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BEVEZETES

A Dbélidegrendszer (enteric nervous system, ENS) a tdpcsatorna faldnak kiilénb6zo
szovettani rétegei kozott helyezkedik el. A nyeldcsotdl egészen a belsé analis zar6izomig
huzédik, de megtaldlhaté a hasnydlmirigyben, az epehdlyag faldban és az epevezetékben is.
Az ENS az entericus neuronok és gliasejtek komplex hdlézatibdl all.

A ENS-t felépité neuronok kozott taldlunk érzd, motoros és interneuronokat is, melyek
a bélcsd faldnak teljes hosszdban 0ndll6 reflexiveket alakitanak ki. Ezek a reflexivek
szabdlyozzdk a bélfal simaizomzatdnak miikodését, vagyis a bélperisztaltikat, a nydlkahartya
valadéktermelését, a viz- és iontranszport-folyamatokat, a bélcsatorna vératdramléasat, az
epehdlyag és a hasnydlmirigy miikodését.

A bélfal minden egyes szoveti rétegének sajat plexusa van. Az emlés ENS-t két
nagyobb gangliondlt plexus: a plexus myentericus (PM) és a plexus submucosus (PS),
valamint tobb kisebb nem gangliondlt plexus épiti fel.

A periférids idegrendszer tobbi részéhez hasonléan az ENS-t alkotd neuronok és
gliasejtek is a diclécsejtekbdl szarmaznak. Az ENS-t felépitd neuronok a vagalis és a sacralis
duclécsejtek teriiletérél vandorolnak a bélfalba. A gangliondlt plexusok kialakuldsa sordn a
ganglionokat felépitd neuronok szdma és teriileti eloszlasa jelentdsen megvaltozik.

Az ENS-ben, hasonléan a CNS-hez, sokféle ingeriiletitvivd anyag van jelen, és a
klasszikus ingeriiletitvivd anyagok mellet, mint példdul a glutamat és a NO, szdmos
peptidtermészetli anyag tolt be szabdlyozé szerepet. A kdzponti idegrendszerben a glutamét
elsOsorban mint serkentd neurotranszmitter van jelen, de meghatdrozo szerepe van a kdzponti
idegrendszer fejlddésének a szabdlyozasdban is. A glutamat-ingeriiletatvitel komponensei, igy
a glutamét, az egyes VGLUT izoformdk vagy kiilonb6zd glutamét receptorokat expresszalo

neuronok az ENS-ben is megtaldlhatok. Bizonyitott az is, hogy a glutamat szerepet jatszik a



helyi reflexek irdnyitasdban, az entericus neuronok miikodésének szabdlyozdsaban és a vago-
vagalis reflexek kozvetitésében is. Az entericus glutamaterg rendszer magzati fejlodésérdl

azonban nincsenek adataink.

CELKITUZESEK

Az elmult évtizedekben sok adat gylilt dssze a ENS felépitésérdl, fejlodésérol és
mikodésérol, szamos kérdés azonban még tisztazatlan. Kiilondsen keveset tudunk az ENS
neuronpopulédcidinak embriondlis fejlddésérdl, a végsd neurondlis fenotipus kialakuldsanak
mechanizmusdr6l. A rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok féleg modelléllatok vizsgédlatabdl
szarmaznak. Az enterdlis idegrendszert felépitd plexusok morfoldgidja €s neurokémiai
sajatsdgai azonban a kiilonboz6 fajokban alapvetd eltéréseket mutatnak. Ezért a humén bél
fejlodése csak humdn magzati mintdk vizsgdlatdval ismerhet6 meg. Ugyanakkor a humén
ENS fejlddésének megismerése diagnosztikai és terdpids szempontbdl rendkiviil fontos,
hiszen szdmos gasztrointesztindlis betegség, mint példaul a Hirschprung betegség szorosan
Osszefiigg az ENS fejlodésével.

Munkank sordn a glutamaterg neurotranszmisszid négy, immunhisztokémiai
modszerekkel vizsgalhaté komponensének a tér- és idobeli valtozasat kovettiik fejlodé humén
magzati ENS-ben. Az immunreaktiv neuronalis elemek tér- és idObeli valtozdsat kvantitativ és
szemikvantitativ médszerekkel analizaltuk.

Vizsgdlatainkat a 12-23. hétig tarté magzati periédusra koncentréltuk, és a glutaméiterg
rendszer fejlodését négy f6 szempontbdl kozelitettiikk meg:

1. Vizsgaltuk a glutamdt immunreaktiv neuronokat.

2. Vizsgaltuk a VGLUT immunreaktiv neuronokat.

3. Vizsgaltuk a glutamét receptiv myentericus neuronokat.

4. Vizsgaltuk az NMDA receptorokat tartalmaz6 neuronok kémiai kodjat.



A feltett kérdések megvdélaszolasdhoz kettds- illetve tobbesjeloléses immunhisztokémiai

viszgdlatokat terveztiink.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérleteink sordn haszndlt humén mintdkat, melyek legdlis millvi vagy spontin
abortuszbdl szdrmaztak, a Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE) Sziilészeti és NOgyogydszati
Klinik4jatél kaptuk, s azokat a SZTE Altaldnos Orvostudomanyi Kar Etikai Bizottsdganak
engedélyével vizsgiltuk. Az etikai bizottsdg a szabdlyok meghozataldandl a Helsinki
Deklaracioban rogzitetteket vette alapul.
1. A human vizsgalati anyag el6készitése

Kisérleteink sordn 14, 15, 18, 20, 22, 23 hetes humdn magzatok vékonybelét
hasznaltuk. A geszticids kor meghatdrozdsat a fejtetd-sarok tdvolsdg illetve az utolséd
menstrudcié iddpontja alapjan végeztiikk. Minden vizsgélt geszticids életkorban hdrom
magzatbdl vettiink mintdkat. A bélcsatornat foszfat pufferben atmostuk (PB), majd 4%-os
paraformaldehid oldatban egy éjszakan keresztiil fixaltuk, majd a vizsgdland6 bélszakaszokat
izoldltuk. A kivagott vékonybélszakaszokbdl bélnyizat (wholemount) prepardtumokat és
paraffin metszeteket készitettiink.
2. Immunhisztokémiai festések

Glutamat, VGLUTI1, VGLUT2, VGLUT3, NMDA receptor alegységek, NOS, VIP,
neurofilament 200 és neurondlis HuC/HuD ellen termeltetett ellenanyagok felhasznédldsdval
egyszeres és tobbszordos immunjeldléseket alkalmaztunk a paraffinmetszeteken és a bélnyuzat
preparatumokon. Az egyes jelolésekhez masodlagos szérumként biotinildlt fajspecifikus
szérumot, harmadlagosként pedig biotinildlt sztreptavidin tormagyokér peroxiddzt
hasznaltunk, majd az immunreakciét diaminobenzidin kromogén és hidrogén-peroxid

szubsztrat alkalmazasdval tettik l4thatéva. A kettds €s tobbesjelolésekhez fluoreszcens



festékkel konjugdltatott fajspecifikus médsodlagos szérumot hasznaltunk. Minden inkubdacids
1épés szobahdmérsékleten tortént. Az egyes 1épések kozott a mintdkat PB-ben mostuk. A
kontrollvizsgélatokat az elsddleges illetve a masodlagos antitestek kihagydsaval, a relevéns
fuzids kontrollfehérjék alkalmazdsaval is elvégeztiik.

3. Mikroszképos modszerek

A megfestett mintdkat Olympus BX60 tipusu mikroszképpal vizsgaltuk és Olympus
DP70 tipusu digitalis kameraval fényképeztiik le.

A fluoreszcensen jelolt mintdk esetében a megfeleld szlirok és egy HBO100 W
higanygdzldmpa alkalmazdsaval, egy Zeiss AxioCam digitdlis kamerdval felszerelt Zeiss
fluoreszcens mikroszképot hasznaltunk. A perikarion mérésekhez AnalySIS Pro szoftvert
alkalmaztunk.

A tobbszorossen jelolt fluoreszcens mintdkat Olympus konfokalis 1ézer szkenning
mikroszképpal vizsgéltuk.

4. Kvantitativ és szemikvantitativ analizis

A glutamat-immunreaktiv (IR) neuronokon végzett vizsgélatok sordn a neuronokat
400-szoros nagyitasndl szamoltuk, 10-10 véletlenszerlien kivalasztott 1atétérben. A kvantitativ
vizsgalatok sordn minden mintdbdl 10 digitdlis felvételt készitettiink, azonos méretben és
felbontdsban. A lefotdzott teriileteket véletlenszertien valasztottuk ki.

A VGLUT-IR neuronok sejtmagjanak koordindtdit a laboratériumunkban kifejlesztett
Plexus Pattern Analysis nevii szoftverrel digitalizaltuk.

A szemikvantitativ analizisekhez a VGLUT- IR termindlisokat és varikozitdsokat 15
véletlenszerlien kivélasztott ganglionban és a kivalasztott ganglionokat 6sszekotod

intergangliondlis rostban szdmoltuk meg.



5. Statisztikai analizis

A geszticios életkor és a VGLUT-IR neuronok szdma, valamint a kiilénbdzd
bélszakaszok és a VGLUT-IR neuronok szdma kozotti Osszefiiggéseket egyfaktoros
varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgaltuk. A statisztikai analizis sordn a szignifikancia

szintjét P<0,01 és P<0,001 valdsziniiségi értékben hataroztuk meg.

EREDMENYEK
1. Glutamat immunreaktiv neuronok fejlodé human bélidegrendszerben

Az anti-glutamat antitest méar a 15 hetes human magzat vékonybelében specifikusan
jelolt szamos myentericus és submucosus neuront. A 15 hetes humdn magzat vékonybelébdl
készitett bélnytzat prepardtumok vizsgdlatival megéllapitottuk, hogy a glutamat-IR
myentericus neuronok nem taldlhatéak meg a vékonybél teljes hosszdban, hanem csak néhany
kitiintetett ganglionban csoportosultak. A glutamét immunreaktivitds nemcsak a sejttestet, de
a neuronok nyulvdanyait is lathatéva tette, s igy lehetdvé valt a sejtek méret és morfolégia
alapon torténd osztdlyozadsa. Szemikvantitativ morfometriai vizsgélataink alapjan a glutamat-
IR neuronokat morfoldgiai jellegiik alapjan két csoportba osztottuk. Az egyik csoport, ami a
glutamét-IR sejteknek mintegy 80%-dt adta, nagy sejttesttel, néhany nagy, lamellaris
dendrittel és egy hosszu axonnal rendelkezett. A glutamdt-IR neuronok masik csoportja joval
kisebb volt, a sejtek felszine sima, s egy hosszi nytlvannyal rendelkeztek. Ez a sejttipus a
glutamét-IR sejteknek mintegy 20%-at adta. Az immunreaktiv sejttestek mellett gyakran
lattunk glutamét-IR varik6zus rostokat is.
2. VGLUT immunreaktiv neuronok a fejlodé human bélidegrendszerben

A 14-23. gesztacios hét kozott bélnydzat preparatumokon és paraffin metszeteken
vizsgaltuk a harom VGLUT (VGLUT1-3) izoforma ellen készitett antitestek felhasznalasdval

a VGLUT-IR neuronalis elemeket. Kvantitativ és szemikvantitativ modszerekkel analizaltuk a



festett sejteket illetve a termindlisszer(i struktirdkat. A fejlodé humdn PM-ban mindhdrom
izoforma ellen volt immunreaktivitds, s mindhdarom esetben jellegzetes életkor- é&s
bélszakaszfiiggd valtozdsokat taldltunk. A neurondlis elemek mintdzata és megoszldsa a
harom izoforméval torténd immunfestés utdn lényeges kiilonbségeket mutatott a kiillonbdzo
magzati életkorokban és a kiilonb6z0 bélszakaszokban.

A VGLUTI-IR neuronok ganglionon beliili elrendez6désében és a neuronok
szdmaban nagy kiilonbségeket taldltunk a vékonybél ordlis és aboralis szakaszdban. Az oralis
bélszakaszon a 18. és a 20. magzati hét kozott a VGLUTI1-IR myentericus neurok szama
50%-kal csokkent, majd a 23. hétre ez tovabbi jelentds csokkenést mutatott. Ekkor a
kiindulasi neuronok szdmdhoz képest mar 70%-os volt a csokkenés. A 18. és 20. magzati hét
kozott az abordlis részen is hasonld, mintegy 50%-os VGLUT1-IR myentericus neuronszidm
csokkenést lattunk, azonban itt a 20. hétig szignifikdns sejtszdmvaltozdst mar nem
tapasztaltunk. Hasonldan jelentds, egy-egy magzati életkorhoz kotott valtozasokat lattunk az
immunreaktiv termindlisszerli végzddésekben is.

Hasonl6an a VGLUT1-immunreaktivitdshoz, a 18-23. magzati hét kozott a VGLUT2-
immunreaktivitds is jelen volt a myentericus neuronok citoplazmdjaban és a kiillonbozo
gangliondlis kompartmentekben. A myentericus neuronok citoplazmdjaban a VGLUT2-
immunreaktivitds is jellegzetes pontszerli festddési mintdzatot mutatott. Kvantitativ
immunhisztokémiai vizsgdlataink eredményei azt mutattdk, hogy a VGLUT2-IR neuronok
sokkal kisebb szdmban voltak jelen a magzati ENS-ben, mint a VGLUT1-IR neuronok, de
szamuk a vizsgdlt bélszakasztol és a magzati életkortdl fiiggben dinamikusan valtozott.
Jelentésebb szdmi VGLUT2-IR varikozitdst, és a varikozitisok szdmdaban kifejezett
életkorfiiggd véltozast csak az abordlis vékonybéli szakaszon l4ttunk.

A VGLUT3 izoforma ellen készitett immunszérummal végzett immunhisztokémiai

festés utdn is taldltunk immunreaktiv neurondlis elemeket a 18-23. magzati hét kozott,



immunreaktiv sejttesteket azonban csak ritkan lattunk. A VGLUT3 festddés elsOsorban a
myentericus neuronok szémdja koriil elrendez6d6 termindlisszerli végzddésekre, valamint a
ganglionalis neuropil €s az internodalis szegmentek varik6zus rostjaira korlatozodott.
2.1. A VGLUT1-IR myentericus neuronok morfokémiai jellemzése

A VGLUTI-IR sejtek morfofunkciondlis és morfokémiai jellemzését egy
panneurondlis (HuC/HuD), egy neurofilament (NF200) és egy neurondlis (nNOS) marker
felhasznalasdaval kezdtiik el. Egyes- és tobbesjeloléses immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink, és a mintakat szemikvantitativ modon értékeltiik. A HuC/HuD péanneurondlis
marker ellen készitett antitesttel torténd immunfestés utin minden VGLUT-IR myentericus
neuron mutatott HuC/HuD-immunreaktivitast is. Ugyanakkor a VGLUT1-IR neuronoknak
csak egy része, mintegy 35-40%-a festodott NF200-zal. A VGLUTI1/NF200 kettdsjelolt
neuronokat hdarom kiilonbozd morfolégiai osztidlyba soroltuk. A neuronok egy része
nagyméretli, multidendritikus, uniaxonalis tipusu volt. A NF200-IR neuronok mésik csoportja
valamivel nagyobb somaméretli, s az adendritikus, multiaxondlis csoportba volt sorolhat6. A
NF200-zal jelolt VGLUTI-IR sejtek harmadik csoportjaba kisebb somaméretli neuronok
tartoznak. A VGLUT1/nNOS kettdsjelolés utin egyetlen VGLUTI1-IR sejt sem mutatott
nNOS-IR-t. A VGLUTI-IR neuronok azonban gyakran kiildtek VGLUTI-IR varikézus
nyulvanyokat a nNOS-IR neuronokhoz.
3. NMDA receptiv myentericus neuronok vizsgalata

Az NMDA receptor NR1 alegységének C termindlisa ellen készitett antitest szdmos
myentericus neuront megfestett. Az NR1 immunreaktivitds pontszerl festddést mutatott, ami
foleg a sejt felszinére lokalizdlddott, bar gyakran lattunk szemcsés citoplazmatikus festédést
is. Az NMDA receptor NR2 A, C és D alegysége kizardlag citoplazmatikus festddést adott,
mig az NR2 B alegység jelenlétére utal6 immunreaktiv szemcséket gyakran Il4ttunk

pontszerlien elhelyezkedve a myentericus neuronok felszinén is. NR2 A festés utdn a



myentericus neuronok mellett tobb kisebb Cajal-féle interstitialis sejtre emlékeztetd sejtben is
lattunk intenziv citoplazmatikus festodést.
4. NMDA receptiv neuronok kémiai kédja

Az NMDA receptor VIP kettdsjeloléses immunhisztokémiai festés utdn egyes NMDA
receptor immunpozitivitdst mutatd sejtek koriil VIP-pozitiv varikézus rostokat és a rostok
altal alkotott kosarakat figyeltiink meg. A myentericus neuronoknak egy kis csoportja VIP-
immunpozitivitdst mutatott, s a VIP-IR neuronoknak mintegy 10%-an lattunk felszini
pontszerlit NMDA-NR1 immunreaktivitast és szemcsés citoplazmatikus jelolddést. A VIP-IR
neuronoknak egy kis hdnyada NMDA receptor alegység és nNOS immunreaktivitast is
mutatott. A tisztdin nNOS-immunpozitiv neuronok nem, mig a VIP/NOS kettdsjelolt

myentericus neuronok gyakran expresszaltak NMDA receptor NR1 alegységet.

EREDMENYEK MEGBESZELESE

Laboratériumunkban elséként vizsgéltuk a glutaméterg neurotranszmisszio kiilénb6zo
komponenseinek jelenlétét, s az egyes komponensek tér- és idObeli véltozdsat a fejlddé human
ENS-ben. Munkdnk célja az volt, hogy olyan immunhisztokémiai adatokat gyfijtsiink,
melyekbdl kovetkeztetni tudunk a glutamaterg neuronok funkcidjara és fejlodéstani szerepére.

Immunhisztokémiai vizsgdlataink eredményei azt mutattdk, hogy az anti-glutamét
antitest mar a 15 hetes human magzat vékonybelében specifikusan jellt szdmos myentericus
és submucosus neuront. A morfometriai vizsgélataink alapjan a glutamaterg neuronoknak
mintegy 80%-at a Dogiel I-es, 20%-at pedig a Dogiel II-es csoportba tudtuk sorolni. A Dogiel
II-es tipusi neuronokat disznéban elsddleges érzOéneuronnak tekintik, igy eredményeink
Osszhangban éllnak azokkal az irodalmi adatokkal, melyek szerint a glutamdterg neuronok
egy része elsddleges érzOneuron, s igy meghatidrozé szerepe van a perisztaltikus reflex

kialakitasaban.



Részletes fejlodéstani vizsgdlatainkhoz a glutamaterg neuronoknak egy sokkal
specifikusabb jelolését, a VGLUT-immunreaktivitast alkalmaztuk a fejloédé humén magzatok
vékonybelének kiilonbozod szakaszaiban. Mar a 14. magzati héten mind a harom VGLUT
izoforma ellen kaptunk specifikus festddést. A ganglionokon beliil gyakran lattunk VGLUT-
immunreaktiv sejttesteket €s a sejttestek koriil elrendez6dd termindlisszerli végzddéseket is. A
14. gesztacidés héttdl az immunreaktiv neurondlis elemek szdma €s az immunreaktivitas
intenzitdsa fokozatosan emelkedett.

A VGLUT-IR sejttestek kvantitativ analizise valamint a kiilonb6z6 gangliondlis
kompartmentekben 1évé immunreaktiv végzddések szemikvantitativ becslése alapjan
megéllapitottuk, hogy a human magzati ENS-ben a VGLUT1 és a VGLUT?2 tekinthetd a két
domindns VGLUT izoforménak, mivel expresszidjuk minden magzati életkorban és minden
bélszakaszon kiterjedt volt. Ugyanakkor a VGLUT3 expresszi6 csak az ordlis bélszakaszokra,
s ott is csak egy szlik neuronpopuldcidra korldtozdédott. A két domindns izoforma koziil a
VGLUT1 expresszi6 kvantitativ predominancidja minden magzati életkorban és minden
bélszakaszon egyértelmii volt.

Annak érdekében, hogy kozelebb keriiljiink a human magzati PM-ban taldlt VGLUT-
IR neuronok funkcidjdnak megértéséhez, elkezdtiik e neuronok morfokémiai jellemzését. A
HuC/HuD panneurondlis, a NF200 citoszkeletdlis és a nNOS neurondlis markerrel egyes- és
tobbesjeloléses immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Mivel minden VGLUTI-IR
neuron egyben HuC/HuD-IR is volt, eredményeink alapjan teljes biztonsdggal mondhatjuk,
hogy a human magzati ENS-ben a VGLUT 1-immunreaktivitds valéban specifikus markere a
glutamaterg neuronoknak. A NF200-immunreaktivitds alkalmas arra, hogy a fest6do
neuronokat morfoldgiailag jellemezziik. A VGLUT-IR neuronoknak mintegy fele NF200-IR-t
is mutatott. A neuronoknak mintegy 60%-a mar a glutamat-immunreaktivitds alapjan is

besorolt Dogiel I-es izommotoneuronnak, mig kb. 20%-a szintén az ott besorolt Dogiel 1I-es
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tipusu érz0- vagy szekretomotoros neuronnak tekinthetd. A neuronoknak egy harmadik
csoportja morfoldgiailag a disznéndl leirt VI-os tipusra emlékeztetett. Ennek alapjan ezt a
neuroncsoportot leszalld interneuronnak tekinthetnénk. A VI-os tipust neuronok azonban
irodalmi adatok alapjin nitrerg neuronok. Humédn magzati bélben ugyanakkor VGLUT1-IR
nNOS-IR kettdsjelolt neuronokat nem taldltunk, igy ezeknek a neuronoknak a morfokémiai
jellemzése még tovéabbi vizsgdlatokat igényel.

Kordbbi kutatdsok szerint a patkdny ENS-ben szinte valamennyi entericus neuron
NMDA receptor-pozitivnak bizonyult. A fejloédé humén PM-ban is szamos NMDA receptor-
pozitiv neuront taldltunk, de az NMDA receptor immunreaktivitds eloszlasa a human ENS-
ben sokkal korlatozottabb, mint a patkdnyélben. A legtobb sejt a kiilonb6z0 alegységek koziil
az NR1 alegység ellen késziilt antitesttel jelolodott. Ez dsszhangban van azokkal az irodalmi
adatokkal, amelyek szerint az NR1 alegység minden NMDA receptorban megtaldlhatd, mivel
ez az alegység létfontossdgi a NMDA receptor miikodOképességéhez.

Kordbbi immunhisztokémiai vizsgdlatokbdl az is ismert, hogy a VIP és a NOS a
magzati élet végén illetve a feln6tt humdn ENS-ben egyiitt fordul eld a gatld
motoneuronokban, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a csak VIP-et, vagy csak NOS-t
tartalmazg, illetve e két anyagot egyiitt hasznalé neuronokon vannak-e NMDA receptorok.

A vizsgalt magzati életkorokban nNOS- és NRI-immunreaktivitds egyiittes
eléfordulasat nem lattuk, azonban az NMDA receptor-pozitiv sejtek koriil gyakran lattunk
nNOS-IR és VIP-IR varikézus rostokbdl dll6 kosarakat. Ez arra utal, hogy, legaldbbis a korai
magzati életkorban, mind a NO, mind a VIP valamilyen formaban szabdlyozza a glutaméterg

jelatviteli utaknak az NMDA receptorokon keresztiil megvaldsul6 formé;jat.
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Tarsszerzoi lemondoé nyilatkozat

Alulirott nyilatkozom, hogy a Jelolt téziseit ismerem, a tézisekben és a kozleményekben
foglalt eredményeket tudomanyos fokozat megszerzéséhez nem haszndlom fel, és azokat ilyen
célra a jovOben sem fogom felhasznélni.

A Jelolt mint tarsszerz6 a felsorolt kozlemények I1étrehozdsahoz (1-4) jelentds

mértékben jarult hozza.

Szeged, 2008. oktdber 22.
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