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|. Bevezetés

A regenerativ orvoslds, azon belil is a szOvetmérnokség a modern
orvostudomanyok egyik legigéretesebb ¢és legdinamikusabban fejlodé aga, amely
soran valamely betegseg vagy baleset kovetkeztében elpusztult sejtek, szOvetek,
esetleg egész szervek potlasa valik lehetévé. A kutatasok soran kulcsfontossagu szerep
jut az Ossejtek felhasznalasanak, kiemelten az Gssejtekbdl alapitott organoidoknak,
amelyek transzplanticidja a regenerativ medicina alapjait teremti meg. A hatékony
Ossejtterapia szamara egyaltalan nem k6z6mbos az Ossejteket fogadd extracellularis
mikrokornyezet szerkezetének pontos megismerése, karakterizalasa és 6sszehangolasa.

A bélidegrendszer (enteric nervous system — ENS) a neuronok és a glia sejtek
komplex hél6zata, amely a gasztrointesztinalis traktus teljes hosszaban megtalélhato,
és a vegetativ idegrendszer legnagyobb autonom alrendszerét képezi. Az ideg-és
gliasejtek két, egymassal szorosan dsszekapcsolt halozatba rendezddnek: ezek a plexus
myentericus és a plexus submocosus, amelyek 6sszehangolt miikodése irdnyitja a
megfeleld  bélperisztaltikdt, abszorpcidt és szekréciot. A  bélidegrendszer
kialakitasaban a korai embrionalis fejlédés soran intenziv migraciot folytatd ducléc
eredetll sejtek vesznek részt, amelyek a bélcsé mesenchymajat kolonizalva neuron és
glia irdnyu differenciaciot mutatnak. Az emlitett folyamatokban jelentkezd fejlodési
zavar velesziletett neurointesztinalis betegségek kialakulasahoz vezet, amelyek kézil
a Hirschsprung-kér (megacolon congenitum, HSCR) a vastagbél valtozd hosszusagu
ganglionmentességével jar. Az intramuralis parasympaticus dicok hianya az érintett
szakasz funkcibvesztését eredményezi, a motilitdst nem mutatdé ganglionmentes
teriilettdl proximalisan a colon rendellenesen kitagul. Egyetlen terapias megoldast az
érintett ganglionmentes bélszakasz sebészi eltavolitasa jelenti, azonban a péciensek
gyakran hosszu tava bélgyulladasban szenvednek, igy a klinikum felél egyre nagyobb
az igény egy alternativ terdpia Kkifejlesztésére. Az &ssejt-transzplantaciot ovezé
kutatasok 1Uj lehet6séget biztositanak egy kevesbé invaziv, a regenerativ orvoslas
elveinek megfeleld terapias eljarasra, ehhez azonban alapvetd fontossdgi a
transzplantalt sejtek jellemzése mellett a fogadd szoveti mikrokornyezet részletes

karakterizalasa.



Il. Irodalmi attekintés
2.1. A beélidegrendszer altalanos felépitése

A 19. sz&zadban a mikroszkopia és a sejtszintii tudomanyos mddszertani
eljarasok fejlodésével bekoszontott a hisztologia, morfologia és élettan aranykora,
ezaltal rendkivili tudomanyos attéréseket értek el a korabeli kutatok. Erre az id6szakra
esik a bélidegrendszer (enteric nervous system — ENS) részletes hisztologiai leirasa is.
Georg Meissner 1857-ben figyelte meg els6ként a submucosa idegfonatat (plexus
submucosus vagy Meissner plexus) (Meissner plexus 1.abra) (Neckel, 2023) majd
1862-ben Leopold Auercbach leirta a bél két izomrétege kdzott megtalalhatd plexus

myentericust (Auerbach plexus) (Wincewicz & Woltanowski, 2020).
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1. dbra (A) A Meissner-fonat elsé publikalt rajza (Billroth, 1858). Meissner felfedezését
kép nélkil publikalta, az 1858-ban Bilroth altal készilt rajz pedig egy 6 napos gyermek
submucosus plexusardl készilt, valamint egy nagyitott rajzot is készitett, amellyel az
intraganglionaris részeket kivanta bemutatni. (Neckel, 2023) (B) TUJ-1 jeldlt E9 csirkeembri6
keresztmetszeti képe fluoreszcens mikroszkop alatt, megfigyelhetd a két koncentrikus koérben
elhelyezkedd plexus subucosus (smp) és myentericus (mp), valamint a madarakra jellemzd,
ers pozitiv jelet ado Remak ideg (NoR). (sajat felvétel)

A bélidegrendszer a vegetativ idegrendszer legnagyobb alegysége a
paraszimpatikus és szimpatikus idegrendszer mellett, amely egy kiterjedt, neuronokbdl
és gliasejtekbdl allo haldzatot alkot a gasztrointesztinalis traktus faldban. (Cheng et al.,
2017). A nagyszamu neuron és gliasejt komplex halozata intrinsic reflexkorok révén
képes a koOzponti idegrendszer (central nervous system — CNS) nélkal is
dsszehangoltan iranyitani a gyomor-bél traktus funkcidit (Furness, 2012), ezért
gyakran ,,masodik agynak” is nevezik (Hao & Young, 2009). A neuronalis aktivitast

tetrodotoxinnal vagy neuorotranszmisszidt gatlé nikotin- és muszkarin-receptor



gatlokkal blokkolva megsziintethetd a bélperisztaltika, ezzel is bizonyitva, hogy a bél
az enterdlis idegrendszerre tamaszkodik leginkdbb a funkcionalis bélmozgas
fenntartdsdhoz (Furness, n.d.). A gyomor-bélrendszer idegi szabalyozasara azonban
egy integralt rendszerként kell tekintenlink, amely magaba foglalja a lokalis enteralis
szabalyozédson kivil a szimpatikus ganglionokon keresztil haladé informécidkat,
tovabba a bélbdl induld, majd a kozponti idegrendszer kézremiikodésével 1étrejovo
komplex kolcsonhatésokat (Furness, 2012).

A bélidegrendszer hozzavet6legesen 100 millié neuronbol all és akar hétszer
annyi gliasejtet is tartalmazhat. A neuronok f6 funkcidjuk szerint harom nagy
csoportba sorolhatok: szenzoros neuronok, amelyek kémiai, termikus vagy mechanikai
ingerek hatasara aktivalodnak; interneuronok, amelyek a jelek tovabbitasaért felelosek
a szenzoros €s motoros neuronok kozott; valamint a motoros neuronok (Rao &
Gershon, 2016; Wood, 2002). A motoros neuronok tovabb oszthatok serkent6 és gatld
neuronokra. A serkentd neuronok izomdsszehuzdodast idéznek el neurotranszmittertk,
az acetilkolin felszabadulasaval (Kleinschmidt et al., 2011), a gatl6 neuronok a
serkent6k miikodését gatoljak, elsdsorban a nitrogén-oxid (NO) és a vasoaktiv
intesztinalis peptid (VIP) neurotranszmitterek segitségével (Mueller & Goldstein,
2022a). Az idegi hatds az izom ritmikus aktivitasara épil, amelyet a Cajal-féle
intersticidlis sejtek, mint mezodermalis eredetii, nem idegi sejttipus generalnak.
(Furness, n.d.).

A neuronok ganglionokba rendezédnek és igy oszlanak el az egész
gasztrointesztindlis traktus teriletén, a nyel6cs6tol a végbélig. Elmondhato, hogy az
enteralis neuronok és a gliasejtek tulnyomo tobbsége két jol definialhatd, egymassal
Osszekapcsolt halozatba rendezédik. Ezek a plexus myentericus (a hosszanti és
korkoros izomrétegek kozt), valamint a plexus submocosus (a hamréteg és a korkoros
izomréteg kozt) idegfonatokat alkotjak. (Mueller & Goldstein, 2022a). Madarakban és
emldsokben az enterdlis neuronok nagy része a myentericus ganglionokba csoportosul.
Kisebb emlésok esetén a plexus myentericus neuronjai elsésorban a bél motilitadsanak
szabalyozasaban vesznek részt, a szekrécioért és az értdénusért pedig a submucosus
hal6zat neuronjai felelnek (Hao & Young, 2009).

A bélidegrendszer tovabba szorosan egyiittmiikodik és kdlcsonhatasban van a
bél immun- és endokrin rendszerével, ezaltal integralva a bél lumenébdl érkez6 nagy
szdm( stimulust (Furness, 2012). Az emlitett komplex kolcsdnhatasok alapjan

egyszeriien belathato, hogy a bélidegrendszer barmely funkcidjanak sériilése vagy
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kiesése sulyos kovetkezmenyekkel jarhat és szamos velesziletett es szerzett

neoropathia kialakulaséhoz vezethet (Furness, 2012).

2.2. A bélidegrendszer embrionalis fejlodése

A Dbélidegrendszer embrionalis fejlédése egy 0Osszehangolt, tobbszordsen
Osszetett kdlcsonhatasokra épiilé folyamat, amely a mezenchymalis mikrokornyezet és
az enteralis ganglionléc eredetii sejtek (ENCC-k) egymasra hatasa réven kovetkezik
be. A megfelel6 struktura, a funkcionalis halozat kialakitasahoz a sejtek osztddasi,
migracios és differencialodasi 1épések sorozatan esnek at a fejlodo gasztrointesztinalis
traktusban (Nagy et al., 2021).

A gerincesek embriogenezise soran megjelené ganglionléc (neural crest - NC)
egy tranziens, multipotens, nagy plaszticitassal rendelkez6, migralé sejtpopulacio,
aminek sejtjeibél olyan struktirdk szarmaztathatdk, mint a periférids idegrendszer
neuron és glia elemei, a craniofacialis terulet ectomesenchymalis szarmazékai vagy a
bor pigmentsejtjei (Kudlik et al., 2015). A ganglionléc sejtek felfedezése a csirke
embridhoz kothet6, 1868-ban egy német embrioldgus és anatomus, Wilhelm His irta le
elséként és megallapitotta, hogy a kivandorld neuralis 6ssejtek a vel6csé mellett
halmozddnak fel, ahol a késobbiekben a gerincveldi ducok fejlédnek ki (Le Douarin &
Dupin, 2018). A ganglionléc a veldlemez (lamina neuralis) és a nem neuralis
(epidermalis) ectoderma hataran alakul ki. A neurolatio folyamata soran a vel6csé
leflizodésével €s zarodasaval a ganglionléc a vel6csé dorsalis részére keriil. Azon
sejtek, amelyek Foxd3 és Sox10 géneket expresszalnak epithelialis-mesenchymalis
atalakulason (EMT) esnek at, elveszitik kapcsolatukat a szomszédos sejtekkel,
levalnak a veldcsOrdl és az embrio kiillonbozd szervrendszereit kolonizaljdk, ahol a
lokélis mikrokornyezet hatasara valtozatos differencialodasi folyamatokon mennek
keresztll. (Kudlik et al., 2015).

A ganglionléc cranio-caudalis iranyban négy f6 funkcionalis régiora oszthato:
feji (cranialis), nyaki (vagalis), torzsi (trunk) es sacralis ganglionléc. (Bronner &
LeDouarin, 2012). A feji ganglionléc (cranial neural crest) hozza létre az arccsontok
jelentds részét, a melanocytakat, valamint egyes agyidegi érzdducokat és gliasejteket
(Rothstein et al., 2018).

A vagus régiobol szarmazo ganglionléc (vagal neural crest) sejtjei a fejlédo

embrio 1-7-es szomitainak magassagabol szarmaznak, a feji és a torzsi ganglionléc



kozott elhelyezkedve (3.4bra) és kulcsfontossagl szerepet toltenek be a
bélidegrendszer fejlddésében. Az elsé hidrom szomita magassagabdl legkordbban
kivandorlo sejtek jellegzetes dorzolateralis migracios Utvonalat kdvetve a sziv és a
garativek terlletére vandorolnak (Kirbyi & Stewart, 1983; Rothstein et al., 2018).
Ezzel szemben, ugyanezen régiobol késébb vandorlasnak induld sejtek ventralis
iranyba haladva a szomitdk kozott belépnek az elébélbe és részt vesznek a
bélidegrendszer kialakitasaban. A caudalisabban elhelyezkedd 4-7 szomitdk
magassagabol kivandorld sejtek kizardlag a ventralis utvonalon vandorolnak és
bélidegrendszeri Ossejtként 1épnek be az el6bélbe. A dorzalis vel6esé 1-7. szomitak
melletti tertiletr6l caudalis irdnyban kivandorlé sejtek csirke embridban végzett
megfigyelése alapjan a sejtek az embrionalis fejlédés 2,5. napjan (E2.5) 1épnek be az
elébélbe, majd a 4,5. napon (E4.5) érik el a gyomrot, az 5,5. embriondlis napon (ES,5)
a kozép- és utobél hataran talalhatdk meg, majd E6,5-kor a coecumon haladnak at, és
vegul az utobél disztalis részét E8. napon kolonizaljak (Nagy et al., 2021).

A torzsi ganglionléc sejtek (trunk neural crest) vandorlasuk soran 3 kiilonboz6
utvonalat kiilonb6zté migracios utvonalat kdvetnek: dorsolateralisan az ektoderma és a
szomitak kozt, ventrolateralisan a szomitdk mentén és azok kozott, valamint
ventromedialisan a velGcs6 és a hatsd sclerotom kozott (Vega-Lopez et al., 2017).
Migralo sejtjei hozzjarulnak a periférias idegrendszer gliasejtjeinek, beleértve a
Schwann sejteket, az endokrin rendszer szekrécids sejtjeinek ¢és a bor
pigmentsejtjeinek fejlodéséhez. (De Bellard et al., 2003; Nagy & Goldstein, 2017;
Zuhdi et al., 2015).

A sacralis ganglionléc (sacral neural crest) sejtjei egérben a 24. szomitatdl,
csirke embridban a 28. szomitatdl caudalisan talalhatok meg (Bondurand et al., 2018).
Csirke embridkon végzett kisérletek bebizonyitottdk, hogy a sacralis gangliionlécbdl
szarmazé sejtek az utobelet kolonizalva hozzajarulnak a belidegrendszer neuron és
glia populécidjanak kialakitasahoz. A vagus regiobol szarmazd ganglionléc sejtekkel
ellentétben a sacralis sejtek anterior iranyd, forditott migraciot mutatnak az utobél

disztalis régiojabol indulva. (Burns et al., 2000).
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neuralis cs6bol kilépve a szomitakon keresztiil vandorolnak, ahol a lokalisan képz6d6 retinsav
(RA) hatasara elkezdik expresszalni a Ret gént, miel6tt belépnek az elébél mesenchymajaba.
(B) A metszeteken p75+ sejteket piros festékkel jeldltek E10,5-6s egér embrié nyaki (C) és
nyilak a vandorlasi Gtvonalat jelzik) A sematikus rajz (E) a nyaki és sacralis eredetii (nyilakkal
jelezve) sejtek az enterélis idegrendszer kialakitdsaban betoltott szerepét jelzik. A piros pontok
a vandorlo ganglionléc eredetli sejteket mutatjdk, a gyomor, coecum és kloaka arnyékolt
tertlete pedig az ET3 és GDNF magas lokalis koncentraciéjat jelolik. E10.5 stadiumban (F) a
ganglionléc eredetli sejtek mar jelen vannak az elébélben, egy nappal késobb pedig elérik a
kdzépbél distalis részét. (G) E12.5-re a vastagbél proximalis része is kolonizalodik (H), a
migracio pedig E14.5-re teljesen befejez6dik (Nagy & Goldstein, 2017).



2.3. A ganglionléc sejtek vandorlasanak molekularis hattere

A vagus régiobol szarmazé ganglionléc sejtek vandorlasanak megindulasa
kritikus 1épést jelent a bélidegrendszer fejlodésében. Szadmos gerinces modellallattal
végzett kisérlet alapjan megéllapitottdk a ganglionléc fejlédésében szerepet jatszo,
komplex rendszert alkot6 NC-gén-szabalyoz6 halézatot (neural crest gene regulatory
network — GRN) (Bronner & LeDouarin, 2012). Korai induktiv jelzésként a
génkifejez6désben a kornyezd szovetekbdl, példaul a mezodermabol vagy a
szomszédos neuralis és nem neurélis ectodermabdl szarmazé morfogének (FGF-ek,
Whnt-k, BMP-k és ezek inhibitorai) valamint a Notch rendszer kozvetitett jelzései
vesznek részt. A transzkripcids faktorok kdlcsonds egymasra hatasaval és redundans
viselkedésukkel létrehozzak az ugynevezett ganglionléc specifikaciés modult, amely
harmas funkcioval bir: a NC sejtek fenotipusdnak meghatarozasa mellett a sejtek
delaminécidjat és epithelo-mesenchymalis tranzszformécidjat (EMT) is tdmogatja.
(Betancur et al., 2010a; Kudlik et al., 2015; Sauka-Spengler & Bronner-Fraser, 2008).

Ahhoz, hogy a migracié megkezdddjon, a premigracios sejteknek el kell
tdvolodnia a neuroepitheliumtdl, tehat a transzkripciés faktoroknak nemcsak a
proliferativ allapotot kell fenntartaniuk, hanem az EMT-t létrehoz6 effektor gének
aktivalasat, vagy adott esetben represszalasat is szabalyozni kell. Az EMT soran a
sejtek motilitast nyernek a sejtszintli kapcsolatok bontdsdval és citoszkeleton
atrendez6dés révén. Az egyik leggyakoribb mddja ennek a kadherinek regulécidja az
expresszidjukban bekovetkezd szabalyozas altal, amely soran a II-es tipusd (N-
cadherin) molekulak mennyisége né, mig az I-es tipusuaké (E-kadherin) és egyéb
epithelialis sejttipusokra jellemz6 tényezoké csokken. (Betancur et al., 2010b).

A ganglionléc sejtek elkotelezédése az enteralis fejlédési irany felé a szomitak
kozotti kornyezetben torténik, ahol a paraxialis mezoderméaban lokalisan termel6dé
retinsav (RA) hatassal van a vandorl6 NCC-kre, amelyek olyan retinsav receptorokkal
rendelkeznek, mint a RARa, RAR B2, RARy). A kolcsonhatas altal az NCC-kben
aktivalodik a receptor tirozin kinaz (RET) expresszioja, amely elengedhetetlen az ENS
fejlodéséhez (Nagy & Goldstein, 2017). A retinsav termeléseéhez sziikséges
retinaldehid-dehidrogenaz (RALDH2) hianyos egerekkel veégzett kisérletekben
igazoltak, hogy az ENS nem képes kifejlédni, mivel a RET expresszio csokkent ezaltal

a vagalis NCC-kben.(Niederreither et al., 2003).



Az elébelet kolonizald enteralis ganglionléc eredetii sejtek a bélcso teljes
hosszaban felel6sek az enteralis ganglionok kialakitasaért. A még differencialatlan
neuralis Ossejtek a béltraktusba vald belépés elott erds SOX10 és PHOX2B
transzkripcids faktor expresszidt mutatnak, tovabba megfigyelhetd az endothelin
receptor B (EDNRB), P75 és RET erdsebb kifejezdédése is (Goldstein et al., 2013).
Simpson és munkatérsai megéallapitottdk, hogy a bélcsovet kolonizald sejtek legeldl
haladd populécioja (wavefront cells) rendkivili proliferacids és migrécids képesseggel
rendelkezik és jellemz6é a SOX10, PHOX2B, EDNRB, P75, valamint a transzkripciot
szabalyoz6 MASHL1 gének expresszidja. A migracids front mégotti ENCC-k neuron és
glia irdnyu differencidciét mutatnak, kialakitva a plexus myentericus és plexus
submucosus ganglionjait. Neuron irdnyu elkotelezddés esetén megfigyelheté a SOX10
és P75 expresszio csokkenése és a pan-neuralis markerek, mint példaul a PGP9.5,
neurofilamentumok, I11-as tipust B-tubulin (TUJ1) és HUC/D emelkedett expresszioja
(Goldstein & Nagy, 2008; Mueller & Goldstein, 2022b; Simpson et al., 2007).

2.4. A Hirschsprung-kor embriondlis alapjai

A Hirschsprung-kér (HSCR), mas néven megacolon congenitum egyike a
legjobban  karakterizalt velesziletett neurointesztinalis betegségeknek, ahol
hidnyoznak a bélfalban 1évé intrinzik ganglionsejtek a myentericus (Auerbach) és a
submucosus (Meissner) plexusokban. Megkozelitéleg 5000 ¢élve sziiletett csecsemd
kdzll 1-et érint a betegség, valamint a fiilgyermekek esetében négyszer akkora
gyakorisagrol szamoltak be (Butler Tjaden & Trainor, 2013; Rathi et al., 2024). A
Hirschsprung-kér (HSCR) két f6 tipusat kiilonboztetjiik me:: rovid szegmensi (S-
HSCR), ahol az enteralis ganglionok hianya végbélre és a szigmabélre korlatozodik, és
a hosszu szegmensi (L-HSCR), amikor hosszabb bélszakaszok is ganglionmentesek
lehetnek (Soret et al., 2020) Az intrinzik ganglionok hianya ellenére az extrinzik
idegrostok tovabbra is képesek behatolni a bélfalba, ahol az izmok stimuléalasaval a
béltraktus 0sszehlizddasat okozzak, mivel a kontrakciot l1étrenozé neurotranszmitterek
talsulyba keriilnek a relaxaciot biztositokhoz képest, ezéltal funkcionalis elzarodast
okozva a ganglionmentes szakaszon. (Sullivan, 1996). Potencialis diagnosztikus jel, ha
az 0jszilott nem ilirit meconiumot a sziiletést6l szamitva 48 oran beliil (Rathi et al.,

2024).



A betegség kezelése elsdsorban miitéti beavatkozast igényel, amely soran az
ganglionmentes részt sebészetileg eltavolitjak, majd a normal miikodéssel rendelkez6
bélszakasz es az analis sphincter feletti traktus anasztomdzisat hozzak létre. A legels6
¢letmenté mitétet 1948-ban végezték (Soret et al., 2020). A miitét sziikségszeri az
érintett esetekben, viszont a gyermekek tébb mint 50%-a szenved tart0s
posztoperécidés komplikéacioktdl, mint az enterocolitis, sulyos székrekedes vagy
székletinkontinencia (Hotta et al., 2016).

Hirschprung-koér kialakulasaban jelentds szerept jatszanal a genetikai tényezok,
ezen bellil is a RET fehérje, amely ez transzmemran tirozik kindz receptor.
Miikodésbeli hibaja a HSCR esetek 50%-aban és a sporadikus esetek 20%-&ban
kimutathaté. (Mahato & Sidorova, 2020). A RET aktivalodasaval a GDNF (glia
eredetli neurotrop faktor), mint ndvekedési faktor kotédik a GFRal koreceptrohoz. Az
igy létrejové GDNF-GFRal-RET jelatviteli Ut aktivalodasa elengedhetetlen az ENCC-
k talélse, proliferacidja és migréacidja szempontjabdl (Soret et al., 2020).

A genetikai tényezOk tovabbi hozzajarulasat bizonyitja, hogy testvérek kozott
viszonylag magasabb az el6fordulési arany az 4tlaghoz képest, valamint sok esetben
méas kromoszoma rendellenességekkel is egyutt jar a kérkép, mint példaul a Down-
szindréma vagy a Waardenburg-szindroma (Sullivan, 1996). A Down- szindromasok
esetén 100-szoros kockazatot figyeltek meg a normal kariotipussal rendelkezé
esetekhez képest (Soret et al., 2020).

A normdl bélidegrendszer fejlodéséhez elengedhetetleniil sziikséges: a glia-
eredett neurotrof faktor GDNF) és receptorai, neurotrofin-3 és TrkC receptor, BMP
(bone morphogenic protein) és receptoraik, a netrin és a deleted in colorectal cancer
(DCC), sonic hedgehog (Shh), indian hedgehog (Ihh), endothelin-3 (ET3), valamint az
endothelin-receptor-B (EDNRB) (Nagy & Goldstein, 2006). Ezen faktorok
barmelyikének miikddésbeli zavara a bélidegrendszer fejlddési rendellenességéhez
vezet.

A glia eredetli neurotr6f faktor (GDNF) a fejlodé bél mesenchymaban
expresszalodik és igen jelent6s kemotaktikus jelként funkcional az ENCC-k szdmara.
In vitro migrécios kisérletek bizonyitottak ezen hatasat, ahol a tenyészt6 médiumba
oldott GDNF intenziv ENCC kivandorlast indukalt az explantalt bélszakaszbdl
(Goldstein & Nagy, 2008; Nagy & Goldstein, 2006).

Az enterdlis idegrendszer fejlédésében kritikus szerepet jatszik tovabba az

endothelin receptor B (EDNRB) jelatviteli Utvonala. Az EDNRB egy ENCC-k Altal
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expresszalt G-fehérje kapcsolt receptor, liganduma pedig a bélmesenchymaban
termel6d6 endothelin-3 (ET3). Az ET3-EDNRB jelatviteli Gtvonal aktivalédasaval az
ENCC-k proliferélnak, a neurdlis differenciaciojuk gatolt, igy fenntartva az Gssejtek
proliferativ progenitor allapotat. A jelatviteli Gt meghibasodasa korai neuronalis
differenciaciohoz, a progenitor sejtpopulacio kimertléséhez, kovetkezésképpen a bél
aganglion6zisédhoz vezet (Mueller & Goldstein, 2022b).

A mesenchymalis faktorok mellett ham-eredetii novekedési faktorok szerepe is
bizonyitott a bél organogenezise ¢és a bélidegrendszer fejlédése soran, A bélhamsejtek
altal szekretélt Sonic Hedgehog (SHH) fehérje mesenchymalis BMP4 expressziot
indukal. Szadmos kisérlet bizonyitotta, hogy a BMP4 és az FGF molekulak
kolcsonhatdsa szabalyozza a coecum kezdemény fejlodését, ugyanakkor a BMP4 a
GDNF-fel kolcsonhatasban kdzvetlenul is kulcsfontossagu szerepet jatszik az utobal
bélidegrendszerének kialakitasdban. Csirke embriokon végzett kisérletek igazoltal,
hogy a BMP4 Onmagaban gangliogenezist indukal, ezaltal serkenti az ENCC-k
BMP4 hatdsat, igy biztositja a progenitor populacié fennmaradasat az utdbél

idegrendszerének létrehozasa érdekében. (Kovacs et al., 2023).

2.5. Extracellularis matrixmolekulak és szerepiik

A duclécsejtek bélmesenchyméba torténé vandorlasuk soran kolcsonhatasba
kertilnek a fogadd bél mesenchymalis mikrokdrnyezetével. Az ectracellularis matrixot
(ECM) alkot6 molekulak, mint a laminin, fibronectin, vitronectin, kollagén XVIII és
tenascin-C, valamint egyéb sejtadhézidos molekulak, mint az N-cadherin és a Bl1-
integrin egylittesen jarulnak hozza az enteralis idegi dssejtek megfelelé vandorlasahoz.
Léteznek a migraciot gatlé ECM molekuldk is, mint az agrin, kollagén VI, és a
kondrotin-szulfat proteoglikanok csaladja, beleértve a versicant és a kollagen 1X-et
(Mueller & Goldstein, 2022b). A periférias neuronok és a tamogato sejtek vandorlasat
tehat a stimulal6 és gatl6 molekulak egymasra hatasanak finom egyensulya, valamint
az az ECM komponensei altal, a vandorld sejtekben kivaltott valasz dinamikus
egyensulya iranyitja, mikozben a sejtek differencidlodasuk soran fenotipusos

valtozasokon mennek keresztul (Perris, 1997).
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3. dbra Az agrin gatolja az enteralis idegi 6ssejtek (ENCDC-k) vandorlasat E7 csirke
utébélben, ECM molekuldkkal bevont felszinen 24 6rén at tenyésztve. (A) A sejtek
fibronektin és endostatint egyarant tartalmazé fellleten hasonléan jol vandoroltak, mint a csak
endostatinnal bevont felszinen. (B) Az ENCDC-k nagyobbb tavolsagot tesznek meg a csak
endostatint tartalmaz6 csikokon, mint azokon, amelyek endostatint és laminint is tartalmaznak.
(C) A lamininre Is endostatinra specifikus antitestekkel jeldlt immunhisztoklmiai festés
karakterizalja és megerdsiti a molekulak relativ helyzetét és jelenlétét a csikok mentén (Nagy
etal., 2018).

A kondroitin-szulfat molekulak (CS), mint szulfatalt glikézaminoglikdnok
(GAG) egy kozponti fehérje lanchoz val6 kovalens kotésiikkel alkotjak a kondroitin-
szulfat proteoglikanokat (CSPG). Ezen makromolekulds komplexek nagy
mennyiségben megtalalhatok a sejtfelszineken és az extra-/pericellularis matrixokban.
A CSPG-k esetében legalabb egy kondoritin-szulfat oldallanc kovalensen kapcsolddik
egy fehérjékbél allo alaplanchoz, létrehozva az Ugynevezett proteoglikan
molekulaszerkezetet. Szintézisuk soran a kondroitin-szulfat molekulak (CS) az
alapvézat alkoto fehérjék szerin (Ser) aminosav csoportjahoz kotddnek glikozid
kotéssel, vizkilépés kozben egy kozos osszekotd régio (GlcA-Gal-Gal-Xyl) révén. A
GAG lancokhoz tovabbi diszacharid egysegek, mint példaul glikoronsav (GIcA) és N-
acetil-galaktozamin (GalNAc) kapcsolodhatnak (Mencio et al., 2021).

Az igy kialakult komplex struktdra nemcsak olyan fiziologias folyamatokban
jatszik szerepet, mint a morfogenezis, vagy a neuronalis plaszticitas kialakitasa, hanem
szamos koros folyamatban is, mint példaul a vazrendszeri rendellenességek, vagy a
gerincvel6i sériilések soran kialakulo in vivo glialis hegek létrehozéasa. Egyre tobb
kisérletes bizonyiték utal arra, hogy a CSPG-k funkcidjukat nagyrészt a kondoritin-
szulfat alegységek altal fejtik ki, mig az alapfehérjék csupan inert strukturalis vazként
szolgalnak. A kondrotin-szulfat proteoglikanok nagymértékii varianciaja figyelhetd
meg in vivo az alapfehérje lanc hosszisagabdl és a kondroitin-szulfat oldallancok altal

kolcsonzott szulfataltsag mértékébol adoddan. Ez alapjan kilenc molekulét kildnitiink
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el a CSPG molekula csaladban: aggrekan (CSPGL1), versican (CSPG2), neurocan
(CSPG3), melandéma-asszocialt kondroitin-szulfat proteoglikan (CSPG4), CSPGS5,
SMC3 (CSPG6), brevican (CSPG7), CD44 (CSPG8) (Mikami & Kitagawa, 2013)

Perris és munkatarsai extracellularis matrixot alkot6 proteoglikanok térbeli és
idobeli eloszlasat vizsgalo kiserleteikben kimutattak, hogy a molekuldk dinamikus
eloszlasi mintazatot mutatnak embriogenezis sordn. Megfigyelték, hogy a migraciot
folytatd ganglionléc sejtek Gtvonala egy kondroitin-szulfat proteoglikdnoktdl mentes
mesenchymalis régidt képvisel és felvetették annak a lehet6ségét, hogy a kondrotiin-
szulfat proteoglikdnok felhalmozodasa 6sszefliggésben allhat a ganglionléc sejtek
sejt migrécidt vizsgald kisérleteikben fibronektinnel bevont felszinhez 10-30 pl/mi
koncentracidban E3.5 napos fiirj embriok torzsi teriiletérél izolalt kondroitin-szulfat
proteoglikant adtak, amely gatolta a duclécsejtek in vitro migraciojat. Ez a hatas
visszafordithatd kondroitindz ABC-vel val6 enzimatikus kezeléssel. Hasonlo
eredményeket értek el aggrekannal vald kisérleteik soran, azonban annak tébb mint
30x magasabb koncentraciora volt szikseg hasonld mértékii hatas kivaltasahoz (Kerr
& Newgreen, 1997).

Ismert, hogy a molekuldk maguk is képesek a mikrokornyezetiik
megvaltoztatasara, kozvetlen ECM molekula szintézis altal. Ida és munkatarsai
kisérleteikben EGF és FGF-2 tartalmu tapoldatban telencephalon eredetii
neurosphereket hoztak létre, amelyek kondroitin-szulfat immunreaktivitast mutattak.
(4. dbra) Kondroitindz ABC-vel végzett enzimatikus emésztéssel bizonyitottadk, hogy
az idegi 6ssejtek endogén kondroitin-szulfat szintézisével és extracellularis matrixba

vald juttatasaval részt vesznek sajat kornyezetiik kialakitasaban (Ida et al., 2006).

nes y SXT3 RSN CS (CHase +)
4. &bra Kondoroitin-szulfat proteoglikdnok lokalizacioja neuroszférakban. (A) Anti-
nestin antitesttel (nes) (B) CS56 antitesttel kezelt neuroszféra metszetei. (C) A két metszet
egyesitett képe. (D) Neuroszféra metszet immunfestése anti-CS antitesttel (CS-56),
protedzmentes kondroitindz ABC-vel vald kezelés utdn. Méretarany, 50 um (lda et al., 2006,

modositva)
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A legljabb kutatdsok szerint a kondroitin-szulfat proteoglikanok fontos
szerepet jatszanak a kozponti idegrendszer (CNS) fejlédésében, a szinaptikus
plaszticitds megdrzésében, valamint a hegszdvetekben valdé axon regeneracidoban is
(Sirko et al., 2007).

A kronikus gerincvel6i sériilések kezelése soran nemcsak a sejtpusztulas és a
cisztaképzOdés jelent kihivast a terapia soran, hanem a képz6dd, kondroitin-szulfat
tartalmu hegszovet jelenléte is. Nori és munkatarsai kisérleteikben oligodendroglia
iranyba atprogramozott human idegi Ossejteket (o0NCP) vizsgaltak egy folyamatos
kondroitindz ABC enzim leadasara képes, specidlis metilcellul6z alapd biofilm
kérnyezetében. A kezelés novelte az oNCP-k tulélését a 1ézio terliletén, valamint
elosegitette az oligodendrocita iranyu differenciaciot. Tovabba eldsegitette az axonok
remyelinizaciojat és fokozta a szinaptikus kapcsolatok kialakulasat. Kovetkezésképpen
ez a kombinalt terapia igéretes stratégia lehet a jovOben a kronikusan sériilt gerincveld

A kondoritin szulfat proteoglikdnok felhalmozodasat bioszintézisiik gatlasaval
is megakadalyozhatjuk, melynek egyik modja a f-D-xylosid kezelés. A B-D-xylosid
iniciatorként szolgal a kondroitin-szulfat szintézis masodik glikoziltranszferaz
Iépésében, ezaltal szabad glikozaminoglikdn-lancok szintézisét segiti el, amelyek a
tengelyfehérje nélkil jelennek meg az extracellularis matrixban. Faassen és
munkatarsai embrionalis csirke chondrocytikat inkubaltak **SOs és 1,0 mM-os p-
nitrophenyl-B-D-xylosid jelenlétében, valamint hianyaban. Gélsziirést koveten
mérték a CSPG-ok és a szabad poliszacharid lancok relativ mennyiségét. A xylosid-
indukalt poliszacharidok képz6dése mellett a kondroitin-szulfat proteoglikdnok
mennyiségének csokkenését figyelték meg (Schwartz, 1977). A xylosiddal val6 CSPG
szintézis gatlasat bizonyitja Gato és munkatarsainak kisérlete, amelyben a B-D-
xylosiddal valé kezelés jelentés kondroitin-szulfat proteoglikan csokkenést
eredmeényezett csirke szemlencse primordiumban (Gato et al., 2001).

A kondroitin-szulfat proteoglikdnok hegszovetben vald felhalmozddasa tobb,
mar vizsgalt szovetben kimutathatd, azonban a béltraktust érintd, kiemelten a
bélszdvet sériilésével jaro, invaziv/minimal invaziv beavatkozasok
kovetkezményeként 1étrejové in vivo, CSPG molekulakat tartalmazd hegszovet
képzddésérdl még nincsenek rendelkezésre allo publikaciok. Laboratoriumunk
munkatarsainak korabbi megfigyelései alapjan immunhisztokémiai eljardsokkal (CS56
jeloles) kimutathato a kondroitin-szulfat proteoglikanok jelenléte a bélszovet sériilése
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hatéasa ismeretlen.

Jelenlegi ismereteink az extracellularis matrixrdl nem teljesek, azonban
korabbi kutatasokban megfigyelték, hogy az ECM molekulak rendellenes kifejezddése
Hirschsprung-fenotipushoz vezetett egérmodellekben. A bél ECM molekulai az
enteralis dsidegsejteket azok felszini receptroain keresztiil szabélyozzak, ezéltal a
molekuldk pontos térbeli és iddbeli szabalyozasa elengedhetetlen az enterdlis
idegrendszer normalis fejlddéséhez. Endothelin-3 null (EDN+) egerekkel végzett
kisérletekben megnovekedett laminin-, 1V-es tipust kollagén-, perlekan- és egyéb
proteoglikan-tipusok kifejez6dését figyelték meg a bél ganglionmentes szakaszain. Ez
az eredmény alatamasztja azt a tényt, hogy az ECM 0Osszetételének megvaltozasa
hozzajarulhat a ganglionmentes bélszakasz kialakuldsdhoz. Tovabbi kutatasok soran
fokozott laminin-kifejezédést figyeltek meg human HSCR mintdk ganglionmentes
szegmenseiben, amely dsszhangban all az egérmodellek eredményeivel. Egy masik
tanulmany megerdsitette, hogy az ECM molekulak egy dinamikus és Osszetett vazat
alkotnak, igy specifikus jeleket és fizikai kdrnyezetet biztositanak az enterdlis idegi
Ossejtek vandorlasahoz, ezaltal szabalyozva az enterdlis idegrendszer megfeleld

fejlodését (B. D. Parikh et al., 1994; D. H. Parikh et al., 1992; Paykttf et al., 1988).

2.6. Ossejt-eredetii spheroidok

Bar a 3D sejttenyésztési technikdk intenziv fejlesztése csak néhany éve
kezd6dott meg, a sejtaggregatumok vizsgélata korilbeliil 100 éves multba tekint
vissza. 1907-ben Wilson ¢és munkatarsai irtak le az els6 Kisérletet, amelyben
disszocialt szivacssejtek 0jboli Onszervezddésre voltak képesek. Weiss és Taylor
1960-ban csirkeembridbdl szarmazo6 tobb szervvel is kisérletezett. Nagyobb attorést
1971-ben tortént, amikor kinai horcség V79 tiiddsejtjeinek szuszpenzids
tenyésztésével, majdnem tokéletes gomb alaku tobbsejtli spheroidokat sikeriilt
Iétrehozniuk a kutatoknak, majd 1981-ben Martin és munkatarsai elészor szamoltak be
eger embrionalis Gssejtek sikeres izolalasardl és létrehozasarol. 1998-ban Thomson és
munkatarsai sikeresen izolaltak és tenyésztettek blasztocisztdbdl szarmazd human
embrionalis ssejteket. A Yamanaka csoport els6ként hozott 1étre 2006-ban indukalt
pluripotens 6ssejteket egér és ember fibroblasztok reprogramozéasaval, majd 2009-ben

Sato és munkatdrsai 3D bélorganoidokat tenyésztett felndtt egér enteralis Ossejtjeibdl
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(W. Kim et al., 2023).

Szamos dssejttipus  képes aggregalodni és ezaltal 3D  sejtkultarakka,
spheroidokka differencidlodni, amennyiben a megfelelé faktorokat tartalmazo
tenyészté médiumban és letapadast gatlo kornyezetben tenyésztik. A hagyomanyos
egysejtréteges (monolayer) kulturakkal szemben a haromdimenziés spheroidok
szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagaikban jobban hasonlitanak a valos szdvetekre,
valamint szamos primer vagy progenitor sejt jelentdsen javult életképességet és
funkcionalitast mutat, amennyiben spheroidként tenyésztik éket, igy t6bb szempontbdl
is idedlis épitdelemei lehetnek a szovetrekonstrukcionak (Lin & Chang, 2008). A
spheroidok terdpids hatékonysagat bizonyitja, hogy ischemias vesébe injektalt
mesenchymalis dssejt (MSC) eredetli spheroidok novekedett thlélési ratat és parakrin
szignalizaciot mutattak a disszocialt sejtekkel 6sszevetve, mivel nagyobb
hatékonysaggal tapadtak meg a fogadd szdvetben. Tovabbd MSC spheroidokat a
kdzelmultban sebgydgyulasi folyamatok kezelésére is felhasznéltak fokozott cellularis
funkcioikbol eredéen, szamos angiogenetikus faktor (FGF2, angiogenin, angiopoietin,
VEGF) és gyulladascsokkent6 faktor fokozott termelése altal (S. jeong Kim et al.,
2020).

5. abra. A spheroid képzédés folyamatanak
harom Iépéses modellje. Q) Laza
sejtaggregatumok  képzddése  integrin-ECM
kotédéssel. (2) Kadherinek kifejezOdése és
(1) Cell aggregation (3) Spheroid compactior felhalmozddasa. (3) Kompakt SpherOidOk
! kialakulasa homofil kadherin-kadherin
Integrin-ECM - kolcsonhatasok révén (Lin & Chang, 2008).
(2) Delay period —
accumulation of E-cadherin

Spheroid tipusti idegi Ossejt aggregatumok a posztnatalis bélben jelen 1évo

enteralis idegi 6ssejtekbdl is 1étrehozhatok egér, sertés és human izolalt bélszovetbdl,
mind a vékony-, mind a vastagbél régidjabol. A nyalkahartya bélrél vald
levalasztasaval, az igy létrehozott LMMP (longitudinal muscle myenteric plexus)
preparatumot Kkollagenaz és diszpazzal emesztve izolalhatok az enterdlis ganglionok
sejtjei, amelyek novekedesi faktorral (FGF, IGF1, retinsav, B27 és N2) ellatott

tapoldatban neurosphere formajaban tenyésztheték. Az igy kialakult idegi Gssejt
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aggregatumok neuronokka és gliasejtekké kepesek differencialédni bélbe vald
transzplantacidjukat kovetéen (Mueller & Goldstein, 2022b).

A neurospherek neurogén potencialjat tovabb javitotta a tenyészté médiumhoz
adott glia eredetii neurotrof faktor (GDNF), mialatt az endotelin-3-nak (ET3) nem volt
szignifikans hatasa. (Cheng et al., 2016).

A sejtek fogadd szdvetbe vald juttatdsa céljadbol Cheng és munkatarsai
kifejlesztettek egy minimalinvaziv, endoszkopos mikroinjekcios mddszert, amellyel
ENSC-ket képesek Hirschprung-koros egerek ganglionmentes vastagbelébe Ultetni.
Injektalas utan a transzplantalt sejtek cirkularisan migraltak a submucosalis plexusba,

valamint az akdr 1 mm-es tavolsagba terjed6 longitudinalis vandorlasukat is

megfigyelhet6 volt(Cheng et al., 2015).

6. abra. Neurospherek eléallitasa egér vékony- (A, B, C) és vastaghélbél (D,E,F) A Tujl+
és Hu+ neuronokat tartalmaz6 enterdlis ganglionok mind a vékonybélben (SI, A), mind a
vastagbélben (LI, D) megfigyelhet6k. A myenterikus plexus Tujl+ neuronjait a kornyezd
SMA+ muscularis propriaval egyutt izolaltak a vékonybélbél (B) valamint a vastagbélbél (E),
majd neurosphereket hoztak létre beldlik. (C, F; rendre). Megfigyelték, hogy a két forrashol
szarmazd neurospherek mérete hasonld volt (G), a vékonybélbdl szarmazo neurospherek
szignifikdnsan tobb P75+ neuralis 1écbdl szarmazo sejtet tartalmaztak (H) A vékony- és
vastagbélbdl szarmazo neuropsherek neuronmigracios tavolsaga hasonlo6 volt (I). Az A jelzési
abran lathaté méretsav 100 um, és mind az A-B és D-E abrakra is érvényes. A C jelzéstli abran
lathato méretsav 100 um-t jel6l, amely az F dbréra is érvényes. (Cheng et al., 2016)
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Potencialis terapiaként szolgalhat tehat az idegi 6ssejtek ganglionmentes bélbe
torténd transzplantacidja Hirschsprung-kor esetén, amely altal csokkenthetd az invaziv
sebészeti beavatkozasok mértéke. Azonban a sejtek fogadd szdvetben valo csokkent
proliferacios és migracios képessége miatt kiemelten fontos a fogadd szovet
mikrokornyezetének jellemzese, beleértve az extracellularis matrix molekulak
Osszetételének modositasat célzd kutatasokat, az Ossejtek terapias potencialjanak

optimalizésa érdekében (Mueller & Goldstein, 2022a).
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111, Célkitiizések

A Hirschsprung-kor terdpiaja az orvostudomany mai allasa szerint csak
sebészeti Uton valosithatd meg, azonban a legUjabb, Gssejteket, valamint miniatiir
sejtaggregatumokat érint6 kutatasok biztaté eredményeket mutatnak a kevésbé invaziv
Gssejtterapia kifejlesztésére.

Jelenleg mar rendkivil preciz transzplantacios eljarasi protokollok érheték el,
azonban a sejteket fogadd mikrokornyezet molekularis Osszetételérél hianyos
ismeretekkel rendelkeziink. Szakdolgozatomban a neurosphereket fogadd béltraktust,
azon belll kiemelten az extracelluléris kondrotitin-szulfat proteoglikéanok eloszlasanak
megismerését és kiserletes modositasat tiiztem ki célul a transzplantélt enteralis idegi
6ssejtek migracios hatékonysaganak novelése érdekében. Kisérletes munkam részletes

célkitlizései a kovetkezOk voltak:

1. A kondroitin-szulfat  proteoglikdnok  expresszidjanak  részletes
karakterizaldsa embrionélis bélszdvetben.

2. Kondroitin-szulfat proteoglikdnok vizsgalata in vitro enteralis ganglionléc
migracids kisérletekben.

3. Transzplantalt enterdlis neurospherek migraciés hatékonysaganak
vizsgalata kontroll és kondroitinaz ABC kezelt in vitro utdbél

tenyészetekben.
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IV. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Modellszervezetként kisérleteim soran csirke (Gallus gallus domesticus, White
Leghorn SPF, Ceva-Phylaxia Oltéanyagtermelé Zrt., Magyarorszag) és fiirj (Coturnix
japonica domestica) embridkat hasznéltam. A tojasok inkubalasa 37°C-on, 90%-0s
paratartalom mellett, a laboratoriumi keltetégépben (Heka-18 Brutgerate TS-7000C)
tortént. A Kisérleti allatok tartasa és feldolgozasa a Semmelweis Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaganak engedélyével, az allatvédelmi torvények szerinti megfeleld

kortlmenyek kozott zajlott.
4.2. Mintak szovettani feldolgozasa

A Kkisérlethez sziikséges béltraktusokat sztereomikroszkép (Nikon SMZ800)
alatt, mikropreparécios eszkdzokkel (mikrocsipesz, perforalt Moria tipusu kanal,
iridectomias olld) tavolitottam el, majd 37°C-os foszfattal pufferelt soldatba (NaCl,
KCI, Na2HPO4.H,0, KH2PO4 - PBS) helyeztem. Az izolalt szerveket, valamint az in
vitro tenyésztett neurosphereket egy éran at 4%-os paraformaldehiddel fixaltam (PFA-
pH 7.4, Sigma) szobahdmérsékleten, majd 3x5 perc PBS oldattal vald6 mosast
kovetéen 15%-0s szachar6z 0,1 M-os foszfat pufferes oldataba (Reanal puriss, 07140-
0-08-38) helyeztem a szerveket és egy €jszakan keresztiil 4°C-on inkubaltam. A fixalt
bélszakaszokat mésnap PBS-ben oldott 7.5%-0s zselatin (Sigma, G2500) és 15%
szachardz oldat keverékével infiltraltam, 37°C-on 2 6rat. A fixalast a neurospherek
esetén 30 percig végeztik, a zselatinban vald inkubalas fél 6rat tartott. Ekdzben
milanyag talkak aljara egy réteg 37°C-os zselatint ontottem, majd szobahdmérsékleten
dermedni hagytam. Az inkubacios 1d0 letelte utan a szerveket a megszilardult zselatin
rétegre helyeztem, megfeleld0 modon orientdltam, majd tiz perc utdn lefedtem egy
masodik zselatin réteggel. A masodik réteg megszilardulasat kovetéen a zselatinba
agyazott mintakat kocka formara vagtam oll6 segitségével. A kész zselatinkockékat a
megfeleld felirattal ellatott kartonpapirra helyeztem és folyékony nitrogénnel hiitétt
-50°C-o0s izopentanba (2-metilbutan, Sigma, M326631) helyeztem korilbelil 60
masodpercre. Az igy elkésziilt fagyasztott blokkokat metszésig -80°C-on taroltam.
Kriotom (Shandon 0620M 9307837) segitségével -26°C-on 12 mikrométer vastag
metszeteket készitettem, amelyeket poly-Lysine-nel (Sigma, P8920) bevont

targylemezre vettem fel, majd -20°C-on taroltam felhasznalasig.
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4.3. Immunhisztokémia

Az elkészitett metszeteket 15 percig rehidréltam 37°C-os PBS-sel megtoltott
Uvegkivettdban, majd az elGirt higitasi aranyban eclkészitett (PBS-BSA-ban oldott)
primer ellenanyagbdl (l. tablazat) 30 ul-t mértem a metszetekre, amelyeket egy orat
inkubaltam nedves kamraban, szobahomérsekleten. Az inkubacios ido leteltével 3x5
perces PBS mosassal tavolitottam el a be nem kotott primer ellenanyagot. A
metszetekre a primer ellenanyagnak megfeleld izotipusu ¢€s allatfaja fluorokrommal
jelolt szekunder ellenanyagot (l1. tablazat) mértem 1:200-as PBS-ben valo higitassal.
A szekunder ellenanyagok inkubalasa 45 percig zajlott, nedveskamraban, amelyet 3x5
perces PBS mosds kovetett. A sejtmagok jelolésére DAPI (4,6-diamino-2-
phenylindole dihidrochloride, Invitrogen, D1306) reagenst mértem a metszetekre.
(PBS-ben higitva 1pg/ml aranyban), amelyet 15 percig inkubaltam, ezt kdvet6en tjabb
3x5 perces PBS mosas kovetkezett. Kettds immunfluoreszcens jeldlés esetében az
elobbi Iépéseket megismételtem egy Gjabb primer és szekunder ellenanyag parral. Az
immunjel6lt metszeteket vizoldékony fed6anyaggal (Aqua-Poly/Mount, Polysciences,
18606-20) fedtem le és 4°C-on taroltam

1. tblazat. Felhasznalt primer ellenanyagok listaja

Ellenanyag _ ) Higitasi | Ellenanyag Beszerzés
) Felismert struktara ) o ) )
(kI6n) neve arany izotipusa | (katalégusszam)
. Santa Cruz
Neuron specifikus . )
TUJ-1 ) 1:200 Eger 19G2a Biotechnology
B-111-tubulin
AA10

simaizom sejtek )
SMA(1A4) o ) 1:200 Eger 19G2a Dako M0851
(0-simaizom-aktin)

extracellularis kondroitin-

CS56 szulfat proteoglikan 1:1000 Eger IgM Sigma C8035
molekulak
ganglionléc-

HNK-1 eredetli sejtek (3- 1:500 Egér IgM Neo-Markers

szulfoglikuronozil epitdp)
Furj sejtmag (ismeretlen o ) DSHB
QCPN ) L felulisz6| EgérigGl
perinuklearis epitop) AB 531886
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2. tablazat. Felhasznalt szekunder ellenanyagok listaja

Ellenanyag neve, faj- és Gerjesztési ) ) .
izotipus specifitasa hullamhossz Beszerzes (katalogusszam)
Kecskében termeltetett Thermo Fisher Scientific
anti-egér 1gG2a > A21135
Kecskében termeltetett Thermo Fisher Scientific
anti-egér 1gG (H+L) > A11005
Kecskében termeltetett 488 Thermo Fischer Scientific
anti-eger IgM A21042
Kecskében termeltetett Thermo Fisher Scientific
anti-egér IgM > A21044

4.4. In vitro sejtmigracios assay

Steril korilmények kozott, E6 napos csirke embridk béltraktusat izolaltam a
gyomor alatti teriilettdl a vastagbél distalis részéig Pen/Strep-PBS oldat tartalmu Petri
csészében. Az eltavolitott kozépbél szakaszokat sejttenyészetre alkalmas Petri-csészék
felszinére helyeztem. A tenyésztd edényeket eldzetesen DMEM tenyészté médiumban
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Meadium, Sigma-Aldrich, D8437) oldott 20 ug/mi
fibronectin tartalmd vagy 20 ug/ml CSPG (Sigma-Aldrich, CC117) tartalmd oldattal
inkubaltam 1 6ran keresztlil, 37°C-on. Ezt kovetden a felszinre ki nem kotddott
fehérjék eltavolitdsat haromszoros Pen/Strep-PBS mosassal végeztem. A két
kiilonbozd extracellularis matrix felszinen vizsgaltam a glia eredetli neurotr6f faktor
(GDNF) altal indukalt sejtmigraciot. A bélszakaszokat 10 ng/ml GDNF tartalmu
Pen/Strep-DMEM-ben, 37°C-on 5% CO> koncentracio mellett tenyésztettem. 24 6ra
tenyésztést kovetden a mintakat 4%-0s PFA oldattal fixaltam, majd 3x5 perc PBS
mosast kovetden 1:500 aranyban PBS-BSA-ban higitott HNK-1 primer antitesttel
inkubaltam. Szekunder antitestként kecskében termelt anti-egér IgM-et (594 nm,
Termo Fisher Scientific A21044) hasznaltam. A mintéakat epifluoreszcens mikroszkop

alatt (Nikon E800) vizsgaltam.
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4.5. In vitro flggesztett szervtenyeszet

Steril korilmények kozott, Pen/Strep-PBS oldat tartalmi Petri csészében E5
napos csirke embridk kdzép- és utdbelét izolaltam, majd a szerveket két, figgesztett
sejttenyészetre alkalmas szilikon alju Petri-csészébe rovartiik segitségével kitliztem. A
kondoritin-szulfat proteoglikdnok enzimatikus emésztésére kondroitinaz ABC kezelést
alkalmaztam (chABC from Proteus Vulgaris, Sigma-Aldrich, C2905). A kezelt
tenyészet DMEM + Pen/Strep + 0,1U/ml koncentraciéju chABC oldatat tartalmazta,
mig a kontroll sorozatra DMEM + Pen/Strep tartalmi tenyészt6 médiumot
pipettaztam. A fuggesztett béltenyészeteket 37°C-on, 5% CO> koncentracié mellett 3
napig tenyésztettem, a tenyésztd médiumot 24 ordnként friss médiumra cseréltem. A
tenyésztést kdvetden a szerveket fixaltam, bedgyaztam és metszettem, majd neuron,

izom és CSPG specifikus ellenanyagokkal jeldltem.

4.6. Metszetek értékelése, képfeldolgozas

Az immunfluoreszcensen jelolt keépeket Nikon Eclipse E800-as epifluoreszcens
mikroszkophoz csatlakoztatott Olympus DP74-es kamerat és a CellSens szoftvert
hasznaltam. A konfokalis mikroszkopos felvételeket Zeiss LSM780 mikroszkdppal
készitettem. A képek feldolgozéasahoz és szerkesztéséhez az Adobe Photoshop 7.1.0.
programot vettem igenybe.

4.7. Neurosphere generalas

Madar embriobol vald neurosphere képzésre optimalizalt publikalt protokoll jelenleg

még nem elérhetd, igy a laboratériumunkban kifejlesztett eljarast hasznaltam.

Sejttenyésztd edény és reagensek eldkezelése

Steril fllke (NapFlow) alatt 2 ml, hideg Anti-Adherence Rising Solution (StemCell,
07010) oldatot pipettaztam 6 lyuk( plate minden well-jébe, majd parafilmmel
lefedtem, majd 1 orara razdgépre (SU-10i, Biosan) helyeztem és 70-80 rpm sebességel
kevertettem. A vizfurd6t (Stuart Scientific Water Bath SWBD) 37°C-ra allitottam,
amelyben a NeuroCult Basal Mediumot (NBM), Proliferation Médiumot (PM) és
Pen/Strep-PBS oldatokat melegitettem.
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Idegi sejtaggregatumok létrehozasa

7 napos firj (Coturnix japonica domestica) embridk béltraktusat (gyomortdl vastagbél
distalis részéig, 9 db) megfelelé mikromanipulacios eszkozok segitségével
eltavolitottam ¢és aprobb darabokra vagtam. A béldarabokat 15 ml Falcon csébe
(Eppendorf, kat. szam:0030122151) 2 ml kollagendz-diszpaz tartalmi emészt6 enzim
keverékbe (Dissociation Enzyme Mix, DE) helyeztem és 45 percig 37.5°C-on
inkubaltam. Az inkubacids id6 alatt az enzim keveréket 15 percenként vortexeltem. Az
enzimatikus emésztési id6 alatt a 6-lyukt sejttenyésztd edény mosasat végeztem el.
Pipettaval, a habzas elkerllése érdekében lassan felszivtam az Anti-Adherence
Rinsing Solution oldatot és 3 x 3ml PBS-es mosast végeztem el, elkerilve a felilet
kiszaradasat. A tenyészté plate-be NeuroCult Basal Medium oldatot pipettaztam, majd
felhasznalasig 37.5°C inkubéatorba helyeztem.

Az enzimatikus emesztés lejartaval (45 perc), a sejtszuszpenzidt 40 um-es
Cell Strainer Filter-en keresztiil sziirtem egy 50 ml-es steril Falcon cs6be, majd a
sztiréfiltert alaposan atmostam meleg NeuroCult Basal Medium oldattal, és a Falcon
csovet 20 ml-ig toltéttem az enzimatikus emésztés higitassal valé megallitasa
érdekében. Az atsziirt sejtszuszpenziot 1600 rpm-en (500g) 8 percig centrifugaltam
(JOUAN CRai). A feliiluszét ledntottem és a pelletet 1 ml Proliferation Medium
oldattal reszuszpendaltam. Ezutan Blrker-kamra segitségével inverz mikroszkop
(ZEISS Axiovert 135) alatti sejtszamlalés kovetkezett. 50 pl sejtszuszpenziohoz 450 pl
0,2%-o0s tripankék (Trypan-blue) oldatot adtam, majd az igy elkésziilt oldatot pipetta
segitségével a Bilrker kamraba juttattam. 25 négyzetben szamoltam meg a tripankék
altal nem jelolt €16 sejteket (75 sejt), majd 1 ml-ben 1évo sejtszdm meghatarozasahoz
ezt az értéket 105-nel szoroztam meg (7,5x10° sejt/ml). Ezutan frissen készitettem el a
neurosphere képzodést tamogatd novekedési faktorok hozzdadasaval a Proliferation
Medium oldatot. A faktorokra vonatkozo informaciokat a 3.tablazat tartalmazza, 3 ml
Proliferatin  Medium oldatra vonatkoztatva. A sejteket 600.000 sejt/ml
koncentracioban osztottam szét a tenyésztd plate megfeleld lyukaiban, majd a sejteket
5% CO. koncentraci6 mellett 37°C-on tenyésztettem (ESCO CelCulture CO2
Incubator), majd négy nap elteltével a képz6dott neurosphereket mikroszkop alatt
(Nikon SMZz25) fotoztam. Egy résziket fixaltam és immunhisztokémiai
feldolgozésnak vetettem ala, mig a tébbi neurosphere-t transzplantaciora hasznaltam
fel.
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3. tablazat. 3ml Proliferation Medium oldat novekedési faktor osszetevai

Reagens Torzsoldat Térfogat | Végkoncentraci6
EGF (StemCell,
cat.no. 78006.1) 10 pg/ml 12l 40 ng/ml
bFGF (StemCell,
cat.no. 78003.1) 10 pg/ml 6 ul 20 ng/ml

Heprain }

(StemCell, 0,29 (2 mg/ml) 6,66 pul 0’0004/:1 1()4'44
cat.no. 07980) Hg
GDNF 10 pg/ml 3l 10 ng/ml

Felhasznalt reagensek:

Anti-Adherence Rinsing Solution - cat: 07010 - StemCell Technologies
NeuroCult Basal Medium - (NBM, cat.no: 05700 — StemCell Technologies)
+ 5 ml Pen/ Strep (cat.no: PO781 — SIGMA)

NeuroCult Proliferation Supplement - cat.no:05701 - StemCell
Technologies

Proliferation Medium (PM): 7 ml NBM + 2 ml NeuroCult Proliferation
Supplement

Dissociation Enzyme Mix (DE): 2 ml dispase Il (5U/mL stock, cat.no: 07913
— StemCell Technologies) + 2.5 mg of collagenase IX. (800U/mg cat.no:
C9722-50MG - Sigma) + 4 ml NBM

Accutase — cat.n0:07920 — StemCell Technologies

UTV-PBS 500ml + Pen/Strep (cat.no: PO781 — SIGMA)

0,2% tripankék (Trypan blue) oldat Biirker-kamras sejtszamlalashoz:

A komponens: 0,29 Trypan blue + 100 ml ddH.O
B komponens: 4,25 g NaCl + 100 ml ddH>0
A komponensek 4:1 (A:B) aranyban gsszekevertem, majd 0,2 pm-es atmér6jii

filteren szlrtem.
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4.8. Neurosphere transzplantacio

E14 csirke embriok utdbelét mikropreparaciora alkalmas eszkdzok
segitségével, steril Pen/Strep-PBS oldatban izolaltam, majd hosszanti iranyban
felnyitottam. Ezt kovetden aprobb téglalapokra vagtam a bélszakaszokat, amelyeket
szilikonnal bevont steril Petri-csésze felszinére mikrotik segitségével kitliztem. Az E7
flirj eredetli négy napos neurosphereket a tenyésztéedénybdl kivéve a fliggesztett
bélszakaszok mellé helyeztem, majd mikrosebészeti eszkdzok segitségével vagasokat
ejtettem a bélfal kiilsé felszinén, és az igy létrejott bemetszésekbe egyenkent
helyeztem bele a fiirj eredetii neurosphereket. A kontroll tenyészetekhez
Pen/Strep+DMEM (Sigma-Aldrich, D8437) tapoldatot hasznaltam, a kondroitin-
szulfat proteoglikanok bontasahoz 0,5 U/ml kondroitindz ABC (chABC from Proteus
Vulgaris, Sigma-Aldrich C2905) tartalmt Pen/Strep + DMEM tenyészté médiumot
hasznéltam. A fiiggesztett tenyészeteket 3 napig 37°C-on, 5% CO: koncentrécid
mellett tenyésztettem, a médiumot 24 dranként cseréltem. A tenyésztési ido leteltével
a rekombinans bélszakaszokat 40%-0s PFA-val fixaltam, fagyasztva metszettem és
fajspecifikus  ellenanyagokat alkalmazva immunhisztokémiai  modszerekkel

vizsgaltam.
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V. Eredmények és megvitatasuk

5.1. Kondroitin-szulfat proteoglikdnok eloszlasa az utobél embrionalis fejlodése
soran

Az utobél idegrendszerének kialakuldsa csirke embridban a fejlédés 5-8. napjai
kozott zajlik, amikor az enterdlis ganglionléc eredetii sejtek intenziv migraciot
folytatnak a bélcsé mesenchymajaban. A migraciot szamos tényezo befolyasolja, ezek
kozott ismert szamos mesenchymalis eredetli novekedési faktor, mint a GDNF ¢és az
endothelin-3 iranyitd hatdsa (Nagy & Goldstein, 2006) az epithelialis eredetli Sonic
hedgehog névekedési faktor, amely a versican és kollagéen IX. molekulak expressziojat
indukélja a ham alatti mesenchymalis régidban, kijeldlve ezaltal a bélcs6 ENCC
mentes tertletét (Nagy et al., 2016). Ismert tovabba, hogy a vandorl6 ENCC-k
endogen extracellularis matrix szintézis altal maguk is befolyasoljak sajat
mikrokornyezetiket (Nagy et al., 2018). Ezek ismeretében, kivancsiak voltunk szamos
sejt migracidja szempontjabol gatld faktorként leirt kondroitin-szulfat proteoglikén
molekulak eloszlasara a fejlodé utobél mesenchymajaban.

Dolgozatom elsé célkitiizése egy kontroll sorozat létrehozédsa volt E5-E9
csirkeembrié utobelébdl szarmazo metszetek immunjeldlésével a kondroitin-szulfat
proteoglikanok eloszlasanak jellemzésére az ENCC migracié idészakaban. Az
immunjel6lésre egy pan-CSPG markert hasznaltam, amely a molekulacsaladba tartozé
fehérjéket altalanosan felismeri (8.4bra). A sorozat alkalmas a kondroitin-szulfat
proteoglikdnok, az ENCC eredetli differencialédé idegsejtek, valamint a simaizom
sejtek 0sszehasonlito eloszlasanak jellemzésére az embriogenezis sorén (7.4bra).

A neuron specifikus B-I11 tubulint expresszalé (TUJ1+), neuron iranyba
elkotelezett sejtek E7 staddiumban rajzoljak ki eldszor a koncentrikusan megjelend
plexus submucosus és plexus myentericus ganglionjait (7A-C abra), a fejlédo belsé
korkoros izomréteg két oldalan (7F-H abra). A vandorld idegi 6ssejtek az utdbel
disztalis részét E8. napon kolonizaljak (Nagy et al., 2021), egy nappal késébb, a két
idegfonat kozott elkezdenek kialakulni az idegsejtek nyulvanyai altal létrehozott
Osszekottetesek (7D, E abra). Megfigyelhetd tovabba az utobél dorzalis részén
kialakul6 Remak-ganglion (NoR), amely egy madar specifikus struktdra és az utobél
kiils6 beidegzéséhez jarul hozza (7A-E abra).

A simaizomsejtek  differencialodasa megelézi az ENCC-k  utdbél

kolonizacigjat, A legelsé izomsejtsoecifikus konktraktilis fehérje az a-simaizom aktin
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(SMA) elészor E6 stddiumban jelenik meg a differencialodd bels6é korkoros
izomrétegben (7F, G) és a bélcs6 vastagodasa soran markans réteget képez az utobél
kiilsé rétegében (7H, I). E9 stadiumra megfigyelhetd a kiilsé hosszanti izomréteg
megjelenése, valamint a lamina muscularis mucosae néhany izomsejtjének kialakulasa
(7J abra).

A kondroitin-szulfat proteoglikanok erbteljes expresszidja jellemz6 az utobél
ENCC Aaltali kolonizacidjanak teljes periédusdra. E5-E8 stadiumban az utobél
mesenchymadja diffiz CSPG expressziot mutat, fokozatosan erdsodo kifejezodéssel a
ham alatti mesenchymalis régioban (7K-N). Az ENCC migracio befejeztével, E9
stadiumban  megfigyelheté a kondroitin-szulfat  proteoglikdnok  dinamikus
atrendezddése, a CSPG expresszid a ham alatti mesenchymalis régioban halmozodik
fel, a leend6 submucosalis régio teriiletén, kirajzolva a plexus submucosus ganglionjait

(70 ébra), mig a muscularis régidban lecsokken.

7. abra. E5-E10 napos csirke embrio ut6bél traktusanak részletes immunhisztokémiai
karakterizalasa. (A-E) TUJ1 immunjel6lt metszeteken lathaté a bélidegrendszer kialakulasa,
a plexus submucosus, plexus myentericus és a Remak-ganglion megjelenése. (F-J) E5-E9
stddiumban zajlik az utobél simaizomzatanak differencidcidja, SMA jeldlt metszetek mutatjak
be a szekvencialisan megjelend bels6 korkoros, kiilsé hosszanti izomrétegek kialakulasat. (K-
L) A kondroitin-szulfat proteoglikanok diffiz expresszidja jellemz6 az utobél
mesenchyma@jara, amely E9 stadiumban a ham alatti mesenhymara koncentralddik, korabbi
stadiumokban csokkené gradienst mutat a periférids rétegek felé haladva. Jel6lések:
NoR:Remak ganglion, mp:plexus myentericus, smp:plexus submucosus, tm:tunica
muscularis, Imm:lamina muscularis mucosae, tsm:tunica submucosa



52 A kondroitin-szulfat proteoglikanok gatoljak az enteralis ganglionléc sejtek
migréaciojat in vitro

A glia eredetli neurotrof faktor (GDNF) ENCC-k vandorlasara gyakorolt
induktiv hatasat szdmos in vitro migracios Kisérlettel igazoltak, ahol az enterdlis idegi
6ssejtek bélbol vald intenziv kivandorlasa volt megfigyelhet. (Goldstein & Nagy,
2008; Nagy & Goldstein, 2006). Kisérletemben (8A. abra) E6 napos csirke embridbol
szarmazd kozépbél eredetit ENCC-k GDNF indukalta in vitro migraciojat vizsgaltam
fibronektin és kondroitin-szulfat proteoglikannal bevont Petri-csésze felszinén. A
HNK-1 immunjel6lés alkalmas a bélbél kivandorld enteralis ganglionléc eredetii
sejtek vizualizaciojara. GDNF jelenlétében a fibronektin tdmogatta az ENCC-k
(8B abra). A kondroitin-szulfat proteoglikannal (CSPG) bevont felszinen az enteralis
idegi Ossejtek migracidja elmarad, a sejtek képtelenek voltak a felszin kolonizacidjara

(8C é&bra). Megfigyeléseink alapjan a kondroitin-szulfat proteoglikanok gatlo hatést

crer

kézépbél utébél +20ng/ml In vitro sejtkultura
. | | GDNF

E6 csirkeembrié

t
vakbél

E6 MG + 24h in vitro FN felszin

8. dbra Kondroitin-szulfat proteoglikanok enteralis idegi 6ssejtek vandorlasara Kifejtett
hatasa (A) E6 csirke embrid izolalt kdzépbél szakaszabol vizsgaltuk a GDNF indukalta
ENCC migraciot in vitro fibronektin és CSPG felszinen. (B) Fibronektin felszinen az ENCC-
k intenziv sejtvandorlasa volt megfigyelhetd. (C) A CSPG felszin gatolta a HNK1+ ENCC-k
migréaciojat.
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Hasonl6 hatasrol szamoltak be a neuroblasztok, axon nyulvanyok és glia
progenitorok migracioja esetében is, ahol a kondroitin-szulfat proteoglikén felszinen
limitalt migracios képesség volt megfigyelhetd, amely kondroitindz ABC enzimatikus

kezeléssel visszafordithatd volt (Galindo et al., 2018; Yuan et al., 2016).

5.3. In vitro kondroitinaz kezelés megzavarja az enteralis ganglionléc sejtek
migréacios mintazatat

A kondroitindiz ABC (ChABC) kondoritin-szulfat proteoglikan lebontd
hatasat, valamint sejtmigraciora gyakorolt pozitiv hatasat tobb kisérletben vizsgaltak
méar. Kerr és Newgreen Kisérleteikben bizonyitottak, hogy a kondroitin-szulfat
tartalmu tapoldathoz hozzdadott ChABC enzim feloldja a dlclécsejteket a migracios
gatlas aldl, kovetkezésképpen szabadon tudnak vandorolni flrj végtagbimbdval
végzett kisérletekben (Kerr & Newgreen, 1997). Hasonl6 eredményekrdl szamoltak be
a neuroblasztok és glia progenitorok migracidja esetében is, ahol a gerincveldi
séruléseket modellezve mutattdk ki, hogy a ChABC Aaltal létrehozott CSPG mentes
2018; Khalil et al., 2022; Sirko et al., 2007; Yuan et al., 2016).

Kisérleteimben egy in vitro, kondroitinaiz ABC kezelt fliggesztett
szervtenyészet létrehozasat és immunhisztokémiai jel6lését végeztem el az ENCC-k
vandorlasi mintazatanak megfigyelése érdekében neuron, simaizom és CSPG
specifikus ellenanyagok hasznalataval (9. abra). A simaizom vizsgalata azért volt
elengedhetetlen, hogy a mar korabban létrehozott kontroll sorozattal (7F-J), valamint a
tenyésztés soran létrehozott kontroll tenyészetekkel (9B-D. abra) 0sszevetve kizérjam
a kondroitindz ABC esetleges simaizom fejlodésre gyakorolt karosito hatasat. A
kisérlet sordn E5 napos csirke embridk kdzép- és vastagbelét izolaltam, majd a
szervekbOl parhuzamosan kontroll és ChABC kezelt, fliggesztett szervtenyeszetet
hoztam létre. A kontroll tenyészetre DMEM+Pen/Strep oldatat pipettaztam, a kezelt
minta pedig DMEM+Pen/Strep+kondroitinaz ABC 0,1 U/ml koncentracioju oldatat
tartalmazta. 3 napos in vitro tenyésztés utan immunhisztokémiai jeldléssel a 9.E-F
abrékon megfigyelheté eredményeket kaptam.

A kontroll tenyészettel szemben, ahol a kialakuld TUJ1+ idegsejtek
koncentrikus korben helyezkednek el a bél mesenchymajaban (9B abra), kondroitinaz
ABC kezelés hatasara megfigyelhetd a TUJ1+ neuronok rendezetlen eloszlasa, a bél

radidlis szimmetridjanak eltlinése (9E abra). Ezzel parhuzamosan megfigyelhetd a
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ChABC kezelés hatasara a kondroitin-szulfat proteoglikdn molekulak teljes hianya az
in vitro tenyésztett utébél szintjén (9G. abra). Feltételezziik, hogy a kondroitin-szulfat
proteoglikanok, 6sszhangban szdmos mas mesenchymadlis faktorral fontos szerepet
jatszanak a vandorl6 ENCC-k migraciés tutvonalanak kijelolésében, megfeleld
mennyiségben ¢és eloszlasban tamogatjak az utdbélre jellemzd idegi mintazat

kialakulasat.

E5 csirkeembrio ES HG + 3 nap in vitro CTRL

A

kézépbél utébél
' }

!

vakbél

+0,1U/ml
chABC

9. abra. Kondroitin-szulfat proteoglikanok hianya befolyasolja az enteralis ducléc sejtek
migraciojat. (A) 5 napos csirke embrié kdzép- és utobél szakaszabol létrehozott in vitro
fliggesztett szervtenyészet sémas abraja. (B, C) A kontroll tenyészetekben a differencial6do
TUJ1+ neuronok az izomréteg két oldalan koncentrikus korokben jelennek meg. (D) A
kondroitin-szulfat proteoglikanok difflz eloszlast mutatnak az utébél mesenchyméjaban. (E)
0,1 U/ml kondroitindiz ABC kezelés hatasara a TUJ1+ neuronok rendezetlen mintazatot
mutatnak az ut6bél szintjén. (F) Az enzimatikus kezelés nem befolyasolja a simaizomzat
kialakulasat. (G) 0,1 U/ml kondroitindz ABC jelenlétében a CSPG-k teljes lebomlésa volt
megfigyelheté a bél mesenchymajaban. Jelolések: NoR: Remak-ideg, I: lumen, tm: tunica
muscularis, ep: epithelium
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5.4 Transzplantalt enteralis neurospherek migracios hatékonysaganak jellemzése

Az elmult években kiemelt szerep jutott a spheroidok terapias célra valo
felhasznalasanak, amelynek hatékonysédgat mutatja, hogy a spheroid forméaban
transzplantalt sejtek Kim és munkatarsainak kisérletes megfigyelései alapjan nagyobb
talélési ratat mutattak, valamint nagyobb szédzalékban tapadtak meg a fogadd
szovetben, a disszocialt sejtekkel dsszevetve (S. jeong Kim et al., 2020). Az enteralis
idegi Ossejtek jelenléte a posztnatalis bélben is kimutathato és akar ujsziilottekbol vagy
felndttekbdl is izolalhato, igy mintegy sajat dssejtekbdl 1étrehozott neurosphereként, a
megfeleld faktorokkal elvégzett tenyésztést kovetden megvaldsithatd bélbe vald
transzplantacidjuk, ahol neuronokka és gliasejtekké képesek differencialddni (Mueller
& Goldstein, 2022b). A csirke-firj kimérak alkalmazasa igen elterjedt a
fejlodésbiologiai-kutatasokban, mivel egy egyszerli modot biztosit a transzplantalt
sejtek és leszarmazottaik kovetésére (Le Douarin & Teillet, 1973; Nagy & Goldstein,
2006).

Kisérletemben embriondlis bélbdl izolalt enteralis idegi Ossejtekbdl hoztam
Iétre neurosphereket és vizsgaltam a transzplantalt sejtek migracios képességét a
differencialt bélszévetben. E7 flirj embridk béltraktusat tavolitottam el a gyomortol
disztalisan, spheroidok képzésére a kdzépbelet hasznaltam, mivel bizonyitott, hogy
egér vékonybélbél szarmazd neurospherek szignifikansan tobb TUJ-1 expresszald
neuront tartalmaznak, mint a vastagbélbél szarmaz6 neurospherek (Cheng et al.,
2016). A sejteket a 4.7. alfejezet protokoll-1épései alapjan kezeltem, majd négy napig
tenyésztettem GDNF tartalmd médiumban. A kialakult neurosphereket E14 csirke
utdbélbe transzplantdltam, majd hirom napos tenyésztést kovetéen vizsgaltam a
tartalmazd tenyészetekben. A transzplantalt spheroidokol, valamint a fogado E14
csitke  béltraktusr6l  immunhisztokémiai jelolést kovetden  epifluoreszcens
mikroszkopos felvételeket készitettem, amelyek a 10. abran lathatok.

A neurospherekrdl késziilt mikroszkopos felvételeken megfigyelhetd, hogy
feluletiikon tobb apro, bimbdzo keépletet tartalmaznak, amelyek mind az enteralis
ganglionléc eredetli sejteket jelold HNK-1, mind az idegsejtekre specifikus TUJ-1
immunhisztokémiai jeloléssel markéans jelet adnak, bizonyitva neurélis eredetiiket

(10A, B, C abra). Laboratériumunk korabbi, valamint kisérletemben is megfigyelt
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eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a csirke embrionalis kézépbél eredetii
spheroidok fellletén kialakuld sarjak tartalmazzak a transzplantacié szempontjabdl
fontos, neurogén potenciallal rendelkezd sejtpopulaciot (10B, C abra). Neuralis
jellegiikbol adéddéan a jovOoben kiemelt szerep juthat a transzplantacid

optimalizalasaban és hatékonysaganak novelésében.
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10. dbra A transzplantalt furj neurospherek valamint a belltetésre felhasznalt E12 napos
intakt csirke bélszakasz mikroszkopos felvételei. (A) 7E flirjbdl szarmazo, GDNF ndvekedési
faktorral 4 napig tenyésztett neurospherek sztereonmikroszépos (B,C) és epifluoreszcens
mikroszkopos felvételei. (D,G) Intakt bélszakasz metszet neuralis markerrel jel6lve,
megfigyelheté a két koncentrikus idegi plexus. (E,D) Intakt bélszakasz metszet kifejlett tunica
mucosa izomszovettel. (F, 1) Intakt bélszakasz metszet CSPG jel6lé markerrel, megfigyelhet6 a
hal6zatos struktlrdju kotdszovetes allomany, valamint a lamina propria intenziv jele.
Jelmagyarazat: hl: vastagbél lumen, mp: myentericus plexus, smp: submucosus plexus, tm: tunica
muscularis.

33



Miutén az E7 fiirj eredetii spheroidokat négy napig tenyésztettem, E14 napos
csirke vastagbél traktusat izolaltam és parhuzamosan kontroll és kondroitindiz ABC
kezelt fliggesztett szervtenyészeteket hoztam létre. A transzplataciohoz felhasznélt
fogado bélszdvet differencidlt TUJ1+ neuronhaldzattal rendelkezett (10D, G abra), a
simaizomzat Kkifejlett tunica mucosa és lamina muscularis mucosae rétegekre
tagolddott (10E, H &bra), a kondroitin-szulfat proteoglikanok expresszioja a fejlodé

In vitro tenyészetekben a mucosaval lefelé kitlizott béldarabkak felszinén
mikrosebészeti eszkdzok segitségével vagast ejtettem és belehelyeztem a tenyésztett
neurosphereket. Harom napos tenyésztés kovetden fajspecifikus ellenanyagokkal
vizsgaltam a bélmetszeteket, amelyek eredményeit az epifluoreszcens-, valamint
konfokalis mikroszkoppal készitett felvételek prezentaljak. A kontroll és ChABC
sorozat metszeteit filirj sejteket jelold QCPN, simaizomsejteket jelold SMA,
kondroitin-szulfat proteoglikanokat jelol6 CS56, valamint neuralis elemeket jel616
TUJ-1 immunmarkerekkel jeloltem.

A felvételek alapjan megallapithatd, hogy a kontroll tenyészetekben a
transzplantalt idegi Ossejtek migracidja elmaradt. A CSPG jel6lés alapjan markdnsan
lathat6 a sebzés hatasara, a szdvetben igen intenziven felhalmoz6dé CSPG molekulak
jelenléte (11C abra). Az E abran megfigyelhetd6 a QCPN/TUJ-1 kettésen pozitiv
neurosphere-sarj jelenléte, amelynek kinagyitott képe az abra bal alsé sarkaban lathat6
(11E. abra). A fiirj eredeti TUJ-1+ neuronalis elemek migrécidja elmaradt, a sejtek
nem voltak képesek a fogadd bélidegrendszeri elemekkel vald neuronalis kapcsolat
kialakitésara.

A ChABC kezelt tenyészetek jelentds eltérést mutattak. A QCPN+ neurosphere
eredetli sejtek sugarirany migracidja figyelhetd meg a fogadd bélszovetben, egyes
sejtek a lamina propria magassagat is megkozelitettek (11B abra). Az enzimatikus
kezelés hatasara a kondroitin-szulfat proteoglikanok teljes hianya volt kimutathato.
Ezzel parhuzamosan a QCPN+ sejtek intenziv migréacioja figyelhetd meg, a sejtek a
bélszbvet teljes szélesseégében megtalélhatéak (11D abra). Az F abran jol észlelhetd
egy TUJ-1 és QCPN kettdsen pozitiv sejtcsoport, amelynek kinagyitott képe a bal also
sarokban lathatd. Kisérletes eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a kondroitin-
szulfat proteoglikanok enzimatikus bontadsaval nagymértékben novelhetd a

transzplantalt dssejtek migracids képessége a fogado bélszovetben.
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11. abra E14 napos csirke vastagbélbe transzplantalt E7+4 napos furj neurosphere
migracios képességének jellemzése kontroll és ChABC kezelés hatdsara. (A) Kontroll
tenyeszetekben az izomrétegbe transzplantdlt QCPN+ fiirj neurosphere eredetii sejtek nem
képesek a fogadd bészovet kolonizalasara. (C) A fogadd bélszovet diffaz kondroitin-szulfat
proteoglikan expressziot mutat, amely erételjesebb a transzplantacid teriiltének kozvetlen
zOndjaban (E) Bedultetett neurosphere QCPN/TUJ-1 kettés immunjelolése. A fiirj eredetii
neuronok migracioja nem figyelhetd meg a fogadd bélszovetben. (B) Kondroitindz ABC kezelés
hatasara az izomrétegbe transzplantalt QCPN+ sejtek fokozott migraciot mutatnak, (D) a fogado
bélszévet CSPG expresszidja eltiinik. (F) Szamos neurosphere eredetii QCPN/TUJ-1 kettésen
pozitiv sejt kolonizalja a bélszovetet, annak teljes szélességében

35



VI. Osszefoglalas

A Hirschsprung-kor gyogyitasara jelenleg csak invaziv sebészeti terdpiak
elérheték, azonban a koOzelmultban Kkifejlesztett neurosphere technika igéretes
lehetdséget biztosit a kiilonbdzé neuropatidk regenerativ orvoslas alapelveinek
megfeleld, Ossejtterapidval vald gyogyitdsdra. A transzplantaldsra szant Ossejtek
molekularis jellemzése a terapia optimalizalasanak érdekében.

Az eddigi kutatasi eredmények alapjdn a transzplantalt idegi Ossejtek kis
hatékonyséaggal képesek kolonizalni a fogado szovetet, amelynek hatterében a migraciot
iranyitd faktorok ismeretének hianya és a fogadd mikrokornyezetben jelen 1évo gatld
faktorok feltérképezesének hianya all. Egy hatékony terapia kidolgozasanak fontos
aspektusa tehat a fogadd szdveti mikrokdrnyezet ismerete és felkészitése a transzplantalt
sejtek/sejtaggregatumok befogadaséra, valamint migracios képességilk fokozasara.

Szakdolgozatomban az enteralis idegi dssejteket fogadd béltraktus kondroitin-
szulfat proteoglikdn eloszlasanak karakterizalasat és enzimatikus bontas altali
modositasat tliztem ki célul, fiirj idegi dssejtekbdl tenyésztett neurospherek
transzplantacids hatékonysaganak novelése érdekében. A fejlddd embrionalis utobél
részletes CSPG molekula expresszidjanak jellemzését kovetden in vitro migracios
kisérletekben és filiggesztett szervtenyészetekben bizonyitottam a kondroitin-szulfat
proteoglikanok ENCC migraciot gatlo hatasat. Ezt kovetéen E7 napos fiirj embriok
kdzép- és vastagbél traktusabol enteralis idegi Ossejteket izolaltam, majd tenyésztéssel
neurosphereket hoztam létre, amelyeket E14 napos csirke embrid vastagbelébe Ultettem,
és 3 napig tartd kondroitindz ABC enzimatikus kezelésnek vetettem ala. A beliltetés

soran a szoveti sériilés hatasira 1étrejové hegszovet nagymértékben gatolta a

crcr

crer

figyeltem meg. A sejtek migracids képessége nagymértékben nétt, mikozben az enzim a
kondroitin-szulfat proteoglikdnok bontasan kivil méas patologias szoveti elvaltozast nem
okozott.

Kisérletes eredményeimet dsszefoglalva elmondhato, hogy a kondroitin-szulfat
proteoglikanok szoveti sériilés eredményeként 1étrejovo intenziv expressziojukkal, mint
in vivo hegszovet, jelentds gatld hatast fejtenek ki az enteralis idegi 6ssejtek migracios

képességére, neurospherek forméjaban toérténd bélbe valo transzplantacidt kovetden.

36



Megfigyeléseink alapjan a fogadd szdvet kondroitinaz ABC-vel vald enzimatikus
kezelése nagymértékben javitja az idegi Ossejtek migraciés  képességét.
Kovetkezéskeppen a fogadd bélszdvet kondroitin-szulfat proteoglikdn expressziojanak
modulalasa potencialisan javithatja a Hirschsprung-kor kezelésére kidolgozas alatt allé

Ossejtterapia hatékonysagat.
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