositja. Mara szdmos, a bélidegrendszer
fejlodésében és rendellenességei patomechanizmusaban részt vevé molekularis faktort
sikeriilt azonositani: a GDNF, az Endothelin-3 és a BMP-4 mesenchymalis faktorok
jelatviteli folyamataiban bekovetkezd genetikai elvaltozasok kritikus szerepet jatszanak
a bélidegrendszert érinté velesziiletett betegségek hatterében, de bélepitheliumbol
kifejtett hatasanak szerepe is gyakran felvetddik. Mig a bélhdmban termel6dd netrinrél
ismert, hogy a vandorld ganglionléc-eredetli sejtekre kemoattraktans hatast gyakorol,

addig a Hedgehog fehérjék részvétele egyeldre kevésbé tisztdzott. Fu és munkatérsai

szerint, izolalt egér vastagbél tenyészetében a Shh gatolja a ganglionléc-eredetii sejtek
vandorlasat és differencialédasat. A bélidegrendszer eredetli sejtaggregatum
ami ellentmond a Shh mutans egerek bélidegrendszerében megfigyelt proliferacionak.
Ezt tdmogatja Reichenbach és munkatarsai zebrahal embrion végzett kisérlete, ami
szerint a Shh jelatvitelt gatlo cyclopamine kezelés a ganglionléc-eredetii sejtek
kisérletek ellentmondasos eredményei a Shh medialt jelatvitel komplex szabalyozasat

sugallja.



Munkank soran a Shh bélidegrendszer fejlédésére gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz kisérleti modellként madar és egér embriot haszndltuk. A madar embrid
konnyli hozzaférhetdsége és manipuldlhatosaga miatt lehetdveé teszi a kiilonbozé korban
izolalt bélszakaszok szervtenyésztést, a chorioallantois membrantenyésztést, az
embriondlis kimérak eldallitasat és a retrovirus-medidlt génexpressziot. Az irodalmi
adatokbol megismert kiilonb6z6 kisérleti modell embridkban kapott eltéré eredmények
szlikségessé tették a Hedgehog fehérjék receptorainak (Ptcl és Ptc2) expresszids
mintazatdnak meghatdrozasat. A Shh receptorok expresszidjanak entericus ganglionléc-
eredetl sejteken megfigyelhetd hianya és az a régota ismert tény, hogy a ganglionlécbdl
szarmaz6 idegi progenitor sejtek vandorlasa sordn a bél mesenchymalis fala serkentd,
megengedd (nem serkenti kifejezetten, ellenben mindig ott van, ahol a sejtek haladnak),
vagy gatld kornyezetet teremt felveti annak a lehetéségét, hogy az Shh gatlo hatasa nem
a bélidegrendszer sejtjein kdzvetleniil, hanem az entericus ganglionléc-eredetii sejteket

fogadd mikrokdrnyezet modositasan keresztiil érvényesiil.

Az eddigi  adatok alapjan elmondhatd, hogy Hirschsprung-korban  a

ganglionotikus és az aganglionotikus bélszakasz kozott bar megfigyelték a matrix

molekulak expresszidjanak eltérését, ennek ellenére a fehérjék pontos expresszidija,

hatadsmechanizmus, illetve fejlédésben betoltott szerepe mindmadaig nem ismert. Kisérleti

munkank maésodik részében részletesebben igyekeztiink karakterizalni a vandorld
entericus ganglionléc-eredetii sejtek és az extracellularis mikrokornyezet kozotti
kolcsonhatéast, mely kapcsan egyre inkdbb megalapozottnak tlinik, hogy az entericus
ganglionléc-eredetli sejtek nem pusztdn valaszolnak kornyezetiikre, hanem aktivan

modulaljak is azt.



2. CELKITUZESEK

A Semmelweis Egyetem Ossejt és Kisérletes Embriologia Laboratériuma
egylittmiikddve a bostoni Harvard Egyetem Gyermeksebészeti Tanszékével azt tlizte ki
célul, hogy karakterizdlja a normal és a Hirschsprung-korra jellemzd rendellenes
bélidegrendszer embrionalis fejlédését. A bélidegrendszert 1étrehozé ganglionléc-eredetii
Ossejtek tanulmanyozdsa a neurointesztinalis koérképek patologiai  hatterének
megismerésén til az Ossejtterapias kezelések jovobeni alkalmazhatosidga szempontjabol
is nagy jelentOséggel bir. Az Ossejtek fejlodését meghatarozo extracelluléris
mikrokdrnyezet nem csak a sejttranszplantaciot megeldz6 in vitro felszaporitas fazisaban
fontos, hanem a beiiltetést kovetden, a megfeleld szoveti kornyezet megteremtésében is

szerepet jatszik.

Kisérletes munkank célkitiizései a kovetkezdk voltak:

1. A ganglionléc-eredetli dssejtek vandorlasanak és differencialodésanak karakterizalasa

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

3. A ganglionléc-eredetli dssejtek mikrokornyezetét meghatarozé extracellularis matrix
expresszios mintdzatanak jellemzése a bélidegrendszer normal €s patologias fejlodése

soran.



3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran csirke (Gallus gallus domesticus, White Leghorn SPF,
Phylaxia Sanophi, Magyarorszag) és egér embriokat hasznaltunk fel, melyek korat
embrionalis napokban fejeztiik ki (E). A csirketojasokat laboratériumunk keltetégépeiben
forgatdracson inkubaltuk, 38 °C—on, 90%-o0s paratartalom mellett. Az endothelin receptor
B (EdnrB”) (EdnrbtmlYwa/J; JAX#003295), TauSt"* [Tau (Mapt) KO (az Osszes
neuron fluoreszcensen jelzett), #004779], Col18”~ (kollagén XVIII null muténs), Plp1t?
(PLP-EGFP) (az 6sszes glia fluoreszcensen jelzett), Wntl-Cre;tdTomato (Wntl1;tdT) (az
Osszes ganglionléc-eredetii sejt fluoreszcensen jelzett) transzgenikus egereket Prof. Allan

Goldstein (Harvard Medical School) laboratériumanak kozremiikddésével szereztiik be.

3.2. A mintak szovettani feldolgozasa

Az embriokbdl kipreparalt vékony- és vastagbélszakaszokbol immuncitokémiai
¢s immunfluoreszcens vizsgalatok céljabol zselatinos-fagyasztott blokkokat készitettiink.
A kipreparalt szerveket 1 ordn keresztiil pufferelt 4%-os paraformaldehidben (PFA)
fixaltuk, ezutan foszfattal pufferelt sboldatban (PBS, pH 7,2) haromszor 5 percig mostuk.
A fixalast kovetden egy éjszakan keresztiil 15%-o0s szacharéz PBS oldatdban 4°C-on
inkubaltuk. A beagyazast megel6zéen 37°C-on, 1 6ran keresztiil, 15% szachardzt és 7,5%
zselatint tartalmazo PBS elegyében inkubaltuk. A blokkokat folyékony nitrogénnel -
50°C-ra hiitott izopentanban (2-metilbutan) koriilbeliil 1 perc alatt lefagyasztottuk és a
metszetek készitéséig -80°C-on taroltuk. A zselatinos blokkokat Shandon gyartmanyu
kriotdmmal -24C°-0s munkahdmérsékleten metszettiik le. A kloronaftolos ¢és
immunfluoreszcens fénymikroszkopos feldolgozashoz a mintdkbol 12 pm-es metszeteket

készitettiink.



3.3. Immunhisztokémia ¢és immunfluoreszcencia, metszetek fényképezése,
feldolgozasa

A fagyasztott metszetekbdl a zselatin kioldasat 37C°-ra felmelegitett PBS-ben
végeztik (3-5 perc), majd a PBS-t szobahdmérsékletiire cserélve tovabb 5-7 percig
rehidraltuk. Ezt kdvetéen a metszetekre ramértiik a primer ellenanyagokat (50-80
ul/metszet). A kdvetkezd 1épésben a metszetekre biotinnal konjugalt anti-egér 1gG, anti-
egér IgM, anti tengerimalac IgG, illetve anti-nytl IgG szekunder ellenanyagot mértiink
¢s tovabbi 45 percig szobahdmérsékleten, nedves kamrdban inkubaltuk. A szoveti
endogén peroxidazok aktivitasdnak blokkolasa céljabol a metszeteket 10 percre PBS-el
3%-ra higitott H>O>-ba helyeztiikk. A mosas utan az ABC komplexet (avidin-biotin-
peroxidaz komplex) vittiik fel a metszetekre ¢€s fél oran at inkubdltuk. A kotodott
peroxidaz enzim aktivitdsat 4-chloro-1-naftollal detektaltuk. Néhany esetben a
mikroszkdpos vizsgalatokat nem metszeteken, hanem teljes béldarabokon végeztiik, mely
soran a kipreparalt béldarabra a primer ellenanyagbo6l koriilbeliil 300 pl-t mértiink réa oly
modon, hogy az a béldarabot teljesen ellepje. Az 1 6rds razogépen torténd inkubalést
kovetden a peroxidazzal jelzett anti-egér IgG szekunder ellenanyaggal szintén 1 orat
inkubaltuk. Utolso 1épésként diamino-benzidin (DAB) kromogén segitségével tettiik
lathatovd az immunreakcidt. Immunfluoreszcens festések alkalmaval a metszetek
elokészitését, valamint primer ellenanyaggal torténd inkubaldsat az immunhisztokémiai
fejezetben leirtakkal azonos moddon végeztik. Kovetkezd 1épésben szekunder
ellenanyagot (50-80 pl/metszet) mértiink a metszetekre, ami lehetett kozvetleniil
fluorokrémmal jelolt vagy biotinnal konjugalt ellenanyag. A biotinilalt szekunder
ellenanyagok bekotddésének detektalasara streptaviddinnel konjugélt fluordkromot
alkalmaztunk, mely ismételten 45 perces, fénytdl védett inkubalast igényelt. A sejtmagok
kimutatasara DAPI (4,6 diamino-2-phenylindole, dihydrochloride) reagenst hasznaltunk.
A metszeteket Zeiss Axiophot mikroszkoppal értékeltiik és a hozzacsatlakoztatott
kameréval (Zeiss AxioCam HCR) kiilonb6z6 nagyitasokon digitélis képeket készitettiink.
A konfokalis fotokat Zeiss LSM 710 tipusu mikroszkoppal készitettiik. A képek késobbi
tanulmanyozasat, szerkesztését ImageJ és Adobe Photoshop CS 7.01 tipust szoftverekkel

végeztiik.



3.4. In situ hibridizacio

A Shh jelatvitel molekulainak (Shh, Ptcl, Ptc2) génexpressziojat paraffinos
metszeteken [Cliff Tabin szivességébdl] in situ hibridizacioval vizsgaltuk. A
transzformalt E.coli sejtekben kifejeztetett plazmidokbdl, linearizalast kovetden in vitro
transzkripcidval RNS riboprobakat készitettiink és digoxigeninnel jeloltik. In situ
hibridizacidhoz kromogén szubsztratnak BM-Purple oldatat hasznaltuk.

3.5. Embriodtenyészet

Kisérleteink soran a 5 napos embridkbol izolalt kozépbelet és utobelet tartalmazo
bélszakaszt I-es tipusu kollagén alapi matrixba dgyazva 48-72 6raig tenyésztettilk. A
tenyésztést erre alkalmas tenyésztéedényekben végeztiikk (Falcon Center-Well Organ
Culture Dish). A tenyésztd talca kozepébe kollagén matrixot (700 ul DMEM-et
(tenyésztd tapoldat), 6 pul 1IN NaOH-ot és 294 ul kollagént (rat tail 3,38%)), mig a
milanyag fallal levalasztott kiilsd részbe penicillin-streptomycines PBS oldatot toltottiink.
Az embridkat a belsd kor kollagén matrixanak két rétege koz¢ dgyaztuk és 48-72 o6rara
37°C-os, sejttenyészté CO; inkubatorba helyeztiik. A kollagénbe oldva a Shh (1 pg/ml)
novekedési faktornak és inhibitordnak a cyclopamine-nak (1-3 puM), valamint a

mesenchymalis eredetii GDNF-nek (10-20 uM) a hatasat vizsgaltuk.

3.6. Chorioallantois membrantenyésztés (CAM)

A kisérleteink soran izolalt embrionalis szerveket a hosszabb ideig in vivo
koriilményekhez hasonld miliében torténd tenyésztés érdekében 9 napos csirke embriok
chorioallantois membranjara transzplantaltuk, majd az adott kisérlettdl fiiggden 7-9 napig

laboratériumunk keltetégépében inkubaltuk.

3.7. Shh-RCAS retrovirus és cyclopamine mikroinjektalasa

Kisérleteinkhez a laborban el6zetesen eldallitott, Shh-t tartalmazé Shh-RCAS
virust hasznaltuk. A kisérlet sordn Narishige markaji mikroinjektorhoz rogzitett 100 pl-
es Hamilton fecskendd segitségével, vékony tivegkapillarison keresztiil 5 napos embriok

vastagbelébe 2-5 pul Shh-RCAS retrovirus szuszpenziét vagy Cyclopamine-t (3 uM)



injektaltunk. Ezt kovetden a bélszakaszokat 9 napos embriok chorioallantois

membranjara transzplantalva tovabbi 9 napon keresztiil tenyésztettiik.

3.8. Egér-csirke testiiregkiméra

A testiireg kimérakat Nagy és Goldstein altal korabban leirtaknak megfeleléen
allitottuk Ossze. A 11.5 napos egér embriokbol kipreparalt utobélrdl eltavolitottuk a
caecumot, majd a preganglionotikus (aneurdlis) utobélszakaszt steril szénszemcsével
torténd megjelolést kovetden 3 napos (HH18 stadiumu) csirke embrio testiiregébe
transzplantaltuk. Az atiiltetést megeldzéen eldkészitettikk a fogadd csirke embriot,
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 embriodbol kipreparalt bélszakaszt tompa végli liveg pipetta segitségével
a fogad6 embrioba helyeztiik és tovabbi 9 napig inkubaltuk. (A kimérak talélési rataja
(n=9) 65-70% kozott volt.)

3.9. Idegi sejtaggregatumok beiiltetése aneuralis csirke utobélbe

A Dr. Ryo Hotta (Massachusetts General Hospital, Harvard Medical School
Boston) altal rendelkezésiinkre bocsatott Wntl;tdT egérbélbdl spontan generalt idegi
sejtaggregatumokat (neurosphere), 5 napos csirke embridbol kipreparalt utobél
proximalis szakaszaba implantaltuk. A rekombinéciot kovetden a bélszakaszokat 9 napos
fogad6 embrid chorioallantois membranjara transzplantdlva tovabbi 7 napig

tenyésztettiik, majd szovettanilag feldolgoztuk (n=25).

3.10. In vitro migracié tanulmanyozasa ,,stripe-choice assay” modszerrel

Prof. Martin Bastmeyer (Karlsruhe Institute of Technology, Germany) altal
rendelkezésiinkre bocsajtott szilikon matricak segitségével egy 6 cm atmérdjii mianyag
tenyészedényre koriilbeliil 90 pm szélességli sdvokban kontoroll (10 pg/ml laminin és 20
pg/ml fibronektin) és vizsgalni kivant extracellularis matrix molekuldkat (2 pg/ml agrin
vagy 50 pg/ml endosztatin) vittiink fel. Az extracellularis matrix savokra merdleges
orientacidban 7 napos csirke embriobdl szarmazd kozépbelet helyeztiink, majd kis
mennyiségii szérummentes, penicillin-streptomicint tartalmaz6 DMEM

tenyészmédiummal fedtiik be. Inkubaldst kovetden a tenyészethez 10 ng/ml GDNF



tartalmi DMEM-et adtunk. Az entericus ganglionléc-eredeti sejtek sdvokon torténd

migracios tavolsagat 24 ora elteltével értékeltiik.

Az entericus ganglionléc-eredetli sejtek migracios képességét Chakraborty
munkacsoportja altal leirtak szerint is megismételtik. A Wntl;tdT-eredetlii idegi
sejtaggregatumokat 20 pg/ml fibronektinnel bevont feliileten szérum-mentes DMEM-
ben, illetve 20 pg/ml funkcio-blokkold agrin antitestet tartalmazé médiumban
tenyésztettiik. A sejtvandorladst ImageJ (National Institutes of Health) szoftver
segitségével mértiik. A latoteret 8 mezdre osztottuk, melyekben az idegi sejtaggregadtum
hatdra és az attol legmesszebb taldlhatdé Wntl;tdT sejt kozotti tavolsagot mértiik.

Osszedllitisonként 3-4 idegi sejtaggregatumot vizsgaltunk.



4. EREDMENYEK
4.1. A ham eredetii Shh novekedési faktor szerepe a bélidegrendszer fejlodésében

4.1.1. A Sonic hedgehog gatolja az embrionalis vastagbél bélidegrendszerének
fejlodesét

A Shh jelatvitel bélidegrendszer fejlédésében betoltott szerepét morfoldgiai

(hisztokémia, immuncitokémia, kettds immunfluoreszcencia, konfokalis mikroszkopia),

sejtbiologiai (szervtenyésztés, retrovirus-medialt génexpresszid, migracios assay) €s

fejlddésbiologiai (chorioallantois membrantenyésztés, testiiregkiméra, mikrogyongy

beiiltetés, szoveti rekombinacid) modszereket 6tvozve vizsgaltuk.

Csirke embridbdl készitett szervtenyészetekben a Shh az entericus ganglionléc-
eredetli sejtek proliferacidjanak csokkenését és korai neurondlis iranyt differencialodasat
indukalta, ami aganglionozis kialakuldsat eredményezte. Tovabba, a Shh retrovirus-
medialta funkcionyerés in vivo disztalis aganglionozist, valamint a vastagbél proximalis
teriiletének hipoganglion6zisat valtotta ki csirke embridoban. Amikor a Hedgehog
jelatvitelt gatld cyclopamine hatdsat kovettilk nyomon (szervtenyészet, chorioallantois
membran graft), minden esetben intenziv bélidegrendszeri proliferacidt és
hipergangliondzist figyeltiink meg. A cyclopamine-nal kezelt és nem kezelt tenyészetek
esetében a bélfali simaizom differencialodas zavartalannak latszik, mig Shh hatdsara a
vastagbél radidlis szimmetria mentén torténd tagozoddsa (mucosa, submucosa, tunica
muscularis) és a simaizom fejlddése elmosddott szovettani képet mutatott. A Shh kezelés
altalanosan stimulalta a bél mesenchyma sejteinek proliferaciojat, cyclopamine kezelés

hatasara a submucosalis mesenchyma sejtjeinek osztddasa jelentdsen lecsokkent.

Megvizsgaltuk a kezelések apoptozisra kifejtett hatasat is. Az anti-kaszpaz 3
expresszids mintdzata alapjan nem fordul el6 apoptdzis az Shh vagy cyclopamine kezelt
szervek bélidegrendszerében. Mindemellett a Shh ndvekedési faktor hatisara kialakuld
disztalis utdbél agangliondzist a caecum szakaszaig megfigyelhetd korai neuronalis
differenciécio kiséri. A csirke embriobol szdrmazd megfigyeléseinket egér embrionalis

béllel végzett kisérletekkel is alatamasztottuk.
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4.1.2. A Shh bélidegrendszerre kifejtett hatasa felveti annak a lehetdségét, hogy a
morfogén receptora (Ptcl) a ganglionléc-eredetii sejtekben is kifejezodik

A Ptcl in situ hibridizaci6 és a p75/HNK-1 immuncitokémia egyiittes alkalmazasa

sem csirke, sem egér embridban nem igazolta a ganglionléc sejteken feltételezett

koexpresszidt. A Shh receptorok expressziojanak entericus ganglionléc-eredetii sejteken

megfigyelheté hianya felveti annak a lehetdségét, hogy az Shh gitl6 hatdsa nem a

bélidegrendszer sejtjein kozvetleniil, hanem az entericus ganglionléc-eredetli sejteket

fogadd mikrokdrnyezet modositasan keresztiil érvényesiil.

4.1.3. A Shh hatasa a bél extracellularis matrix mintazatdara

A Ptcl receptor expresszidjanak ganglionléc-eredetli sejteken megfigyelt hianya
azt sugallja, hogy a Shh bélidegrendszer fejlodését gatld hatasa csak kdzvetett modon, a
mikrokornyezet megvaltozasan keresztiil érvényesiilhet. Megvizsgéltuk, hogy a Shh
milyen hatast fejt ki a bélcsd matrixfehérjéinek expressziojara. Ehhez olyan matrix
fehérjéket valasztottunk, amelyekrdl irodalmi adatok alapjan mar ismert, hogy a korai
ganglionléc-eredeti sejtek vandorlasat permissziv vagy gatlo médon befolyasoljak. A
legjelentdsebb, Shh altal indukalt valtozast a gatlo hatasu kollagén IX, verszikan és CS-
56 esetében figyeltiik meg. Ezek a kondroitin-szulfat proteoglikanok csalddba tartozé
fehérjék normal esetben a bélesd belso rétegében, a leendd submucosalis mesenchyma
teriiletén fejezddnek ki, viszont Shh kezelés hatasara mind a kollagén IX mind a verszikan
expresszidja megnovekedett és a teljes bélfalban egyenletesen kiterjedt expressziot
mutatott. Ezzel ellentétben a Shh jelatvitel, cyclopamine-nel torténd gatladsa drasztikusan
lecsokkentette ezen kondroitin-szulfat proteoglikdn tipusti matrixfehérjék expressziojat,
a verszikdn és kollagén IX immunreakcidja csupan a subepithelialis mesenchymalis

régiora korlatozodott.

4.2. A ganglionléc-eredetii 6ssejtek mikrokornyezetét meghatarozo ECM
molekulik expresszios mintazatanak szerepe a bélidegrendszer normal és
patologias fejlodésében
Latva az extracellularis matrix dinamikus valtozasat kisérleti munkank masodik

részében részletesebben igyekeztiink karakterizalni a vandorld entericus ganglionléc-
eredetli sejtek és az extracellularis mikrokornyezet kozotti kolcsonhatast. A kiilonbzo
fejlodési  stddiumok  extracelluldris matrix  mintdzatanak  immunhisztokémia

Osszehasonlitdsa kozben a heparan-szulfat proteoglikanok (kollagén XVIII, agrin)
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entericus ganglionok koriili expresszios mintdzatat figyeltiik meg. A kollagén X VIII-nak
¢s az agrinnak ez a specifikus, embriondlis korban megfigyelhetd periganglionaris
expresszids mintazata posztnatalis korban is megmarad. Kimutattuk, hogy mig a kollagén
XVIII mar a vandorlas sordn legeldl haladod entericus ganglionléc-eredetii sejtek
kornyezetében is megjelenik, addig az embriondlis utobél ganglionjai koriili agrin
expresszio csak a bélidegrendszer fejlodésének egy késébbi szakaszaban, 48 oraval a
kolonizacid befejeztét kdvetden (10. embrionalis nap) azonosithato eldszor. A kollagén
XVIII és az agrin molekuldk ganglionléc-eredetii sejtekhez kothetd expresszidja felveti a
kérdést, hogy az entericus ganglionléc-eredetli sejtek sziikségesek-e a HSPG fehérjék

expresszidjahoz.

4.2.1. A kollagéen XVIII és az agrin expressziojahoz elengedhetetlen a
ganglionléc-eredetii sejtek jelenléte

Kisérletesen és genetikailag aganglionotikus (Ednrb”" null mutans egerekbdl
izolaltuk a ganglionmentes disztalis vastagbelet) modellekb6l szdrmazd adatok
egybehangzoan arra utalnak, hogy az entericus ganglionléc-eredetii sejtek jelenléte

sziikséges a kollagén XVIII és az agrin periganglionaris expresszidjahoz.

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

A CAM tenyészetekbdl és a transzgenikus embriokbol nyert in vivo eredmények
felvetik annak lehetdségét, hogy az agrint és a kollagén XVIII-at a ganglionléc sejtek
termelik. Ennek megvalaszolasara olyan csirke-egér kimérakat készitettiink, ahol 11,5
napos egér preganglionotikus utobél szakaszat 3 napos fogado csirke embrio testiiregébe
transzplantaltuk. Inkubalast kovetden a graftokbol késziilt sorozatmetszetek
immunfestése minden esetben azt mutatta, hogy a bélidegrendszer kizarolag csirke
eredeti sejtekbdl szadrmazik. Az extracellularis matrix fehérjék eredetét szintén
fajspecifikus ellenanyaggal igazoltuk. A testiiregbe iiltetett egér bélben a csirke-kollagén
XVIII és csirke-agrin tipusu extracellularis matrix a fejlodo enteralis plexusok koriil és
intragangliondrisan jelenik meg. Ganglionléc-eredetii sejtek extracellularis matrix
termelését célzd csirke embridmanipulacios kisérletek utan Dr. Ryo Hotta (Massachusetts
General Hospital, Harvard Medical School Boston) szivességébdl rendelkezésiinkre

bocsajtott 3 hetes Wntl;tdT egér béltraktusabol eldallitott idegi sejtaggregatumokat

crer
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9 napos fogadd embrid chorioallantois membranjan tenyésztettiik. Csaktigy, mint csirke
embridban az egér eredetli entericus neurondlis dssejtek is kollagén XVIII-at és agrint

termelnek.

Annak meghatidrozasara, hogy a posztnatilis bélben késobb melyik
bélidegrendszeri sejttipus képes heparan-szulfat proteoglikdnokat termelni Plp1©tP
(minden entericus glia zold pozitivitdst mutat) és Tau®t?’* (minden entericus neuron zold
pozitivitast mutat) transzgenikus egerek vékony és vastagbél bélidegrendszerébol
létrehozott fluoreszcensen jelolt idegi sejtaggregatumokat tenyésztettiink. a PLP1"
gliasejtek kollagén XVIII-at és agrint is expresszalnak, mig a Tau" entericus neuronok

csak agrint termelnek.

4.2.3. Az agrin és a kollagén XVIII hatasa az entericus ganglionléc-eredetii sejtek
vandorlasara

Munkank sordn in vitro sejtmigracios (stripe-choice assay) analizissel vizsgaltuk
a két heparan-szulfat proteoglikdn fehérje funkciojat. Kisérleteink alapjan az agrin
gatlo hatassal bir a vandorld entericus ganglionléc-eredetii sejtekre, igy feltételezhetd,
hogy a végsd helyzetilket mar elért, differencialodd, neuron vagy glia irdanyban
elkotelezett sejtek tovabbi vandorlasat akadalyozza meg. Az extracellularis matrix
fehérjék a membranhoz kotott receptoraikon keresztiil kozvetleniil, vagy a szoveti
ganglionok teriiletén csak a disztroglikant sikeriilt, mint agrin receptort azonositani, mig
a MuSK-receptor kizardlag a simaizomsejteken jelent meg. A kollagén XVIII bar
tdmogatja az entericus ganglionléc-eredetli sejtek vandorlasat, jelenléte a Coll8a”~ egér
fenotipusa alapjan nem esszencidlis, hidnyat feltehetéleg mas permissziv hatasa
extracellularis matrix molekula képes kikiiszobolni. A két heparan-szulfat proteoglikan
eltérd funkcidja magyarazatul szolgdlhat az expressziés mintdzatukban megfigyelt

1d6ébeli eltérésére.

A Wntl;tdT egérbdl szarmaz6 idegi sejtaggregdtumokat agrinnal bevont felszinen
tenyésztettik, az embriondlis sejtekhez hasonléan a posztnatalis idegi
sejtaggregatumokbdl sem tapasztaltuk az entericus ganglionléc-eredetli sejtek
kivandorlasat. Wntl,tdT egérbol szdrmazo idegi sejtaggregdtumok metszetein Sox10 és
Phox2b koexpresszidjuk alapjan azonositottuk a differencidlatlan, progenitor sejteket.

Kimutattuk, hogy a kettdsen pozitiv sejtek nem expresszaltak agrint, viszont a
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Phox2b+/Sox10- neuron és a Phox2b-/Sox10+ glia prekurzorokat agrin expresszio
jellemzi. Az agrin gatlasa tehat nem a differencidlatlan progenitorok, hanem elsdsorban
a vandorlasi potencidljukat fenntartott, elkotelezett prekurzornak —tekinthetd

sejtpopulaciok idegi sejtaggregatumokbol torténd kivandorlasat fokozta.
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5. KOVETKEZTETESEK

Ex vivo szervtenyészet €s in vivo embriomanipulacios kisérleteink szerint, a
Hirschsprung-korra  jellemzd  bélidegrendszeri  rendellenesség  kialakulasaban

meghatdroz6 szerepe van a hdm-mesenchyma eredetti extracelluléris kolcsonhatasoknak.

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

eredetli dssejtek felszinén.

2. Egér és csirke embrionalis bélbdl inditott szervtenyészetekkel €s retrovirus medialt

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

crer
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befolyésolja a bélidegrendszer fejlodését.

3. A mesenchyma ECM 0Osszetételét célz6 komparativ immuncitokémiai ¢és
embriémanipulaciés vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a bélidegrendszert 1étrehozé
ganglionléc-eredetli dssejtek a tenaszcin fehérjén kiviil, kollagén XVIII-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 tipust fehérjék komplex modon szabalyozzdk a ganglionléc-eredetii

Ossejtek vandorlasat: a kollagén XVIII elésegiti, az agrin pedig gatolja migraciojukat.

Eredményeink alatamasztjak a ganglionléc-eredetli dssejtek autondm szerepét,
ami szerint a differencidlodo 6ssejtek nemcsak a kornyezetiikbdl érkezd impulzusokra
reagalnak, hanem aktiv szerepldként extracelluldris matrixot termelve, sajat
mikrokornyezetiilk kialakitdsaban is részt vesznek. A ganglionléc-eredetii sejtek
extracellularis matrix termeld funkcidjanak ismerete elengedhetetlen a hatékony Ossejt-

terapidk kidolgozasakor.
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