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1. BEVEZETES

Ma a fejlédéstan, az ssejtbioldgia és a genetika egyilittes fejlodése vezetd szerepet
tolt be a biomedicindlis kutatasban. A mesterséges intelligenciaval tdmogatott
mikroszkopos képalkotas ¢és a sejt szinti RNS-szekvenalds technolédgidja
forradalmasitjdk az embryo szervezddésének megértését. Osszehangolva a kiilénbozo
tudomanyteriiletek eredményeit, megoldasokat kinalnak a korabban meg nem valaszolt
kérdésekre €s ez nem csak a kutatokat, hanem a hétkdznapi embert is foglalkoztatja,
hiszen nagy reményeket fliziink ahhoz, hogy az dssejtterapia €s a regenerativ gyogyitas
hamarosan mindenki szdmara elérhetévé valik.

A sejtmigracios folyamatok hibédi az embryonalis fejlédés minden szakaszaban
sulyos defektusokhoz vezetnek, és olyan drasztikus kdvetkezményekkel jarnak, mint a
magzati lethalitas vagy a sziiletés utan megjelend abnormalitasok, amelyek hozzéajarulnak
tobb szervrendszert is érintd szindromak kialakuldsahoz. A komplex fejlédési
rendellenességek hatterében zajld hibas sejtvandorlast célzdé kutatdsok olyan
modellallatok alkalmazasat igénylik, amelyekben az emberi szervezethez hasonlo
mechanizmussal torténnek a sejtmigracios események ¢€s a kisérletes manipulalhatosaguk
lehetdvé teszi a hattérben miikodd cellularis és a molekuléris szabalyozasok feltarasat.
Csirke embryokon végzett embryomanipulacidos modszerekkel igazoltak eldszor, hogy az
intenziv migraciot végzo ganglionléc sejtek hozzak 1étre a bélidegrendszer neuronokbol
¢és gliasejtekbdl allo komplex halozatat (Yntema & Hammond 1954). A ganglionléc
eredetli dssejtek kisérletes eltdvolitasanak kdvetkeztében a bélidegrendszer nem jon létre
(Goldstein et al., 2013; Schneider et al., 2019). Zebradanid, csirke, egér és tengerimalacok
felhasznalashaval végzett vizsgadlatok alatamasztottdk, hogy a bélidegrendszer
szabalyozza a bélmozgést, az enterdlis transzportfolyamatokat és a szekrécids
mikodéseket (Brookes, 2001; Heanue et al., 2016).

A bélmozgas-problémak hatterében leggyakrabban a bélidegrendszert érintd
fejlodési rendellenességek allnak (Goldstein et al., 2016; Rao & Gershon, 2018 Kang et
al., 2021). A legjobban karakterizalt, viszonylag gyakori el6forduldsa (1:5000)
velesziiletett patologias elvaltozas a congenitum megacolon, vagy Hirschsprung-kor,
amelyet a colorectum valtozd hosszusagu ganglionmentessége jellemez. Az érintett
vastagbél szakasz folymatos izomfesziilése passzazszavart vagy bélelzarddast okoz,

ennek kovetkeztében a bél proximalis szakasza a felgyiilemld széklet miatt kitagul. A
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Hirschsprung-korban szenvedd csecsemok sok esetben fejletlenek maradnak és roviddel
a sziiletésiik utan a tagult has, a bélgyulladas, a kronikus székrekedés és az epés hanyas
tiineteit mutatjak. A korkép kialakuldsat a bélidegrendszert 1étrehozd ganglionléc sejtek
a patomechanizmushoz a bél distalis részét beidegz6 nagyszamu, hypertrophicus extrinsic
idegrost jelenléte is hozzajarul (Holland et al., 2010). Jelenleg a betegség egyetlen
kezelési modja az érintett bélszakasz sebészi eltavolitdsa, azonban sok esetben a
paciensek életmindsége nem javul a miitétet kovetden sem, ami indokolja az alternativ
gyogymodok kifejlesztésének sziikségességét. A bélidegrendszert 1étrehozo Ossejtek
1zolalasa, felszaporitasa €s a sériilt teriiletre torténd transzplantacidja egy 1j, hatékony
megoldast jelenthet a betegség gyogyitdsaban, amelyhez ismerniink kell a betliltetett
sejtek és a fogado szovet tulajdonsagait (Kapur, 2009; Goldstein et al., 2016).

Az elmult években jelentds eldrelépések torténtek a sejtvandorlast irdnyitd
szabalyozd események molekuldris alapjainak megértésében. Megfigyelték, hogy a
novekedési faktorok, valamint a kemokinek a kiilonbozd sejtek, szovetek és szervek
fejlodési folyamataiban hasonl6 szerepet toltenek be (Hynes & Lander, 1992; H. Xu et
al., 2023). A C-X-C kemokin ligand 12 (CXCL12) és receptora, a C-X-C kemokin
receptor 4 (CXCR4) kiemelkedik szertedgazo szerepével. A molekulaparos funkciojanak
feltarasakor elsoként a CXCR4-CXCL12 jelatvitel T- és B-lymphocytaforgalom
folyamataiban betoltott elengedhetetlen szerepét bizonyitottak emldsdkben (Beck et al.,
2014). Tovabbi laboratériumi kutatdsok kimutattdk, hogy a CXCR4-CXCL12
molekulaparos felelds a primordialis csirasejtek, a melanoblastok, a vérképzd dssejtek,
az aortafal simaizom sejtjeinek, a sziv ganglionléc sejtjeinek megfeleld vandorlaséaért,
illetve, hogy a cranialis és a torzsi ganglionléc sejtek szintén a CXCL12 gradiens hatdsara
vandorolnak és hozzak 1étre a szimpatikus ganglionokat (Olesnicky Killian et al., 2009;
Kasemeier-Kulesa et al., 2010; Escot et al., 2013). Bar a CXCR4-CXCL12
szignalizaciordl bebizonyitottak, hogy fontos szerepet jatszik a neurogenezisben azaltal,
axonalis projekcidt a kozponti és a periférias idegrendszerben, amit a szakirodalom
szintén ,,sejtvandorlasként” definial (Doitsidou et al., 2002; Belmadani et al., 2005;
Lieberam et al., 2005; Odemis et al., 2005; Tanaka et al., 2010; Cheng et al., 2017), a

bélidegrendszer fejlédésében betdltott szerepérdl még nincsenek adatok.
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1.1. A bélidegrendszer morfogenezise és funkcidja

1.1.1. Az intrinsic bélidegrendszer

A bélidegrendszer a periférias idegrendszer legnagyobb alegysége, amely az
oesophagustol a rectumig terjedd, belsé (intrinsic) és kiilsd (extrinsic) kompartmentekre
oszthatd héaldzat. Ez a nagy kiterjedésii autonom egység felelds a bélmozgas, a lokalis
vérataramlas, a mucosalis transzport és szekrécio, a barrier funkciok fenntartasaért, illetve
anormal bélflora, az immun €s endokrin feladatok szabalyozasaért (Goldstein et al., 2013;
Schneider et al., 2019). A belsd bélidegrendszer elemei két koncentrikus ganglionalt
gylrlibe szervezddnek, amelyek osszekottetésben vannak intergangliondris idegrostokon
keresztiil. A bélfal korkords €s hosszanti simaizomrétege kozott a plexus myentericus
(Auerbach-féle plexus), a korkoros simaizomréteg lumendlis oldalan a plexus
submucosus talalhato, amely tovabbi egy kiilsé (Schabadasch-féle plexus) és egy bels6
(Meissner-féle plexus) ganglionalt idegfonatbol all (1. abra, A, B, C). A colorectalis
szakaszon a submucosa lumenaris részén gyakran megfigyelhetd egy harmadik plexus, a
plexus tertius (Nagy et al., 2007, 2012; Zhang et al., 2010) (1. abra, C). A plexus

submucosus az oesophagus teriiletén hidnyzik (Timmermans et al., 2001).

E12 utobél €5 s+ plexus - mesenferium .
’ osszanti
Remak- plexus submucosus submucosa simaizom
i submucosus
= lamina .\ plexus submucosus
plexus muscularis ” {Meissner)

myentericus ff* mucosae

AV serosa/

epithelium adventitia plexus myentericus
¢ (Auerbach)

korkoros

simaizom

epithelium

submucosa o’

A £r0 ) 7
v A 40 S simaizom ==
By o~ ‘/ T sl I 7 ?
inter- % Rt /A N

y, ganglionaris

lam submucosalis
. mucosa . | -
idegrost c muscularis mucosae arteriolak

T U J 1/ / mucosalis idegfonat

W - -

1. dbra. A colorectilis bélidegrendszer szovettani felépitése. A) A 12 napos (E12) csirke
embryondlis colorectum kozéps6 szegmensének keresztmetszetén elvégzett fluoreszcens
immuncitokémia mutatja, hogy a B-III tubulint (TUJ1) tartalmaz6 neuronok és az agyi zsirsavkotd
fehérjét (BFABP) kifejezd enteralis gliasejtek mar embryonalis korban kirajzoljak az intrinsic
bélidegrendszeri plexusokat. B) A plexus submucosus ganglionjaiban az ELAV neuron specifikus
RNS kot6 fehérje (HU) immunpozitivitdsu neuronalis sejttestek szoros kapcsolatban allnak a
BFABP tartalmu gliasejtekkel. C) A sematikus abra az emberi szervezet béltraktusanak
keresztmetszetét (felsd abra) és annak falszerkezetét mutatja rétegekre lebontva. Az dabrak
forrasa: A, B) sajat készitési képek; C) Janig, 2022, modositva.
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A Dbélidegrendszer tobb, mint 100 millid6 idegsejtb6l all (meghaladva a
gerincveloben talalhatd neuronok szamat), és a funkcidjuk szerint 18 altipusba
kategorizalhat6 enteralis neuronok szdmos olyan neurotranszmittert termelnek, amelyek
a kozponti idegrendszerben is jelen vannak, valamint képes a kdzponttol fliggetlen
miikddésre is, igy a bélidegrendszer joggal szolgal ra — a manapsag hasznalt hangzatos —
»masodik agy” jelzdére (Brookes, 2001; Schemann & Williams, 2005; Goldstein et al.,
2013; Schneider et al., 2019). Az enteralis neuronok 4 f6 osztalyat a neuronok
morfologiaja, vetiilete, elsddlegesen kimutathaté ingeriiletatvivé anyagai, valamint
fiziologiajuk alapjan hataroztdk meg, igy elkiilonithetdek: moto- és szekretomotoros
neuronok, interneuronok, intrinsic primer afferens neuronok (IPAN) és intesztinofugalis
neuronok. A tunica mucosat és a lamina muscularis muscosaet a plexus myentericus
serkentd €és gatl6 motoneuronjai idegzik be. A propulziv reflexek kivitelezését a fel- és
leszalld interneuronok végzik. Az IPAN nagy csoportjdba mucosalis kemoszenzoros
neuronokat, mechanoreceptorokat vagy a motilitasi reflexek beinditasat végzé nyulasra
érzékeny neuronokat soroljak (Furness, 2000; 2006). A plexus submucosus
szekretomotoros neuronjai a viz- ¢és elektrolit kivalasztds egyensulyat lokalis
reflexkorokon  keresztiil koézponti irdnyitds mellett szabalyozzdk. A gyomor
szekretomotoros neuronjai a parietalis sejtek gyomorsav, és a fosejtek pepszinogén
termelését befolyasoljak, illetve a submucosalis arterioldk vazodilataciojat iranyitjak. A
gyomor-bél traktus enteroendokrin sejteit is a submucosa szekretomotoros neuronjai
latjak el rostokkal (Brookes, 2001; Costa, 2000; Furness, 2000; Spencer & Hu, 2020).

A neuronok mellett a gliasejteknek is nagy jelentésége van a normal
bélidegrendszeri feladatok elldtasdban. Morfologidjuk és intra- vagy extraganglionaris
elhelyezkedésiik alapjan az enteralis glia 6 fO tipusat hataroztdk meg: a myentericus
plexus neuronjainak sejttestével kapcsolatban all6 (Imp) és a submucosalis plexusok
neuronjainak sejttestével kapcsolatban 4ll6 glia (Ismp, 1. 4bra, B), az idegrostokhoz
asszocialt myentericus glia (II), az idegrostokhoz asszocialt extraganglionaris glia a
myentericus €s a submucosalis plexusok szintjén (IIImp/smp), a mucosalis glia (ITlmucosa),
végiil a simaizom rétegek idegrostjaihoz asszocalt gliasejtek (IV). Erdekes médon az
egyes glia tipusok kialakulasat els6sorban a kornyezeti jelek hatarozzak meg, példaul a
mucosalis glia a kozos enteralis glia populaciobdl a mikrobiombdl szarmazo szignalok

hatdsara vandorol a rendeltetési helyére (Seguella & Gulbransen, 2021). A gliasejtek €s
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az enteralis neuronok kozotti jelatviteli mechanizmusok befolyasoljak a
gasztrointesztinalis reflexeket, a szenzoros funkcidkat és a bél-agy kommunikécioban is
fontos szerepet jatszanak (Kaelberer et al., 2018). Ezenkiviil az enteralis glia és az
immunsejek kozotti kétiranyl kommunikécio hatdssal van a bélrendszer homeosztazisara
(Seguella & Gulbransen, 2021).

Déra és munkatarsai ravilagitottak arra, hogy a bélidegrendszer ideg-, ¢és
gliasejtjein  kiviill egy harmadik sejtpopulacié is Iétezik a ganglionokban: az
intraganglionaris makrofagok, amelyek mieloid sejtvonalbol szarmaz6, makrofag jellegti
sejtek (Dora et al., 2018). Az intraganglionaris makrofagok kozvetleniil érintkeznek az
enteralis neuronokkal, valamint gliasejtekkel €s szerepiik van az extracellularis matrix
(agrin és kollagén 1V), tovabba a glia talpak altal alkotott vér-bélidegrendszer barrier
integritadsanak megvaltozasaval jar6 gyulladasos folyamatokban (Dora et al., 2021).

A myentericus és submucosalis plexusok enteralis neuronjai lokalis reflexkoroket
alkotva képesek a kozponti idegrendszertdl fiiggetleniil miikddni €s szabalyozni a bélfal
vérellatasat (Kirchgessner és Gershon, 1990; Schneider et al., 2019). Ez a belsd neuralis
kor polarizalt, ezaltal egészséges koriilmények kozott emberben a béltartalom kizardlag
aboralis irdnyban mozog. Azaltal, hogy a bélben athaladé taplalék a bél fesziilését idézi

eld, a kivaltasi ponttdl rostralis irdnyban 1év0 bélszakasz simaizomzata a felszallo palyak

crer

crer

halad a perisztaltikus reflexnek koszonhetéen (Bayliss, 1899). A masik neurogén
0sszehuzodasi mintdzat a szegmentacids kontrakcid, ami oda-vissza keveri a béltartalmat
a megfeleld emésztés €s a tapanyagok hatékony felszivodasanak eldsegitésére (Fung &

Vanden Berghe, 2020).

1.1.2. A bélidegrendszer extrinsic beidegzése a kismedencei régioban

Az autondm idegrendszernek fontos szerepe van a test homeosztazisanak valtozo
koriilmények kozott vald fenntartdsdban. Az autoném idegrendszer két f6 részét — a
paraszimpatikus €s a szimpatikus idegrendszert — a gaszrointesztinalis traktus esetében
egy harmadik egység egésziti ki, a bélidegrendszer, amely a korabban emlitett
intramurélis plexusokbdl all. A kismedencei régioban a distalis vastagbélszakasz

beidegzéséért elsésorban az intrinsic bélidegrendszer felelds, ezt modulélja a szimpatikus

10



DOI:10.14753/SE.2025.3071

€s a paraszimpatikus periférids elemek altal 1étrehozott extrinsic idegfonat, a plexus
pelvicus. Az extrinsic (szimpatikus és paraszimpatikus) utvonalak nagymértékben
befolyésoljak a bélmiikddést, hatasuk nagy része kozvetetten az enteralis neuronalis
gerincvel6i szakasz szimpatikus preganglionaris neuronjai (a gerincveld cornu
lateralisbol) szinaptikus kapcsolatot 1étesitenek a prevertebralis ganglionok (ganglion
(ggl.) mesentericum superius et inferius) €s a kismedencében elhelyezkedd plexus
pelvicus posztgangliondris idegsejtjeivel, amelyek a distalis vastagbél szimpatikus
beidegzését adjak. Ez a szimpatikus hatas lassitja a bélmotilitast és csokkenti a bél
szekrécios folyamatait (Furness et al., 2014). A paraszimpatikus preganglionaris
neuronok a sacralis gerincveld intermediolateralis sziirkeallomanyabdl szarmaznak,
szinaptizdlnak a plexus pelvicus posztganglionaris idegsejtjeivel és az intrinsic
bélidegrendszer ganglionjaival (2. dbra). A paraszimpatikus hatas fokozza a motilitast és
a mirigyelvalasztast. (Furness et al., 2014; Niu et al., 2020; Spencer & Hu, 2020). Egy
nemrégiben kozolt feltételezés szerint azonban a distalis vastagbélbe vezetd sacralis
autonom rostok valdjaban sajatos funkcidju szimpatikus idegrostoknak tekinthetdek
(Espinosa-Medina et al., 2016; Sivori et al., 2024). A distalis vastagbél és a végbél
autondm beidegzése felelos a székletkontinencia fenntartdsdért €s szabdlyozza a

bélidegrendszer altal regulalt perisztaltikat és székletiiritést (Browning & Travagli, 2014).

. ggl. coeliacum 2. abra. A human kﬁZpOllﬁ
. ggl. mesentericum superius . 4
. ggl. mesentericum inferius 1d,egrendszer es o a
. plexus hypogastricus superior|  bélidegrendszer kozotti
. plexus hypogastricus inferior . e y ,
= plexus pelvicus kolcsonhatast bemutato
_ _ sematikus illusztracio.
. n. splanchnicus major . . .
. n. splanchnicus minor A piros vonalak a szimpatikus,
. nn. splanchnici lumbales k rk 1 k
. n. hypogastricus a . € . vonala a
- nn. splanchnici pelvici paraszimpatikus  természetii
2 idegrostokat szemléltetik.
o
2 . .
Lé“ g T, thoracalis; L, lumbalis; S,
3 E sacralis gerincveldi szegmens
sk
5 (gv)-
=

Az abra  forrdsa:  sajat
keszitesui abra Felten et al.,
— szimpatikus 2003, Keast, 2006 és Furness
— paraszimpatikus | et al., 2014 alapjan.
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1.1.2.1. A plexus pelvicus (plexus hypogastricus inferior)

A kismedencei szerveket a plexus hypogastricus inferior, vagy mas néven a plexus
pelvicus idegrostjai innervaljadk. A kétoldali nervus (n.) hypogastricus a plexus
hypogastricus superiorbdl ered, ami a plexus aorticus-szal és a ggl. mesentericum
inferiorral van 6sszekottetésben. A kétoldali n. hypogastricusok a plexus hypogastricus
inferiorokban folytatodnak. A plexus hypogastricus inferiorok (mas néven plexus
pelvicusok) haromszog alaku, extraperitonealis helyzetli plexusok, amik létrehozzék a
plexus vesicalist, a plexus rectalis mediust, tovabba férfiaknal plexus prostaticust, n6knél
a plexus uterovaginalist (Mauroy et al., 2007; Rothlisberger et al., 2018) (3. abra, B). A
kistestli allatokban, igy egérben (Wanigasekara et al., 2003) vagy patkdnyban (Arellano
et al.,, 2019) prominens kismedencei ganglionok alakulnak ki, amik az alsé n.
hypogastricushoz kapcsolddnak. Nagyobb testii gerincesekben, mint csirkében (Teillet,
1978; Nagy et al., 2007), a kutyakban (Li & Masuko, 2001), ¢és az emberi (Tekenaka et
al., 2005) szervezetben is plexusok formalddnak, amelyekben kisebb ganglionokat
idegrostok kotnek 6ssze egymadssal (3. abra, B). Emberi szervezetben a plexus pelvicus a
distalis vastagbélbdl a colon sigmoideumot €s a rectumot innervalja, a plexus pelvicusbol
eredd rostok a korkords €s a hosszanti simaizomréteg kozott futnak €s szinaptizalnak a
plexus myentericus-szal (Gonella et al., 1987). A plexus hypogastricus inferiorhoz
(plexus pelvicushoz) a n. hypogastricus, a nn. splanchnici lumbales (a truncus
sympathicusb6ol, T10-L2 gerincveldi szintrél) és a nn. splanchnici pelvici (S2-4
gerincveldi szintrél) adnak afferentaciot (Mauroy et al., 2007) (2. abra). Mivel a plexus
pelvicus a sacralis gerincveldbdl szarmazo (definicio szerint paraszimpatikus) bemenet
mellett a felsé lumbalis gerincveldi szintekrdl szimpatikus bemenetet is kap (Keast,
2006), ezért kevert funkcidjinak, szimpatikusnak és paraszimpatikusnak is tekinthetd
(Keast, 1995). 2016-ban Espinosa-Medina és munkacsoportja egér €s csirke embryokon
végzett ontogenetikai vizsgélatai alapjdn a sacralis innervaciét szimpatikusnak
mindsitették a neuronspecifikacioért felelds transzkripcios faktorok jelenléte alapjan
(ISLET1, GATA3 és a HANDI). A paraszimpatikus idegrendszer periférids részéhez
eszerint a vélemény szerint kizarolag az agyidegek visceromotoros komponensei
jarulnanak hozza, a szimpatikus idegrendszer pereifarias része pedig a thoracolumbalis

¢s a sacralis gerincvel6i idegek vegetativ rostjaibol allnak (Espinosa-Medina et al., 2016).

12
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A bélrendszer extrinsic ellatdsat tekintve az egerek pelvicus ganglionjaihoz
hasonldan a madar plexus pelvicus extrinsic innervaciot biztosit a distalis utobél szamara
(Nolf, 1934 ; Nagy et al., 2007) , amelyhez a praeaorticus plexus, a pelvicus viscealis
idegek, a medialis gerincveldi paravertebralis torzsi, valamint a Remak-ganglion rostjai

csatlakoznak (Browne, 1953).

1.1.2.2. A Remak-ganglion

A madarak — az emlds6kben mar jol ismert — prevertebralis szimpatikus
ganglionjaik mellett rendelkeznek egy tovabbi, morfologiailag is jol elkiilonithetd,
autonom idegtorzzsel, amelyet a lengyel-német embryoldgus, fizioldgus és neuroldgus
Robert Remak 1847-ben — mint a bélhez asszocialddo ganglion — ,,nervus intestinalis”-
ként irt le (Remak, 1847). A késébbiekben Remak-ganglionként ismert struktira, az
embryonalis fejlodés végére 30-45 kiilonb6z0 méretii gangliont tartalmaz, ami a
mesorectumban €s a mesentériumban végig, a colorectum, a coecum (ahol kapcsoldodik a
plexus coeliacumhoz) és a vékonybél dorsalis oldalan a cloacat6l a duodeno-jejunalis
junctioig talalhaté meg (Allan & Newgreen, 1977; Nolf, 1934). A n. vagus, a ggl.
coliacum, a ggl. mesenterica superior €s a plexus pelvicus rostjai is elérik ezt a lancolatot,
valamint fejlédés kozben mar kommunikalnak a praeaorticus plexussal (Nolf, 1934;
Browne, 1953; Yntema és Hammond, 1954), illetve a paravertebralis szimpatikus idegek
szintén belépnek az ideg dllomanyaba (Bennett és Malmfors, 1970). Az elektrofiziologiai
¢s farmakoldgiai vizsgalatok a Remak-ganglion bélmotilitdsban betoltott szerepét
bizonyitottdk. Elektromos ingerlése a végbél izomzatanak kontrakcidjat valtotta ki,
atropin alkalmazasa részben vagy teljesen gatolta az izomdsszehizodas valaszat. A
cholinerg hatast a Remak-ganglion az entericus neuronoktdl kapja, hasonlé moédon az
emldsok praevertebralis neuronjaihoz (Komori et al., 1984, 1988). Kiterjedt vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a mar kikelt allatok ideglancolata tartalmaz tirozin-hidroxildzt vagy
calbindin kdlciumkoté fehérjét, illetve B-endorphin immunreakcidét mutaté neuronokat
(Lunam, 1993). Nem-adrenerg, nem-kolinerg (nonadrenergic noncholinergic (NANC))
gatld posztganglionaris rostok elhagyjak a Remak-gangliont a nagyobb caudalis 4gakon
keresztiil, amik a végbél izomzatat idegzik be (Komori & Ohashi, 1982). A Remak-
ganglion vazoaktiv intesztinalis neuropeptidet (VIP) expresszald rostokat is tartalmaz,

amely az egész bélrendszer intramuralis ganglionjaiban kifejezddnek ¢és a bursa

13
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Fabriciiben is kimutathatok. A VIP jelenléte a myentericus plexus gatldé neuronjaiban és
a submucosalis szekréciés motoneuronokban egyrészt gatolja bél simaizomzatanak
Remak-ganglionban is kimutathatd P-anyag (substance-P, SubP) a tachykinin csaladba
tartoz6 neurotranszmitter, amely fontos a gasztrointesztindlis traktus normal fiziologiai
funkcioinak fenntartdsaért, a simaizmokra és a szekréciora kifejtett excitatoros hatdsan
keresztiil (Liu et al., 2009). A plexus pelvicushoz hasonldan - a szimpatikus neuronokra
jellemzd transzkripcios faktorokat expresszalja (ISLET1, HAND1) (Espinosa-Medina et
al., 2016). A Remak-ganglion, egyiitt a plexus pelvicus-szal a korabban emlitett plexus

hypogastricus inferiornak feleltethetd meg (Liu et al., 2007) (3. 4bra, A).

bursa
Fabricii

plexus Raril ComriRieans / oy [ Plexus hypogastricus superior

|Remak-ganglion pelvicus

risei r
9 n. hypogastricus

Plexus hypogastricus

colorectum ureter allantois

Plexus prostaticus
Plexus corporis cavernosi penis |

A B

3. abra. A kismedencei szerveket beidegzo plexus pelvicus és a Remak-ganglion szerkezete.
A) A madarakra jellemz6 Remak-ganglion a plexus pelvicus folytatasa, 6sszességében a human
plexus hypogastricus inferiorral egyezik meg. B) A humdn kismedencei szervek plexus
pelvicusbol kiinduld vegetativ beidegzésének Osszefoglald dbrazolasa egy férfi situs példajan, a
jobb oldali os coxae eltavolitasa utan. Az abrak forrdasa: A) Nagy et al., 2007 utan modositva; B)
Scheuerer & Raab, 2016, modositva.

1.1.3. A bélidegrendszer embryonalis fejlodése

1.1.3.1. A ganglionléc sejtek populaciéi és differencialédasa
A bélidegrendszert alkoté neuronok és gliasejtek egy atmeneti multipotens Ossejt
populaciobdl, a ganglionlécbdl (crista neuralis) szarmaznak. A ganglionléc sejtek a feji
szegmens zarddo veldcsévének veldreddi teriiletérdl €s a zarddott caudalisabb (torzsi)
vel6csd szakasz dorsalis részérdl epithelio-mesenchymalis tranzicidé révén levalnak a
neuroepitheliumrol és meghatarozott vandorléasi utvonalakon elérik a célszerveket, ahol

valtozatos sejttipusokat alakitanak ki (Bronner & LeDouarin, 2012). A ganglionléc sejtek
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felfedezése 150 évre nyulik vissza ¢s Wilhelm His svéd anatoémus nevéhez fiizodik, aki
csirke embryoban azonositotta eldszor a veldlemez és a ,nem-ectoderma” hataran
lokalizalodo sejtcsoportot, ami képes a feji €s gerincveldi ganglionok kialakitasara (His,
1868). Késdbb zebradanié (Rocha et al., 2020), egér (Trainor, 2005) és emberi (Srinivasan
& Toh, 2019; Thomas et al., 2008) embryokban is azonositottak ezt a sejtpopulaciot. A
szomitak cranio-caudalis tagozoddsa mentén: cranialis, cervicalis, torzsi és lumbo-
sacralis ganglionléc populaciokat, amelyek kiilon-kiilon meghatarozott, sajat migracios
utvonallal, differencidciés potencidllal és génexpressziés profillal rendelkeznek
(Bronner-Fraser, 1993; 2012; Nagy & Goldstein, 2017) (4. abra).

A bélidegrendszer fejlodése szempontjabol kiemelten fontos, az els 7 szomitapar
magassagaban kialakuld, a veldcsd cervicalis szakaszabol szarmazo ganglionléc
populacid. Csirke embryokon végzett ganglionléc ablatios kisérletekkel igazoltak elészor
az intesztindlis traktus intrinsic idegrendszerének ganglionléc eredetét (Yntema &
Hammond, 1954). Csirke-fiirj, illetve csirke és zold fluoreszcens fehérjét expresszalo
(green fluorescent protein, GFP) transzgenikus csirke kimérak l1étrehozasaval hataroztak
meg, hogy a cervicalis ganglionléc hozza létre a bélidegrendszeri prekurzorok dontd
tobbségét (Le Douarin & Teillet, 1973; Nagy et al., 2012). A vel6csd cervicalis
szakaszabol szarmaz6 ganglionléc sejtek funkciondlisan tovabbi alcsoportokra: az 1-3.,
illetve a 4-7. szomitaparok magassagabol kilépd ganglionléc populacidkra oszthatok. Az
1-3. szomita szinten tovabbi két csoportot azonositottak a dorso-lateralis, illetve a
ventralis utvonalon migral6 sejtekét (4. abra). A 10. Hamburger-Hamilton stadiumu
(HHI10, a fertilizacidt kdvetd 2. embryonalis napnak (E2) felel meg, amikor az embryo
10 szomitaparral rendelkezik (Hamburger & Hamilton, 1992)) csirke embryoban
(egérben 8,5. embryondlis nap) a sziv telepéhez és a 3. garativhez dorso-lateralisan
vandorlo, ugynevezett cardialis ganglionléc sejtek hozzék 1étre a truncus aortico-
pulmonaris teriilet szeptumait, a paraszimpatikus cardialis neuronokat és gliasejteket,
illetve a myocytakat (Stoller & Epstein, 2005). Az emlitett populdcié vandorlasat a
CXCR4 receptor irdnyitja a garat €s a sziv mesenchymajaban kifejez6dé CXCL12
hatasara (Escot et al., 2013). A ventralis Gtvonalon haladoé sejtcsoport — amely CXCR4
negativitast mutat (Tang et al., 2021) — a HH13 stddiumban indul meg a veldcsd dorsalis

részérdl, kialakitva a nyel6csd és a gyomor faldnak ganglionjait, valamint az elébél
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bélidegrendszerét (Kuo & Erickson, 2010; Nagy & Goldstein, 2017). Ugyanez a
sejtcsoport Schwann-sejt prekurzorokként, eldszor a n. vagus paraszimpatikus
ganglionjait kolonizéalja (innen ered az angol szakirodalomban olvashat6 ,,vagalis”
ganglionléc elnevezés), ahonnan majd a nyeldcsd és a gyomor intramuralis plexusaihoz
jarul hozza (Espinosa-Medina et al., 2014). A cervicalis populacié caudalis szegmensének
(4-7. szomitapar) ventralis Utvonalon véandorldo ganglionléc sejtjei csatlakoznak az
eldbelet kolonizalo 1-3. szomitatol kilépo sejtcsoporthoz és 1étrehozzak a teljes béltraktus
intinsic bélidegrendszerét. A cervicalis, valamint a 28. szomitatdl caudalisan kivandorlo
lumbo-sacralis ganglionléc szakaszt ,,szimpatoenterikus” populacionak is nevezik, mert
egyrészt az aorta dorsalis koriili szimpatikus ldncot, a ggl. cervicale superiust, a plexus
pelvicust, a madarak Remak- ganglionjat, valamint az enteralis plexusokat képezik. A 7.
szomitatél kivandorld sejtek a dorsalis ¢érzd ganglionokka ¢és a melanocytakka
differencialodnak (Burns et al., 2000; 2005; Espinosa-Medina et al., 2016; Rao et al.,
2018) (4. abra).

A 8. és a 28. szomita kozott kilépd torzsi ganglionléc sejtek ugyan nem jarulnak
hozzéa a belsé enteralis plexusok kialakitasahoz, de kiilonb6z6 kodzponti €s periférias
idegrendszeri strukrardkat hoznak létre, amelyek innervaljadk a gasztrointesztinalis
traktust. A nevezett sejtcsoportok a dorsalis €érzé ganglionokat, para- és prevertebralis
szimpatikus ganglionokat, a ggl. coeliacumot, a ggl. mesentericum inferiort, és Schwann-
sejteket hoznak létre. A mellékveseveld chromaffin sejtjei is a torzsi ganglionléc
populaciobdl szarmaznak (Artinger & Bronner-Fraser, 1992; Kuo & Erickson, 2010) (4.

abra).

A lumbo-sacralis ganglionléc sejtek a 28. szomitatol (csirkében) caudélisan
vandorolnak ki a vel6csobol, és részt vesznek az colorectum, a coecum és a
posztumbilicalis  kozépbél bélidegrendszerének kialakitdsdban madarakban és
emldsokben is, neuronokkal és gliasejtekkel az intrinsic bélidegrendszerhez 15-20%-ban
jarulnak hozza, mely sejtek egyik csoportja az extrinsic rostok mentén bevandorlo
Schwann-sejt prekurzorokat adja (Le Douarin & Teillet, 1973; Pomeranz & Gershon,
1990; Serbedzija et al., 1991; Burns & Le Douarin, 1998; Burns et al., 2000; Kapur, 2000;
Nagy et al., 2007; Uesaka et al., 2015). Ezenkiviil ez a ganglionléc csoport melanocytakat
¢és szimpatikus ganglionokat is képez. A lumbo-sacralis ganglionléc sejtek 1étrehozzak a

Remak-gangliont és a plexus pelvicust (Catala et al., 1995) (4. &bra).
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4. abra. A ganglionléc sejtek populicioi, szarmazékai, kiilonos tekintettel a bélidegrendszer
kialakitasara csirke embryoban. Az axialis tagozddas alapja a HH16 stadiumu csirke szomita
(S) szintjei alapjan torténik és az abran a 9 napos (E9, HH35) embryon lathaté téglalapokban
(szomitak) leirt szamok jelzik. Az S1-7 szinrdl kilép6, S1-3 alcsoportba tartozo sejtek (zold)
kétféle migracios utvonalat kovetnek (jobb oldali dbra, z61d sejtek), a ventralis itvonalon haladok
érik el a bélrendszert, ahol — csatlakozva az S4-7 populacidhoz (piros) — cranio-caudalisan
vadorolva (nyilak) képesek a bélcsé teljes kolonizacidjara (zold és piros pottydk). A 28.
szomitatol caudalisan kivandorld, majd a bélben rostralisan migralé (nyilak) lumbo-sacralis
ganglionléc sejtek (lila pottydk) a posztumbilicalis szakaszig vesznek részt a bélidegrendszer
ganglionjainak kialakitdsdban, a Remak-ganglion ¢és a plexus pelvicus képzése mellett.
Melanocyta irdnyba az 0Osszes ganglionéc populacid képes differencialédni. AP, aortico-
pulmonaris; ksz., kotoszévet, nt, veldocsé, S, somita. Az abra forrasa: sajat keszitésii dabra,
Rothstein et al., 2018 és Nagy & Goldstein,2017 alapjan.

A kozelmultban egér embryokon végzett sejtsors kovetési kisérletek azt mutattak,
hogy a Schwann-sejtek prekurzorai a prevertebralis ganglionokbol és pelvicus
ganglionokbdl szarmazo kiilsé idegek mentén jutnak a béltraktusba, eldszor enteralis glia
fenotipust vesznek fel, majd calretinint expresszaldé neuronokka differencialodnak (Niu
et al., 2020; Uesaka et al., 2015). Egy kinai kutatdcsoport idén megjelent munkdjaban
arrol értekezik, hogy a lumbo-sacralis ganglionléc populacidé nem jarul hozza a
bélidegrendszer kialakitasahoz, azt kizarolag a cervicalis gerincveldi szintbdl szdrmazo

sejtek alakitjak ki. Ezt a feltevést egyrészt azzal magyardzzak, hogy a nyomkdvetési
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kisérletekben nem talaltak a lumbo-sacralis sejteket a distalis bélszakasz ganglionjaiban,
masrészt a lumbo-sacralis sejtek esetleges jelenléte annak lehet koszonhetd, hogy a sejtek
csak keresztiilhaladnak az utobélen annak érdekében, hogy elérjék a kétoldali pelvicus
ganglionokat, igy szerintiik az emlitett sejtcsoport csak az autoném ganglionokat, a
dorsalis érz6 ganglionokat és a pelvicus ganglionokat kolonizaljak (Yu et al., 2024). Ezzel
szemben — a kordbbi adatokat alatdmasztva — a csirke enteralis ganglionok egy-sejtes-
transzkriptomikai elemzése azt mutatja, hogy a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek nem
csak hozzdadnak az intrinsic plexusokhoz, de jelent6sen hozzajarulnak ahhoz, hogy
postumbilicalisan egy eltéré sejtosszetételli bélidegrendszer alakuljon ki a craniélis

szakaszokhoz képest (Jacobs-Li et al., 2023).

1.1.3.2. A béleso ganglionléc-kolonizacidja

A cervicalis ganglionléc sejtek elobélbe torténd belépése (innentdl enteralis
ganglionléc sejteknek hivjuk) csirke €s fiirj embryoban mar a 3. embryondlis napon
megvaldsul (Burns & Le Douarin, 1998), mely egérben a 9,5 embryondlis napnak
feleltetheté meg (Anderson et al 2006), human embryoban ugyanez a folyamat a foetalis
fejlodés 4. hetében torténik (Fu et al., 2004). A ganglionléc sejtek csirkében az 5,5.
embryonalis napra érik el a coecumot, ami egérben a 11,5. napon, emberben a 6. héten
torténik(Nagy & Goldstein, 2017). A coecumon valo athaladés kritikus jelentdségii a
colon normal bélidegrendszének kialakulasahoz, aminek bizonyitéka, hogy a coecum
ablatio a distalis bél agangliondzisahoz vezet (Nagy et al.,, 2021). A coecum altal
biztositott mikrokornyezet, a termelt ndvekedési faktorok a ganglionléc sejtek
progenitor allapotd, migraciora képes sejt érje el a kovetkezd bélszegmenst (Nagy et al.,
2021; Kovacs et al., 2023;). Csirke embryoban a bélrendszer teljes kolonizéacioja, amikor
az enteralis ganglionléc sejtek elérik az utobél legdistalisabb részét, a 8. embryonalis
napon kovetkezik be (Le Douarin & Teillet, 1973a; Nagy et al., 2012). Az egér embryo
ganglionléc sejtjei a 14. embryonalis napon (Young et al., 1998), a human embryoban a
8. hétre fejezik be vandorlasukat (Fu et al., 2004; Wallace & Burns, 2005). Egerekben
leirtak, hogy az enteralis ganglionléc sejtpopulacié egy bizonyos csoportja megkeriili a
hagyomanyos cranio-caudalis utvonalat, és a distalis kozépbél €s az utdobél kozott

talalhatd mesenteriumon keresztiil jut el a colorectumba (Nishiyama et al., 2012).
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A ganglionléc sejtek vandorolnak és proliferalodnak, mieldtt neurdlis és glia
altipusokka differencialodnanak. A differencidlatlan ganglionléc sejteket molekularis
tulajdonsagaik alapjan lehet elkiiloniteni: a Sry-vel rokon homeobox gén 10 (SRY-related
HMG-box 10; SOX10) és parositott homeobox gén 2b (paired-like homeobox 2b;
PHOX2b) transzkripcios faktorokat, a G-fehérjéhez kapcsolt endothelin receptor B-t
(EDNRB), az anti-neurotrophin receptor (P75N®, a tovabbiakban P75) és a tirozin kinz
receptort (RET) fejezik ki. Az eldbelet kolonizald enteralis ganglionléc sejtek rostro-
caudalisan haladnak és el6szor a plexus myentericust alakitjdk ki, de az utobélben
megfordul a sorrend, a nyalkahartya alatti régi6 hamarabb megtelepszik (Burns és Le
Douarin, 1998; Nagy et al., 2007, 2012). A koloniziciés folyamat soran a sejtek
csoportban vandorolnak, a legeldl haladok még differencialatlanok, és a fentebb emlitett
molekuldk széles skalajat expresszaljak, mig a migracids ,hullamfront” mogott a
ganglionléc sejtek mar az érés kiilonbozo szakaszaiban vannak.

A neuron irdnyba torténd elkotelezddés roviddel azutan kezdddik, hogy a sejtek
belépnek a fejlédd eldbélbe, a glia irdnya differenciacié késobb indul meg. A
neuronokban a SOX10 és a P75 szintje lecsokken, a RET és a PHOX2b pozitivitas
megmarad. A neuralis sejtvonal képvisel6i még ugyan progenitor alakban vannak, de mar
termelik az idegi molekuldkat, tobbek kozott a protein gén termék 9.5-6t (protein gene
product 9.5, PGP9,5), a neurofilamentumot, BIII-tubulint (TUJ1), ELAV neuron
specifikus RNS kot fehérje (HUC/D), illetve mitotikus aktivitast mutatnak (Nagy és
Goldstein, 2017). Differencialt allapotba akkor keriilnek, amikor neurotranszmittereket is
expresszalnak: neurdlis nitrogén-monoxid-szintaz (nNOS), VIP, neuropeptid-Y (NPY),
SubP ¢és kolin-acetiltranszferdz (ChAT). Egérben a myentericus plexus definitiv
idegsejtjei mar a 11-13. embryondlis naptdl kimutathatok, mig a neurotranszmittereket
produkald submucosalis neuronok a sziiletés utan alakulnak ki (Erickson et al., 2014;
Kang et al., 2021).

A gliasejtekben megmarad a SOX10 és a P75 pozitivitas, lecsokken a RET
expresszi0, €és sorra megjelennek a glia specifikus markerek, mint az agyi zsirsavkotod
fehérje (brain fatty acid-binding protein; BFABP), az intesztinalis kalciumkotd protein-
kalcium ko6té doménje (ICaBP type calcium binding domain; S100), végiil a glialis
fibrillaris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein; GFAP) (Goldstein et al., 2013;
Nagy és Goldstein, 2017). Erdekes modon az enterélis gliasejteknek van egy olyan
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tulajdonsdga, hogy megtartjdk a neurogén potencidljukat, igy sériilés esetén
visszatérhetnek  progeritorszeri  allapotba, majd ebbdl neuronokka képesek

differencialodni (Laddach et al., 2023).

A vandorlds mintdzata a bélrendszerben a sejteket koriilvevd kornyezeti
komponensektdl fiigg, mint az extracellularis matrix Osszetétele, az epithelium és a
mesenchyma 4ltal termelt faktorok, a simaizomzat morfologidja és a vérerek
elrendezddése (Young et al., 2005; Nagy et al., 2012;).

A fibronektin, a tenascin (Akbareian et al., 2013), a laminin (Nagy et al., 2009), a
kollagén I (Nagy és Goldstein, 2006a), a kollagén X VIII (Nagy et al., 2018) pozitiv hatast
gyakorol a sejtadhéziora és migraciora, mig az agrin (Nagy et al., 2018), a kollagén VI
(Nishida et al., 2018; Soret et al., 2015), a kollagén IX ¢és a versican (Perris et al., 1996)
erdsen gatolja a sejtek eldrehaladésat.

A bélmesenchyma 4altal termelt novekedési faktorok is szabalyozzdk a
bélrendszeren athaladd ganglionléc sejtek vandorlasat, talélését, differencialodéasat és
factor; GDNF), a RET tirozin kinaz és a GDNF receptor csalad alfa-1 (GDNF family
receptor alpha-1; GFRa-1) receptor komplexhez kotddik a ganglionléc sejtek
differencialodast és a proliferaciot (Hearn et al., 1998; Young et al., 2001; Gianino et al.,
2003; Nagy & Goldstein, 2006b). A csont novekedési fehérjék (bone morphogenetic
protein; BMP 2, 4, 7) a tumor novekedési faktor B (tumour growth factor B, TGFRB)
csaladba tartoznak, a BMP receptorokhoz (BMPRIA/B, BMPRII) kotédnek. Korabbi
kisérletes munkak bizonyitottak, hogy hatasuk van a sejtmigraciora, a neuron glia iranyt
differenciadlodasra és a gangliogenezisre (Goldstein et al., 2005; Fu et al., 2006;
Chalazonitis et al., 2008, 2011). Laboratériumunk a koézelmultban embryonalis
szovettenyészetekkel ¢€s retrovirus injektdldssal igazolta, hogy a BMP4 hatdsa a
faktorral valo egylittes megjelenésétdl, amely elengedhetetlen a colorectum megfeleld
kolonizécidjahoz (Kovacs et al., 2023).

A bélham altal termelt faktorok is jelentds szerepet vallalnak a normal
bélidegrendszer kialakuldsaban. A Sonic hedgehog (SHH) a ganglionléc sejtek

mikrokornyezetének dsszetételét befolyasolja és az intramuralis plexusok pozicionalasat
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végzi (Nagy et al., 2016a). A netrin molekulak fontosak a bélidegrendszer fejlodésében
csirke és egér embryokban. Az kozépbél epitheliuma altal termelt netrin iranyitja a
vastagbélrakban deletalt netrin receptort (deleted in colorectal cancer, DCC) kifejez6
a vékonybél myentericus plexusaiban a korai neuronok fejezik ki a DCC receptort, igy az
extrinsic szenzoros axonok innervalni tudjak az emlitett stuktirakat. A n. vagus gyomrot
iranyzo6 neurondlis projekcidjanak kialakuldsanal is kimutattak a netrin szerepét (Seaman
et al., 2001; Ratcliffe, 2011; Kang et al., 2021).

Az enteralis ganglionok koncentrikus elrendezddése a korkords simaizom réteg
két oldalan megy végbe. Az enteralis ganglionléc sejtek, amikor athaladnak az elobél €s
a kozépbél mesenchymajan, egyenletesen, de véletlenszeriien, primitiv ganglionokba
szervezddve, a kiilsd intestinalis mesenchymalis rétegekben rendez8dnek el, mert ebben
az iddszakban a simaizomzat még differencialatlan allapotban van (Allan & Newgreen,
1980; Conner et al., 2003). Az izomréteg strukturaltsagi szintjének emelkedésével a
kialakuld cirkularis izomzat kiilsé oldaldra kerlilnek a ganglionléc sejtek. Ezzel
ellentétben csirke embryoban az utdbél mesencymdjanak simaizom differencialodasa mar
a bélidegrendszert kialakitd sejtek megérkezése el6tt megtorténik, és az enteralis
ganglionléc sejtek eldszor a submucosalis réteget kolonizaljak, majd a kiilsé rétegekbe
vandorolva létrehozzak a myetericus plexust. A lumbo-sacralis régiobdl szarmazo sejtek
ezzel szemben eldszor a myentericus, majd a submucosalis régiot népesitik be (Burns és
Le Douarin, 1998; Burns és Le Douarin, 2001; Graham et al., 2017). Egér embryoban a
submucosalis plexus csak posztnatalisan fejlodik ki (McKeown et al, 2001).

A simaizomzat mellett a bélrendszerben fejlddé vérerek elrendezddése is
kulcsfontossagi a ganglionléc sejtek mintazatanak kialakitdsdban. Csirke embryok
érrendszerének vizsgalata soran fény dertilt arra, hogy az endothél sejtek mar az enteralis
ganglionléc sejtek megérkezése elott jelen vannak a gasztrointesztinalis rendszerben
olyan koncentrikus gytirlikben, amelyek eldre kirajzoljdk a kialakuld neurélis plexusok

helyét (Nagy et al., 2009) .

1.1.3.3. Az utébél kiils6 beidegzésének fejlodése: a Remak-ganglion és a
plexus pelvicus kialakulasa

Burns és Le Douarin csirke-fiirj kiméra kisérletsorozataiban fiirj embryobol

szarmazo6 lumbo-sacralis veldcsdszakaszt transzplantaltak azonos koru csirke embryoba,
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¢s fiirj sejt specifikus perinuklearis (quail cell specific perinuclear, QCPN) ellenanyaggal
kovették nyomon az atiiltetett sejtek sorsat (Burns & Le Douarin, 2001). Kimutattak,
hogy a 4. embryonalis napon (HH22) a 33-39. szomita magassagba esé lumbo-sacralis
ganglionléc sejtek a vel6csébdl valod kilépésiik utan egyrészt kialakitjak a dorsalis érzd
ganglionokat, masrészt ventralisan vandorolnak és az aorta dorsalis kdzvetlen kdzelében
felhalmozodnak a mesorectumban, létrehozva a Remak-ganglion kezdeményét (His,
1868; Yntema & Hammond, 1955; Teillet, 1978; Catala et al., 1995; Burns & Le Douarin,
2001). A tovabbiakban ezek a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek intenziven osztodnak,
majd rostralisan haladnak végig a fejlodd utobél, a coecum ¢és a kozépbél
mesentériumaban és a 6. embryonalis napra érik el a Remak-ganglion legcranialisabb
pontjat, amely az epehodlyag és a hasnyalmirigy kivezetdcsoveinek benyilasanak
(csirkében a duodeno-jejunalis junctio) szintjében helyezkedik el. A Remak-ganglion az
utobél magassagaban jelentOs vastagsagbeli ndvekedésnek indul és a bél dorsalis oldalan
helyezkedik el, mig rostralisan az ideglancolat ileumhoz és a jejunumhoz tartozo6 része
vékonyabb morfologiat mutat. Az enteralis ganglionléc sejtek altali kolonizéaciot
kovetden, a Remak-ganglionbol szdmos nyulvany hatol be a bélfalba (Teillet, 1978;
Suzuki et al., 1996). A Remak-ganglion idegsejtjeinek nytlvanyai késleltetve, csak a 7,5.
napon (HH31) érik el a bélfalat (Burns & Le Douarin, 1998). A colorectélis
mesenchymaéban expresszalodo collapsin-1 (egerekben semaphorin-D, emberben
semaphorin III) glikoprotein molekulak ,,axontaszit6”, kemorepellens tulajdonsédganak
koszonhetden 3 napig tavol tartjdk a Remak-ganglion eredetii rostokat a bélfaltol. A 8.
embryonalis naptol a collapsin-1 expresszid visszahuzodik el@szor az utdbél kiilsd
simaizom, majd submucosalis szovetébdl, igy a Remak-rostok fokozatosan belépnek a
bélfalba (Shepherd & Raper, 1999). A lumbo-sacralis ganglionléc eredetii sejtek a Remak-
ganglion rostjai mentén jutnak a distalis utobélbe a 10. embryonalis napon (Burns & Le
Douarin, 1998). A Remak-ganglion caudalis része idegi Osszekottetésben all a plexus
pelvicus halézataval (Browne, 1953; Yntema & Hammond, 1955) (4. abra, A; 5. abra).
A plexus pelvicust szintén a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek hozzak 1étre, ami
csirkében a 28. szomitatél caudalisan, egerekben a 24-es szomita szintben, emberi
szervezetben L1-2 csigolydk magassagaban taldlhaté (Le Douarin & Teillet, 1973;
Serbedzija et al., 1991; Kapur, 2000; Anderson et al., 2006; Wang et al., 2011a). Madar

embryoban az embryonalis fejlodés 3. napjan a gangionléc sejtek elhagyjak a veldcsovet,
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athatolnak a farokbimbd mesenchymajan, 48 oraval késobb benépesitik a cloaca tertiletét
¢s megformaljak a plexus pelvicust (Catala et al., 1995; Nagy et al., 2007; Pomeranz et
al., 1991; Serbedzija et al., 1991). Egerekben a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek 9-9,5.
embryonalis napon kivandorolnak a vel6csébdl és a 10,5-11. napon paraaortikus régioban
aggregalodnak, majd a 11,5-12,5. embryondlis nap kozott az utdbél ventro-lateralis
oldalan pelvicus ganglionokkéd allnak 6ssze (Erickson et al., 2012; Kapur, 2000;
Serbedzija et al., 1991; Teillet, 1978; Wang et al., 2011a; Yu et al., 2024), amikor mar

kimutathatok extrinsic rostok az egerek utobelében (Young et al., 1998).

1.1.3.4. A plexus pelvicus (plexus hypogastricus inferior) fejlodése a
human embryoban

Kruepunga ¢és munkatarsai 3D rekonstrukcidos modellekkel térképezték fel a
bélrendszer extrinsic beidegzésének kialakuldsat és a plexus pelvicus, masnéven a plexus
hypogastricus inferior képzédését human embryokban és magzatokban (Kruepunga et al.,
2020a, 2020b). Eredményeik szerint a praenatalis fejlddés 5. és 6. hetén a lumbo-sacralis
ganglionléc sejtek a paraaorticus, majd a praeaorticus régidba vandorolnak, ahol
kialakitjak a truncus sympathicust és a praevertebralis ganglionokat. Innen az extrinsic
idegek az intesztinalis artéridk mentén nodvekednek, hogy elérjék az intinsic
bélidegrendszer elemeit a 7. és a 9. hét kozott. A a plexus hypogastricus inferiort kialakito
ganglionléc sejtek csoportjait eldszor az S1 csigolya szintjében fedezték fel 6 hetes
embryokban. A sejtcsoport a kovetkezd napokban egyre Kkiterjedtebbé valik és a
legcranialisabb populécio a szimpatikus térzs ganglionjaiva aggregalodik. A formalodo
plexusok végiil egy haromszog alaku teriiletet foglalnak el, amelynek alapja dorsalisan az
S1-S5 kozott, csucsa ventralisan a Wolff-cs6 nephricus részénél talalhato, a peritonealis
kismedencei tasak két oldalan (Tobin & Benjamin, 1945; Kruepunga et al., 2020b). A
sejtek ventralisan tovabbhaladnak és kialakitjdk a bal és a jobb oldali saggitalis
hypogastricus inferiornak 3 idegrost csoportja kiilonithetd el: nn. splanchnici lumbales
(T12-L2) és a nn. splanchnici sacrales (L3 tol caudalisan), illetve a paraszimpatikus nn.
splanchnici pelvini az S2-4 gerincveldi idegekbdl szdrmaznak. A plexus hypogastricus
inferior cranidlisan novekszik kialakitja a fejlodé htigyholyag koriil a plexus vesicalist,
¢s distalisan az utobél koriil a plexus rectalist, mig a Wolff-csé és a Miiller-cs6 sinus

urogenithalisba nyild vége koré hatolo, aprobb rostok a plexus uterovaginalist vagy a
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plexus prostaticust. A plexus ndvekedésével kapcsolatok alakulnak ki a jobb és bal oldali
plexus hypogastricus inferior kozott a distalis utobél szakasz dorsalis oldalan. A plexus
hypogastricus inferior extrinsic enteralis idegrostjai a mesenterium mentén bejutnak a
distalis colorectumba és kapcsolatot 1étesitenek az intrinsic enteralis idegi elemekkel
(Erickson et al., 2012), valamint az urogenitalis mesenchyméban 1évé ganglionokkal

(Kruepunga et al., 2020b).

1.1.4. Az utobél idegrendszerének rendellenes fejlodése: a Hirschsprung-
kor

talélésének vagy differencialoddsanak zavara velesziiletett enteralis neuropatidkat okoz.
A bélmotilitasi-problémakat okoz6 gyomor-bél traktus idegrendszeri hibai, ezenkiviil
kiilonb6z6 etiologiakbol szarmazhatnak, mint az enterélis neuronok velesziiletett hidnya,
a neurodegeneraciot okozé fertézések és gyulladasi folyamatok. A colorectum
bélidegrendszerét és a kiilsd beidegzésének érintettségét a Hirschspung-kornal (HSCR)
irtdk le a legrészletesebben (Goldstein et al., 2016; Rao & Gershon, 2018; Kang et al.,
2021).

A fejlodési  rendellenességet Harald Hirschsprung (1830-1916) dén
gyermekorvosrdl neveztek el. Két fitgyermekrdl készitett feljegyzéseket, akik
velesziiletett megacolon miatt kialakuld bélelzarodas miatt haltak meg. A gyermekeknél
hianyoztak a spontdn székletiiritések, bélfesziilés, hasmenés rohamai valtogattak
egymast. A korbonctani vizsgalat soran feljegyezte tobbek kozott a végbél besziikiilését
¢s a kitagult, hypertrophicus proximalis vastagbelet, vagyis a megacolon jelenségét,
amely esetekrdl a Német Gyermekorvosi Tarsasdg 1886-os konferencidjan szamolt be
(Hirschsprung, 1888; Sergi, 2015). Erdekes, hogy a velesziiletett megacolon elsé
megfigyelése mégis egy holland anatomus, Fredericus Ruysch nevéhez flizédik, aki
1691-ben Observatorium Anatomici-chiurgicarum Centuria-ban irta le egy 5 éves kislany
kortorténetét, aki folyamatos hasi géresoktdl és felfuvodastol szenvedett, a féreghajtas és
a fajdalomcsillapitdo kezelés hatastalan volt. A test boncoldsa a rectum kezdetének
hatalmas mértékii tagulatat deritette ki (Leenders & Sieber, 1970).

A betegség eléfordulési gyakorisaga vilagviszonylatban 10000 sziiletésbdl 1-2,6,
ami globalis eltéréseket mutat. A nemi eloszlést tekintve a férfiakat négyszer gyakrabban

érinti, mint a néket (Montalva et al., 2023). Legjellemzdbb tiinetei koz¢ sorolhatd a
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meconium (magzatszurok) késleltetett megjelenése (az élet elsd 24-48 oOrdjan tal), a
részleges vagy teljes bélelzarodas kovetkeztében kialakulo taplalkozasi nehézségek, hasi
puffadas, fokozatosan fellépd hanyas, a rendszeres székletiirités elmaradasa, székrekedés.
A betegség leggyakoribb (70-80%-ban el6forduld) formdja a colon rovid szegmensén
alakul ki, a sigmoideumtdl a colon descendensig. Ritkabban (15%) az agangliondzis
hosszabb szakaszon érintett, a colon sigmoideumtol egészen a coecumig, azonban a
paciensek 8-10%-aban kiterjedhet a teljes vastagbélre, amely esetlegesen az ileum végso
szakaszaig is elérhet. Az esetek kevesebb, mint 1%-andl rogzitették a teljes bélszakasz
ganglionmentességét (Goldstein et al., 2016; Kapur, 2009).

A HSCR kialakuldsaban szdmos olyan jelatviteli ut zavara vesz részt, amelyek
amelyek befolyasoljdk a HSCR kialakuldsat és fenotipusos variabilitasat. A
bélidegrendszer fejlodésére jelentds hatast gyakorld gének és utvonalak kozé tartoznak a
gliasejtekbdl szarmazo6 gének (RET, GDNF, neurturin (NTN), SOX10 és PHOX2B), az
endothelin utvonal gének (EDN3, EDNRB, SOX10) ¢és a TGFB jelatvitel utvonal gének
cink ujj homeobox 1b (zinc finger E-box binding homeobox 2, ZFHXIB). A RET és az
EDNRB a két leggyakoribb gén, amely a betegség fejlodésével osszefiiggésbe hozhato. A
fejlodés soran a ganglionléc sejtek altal kifejezett RET és a bélmesenchyma altal termelt
GDNF (a RET ligandja) kozétti jelatvitel szerepét a sejtek vandorlasaban, talélésében és
differencidlodasaban bizonyitottdk. Az EDNRB ¢és liganduma, az endothelin 3 (EDN3)
szignalizacioja fontos az dssejtek differencialatlan, proliferativ allapotban tartasahoz. Az
utvonalak zavarai korai differencidlodashoz és a normal migracidé megzavarasahoz
vezetnek (Serra et al., 2009; Niesler et al., 2021). A korabban emlitett SOX10
transzkripcids faktor a korai, progenitor allapotban 1évd ganglionléc sejtekben fejezédik
ki. A Sox10 homozigota mutans egerekben a teljes intesztinalis rendszer ganglionmentes,
mig a heterozigdta allatok distalis bélszaksza aganglionotikus (Bondurand et al., 2006;
Serra et al., 2009).

A rendellenesség az esetek 70-80%-aban kiilon fordul eld, de mas genetikai
szindromakkal kapcsoltan is kialakulhat. A Down-szindromas HSCR az esetek kb. 10%-
ban van jelen. A Shah-Waardenburg szindréma egy olyan neurocristopathia, amelyet a
haj, a bér és a szem koros pigmenticidja, a bél aganglionosisa és velesziiletett

hallasvesztés jellemez a ganglionléc sejtek hianya miatt, amit a SOX10, EDNRB ¢és az

25



DOI:10.14753/SE.2025.3071

EDN3 mutacidk okoznak (Heanue & Pachnis, 2007). A Haadad-szindromanal a spontan
1égzés autonom kozpontja karosodik, és egy, a bélidegrendszer és az autondém
idegrendszer fejlodéséért felelds transzkripcids faktor (PHOX2B) mutdcidja okozza
(Cacheux et al., 2001). A Mowat-Wilson szindromdra mentalis retardacid, epilepszia,
késleltetett motoros fejlodés jellemzd, és a SMAD-interaktald protein 1 (Sipl)
kb. 50%-a specifikus genetikai mutaciokhoz kothetd, kb. 20%-a familiaris, melynek egy
része autoszomalis dominans moédon oroklédik. Azokndl a csalddoknal, amelyek
kortorténetében eléfordult a HSCR, 200-szor nagyobb kitjulasi kockazatot hordoznak,
mint az 4ltalanos populacio, de a HSCR fajtai kozott is vannak eltérések. A HSCR
egyrészt sporadikus, masrészt nem-Mendeli 6roklédésti, multifaktorialis betegség, a
kiilonb6z6 gének egylittes miikodése okozza, amelyeket kornyezeti tényezok
modosithatnak, és ezéltal valtozé penetrancidjiiak és expresszivitasuak (Amiel et al.,
2008; Goldstein et al., 2016).

A HSCR diagndzisanak felallitasakor standardként szolgal, a rectalis biopsziabol
vett szOvettani vizsgalat altal kimutatott submucosalis és a myentericus neuroenteralis
sejtek csokkent szama vagy hianya (Goldstein et al., 2016) (5. abra). A ganglionmentesség
mellett, nagyszamu acetilkolin-észteraz-pozitiv, nem mielinizalt idegrost van jelen az
érintett szakaszokon. A rostok jelentdsen hypertrophizaltak, atmérdjik 40 pm-nél
nagyobb (Monforte-Munoz et al., 1998; Holland et al., 2010). A HSCR mintdkban
ugyanakkor hianyoznak a submucosat, a myentericus ganglionokat, és a korkoros
simaizomzatot beidegz0 calretinint és NADPH-diaphorase-t expresszald adrenerg
neurdlis elemek, ami az intrinsic ganglionsejtek hidnyéra vezethetd vissza (Bagyanszki et

al., 2000; Barshack et al., 2004; Kapur, 2009; Hwang & Kapur, 2020) (5. 4bra).
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5. abra. Az egészséges- és a Hirschsprung-koros vastaghél fenotipusanak ésszehasonlitasa.
A sematikus rajzok szemléltetik a legfontosabb anatomiai kiillonbségeket az egészséges és a koros
allapot kozott, a HSCR-ben hidnyoznak az idegi elemek. A, B) A normal colon és C, D) a
Hirschsprung-korban szenvedd paciensek ganglionmentes bélszakaszabol késziilt szovettani
festések a calretinint tartalmazo intrinsic bélidegrendszeri elemeket és a tulnyomoan extrinsic
idegrostokban expresszalodo acetilkolin-észteraz jelolést mutatjdk. Az abrak forrasa: sematikus
rajzok: sajat készités, a hisztologiai felvételek: Hwang & Kapur, 2020, modositva.

A HSCR széleskoriien elfogadott kezelése a ganglionmentes szegmens
reszekcidja és a vastagbél egészséges végének anasztomozisa a végbéllel vagy a
végbélnyilassal athuizasos eljarasokkal. A standard terapias eljarasok kozé tartoznak a
laparoszkopos segitséggel, transzandlisan is elvégezhetd Duhamel, Swenson és Soave
eljarasok (Montalva et al., 2023). A sebészi beavatkozasok életmentéek a HSCR-ben
szenvedd pacienseknél, €s sikeresnek mondhatéak (a haldlozasi ardny <5%), azonban
sulyos kovetkezményekkel jarhatnak, mert tovdbbra is el6fordulhat krénikus
székrekedés, széklet inkontinencia €s a betegséggel jard pszichoszocialis hatds sem
elhanyagolhat6. A HSCR-ben szenvedd gyermekeknél a székletszennyezddés miatt
fennall a potencidlisan életveszélyes gyulladasos folyamat, az igynevezett Hirschsprung-
asszocialt enterocolitis (HAEC) kockazata is, amely a ganglionmentes szegmens miitéti
eltavolitasa elétt vagy utan alakulhat ki (Gosain & Brinkman, 2015). A betegség
kezelésébdl eredd karos mellékhatasok €s az egyes betegek esetében eléforduld haldlos
valtozat mindegyike, a gydgymodok kifejlesztését igényli. A bélidegrendszert 1étrehozo
Ossejtek izolalasa, felszaporitasa és a sériilt teriiletre torténd transzplantacidja egy uj,
hatékony megoldast jelenthet a betegség kezelésében. Ehhez feltétleniil ismerniink kell a
bélidegrendszert 1étrehozd Ossejtek migracios hatékonysagat és a fogadd szovet
tulajdonsagait, amelyeknek az esetleges modositasaval effektiv dssejt transzplantacios

hatékonyséagot érhetiink el (Kapur, 2009; Goldstein et al., 2016).

27



DOI:10.14753/SE.2025.3071

1.2. A csirke embryo jelentésége a fejlédésbiolégiai kutatasokban

A bélidegrendszert érintd velesziiletett neurocristopathiak patomechanizmusanak
megértéséhez olyan allatmodellekre van sziikség, ahol tanulmanyozhaté a ganglionléc
embryo kiemelkedik a sorbol, ugyanis az emberhez hasonloan mindkét plexus kialakul a
sziiletés eldtt a bélrendszerben. A magasfoku bélidegrendszeri analdgiak mellett, a madar
embryo mint kisérletes allatmodell szamos tovabbi eldnnyel rendelkezik. Az embryok
konnyl hozzaférhetdsége, a koltséghatékony fenntarthatdsaga, a rovid fejlodési ideje, az
invaziv beavatkozasokkal szembeni ellenalloképessége, illetve a hibridoma technikak
altal létrehozott egyre nagyobb szamu monoklonalis ellenanyagkészlet (Milstein, 1999;
Nagy et al., 2001; Badi et al., 2009; Fejszak et al., 2022) vonz6 modellallatava tette az
embryologiai kutatdsoknak. Ezenfelil a csirke genom szekvendldsa megnyitotta a
lehetdséget a molekularis genetikai kutatasok el6tt is (Heanue et al., 2016). Ezeket a
tulajdonsagokat szem el6tt tartva nem meglepd, hogy a fejlodésbiologia szamos
aspektusat, mint példaul a ganglionléc sejtek vandorlasat, és a beldliik kialakul6 sejtek
sorsat, a primordialis csirasejtek nyomonkdvetését, a végtag bimbo fejlodését, a veldcsd
mintdzatat, a szomitak szegmentacidjat, vagy a bal-jobb oldali asszimetriat
madarembryok segitségével sikeriilt meghatarozni (Levin, 1998; Pourquié, 2004; Stern,
2004; Tickle, 2004). A csirke embryo manipuldlhatosaga lehetévé tette, hogy a veldcso
ablatios kisérletekkel és szovettranszplantacios technikdkkal létrehozott csirke-fiirj
kimérakkal meghatarozzak a bélidegrendszert létrehozo ganglionléc sejtek axialis
szintjét, a vandorlds iranyanak, idejének és tavolsaganak kiegészitésével (Yntema &
Hammond, 1954; Le Douarin & Teillet, 1973; Burns & Le Douarin, 1998; Burns et al.,
2000).

Az in ovo elektroporacios technika (Uchikawa et al., 2004) megjelenésével
lehetdség nyilt mutaciok létrehozasara csirke szomatikus sejtekben. Funkcio-vesztéses
génmanipulaciok érheték el példaul fluoreszceinnel konjugélt morfolino antiszensz
oligonukleotid (Kos et al., 2003) vagy az RNS-interferencia mechanizmusat kihasznalva
rovid hajti RNS-ek (Das et al.,, 2006; Odani et al., 2008) elektroporacidjaval. A
transzpozon vektorba (példaul piggyBac a csirkében) integralt gének transzpozaz
jelenlétében beépiilnek a genomba, igy a transzgén hosszu tavu expressziodjat lehet elérni

(Li et al., 2012; Sato et al., 2007; Blixt et al., 2022). A ndvekedési faktorok és
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transzkripcids szabalyozo elemek nagyobb szdvetrészletre, vagy egész szervre kifejtett
hatasat elektroporacioval vagy injektalassal bejuttatott retrovirussal lehet vizsgalni. A
replikacio-kompetens madarakbol izolalt Rous-asszocidlt (RCAS) retrovirusokba
klénozott génekkel egy adott faktor tulexpresszaltatasa érhetd el (Goldstein et al., 2005;
Mwizerwa et al.,, 2011; Nagy et al.,, 2016a; Kovacs et al., 2023). Az eddig leirt
technikakkal ugyan szabalyozhatd6 a génmodositds helye ¢s ideje, de a sejtek
proliferacidja miatt a transzfektalt konstrukciok a szovetekbdl torténd kihigulasaval,
illetve a sejtszintli célzas pontos hidnyaval ¢és a toxicitds veszélyével mindenképpen
szamolni kell (Eisen & Smith, 2008; Nakamura & Funahashi, 2013). A problémak
megoldasara a CRISPR/Cas9 egy forradalmi technoldgia, amely lehetdvé teszi a célgének
hatékony moddositasat (Cong et al., 2013; Gandhi et al., 2017).

A blastoderma alatti subgerminalis liregbe mikroinjektalt lentivirussal 1étrehozott
zold fluoreszcens fehérjét (GFP) konstitutivan expresszaldé embryok alkalmazasa
(McGrew et al., 2004, 2008) 1) kimérak megalkotasanak lehetdségét kinalja, hiszen
kijavitotta a csirke-fiirj rendszerek eltérd fejlodésébdl eredé problémait, igy szamos
fejlodésbiologiai kérdés megvalaszolasat segitette (Delalande et al., 2015; Déra et al.,
2017; Nagy et al., 2012).

A tojasban konnyen hozzaférhetd csirke embryo alkalmas kiilonb6z6 (akar fajok
kozotti) embryondlis szovetek, vagy komplett szervek tenyésztésére. A graft!
intraembryonalis coelomaba {iltetésével vagy chorioallantois membran (CAM)
1995; Dora et al., 2017; Nagy et al., 2018; Nagy & Goldstein, 2006b). A CAM az eml0s
méhlepény homoldgjaként miikddik, gazdag kapillarishalozataval a gézcserét biztositja.
Immundeficiens tulajdonsdga miatt a transzplantacié nem valt ki akut immunvalaszt,
ezért alkalmazzak az orvosbioldgiai kutatdsokban is az angiogenesis, a tumorndvekedés
vagy a metasztazis vizsgalatara (Cimpean et al., 2008; Nowak-Sliwinska et al., 2014). A
kiméra modszerek transzgenikus technologidkkal valé kombinacidja nemcsak a
bélidegrendszeri kutatdsokban hozott fontos eredményeket, hanem egyes alapvetd
immunrendszeri fejlédéssel kapcsolatos kérdés tisztazasat is lehetové tette, példaként

emlitve az extraembryonalis vérképzo sejtek (pl. myeloid makrofagok, bursalis-secretios

1 A csirke embryo chorioallantois membranjan vagy testiiregében tenyésztett izolalt szvetet, szervet vagy
szervrészletet nevezziik graftnak, amelyet egy meghatarozott tenyésztési id6t kovetden mikrosebészeti
modszerekkel eltdvolitunk a membranrol és szovettani feldolgozasnak vetjiik ala.
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denditikus sejtek), vagy a 1ép ellipszoid sejtek eredetének azonositasat (Dora et al., 2017,
Garceau et al., 2015; Nagy et al., 2004). Csirke embryo immunrendszerével kapcsolatos
kutatasok kulcsfontossdgiiak az immunitds alapmechanizmusainak megértésében, a
gazdasagilag jelentds baromfik egészségi allapotanak javitdsdban, a betegségek
terjedésének megeldzésében, a vakcinafejlesztésben és az evollicios vonatkozasok
betekintésében. A madarakra jellemzd bélhez asszocidlt primer nyirokszerv, a bursa
Fabricii felfedezése hamar az immunrendszer fejlodését célzo kutatdsok kdzéppontjaba
kertiilt, ugyanis 4llomanyéaban a B-lymphocytdk érése izolaltan tanulméanyozhato a tobbi
lymphoid, myeloid és erythroid sejtvonaltdl (Glick, 1994). Az 1960-as években a bursa
Fabricii eltavolitasan alapuld kisérletek vezettek az immunitas disszocids elméletének
megsziiletéséhez, miszerint 1étezik egy bursa-fliggd, anititest-termeld humoralis, €s egy
thymus-fiiggd, sejtkozvetitett cellularis immunvalasz (Warner et al., 1962) tovabba leirtak

a bursa-csontveld homologiajat is (Cooper et al., 1965; Cooper et al., 1966).

1.3. A kemokinek szerepe a sejtvandorlasban

A sejtmigraciot a legtobb esetben a sejteket koriilvevd folyadéktérben jelenlévd
kemoattraktansok valtjak ki. A kemoattraktans jelenléte eredményezhet véletlenszerii
elmozdulast (kemokinézist) vagy koncentraciés gradiensének megfeleld iranyitott
sejtmozgast (kemotaxist). A kemotaxist el6idéz0 kemoattraktansok valtozatos
csoportjadba kemokinek, novekedési faktorok, formilezett peptidek, a komplement
rendszer elemei, valamint a foszfolipid metabolitok tartoznak (Majumdar et al., 2014). A
fejlodésbiologiai  tudomanyteriilet egyik legszéleskoriibben kutatott molekuldi, a
kemokinek, amelyek a novekedési faktorok mellett kulcsszerepet tdltenek be az
embryogenezis soran (Mcgrath et al., 1999). Iranyitjdk szdmos szervkezdemény sejtek
altali kolonizacids folyamatat, példaul az Jsivarsejtek gonadtelepekben torténd
megtelepedését, a ganglionléc sejtek sziv felé torténd vandorlasat, a csontveldi dssejtek
homingjat, szabalyozzak az érrendszer mintazatat és atalakuldsat, illetve befolyasoljak a
postnatalis idszakban a szdvetregeneraciot és a rdkos sejtek metasztizisat (Raz, 2003;
Orimo et al., 2005; Petit et al., 2007; Siekmann et al., 2009; Bussmann et al., 2011; Cha
et al., 2012; Lewellis & Knaut, 2012; Cojoc et al., 2013; Szabo et al., 2018; Bianchi &
Mezzapelle, 2020).
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Emberben tobb, mint 50 kiilonb6z6 kemokint azonositottak, amelyek a CL (C
motif chemokine ligand), CCL (C-C motif chemokine ligand), CXCL (C-X-C motif
chemokine ligand) vagy CX3CL (C-X-3-C motif chemokine ligand) alcsaladokba
sorolhatdk, attol fiiggden, hogy az erdsen konzervalt cisztein aminosavak szekvencialisan
hol helyezkednek el (Zlotnik & Yoshie, 2000). A kiillonb6zé kemokinek megkotésére
alkalmas receptorok nevezéktana abbol adodik, melyik alcsaladba tartozé ligandhoz
képesek kapcsolddni (CCR, C-C motif chemokine receptor, vagy CXCR, C_ X C motif
chemokine receptor) (Hughes & Nibbs, 2018). A mintegy 20 féle receptor tobbsége G-
fehérjéhez asszocialt, ezek 25-80%-o0s szekvencia azonossaggal rendelkeznek, ezért egy
adott kemokin-alcsaladon beliil tobb ligand megkotésére is alkalmasak (Allen et al.,
2007). A CXCR4 ¢és CXCR7 receptorok példaul megkdtik a CXCL12 kemokint
(Balabanian et al., 2005; Oberlin et al., 1996), a CCR7 receptor pedig a CCL19 és CCL21
ligandhoz is képes kapcsolodni (Yoshida et al., 1997). A ritkdbban el6fordulo, atipusos
kemokin receptorok szerkezetileg rokonsagot mutatnak a hagyoményos G-fehérje
kapcsolt kemokin receptorokkal, azonban a ligand kotés nem inditja be a klasszikus
jelatvitelt (Hughes & Nibbs, 2018). A G-fehérjéktdl fiiggetlen miikodés lényege, hogy
vagy ,kemokin-csapdazd” receptorként muikodnek, vagy a B-arrestin jelatvitelt

hasznaljak a receptor internalizalasdhoz (Nibbs & Graham, 2013).

1.3.1. ACXCR4 és a CXCL12 molekulak bemutatasa és a jelatviteli
szabalyozasa

A C-X-C kemokin receptor 4 (CXCR4, masnéven fuzin, LESTR, CD184) receptor
fontossagat eloszor a HIV fert6zés kapcsan irtak le, mert a virus koreceptoraként van jelen
a CD4 immunpozitiv (CD4+) T-sejteken (Feng Y et al., 1996; Oberlin et al., 1996).

A CXCR4 diszfunkcidjahoz kdthetd betegség az autoszomalis-dominans médon
oroklodé WHIM-szindréma (warts, hypogammaglobulinemia, immunodeficiency,
myelokathexis), egy ritka immunhidnnyal jar6 koros allapot, amelyet szemdlcsok,
visszatérd bakteridlis fertdzések, hipogammaglobulinémia, limphopénia, myelokathexis
¢és sulyos csontvel6i neutropénia jellemez. A betegség kezelésében egy szintetikus
molekula, az AMD3100 és a granulocita-kolonia-stimulalo-faktor (G-CSF) kombinécioja
pozitiv eredményt hozott (Heusinkveld et al., 2019). Az AMD3100 masnéven plerixafor
egy kis molekuldju biciklam szarmazék, a CXCR4 antagonistija, amit HIV virus

bejutasanak gatlasara, illetve non-Hodgkin lymphoméban, multiplex mylomaban és
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csontveld transzplantacid soran is alkalmaznak (De Clercq, 2003; Dar et al., 2011; Caocci
et al., 2017). A molekula specifikusan képes a CXCR4-hez kapcsolddni, igy az
allosztérikus gatlassal a ligand (CXCL12) nem fér hozza a receptor kotozsebéhez, ezaltal
nem indul el az intracellularis kalcium jelatvitel (Sachpatzidis et al., 2003; Rosenkilde et
al., 2004). Az AMD3100 inhibitort szdmos fejlédésbioldgiai tanulmanyban hasznaltdk a
CXCR4-CXCL12 szignalizaci6 funkcidjanak bizonyitdsara (Chalasani et al., 2003;
Rezzoug et al., 2011; Caocci et al., 2017; Whitman et al., 2018).

A CXCR4 receptor ligandja, a C-X-C kemokin ligand 12 (CXCL12), masnéven
stromadlis eredetli 1-es faktort, stromal cell-derived factor 1, SDF1) egy kisméretii (8 kDa)
fehérje, amely mind embryonalis, mind a felnétt szovetekben (csontvelOben,
hasnyamirigyben, majban, tiidoben, szivben, nyirokcsomdban, agyban) konstitutivan

expresszalodik (De La Luz Sierra et al., 2004; Spinosa et al., 2017; Righetti et al., 2019).

A CXCLI12 kotddik a CXCR4 receptorhoz, ezaltal aktivaloédik a heterotrimer G-
fehérje és/vagy a B-arrestin altal kozvetitett jelatviteli kaszkad, mint a foszfatidilinozitol-
3 kindz (PI3K)/Akt, az inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3), a mitogén altal aktivalt protein
kindz (MAPK) és a protein kindz-C (PKC) utvonalak, amelyek ndvekedés indukcidjdhoz
konvergalodnak vagy promotaljadk az intracellularis kalcium mobilizacidt a migracio
elosegitésére. Egy madsik lehetdség, hogy az aktivalt G-fehérjék a B-arrestin
felhalmozddasahoz jarulnak hozza, ami az Akt Ser/Thr kindz (mas néven protein kinaz B
(PKB)), és az extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2 (ERK1/2) G-fehérje fiiggetlen
aktivalasdhoz vezethet (Cojoc et al., 2013) (6. abra).

A CXCR4 mellett, a CXCL12 kotodik a nem kanonikus C-X-C kemokin receptor
7 (CXCR7, atypical chemokine receptor 3, RDCI1) receptorhoz is, amely 31%-ban
homolog a CXCR4-gyel. A kotddés két valaszreakciot eredményez: a megkotott ligand
internalizaciojat, majd lebontésat, illetve B- arrestin altal kozvetitett G-fehérje fiiggetlen
jelatvitelt. Ezenkiviil a CXCR?7 tizszer nagyobb affinitassal koti a CXCL12-t, mint a
CXCR4, ¢s a receptor gyorsan visszakertil a plazmamembranba a ligandum altal kivaltott
internalizaci6 utan (Burns et al., 2006). Embryoldgiai megfigyelések arra utalnak, hogy
a CXCR7 és a CXCR4 kozotti, ligand kotésiikben kialakult verseny hatékony CXCL12
eliminaciot eredményez a sejt kozotti térbdl (Wang et al., 2011b). Tovabba a CXCR4 és

a CXCR7 hasonlé mddon 1ép kolesonhatasba a B-arrestinekkel, igy a két receptornak a
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relativ szintje fogja meghatarozni, hogy a B-arrestin vagy a G-fehérje-fiiggé downstream

jelatvitel érvényesiil (Huynh et al., 2020) (6. abra).
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6. abra. A CXCR4-CXCR7-CXCL12 tengely molekularis szabalyozasa. Az dbra forrdsa:
Wiirth et al., 2014 nyoman.

Az extracellularis matrix (ECM) kiilonb6z6 komponensei képesek megkdtni vagy
felsziniikon kihorgonyozni egyes kemokineket — ideértve a CXCLI12-t is —, ezaltal
befolyésolva az adott ligand lokalizaci0jat, a gradiensének fenntartasat a sejtek kozotti
térben, illetve moduldlja a ligand 4ltal kivaltott jelatviteli folyamatokat (da Silva et al.,
2021). A kotddésnek koszonhetéen a CXCLI12 védett a sejtlebontasi folyamatokkal
szemben ¢és lassabban szabadul fel a szovetekbdl (Spinosa et al., 2017). A CXCL12 képes
kapcsol()dni a glﬁkézamino-glikén (GAG) oldallancokhoz, kiilondsen a heparénszulfét-
szulfat hidnydban a CXCR4+ sejtek irreverzibilisen kitapadnak a felszmhez, igy
mozdulatlanok maradnak in vitro (Thakar et al., 2017). Emlérak metasztazist célzo
vizsgélatokban kimutattdk, hogy a tumoros sejteket koriiloleld tenascin-C-ben gazdag
sztroma direkt képes megkotni a CXCL12-t, ezaltal megakadalyozza a CXCR4+ T-
limfocitdk tumor belsejébe torténd belépését, igy az immunsejtek nem férnek hozza a
rakos sejtekhez (Murdamoothoo et al., 2021). A CXCR4+ thymocyta tenyészetben a
kemotaxist jelentdsen befolyasolja, ha a receptor ligandjat fibronektinnel vagy lamininnel

egyiittesen adtdk a sejtkultirahoz (Yanagawa Y et al., 2001), a CXCLI12 kozvetlen
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kapcsolddasa miatt ezen ECM molekulakhoz (Pelletier et al., 2000). Az integrinek — a

sejtadhézios receptorok csaladja — kozvetitik a sejtek rogziilését az ECM-hoz.

cy ey

crer

ligandumokhoz, a fibronektinhez €s a kollagén IV-hez az integrin heparin-k6té doménjan

keresztiil (Hartmann et al., 2005).

1.3.2. A CXCR4-CXCL12 molekulak szerepe az embryonalis
sejtvandorlasi folyamatokban

A Cxcr4 vagy a Cxcll2 homozigota mutans egerek elpusztulnak a 17. embryonalis
nap eldtt a B-lymphopoiesis, a myelopoiesis, a szivsovényképzddés és az érrendszer
kialakukasanak zavara miatt, mindemellett silyos idegrendszeri rendellenességek 1épnek
fel (Ma et al., 1998; Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998).

Egérben és emberben is kimutattdk, hogy a CXCR4-CXCL12 kodlcsonhatas fontos
et al., 2014). A csontvel6i sinusoidokhoz asszocialt retikularis sztroma sejtek CXCL12
expresszioja helyben tartja a CXCR4 receptort kifejez6 hematopoetikus dssejteket és a
lymphocytékat (Bleul et al., 1996; Burger & Biirkle, 2007). Az E- és P -szelektinek, illetve
az intercellularis adhézios molekula-1 (ICAM-1) és a vaszkularis sejtadhézios molekula-
1 (VCAM-1) segitségével a vérképzo sejtek képesek az endothelhez kapcesolodni, gordiild
mozgast végezni, majd athatolni a bazalis membranon. A csontveldi mikrokdrnyezetben
a sejtek fibronektinnel valé kdlcsonhatasa segiti a migraciot (Caocci et al., 2017). A B-
sejt progenitorok érésében €s a csontveldi niche-ben valé mozgéasaban jelentds szerepet
jatszik a CXCR4-CXCL12 szignalizaci6. A B-sejtek érése soran a CXCR4 expresszio
egyre gyengeébb lesz, és a sikeres immunglobulin kdnnytilanc-rekombinaciot kovetden az
IgM-et expresszalo, naiv B-sejtek internalizdljdk membranjukbol a maradék CXCR4
receptorukat, ami sziikséges ahhoz, hogy végiil elhagyjak a csontveldt (Clark et al., 2014;
Freitas et al., 2014).

A CXCR4-CXCL12 receptor-ligand paros hematopoiesisben betdltott szerepe
mellett, jelentés befolyassal bir a keringési rendszer fejlédésére. Csirke
modellrendszerben a CXCL12 a garat és a sziv mesenchymajaban fejezddik ki, igy

vonzza a veldcsO cervicalis szakaszardl szarmazd, CXCR4-immunpozitivitast mutatd
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cardialis ganglionléc sejteket, és ezaltal hozzajarul a sziv morfogeneziséhez (Escot et al.,
2013). Tovabba a CXCR4 jelatvitel gatlasa csokkenti a miogén és angiogen sejtek
bevandorlasat a fejlédd végtagbimbokba (Yusuf et al., 2006). A CXCR4, mint az
angiogenesis egyik kulcsmolekuldja a gasztrointesztinalis traktus vaszkularizacidjaért
(Tachibana et al., 1998), a vese glomerulusok fejlodéséért (Takabatake et al., 2009),
illetve a sziv koszoruereinek (Ivins et al., 2015) kialakulaséaért is felel.

Tovabbi példak is bizonyitjak a CXCR4-CXCL12 molekulaparos embryonalis
sejtmigracioban nyujtott sokrétii szerepét. A cloaca izomzatanak fiziologias fejlodését
(Rehimi et al., 2010), valamint a primordialis csirasejtek (Stebler et al., 2004) gonadokba

A CXCR4-CXCL12 molekulapéros a ganglionléc sejtek vandorlasaban betoltott
funkcidjat az afrikai karmosbéka, zebradanio, csirke és egér embryoban is leirtdk
(Belmadani et al., 2005; Rehimi et al., 2008; Olesnicky Killian et al., 2009; yTheveneau
et al., 2010). A CXCR4 receptort a cranialis- €s a torzsi ganglionléc sejtek altal képzett
dorsalis érzé ganglionok (Belmadani et al., 2005; Olesnicky Killian et al., 2009;
Theveneau et al., 2010), valamint a szimpatikus ganglionok is hordozzék (Kasemeier-

Kulesa et al., 2010; Olesnicky Killian et al., 2009).

expresszios vizsgalatai és in vitro elemzései alapjan kideriilt, hogy a szignalizaci6 tobb
agyi régio fejléddésében is fontos szerepet jatszik. Mind a hippocampusban, mind a
kisagyban a neuralis prekurzor sejtek migracidja zavart szenved, a kisagy esetében a SHH
¢és a CXCL12 kozotti szinergikus hatas kiesése miatt a sejtek proliferacigja is karosodik
(Ma et al., 1998; Zou et al., 1998; Klein et al., 2001; Lu et al., 2002). Zebradanidban a
ggl. trigeminale kialakuldsdban szintén a CXCR4-CXCR7 szabalyozasa sziikséges egy
olyan szoveti kornyezetben, ahol a neuronok a vandorlasuk soran tobb CXCL12-t
expresszalo szovettel talalkoznak. A n. oculomotorius CXCR4-CXCL12 altal iranyitott
axonprojekciojat az AMD3100 inhibitor alkalmazdsidval és CXCR4 vagy CXCLI2
génkiiitéssel bizonyitottak (Whitman et al., 2018).

A CXCR4 jelatvitel fontos szerepet jatszik a neurogenezisben azaltal, hogy
differencialodasat, valamint tovabbi kisérletes adatok igazoljak, hogy moduldlja a

neuronalis projekcidt, amit a szakirodalom szintén ,sejtmigarcioként” definial. A
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legismertebb axon irdnyitdé molekuldk a netrinek, a slit glikoprotein (Slit) és a
Roundabout receptor (Robo) molekuldk, a szemaforinok csoportja, valamint az ephrinek
(Doitsidou et al., 2002; Belmadani et al., 2005; Lieberam et al., 2005; X. Cheng et al.,
2017; Tanaka et al., 2010), amelyek hatdsait nagymértékben befolyasolja a CXCR4-
CXCL12 tengely (Chalasani et al., 2003; Odemis et al., 2005; Lieberam et al., 2005).
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2. CELKITUZESEK

A  CXCR4-CXCL12 jelatvitel szerepét szamos sejtvandorlassal  jard
fejlodésbiologiai  folyamatban bizonyitottak, gy, mint a ganglionléc sejtek, a
primordialis dssejtek migracidja €s az axon ndvekedés, valamint a hematopoetikus
Ossejtek, és a lymphocytdk vandorlasa. A bélidegrendszert 1étrehozd ganglionléc sejtek
amit a colorectum valtoz6 hosszusagu aganglionozisa jellemez. A ganglionmentesség
mellett nagyszami CXCR4+ extrinsic rost is megfigyelhetd, amelynek kialakulasarol
kevés ismerettel rendelkeziink. Az utobél CXCL12 in situ hibridizacids vizsgalata sordn
megfigyeltiik, hogy az extrinsic beidegzést add Remak-ganglion mellett az utobélhez
asszocialt bursa Fabricii mesenchymajaban is kifejezddik. A bursa Fabricii lehetdséget
kinal arra, hogy a tobbi vérképzd sejtvonaltol fiiggetleniil egy izolalt kornyezetben

tanulmanyozhassuk a B-sejtek migraciojat és fejlodését.
Doktori értekezésemben célul tliztem ki:

A CXCR4-CXCL12 molekulaparos sokrétii feladatanak vizsgalatat a fejlodé farokbimbo
szoveteiben, azon beliil az utdbél kiilsd beidegzésének fejlodésében és az utdbélhez

asszocialt primer nyirokszerv kialakulasa soran.

1. A CXCR4 receptor expresszidjanak nyomonkdvetése a bélidegrendszert 1étrehozd

ganglionléc sejtek fejléddése soran.

2. A colorectum kiils¢ beidegzésének kialakuldsdnak tanulmanyozasa madar és

emldés embryokban.

3. A CXCR4-CXCL12 expresszidjanak elemzése a bursa Fabricii fejlodésében részt

vevd sejtvandorlasi folyamatokban.
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez vad tipust csirke (Gallus gallus domesticus, White Leghorn
tipus), transzgénikus zold fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP)
expresszalo csirke és Wntl€* Rosa26/ox-mTRed-Stop-flox-mGFP eobér  (Mus musculus)
embryokat hasznaltunk.

A megtermékenyitett White Leghorn csirketojasokat kereskedelmi tenyésztoktol
(Prophyl-BIOVO Ltd., Magyarorszag) szereztiik be, a transzgénikus GFP-t expresszalo
csirke tojasait a skociai Roslin Intézetbdl Prof. Helen Sang és Dr. Adam Balic jovoltabol
kaptuk (McGrew et al., 2004). A tojasokat laboratoriumunk keltetdgépében 37,5°C-on
60%-o0s paratartalom mellett keltettiik. Abban az esetben, ha 3 napnal idésebb embryokat
vizsgaltunk, a tojasok fliggdleges helyzetben, a tompa végével felfelé allitva, mig korai
(1-2 napos) embryoknal a tojasok horizontdlisan inkubalodtak, az embryok konnyebb
hozzaférhetéségének céljabol. A fejlodési stadiumok meghatarozdsa az embryonalis
napok szdma (E) vagy a Hamburger-Hamilton (HH) tablazat (Hamburger & Hamilton,
1992) alapjan tortént. A bél fejlodési stddiumainak megallapitdsandl a csirke embryo
bélstddium-meghatarozasi tablazatara (Southwell, 2006) ¢és a bélidegrendszer
kialakulasanak idépontjaira (Nagy et al., 2012) hivatkoztunk.

A Rosa26/'0x-mTRed-Siop-flox-mGFP knock-in mutaciot hordozo egereket (Muzumdar et
al., 2007) Dr. Jakus Zoltantol (Semmelweis Egyetem, Elettani Tanszék), a Wntl€*
knock-in allélt hordoz6 egereket (Danielian et al., 1998) Dr. Liam Ridge-t61 (UCL GOS
Institute of Child Health, Egyesiilt Kiralysag) kaptuk, és heterozigota formaban tartottuk
Oket intézetiink allathdzdban. Minden egér C57BL/6 genetikai hattérrel rendelkezett. A
két torzs keresztezésének eredményeként Wntl ¢ Rosq?dlox-mTRed-Stop-flox-mGFP (g
tovabbiakban Wntl;GFP) genotipusu egerek sziilettek, amelyekben az &sszes
ganglionlécbdl szdrmazo sejt zold fluoreszcenscencidval jelzett volt. Az embryok
izolalasa soran vemhes egerek terminalasat novekvo szén-dioxid koncentracidval torténd
altatassal, nyaki diszlokacioval végeztiik.

A pufferolt 4%-os parafolmaldehidben (PFA) fixalt abortalt human embryokon

végzett szOvettani munkdt a Semmelweis Egyetem Regiondlis és Intézményi
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Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsaga etikailag jovahagyta (Kutatasetikai Bizottsag

jovahagyasa: 70/2012).

3.2. A mintak szovettani feldolgozasa

A csirke és egér embryo farokbimbojat, illetve teljes bélszakaszat
mikropreparaciora alkalmas eszkozok (mikrocsipesz, mikroolld, perforalt Moria tipust
kanal, iridectémias olld (Unicam)) segitségével sztereomikroszkop alatt kimetszettiik,
majd 1x-es foszfat-pufferelt sdoldatba (1x-es PBS) gytijtottiik. A szoveteket egy ¢jszakan
at fixaltuk 4%-os PFA-ban 4°C-on, végiil immuncitokémiai feldolgozasnak vetettiik ala

(zselatinos beagyazas vagy ,,whole mount” immunfluoreszcencia).

3.2.1. Zselatinos fagyasztott metszetek készitése

A PFA fixélast és a mosasi lépést (3x5 perc 1x-es PBS-ben) kdvetden a szerveket
egy ¢jszakan at 15%-os szachardzban tartottuk 4°C-on. A bedgyazashoz 7,5%-os zselatint
hasznaltunk. A zselatin dermedése és a szervek elhelyezkedésének megjeldlése utdn egy
¢les eszkoz segitségével kivagtuk a kivant méretli blokkot. A blokkokat -60°C-ra
folyékony nitrogénnel, izopentdnban (2-methylbutane, Sigma Aldrich, M32631)
fagyasztottuk le. A krioblokkok metszését Shandon gyartmanyt kriotdmmal (kriosztattal)
-27°C-on végeztiik. A 12 pm vastag metszeteket Poly-L-lysinnel (Sigma Aldrich, P8920)

kezelt targylemezekre vittiik fel és -20°C-on taroltuk felhasznalésig.

A bedgyazashoz hasznalt oldatok

10x-es koncentralt foszfat-pufferelt-sooldat (PBS, pH=7,0, minden 0sszetevd 10-szeres
mennyiségben van jelen):

e 1000 ml desztillalt viz

e 80 g NaCl (Lach-Ner, 30093AP0)

e 2 g KCl (Reanal, 1805010138)

e 1,2 ¢ Na2HPO4 x 2 H20 (Lach-Ner, 30388 AP0)

e 2 ¢ KH2PO4(Lach-Ner, 30016APO0)

Az 1x-es PBS elkészitéséhez a koncentralt 10x-es PBS oldatot 10-szeres higitasban

alkalmaztuk. Az oldatot autoklavoztuk és szobahdmérsékleten taroltuk.
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Pufferelt 4%-os paraformaldehid (PFA, pH=7,4) oldat:

700 ml desztillalt viz

40 g paraformaldehid (Reanal, 2555001338)
20%-0s 0,5M-0s NaOH (Reanal, 14052138)
1 M HCI

250 ml 1x PBS

A tarolas -20°C-on tortént.

15%-0s szacharoz oldat:

100 ml 1x-es PBS
15 g szacharéz (Reanal, 0714000838)

A szacharodz oldatot 4°C-on taroltuk.

7,5%-0s zselatin oldat:

A szachardzt és a zselatint maximum 80°C-ra melegitett PBS-hez adtuk hozza
magneses keverdn, majd addig kevertettiik, mig egynemii oldatot nem kaptunk, amit

befejezésiil 50 ml-es centrifuga csovekbe (VWR, 75874294) porcidztuk szét és -

500 ml 1x-es PBS
75 g D-(+)-szacharoz (Reanal, 0714000838)
37,5 g zselatin (Sigma Aldrich, G2625)

20°C-on taroltuk.

3.3. Fluoreszcens immuncitokémia

A fluoreszcens immuncitokémiat fagyasztott metszeteken végeztiik. A metszeteket 37°C-
os 1x-PBS-ben rehidraltuk 10 percig. A szovetben a megjeldlni kivant molekulanak
megfeleld primer ellenanyagok (1. tabldzat) higitasat 1 %-ban BSA-t (Bovine Serum
Albumin, Sigma Aldrich, A9647) és 0,1 %-ban Na-azidot (NaN3) tartalmazé 1x-PBS
oldatban végeztiik. A higitas mértékének (1:50-1:1000), valamint az inkubacios idonek a
beallitasa gyartoi utasitas vagy publikaciokban leirt informaciok alapjan tortént. A primer
ellenanyagot pipettak segitségével a metszetekre mértiik és nedves kamraban (PathnSitu
Biotechnologies) inkubaltuk 1-3 o6ran 4t szobahdmérsékleten vagy egy ¢éjszakan at 4°C-

on, majd 3x5 perces 1x-es PBS mosas kdvetkezett. A fluorokrommal kapcsolt szekunder
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ellenanyag (2. tablazat) a primer ellenanyagnak megfelel6 allatfaja és izotipusu volt, amit
1:200 koncentraciéban 1x-es PBS-ben higitottunk, 45 percig hagytuk a metszeteken,
végiil egy Ujabb mosasi 1épést kovetden elvégeztik a sejtmagjeldlést 1 ug/ml
koncentracioja DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole dihidrochloride, Invitrogen, D1306)
reagens 10 perces inkubaldasaval. Az utols6 PBS mosas utan a metszeteket vizoldékony
feddanyaggal (Aqua-Poly/Mount, Polysciences, 1860620) fedtiik le és 4°C-on taroltuk.

Kettés fluoreszcens immuncitokémia esetén kiilonb6z6 molekuldk egyidejii jelenlétét
tudtuk igazolni ugyanazon metszeten. Az elsé primer és a primer ellenanyagnak
megfeleld izotipusu és allatfajbol szarmazod szekunder ellenanyag inkubdacidja utan az
elsotdl eltérd allatfaji vagy mas izotipust masodik primer ellenanyagot valasztottunk ki,
majd hivtuk el6 a masodik ellenanyagot felismerd eltéré fluoreszcenciaju szekunder
ellenanyaggal. A sejtmagjel6lés, az inkubacios idok és a kisérleti koriilmények beallitasai

a fent leirt modon torténtek.

3.3.1. Teljes szoveti fluoreszcens immuncitokémia

A Remak-ganglion morfoldgiai fejlédésének tanulmanyozasahoz ,,whole mount”
fluoreszcens immuncitokémiat végeztiink, amelyhez 6, 9, 12 €s 14 napos csirke embryok
utobeleit izolaltuk, majd 4 %-os PFA-ban egy ¢jszakan at 4°C-on fixaltuk. A szoveteket
permeabilizaltuk 0,1 %-os Triton-X (Thermo Fisher Scientific, A16046) 1x-es PBS
oldataval egy ¢éjszakén at 70 rpm-en rdzatva 4°C-on. A beleket 1:400-ban higitott TUJ1
primer ellenanyag (1. tablazat) és 1 %-os kecske szérumban (Vector, S1000) inkubaltuk
1 6ran at szobahdmérsékleten 70 rpm fordulatszamon. A harom 10-perces 1x-es PBS
mosast kdvetden a BIII-tubulint Alexa Fluor kecskében késziilt anti-egér IgG (H+L) 488
(2. tablazat) szekunder ellenanyaggal hivtuk eld 1 6rdn keresztiil, szobahdmérsékleten,
70 rpm-es razatassal, véglil haromszor mostuk 1x-es PBS-sel és Nikon SMZ25

fluoreszcens sztereomikroszkdppal vizsgaltuk.
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1. tablazat. A felhasznalt primer ellenanyagok

Primer Klén | Hisitas Szarmazas, cég, Host, |Megjelolt
ellenanyag neve g katalogusszam Izotipus |sejttipus(ok)
anti-alpha . o .
simaizom aktin| 1A4 1:400 Thermo 11119517125 S ; ientific, Ie%‘g,a simaizom
(SMA) &
. poli- i , .
anti-BFABP Klonalis 1:50 Kurtz et al. ,1994 nyul, IgG|glia
Dr. Hideaki Tanaka egér, |csirke specifikus
anti-CN feliiliiszo | szivességébdl (Tanaka et Ing e p
al., 1990) &
. ROS- ) . egér, |bursai  szekrécids
anti-CSFIR AV170 1:200 BioRad, MCA5956GA 1oGI |dendritikus seit
. . |ganglionléc sejt,
anti-CXCR4 oD9 | 1:100 Dr. Sonja Hartle, 8T |periférias ideg, B-
Miinchen University 1gG2a
lymphocyta
. . bursai corticalis
desmin DERI11 1:200 DAKO Corporation, ceet, mesenchymalis-
MO0760 IgGl |. . .
,izom-, reticulumsejt
colr bursai  medullaris
E-cadherin 36 1:200 | BD Biosciences, 610181 & mesenchymalis
1gG2a ool
retikularis sejt
anti-GFP poli- 11200 | Rockland, 600-101215Mm| Keeske: jgreen — fluorescent
klonalis IgG |protein
anti-HNK1 Ab2 1:50 Neomarkers, MS1163P |egér, [gM |ganglionléc sejt
(CD57)
anti-HuC/D 16A11 1:50 Invitrogen, A21271 IZE(;}GZr,b neuron perikaryon
anti- ) Thermo Fisher Scientific,| egér,
neurofilament 2E11 1:50 MUBI1303P IgG1 heuron
. 3G6B1 ) Thermo Fisher Scientific,| egér, .
anti-nNOS 0 1:200 372800 1eG1 nitrerg neuron
. NRT+ poli- ) Weskamp és Reichardt, . : .
anti-P75 Klonalis 1:200 1991 nyul, IgG|csirke ganglionléc
anti-SOX10 A-2 1:30 . Santa Cruz CECL | irke ganglionléc
' Biotechnology, sc365692| IgGl
anti-TUJ1 AALO | 1:400 Santa Cruz ©2CL, 6111 tubulin, neuron
' Biotechnology, sc80016 | IgG2a ’
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2.tablazat. A felhasznalt szekunder ellenanyagok

Fluorokrom
Szekunder ellenanyag neve excitacios Cég, katalogusszam
hullimhossza (nm)
Alexa Fluor kecskében késziilt 438 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér IgG (H+L) A32723
Alexa Fluor kecskében késziilt 504 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér IgG (H+L) A32742
Alexa Fluor kecskében késziilt 438 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér IgG1 (H+L) A21121
Alexa Fluor kecskében késziilt 504 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér IgG1 (H+L) A21125
Alexa Fluor kecskében késziilt 488 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér IgG2a (H+L) A21131
Alexa Fluor kecskében késziilt 504 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér [gG2a (H+L) A21135
Alexa Fluor kecskében késziilt 488 Thermo Fisher Scientific,
anti-egér [gM (H+L) A10680
Alexa Fluor szamarban késziilt 438 Thermo Fisher Scientific,
anti-kecske IgG (H+L) A11055
Alexa Fluor kecskében késziilt 438 Thermo Fisher Scientific,
anti-nyul IgG (H+L) A32731
Alexa Fluor kecskében késziilt 546 Thermo Fisher Scientific,
anti-nyul IgG (H+L) A11035

3.4. GFP-Remak-ganglion kiméra és choriollantois membran technika

Annak meghatarozdsidra, hogy a Remak-ganglion szerves részét képezi a
bélidegrendszernek, fluoreszcens jelolést végeztiink a kiilonbozd szovetrészek
elkiilonitésére, melyhez in vitro szovetrekombinaciot kombindltunk ex vivo
chorioallantois membran (CAM) technikdval a laboratoriumunkban kifejlesztett,
korabban leirt modszer szerint (Nagy €s Goldstein, 2006; Nagy et al., 2020). Az els6
1épésben 6 napos csirke embryok postcoecalis bélszakaszat (utobelét) mikropreparaciora
alkalmas eszk6zok segitségével sztereomikroszkop alatt 100 pg/ml penicillin-
streptomycin (PenStrep, Sigma Aldrich, P0781) tartalma DMEM/F12 médiumba
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco, Thermo Fisher
Scienific, 11320033) izolaltuk. Eltavolitottuk a Remak-gangliont és azonos kora GFP

csirke embryobol szarmaz6 Remak-ganglionnal helyettesitettiik azonos orientaciéban. A
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kisérletesen rekombinalt szervet 24 6rara 3-dimenzids kollagén matrixba agyaztuk, hogy
elosegitsiik a szoveti integritas kialakulasat a szovetek kozott (Nagy et al., 2007). A 3D
kollagén matrix oldat 70 %-ban I-es tipust kollagént (BD Biosciences; 354236), 29,4 %-
ban DMEM médiumot (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 11965092) és 0,6 %-ban 1 N
NaOH oldatot tartalmazott. Az dsszetevoket mindig 4°C-ra lehiitott allapotban mértiink
Ossze szervtenyésztésre alkalmas sziikitett alji Petri-csészében (Falcon, 353037). A
kovetkezO napon eltavolitottuk a szerveket a matrixbol €s egy 9 napos (HH35) csirke
embryo CAM membranjdra iiltettiik a kovetkezOk szerint: csipeszek segitségével egy
ablakot nyitottunk a tojashéjon a légkamra felett és a héjhartya gondos lefejtése utan egy
steril vattaval traumatizaltuk a CAM membrant ott, ahol egy ,,Y” alakban elagaz6do 1
mm-nél vastagabb érszakasz volt. Az embryonalis beleket traumatizalt kapillarisok
tertiletére tltettiikk, a tojast egy steril ragasztoszalaggal lezartuk (a kiszaradads és a
szennyezddések elkeriilése végett). A CAM kimérakat 7 napig inkubaltuk
laboratoriumunk keltetégépében (talélési arany 80%).

CAM technikat alkalmaztuk annak bizonyitasara is, hogy a Remak-ganglionbol
szarmaz0 extrinsic idegrostok ganglionmentes utobélbe is képesek projektalni. A
kisérlethez 5 napos embryonalis preganglionotikus utobeleket Remak-ganglionjukkal
egyiitt iltettiink CAM-ra és 9 napig tenyésztettiik (talélési arany 95%, szovettanilag
feldolgozott utobél kimérak szama n=5).

Miutan a CAM graftokat eltavolitottuk a membranrdl, 4 %-os PFA-ban egy
¢jszakan at fixaltuk, majd a szovettani feldolgozas kovetkezett. Immunfluoreszcens
jelolés utan a GFP-Remak-ganglion-rekombinacios kisérletben 5 db graft esetében

szamoltuk meg a GFP'/TUJ1" extrinsic és a GFP/TUJ1" intrinsic idegrostok aranyat.

3.5. GFP-velocs6 kiméra

Az enteralis ganglionléc sejtek megjeldlésére in ovo GFP-csirke veldcsd kiméra
technikat alkalmaztunk egy korabban leirt technika szerint (Nagy et al., 2012; Delalande
et al., 2015). Mivel a bélidegrendszert kialakitd ganglionléc sejtek a vel6cs6bdl
delaminalédnak a neurulacio soran a 2. embryonalis napon a vagalis szakasz esetében (Le
Douarin & Teillet, 1973; Stoller & Epstein, 2005; Nagy et al., 2012), ezért a folyamat
elott (10-11 szomitas stadiumban, E1,5) a 2-6. szomita kdzott talalhato veldcsészegmens

GFP-rekombinéciojaval a kivandorloé ganglionléc sejtek GFP-vel jeloltek lesznek, igy
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vizsgalhatova valtak bélidegrendszer belsd plexusait létrehozd prekurzorok. A
folyamathoz a csirketojasokat fektetve inkubaltuk, majd a 1égkamra feldl egy 1,2 mm-es
injekcios ti (Rextra, 10.0.0170.05) segitségével 8 ml albumint szivtunk le, melynek
eredményeként az embryo néhany mme-rel lesiillyedt a tojasban, igy hozzaférhetové valt.
A tojas kozépso részén egy 3 cm-es ablakot nyitottunk a fogadd embryo felett, és az
embryo jobb vizualizacioja érdekében a csirakorong kozepe ala vitdlis festéket
(FastGreen (Arthur H. Thomas Company, 537) 100 pg/ml Pen/Strep 1x-es PBS-ben
higitva 1:1 ardnyban) injektaltunk tiveghtzott mikropipettaval. Felnyitottuk a membrana
vitellinat, mikrosebészeti Giton sajat készitésii wolframkések segitségével vagast ejtettiink
a veldcsd mindkét oldalan a 2-6. szomitdk szintjén, majd kimetszettiik a veldcsovet a
fogad6 embryobol. A GFP csirke donor embryot izoldltuk a tojasbol és rovartiikkel
rogzitettiik szilikon aljii Petri-csészében, amely Pen/Strep 1-x-es PBS-t tartalmazott.
Kipreparaltuk az azonos szegmensbdl szarmazo GFP+ veldcsovet a kornyezd szovetekkel
egyiitt, amit Pen/Strep-es 1-x-es PBS-ben higitott 0,2 %-os pancreatinnal (Sigma Aldrich,
P3292) emésztettiink 10 percig szobahdmérsékleten, elésegitve a szdvetek elvalasat. Az
enzimatikus emésztés ledllitdsa céljabol a disszocidlt veldcsovet 5 percre 10 %-os juh
szérumot (Jackson ImmunoResearch Lab, 013000121) tartalmaz6 DMEM oldatba
helyeztiik, majd transzplantaltuk a fogad6 embryoba megfeleld orientacidban. A kiméra
tojast lezartuk, majd 8 napig tenyésztettiik. A talélési ardny 30 % volt, 5 db kiméran
végeztiik el az immuncitokémiai vizsgélatot (n=5). A 10 napos kiméra embryok utobelét
4 %-o0s PFA-ban fixaltuk le egy éjszakan at 4°C-on, zselatinba agyaztuk és GFP, HU,

valamint TUJ1 fluoreszcens immuncitokémiaval az intrinsic neuronhdl6zatot vizsgaltuk.

3.6. Bursa Fabricii GFP-CAM kiméra

A bursa-CAM graftokat Déra és mtsai. munkéjaban leirtak szerint végeztiik el
(Déra et al., 2018). A B-sejtek bevandorlésa elétti stadiumban a 9 napos vad tipust csirke
embryokbol izolalt bursa Fabricii eldtelepeket 9 napos transzgenikus GFP-csirke CAM
membranjara transzplantaltuk, amelybdl a GFP+ vérképzo sejtek képesek kolonizalni a
bursat. A CXCR4 jelatvitelt gatld kisérletekhez a bursa primordiumok mesenchyméjaba
I ul 200 uM AMD?3100-at (Sigma Aldrich, 155148315) injektaltuk (n=6), a kontroll
bursdkba (n=6) a kisérleti mintakban olddszerként hasznalt 1 pl steril 1x PBS-oldatot
jutattunk, és a GFP-CAM membranon tenyésztettilk 9 napig (ttlélési arany: 70%), majd

a graftokat makroszkopos és mikroszkopos vizsgéalatoknak vetettiik ala.
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3.7. In vitro sejtmigracios kultira

Migracios tesztet alkalmaztunk a CXCL12 ndvekedési faktor in vitro vizsgalatara.
Akisérlethez 6 cm atmérdjii mianyag Petri-csészéket (CytoOne, CC7682-3359) 20 pg/ml
fibronektin matrix-szal fedtiink be (FN, Thermo Fisher Scientific, 33010018) 30 percig
37°C.-on. A tenyésztés soran Remak-gangliont is tartalmazo E6 csirke utobeleket az
oldalukra fektetve helyeztiink ki a fibronektinnel bevolt felszinre. A tenyésztést 4 ml
DMEM/F12 (Sigma Aldrich, D5429) médiumban végeztiink, melyhez CXCL12 (100
ng/ml; R&D Systems, 6448SD025), CXCL12 (100 ng/ml) +AMD3100 (200 uM)
inhibitort vagy GDNF (10 ng/ml; R&D Systems, 212GD010) névekedési faktort adtunk,
majd az inkubatorban (Eppendorf) 24 o6raig tenyésztettiik 37°C-on, 5%-0s CO2 szint
mellett (n=5/kezelési csoport). A folyamat végén 4 %-os PFA-ban fixaltuk a beleket és
,»whole mount” immunfluoreszcenciat végeztiink. Legalabb 6 db béltenyészetet hoztunk
létre vizsgalati csoportonként, a kivandorlé TUJ1" extrinsic idegrostokat és a SOX10"

ganglionléc sejtek szamat vizsgaltuk a kiilonbozo kezelések hatasara.

3.8. Fiiggesztett szervtenyészet

Az  extinsic  idegrendszer  struktirdjdnak  vizsgéilatdhoz  fliggesztett
szervtenyészeteket hoztunk létre. 6 napos csirke embryok izolalt bélszakaszait steril
Pen/Strep tartalmu DMEM/F12 médiumba gytijtottiink 6ssze, majd rovartiik segitségével
rogzitettiik azokat szilikonnal bevont steril Petri-csészék aljadhoz, oly modon, hogy ne
tapadjanak le a szilikonhoz, hanem minden feliiletén egyenletesen érintkezzen a
médiummal. A kisérletben a kontroll csoport DMEM/F12 médiuma nem tartalmazott
novekedési faktort, a CXCR4-CXCL12 jelatvitel tanulméanyozasdhoz 200 puM-os
AMD3100 inhibitort mértiink a médiumba. A tenyésztés 72 oraig tartott 37°C-on 5 %-o0s
COz2 szint mellett. A folyamat végén 4 %-os PFA-ban fixaltuk a beleket és szdvettani
beagyazasnak és ,,whole mount” immunfluoreszcens festést végeztiink. Minden kisérleti
csoport esetén 5 fliggesztett belet dolgoztunk fel, pozitiv kontrollként 9 napos utobél
szolgalt. A TUJ1 ,,whole mount” immunfluoreszcens beleken az idegrostok szamat,
hosszusagat  és  szélességét  vizsgaltuk, tovabba CN, valamint HU
immunfluoreszcenciaval az intrinsic plexusok neuronjainak sejttestjeit €és rostjainak

szamat mértiik meg.
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3.9. Mikrogyongy implantacié

A CXCR4-CXCL12 jelatvitel szoveten beliili idegrostnovekedést befolyasolo
vizsgélatara mikrogyongy technikat alkalmaztunk, amivel a vizsgélni kivant novekedési
faktorok lokalisan kifejtett hatdsat lehetett tanulmanyozni (Nagy & Goldstein; 2006;
Nagy et al., 2009). A heparin-akril gyongyoket (atmérd: 70-150 um, Sigma Aldrich,
H5263) a kovetkezok alapjan készitettiik eld: 1.) a kontrollként hasznalt 20 pg/ml BSA,
20 pg/ml CXCL12 rekombinans protein, illetve az 1 mM AMD3100 inhibitor steril 1x-
es PBS oldataba aztattuk 37°C-on 1 o6ran keresztiil, majd 2.) 20 percig szaritottuk azokat
steril koriilmények kozott és 3.) ES csirke embryo utébél mesenchymajaba iiltettiik, majd
CAM membranon tenyésztettiik 9 napig (a talélési arany 70% volt). Legalabb 5 db
mikrogyongy tartalmu utdbél graftot hoztunk létre minden vizsgalni kivant csoport
esetében ¢és TUJ1 immunfluoreszcencidval a gyongyok 300 pum-es kornyezetében a

vizsgaltuk az idegrostok szamat, vastagsagat kvantifikacio céljabol.

3.10. In situ hibridizacio

3.10.1. A paraplast beagyazas és a metszetek készitése

Az in situ hibridizaciohoz a szoveteket DEPC (diethyl-pyrocarbonate) kezelt 1x-
es PBS-ben izolaltuk RNase Zap (Thermo Fisher Scientific, AM9780) vegyszerrel kezelt
RNaz mentesitett eszkozokkel, majd egy ¢éjszakdn 4t 4°C-on Carnoy-fixaloval
tartositottuk, mely 60%-ban abszolut EtOH-t (Molar Chemicals, 02910481340), 30%-ban
kloroformot (Reanal, 11192265) és 10%-ban ecetsavat (Reanal, 10047) tartalmazott. A
kovetkezd napon végeztiik el a paraplast beagyazast.

A fixéloszer eltavolitasa utan a szerveket felszalld alkoholsorban dehidraltuk: 2 x
30 perc 70 % EtOH, 2 x 30 perc 90 % EtOH, 2 x 30 perc abs. EtOH, 2 x 15 perc toluol
(Molar Chemicals, 09150101340). A kdvetkezd 1€pésben Jouan termosztatban 2 6ran at
65°C-o0s olvasztott paraplasztban inkubaltuk (Sigma Aldrich, P3683-1KG), hogy a
beagyazoszer megfelelden atjarja a szoveteket. A kiontd formakba olvasztott paraplasztot
ontottiink és egy kismértékii dermedés utan belehelyeztiik a szerveket, majd vartunk a

teljes megszilardulasig. A paraplast blokkokat 4°C-on taroltuk felhasznalasig.
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Kerekes mikrotommal 7 pum vastag sorozatmetszeteket készitettilkk, melyeket DEPC-
kezelt ultratiszta vizben (UTV) teritettiink, és Superfrost (TS Labor, JISO0AMNZ)

targylemezekre vittiink fel. A metszeteket 4°C-on taroltuk.

3.10.2. Digoxigenin-jelolt RNS-prébak készitése

Az in situ hibridizéciohoz a Cxcr4 és Cxcll2 antiszensz szekvencidkat tartalmazo
plazmidokat Dr. Beate Brand-Saberi (Ruhr-Universitdt Bochum, Németorszag; (Rehimi
et al. 2008; 2010) Ilaboratériumabol kaptuk, amelyekbdl elébb ,,Maxiprep”-et
készitettlink, a DNS-t linearizaltuk, majd digoxigeninnel jelolt RNS-prébat hoztunk 1étre.

3.10.2.1.,,Maxiprep” készités

A Maxiprep készités célja nagy mennyiségl tisztitott plazmidok eldéallitasa volt, a

gyarto utasitasai szerint jartunk el.

Oldatok el6készitése

Els6 1épésként az agar taptalajt és tapoldatot készitettiik eld az Escherichia coli
(roviden E. coli) baktériumok tenyésztéséhez. Az LB médium létrehozasahoz 1000 ml
UTV-hez 100 g Miller’s LB Broth Base dehidratalt taptalaj port (Invitrogen, 12795027)
adtunk és szobahOmérsékleten kevertettiik, majd 120°C-on 30 percig autokévoztuk az
oldatot. A 40°C ala hiitott tenyésztéfolyadékhoz 25 mg/ml ampicillint (Sigma Aldrich,
A9518) pipettaztunk, majd szobahdmérsékleten rovid ideig taroltuk.

A taptalaj elkészitéséhez 12,5 g Miller’s LB Broth Base port és 7,5 Bactoagart
(Select Agar Invitrogen, 30391023) 500 ml UTV-ben oldottunk fel, melyet autoklavoztuk.
A minimum 40°C-ra hiilt oldathoz 25 mg/ml ampicillint mértiink és 50 ml-enként
kiontottiik a 10 cm atmérdjli Petri-csészékbe (Orange Scientific, 4450300), amiket igy
4°C-on tartottunk.

Transzformacid és E. coli tenyésztés

A kiilfoldi laboratériumokbdl érkezd plazmidokat sziirOpapirra cseppentve
kaptuk. A sziirépapirt 1,5 ml-es Eppendorf-csébe helyeztiik, majd 50 ul 10 mM-os pH
7,5 Tris pufferbe (BIORAD, trimethamin, 1610719) oldottuk be a plazmidot. 1 pul
plazmidot mértiink a One Shot Top 10 Chemically Competent E. coli (Thermo Fisher
Scientific, C404010) — a gyart6 altal eldre szétporciozott — elegyébe és 30 percen
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keresztiil jégkasan tartottuk, majd 30 masodpercre 42°C-os vizfiirddben hdsokkoltuk a
baktériumokat a sikeres transzformacio érdekében. A baktérium sejteket az agar taptalajra
szélesztettiik, végiil 37°C-on Labnet Mini Inkubatorban tenyésztettilk egy ¢&jszakan
keresztiil.

A kovetkez6 napon egy jol elkiiloniilt ampicillinreztisztens baktérium
populéciobol allo monoklon telepbdl steril 100 pl-es pipettahely segitségével mintat
vettiink és 100 ml LB médiumot tartalmazé 250 ml-es Erlenmeyer-lombikban inkubaltuk,
majd egy ¢jszakan keresztiil 37°C-on BIOSAN ES-20 razoinkubatorban 250 rpm
fordulatszamon szaporitottuk fel a baktérium torzset.

A rékovetkezd napon elso 1épésként elkészitettiik hitelen fagyasztassal az 1000 pl
1:1 aranyt plazmiddal transzformalt baktérium mintabdl €s glycerolbdl (Reanal,07014)
allo glicerol torzsoldatot, ami a hossza tava tarolast szolgéalja -80°C-on. A maradék
tenyészettel ,,Maxiprep” preparaciét végeztik el. Szétporcidztuk a baktériumot
tartalmazd tapoldatot 50 ml-es centrifuga csovekbe és 6000 g-n 4°C-on 30 percig
centrifugaltuk Jouan CR3i tipust centrifugaval. A folyamat végén elontottiik a folyadékot

¢s steril kortiilmények kozott kiszaritottuk a baktériumsejteket tartalmazo pelletet.

DNS preparalas

A DNS kinyerés Iépéseit Quiagen Qiafilter Plasmid Maxi Kit-tel (Quiagen,
12263) végeztiik a gyartd utasitasai alapjan.
Az 50 ml-es pipettacsoben 1évo baktériumpelletet felszuszpendaltuk az RNaz-A és
LyseBlue reagenst tartalmazé 10 ml Puffer 1-gyel, majd hozzékevertiink 10 ml Puffer 2-
t (lizispufferek) a szuszpenzidhoz, melyet 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltunk. 4°C-
os Puffer 3 neutralizal6 oldatot mértiink a keverékhez és fecskenddsziirds csobe
(QIAfilter Maxi Cartridges) toltottiik a lizatumot. Egy 10 perces inkubaciot kovetden a
QIAGEN-tip 500 csovet 10 ml QBT pufferrel equilibraltuk, majd atszlrtiik a
szuszpenziot a QIAGEN-tip 500 cs6be, amely tartalmazta a lizalt plazmidot, majd két
1épésben 30-30 ml QC pufferrel mostuk at a sziirét. A kovetkezo 1épésben 15 ml 65°C-os
QF pufferrel elulaltuk a DNS-t a fecskendékbdl 50 ml-es centrifugacsdvekbe, amihez
10,7 ml izopropanolt (Molar Chemicals, 00390) mértiink és 6000 g-n 4°C-on 60 percig
centrifugéltuk az oldatot. Eltavolitottuk a feliiluszot, 10 ml 70 %-os EtOH-t adtunk a
mintahoz, majd centrifugaltuk 6000 g-n 4°C-on 60 percig. Kipipettaztuk az EtOH-t a
csovekbdl, steril koriilmények kozott kiszaritottuk a pelletet, melyet 200 ul DNaz/RNaz
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mentes vizzel szuszpendaltuk fel és a tiszta plazmidot tartalmazo oldatot steril Eppendortf-
csObe mértiik at, amit -20°C-on tartoltunk.

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, ND2000) nanocsepp spektrofotométer
tovabba 0,8 %-os agardz gélen Fisher Biotech FB-SB-710 tipusu gélelektroforézissel
(120 V, 40 perc) a plazmid méretét (CXCR4: 6000 bp, CXCL12: 5000 bp). A CXCR4
esetében 2500 ng/ul, a CXCL12-nél 4770 ng/ul volt plazmid koncentracidja.

3.10.2.2.DNS linearizalas

Mivel az RNS polimerdz nem képes hozzaférni a kotdhelyéhez egy cirkuléris
DNS-en, igy sziikség van a plazmid felnyitasara. A DNS linearizalas 20 pl-es

reakcidelegye a kdvetkezd komponensekbdl tevodott dssze:

e 2 ulcc. CXCR4 vagy 1,1 ul cc. CXCL12 ,,Maxiprep” DNS

2 ul Xbal (CXCR4) vagy Notl (CXCLI12) restrikcids endonukleaz (Thermo

Fisher Scientific, K1991)

e 2 ul Fast Digest puffer (Thermo Fisher Scientific, K1991)

e 2 ul BSA (New England Biolabs, B9001S)

e 12 ul (CXCR4) vagy 13,5 ul (CXCL12) RNaz/DNaz mentes ddH20 (Invitrogen,
10977-035)

Areakciodelegy 5 pg/ul ,,Maxiprep” DNS-t tartalmazott, azonfeliil ddH20-val egészitettiik
20 pl-re a végtérfogatot. 37°C-on 90 percig inkubaltuk az oldatot, majd 14000 rpm
fordulatszamon, 4°C-on 10 percig centrifugaltuk (IEC Micromax RF, 3592 centrifuga),
végiil 65°C-on inaktivaltuk a restrikcidos endonukledzt. Az utolséd centrifugalast (14000
rpm, 4°C, 4 perc) kovetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik a linearizalt DNS

épségét.

3.10.2.3.RNS-proba készités

RNS probat a linearizalt DNS-r6l készitettiink, mely komplementer volt a

metszetben megjeldlni kivant mRNS-sel. Az RNS proba reakciomix (20 pl) dsszetevdi:

e 5 ul linerizalt Cxcr4 vagy Cxcll2 DNS
e 4 ul 5x transzkripcios puffer (Promega P118B)
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e 2 ul 10x DIG RNA Lab MIX (Roche 11277073910/26591020)

e 2ul 100 mM DTT (Promega, 117B)

e 5 ul RNase/DNase mentes ddH20 (Invitrogen, 10977-035)

e | ul RNase inhibitor 40 U/ul (Roche, 03335399001/ 35780600)

e | ul 20 U/ul SP6 (CXCR4; Promega, P108B) vagy T7 (CXCL12; Promega,
P208C) RNS polimeraz

A DIG-11-UTP-t az SP6 és a T7 RNS polimerazok beépitik a transzkriptum kortlbeliil
minden 20-25. nukleotidjanal, igy a digoxigeninnel jelolt nukleotidot tartalmazé RNS
mix, valamint az RNS polimeradz segitségével in vitro transzkripcioval elkésziil az
egyszalu digoxigeninnel jeldlt RNS proba, mely komplementer a szvetben megtalalhato
Cxcrd4 vagy Cxcll2 mRNS-ének egy adott fragmentjével. A reakcioelegyet 2 6rdn at
hagytuk 37°C-os vizfiirdében, majd 2 ul (2U) DNaz I (Fermentas, ENO521) enzimmel
bontottuk le az 4t nem irt DNS-t az oldatbdl, végiil leéllitottuk a reakcidt 1 ul 0,5 M EDTA
(Thermo Fisher Scientific, R1021) és 5 ul 4 M LiCl (Fluka, 62478) segitségével (20 perc,
37°C). Az RNS tisztitdsa és precipitacidja 75 pl abs. EtOH -80°C-os ¢jszakai
perc centrifuga beallitdsokkal hoztuk 1étre, amelyet 100 ul RNaz/DNéaz mentes vizben
oldatba hoztunk. Gélelektroforézissel ellendriztiik a transzkripcid sikerességét ¢és

elvégeztiik a termék mindségellendrzését.

A komplett digoxigeninnel jelolt RNS-préba (hibridizacidés puffer) megfeleld

crer

tortént, amely detergenst, tovabba RNS stabilizalo dsszetevoket tartalmazott 250 ml-ben:

50 ml DEPC- kezelt ddH20

e 125 ml (50%) formamid (Roche, 11814320001)

e 62,5ml (5X) SSC pH 4,5 (Invitrogen, AM9763) — pH beallitas citromsavval
(pH 1,6)

e 500 pul 50 pg/ml €lesztd RNS (Sigma Aldrich, R6625)

e 12,5ml (1%) SDS (Serva, 207683)

e 00,0125 g 50 pg/ml heparin (Sigma Aldrich, H4784)
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Az oldat 6sszetevoi koziil elsé korben a vizet, a formamidot, az SSC-t és az SDS-t mértiik
0ssze, majd 120°C-on 30 percig autokavoztuk, masodik korben az oldat 4°C-ra valo
hitését kovetden hozzaadtuk az €éleszté RNS-t, valamint a heparint, -20°C-on taroltuk az

igy elkésziilt jelolt RNS szalakat tartalmazé hibridizacios puffert.

3.10.3. In situ hibridizacio

Els6 nap

A folyamat elsé 1épéseként a paraplastba dgyazott metszeteket rehidraltuk, amit
2x5 perc toluol, 2x5 perc abs. EtOH, 2x2perc 90 % EtOH, 1x2 perc 70 % EtOH, 2x5 perc
DEPC-kezelt 0,1% Tween-20 tartalmi Ix-es PBS (tovabbiakban PBT) inkubalas
kovetett. A 1épések utan in situ hibridizacidra alkalmas steril metszettarté kazettdkba
helyeztiik a metszeteket (5 db lemez/kazetta), melyekhez 15 ml 37°C-ra elémelegitett
PBT oldathoz hozzaadott 1,5 ul Proteinase K-t (18 mg/ml Roche, 3115887) mériink és
37°C-on tartottuk 10 percig, ami a sejtmembran permeabilizaldsat és az RNS proba
majd utofixalas volt 4%-os PFA-val. A mésodik mosast utan 15 ml 0,1 M TEA puffer
mellett 37,5 pl ecetsav-anhidrid (0,25 %, Sigma Aldrich, 11,004-3) mRNS feltar6 hatasa
kovetkezett (szobahdmérsékleten, 10 percig 70 rpm-en). A harmadik mosas utan 70°C-ra
eldmelegitett prehibridizacios puffert (ld. fentebb) kazettdra mértiik, amit rdzatd
vizfiirdében (Precision, 34002581) 50 rpm-en, 2 6rdig, 70°C-on inkubaltuk. A folyamat
végén hibridizacids puffert adtuk a lemezekhez, mely tartalmazta a jelolt Cxcr4 vagy
Cxcll2 RNS prébat, amit egy éjszakan at 50 rpm-en 70°C-on hibridizaltattunk a

metszeten 1évd mRNS-hez.

Maisodik nap

Az in situ hibridizacié masodik napjan a hibridizacids puffert dsszegytjtottiik a
metszetekrdl Gjboli felhasznalasra (-20°C-ra tettlik) és 3x15 percig Solution I, tovabba
3x15 percig Solution III oldatban (az oldatok 6sszetevdit 1d. késdbb) 70°C-on 50 rpm-en
inkubaltuk a lemezeket. A kazettakba 3x10 percig az endogén alkalikus-foszfatazt gatld
I mM levamisolt tartalmaz6 PBT-t (a tovabbiakban LPBT) mértiink, ¢&s
szobahdmérsékleten 70 rpm-en razattuk. A 13,5 ml LPBT és 1,5 ml hdéinaktivalt juh
szérum (10 %) blokkol6 oldataban 70 rpm-en 2 6ran at tartottuk a lemezeket, végiil

elvégeztiik az egy ¢éjszakan at tartd anti-digoxigenin-AP konjugalast (4°C-on), ami
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kizardlag az altalunk létrehozott DIG-11-UTP jelolt RNS-probakhoz kotodott. Az oldat
Osszetevoi: 15 ml LPBT, 150 pl juh szérum (1 %) és 7,5 pl (10 U) anti-digoxigenin-AP
(Sigma Aldrich, 11093274910). Az anti-digoxigenin oldat poliklonalis anti-digoxigenin
ellenanyagokbol szdrmazo Fab-fragmenseket tartalmazott alkalikus foszfatdzzal

konjugélva, igy alkalmas volt a digoxigeninnel jeldlt nukleotidok kimutatasara.

Harmadik nap

Az in situ hibridizacid 3. napjan a lemezek 3x15 percig tarté szobahdmérsékleten
torténd LPBT mosasat kovetden az alkalikus-foszfatdz enzim kromogén szubsztrat
vegyiiletében (BM Purple AP szubsztrat, Sigma Aldrich, 11442074001) inkubaltuk a
metszeteket 6 Oran keresztiil. A reakcidtermék az alkalikus-foszfatdz helyén lokalizalt
sotétlila szinli csapadék volt. Az in situ hibridizacios lemezek 1x-es PBS mosésa utan

desmin, E-cadherin, P75 és SMA fluoreszcens immuncitokémiat végeztiink.

Az in situ hibridizacidhoz hasznalt oldatok

DEPC-kezelt UTV vagy Ix-es PBS oldat:
e 1000 ml UTV vagy 1x-es PBS
e 1000 ul DEPC (10 %, diethyl pyrocarbonate, Sigma Aldrich, 40718-25ML)
Az dsszemért oldatot 4°C-on 4allni hagytuk egy ¢éjszakan 4t (RN4z inaktivalas), majd
120°C-on 30 percig autoklavoztuk és 4°C-on taroltuk.

Solution I oldat:

e 25 ml DEPC-kezelt UTV

e 62,5 ml (50%) formamid (Roche, 11814320001)

e 31,25 ml (20 X) SSC pH 4,5 (Invitrogen, AM9763) — pH bedllitas citromsavval
(pH 1,6)

e 6,25 ml (20 %) SDS (Serva, 20768.3)

Az oldatot 120°C-on 30 percig autoklavoztuk, majd -20°C-on taroltuk.
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Solution I1I oldat:

e 50 ml DEPC-kezelt UTV
® 62,5 (50%) formamid (Roche, 11814320001)
e 12,5ml (20 X) SSC pH 4,5 (Invitrogen, AM9763) — pH beallitas citromsavval (pH

1,6)
Az oldatot 120°C-on 30 percig autoklavoztuk, majd -20°C-on taroltuk.
Citromsav (pH 1,61) oldat:
e 100 ml DEPC-kezelt UTV
e 10 g citromsav (citromsav anhydrous, Biorad, 126623A)
Az oldatot 120°C-on 30 percig autokldvoztuk, majd szobahdmérsékleten taroltuk.
TEA puffer (0,1 M):
e 50 ml DEPC-kezelt UTV
e 0,925 g (TEA) (triethanolamine hydrochloride, Sigma Aldrich, T9534-250G)
Az oldatot 120°C-on 30 percig autoklavoztuk, majd szobahdmérsékleten taroltuk.
PBT oldat:
e 500 ml DEPC-kezelt 1x-es PBS
e 500 pul Tween20 (0,1%, MP Biomedicals, 9005645)

Az oldatot 120°C-on 30 percig autoklavoztuk, majd 4°C-on taroltuk.

LPBT oldat:

e 500ml PBT
e (0,24 g levamisol (ImM, Sigma Aldrich, L9756-10G)

Az oldatot 120°C-on 30 percig autoklavoztuk, majd 4°C-on taroltuk.

3.11. A mikroszkopos képek elkészitése, feldolgozasa és értékelése

A fluoreszcens immuncitokémiaval kombinalt in sifu hibridizacios felvételeket

Nikon Eclipse E800 fluoreszcens mikroszkoppal €s Zeiss LSM780 és Olympus Fluoview
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3000 konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk. A ,,whole mount” immunfluoreszcens
felvételek Nikon SMZ25 fluoreszcens sztereomikroszkdppal egybeépitett Prior L200/E
egységgel késziiltek. A fluoreszcens képek feldolgozasat, digitalis Osszeillesztését,
ZEN  Imaging, Nis-Elements (v 5.02) szoftverek  mellett  Image]
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) és Adobe Photoshop CS 7.01 képfeldolgoz6 programokkal

végeztiik el.

3.12. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez Graphpad Prism v9.4.1 programot hasznaltunk. A
normal eloszlasu, homogén variancidju adatsorok esetében a csoportok dsszehasonlitasat
egy utas-ANOVA-val paraméteres post-hoc Tukey-teszttel végeztiik, mig Kruskal-Wallis
tesztet hasznaltunk (post-hoc Dunn-teszttel, nem paraméteres) a nem normal eloszlasu
és/vagy nem homogén varianciaju adatsorokra. A post-hoc teszekre Holm-korrekciot
alkalmaztunk. Mann—Whitney U tesztet hasznaltunk abban az esetben, amikor két
csoportot hasonlitottunk Ossze. A variancidt és a normalitast a két legszigorubb teszttel
vizsgaltuk kis elemszdmaink esetén: a normalitast Shapiro-Wilk teszttel, a varianciat
Bartlett-teszttel. A szignifikancia szinteket a kovetkezOk szerint hatdroztuk meg: ns, nem
szignifikans; *P<0.05, **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001. A hibasavok az atlagok
standard hibdjat mutattak, egy eset kivételével, amikor minimum és maximum értékeket

tintettiink fel.
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4. EREDMENYEK

4.1. A CXCR4 receptor expressziojanak nyomonkdovetése a bélidegrendszert
létrehozo ganglionléc sejtek fejlodése soran.

4.1.1. A CXCR4 receptort a cervicalis régiobol szarmazé ganglionléc sejtek
expresszaljak

A kiilonb6z6 ganglionléc sejtpopulaciok CXCR4 expresszids mintdzatanak
jellemzésére csirke embryok sorozatmetszeteit anti-CXCR4 ¢és ganglionléc specifikus
anti-SOX10 (SRY-kotd HMG-box transzkripcios faktor) ellenanyagokkal jeldltiik meg a
cervicalis, a torzsi és a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek kivandorlasanak kezdetekor a
13. és a 20. Hamburger-Hamilton (HH) stadiumban (2. és 3. embryonalis nap) (Escot et
al., 2013; Nagy et al., 2020). Az 1-7. cervicalis szomitak magassagaban késziilt coronalis
metszetek alapjan a CXCR4 specifikusan kifejez6dik a SOX10+ cervicalis régiobol
kivandorl6 ganglionléc sejtekben (7. dbra, A-A”’). Ezen a populacion beliil az 1. és 3.
szomita magassagban intenziv CXCR4 immunreaktivitast talaltunk a veldcs6 mellett és
a garativek mesenchymajaban elhelyezkedd cardialis ganglionléc sejtekben (7. abra,
A’’), ugyanakkor a 4. szomitatol caudalisan kivandorld ganglionléc sejtek fokozatosan
csokkend CXCR4 kifejezodést mutattak (7. abra, A’ nyilhegyek). A veldcso (7. abra, A’,
A”, C’, C”, D, D”, E, F) és a SOX10- szomitdk kozott lokalizalodd kapillarisok
endothelsejtjei (7. abra, A” nyilak) az dsszes szakaszban megtartottak a magas CXCR4
expressziot. A CXCR4 immunreaktivitds relativ szintjének szamszerlsitésére Shihan et
al. (2021) leirdsa alapjan a CXCR4 fluoreszcencia értékeinek sziirkearnyalatos
egységekben kifejezett értékeit rogzitettiik. A mérés soran 3 egyedbdl késziiltek
metszetek, egyedenként 5 metszet, metszetenként 20-20 db sejt intenzitasa lett lemérve a
3. és a 7. szomitapar szintben. Az intenzitdsértékek az 3. szomita szinten talalhatd
SOX10+ cervicalis ganglionléc sejtekben szignifikansan magasabbak voltak
(101,7+6,726), mint a distalis (7. szomita szint) régidban (61,59+2,614) (7. abra, B).
Ellentétben a cervicalis ganglionléccel (7. abra, C-C”), a delaminalodé korai (HH13, 7.
abra, D-D”) és késobbi stadiumti (HH20, 7. abra, E) torzsi (7. abra, D-E) vagy a lumbo-

sacralis (7. abra, F) szegmensbdl szarmazé sejtek nem fejezik ki a CXCR4 receptort.
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Osszefoglalva eredményeinket, a vandorld cervicalis vel6csd szakaszrol szarmazo
ganglionléc sejtek hozdozzék felszinlikon a CXCR4 receptort, ugyanakkor a tdrzsi €s a

lumbo-sacralis ganglionléc sejtek nem expresszaljak a molekulat.
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A SOX10+ ganglionlécsejtek
relativ CXCR4 flureszcens intenzitasa
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7.abra. A veldcsébdl szarmazo {gangionléc sejtek CXCR4 exgresszi()j anak karakterizalasa.
CXCR4 immunfluoreszcens festést végeztink a kiilonb6zé ganglionléc populaciok
vandorlasanak idépontjaban csirke embryokban. A metszési szinteket az A kép sematikus abraja

57



DOI:10.14753/SE.2025.3071

mutatja. A-A’”) A HH13 stadiumban a cervicalis ganglionléc szintf'ében késziilt coronalis
metszetek jol mutatjak a velocsobdl kilépd SOX10+ sejtek vandorlasat a szomitak eliilsé
felszinén. A) A szamok az els6 7 kialakult szomitapart jelzik, a A’) nyilhegyek a CXCR4
kifejezodésre mutatnak. A” nyilak) A CXCR4+ interszomitikus erek nem expresszaljak a SOX10
anitgént. Az A’ nagyitott kép az A” é&brardl szarmazik és SOXI10+/CXCR4+ cervicalis
ganglionlécbdl szarmazé Ossejteket jelenit meg. A B abra a SOX10+/CXCR4+ sejtek fluoreszcens
intenzitasértékeit abrazolja relativ pixel intenzitdsban kifejezve a 3. és a 7. szomitapar
magassagaban. Az embryo keresztmetszetek a HH13 stadiumt C-C”) elobél, a D-D*”) torzsi
szomitak, valamint a késobbi stadiumban (HH20) E) a torzsi és a F) cloaca regiobol késziltek.
C-C”) A SOX10+ cervicalis vel6cs6 eredetii ganglionléc sejtek hordozzék felsziniikon a CXCR4
receptort, azonban a D-E) torzsi és a F) lumbo-sacralis szakaszbol szarmazo sejtek nem mutatjak
az expressziot (nyilak). A D kép bekeretezett teriilete a D’-D”” képeken lathat6 kinagyitva. A B
kép statisztikai elemzéséhez Mann—Whitney U tesztet hasznaltunk, és az adatok minimum,
maximum értékeit tiintettiik fel. A szignifikancia szintje: ****P<0.0001. A méretaranyt jelolo
vonal az A képen talalhato: A-A”) 170 um; A”’)15 um; C-C”) 90 um; D) 40 um; D’-D’”) 30
um; E)120 pm; F) 60 pm. ao, aorta; cl, cloaca; fg, elobél;, HH, Hamburger-Hamilton stadium;
not, chorda dorsalis; nt, velocso.

4.1.2. A CXCR4 receptort a lumbo-sacralis ganglionléc-eredetii Remak-
ganglion fejezi ki

A torzsi ganglionlécbdl szarmazo szimpatikus- €és a dorsalis érzd ganglionokban
beszamoltak a CXCR4 megjelenésérdl (Yusuf et al., 2005; Rezzoug et al., 2011; Yahya et
al., 2021), de expresszidja a csirke és az emlds bélidegrendszer kialakuldsa idején még
nem ismert.

A CXCR4 teljeskorti expresszidjanak meghatarozasara a csirke-embryo utdbél
CXCR4 immuncitokémiat otvoztik bélidegrendszer specifikus poliklonalis anti-
neurotrophin receptor (P75NR, a tovabbiakban P75); anti-csirke neuron (CN), anti-
ELAV-szerli protein-4 (HU), anti-BIII tubulin (TUJ1) és anti-glia specifikus agyi-
zsirsavkotd fehérje (brain fatty acid binding protein BFABP; FABP7) monoklonalis
ellenanyagokkal. A CN és a TUJ1 antigének a neuronok perikaryonjanak, valamint
nyulvanyainak kimutatdsara alkalmazhatok €s kolokalizaciét mutatnak (Tanaka et al.,
1990; Nagy et al, 2012). A fluoreszcens immuncitokémiaknal az izotipusok
kombinalhatdsaganak megfelelden felvaltva alkalmaztuk a két ellenanyagot.

A Remak-ganglion neurdlis irdnyt differencidlodasat teljes szdveti
(,,wholemount” technika) TUJ1 immuncitokémiaval kovettilk nyomon (8. abra, A, C, F,
H) Az 5 napos csirke embryoban (ES, HH27) a cervicalis ganglionlécbdl szarmazo sejtek
kolonizaljak az embryondlis eld- és kdzépbelet. Ebben a fejlddési stadiumban a lumbo-
sacralis ganglionléc sejtek elérik a dorsalis mesenteriumot és rostralis iranyba haladva
létrehozzak a Remak-gangliont, valamint a plexus pelvicus ganglionhdlozatat (Nagy et
al., 2007). A caudalis irdnyban vandorl6 cervicalis ganglionléc sejtek egy nappal kés6bb

(E6, HH28) érkeznek meg a distalis coecum teriiletére (8. dbra, A nyilak), és a kovetkez6
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3 napban az utdbélen keresztiill a distalis helyzetli cloacat is kolonizaljak. A 6.
embryonalis naptol kezdve intenziv CXCR4 expressziot figyeltiink meg a P75+ Remak-
ganglionban (8. abra, B-B”). A 9. (E9, HH35) ¢és a 12. (E12, HH38) napon a CXCR4-et
tovabbra is a Remak-ganglion és annak bélbe projektalo idegrostjai fejezik ki (8. abra, D',
D”, E', E”, G°, G”). Ezzel szemben, a HU+/CN+ immunreaktivitasu belsé neuralis
plexusok (8. dbra D, E, G abra) nem hordozzak felsziniikon a CXCR4 receptort.

A 14. embryonalis napra (E14, HH40) csokkent CXCR4 immunreaktivitas
figyelhetd6 meg a Remak-ganglionban (8. 4abra, [-I”) mig a nagyobb erek

endothelsejtjeiben intenziven megmarad (8. dbra, I’ nyilhegyek).

Tovabba, a gasztrointesztinalis traktus cranidlis szegmensének paraszimpatikus
beidegzéséért felelés n. vagus (9. abra, A) szintén CXCR4 negativitast mutat, mint
ahogyan azt a 6 napos csirke embryo nyeldcsovének alsd 1/3-dban késziilt
keresztmetszete mutatja (9. abra, B).

A fejlodé csirke vastagbél CXCR4 expresszidjanak analizise neuron- és
gliaspecifikus ellenanyagokkal azt mutatta, hogy a CXCR4 a CN+ idegsejtekkel egytitt
lokalizalodik a Remak-ganglionban és annak idegrostjaiban (10. 4bra, A-A”), de a
BFABP+ gliasejtek nem hordozzak felsziniikon a receptort (10. abra, B-B”).

Osszefoglalva az immuncitokémiai elemzés alapjan elmondhatd, hogy a CXCR4
atmeneti expresszioja az utobél kiilsé beidegzését ado Remak-ganglion idegrostjain
mutathatd ki, amikor a Remak-ganglionbdl szarmazé idegrostok a bélfal irdanyaba

novekednek, majd a beidegzés kialakuldsa utan a CXCR4 immunreaktivitasuk lecsokken.
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8. abra. A CXCR4 expressziojanak valtozasa az utobél idegrendszerének embryonalis
fejlodése soran. A, C, F, H) Csirke embryo teljes utobél szovetén és B-B”, D-D”, E-E”, G-G”,I-
I”) késziilt utobél metszetein fluoreszcens immuncitokémiaval kdvettik nyomon a fejlédod
Remak-ganglion CXCR4 expresszidjat. A bal oldali oszlop az A) E6, C)E9 , F) E12 ¢és H) E14
kort csirke embryo utdbelek teljes szoveti TUJ1 immunfestése a fejlédé Remak-gangliont és
annak bélfalat innerval6d rostjait (nyilhegyek) jeloli meg. E6 stadiumban a cervicalis
ganglionlécbdl szdrmazo sejtek elérik az utdbél proximalis szakaszat (A, nyilak). Az B-B”)E6,
D-E”) E9, G-G”) El12 ¢s I-I”) El14 kort csirke utdbél kodzépsd szakaszabol késziilt
keresztmetszetein bélidegrendszeri elemek eloszlasat a ganglionléc-specifikus P75, neuron-
specifikus CN és HU antigének expresszidjaval mutattuk ki. A D kép bekeretezett teriiletének
részletei az E-E” abrakon lathatok kinagyitva. E-E”) A plexus myentericus ganglionjait a Remak-
ganglion eredetli CXCR4+ rostok idegzik be. A CXCR4 receptort a Remak-ganglion és az
intesztinalis endothel sejtek fejezik ki (nyilhegyek), de az intrinsic bélidegrendszeri elemek nem
(jobb oldali oszlop). B”,D”,G”,I”)A CXCR4 expresszidja a Remak-ganglionban a 12.
embryonalis napig ndvekszik, majd fokozatosan csokken. A méretaranyt jel6l6 vonal az A képen
talalhato: A) 400 um ; B-B”) 130 pm; C) 180 um; D-D”) 200 um; E-E”) 25 um; F)230 pum; G-
G”) 100 um; H) 340 pum, I-1) 200 um. dist, distalis; E, embryondalis nap; ep, utobél epithelium;
NoR, Remak-ganglion; mp, plexus myentericus, prox, proximalis, smp, submucosalis plexus.
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9. abra. A n. vagus nem fejezi ki a CXCR4 receptort. A) 6 na%os (E6, HH29) csirke embryo
nyel6cs6 magassagaban (sémas rajz) késziilt metszeten neuralis TUJ1 ellenanyaggal kirajzolodik
a n. vagus ¢s a nyel6cs6 idegszovete. B) A n. vagus nem fejezi ki a C 4 receptort. A
méretaranyt jelold vonal az képen talalhato: A% 200 um; B) 100 um. ant, anterior; E,
embryonalis nap; HH, Hamburger-Hamilton stadium.

¢

CXCR4QA”

B N T CXCRA4 SN ERCRAIDAPI

10. abra. A Remak-ganglion neuronjai CXCR4 receptort expresszalnak. A 8 napos csirke

embryo (E8) utobelének keresztmetszete. A, A”) A nyil A neuron-specifikus (CN) antigénnel

kimutatott Remak-ganglion eredeti kiilsé rostokra mutat. A”, bekeretezett teriilet) CN+

idegrostok erdsen kifejezik a CXCR4-et. A’) A nyilhegyek a CN-/CXCR4+ ereket jeldlik. B-B”)

A BFABP antigént kifejez6 enterdlis gliasejtek nem expresszaljak a CXCR4-et, mig a nyilheglzlek
e

a CXCR4+ erekre iranyulnak. A B” abra bekeretezett teriiletén nincs atfedés a CXCR4+ sejtek és
a BFABP+ gliasejtek kozott. A méretaranyt jelol6 vonal az A képen talalhato: A, A, A”2) 100 pm;
A” bekeretezett teriilet) 50 um; B, B’, B”) 100 um; B” bekeretezett teriilet) 20 um. £,
embryonalis nap, ep, utobél epithelium; mp, plexus myentericus;, NoR, Remak-ganglion, smp,
plexus submucosus.
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4.2. A colorectum kiilsé beidegzésének kialakuldsanak tanulmanyozasa madar
és emlds embryokban

4.2.1. A Remak-ganglion rostjai részt vesznek az utobél mesenchymajanak
és a neuralis plexusainak beidegzésében

A Remak-ganglion és a bélidegrendszer kapcsolatdinak meghatdrozasara ex vivo
szovet rekombinaciot 6tvoztiink CAM technikaval. Els6 [épésben eltavolitottuk a Remak-
gangliont egy 6 napos (E6) vad tipusu csirke embryo (csirke™) utobél szakaszardl és egy
azonos kort zold fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszalo csirke embryobol (csirke®?)
szarmazo Remak-ganglionnal helyettesitettiik. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy
ebben a stadiumban a coecumot €s az utdbelet kolonizaljak a ganglionléc sejtek, ezért ex
vivo korilmények kozott a ganglionléc sejtek teljes bélidegrendszert tudnak a
vastagbélben létrehozni (Nagy et al., 2021). A Remak-ganglion és a ganglionléc sejtekkel
kolonizalt utobél kiméra rekombinansokat 24 oran at 3-dimenzids kollagén gélben
tartottuk, majd egy vad tipust csirke embryo chorioallantois membranjan (CAM) 7 napig
tenyésztettiik tovabb (11. adbra, A) (talélési arany 80%, szdvettanilag feldolgozott utdbél
kimérak szama n=5). Amint az a 11. abra B, B’, C, D képeken lathat6, a CAM-graftot
bélidegrendszert alakitottak ki. Szamos GFP+ rost van jelen a CAM-graftokban (11. abra,
B, C.), amely azt mutatja, hogy a donor GFP+ csirke Remak-ganglionbol szarmazo
idegrostok képesek belendni az utdbél falaba és az enteralis ganglionokat is behal6zzak
(11. &bra, C). Az intrinsic versus extrinsic eredetii idegrostok szdzalékos 0sszehasonlitasa
alapjan a TUJ1 immunreaktivitas szignifikdnsan tobb GFP- (68,03+9,00%), mint a GFP+
idegrostot (31,96+£9,00%) mutatott (11. abra, D). Annak igazolasara, hogy a Remak-
ganglionbdl szdrmazd idegrostok hozzdjarulnak az utobél bélidegrendszeréhez a belsd
ganglionok jelenlétében, in ovo GFP csirke embryokbdl szarmazo E1.5 (HH10) kort
teljes cervicalis velOcsd szakaszt és a hozzd tartozd ganglionléc szOvetet azonos
embryonalis stddiumtl vad tipust csirke embryokba transzplantaltuk (11. &bra, E
sematikus abra) és tovabbi 8 napig inkubaltuk (tulélési arany 30 %, szdvettanilag
feldolgozott veldcsd kimérak szdma n=5). A GFP jelolt cervicalis szegmensbdl szarmazo
ganglionléc sejtek megtalalhatok a bélfal enteralis plexusaiban (11. abra, F, G), hasonléan
a korabbi munkak soran latottakhoz (Nagy et al., 2012; Delalande et al., 2021).
TUJ1+/GFP- idegrostok is jelen vannak az utdébélben a GFP+ ganglionokkal. A
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TUJ1+/GFP- axonok Remak-ganglion eredetliek, mas rostok pedig a GFP-t expresszalo
cervicalis ganglionléc sejtekb6l (TUJ1+/GFP+) szarmaznak ¢és differencialodva enteralis
ganglionokat képeznek (11. abra, G-G”).

Osszefoglalva, eredményeink kisérletesen igazoljdk azt, hogy a Remak-ganglion
szamos idegrostot noveszt a bélfalba és extrinsic idegként szerves részét képezi az utdobél

idegrendszerének.

11. abra. A Remak-ganglionbdl szarmazo rostok beidegzik az enteralis ganglionokat. Az A
abra felsé része: egy 6 napos csirke®” Remak-ganglion és a 6 napos csirke™ kdzépbél-utobél
szoveti rekombinacidinak sematikus illusztracioja. A piros pottyok a rekombinacio idépontjaban
a kozépbelet és a coecumot mar kolonizald cervicalis ganglionléc eredetli sejteket mutatjak. A
kép alsé része) chorioallantois membranra (CAM) transzplantalt rekombinans belet mutatja. B)
8 napos CAM-tenyésztés utan a csirke®"” Remak-ganglion-eredetii rostok belépnek az utobélbe.
C) A GFP-t expresszal6 Remak-ganglion rostok ¢s kosarszerii axonterminalisaik behalézzék az
enteralis Eanghonokat, ¢s a HU+ neuronokon végzddnek. A B' abra bekeretezett teriilete a C
képen lathato kinagyitva. A D abra szerint a GFP-t expresszald6 Remak-ganglionbol szarmazo
TUJ1+ axonok a TUJ1+/GFP- intrinsic plexusok rostjaival is asszociadlodnak. Az E vazlatos rajz
a HH10 (E1.5) kora veldcsd mikrosebészeti eltavolitasat mutatja a 2-7. szomitak szintjében, és a
rekombinaciot az azonos embryonélis kort csirke®” donor embryobél nyert egyezé szegmensii
velocsovel. F) 8 nap tenyésztés utdn a GFP jelolt 10 napos kiméra utobel teljes szdveti
immunfestése €s a G, G') kozépso szakaszbol vett keresztmetszeti képe azt mutatja, hogy ebben
a fejlodési stadiumban a GFP+ cervicalis ganglionlécbdl szarmazoé TUJ1+ idegsejtek a teljes
vastagbelet kolonizaljak, azonban sem a TUJ1+ Remak-ganglion, sem a beldle szarmazo kiilsé
rostok nem expresszaljak a GFP-t. A G' abran a bekeretezett teriilet kinagyitva lathaté a G”-ben,
ahol a TUJ14+/GFP- kiilsé rostok elérik a TUJ1+/GFP+ bels6 plexusokat (nyilhegyek mutatnak ra
a G, G'-ben). A méretaranyt jelold vonal az A képen talalhato: A) 400 um; B, B’) 170 um; C, D)
40 um; F) 600 um; G, G’) 100 um; G”) 35 um. CAM, chorioallantois membran, E, embryondlis
nap, ep, utobél epithelium; hg, utobél; mg, kozépbél, mp, plexus myentericus; NoR, Remak-
ganglion; nt, velocso; smp, plexus submucosus; wt, vad tipus.
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4.2.2. A pelvicus ganglionok CXCR4 receptort expresszalnak

Altalanosan elfogadott, hogy a madar és emlds embryokban a plexus pelvicust a
lumbo-sacralis ganglionléc eredetli sejtek hozzadk létre (Yntema és Hammond, 1954;
Catala et al., 1995; Kapur, 2000; Nagy et al., 2012). A ganglionléc eredetii sejtek
kimutatasara a csirkében a P75, az egérben a Wingless MMTYV integracios hely faktor
csalad 1 (Wntl) és a human embryoban a HNK1 (human natural killer glycoprotein-1,
CD57) konstitutivan expresszalodo faktorokat alkalmaztuk. Feltételeztiik, hogy a Remak-
ganglionhoz hasonldéan a plexus pelvicus is kifejezi a CXCR4 receptort. A pelvicus
ganglionok fejlddése soran a CXCR4 expresszigjanak értékeléséhez kettds
immuncitokémiat végeztiink E8 kort csirke embryok sorozat-keresztmetszetein a
farokbimbo6 magassagaban. A P75+ plexus pelvicus ganglionjai a cloacat koriilvevd paros
strukturdkként jelennek meg (12. abra, A; B). A kettés immunfluoreszcencia azt mutatta,
hogy a 8. embryonalis napon (E8) CXCR4+ sejtek voltak jelen a P75+ plexus pelvicusban
(12. abra, B-B”). A P75+ sejtek immunfenotipusanak tovabbi jellemzésére kettds
immunfestéseket végeztink. A HU ellenanyag immuncitokémidja nagyszamua neuron
jelenlétét mutatta ki (13. &bra, A, B-B”). Tovabba a plexus pelvicus ganglionjai
neurofilamentumot (NF) expresszaltak 13. dbra, C, D-D”), azonban nem tartalmaztak
neuronalis nitrogén-monoxid-szintdzt (nNOS; 13. abra, E, F-F”). Differencialt nNOS

immunreaktiv neuronok jelen voltak az utobél plexus myentericusaban (13. dbra, G-G’”).

Ezt kovetéen vizsgalatainkat kiterjesztettiik egér- ¢és human embryokra is. A
fejlodé ganglionléc eredeti sejtek nyomon kovetésére transzgenikus egereket
alkalmaztunk. A Wnt]1“®" Rosa261ox-mTRed-Stop-floxmGFP (3 - tqyabbiakban Wntl;GEFP)
transzgenikus egerek Cre rekombindzt expresszaltak az egér Wntl promoterének és
enhancerének kontrollja alatt és a Wntl faktort kifejezd sejtekben a miikodé Cre enzim
hatasara atirodott a GFP gén, amelynek eredményeként minden ganglionlécbdl szarmazo
sejt zold fluoreszcenciat mutatott. A 13.5 napos egér embryoban a bélidegrendszer
fejlédése soran a Wntl-jelolt ganglionléc sejtek elérik az utobél proximalis szakaszat,
ahol myentericus ganglionokka differencidlodnak. Az utobél distalis szegmense még
ganglionmentes, a ganglionléc sejtek kolonizacioja a 14-15. nap végére fejezodik be.
Ebben a stddiumban a distalis utobél és a hugyholyag kozott paros struktaraként fejlédnek
ki a lumbo-sacralis ganglionlécbdl szarmazé pelvicus ganglionok (12. abra, C, D-D”),

amelyek kifejezik a CXCR4-et (12. éabra, D’, D”). Ezzel ellentétben a plexus
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myentericusban a cervicalis ganglionléc-eredett sejtek (5. abra, E) nem expresszalnak

CXCR4 receptort (12. ébra, E’, E”).

Az egérhez hasonld képet kaptunk a huméan embryo vizsgélatakor is (12. abra, F,
H-H”). A ganglionléc sejtekre specifikus HNKI1 ellenanyag alkalmazasaval kimutatott
plexus pelvicus (12 abra, F, G) ganglion sejtei hordozzak felsziniikon a CXCR4 receptort
(12. abra, G°, G”). A bélidegrendszer intrinsic elemei itt is CXCR4 negativitast mutattak
(12. abra, H-H”). A csirke embryohoz hasonl6an emlds embryokban a CXCR4 a nagyobb
vérerek endothel sejtjein is detektalhatd volt (nyilhegyek mutatna rd az 12. dbra B', D', E!
G'.H' képein).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a CXCR4 kifejezddése altalanosan
jellemzé a madar és az emlds embryok lumbo-sacralis ganglionléc-eredetii pelvicus

ganglionjaiban.
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12. abra: A pelvicus ganglionok CXCR4 expressziot mutatnak csirke és emlés embryokban.
8 napos csirke, 13,5 napos egér és 8 hetes human embryo farokbimbo keresztmetszetein
fluoreszcens immuncitokémiat végeztiink. A, B) Az E8 koru csirke embryo farokbimbojanak
keresztmetszetében P75+ sejtcsoportok tiinnek fel a cloaca két oldalan, amelyek B’, B”) CXCR4
expressziot mutatnak. Az A kép bekeretezett teriilete B-B” képeken lathato nagyitva. Egér- és
human embryokban a pelvicus ganglionok az utobél és a htigyholyag kozott helyezkednek el. A
C-E” éabrék az E13,5 kortt Wntl:GFP egér embryo farokbimbd keresztmetszeteit mutatjak a
11231"10‘15 ganglionok magassagaban, ahol a ganglionléc sejteket jelold C, D) Wntl,GFP
olokalizaciot mutat a D’, D) CXCR4 receptorral. A C kép bekeretezett teriilete D-D” képeken
lathatd kinagyitva. E-E”) A Wntl;GFP+ enteralis ganglionléc sejtek nem fejezik ki CXCR4
molekulat az utébélben. F, G) A 8hetes (§W) huméan embryoban a pelvicus ganglionok HNK 1+
ganglionléc eredetii sejtjei G°,G”) felszinikon hordozzak a CXCR4 receptort. Az F kép
bekeretezett teriilete a G-G” képeken kinagyitva van feltiintetve. H-H”) Az utobélben az enteralis
anglionléc sejtek ne]%itivak a CXCR4 specifikus ellenanyagra. A B’, D’, E’, G’ és H’
elvételeken nyilhegyekkel jeloltiik a CXCR4+ vérereket. A méretaranyt jelolo vonal az A képen
talalhat6: A) 450um; B-B”)110 um; C) 350 um; D-D”) 180 um; E-E”) 90 um; F) 350 um; G-
G”) 150 um; H-H”)120 pum. ¢/, cloaca; drg, dorsalis érzo ganglion, E, embryondlis nap; ep,
utobél epithelium; hg, utobél; nt, velécso; pg, pelvicus ganglion,pp, plexus pelvicus; ves.urin,
vesica urinaria; W, posztnatalis hetek szama.
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13. abra. A plexus pelvicus ganglionjainak immunfenotipusa 8 napos csirke embryoban. 8§
napos (E8) csirke embryo farokbimbo sorozatmetszeteit immunfluoreszcens jeloléssel lattuk el a
pelvicus ganglionok szintjében. A-B”) A P75/HU kettés immunjeldlés neuronalis sejttestek
jelenlétét mutatja a pelvicus ganglionokban (az A kép bekeretezett teriilete a B-B™ abrakon lathato
kinagyitva). C-D”) A plexus pelvicus P75+ sejtjei neurofilamentumot (NF) expresszalnak (az C
képen 1év6 bekeretezett teriilet a D-D” abrakon lathato kinagyitva). E-F”) A plexus pelvicus nem
mutatja a nitrogén-oxid-szintaz (nNOS) expressziojat a HNK1+ ganglionléc sejtekben. Az E
abran lathato bekeretezett teriilet kinagyitva lathato az F-F” képeken és a nyilheggyel jelolt utobél
metszetet a G-G”’ abrasorozat tartalmazza nagyitva. G-G*’) Az utobél HNKI+ enteralis
ganglionléc sejtjei nNOS-t fejeznek ki. A méretaranyt jelolo vonal az A képen talalhato: A, C, E)
450 um; B-B”, D-D”, F-F”) 110 um; G-G’”) 100 um. ao, aorta, cl, cloaca; drg, dorsalis erzo
ganglion; E, embryondlis nap; ep, utobélham; pg, pelvicus ganglion; mp, plexus myentericus,
not: notochord; nt, velocso; smp: plexus submucosus.
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4.2.3. A CXCR4 receptor és a CXCL12 ligand mRNS expressziéja csirke
embryoban

In situ hibridizaciéval vizsgaltuk a CXCR4 és CXCLI2 térbeli és iddbeli
expresszidjat a fejlodod utdbélben és a clocaban. 6 napos (E6) csirke embryoban a CXCR4
transzkriptum a vel6csé ventricularis rétegében €s az utobél dorsalis részén lokalizalodik
a P75+ Remak-ganglion teriiletén (14. abra, A-A”). A fejlodés elérehaladtaval a 8. (ES,
14. abra, B-B”) ¢s a 10. (E10, 14. abra, C-C”’) embryonalis napon a CXCR4 expresszio a
P75+ plexus pelvicusban és a Remak-ganglionban egyarant megfigyelhetd. A 10 napos
csirke embryo farokbimbojanak sagittalis sorozatmetszete a Remak-ganglion és a plexus
pelvicus ganglionjait mutatja a proctodeum ¢€s a bursa Fabricii szintjében (14. abra, C). A
CXCR4 mRNS kifejezddése nem figyelhetd meg a P75+ enterdlis ganglionléc sejtek
utobélbe torténd véandorlasa soran (14. abra, B), hasonléan a kordbban latott
immuncitokémiai eredményeinkhez.

A CXCR4 in situ hybridizacioval parhuzamosan megnéztik a CXCLI2 ligand
expressziojat a fejlédd utdobélben. 6 napos (E6) csirke embryoban a CXCL 12 expresszid
a Remak-gangliont koriilvevé mesenchymalis sejtekben detektalhato, az utobél visceralis
simaizomsejtjeiben nem fejezddik ki (15. dbra, A-A”). Figyelemreméltd, hogy a CXCR4
és a CXCL12 mRNS szintje magas volt a Remak-ganglion teriiletén. CXCL 12 expressziot
talaltunk a fejlédd utobél mas régidiban is, beleértve a bélhdmot (15. abra, B, C) és a
muscularis externa szdvetét (15. dbra, B). A kés6bbi embryonélis stddiumokban (E14) a
CXCLI2 kifejez6dése fokozatosan lecsokkent a Remak-gangliont koriilvevo
mesenchyméban, ¢és az mRNS expresszioja az enteralis ganglionok teriiletére
lokalizalodott (15. dbra, C, kinagyitott teriilet).

Osszefoglalva eredményeink azt mutatjak, hogy a CXCR4 a Remak-ganglionban
és az utdbélben a CXCLI2 expresszidjaval komplementer mintazattal fejezédik ki, és

Osszefiiggésben van az utobél extrinsic beidegzésének kialakulésaval.
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14. dbra. A CXCR4 klfejezodlk a Remak—gangllonban és a plexus pelvicusban. A) A 6.
embryonalis napon (E6) a CXCR4 er6sen expresszalodik a velcsd ventrikularis zonajaban €s a
Remak-ganglionban. A’, A”) Az E6 utob¢l harmas jelolése CXCR4 in situ hlbrldlzacwval P75
ganglionléc, valamint alfa-simaizom aktin (SMA) specifikus ellenanyaggal azt mutatja, hogy a
CXCR4 P75+ Remak-ganglionban expresszalodik, azonban a zsigeri simaizom nem fejezi ki a
receptort. B-B”) A CXCR4, P75 és SMA festett E8 utobél keresztmetszete a P75+ Remak-
gan%honban erdsen kifeje26d6 CXCR4-et mutat, ellentétben az enteralis ganglionléc sejtekkel,
ahol a plexus submucosus (smp) sejtjei P75+/CXCR4- fenotipussal jellemezhetok. C-C”) AzE10
kora farokblmbo sagittalis metszeten a CXCR4 mRNS intenziv expresszidja figyelheté meg a
Remak-ganglion distalis részén ¢s a plexus pelvicusban. A C kép bekeretezett terulete a C', C”-
ben lathato kinagyitva, P75 immunfestéssel. A méretarany az A képen talalhato: A-A”) 350um
B-B”) 120 um; C) 370 um; C’, C”) 180 um. ao, aorta; drg, dorsalis gyékér ganglion, E,
embryonalis nap, ep, utobél epithelium; not, chorda a’orsalis; nt, veldcso, NoR, Remak-ganglion;
pr, proctodeum.
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15. abra: A CXCLI12 mRNS expresszidoja fejlodé csirke utobélben. A CXCL/2 mRNS
expressziojat A-A”) E6, B) E8 és C) E14 koru utobélben vizsgaltuk. A) A Remak-ganglion koriili
mesenchymaban intenziv CXCLI2 expresszid figyelhetd meg. A”, B) Az E6 és E8 utobél

rrrrr

kifejezodése nem érinti a P75+ Remak-ganglion teriiletét. A’, A”) A 6. embryonalis napon a
CXCL12 expresszio nem figyelhetd meg az SMA+ muscularis régioban. B) Két nappal késobb
mar az epitﬁelium és a simaizom is CXCLI2+. C, bekeretezett teriilet) Az E14 koru utobél
CXCL12 in situ hibridizacio és P75 immunfluoreszcencia kombinalt festése jelzi, hogy a CXCL12
az utobélhamban és az enteralis ganglionokban fejezddik ki. A méretaranyt jelolo vonal az A
képen talalhato: A, A’, A”) 250um; B) 170 um; C) 80 um; C, bekeretezett teriilet) 50 um. ao,
aorta; E, embryondlis nap; ep, utobél epithelium; [mm, lamina muscularis mucosae, not, chorda
dorsalis; nt, velocsd; NoR, Remak-ganglion; smp, plexus submucosus.

4.2.4. A CXCLI12 elosegiti a Remak-ganglionb6l ered6 neuritok
novekedését in vitro.

A kozelmultban ragcsald neuronokon végzett in vitro vizsgalatok szerint a
CXCL12 részt vesz az idegrostok ndvekedésében és elagazdsaban (Bhardwaj et al., 2013;
Hilla et al., 2021). A Remak-ganglion és a bélidegrendszer eredetli neuritok
novekedésének tanulméanyozdsahoz 6 napos csirke kozépbél, coecum ¢és utobél

szakaszokat tenyésztettiink fibronektinnel bevont feliileten 24 o6rdn keresztiil
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rekombinans CXCL12 fehérje hidnyaban (DMEM, 16. abra, A) vagy jelenlétében (16.
abra, B). 100 ng/ml CXCL12 hozzaaddsa a tenyészté médiumhoz erdteljes neurit
novekedést eredményezett a Remak-ganglionbdl (16. abra, B). Ezzel ellentétben a
CXCL12 nem volt hatassal a veldcsO cervicalis szakaszabol eredd intesztindlis
ganglionléc sejtek vandorldsara (17. abra, A), mig a glia eredetii novekedési faktor
(GDNF) 10 ng/ml koncentracioban torténd alkalmazasa erdteljes sejtmigraciot indukalt a
kitiltetett bélszakaszbol (17. abra, B). A 200 uM AMD3100 (CXCL12 antagonista)
kezelés 100 ng/ml CXCL12 fehérjével kombindlva a Remak-ganglion eredetli
axonhdlozat kialakulasdnak gatlasdhoz vezetett az utdobélben (16. abra, C). A Remak-
meghatarozahoz neuron specifikus TUJ1 ¢és ganglionléc sejtekre jellemzd SOX10
transzkripcids faktor immunfestéssel elemeztik a CXCL12 és az AMD3100 kezelt
tenyészeteket, utobelenként 4-5 adatpontot mérve (n=5 bél, kezelési csoportonként). A
CXCL12 kezelés szignifikansan nagyobb mértékli Remak-ganglion eredetli neuralis
kindvést indukalt a fibronektinnel bevont feliiletre (16. abra, B). Ebben az esetben az
explantaitumtél mért TUJ1+ idegrostok atlagos tavolsaga 876,50+57,09 pm volt,
Osszehasonlitva a nem kezelt (DMEM, 284,10+23,41 pm) és az AMD3100
(319,50£17,99 um) kezelt idegrostok hosszaval (16. abra, D). A sejtszam vizsgalathoz
minden bél esetében két darab, a Remak-ganglionra merdleges 300x900 pum méretii
tertileteten kvantifikaltuk a kivandorolt SOX10+ sejtmagokat. A CXCL12 kezelés
hatasara szamottevien tobb ganglionléc eredetli sejt vandorolt ki a bélbdl (127,7+17,33),
mint a kontroll (43,66+6,878), valamint az AMD3100 kezelt (51,7+6,723) tenyészetek
esetében (16. abra, E). A Remak-ganglionbdl kivandorolt SOX10+ sejtek, minden
kisérletben a TUJ1+ idegrostok novekedésével jartak egyiitt (16. dbra, B, nagyitott
felvételek). Osszehasonlitva a harom csoportot, a kontroll (DMEM) és az AMD3100
reagenssel kezelt tenyészetekkel szemben, a CXCL12 kezelés szignifikdnsan nagyobb
szamu €s nagyobb tavolsagra elvandorlo SOX10+ sejtet eredményezett (16. dbra, D, E).

In vitro kisérletes eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az exogén moédon
hozzaadott CXCL12 kemokin nagymértékii Remak-ganglion eredetii neurit novekedést
eredményezett in vitro és a jelatvitel gatlasa felfiiggesztette az idegrostok projekcios

képességét.
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16. abra: A CXCL12
intenziv idegrost
kinovést indukial a
csirke Remak-
ganglionbdl in vitro. Az
idegrostok
novekedésének
vizsgalatdhoz E6 koru
utobeleket
fibronektinnel  bevont
felilleten tenyésztettiik
24 oran keresztil B)

Cxcl2, O)
Cxcl12+AMD3100

jelenlétében vagy A)
hianyaban. B) Az
exogén CXCL12 fehérje
hozzaadasa jelentds
TUJ1+ neurit kindvést
indukdlt a Remak-
ganglionbol, amely C)
folyamatot az
AMD3100 erbsen
gatolta. A nagyitott
felvételeken SOX10
transzkripcios ~ faktort
hordoz6  ganglionléc

sejtek lathaték a TUJ1+
idegrostok mentén. A D
¢s az E jelzésti dbran a
D) TUJI+  rostok
hosszat (um) és az E)
explantatumokbol
kivandorlo SOX10+
sejtek szamat
kvantifikaltuk. A
statisztikai analizist
Kruskal-Wallis teszttel
végeztiik, posthoc
Dunn-prébaval
kiegészitve. A
szignifikancia szintek:
ns: nem szignifikans,
**P<0.01,***P<0.001,
*#xxP<0.0001. Az
adatok az atlagértékeket
mutatjdk (£ standard
hiba). A méretaranyt
jelold vonal az A képen
talalhato: A-C) 400 pum;
A, B, bekeretezett
teriilet) 50 pm. E,
embryondlis nap, NOR,
Remak-ganglion.
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E6+24h CXCL12

17. abra. A CXCL12 nem kemoattraktans a cervicalis veldcsé eredetii enteralis ganglionléc
sejtekre. E6 koru kézépbelet és a coecumot fibronektin felszinen tenyésztettiik 24 6ran keresztiil
A) 100 ng/ml CXCL12 vagy B) 10 ng/ml GDNF jelenlétében, majd teljes szoveti TUJI1
fluoreszcens festést végeztiink. A méretaranyt jelold vonal az A képen talalhato: A, B) 200 pum.
E, embryonadlis nap; mg, kézépbél.

4.2.5. A CXCR¢4 jelatvitel gatlasakor nem alakul ki a bél extrinsic
beidegzése

A CXCR4-CXCL12 jelatvitel  vizsgalatinak  érdekében  fliggesztett
szervtenyészetekben vizsgaltuk a TUJ1 antigént expresszald idegrostok fejlodését az
utdbél kiilsé beidegzésének kialakuldsa soran. 6 napos (E6) csirke embryobodl kozépbél,
coecum ¢€s utobél szakaszokat izolaltuk és 72 oraig tenyésztettik 200 uM AMD3100
jelenlétében vagy hianyaban (n=5 bél/kezelési csoport). A kontroll tenyésztési-
koriilmények kozott (E6+72h DMEM) tartott utébélbe vandorolt enteralis ganglionléc
sejtek eloszlasi mintdzata a 9 napos (E9) embryonalis stddiumhoz hasonlit (18. abra, A),
¢s TUJ1+ Remak-ganglion-eredetli kiilsé idegrostok hatoltak a bélfalba (18. abra, B,
nyilak). Az AMD3100 hozzidaddsa nem zavarta meg az enteralis ganglionléc sejtek
projekciojat, ahogyan azt a TUJ1-et expresszalo rostok hianya is mutatja (18. abra, C).

A statisztikai elemzéshez minden csoportban megmeértiik az utdbelek teljes szoveti

TUJ1 immunfestésein a lathatova tett Remak-ganglionbdl kiinduldé idegrostjainak
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tulajdonsagait. Szignifikans kiilonbségeket taldltunk a rostok szamat, hosszat és
vastagsagat illetéen: a 9 mnapos utobél TUJI+ idegrostjainak atlagos szama
(12,00+0,8367) szamottevOen magasabb értékeket mutatott az AMD3100 inhibitorral
kezelt utdbelekben mért adatokhoz (7,00+0,8944) képest, azonban nem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll DMEM tenyészetektdl (10,00+0,4082). A Remak-ganglionbo6l
az utobél falaig nyulo rostok atlagos hossza szignifikdnsan csékkent az AMD3100-zal
kezelt csoportban (179,1+28,06 um), Osszehasonlitva a kontroll (E6+72h DMEM,
403,2426,77 um) €s az E9 napos (499,2 + 29,32 um) utdbelekkel. Az inhibitor hatasara a
rovidebb rostok jelentdsen vékonyabbak is voltak (8,899+0,8527 um) az E9 koru
(31,86+1,113 um) és a kontroll (E6+72h DMEM, 29,86+4,214) atlagos rostvastagsaghoz
viszonyitva.

A neuronspecifikus CN és HU immunfestések azt mutatjak, hogy az intrinsic
bélidegrendszer CXCR4 gatlas jelenlétében is zavartalanul fejlédik (18. abra, D, E, F).
Az plexusokat Osszek6td CN+ idegrostok, valamint a HU+ neuronok szédmanak
meghatarozasahoz minden tenyésztési koriilményben megmértiik a HU+ sejtek és a CN+
plexusokat 6sszekotd rostok szdmat. Abban az esetben, amikor AMD3100-at adunk a
tapoldathoz, azt tapasztaltuk, hogy a HU+ sejtek kolonizaljak a teljes utobelet (18. abra,
F) ; a HU+ sejtek szamaban a kontroll (E6+72h DMEM, 44,00+4,02) és az AMD3100
(42,86+3,89) kezelés kozott nem volt mérhetd kiilonbség. Ezzel szemben a CN+
idegrostok szdma szignifikdnsan csokkent a AMD3100-zal kezelt utdbelekben
(7,43£2,59) az E6+72h DMEM kontroll tenyészetekhez képest (11,58+3,76) (18. abra,
Q).

Osszefoglalva, a CXCR4-CXCL12 jelatvitel zavara jelentdsen gatolja az utobél

extrinsic rostjainak kialakuldsat ex vivo, azonban a cervicalis veldcsd eredetli enteralis

crer
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18. abra: A CXCR4-CXCL12
jelatvitel gatlasa az utdébél
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utobélének teljes szoveti TUJI

immunfluoreszcens jelolése
szdmos  idegrostot  (nyilak)
mutat, amelyek a Remak-
ganglionbol a bélfalba
projektalédnak. A  Remak-

ganglion hatarat fehér szaggatott
vonal jeldli az A, B és C képen.
C) Az AMD3100 kezelés
blokkolta az utobél Remak-
ganglion  eredetli  extrinsic
beidegzését. Az A, B, C
képeken az abrazolt szintekbdl
(fiiggodleges  vonalak)  vett
keresztmetszeteken HU+
perikaryonok és CN+
neuronhaldzat lathaté az D) E9
koru, a E) DMEM kontroll és az
F) AMD3100 kezelt
utobelekben. F, nyilhegyek a
bekeretezett  teriileten) A
bélfalbol kiinduld CN+
idegrostok  kotik Ossze az
enteralis plexusokat. F) Az
AMD3100 inhibitor
jelenlétében, a HU+ sejtek
képesek a  teljes  utobél
kolonizécidjara. A myentericus
¢és plexus submucosusok kdzotti
CN+ rostok mennyiségének ¢és a
HU+ enteralis neuronok
szdmanak atlagit a G abran
mutatjuk be. G) A statisztikai
analizishez Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztunk post-hoc
Dunn-teszttel kiegészitve. A
szignifikancia szintek mértéke:
ns: nem szignifikans, **P<0,01.
Az adatok az atlagokat (£
strandard hiba) mutatjak. A
méretaranyt jelold vonal az A
képen talalhat6: A, B, C) 200
um; D, E, F) 100 um; F
bekeretezett teriilet) 30 pm.
Roviditések: E, embryondlis
nap, ep, utobél epithelium; mp,
plexus  myentericus; NoR,
Remak-ganglion;, smp, plexus
submucosus.
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4.2.6. A CXCLI12 chemoattraktans faktorként hat az extrinsic idegrostokra
ex vivo

CXCL12-vel, AMD3100-zal vagy BSA-val (szarvasmarha szérum albumin,
kontroll) bevont 70-100 pm atmérdjli heparingyongyoket iltettiink 5 napos (ES5)
ganglionmentes utdbelek faldba, amelyek tartalmaztdk a Remak-gangliont, majd a
graftokat E9 koru csirke chorioallantois membranjan (CAM) tenyésztettiik (n=5/kezelési
csoport). (19. abra, A). A gyongyok beiiltetése eldtt a coecumot és a cloacat eltavolitottuk,
igy kizartuk a cervicalis és a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek kolonizacigjat. A 9 napos
CAM inkubacidt kdvetden a transzplantalt vastagbelek sorozatmetszeteiben vizsgaltuk a
bélidegrendszert és a kiilsé idegrostokat. A CAM graftban normdl simaizomréteg ¢€s
Remak-ganglion alakult ki minden esetben, azonban az enteralis ganglionok hidnyoztak
(19. abra, B, C). Mig az immunfestés HU+ neuronokat (19. abra, B) ¢s BFABP+
gliasejteket (19. dbra, C) mutat a bélfalon kiviil, addig a bélben nem talalhatdk intrinsic
neuronok vagy gliasejtek. A bélidegrendszer hianyanak ellenére a TUJ1+ rostok jelenléte
a graftokban (19. dbra, D) a Remak-ganglion eredetet bizonyitja. A SOX10 és TUJ1 kettds
immunfluoreszcencidja az idegrostokhoz kapcsoloddo SOX10+ sejteket mutatott ki (19
abra, D, E).

Az 30 pm-nél nagyobb atmérdjii extrinsic idegrostok szama jelentésen megnétt a
fejlodé Remak-ganglion kozelében elhelyezett 20 ug/ml CXCL12-vel bevont gyongyok
kornyezetében (19. abra, G), a 0,1% BSA-val (19. abra, F) vagy a | mM AMD3100-zal
(19. abra, H) kezelt gyongyokhoéz viszonyitva. Az AMD3100 inhibitor lokalis
alkalmazasa nem zavarta meg a bélfal fejlodését, viszont gatolta a kiilsé idegrostok
képzddését, ahogyan azt a gyongyok koriili TUJ1-et expresszald neuralis nyalvanyok
alacsony szdma is mutatta (19. dbra, H). A CXCL12, AMD3100 és BSA gyongyokkel
kezelt utobelekben kvantifikalt idegrostok atlagos szamat a 19. abra, I szemlélteti. A
TUJ1+ roststiriség szignifikansan magasabb volt a CXCL12-gyongyok mellett
(8,750+0,9857), dsszehasonlitva a kontroll (4,00+0,4082) vagy az inhibitorral atitatott
gyongyok kornyezetével (2,417+0,3128), amely utodbbi két csoport értékei kozott nem
volt szignifinkans eltérés. A CXCL12-gydngy beliiltetését kovetden a gydngy kozelében
1évé TUJ1+ idegrostok vastagsaga jelentdsen megnétt: a CXCL12-gyongyok koriili
atlagos vastagsag 20,44 um (£ 3,28), mig a kontroll gyéngyok koriili: 11,50 um (£ 2,57),
az AMD3100-zal bevont gyongyok mellett 9,9 pm (+ 2,58) volt.

76



DOI:10.14753/SE.2025.3071

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjik, hogy a CXCL12-CXCR4 jelatvitel
sziikséges a Remak-ganglion-eredetii kiilsé rostok kialakuldsdhoz az utobélben.

E14 CAM graft
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o - . SOX10/ 51/

SOX10/

E14 CAM graft - E14 CAM graft
BSA-gyongy i CXCL12-gyongy
(kontroll) f

*

E14 CAM graft
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Az extrinsic idegrostok szdma
a mikrogyongyok kérnyezetében

19. abra: A megniovekedett CXCL12 koncentracié hypertrophias axonképzédést indukal a
fejlodé utébélben. A kisérletben G) CXCL12, H) AMD3100 és F) BSA oldatban aztatott heparin
mikrogydngydket iiltettiink ES kort csirke embryobdl izolalt ganglionmentes utobelek faldba a
Remak-ganglion kozelébe, és a gyongyoket tartalmazo beleket (graft) E9 stadiumt csirke
chorioallantois membranjan (CAM) tenyésztettiik 9 napig. A) szaggatott vonalak jelolik a Remak-
ganglion hatarat. A 14 napos kontroll CAM graft immunfestése B) HU+ neuronokat és C)
BFABP+ gliasejteket mutat a Remak-ganglionban, azonban a bélfalon beliil nem talalhatéak meg
ezek a sejttipusok. D, E) TUJ1 immunfestéssel szamos neurondlis rost talalhatdo a graft
keresztmetszetében, a SOX10+ sejtekkel asszocidltan. A D kép bekeretezett teriilete az E dbran
lathato kinagyitva. A G) CXCL12 lokalis alkalmazasanak eredményeként a kiilsé rostok szama
jelentésen megnétt az H) AMD3100 vagy F) BSA-kezelt kontroll gyongyodk hatasahoz képest, a
kvantifikalt adatokat az I abra szemlélteti. A statisztikai elemzéshez Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk posthoc Dunn teszttel. A szignifikancia szintek: ns: nem szignifikans, **P<0,01,
*#%%p<(0,0001. Az oszlopdiagram atlag (+£standard hiba) adatokat mutat. A méretaranyt jel6l6
vonal az A képen talalhato: A) 600 um; B, C, D) 150 um; E) 60 pm; F, G, H) 100 um. CAM:
chorioallantois membran, hg: utobél, NoR: Remak-ganglion; E, embryondlis nap; ep, utobélham.
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4.3. A CXCR4-CXCL12 expressziojanak elemzése a bursa Fabricii fejlodésében
részt vevo sejtvandorlasi folyamatokban

4.3.1. CXCR4 mRNS lokalizaciéja a bursa Fabricii fejlodése soran

A fejlodé csirke embryo utdbelének részletes in situ hibridizacios és
immuncitokémiai elemzése sordn megfigyeltiik, hogy az utdbélhez asszocialt primer
nyirokszervben, a bursa Fabricii-ben a B-sejtek fejlodése idején kifejezédik a CXCR4
receptor. Kutatécsoportunk tobb évtizede foglalkozik a primer ¢és szekunder
nyirokszervek embryonadlis fejlodésével (Olah & Nagy, 2013; Nagy et al., 2016b; Dora et
al., 2017; Nagy et al., 2022; Fejszak et al., 2022). Az utobélhez asszocialt nyirokszervek
(bursa Fabricii; coecalis tonsilla) lyphomyeloid sejtjeinek karakterizalasa olyan makrofag
populécid felfedezését tette lehetdveé, amely a bélidegrendszer ganglionjaiban talalhato és
a nyirokszervek szdveti makrofagjaihoz hasonlit (Dora et al., 2018; 2021). Korabbi in
vitro és FACS (fluorescence-activated cell sorting) analizisek szerint a B-sejt prekurzorok

bursaba vald belépése eldtt CXCR4-et fejeznek ki és a CXCR4 késdbb a B-sejtek

crcr

crer

e ey

immuncitokémia modszerek 6tvozésével kovettiik nyomon.

A bursa Fabricii ontogenezise soran az els6, CXCR4 in situ hibridizacioval
kimutathat6 sejtek a 10. embryonalis napon (E10) detektalhatok a bursa eldtelepének ham
alatti mesenhymajaban (20. dbra, A). A kovetkez fejlodési stadiumban (E14) a CXCR4+
sejtek a bursa mesenchymajan kiviil, a fejlodé folliculusbimbodkban is azonosithatok (20.
abra, B). A 18. embryonalis napra (E18) a CXYCR4 mRNS-ének kifejezddése felerdsodik
a folliculusbimbok teriiletén a nagyszdmban jelen 1évé B-sejtek miatt (20. abra, C). A
kikelés kornyékén a CXCR4 in situ hibridizacids jeloléssel mar jol elkiilonithetd a
folliculusok kéreg- és veldallomanya, viszont a veléallomany halvanyabb jelolést mutat
(20. ébra, D, E). A kikelést kovetd 28. napra (D28) a CXCR4 jel foként a folliculusok
kéregallomanyi teriiletén valik kifejezettebbé (20. abra, F).
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20. abra. A CXCR4 expresszios mintazata a bursa Fabricii ontogenezise soran. A CXCR4
receptor transzkriptumat in situ hibridizacios eljarassal mutattuk ki. A) A 10. embryonalis napon
(E10) a bursa eldtelepe az utobélhez asszocialtan elhelyezkedd, a farokbimb6 mesenchymaja altal
kortlvett, holyagos szerkezetii képlet, amelyben csak elvétve talalhato CXCR4+ sejt. B) Az E14.
napon a CXCR4 pozitiv sejtek a fejlédo folliculusbimbokban (csillag) lokalizalédnak. C) E18-ra
a CXCR4 tartalmu folliculusbimbdk szama tovabb nd. D) A kikelés idején a bursa keresztmetszeti
képén nagyszamu CXCR4+limfoid folliculus lathatd, E) a CXCR4 receptort kifejez6 sejtek a két
napos kikelt csirke (D2) bursalis cortexében jelentds mértékben feldusulnak (szaggatott vonal
jelzi a cortico-medullaris hatart). F) A kikelést kovetd 28. napon (D28) a bursai folliculusok
kéregallomanya er6s CXCR4 pozitivitassal jellemezhetd. A méretaranyt jelolo vonal az A képen
talalhat6d: A) 400 um; B) 50 um; C) 130 um; D) 70 um; E) 100 um; F) 200 um. E, embryondlis
nap, ep, bursa epithelium; D, kikelés utan eltelt napok szama.

4.3.2. CXCLI12 mRNS expresszidja a bursa Fabricii kiilonb6zo fejlédési
stadiumaiban.

A CXCR4 receptor mRNS-ének kifejezddésével parhuzamosan megvizsgaltuk a
receptor ligandjanak, a CXCLI2 mRNS-ének bursa Fabricii-n beliili megjelenését is. A
10. embryonalis napon a CXCLI2 kiterjedt expresszidt mutatott a bursa elételep ham
alatti mesenchymalis részében a (21.4bra, A-A”). A 12-14.. embryondlis napraa CXCL12
kifejezddése a fejlodd folliculusbimbok teriiletére korlatozodott (21. abra, B, C). A 18.
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embryonalis napon a mesenchymalis expresszio szinte teljesen eltiint és a CXCLI2
pozitivitas az egyre nagyobb szamban megjelend folliculusbimbodkra volt jellemz6 (21.
abra, D). Kikelés utan, a bursai folliculusok kéregallomanyanak differencidlodasaval
parhuzamosan, a CXCLI2 jel a folliculusok kiilsd részén kondenzalodott (21. dbra, E). A
kikelést kovetd 28. napon, a CXCLI2 transzkriptum az érett bursai folliculusok
kéregalloméanyaban volt jelen (21. &bra, F, F’), ahol expresszioja a desmin pozitiv
mesenchymalis reticulum sejteket jellemezte (21. abra F”).

Korabbi publikaciok (Nagy et al., 2004; Dora et al., 2017) beszamoltak arrol, hogy
a koldnia stimulalé faktor 1 receptort (CSF1R) kifejezd bursai szekrécios dendritikus
sejtek (BSDC) megjelenése megeldzi a B-sejtek belépését a fejlodo follikulusokba, igy
arra voltunk kivancsiak, hogy a BSDC sejtek szolgalhatnak-e a CXCL 12 forrasaként (22.
abra, A, B). Az EI8 stadiumu bursa metszeteken végzett kettds immuncitokémiai
jeloléssel igazoltuk, hogy a CSF1R+ BSDC sejtek (22. abra, C) kifejezik a P75 antigént
1s (22. abra, D, E), amely azért volt szamunkra fontos, mert ellentétben a CSFIR
ellenanyaggal, a P75 jol alkalmazhato az in situ hibridizaciot kovetéen a BSDC sejtek
kimutatasara. A BSDC specifikus P75 antigén immuncitokémiai (22. &bra, F, J) és a
CXCL]12 transzkriptum in situ hibridizacios jelolésével (22. dbra, G) igazoltuk, hogy a
késbé1 embryogenezis soran (E18) a CSF1R+/P75+ BSDC-k expresszaljak a CXCLI12
mRNS-ét (22. abra, H, I). A veldallomanyi BSDC sejtek CXCLI2 expresszidja csak
atmeneti folyamat, amelyet a kikelést kovetéen a kéregallomanyi desmin pozitiv
mesenchymalis retikularis sejtek vesznek at (22. abra F’).

Osszefoglalva, a CXCR4 expresszoja komplementer médon a CXCLI2 ligand
kifejezddését koveti az embryonalis €s a kikelést kovetd fejlddési stddiumokban. Az a
megfigyelés, hogy a CXCL 2 expresszios mintazata korlatozott, és id6vel valtozik, ahhoz
a hipotézishez vezetett, hogy a CXCL12 fontos szerepet jatszik a B-sejt vandorlas minden
szakaszaban, beleértve a bursa eldtelepének kolonizacidjat (elsé migracios 1épés), a
folliculus bimbdkba torténd homingot (masodik migracios 1épés), majd a B-sejtek cortex
terliletére 1épésével a folliculusokban kialakuld kéreg és veldallomany elvalasat

(harmadik migréacios 1€pés) is tamogatja.
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21. abra. A CXCL12 expressziéja a bursa Fabricii fejlodése soran. A kiilonbozo fejlodési
stidiumokbo6l  késziilt bursa Fabricii metszetek CXCLI2 in situ hibridizaciojat
immuncitokémiaval kombinaltuk. A-A”) A 10. embryonalis napon (E10) a subepitelialis
mesenchyma erésen CXCL12 pozitiv. B) A 12. napos embryoban (E12) a CXCL12 kdzvetleniil
az epithelium alatt mutathato ki, ami C) a 14. embryonalis napra mar a fejlédo folliculusbimbok
terliletén jelenik meg (szaggatott vonal jelzi az epithelium alatt huzido basalis membrant). D)
Kikelés elétt (E18) a kialakulo folliculusbimbok nagy mennyiségben termelik a CXCLI2-t. E) A
kikelést koveté 2. napon (D2) a differencialodo cortex teriiletére korlatozodik a CXCLI2
expresszio, amely F) a kikelés utani 28. napra valik egyértelmiivé, amikor F’) a kéregallomanyi
desmin pozitiv retikularis sejtek CXCLI2 mRNS-t fejeznek ki (a szaggatott vonal a cortico-
medullaris hatart jeloli). A méretaranyt jelold vonal az A képen talalhato: A) 300 um; A”) 200 pm;
A”) 60 um; B) 100 ym; C, D, E) 80 um; F)150 um; F’) 40 pum. E, embryonalis nap, ep,
epithelium,; D, kikelés utani napok szama,; mes, mesenchyma.
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22. abra. A CXCL12 elsédleges forrasa a bursai dendritikus sejtek (BSDC) és a cortikalis
mesenchymalis sejtek. A CXCLI2-t termeld sejteket in situ hibridizacié és fluoreszcens
immunfestés egylittes alkalmazasaval karakterizaltuk a 18 napos (E18) embryonalis bursa
metszeteken. A, B) Az epithelialis eredetli E-cadherin immunpozitivitdsu hamretikulum sejtek
nem vesznek részt a CXCL12 termelésében (nyilak). C) A CSF1R-t hordozé BSDC-k kifejezik a
D, E) P75 antigént is. F) A P75+ BSDC-k a 18 napos bursa veldallomanyaban helyezkednek el
és G) a CXCLI12 mRNS is a BSDC sejtekben detektalhato. A Hkép a CXCL12 in situ hibridizacios
jel és a P75 immunreaktivitas egylittes jelenlétét mutatja a BSDC sejteken. Az I és J képek a H
kép bekeretezett teriiletének kinagyitott felvételei, ahol a CXCL12+/P75+ BSDC sejteket mutatja.
A méretaranyt jel6l6 vonal az A képen talalhaté: A, C, D, E) 80 um; B) 25 um; F, G, H) 75 um;
L, J) 40 um. E, embryondlis nap.
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4.3.3. A CXCR4-CXCL12 jelatvitel funkciéja a bursa Fabricii fejlédésében

In vitro vizsgalatok szerint a CXCL12 kemoattraktans hatést fejt ki a csirke B-
sejtek vandorlasdra. Annak bizonyitdsara, hogy ex vivo a CXCR4+ bursai B-sejtek
A kisérlet soran eldszor normal 9 napos csirke embryobdl izolaltuk a bursa telepét. Ez a
stadium a B-sejtes kolonizacio elétti fejlodési szakasz. Ezutan sztereomikroszkop alatt
mikroinjektor segitségével 1ul 200uM AMD3100 oldatot juttattunk a bursa
mesenchymaba. Az injektalt bursakezdeményeket 9 napos zold fluoreszcens fehérjét
(GFP) expresszalo, transzgenikus csirke embryok chorioallantois membranjara (CAM)
transzplantaltuk és tovabbi 9 napig tenyésztettiik. Az inkubdcios 1d6 alatt a kitiltetett
szervek vaszkularizalodtak és a szerveket a fogadd GFP+ embryo vérképzd Ossejtjei
kolonizaltak.

Az izolalt graftok komparativ elemzése az AMD3100-kezelt bursdk jelentdsen
kisebb méretét mutatta a kontrollhoz viszonyitva (23. éabra, A,). Mig a kontroll
csoportokban (PBS injektalt) az anti-chB6 (23. 4bra, D), illetve az anti-CXCR4
ellenanyaggal (23. abra, F) a B-sejteket tartalmazé folliculusbimbok homogénen
jelolodtek, addig az AMD3100 nagy mértékben gatolta a folliculusok kifejlodését (23.
abra, B, C, E), amelyekben csak néhany elszort chB6+ sejt (23. abra, B), illetve CXCR4+
sejt (23. é4bra, E) volt lathatd. A donor szervezetbdl bevandorld sejteket GFP
fluoreszcencidjuk alapjan azonositottuk. A kontroll és a kezelt bursdkat is nagyszamui
GFP pozitiv sejt népesitette be, azonban az AMD3100-injektalt szervekben csak kevés
GFP+ sejt hordozta a chB6 antigént is (23. dbra, C). A CXCR4 immunpozitiv sejtek
eloszlasa hasonld volt az anti-chB6 festéshez: kisszamu intrafollicularis CXCR4 pozitiv
sejtet azonositottunk az AMD3100-injektalds utan (23. abra, E). A kvantitativ elemzés
(n=6 bursa/kezelési csoport, n=6 metszet/bursa) szerint tobb, mint 60%-o0s csokkenést
figyeltiink meg a folliculusok atlagos szamaban (23. dbra, K), és az AMD3100 injektalt
bursakban megmaradt folliculusok 40%-kal voltak kisebb méretiiek a kontroll bursakhoz
képest (23. abra, L, n=6). A CXCR4-CXCL12 szignaliz4cio gatlasa nem befolyasolta a
granulopoesist (23.4bra, G, H) ¢és dendritikus-prekurzorok bevéandorlasat a
follikulusbimbodkba, mivel szamos GRL1+ sejt volt jelen a graftokban, illetve a CSFIR
festés nyulvanyos immunreaktiv sejteket mutatott ki a vizsgalt folliculusokban (23.4bra,

LI).

83



DOI:10.14753/SE.2025.3071

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a CXCR4-CXCL12 jelatvitel gatlasa
megakadalyozta a B-sejt prekurzorok bevandorlasat a folliculusbimbokba, ami B-sejt-
mentes folliculusok kialakuldsahoz vezetett, €s a bursa Fabricii csokevényes fejlodését

idézte el6.
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23. abra. A CXCR4-CXCL12 jelatvitel blokkolasa a bursa Fabricii B-sejtes kolonizacigjat
gatolta. E9 bursa Fabricii kezdeményeket injektaltunk AMD3100-zal (AMD inj.) vagy
kontrollként, PBS-oldattal, majd 9 napos zold fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszalod csirke
embryo chorioallantois membranjara (CAM) iiltettiik és 9 napig tenyésztettiik a kiméra szerveket,
majd B-J) chloronaphtolos és fluoreszcens immuncitokémiat végeztiink. A) A CXCR4 jelatvitel
blokkolasa AMD3100 kezeléssel a bursa méretének és B) lymphoid folliculusok képzédésének
csokkenését eredményezte, amelynek oka, hogy B, C, E). kisszamu chB6+/CXCR4+/GFP+ B-
sejt kolonizalta a fejlédd folliculusbimbokat D) A kontroll bursa jol fejlett limphoid follicularis
szerkezetet mutat, amelyekben chB6+ és F) CXCR4+ B-sejtekkel kolonizalt folliculusok
detektalhatok. G) A folliculusok kozott elszortan GRL1+ granulocytak a kezelt és H) a kontroll
csoportban is jelen vannak. I) A CSFIR+ dendritikus sejt prekurzorok képesek voltak
megtelepedni a felszini hamban ¢és folliculus képzddést indukaltak az AMD3100 kezelt és J) a
kontroll szervekben egyarant (szaggatott vonal jelzi felszini epithelium alatt majd késébb a
cortico-medullaris hatdron huzo6do basalis membrant). K) Az AMD3100 ex vivo hatdsainak
kvantitativ meghatarozasahoz megmértiik a chB6 antigént expresszald (kolonizalt) folliculusok
méretét és L) szamat. Az AMD3100-kezelt szervekben az ,,iires” kezdetleges folliculusok koziil
csak azokat tekintettilk folliculusbimbdnak, ahol a chB6+ sejtek epitheliumhoz kapcsol6do
aggregatumai legalabb 5 db sejtet tartalmaztak. A statisztikai elemzéséhez ANOVA T- tesztet
hasznaltunk, az adatok az atlagértékeket mutatjak (+ standard hiba). A szignifikancia szint
mértéke: ***P<0,001. A méretaranyt jelold vonal az A képen talalhatd: A) 300 um; B, D) 80 um;
C) 50 um; E, F, G, H, J) 70 um; I) 40 um. amd, AMD3100; CAM, chorioallantoris membran; E,
embryonalis nap; inj, injektalt.
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5. MEGBESZELES

Az organogenezist célz6 kutatdsok kardinalis pontja a sejtvandorlasi folyamatokat
iranyit6 molekularis szabalyozéasok feltarasa, amelyek zavarai tobb szervrendszert érintd
fejlodési defektusokat okozhatnak a sziiletés el6tti €s utani idészakban. Az embryoban az
egyik legintenzivebb sejtmigracids tevékenységet a ganglionléc sejtek és a lymphocytak
végzik, amelynek populacidi az utdbél teriiletén igen kozel keriilnek egymdshoz és
kiilonb6z6, egymashoz asszocialt szervek kialakulasdhoz jarulnak hozza. A véandorlas
kozponti iranyitdsa a CXCL12 kiemokin ¢és receptoranak (CXCR4) térben és idében

precizen elvalasztott expresszidja altal meghatarozott.

Magzatburkos embryokban az utobél beidegzésének neuronokbdl és gliasejtekbol
allo komplex halézata kiilonb6zo forrasokbol szarmazik. A bélidegrendszer jelentds
részét a veldesd cervicalis szakaszabdl delaminalodo ganglionléc sejtek adjak, amelyek
belépnek az eldbél mesenchymadjaba, caudalis iranyba vandorolnak egészen a cloacaig,
ahol enteralis neuron- ¢és glia fenotipust vesznek fel (elsé vandorlasi 1épés; Yntema &
Hammond, 1954; Le Douarin & Teillet, 1973). A colorectalis bélszakasz neuralis
plexusaihoz — kisebb ardnyban — a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek is hozzajarulnak,
amelyek el6szor a dorsalis mesenteriumban és a farokbimbd mesenchymajaban
telepednek meg, majd a bélcsében rostralis irdnyba haladva ganglionsejtekké
differencialodnak (masodik migracios 1€épés; Nagy et al, 2007; Wang et al., 2011a) (24.
abra, A, B). Ezen kiviil a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek létrehozzdk a distalis
bélszakasz kiils6 beidegzéséért felelds Remak-gangliont (24. dbra) és a plexus pelvicust
(24. abra, A-B) (Burns & Le Douarin, 1998; Nagy et al., 2007, 2012). Korabbi
publikéciok beszamoltak arrol, hogy egérben a posztnatalis fejlddés soran a kiilsé idegek
mentén Schwann-sejt prekurzorok is elérik az utobelet (harmadik vandorlasi 1€pés;
Uesaka et al., 2015). Az emlitett sejtmigracios folyamatokban bekdvetkezd hibdk
velesziiletett neurointesztinalis rendellenességeket eredményeznek, beleértve a
Hirschsprung-kort (HSCR), amelyre a distalis bélszakasz bélidegrendszerének hianya
jellemz6. Erdekes modon a HSCR gyakran osszefiiggésbe hozhato a hypertrophias
extrinsic idegrostok jelenlétével is a ganglionmentes szegmensben (Kapur, 2016). Az

--------

kapcsolatos kiterjedt kutatasok ellenére (Heanue et al., 2016; Nagy & Goldstein, 2017),
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a colorectum kiilsé beidegzésének hatterében allo fejlédési mechanizmusok kevésbé
ismertek (Uesaka et al., 2015).

Az embryonalis csirke utobélbe {ltetett mikrogyongy technika ¢és a
szovetrekombinacios chorioallantois membran (CAM) tenyészetek vizsgalati eredményei
alapjan megfigyeltiik, a CXCL12 kemokin a CXCR4 receptort expresszald kiilsé
idegrostokra kemoattraktans hatassal bir, ami 0j informacidval szolgal a bélbeidegzést
érint6 fontos kérdések megvalaszoldsaban. A CXCR4 ¢s a CXCL12 molekulaparos
ganglionléc fejlédésben betdltott szerepe jol ismert (Shellard & Mayor, 2016). Korabbi
eredmények azt mutatjak, hogy a csirke embryokban a CXCR4-et a cardialis ganglionléc
sejtek expresszaljdk, amelyek a garativek ectodermdja ¢s mesenchymaja altal termelt
CXCLI12 gradiens fel¢ vandorolnak (Escot et al., 2013, 2016). Csirke- és egér
szervezetben a CXCR4 jelatvitel megzavarasanak kovetkezményeként a sziv ganglionléc
sejtjei hibds utvonalon vandorolnak, ami Osszetett congenitalis szivproblémakat
eredményez (Escot et al., 2016). A csirke embryoban leirtdk, hogy a CXCR4-CXCL12
szignalizacio szerepet jatszik a szimpatikus ganglionokat kialakité ganglionléc sejtek
Kulesa et al., 2010). Ezzel ellentétben Cxcr4 mutans egértorzsekben ektopikus helyzetii
dorsalis érzé ganglionokat talaltak (Belmadani et al, 2005). Erdekes modon
zebradanioban a CXCR4 fontos a craniofacialis fejlddés sordn a cranialis ganglionléc
iranyitasa altal, de a torzsi régid ganglionléc sejtjei nem fejezik ki a receptort. Ezek
alapjan a CXCR4 expresszio csak bizonyos ganglionléc populacidokra korlatozott
(Olesnicky Killian et al., 2009). Bar szamos tanulmany feltarta a CXCR4-CXCL12
jelatvitel sokrétli szerepét a ganglionléc migracidban ¢€s a neurdlis differencialédasban,
keveset tudunk ezeknek a molekuldknak a bélidegrendszer fejlddésében betdltott

Megvizsgalva a CXCR4 és a CXCL12 expressziojat a kiilonbozdé ganglionléc
populacidkban a csirke bélidegrendszer kialakuldsa soran, azt talaltuk, hogy a CXCR4
kifejezetten a veldcsO cervicalis szakaszabdl szarmazo6 ganglionléc sejtekben mutathato
ki, hasonloan azokhoz a tanulmanyokhoz, amelyekben a garativek felé¢ vandorl6 cardialis
ganglionléc sejtek molekuléris szabalyozasait tartdk fel (Escot et al., 2013, 2016).
Megfigyeléseink alapjan a CXCR4 dinamikus expressziot mutat a cervicalis ganglionléc

sejtek migracidja soran: a sejtek veldcsobdl vald kilépésének iddpontjaban (a 3.
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embryonalis nap el6tt) atmenetileg hordozzak felsziniikon a CXCR4 receptort. Miutan
ezek a ganglionléc sejtek ventralisan az aorta szintje ala vandorolnak, fokozatosan
csokkentik a CXCR4 receptoruk mennyiségét, majd belépve az el6bél mesenchymajaba,
nem mutatnak tovabbi CXCR4 expressziot. Ennek alapjan erds CXCR4
immunreaktivitast (CXCR4"&") mértiink az elsé harom szomita magassagaban, éppen a
mig caudalisan, a 4-7. szomitapar magassagabol kilépd sejtcsoport csokkend CXCR4
immunfluoreszcenciat mutatott (CXCR4™). Feltételezziik, hogy a CXCR4"e" ¢s a
CXCR4"¥ fenotipussal rendelkezé cervicalis ganglionléc sejtek eltéréen valaszolnak a
CXCL12-re, és csak a legcranialisabb helyzetii, CXCR4-et magas szinten expresszalo
sejtek képesek reagalni a ligand kemoattraktans hatasara. Escot €s munkatérsai (2013)
szerint a 3. szomitatol caudalisan kivandorld ganglionléc sejtek nem mutatnak CXCR4
expressziot. A korai stddiumu csirke embryok CXCR4 expresszids mintazata kozotti
eltérés az altalunk alkalmazott érzékenyebb immunjel6lési mdodszerrel magyarazhato.
Eredményeink felvetik annak Iehetdségét, hogy a cardialis ganglionléc sejtek
elkiiloniilnek az enteralis ganglionléc populdciotol a CXCR4 expresszid szintje alapjan.
Korabbi munkdk leirtdk, hogy a csirke bélidegrendszerének fejlédése soran a
cervicalis ganglionléc sejtek a 8. embryonalis napra érik el a gasztrointesztinalis traktus
legdistalisabb pontjat, majd ezt kdvetéen a 10. embryonalis napon a lumbo-sacralis
eredetli ganglionléc sejtek is kolonizéaljak a colorectumot (Burns & Le Douarin, 1998;
Burns et al., 2000; Nagy et al., 2007). A lumbo-sacralis ganglionléc sejtek utobélbe vald
bevandorolésa el6tt, a Remak-ganglion-eredetli idegrostok mar E7-E8 koriil belendnek a
bélfalba (Teillet, 1978; Catala et al, 1995; Burns & Le Douarin, 1998) (24. abra, C).
Immunfluoreszcens és in situ hibridizacids technikak alkalmazasaval azt talaltuk, hogy
E6 és E12 kozott a CXCR4 a Remak-ganglionban ¢€s a plexus pelvicusban expresszalodik
(24. éabra, B-D). A CXCLI12 eloszlasa komplementer mintdzatot mutat a fejlodo
utobélben, ahol a CXCL12 a CXCR4+ idegrostokat koriilvevé mesenchymaban
halmozodik fel nagy mennyiségben (24. abra, B). Amint a CXCR4+ Remak-ganglion
eredetli idegrostok belépnek az utdbélbe, a CXCL12 expresszidja el0szor a kiilsd
izomréteg felé tolddik el (24. abra, C), majd az enteralis ganglionok veszik at a ligand

termelését (24. abra, D). A CXCL12 dinamikus expreszids mintazata adhat magyarazatot
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arra, hogy a Remak-ganglionbdl érkez6 idegrostok eldszor az utobél muclusaris externa

rétegét, majd késobb a belsd plexus ganglionjait innervaljak.

Annak bizonyitdsdra, hogy a Remak-ganglion eredetii kiils6 idegrostok
hozzajarulnak a distalis bélszakasz bélidegrendszeréhez, Remak-ganglion-utobél és
veldcsO kimérakat, valamint CAM tenyészeteket hoztunk Iétre. Abban az esetben, amikor
z6ld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP) expresszald csirkébol
szarmazo Remak-gangliont lltettiink vad tipusu csirke preganglionalt utébelére, azt
tapasztaltuk, hogy az utébél mesenchymaja szdmos extrinsic forrasbdl szarmaz6 GFP+
idegrostot tartalmazott, ami 6sszhangban van a Remak-ganglion szerepével a colorectum
kiils6 beidegzésében (Aisa et. al., 1998; Shepherd & Raper, 1999), azonban a kimérdkban
nem taldltunk GFP+ neuralis sejttesteket (hasonldéan a korabbi munkékhoz: Le Douarin
& Teillet, 1973; Catala et al., 1995; Nagy et al., 2007). Ugyan a ganglionmentes utobél
CAM tenyészetei nem mutattak az EI4 stddiumban Remak-ganglion eredeti
ganglionsejteket, a graftokban kiterjedt extrinsic TUJ1+ idegrost haldzat alakult ki,
amelyek mentén nagyszdmu SOX10+ prekurzor sejt kolonizalta az utdbelet. Ezek az
eredmények aldtdmasztjadk azt az elképzelést, hogy a Remak-ganglionbdl szdrmazo
CXCR4+ idegrostok athatolnak az izomfalon, elérik az enteralis ganglionokat, és a
lumbo-sacralis ganglionléc-eredetli prekurzorok ezen kiilsé idegrostok mentén

vandorolnak a bélbe (Teillet, 1978; Burns & Le Douarin, 1998; Nagy et al., 2007).

Eredményeink alapjan a CXCR4 és a CXCL12 akkor fejezddik ki az utébélben,
amikor a Remak-ganglion eredeti axonok belépnek a bélfalba. Ismert, hogy a korai
fejlodési fazisban a Remak-ganglion axonjainak utdbél iranyu projekciojat a collapsin-
I/semaphorin-D akadalyozza meg (Shepherd & Raper, 1999). Késébb a bél kiilsd
rétegében a kemorepellens collapsin-1 mennyiségének csokkenése segiti el az
idegrostok bendvését az izomrétegek kozé. Ezzel parhuzamosan a kemoattaktiv CXCL12
dinamikus expresszidja valdsziniisithetéen egyiitt miikodik a collapsin-1 molekuldval a
colorectum kiilsé beidegzésének kialakitdsdban. Az emlitett modell emlésok esetén is
relevans lehet, mivel immunfluoreszcens festéseink alapjan a pelvicus ganglionok is
expresszaljak a CXCR4 receptort, a semaphorin-3A molekuldt pedig a distalis utdbél
mesenchyméjaban mutattdk ki (Anderson et al., 2007). Korabbi tanulmanyok szerint a
CXCL12 modulal6 hatast fejt ki az axonnovekedésre azaltal, hogy csokkenti a slit-2, a

semaphorin-3A és a semaphorin-3C molekuldk kemorepellens hatasat (Chalasani et al.,
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2007). Mindezeken felil a CXCL12 mintdzata hasonld a kemoattraktiv netrin
molekulaé¢hoz, ami az utdbél kiils6 mesenchymalis rétegében és a nyalkahartya
epitheliumaban detektalhato (Jiang et al., 2003) (24. abra, B, C). Ezek az eredmények egy
lehetséges molekularis kolcsonhatdsra utalnak, amelyeken keresztiil a CXCR4-CXCL12
jelatvitel mas kemorepellens és kemoattraktiv molekuldkkal egylitt szabalyozza a
colorectumba vetiil6 extrinsic idegi palyak mintazatanak kialakul4sat.

A Cxcll2 és a Cxcr4 mutans egerek praenatalisan elpusztulnak, és sejtmigracios
rendellenességeket mutatnak a vérerek képzddésében, a primordialis csirasejt-
vandorlasban, a lymphopoesisben, a gasztrointesztinalis rendszer és az idegrendszer
fejlodésében (Nagasawa et al., 1996, 1998; Tachibana et al., 1998; Zou et al. 1998). A
koros CXCR4 jelatvitel a szenzoros neuronok szamos tipusat, a szimpatikus neuronokat
¢és azok prekurzorait is érinti (Belmadani et al., 2005; Kasemeier-Kulesa et al., 2010). A
dominans-negativ (DN) Cxcr4-et magas szinten expresszald rekombinans virussal
végzett perturbacios kisérletekben megfigyelték, hogy a kezelés a bélidegrendszer
fejlodését nem befolyasolta, azonban a DN-Cxcr4 sejtek nem tudtak kialakitani a sziv
interventricularis septumat (Escot et al., 2013; Tang et al., 2021). Erdekes médon a DN-
Cxcr4 -fertézott csirke embryok némelyikében a Remak-ganglion-eredetii kiilsd
beidegzés hianyat is megfigyelték az utdbél teriiletén (Escot et al., 2013). A CXCR4-
CXCL12 szignalizacié bélidegrendszer fejlddést irdnyitd lehetséges szerepére a
kozelmultban végzett egysejt RNS szekvenaldas (RNA-Seq) elemzések is utaltak, ahol a
CXCR4 és CXCL12 molekulék expresszid ndvekedésérdl szamoltak be egérben (Memic
et al., 2018) és madarembryokban (Jacobs-Li et al., 2023). Figyelemre méltd észrevétel
az utdbbi vizsgalatban, hogy a postumbilicalis szegmensben a CXCL12 transzkriptum
nagyobb mennyiségben fordult el a bélidegrendszer lumbo-sacralis, mint a cervicalis
al., 2023).

Mikrogyongy transzplantacios és in vitro kisérleteinkben a CXCL12 rekombinans
fehérje hozzaadasa hypertrophicus TUJ1+ Remak-ganglion eredetli idegrostokat
eredményezett az utdbél-explantaitumokban. Tovabbi bizonyitékok szolgalnak arra, hogy
a kemokinnek nagy jelentdsége van az utobél kiilso beidegzésének fejlddésében, ugyanis
az AMD3100 gatlo hatassal bir az extrinsic idegrostok novekedésére. Az AMD3100 a

CXCR4 kismolekulaju antagonistajaként ismert, ami megzavarja a cranialis ganglionléc
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sejtek migraciojat madarembryokban (Rezzoug et al., 2011). Hasonl6 hatast figyeltiink
meg a Remak-ganglionban ex vivo, ahol a kitiltetett csirke utobelének AMD3100 kezelése
megakadalyozta a Remak-ganglion eredeti axonok projekcidjat a colorectumba. Ezért
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az utobélben expresszalt CXCL12 szabalyozza a
kiils6 idegek bejutasat a vastagbélbe a CXCR4 receptoron keresztiil.

Az utobél extrinsic beidegzésének hatterében allé mechanizmusok megértése
jelentds transzlacids jelentoséggel bir, kiilonos tekintettel a székletiirités normalis
szabalyozasaban betoltott alapvetd szerepére. Ennek a kiils6 beidegzésnek a velesziiletett
vagy szerzett rendellenességei, példaul spina bifida vagy traumads sériilés, neurogén
bélrendszert eredményeznek, és jelentds hatassal vannak az életmindségre, igy a fejlodést
iranyitd jelatviteli tvonalak meghatarozasa fontos terapias célpontként szolgalhat a

jovoben (Butler Tjaden & Trainor, 2013).

I. Ganglionléc sejtmigracio Il. Az Remak-ganglion eredetli idegrostok kialakulasa
E A bélfal beidegzése A ganglionok beidegzése
E7-|D]

® CXCR4-/P75+ lumbosacralis
ganglionléc sejt

Remak-
ganglion

%CXCR4+IP75+/CN+ NoR neuron

§0XOR4+/P75+/CN+ NoR neuron

%
# CXCL12+/P75- mesenchyma CXCL12+/SMA simaizom seft |
a PP s a NoR koril B cxcL12+/p75- epitheliumsejt | B cXCL12+/P75- epithelium sejt

# CXCL12-/P75- mesenchyma sejt [ CXCL12+/P75+ intrinsic ganglion

24. abra. A CXCR4-CXCL12 molekulaparos dinamikus expresszéja az utobél Kkiilso
beidegzésének fejlédése soran csirke embryoban. A) E3,5-5 napos embryo keresztmetszet az
utobél magassagaban. B) Az E6 kori embryo farokbimbojanak saggitalis abrazolasa. A sziirke
nyilak a lumbo-sacralis ganglionléc sejtek vandorlasanak korabbi utvonalara utalnak. C-D) Az
utobél kozépso részének keresztmetszete. A vastag fekete nyilak a migracio, illetve az idegrostok
projekciojanak iranyat jelolik. ao, aorta dorsalis; BF, bursa Fabricii; ep, utobél epithelium; nt,
veldcsé; pp, plexus pelvicus, NoR, Remak-ganglion; tm, tunica muscularis, U, ureter. Sajat
készitésii dbra.
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A Hirschsprung-kornal leirt specifikus génhibak olyan receptorok és ndvekedési
faktorok diszfunkcidjat okozzak, amik a kiilonbozé szovetek organogenezisében
jelentések (a CXCR4-CXCL12 molekulaparoshoz hasonléan), befolyasolva a
2007; Heuckeroth, 2018). Régota ismert, hogy a RET receptor a GFRa1-GDNF-hez valo

kapcsolodasa révén nélkiilozhetetlen az enterdlis ganglionléc sejtek megfeleld

rrrrrrrrrrrrrr

cres

Peyer-plakkok (PP) képzddéséhez, amely folyamat RET-GFRa3-ARTN (artemin)
jelatvitel fliggd (Veiga-Fernandes et al., 2007; Patel et al., 2012). Mig egerekben a GDNF
faktor vagy a GFRal koreceptor null mutacigja kdvetkeztében a plexus myentericus nem
alakult ki és a PP-ok képzddése zavartalan volt, addig a GFRa3 vagy ARTN mutacional
a bélidegrendszer fejlddésének hibdja mellett kevesebb PP-t figyeltek meg, a RET
homozigoéta mutacid6 pedig jelentdsen lecsokkentette a PP-ok szamat a bél
aganglion6zisan feliil (Veiga-Fernandes et al., 2007), bizonyitva a RET sokrétli szerepét
a béllel kapcsolatos szovetek kialakulasiban. A HSCR mutaciok masodlagos
immunrendszeri hatdsara példa, hogy bél ganglionmentességének kovetkezményeként
fellépd enterocolitis id6 eldtti thymus involuciot, 1ép lymphopeniat és csokkent B-sejt
lymphopoesist okoz Ednrb -/- és Edn3 -/- null mutans egekben. A bél immunitasanak
valtozasai adhatnak magyarazatot a Hirschsprung-korban szenvedd gyerekeknél
eléforduld életveszélyes fertdzések fokozott kockéazatira, amik alapjan kiemelkedden
fontos a bélhez asszocialt nyirokszdvetek fejlddéstani vizsgélata (Frykman et al., 2015;

Heuckeroth, 2018).

A farokbimboban nem csak a bélidegrendszer fejlédése kapcsan jelenik meg a
sejtvandorlds mechanizmusa, hanem az utdbélhez asszocialt primer nyirokszerv, a bursa
Fabricii kialakuldsa is tobb sejtmigracios 1épésbdl tevodik 6ssze. Emldsokben a kemokin
modulalt sejtvandorlasra egy masik példa a kozponti és a periférids B-sejtek
vandorlasanak mechanizmusa, ahol leirtak a CXCR4-CXCL12 alapvet6 szerepét (Liang
et al., 2001; Read et al., 2005). Régota ismert, hogy a B-sejt érés madar embryokban a

bursa Fabriciiben =zajlik (Glick, 1994), de a migraciét iranyitd molekularis
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mechanizmusokrél kevés ismerettel rendelkeziink. /n situ hibridizacioval 6tvozott
immunfluoreszcens technikdk, valamint a kiméra rendszerek kisérletes eredményei
alapjan azt talaltuk, hogy a CXCR4-CXCL12 jelatvitel a csirke B-sejt vandorlas 1épéseit
is iranyitja és ezaltal fontos szerepet jatszik a primer nyirokszervek organogenezisében.

A bursa Fabricii kivezetd csovén keresztiil az utdébél proctodeumaval allandod
Osszekottetésben van és kifejlett dllapotban 12-20 hosszirdnyt redét tartalmaz, amelyben
B-sejtekkel teli lymphoid folliculusok talalhatok (Nagy et al., 2022). A bursa Fabriciiben
a B-sejtek fejlodése térben és idOben eltérd, tobb egymast kdovetd 1épésbdl allo
sejtvandorlési folyamatot foglal magaban (Ratcliffe, 1985). Az elsd, un. prebursalis
migracios 1épés a 10. embriondlis nap koriil kezdddik, amikor a B-sejtek a bursa
eldtelepébe vandorolnak, ahol az in situ hibridizacios festéseink szerint magas, homogén
CXCL12 expresszi6 mutathato ki (25. dbra, A). Az 4dramlasi citometria adatok alapjan
ebben a stddiumban a prebursalis B-sejtek CXCR4-et fejeznek ki, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy a magas CXCL12 szint vonzza a ham alatti mesenchymaba a 1épbdl
¢és a csontvelobol érkezo éretlen B-sejt prekurzorokat.

Az E10 utan a bursalis szekrécios dendritikus sejtek (BSDC) vérképzo prekurzorai
a bursa mesenchymabol felszini epitheliumba 1épnek, ahol hammal valé kdlesonhatas
révén folliculusképzddést indukalnak (Nagy et al., 2004; Dora et al., 2017). Ennek
megfelelden a CXCL12 expresszids mintazataban is valtozas kovetkezik be. A homogén
E14. napra az intraepithelialis CXCL12 a folliculusbimbok teriiletén valik kifejezetté.
Ezzel parhuzamosan a CXCR4+ bursalis B-sejtek a mesenchymabol a
folliculusbimbdkba vandorolnak, igy elindul a masodik (bursalis) migracids 1épés (25.
abra, B).

A bursa eldtelepének a CXCR4 antagonistaval, az AMD3100-zal val¢ injektalasa
a B-sejtes folliculusok szamanak drasztikus csokkenéséhez vezetett az E18 korat GFP-
CAM vad tipusu bursa kimérakban, bizonyitva a CXCR4-CXCLI12 kolcsonhatas
fontossagat a B-sejtes kolonizacioban ¢és a folliculusképzdédésben. Mig az AMD3100 a
kezdeti folliculus indukciot nem befolyasolta, amint azt a CSF1R+ BSDC-k jelenléte is
bizonyitott, addig a kezelés szinte teljes mértékben megakadadlyozta a B-sejtek
bevandorlasat a képzddd folliculusokba és B-sejt mentes folliculus-primordiumok

kialakulasdhoz vezetett. Mivel az AMD3100 kezelés a teljes E9 kora bursa eldtelepét
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érintette, ezért ez a kisérleti bedllitds nem teszi lehetdvé annak a pontos
megkiilonboztetését, hogy az inhibitor pontosan melyik B-sejt migracios 1épést
befolyésolja, a prebursalis B-sejtek bevandorlasat a bursalis mesenchymaba vagy tovabbi
migraciot a folliculusokba. AMD3100-zal kezelt szervekben nem figyelhetd meg a chB6+
B-sejtek felhalmozodas az intrafollicularis mesenchyméban, ami arra utal, hogy a
CXCL12 kotédése sziikséges az elsé migracids 1épéshez, hogy a prebursalis B-sejt
prekurzorok eljussanak és megtelepedjenek a bursa-kezdeményben. Hipotézisiink szerint,
ha a CXCL12-CXCR4 tengelyre csak a folliculusokba valé masodik migracios 1épéshez
lenne szilikség, akkor a kezelt szervekben magasabb B-sejt szamra szdmithattunk volna
az interfollikuléris mesenchymaban. Laparidou és munkatarsai megfigyelték, hogy a
AMD3100-zal eldkezelt prebursalis B-sejtek adaptiv atiiltetése csirke embryokba a
lypmhoid folliculusok kolonizacidjanak csokkenését eredményezte, (Laparidou et al.,
2020), ami aldtdmasztja észrevételeinket. Az inhibitor alkalmazisa nem érintette a
CXCR4+ granulocitak belépését a bursa eldtelepébe, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy
tovabbi molekularis szignalokra van sziikség a granulocitdk vandorlasdhoz. A
folyamatban szerepet jatszhatnak a CXCL13 vagy a CCL20, valamint kemokin
receptoraik, a CXCRS és CCR6, mivel mindkét kemokint leirtak csirkékben (Kaiser et
al., 2005), és fontosak a csiracentrumokban torténd B-sejt migracidoban, valamint a GALT-
struktarak (bélhez kapcsolodd lymphoid szovet; gut-associated lymphoid tissue)
kialakuldsdhoz egerekben és emberekben (Allen et al., 2004; Reboldi et al., 2016).

Miutan a bursalis B-sejtek benépesitik a folliculusbimbokat, osztodnak, és
génkonverzioval diverzifikaljadk BCR-repertoarjukat (B-cell receptor) (Mansikka et al.,
1990). E18 stadiumban a folliculusbimbdkra intenziv CXCR4 receptor és CXCL12
ligand expresszio jellemzd, ami valosziniisithetden sziikséges a fejloddd B-sejtek bursaban
val6é megtartasaért, amely a szignalizdcié human csontvel6hoz hasonl6 funkcidjara utal
(Ma et al., 1999). In situ hibridizacios €s immmunfluoreszcens eredményeink szerint a
veldallomanyi BSDC-k feleldsek a ligand termeléséért (25. abra, B), hasonldéan a
csontveld mikrokornyezetének biztositasaért felelds sztroma sejtekhez (Tashiro et al.,
1993), ami tovabb erdsiti a bursa €s a csontveld kozotti ekvivalenciat.

A kikelés id6pontjat megeldzden Gjabb drasztikus szerkezeti valtozas kovetkezik
be a folliculusokban. A harmadik migracids lépésben (posztbursalis) egyes B-sejtek

visszavandorolnak a folliculust koriilvevd alapmembranon keresztiil, és tovabb osztddnak
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a vimentint és desmint expresszald6 mesenchymalis retikuléaris sejtek kozott (Olah &
Glick, 1995; Korte et al., 2013). Ez a megfigyelés eredményeinkkel Osszefiiggésbe
hozhatd, ugyanis a CXCL12 kemokin ligand termelését a periférids desmin+ retikularis
sejtek veszik 4t a kikelést kovetden. A harmadik migracios 1épés a folliculusok
kompartmentalizacidjdhoz vezet, kialakul a kéreg- és velGallomany (25. ébra, D).
Meglepé modon ez egy olyan szerkezetet eredményez, amely megjelenésében nagyon
hasonlit a csirke csiracentrumaira: gdmbolytli vagy tojasdad strukturak, tomott, intenziven
0szt0do kéreggel és lazabb szerkezetli, szaporodo sejteket alig tartalmazo veldvel, amely
makrofagokat és follikularis dendritikus sejteket (FDC) tartalmaz (Yasuda et al., 1998;
Nagy etal., 2001). A kéreg és veldallomany elvalasat a CXCL12 emelkedettebb periférias
expresszioja indukalja, amely a kialakulo kéregallomanyba vonzza az alapmembranon
atlépd B-sejteket (25. abra, C). Végiil az érett bursalis folliculusban a CXCL12 mRNS
szinte kizardlag a kéregben volt kimutathatdo (25. abra, D). In situ hibridizacids
eredményeink alapjan a kéregallomény periféridjan tartozkodé B-sejtek magas CXCR4
mRNS szintet mutatnak (CXCR4"&"), mig a corticomedullaris hataron elhelyezkedé erek
koriil a B-sejtekre csokkend CXCR4 expresszio volt jellemz6 (CXCR4°%) (25. 4bra, D).
Ez az celoszlas szintén hasonldosdgot mutat a csontveldi B-sejtek emigracios
mechanizmusaval. Emellett jol ismert, hogy emlds csiracentrumokban a CXCL12-
CXCR4 tengely dinamikus moduldldsa elengedhetetlen ahhoz, hogy a B-sejteket a
CXCLI12-ben gazdag sotét zonabol a CXCLI12-t gyengén expresszald vildgos zonaba
iranyitsak a szelekcidhoz, majd vissza a sotét zonaba tovabbi proliferacios 1épésekhez és
az affinitas éréshez (Allen et al., 2004). A nyul appendixben hasonl6 B-sejtes irdnyitasi
mechanizmus torténik. A nyulak a csirkékhez hasonléan bélhez asszocialt limfoid
szovetet haszndlnak B-sejt-repertodrjuk diverzifikalasara (Weinstein et al., 1994, Zhai &
Lanning, 2013). Az a megfigyelés, hogy a csirke bursalis folliculusok az emlds
csiracentrumokhoz és a nyul appendixhez hasonldo CXCLI12 expresszidos mintdzatot
mutatnak, erdsiti azt az elképzelést, hogy a CXCL12 irdnyitja a burséalis B-sejtek
harmadik 1épését az alapmembranon keresztiil a folliculusok kéregallomanyanak
kialakitasahoz (25. abra, C). Annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 fajok eltérd stratégiakat
alkalmaznak a B-sejtek fejlodésére, a CXCL12-CXCR4 tengely altal szabalyozott B-sejt
véndorlés egy erésen konzervalt mechanizmust képvisel a fajok kdzott. Osszefoglalasul

elmondhatjuk, hogy a CXCR4 és a CXCL12 molekulaparos részt vesz a B-sejt vandorlas
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minden szakaszaban a bursa fejlédése soran, és elengedhetetleniil fontos a prebursalis B-

sejtek bursa eldtelepbe torténd korai migracios 1épéseihez.

1. Prebursalis migracios lépés Il. Bursalis {follicularis) migraciés lépés
F9-F12 E14-E18 | E18 — kikelés

B o]

1l Postbursalis migracios lépés
kikelés utan

bursa Fabricii
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25. abra. A CXCR4-CXCL12 molekulaparos altal iranyitott sejtmigracios 1épések a bursa
Fabricii embryonalis fejlédése soran csirke embryoban. A vastag fekete nyilak B-sejtek

crcr

metszete, az alsd nagyitott kép a pirossal bekeretezett teriiletrdl szarmazik. BSDC, bursai
szekrécios dendritikus sejt. Sajat készitésii abra.

A farokbimboban az utobél idegrendszeréhez kapcsolodd Remak-ganglion és a plexus
pelvicus, valamint a bursa Fabricii sejtvandorlasi folyamataiban is kulcsszerepet jatszik
a CXCL12 kemokin, és receptora, ami bizonyitékul szolgal arra, hogy a CXCR4
jelatvitelnek Osszetett, stadiumspecifikus szerepe van az embryonalis folyamatokban, az

crer

sejtekre gyakorolt szovetspecifikus hatasokig (Miller et al., 2008).
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Igazoltuk, hogy a CXCR4 kemokin receptor intenziven kifejezédik a cardialis
ganglionléc sejtekben, de a bélidegrendszert kialakitd cervicalis és lumbo-sacralis

sejteken nem mutathat6 ki a gasztrointesztinalis traktus kolonizacioja soran.

2. Immunfluoreszcens ¢€s in situ hibridizacidés eredményeink azt bizonyitjak, hogy a
human, egér és csirke embryokban az utobél kiils6 beidegzéséért felelds lumbo-sacralis
ganglionléc eredetli plexus pelvicus és a Remak-ganglion neuronjai CXCR4 pozitivak.
Tovabba meghataroztuk, hogy a CXCR4 receptor ligandja (CXCL12) a fejlédd bél

simaizomzataban, epitheliumdban és késébb az instinsic ganglionokban termelddik.

3. Az éaltalunk kifejlesztett Remak-ganglion rekombindcios kisérletekkel és veldcsd
transzplantacioval igazoltuk a Remak-ganglion eredetii idegrostok és az intrinsic
ganglionok kapcsolatat. Ezekkel a modszerekkel bizonyitottuk azt is, hogy az enteralis

plexusok jelenléte nélkiil is végbemegy a bél extrinsic beidegzése.

4. Szervtenyészetekkel, valamint mikrogyongy implantacids kisérletekkel kimutattuk,
hogy a CXCR4 ¢és a CXCL12 molekulak iranyitjak az utobél extrinsic beidegzésének
fejlodését. A CXCR4-CXCL12 jelatvitel bokkolasa megakadalyozta a Remak-ganglion

idegrostjainak utobél irdny novekedését.

5. In situ hibridizacios eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy az utobélhez asszocialt
primer nyirokszerv, a bursa Fabricii B-sejt kolonizacioés folyamataiban is részt vesz a
CXCR4-CXCL12 molekulaparos. Kimutattuk, hogy a CXCR4-CXCL12 mRNS-tartalom

dinamikusan valtozik a bursa Fabricii fejlédésének kiilonbozo stadiumai kozatt.

6. Embriomanipulacios vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a CXCR4-CXCL12 kolcsonhatas

nélkiilozhetetlen a bursa Fabricii B-sejtekkel torténd benépesiiléséhez, a szerven beliili

crer
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7. OSSZEFOGLALAS

A CXCL12 kemokin és receptoranak (CXCR4) esszencialis szerepét szamos
sejttipus vandorlasaban leirtak. Ezek a molekuldk irdnyitjak a lymphocytak, a cranialis-
bélidegrendszert 1étrehozod cervicalis- és lumbo-sacralis ganglionléc sejtek vandorlasaban
betoltott szerepére csak indirekt bizonyitékok, feltételezések vannak. Csirke embryokban
irtdk le eloszor a bélidegrendszer ganglionléc eredetét, amelyekhez a periférias
ganglionokbdl szadrmazé kiilsé idegrostok kapcsolodnak. Az emldsokben ¢és a
madarakban egyarant megtalalhato plexus pelvicus, valamint a madarspecifikus Remak-
ganglion a lumbo-sacralis ganglionlécbdl szarmaznak ¢és a distalis bélszakasz extrinsic
beidegzését biztositjak, de a fejlodésiiket szabalyoz6 molekularis mechanizmusok nem
ismertek.

Immunfluoreszcens elemzéseink alapjan a CXCR4 receptor nem vesz részt a
veloesobol  kilépd  bélidegrendszert  kialakité  ganglionléc sejtek  bél irdnyu
kolonizéacigjaban, de a CXCR4 specifikusan a Remak-ganglion €s a plexus pelvicus
idegrostjaiban expresszalodik, mig a CXCL12 az utdbél mesenchyméjiban €s a belsd
neurdlis plexusokban mutathat6 ki. In vitro és ex vivo fiiggesztett szervtenyészetekkel,
valamint szovetrekombindcios és mikrogyongy implantacids kisérletekkel vizsgaltuk a
CXCR4 ¢és a CXCL12 molekuldk szerepét az utobél idegrendszerének fejlodésében.
Kimutattuk, hogy a CXCL12 fokozott expresszidja megndvekedett Remak-ganglion
eredetli axonalis projekciot eredményez, mig a jelatvitel gatlasa megzavarja az extrinsic
idegrostok bél iranyt novekedését. Eredményeink fontos informaciokkal szolgalnak a
Hirschspung-kor (az 1:5000 eléfordulasu velesziiletett neurointesztindlis betegség)
patogenezisének megértéséhez, ahol a distalis bélszakasz belsd- €s a kiilsd innervacioja
is egyarant érintett. A bélidegrendszert célzd vizsgélataink mellett kimutattuk, hogy a
csirke embryoban az utdébélhez kapcsolodd primer nyirokszerv, a bursa Fabricii B-sejt
kolonizacids folyamataiban is nélkiilozhetetlen a CXCR4-CXCL12 jelatvitel. A CXCR4-
CXCL12 sejtvandorlast irdnyitd kozponti szerepe ravilagit az utdbélhez asszocialt
kiilonb6z6é szervek embryondlis fejlodésének térben és iddben szétvalasztott preciz

szabalyozasanak jelentdségére.
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8. SUMMARY

The key role of the CXCLI12 chemokine and its receptor, CXCR4 has been
reported in the migration of multiple cell types. The migration of lymphocytes, cranial-
and cardiac neural crest cells, and the mechanism of axon growth are regulated by this
chemokine signaling. However, there is only indirect evidence and speculation regarding
the role of CXCR4-CXCLI12 of cervical- and lumbo-sacral neural crest cell movement
for the establishment of the enteric nervous system (ENS). It was first observed in chicken
embryos that the neurons and glial cells in the gastrointestinal tract, connected to extrinsic
nerve fibers from peripheral ganglia, originate from the neural crest. The pelvic plexus,
found in both mammals and avian, along with the avian-specific Remak ganglion, derive
from the lumbo-sacral neural crest and contribute to the extrinsic innervation of the distal
colon. Despite these insights, our understanding of the regulatory molecular mechanism
involved in their development is still limited.

Our immunofluorescence analyses suggest that CXCR4 is not involved in the
colonization processes of neural crest cells forming the ENS, but the CXCR4 receptor is
specifically expressed in the Remak ganglion and pelvic plexus nerve fibers, whereas
CXCLI12 is detected in the smooth muscle, epithelium and the intrinsic neural plexuses
of the hindgut. Using in vitro and ex vivo organ cultures, tissue recombination, and
microbead implantation experiments, we have examined the roles of CXCR4 and
CXCL12 in the development of the hindgut ENS. Increased doses of CXCL12
recombinant protein enhances axonal projection from the Remak-ganglion, whereas
inhibiting CXCR4-CXCL12 signaling disrupts the growth of extrinsic nerve fibers
towards the gut. Our results provide important insights into the pathogenesis of
Hirschsprung-disease, a relatively common (1 in 5000) congenital neurointestinal disease
where both intrinsic and extrinsic innervation of the distal colon are affected. In addition
to our focus on colorectal ENS development, we demonstrated that CXCR4-CXCL12
signaling is also crucial for B-cell migration in the hindgut-associated primary lymphoid
organ, the bursa of Fabricius, in chicken embryos. The central role of CXCR4-CXCL12
in neural crest and lymphoid precursor cell migration underscores the importance of
precise spatio-temporal regulation of the chemokines in the development of hindgut-

associated organs.
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