PHD ERTEKEZES

A FEJLODO BELIDEGRENDSZER KVALITATIV ES KVANTITATIV
ELEMZESE

ROMAN VIKTOR

TEMAVEZET O:
DR. FEKETE EVA
HABILITALT EGYETEMI DOCENS

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANY! KAR
ALLATTANI ES SEJTBIOLOGIAI TANSZEK

SZEGED
2005



Vérkoreid, miként a rozsabokrok,
reszketnek szintelen.

Viszik az 6rok aramot, hogy
orcadon nyiljon ki a szerelem

s méhednek aldott gyimolcse legyen.
Gyomrod érzékeny talajat

a sok gyokerecske at meg at
himezi, finom fonalat

csomébba swe, bontva bogjat —
hogy nedid sejtje gyijtse sok rajat
s lombos tldd szép cserjéi sajat
dicsiséguket susogjak!

Az 6rok anyag boldogan halad
benned a belek alagutjain

€s gazdag életet nyer a salak
a buzgo vesék forro kutjain!

Hullamz6 dombok emelkednek,
csillagképek rezegnek benned,

tavak mozdulnak, munkéalnak gyarak,
suroég millié éb allat,

bogar,

hinar,

a kegyetlenség és josag

nap sut, homalyl6é északi fény borong —
tartalmaidban ott bolyong

az Ontudatlan 6rokkévaldsag.

Jozsef Attila: Oda (részlet)



TARTALOMJEGYZEK

A roviditések magyardzata..........cooviie i e 3

1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES ...ocvoioi v B

1.1. A bélidegrendszer funkciondlis anatomidja...... ... .cceeeeeeverineiieeieeneennnnn. 5
1.2. A bélidegrendszer embrionalis d&l€se.............ccooo i 8
1.3. A bélidegrendszer ingerUletatfignyagai...........coovveiieiieiiiiie e, 10

O I AN o 11 1= o =T T 577 s I

1.3.2. A glutamaterg reNASZEr ... ... c.uiuiieee et et e e e e e e e anes 13
1.4. A bélidegrendszeren végzett kvantitativ viksg rovid attekintése.............. 15
2. CELKITUZESEK ..ottt eee et e et e et e e 18
3. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK ... ......ccuuviiiiiaiiiiiii e, 20
3.1. Csirke vizsgalati anyagoBBSzZitése..........covve it 20
3.2. Human vizsgalati anyagoRESZIteSe.........ccoiiii e 21

3.3. Paraffinmetszetek KESZItESe. ..o e e 22

3.4. NADPH-diaforaz hisztokémiai festes............cooviiiiiiiiiii i, 22
3.5. Kuprolin kék hisztokémiai feSteS.........oviie i e e 22
3.6. Immuncitokémiai fFeStESEK..........oviii 23
3.7. MIKroSzZKOPOS MOUSZEIEK. .. ..ttt e e e e e e e e 24

3.8. Statisztikal MOASZErekK. ... ..o e 225



4. EREDMENYEK ... ettt e e e e e e e 26

4.1. A bélidegrendszer nitrerg neuronjainak vizagéfejbdé csirkeembridban........ 26
4.2. Az 6sszneuronszam valtozasai kikelétiads frissen kikelt csirkében.............. 34
4.3. A fejlodé human bélidegrendszer glutamaterg rendszerénsgalea. .. ........... 39
5. EREDMENYEK MEGBESZELESE.........ccctiiiiitiiiiiiii et e 43
5.1. A bélidegrendszer nitrerg neuronjainak vizatgafejbdo csirkeembridban......... 43
5.2. A teljes neuronszam valtozasai kikeléstieés frissen kikelt csirkében............. a7
5.3. A fejlbdé human bélidegrendszer glutamaterg rendszerénsgaleta. .. .......... 51
6. OSSZEFOGLALAS. .. ..o e e 53
6.1. Magyar nyelir 6sszefoglalas...........c.coeiiiiiiiiii i 53
I [0 ] 4= Y PR 55
7. IRODALMI HIVATKOZASOK ..ot e e, 57

8. KOSZONETNYILVANITAS ..ottt et 68



A roviditések magyarazata

ACh acetil-kolin (acetylcholine)

ANOVA varianciaanalizis (analysis of variance)

AMCA 7-amino-4-metilkumarin-3-acetat (7-amino-4-tmgtumarine-3-acetate)
ATP adenozin-trifoszfat (adenosine triphosphate)

Bmp4 csont morfogenetikus fehérje (bone morphaiepeotein 4)

Cy3 indokarbocianin (indocarbocyanin)

cGMP ciklikus guanozin-monofoszfat (cyclic guam@smonophosphate)
CcO szén-monoxid (carbon monoxide)

DAB diamino-benzidin (diaminobenzidine)

DCC vastag- es vegbeélrakban delécios (deletedlorectal cancer)

ENS bélidegrendszer (enteric nervous system)

FITC fluoreszcein-izotiocianat (fluorescein isattyanate)

GABA gamma-amino-vajsav (gamma aminobutyric acid)

GDNF glia sejtvonalbol szarmazo neurotrophicusdakglial cell line derived

neurotrophic factor)

GFRul GDNF receptor alfa 1

H,0, hidrogén-peroxid (hydrogen peroxide)

ICC Cajal-féle interstitialis sejt (interstitia¢kt of Cajal)

IPAN helyi el$dleges ér& neuron (intrinsic primary afferent neuron)

NADPH B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfgb-icotinamide adenine
dinucleotide phosphate)
NADPH-d  p-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforgiificotinamide

adenine dinucleotide phosphate diaphorase)



NANC

NBT

ncNOS

NF

NMDA

NO

NOS

mtsai.

PACAP

PB

PBS

PM

PS

SD

SE

Shh

VENT

VIP

nem adrenerg, nem kolinerg (non-adrenergit-clwlinergic)
nitroblue tetrazolium

neuronalis konstitutiv nitrogén-monoxid-szm(neuronal constitutive
nitric oxide synthase)

200 kDa-os neurofilament
N-metil-D-aszpartat (N-methyl-D-aspartate)

nitrogén-monoxid (nitric oxide)

nitrogén-monoxid-szintaz (nitric oxide syntias

munkatarsai

hipofizealis adenilat ciklazt aktivalo polpia (pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide)

foszfat puffer (phosphate buffer)

foszfat pufferes séoldat (phosphate buffeatides

plexus myentericus

plexus submucosus

standard deviaci6 (standard deviation)

standard hiba (standard error)

sonic hedgehog

ventrdlis iranyba vandorl6 @sisejtek (ventrally emigrating neural
tube cells)

vazoaktiv intestinalis polipeptid (vasoactimgestinal polypeptide)

Az idegen kifejezések az Orvosi helyesirasi sz(d&adémia Kiado, Bp., 1992)

szabalyainak megfel@&n hasznaltam, az Un. vagylagos irasu cimszavaiébese

altaldban a magyaros irasmoddal megeggez



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A bélidegrendszer funkcionélis anatomiaja

A bélidegrendszer (enteric nervous system, ENSElgst tapcsatorna és az
epeholyag faldban valamint a hasnyalmirigyben halél entericus neuronok és
gliasejtek komplex héalozatabol all (Furness és £€d€87). Ezeket az idegsejteket
sokaig olyan atkapcsold neuronoknak gondoltak, pekein keresztil a nervus vagus
vezerli a bél izomzatat €s mirigyeit. Annak ellenéartotta magat ez az elképzelés,
hogy mar Bayliss és Starling kutyan (Gershon 1998gtve Trendelenburg
tengerimalacon veégzett uUttr kisérletei (Gershon 1998) 6ta ismert volt a
bélperisztaltika jelensége, amely a kozponti idedszer és annak kornyéki
kapcsolokészilékeinek hianyaban is tokéletesékodik (Furness és mtsai. 1995). Az
ENS-t Langley kulonitette el a kornyéki idegrendszeasik két diviziojatél, a
szimpatikus €és paraszimpatikus rendszétekinégis ezt a felosztast egészen a
nyolcvanas évekig figyelmen kivil hagytak (Langl#900, Gershon 1998). Azéta
viszont széles koérben elfogadott a koérnyéki idedszer harom részre tagolasa. Az
ENS kulon rendszerként vald kezelését dnallo, sa@halyozasa indokolja (Gershon és
mtsai. 1994). Az ENS szamos funkciét képes kootdimaas szabalyoz6 rendszerékt
fuggetlendl, Ggy mint a perisztaltikat, a viz- éagzekréciot (Furness és Costa 1987), a
vérellatast (Vanner és Surprenant 1996), a nyatkghéhamsejtjeinek ndvekedését
(Santos és mtsai. 2000, Holle és mtsai. 2003) é&pelzdlyag valamint a hasnyalmirigy
mikodését (Kirchgessner és Gershon 1990). Az ENScfankilis fliggetlenségét
tamasztja ala az a tény is, hogy a nervus vagumpgtionalis rostjai csak a duodenum

magassagaig futnak (Szentagothai és Réthelyi 1881t az el a szakasztdl analisan



talalhatd vékonybelet az ENS-nek kell szabalyozBm.az 6nallé szabalyozast az ENS
a sajat erg motoros és interneuronjai kozotti, az emészatorna hosszaban isnéélth
lokalis reflexivek segitségével valositja meg (E$s12000).

Az ENS-t tobb millié idegsejt alkotja, altalabanbk) mint amennyi az adott
allatfaj gerincvedjében talalhatdé (Costa és mtsai. 2000). Nemcsakuwsonok nagy
szama, de azok neurokémiai komplexitasa is jellemzi ENS-t. Az ENS-ben
megtalalhaté szinte valamennyi ismert neurotrangemiFurness és Costa 1987).
Nemcsak a klasszikus ingerllet-atthve igaz ez, hanem az entericus neuronokban
Ujabban azonositott nitrogén-monoxidra (NO) (LefebiQ95) és szén-monoxidra (CO)
(Zakhary és mtsai. 1997, Donat és mtsai. 1999) is.

A bélfal minden szoveti rétegében: a nyalkahartgaba lamina muscularis
mucosae-ban, a submucosaban, az izomrétegekbenzaods kizott valamint a
subserosaban is megtalalhaté az adott réteg dagit fonadéka vagy plexusa (Furness
és Costa 1987). Magasabbréngerincesekben ezek kozll Kdten a neuronok un.
internodalis agakkal 6sszekotétt ganglionokba tanmék. Ez a két ganglionalt plexus a
plexus submucosus Meissneri (PS) és a plexus nmyameAuerbachi (PM) (Meissner
1857, Auerbach 1864). A PS a bélnyalkahartya al&itbszovet és a korkoros
simaizomréteg kozétt talalhatdo (1. abra), idegelerstsssorban ér& neuronok és
szekretomotoros idegsejtek adjdk. A PM a korkoréshésszanti simaizomrétegek
kozott helyezkedik el (1. abra) és motoneuronokaimint az epehdlyaghoz és a
hasnyalmirigyhez (Kirchgessner és Gershon 1990¢ktdo idegsejteket tartalmaz. A
PM az emésdtsatorna teljes hosszdban megtaldlhatd, a PS arombayzik a
nyelbcs’ és a gyomor falabdl. A myentericus és submucoanglgpnok mérete ésen

faj- és bélszakaszfiigg Altalanossagként azonban elmondhatd, hogy ugysmaz



bélszakaszban a myentericus ganglionok nagyobbaulanucosus ganglionoknal

(Furness és Costa 1987).
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1. 4bra Az embBs bélc§ keresztmetszeti sematikus képe. Az ENS két gamglliadegfonadékbol épul
fel, ezek a plexus submucosus (PS) és a plexusteniars (PM). A PS a bélfal nyalkahartyaja alatti
kotészovetben taldlhatd. Ez a plexus éstrban a szekréciét és felszivast szabalyozd nekabn
tartalmaz. A PM a hosszanti és korkords izomrétggpk helyezkedik el ésilieg motoros idegsejteket
tartalmaz. Az erek, a szimpatikus és paraszimpstrikgtok a mesenterium mentén Iépnek be a bélfalba

(Gershon, 1998 nyoman).

Az entericus neuronokat él&nt az orosz hisztologus, Dogiel osztalyozta
dendritjeik alakja illetve hossza alapjan. Dogisddetileg két idegsejt tipust kilonitett
el (Dogiel 1896). A Dogiel I-es tipusu neuronokaamylag kis mérdiek, egy hosszu
nyulvdnnyal (uniaxonalis) é€s sok rovid nyudlvannyadultidendriticus) rendelkeznek,

ezeket a neuronokat funkcidjukat tekintve motonenak tartjak. A Dogiel ll-es



tipusba tartoz6 idegsejtek nagyobbak, tébb hossyalvdnnyal rendelkeznek
(multiaxonalis) és altalaban nincsenek rovid nyajak (adendriticus), funkcidjukat
tekintve valoszitleg szenzoros vagy szekretomotoros idegsejtek. gxmelietlen
funkcioju Dogiel lll-as tipusu neuronok hasonlitkrea Dogiel I-es tipusu neuronokra,
de kevesebb dendritjik van és axonjuk az I-es tipudtéien hosszan kovethiet
Azota elektrofizioldgiai modszerekkel tovabbi sgjtisokat is sikerult azonositani, ezek
a filamentdzus, a IV-es tipusu, az V-0s tipusu,la%/tipust és az un. kis neuronok
(Brehmer és mtsai. 1999a). A morfolégiahoz azonbahéz funkciot rendelni és a
kulonbo® tipusoknak csak egy kis rés@éudjuk, hogy mi a szerepik. A filamentézus
neuronokat leszall6 interneuronoknak (Clerc és mi€98), a IV-es tipusu neuronokat
szekretomotoros idegsejteknek (Brehmer és mtsa@9)9 mig a kis neuronokat
motoneuronoknak (Clerc és mtsai. 1998) vagy muosdierenseknek (Brehmer és

mtsai. 1999b) tekintik.

1.2. A bélidegrendszer embrionalis fefidése

Az ENS, hasonloan a kornyeki idegrendszer tobhiéiész, a ducléch fejl 6dik
(Le Douarin 2004). Az entericus neuronok és glia&gprekurzorai a vagalis és sacralis
ducléc terlletél szarmaznak (2. abra) (Taraviras és Pachnis 1999agalis ereddit
duclécsejtek az &bél magassagaban Iépnek be a lBélngsenchimajaba, majd analis
irAnyban vandorolva kolonizaljdk a bélcsatornataknieljes hosszaban (Le Douarin és
Teillet 1973). igy a vagalis diclécsejtek hozzdjgak a teljes ENS idegi és glialis
elemeihez. Ezek a vagalis prekurzorok kétotksi vonalat képeznek. Az egyik
fejlédési vonalat az 1-56scsigolya magassagabdl szarmazo prekurzorok (az un.

sympathoentericus vonal) reprezentaljak, ezek azodejtek, amelyek az entericus



ganglionok létrehozasdhoz a bél teljes hosszabazafulnak (Durbec és mtsai.
1996). A masik fefidési vonalat a 6-7. szomita magassagabol éedttlécsejtek
képviselik (az an. sympathoadrenalis vonal), eeskdrmazottai alap\iEn a nyedcsd

és gyomor falat népesitik be (Durbec és mtsai. 1996

2. dbra A, Az ENS neuronalis és glidlis elemei a ducléc lkgtiletéél, a vagalis (vagal) és sacralis
(sacral) duacléc terlletdr szarmaznak.B, A HNK-1 elleni antitesttel jel6lt vagalis duclégsdk
legproximalisabb csoportjai hozzajarulnak a VILIIY IX. és X. agyideg cranialis ganglionjainak
létrehozasahoz és a garativekbe (ba) is bevanddrol hall6hélyagtdl (ot) caudalisan elhelyez&ed
diclécsejtek ventralis és caudalis irdnyban rajgdmdvastag fehér nyil) a ducléc terllgtierA vagalis
régiotdl caudalisan elhelyezkgdlicléc (fekete nyil) a hatsogyoki ganglionokatgfdés a szimpatikus
duclancot (symp) hozza létre. Mindkét abra korabeamdlis stadiumi madar embriét mutat (Newgreen
és Young, 2002b nyoman).

Az ENS sejtjeinek masikéfforrdsa a 286scsigolyatol caudalisan elhelyezked
sacralis ducléc, melynek sejtjei csupan az un.upasilicalis bélfalat kolonizaljak (Le
Douarin és Teillet 1973, Pomeranz és Gershon 1998acralis duclécsejtekdsdzor a
bélcs testireg felé tekidtoldalan feji irdnyban vandorolnak, és madarakbanma

Remak-ganglionna, mig efsokben az ezzel analognak tekinthatitonom pelvicus



ganglionna tomoérilnek (Kapur 2000). Kéb ezek a prekurzorsejtek a ganglionokat
elhagyva belépnek a bélfalba és ott neuro- valamiiwblastokka differencialodnak
(Doyle és mtsai. 2004).

A kizarolagos vagalis és sacralis ducléci eredgindgat latszik megingatni egy
kézelmultban megjelent vitatott munka, mely szermtvebcss ventralis utéagyi
részébl is szarmaznak ENS komponensek (Erickson és Wel188, Sohal és mtsai.
2002). Ezek a cranialis eredgirekurzorsejtek (ventrally emigrating neural tueds
VENT sejtek) az agyidegek mentén vandorolnak, j&zaitan, hogy a duclécsejtek mar
befejezték vandorlasukat, nem expresszalnak dasigégént (HNK-1) és kizarolag az
elébelet kolonizaljak. Az e&ébélbe érkezve nemcsak entericus neuronokka és
gliasejtekké, hanem Cajal-féle interstitialis ddfis $t még epithelialis sejtekké is
differencialédnak (Sohal és mtsai. 2002). Ezt azfaljedezést azok a korabbi
eredmények is meg#sitik, melyek szerint a vagalis ducléc elroncsoléSpstein és
mtsai. 1991) vagy a c-ret gén kiiktatasa esetéenb@ués mtsai. 1996) is kifédik az

elobéli ENS.

1.3. A bélidegrendszer ingeruletatvié anyagai

Az ENS neurokémiailag is nagyfoki komplexitast nhutanivel minden
ingeruletatviv anyag, amely jelen van a kdzponti idegrendszerbegvan az ENS-
ben is. Eddig tobbek kdz6tt az acetil-kolinrol (ACh noradrenalinrdl (NA), a NO-rol
(Lefebvre 1995, Mashimo és mtsai. 1996), a \WP(vasoactive intestinal peptide), a
szerotoninrdl (5-HT) és a glutamatrdl (Kirchgess2@d1) bizonyitottak, hogy az ENS-
ben neurotranszmitter funkcioval rendelkezik. Ezellett szamos méas neuromodulator

is jelen van az ENS-ben. llyen modulétorok példaATP, a tachykinin, az enkefalin,
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a PACAP (pituitary adenylate activating polypeptida neuropeptid Y, a GABA
(gamma aminobutyric acid), a szomatosztatin, a disgéokinin, a galanin és meég

szamos mas vegydulet (Furness és Costa 1987, FL20@8k

1.3.1. A nitrerg rendszer

A bélizomzat motoros szabalyozasa eltér mas izndbkét kontrakcioét kivaltd
serkend neuronok, hasonléan mas izmokhoz, itt is kolinkrgegatlo neuromuscularis
transzmisszié azonban a bélben az uUn. nem adremeng, kolinerg (NANC)
ingeriletatvitellel valésul meg (Bogers €s mts@P1L, Bredt és Snyder 1994, Mashimo
és mtsai. 1996). A NANC transzmissziot folytatélgdmhotoneuronok eissorban NO-t
és VIP-et, kisebb mértékben ATP-t, CO-t és PACAPspabaditanak fel (Furness
2000). Ezek a gatlé neuronok szabalyozzak a patisats reflex leszalld, a simaizmot
relaxalo fazisat (Furness 2000). A bél simaizomzata és bizonyos entericus
neuronoknak a nitrerg beidegzése ultrastruktur@liswellyn-Smith és mtsai. 1992,
Matini és Faussone-Pellegrini 1997) és fénymikropois szinten (Fekete é€s mitsai.
1999, Salmhofer és mtsai. 2001) is bizonyitott.

A motoros szabalyozasban szerepet jatszo0 NO-t eonalis nitrogén-monoxid-
szintaz (NncNOS) enzim termeli (Bredt 1995). Az n@\Qontos szubcellularis
lokalizacidja még bizonytalan, annyi viszont bizogyhogy nem kotétt vezikulakhoz
(Van Geldre és mtsai. 2004). A NO ala@aat kilonbdzik mas neurotranszmittefekt
abban, hogy oldékony, gaz halmazallapotl, nem ddiol vezikulakban és nincs
receptora sem. A célsejtekbe diffuzidval jut be#s citoplazmaban talalhaté guanilat-
ciklaz enzimet aktivéalja. Igy a NO hatasa a ciktikyuanin-monofoszfat (cCGMP) szint

megemelése (Bredt és Snyder 1994).
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Mivel a nitrerg neuronok funkciéjukat tekintve, kesvkivétellel (Li és Furness
2000), motoneuronok, ezért szinte kizarélag Doged morfologiat mutatnak (Sayegh
és Ritter 2003). A nem motoros funkcidju nitrerguranok leszallé interneuronok,
ezekben a neuronokban a NO mellett gyakran tatalA&th és VIP is (Furness 2000,
Brehmer és mtsai. 2004).

A nitrerg rendszer fejldésének vizsgalata soran ugy talaltak, hogy madatak
nitrerg sejtek két iniciacios helyen, furjben a a@gygomor és az ileocecalis junkcio
teriletén (Boros é€s mtsai. 1994), csirkében pedppatkobél és vastagbél teriletén
(Balaskas és mtsai. 1995a) differencialédnakkelst. A nitrerg sejtek az embrionalis
fejlédés korai szakaszaban jelennek meg a bélfalbampdpRal azutan, hogy az &ls
neuronok kimutathatok (Fairman és mtsai. 199ayyis csirkében a 4-5. embrionalis
napon. Emisdkben az elként megjeledh neuronok az an. atmenetileg
katekolaminokat termél idegsejtek (Teitelman és mtsai. 1981). Egerekben é
patkanyokban ezekbdifferencialodnak az etsnitrerg neuronok (Newgreen és Young
2002b), madarakban viszont ilyen katekolaminergramak nincsenek. A legeis
nitrerg neuronok rovid iéh belll axonokat hoznak létre (Young és mtsai. ),999
amelyek analis iranyban novekednek. Ez megfelelfglétt ENS nitrerg neuronok
projekcids iranyanak (Sang és mtsai. 1997). A maniiter fenotipus megvaltoztatasa
(katekolaminerg-nitrerg tranzicid) mas ENS neurqnpéciéo esetében nem ismert. A
VIP, mely szdmos entericus neuronban kolokalizalN@-val és az utdbbinak
kotranszmittere is — hasonléan a nitrerg neuronnkhkét, egymastol figgetlen helyen
kezd kifejeddni a csirkeembriéban (Epstein és Poulsen 1991).

A nitrerg neuronok altal termelt NO nemcsak a mmtoszabalyozasban vesz
részt, hanem szerepe lehet az ENS-re jellepiaszticitas és adaptacié kialakitasaban

(Yunker és Galligan 1994),66 trophicus hatassal lehet a korn§ezejtekre és
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szabalyozhatja mas neuronok tulélését és diffeadaasat is (Ogura és mtsai. 1996,

Van Ginneken és mtsai. 1998, Sandgren és mtsas)200

1.3.2. A glutamaterg rendszer

Az utdbbi évek kutatasai arra engednek kodvetkeztetgy a glutamat nemcsak a
kozponti, de a kornyéki idegrendszerben, azon bek# ENS-ben s
neurotranszmitterként kodik (Sinsky és Donnerer 1998, Kirchgessner 200%).
ingeriletatvitelhez szikséges komponensek, ugy miglutamatot termélneuronok
(Liu és mtsai. 1997) és a glutamaterg idegédgzek (Liu és mtsai. 1997, Kirchgessner
2001), a kulonb&z glutamat receptor mRNS-ek (Broussard és mtsai4,1B8rns és
mtsai. 1994, Burns és Stephens 1995, Tong és Kasdmgr 2003) és receptor fehérjék
(Galligan 2002) valamint a transzporterek (Liu ésan 1997, Tong és mtsai. 2001)
megtalalhatok a bélben. A glutamaterg neurotranszziohoz szilkséges komponensek
mellett azonositottak a glutamat altal kozvetitietblogiai folyamatokat is. A glutaméat
szerepet jatszik a lokalis reflexek iranyitasabKirchgessner 2001), mas entericus
neuronok nikodésének modositasaban (Cosentino és mtsai. @akni és mtsai.
2003) és a vago-vagalis reflexek kozvetitésébe(Hmnby 2001, Zhang és Fogel
2003).

A viszonylag kis szamu idegsejiallé glutamaterg neuronpopulacié mind a PS-
ben, mind a PM-ben megtaldlhato (Liu és mtsai. 19B@ngerimalacban a glutamaterg
neuronokban gyakran van kolin-acetiltranszfera2-@smyag (Liu és mtsai. 1997). Eibb
agy tinik, hogy a glutamat és az ACh serkekbtranszmitterek (Kirchgessner 2001). A
glutaméaterg neuronok nagy részét un. helyibdieges ér& neuronnak gondoljak

(intrinsic primary afferent neuron, IPAN).
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Az IPAN-ok kollateralisokkal projektalnak a nyalkatyahoz. Ezekkel a
nyulvanyokkal az un. enterochromaffin sejtek akiétvetitett informaciokat fogjak fel
(Kirchgessner 2001, Furness és mtsai. 2004). Aerectiromaffin sejtpopulacié a
nyalkahartyaban talalhato, ezek a sejtek a bdbantésszetételének (pH, glikdz, révid
lancu zsirsavak) vagy az abban uralkodé nyomasnegfaleben 5-HT-t vagy mas
hormonokat szabaditanak fel (Kirkup és mtsai. 20G&rshon 2003). Az Aaltaluk
felszabaditott molekulakat (példaul 5-HT-t) a nydilrtya alatti IPAN kollateralisok
receptoraikkal érzékelik. Az IPAN-ok vagy a nyalkalydhoz bocsajtott nyalvanyaikon
keresztil (Liu és mtsai. 1997) vagy szekretomotomgonokkal szinaptizalva valtanak
ki viz- és ionszekrécios reflexet (Furness 2000rchgessner 2001), illetve
motoneuronokra hatva perisztaltikus reflexet (Qrigle mtsai. 1996). A bélnyalkahartya
valthatja ki (Furness 2000). E funkcidkkal 6sszhmmg szinte minden glutamaterg
neuron a szekretomotoros vagy szenzoros neurofel@mzé Dogiel II-es morfoldgiat
mutat (Liu és mtsai. 1997).

A szekrécio kdzvetlen szabalyozasa mellett a glatamés, nem szekretoros ACh
és VIP tartalma entericus neuronokikiildését is szabalyozza (Burns és Stephens 1995,
Cosentino és mtsai. 1995, Giaroni €s mtsai. 200Byel mindkét neurotranszmitter
megtalalhaté motoneuronok kilonkidzsoportjaiban (Furness 2000), val6$izimogy a
glutamat a szekrécion kivil a perisztaltikat is dsegzabalyozni (Cosentino és mtsai.
1995, Sinsky és Donnerer 1998). Eztés#ti az a megfigyelés is, hogy az
enterochromaffin sejtekib kiindulé jel az IPAN-okon keresztil perisztaltiueflex
kivaltasahoz vezet ugy, hogy serkenti a kolinergtaneuronokbdél az ACh

felszabaditast, ami simaizom kontrakcidhoz vezetrg@on 2003). A glutamat a bélb
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készitett szervpreparatumokon is simaizomkontékalt ki (Jankovic és mtsai. 1999,
Milovanovic és Jankovic 2002).

Az ENS-ben kimutattak mind az ionotrop, mind a rbetedp glutamat receptorok
jelenlétét (Liu és mtsai. 1997, Kirchgessner 20@kek k6zil az N-metil-D-aszpartat
(NMDA) receptor fordul & legnagyobb gyakorisaggal (Kirchgessner 2001). Az
NMDA receptorok megtalalhatok az entericus ideg&ejnellett a vagalis és spinalis
afferens nyudlvanyok periférias végiesein is (Kirchgessner 2001), az utobbi
nyulvanyokhoz tartozé sejttestek a hatsoégyoki gangkban és a ganglion
nodosumban helyezkednek el. Az NMDA receptorokabalégység épiti fel, ezek az
alegységek az NR1 és NR2 gének (NR2A-D) termekeiNR1 alegység maga is képes
funkcionalis receptor létrehozasara, de az NR2legysegek hatékonyabba teszik a
receptort (Aicher és mtsai. 2000). Az NR1 alegy&égllésagat az is mutatja, hogy mig
az NR1 alegységet patkanyban szinte valamennyriemseneuron expresszalja, addig

az NR2-es alegységek eloszlasa sokkal korlatozoflab és mtsai. 1997).

1.4. A bélidegrendszeren végzett kvantitativ vizsd¢gtok rovid attekintése

A Bl-en veégzett kvantitativ vizsgalatok harond feriletre terjedtek ki; (1)
dsszneuronszam vizsgélata, (2) a kulowbdreurokémiai sajatsagokkal rendelkez
enteralis neuronok kvantitativ sajatsagainak viledgaés (3) az enteralis neuronok
térbeli mintdzatanak, illetve a mintazat régiosfiecs kilonbségeinek vizsgalata

Az dsszneuronszam meghatarozasara a NADH-d fd&Gébella 1987, Young és
mtsai. 1993, Braganca de Vasconcellos Fontes é&s.rd304), a konstitutiv nuklearis
onkoproteinek (Parr és Sharkey 1994, Karaosmanégluntsai. 1996), a PGP 9.5

(protein gene product 9.5) neuronalis ubiquitinnfiiermans és mtsai. 1999) és a
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HuC/D (Phillips és mtsai. 2004) elleni immuncitokém festéseket, az
ezustimpregnaciot (Brehmer és Stach 1998) és aokapkék hisztokémiai festést
(Karaosmanoglu és mtsai. 1996, Schafer és mts@@, Foman és mtsai. 2001, Phillips
és mtsai. 2004) alkalmaztdk. A legtobb kvantitaBvedmény a tengerimalac
bélidegrendszerébismert, mivel itt a nagy entericus ganglionoklzanegyes neuronok
akar szabad szemmel is ol lathatok és szamolhadiengerimalac egy ganglionraces
NADH-d-pozitiv neuronjainak szama 105 (Young és amnts1993), mig az
dsszneuronszam 3 millio korul volt (Gabella 198y onkoprotein immuncitokémiai
vizsgalatban szintén tengerimalacban az egy myeaseganglionra ésneuronszam 50
koral volt (Parr és Sharkey 1994). Egy kuprolin k&k végzett munkdban a
tengerimalac vékonybelében az dsszneuronszamot mdibb 6 milliéra becsulték
(Karaosmanoglu és mtsai. 1996). A bemutatott inodadatok alapjan a kulonb&z
festési moddszerekkel kapott kvantitativ eredményekezen vethék Ossze. Az
dsszneuronszam meghatarozasara jelenleg a kétolgagbttabb modszer a kuprolin
kék hisztokémiai festés és a Hu immuncitokémiaiéegPhillips és mtsai. 2004).
Laboratériumunkban az 6sszneuronszam meghataramzasahkuprolin kék festést
alkalmaztuk. A festési eljaras azon alapszik, hagkguprolin kék magnézium ionok
jelenlétében hozzékapcsolddik az egyesszali RN8zekWendelson és mtsai. 1983,
Holst és Powley 1995). Mivel az idegsejtek sziktetan sokkal aktivabbak, mint a
kornyezd sejtek, sokkal tbbb egyesszall RNS-t is tartalrakzrezért kitlintetetten
festbdnek kuprolin kékkel.

A kilonbdz neurokémiai sajatsagu entericus neuronok koziitrerg neuronok
kvantitativ jellemait vizsgaltak legtobben. A nitrerg neuronokra jeil® ncNOS-
immunreaktivitas és a NADPH-d enzimaktivitas szanfajban teljes kolokalizaciot

mutat (Belai és mtsai. 1992, Ward és mtsai. 199&)nmlermans és mtsai. 1994,
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Balaskas és mtsai. 1995a, Brandt és mtsai. 199@&bklia és mtsai. 2000). Ezért mind
az ncNOS immunhisztokémia, mind a NADPH-d hisztoieéralkalmas a nitrerg
neuronpopulacié azonositasara. A nitrerg neuronélkzbkasztol és fajtol fluggn
1994, Jarvinen és mtsai. 1999, Timmermans és mi€89). Sajatos modon a
nyelbcssben a nitrerg neuronok aranya rendkivil magas, aladhatja a 65%-ot is
(Wu és mtsai. 2003).

Az entericus neuronok térbeli eloszlasat kevesesgaltak. Kvantitativ regionalis
kulonbségeket, mint teljes neuronszam, idegsefitibugangliononkénti megoszlasa,
térbeli mintazatok analizise, vizsgaltak tengerambhn (Karaosmanoglu és mtsai.
1996), patkanyban (Cracco és Filogamo 1994, Jawvége mtsai. 1999, Schéafer és
mtsai. 1999, Timmermans és mtsai. 1999, Sayeghttes R003, Wu és mtsai. 2003),
sertésben (Brehmer és Stach 1998, Van Ginneken t8si.n1998), csirkében
(Bagyanszki és mtsai. 2000, Roman és mtsai. 20 uéan mintakban (Wester és

mtsai. 1998, Roman és mtsai. 2004).
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2. Célkitliizések

Az elmult évtizedekben sok adat idy 6ssze a bélidegrendszer felépitégér
fejlodésedl és mikodesésl (Gershon 1998, Taraviras €s Pachnis 1999, Fu2@3s),
de szamos kérdés meég nyitott maradt. Kilonésen igazaz ENS kilonbéz
neuronpopulacidinak embrionalis fajlesére illetve a vé§sneuronalis fenotipus
elnyerésére. Mivel az ENS felépitésében aldpfagt kilonbségek vannak, fontos, hogy
a vizsgalatok tobb fajra terjedjenek ki, hiszen kgyphatunk valaszt arra, hogy milyen
mértékben altalanosithatok a kisérletes eredmémagelegyes allatcsoportok kozott.
Vizsgalatainkat fefld6é csirke €s human magzati ENS-en végeztik és haraeniiletre

koncentraltuk.

I. A bélidegrendszer nitrerg neuronjainai vizsgatatejléds csirkeembridban
Ezen vizsgalatok soran a kovetkezerdésekre kerestik a valaszt:
l.1. A csirke ENS nitrerg neuronjai mutatnak-e balsaszspecifikus valtozasokat
al2., 13., 14. és 19. embrionalis napokon?
1.2. Milyen kvantitativ valtozasok kovetkeznek besirke ENS nitrerg neuronalis

populaciéjaban a bélcsatorna teljes hosszabané&s11®. embrionalis napokon?

II. A teljes neuronszam valtozésai a kikelésswl csirkeembridban és frissen kikelt
csirkében

Ezen vizsgalatok soran a kovetkezrdésekre kerestik a valaszt:

Il.1. Van-e megbizhat6 festési eljaras a teljesomeszam meghatarozasaraddi

csirke ENS-ben?
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II.2. Ha van ilyen moddszer, az milyen hatékonysage#li a neuronokat

0sszevetve mas, a teljes neuronszam meghataroresaélt hisztokémiai, vagy
immuncitokémiai technikaval.

II.3. Az ENS 0&sszneuronszamaban van-e bélszakagfikpe kvantitativ

kulonbség a kikelés @&ti csirkeembrio és a frissen kikelt csirke belében

lll. A fejl 6dé human bélidegrendszer glutamaterg rendszerénekgyétata
Ezen vizsgalatok soran a kovetkezrdésekre kerestik a valaszt:
[ll.1. Vannak-e glutaméat immunpozitiv neuronok aHees human magzati ENS-
ben?
[1l.2. Vannak-e glutamat-receptiv, NMDA receptorbkapresszalé neuronok a 18
hetes human magzati ENS-ben?
l11.3. Milyen a funkcionalis NMDA receptorokat taftnazé neuronok kémiai

kédja?
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3. Anyagok és vizsgalati modszerek

3.1. Csirke vizsgalati anyag ékészitése

A csirkén Gallus domesticus L., Leghorn) végzett kisérletekhez 38-on inkubalt
csirke embriokat és frissen kikelt csirkéket hattem&. Vegyszereink, ha masként nem
jeloltuk, a Sigma cégt szarmaztak. Munkank soran szigortan ragaszkodikikérleti
allatok kezelésével kapcsolatos Eurdpai Unios eti#éirasokhoz (86/609/EEC). A
nitrerg rendszeren veégzett kisérletek esetébenndmi@kbdl a 12., 13., 14. és 19.
inkubaciés napon kiboncoltuk a teljes bélcsatoriat5). Az 0sszneuronszam
meghatarozasara iranyuld kisérletben az embrio&b®®. inkubacidos napon, a kikelt
csirkékl®l pedig az 1., 2., 4. és 7. kikelést kdvetapon tavolitottuk el a bélcsatornat
(n=5), az allatokat dekapitaltuk. A bélcsatorn&zfat pufferrel (PB0,1 M) atmostuk,
feltoltéttik 4%-os paraformaldehid-oldattal (0,1 RB-ben készitve), majd a felt6ltott
beleket belemeritve, ugyanebben az oldatban fixaltdran at szob#&mérsékleten. A
fixalast koveben a mintakat PBS-ben (0,05 M) mostuk. Miutan eomaiis korban az
egyes bélszakaszok nem kilonittheel egyértelmien, ezért a pylorus zaréizmot €s az
ileocecalis junkciot jeloltuk ki, mint anatdmiajé&ozodasi pontokat, s minden vizsgalt
életkorban ezekhez a tajékozodasi pontokhoz vishanywagtuk ki a megfelél
darabokat a béth. A nitrerg rendszeren végzett vizsgélat sorakonybél tertletéit
egy proximalis és egy disztalis szegmentet, a ghsiaeriletél pedig egy szegmentet
kilonitettlink el (a 12-14 napos belek esetébercid,5a 19 napos mintak esetében 3,5
cm volt a kivalasztott szakaszok hossza). A proksn&konybél mintak a duodenum
pylorustol szamitott 2,5-3,5 cm-ét tartalmaztdkdiaztalis vékonybél mintdkat az

ileumnak az ileocecalis junkciotél szamitott 2,5-8m-e képezte, a vastagh#élvett
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minta az ileocecalis junkciotdl disztalisan elheked 2,5-3,5 cm-es darabbdl allt. Az
dsszneuronszam meghatarozasara végzett vizsgdtarunkinden minta hossza 2-3 cm
volt. A mintakat az éizéekben leirtak szerint izolaltuk, azonban az 6ssomszam
meghatarozasahoz egy a vékonybél kozépgx pylorus é€s az ileocecalis junkcio
kozott) kivagott negyedik bélszakaszt is megvizsoy.

A kivagott bélszakaszokbdl bélnyldzat (wholemoumgparatumokat készitettlink.
Ehhez a bélszegmenteket sztereomikroszkép alatesemteralis hataron felvagtuk,
majd a nyalkahartyat és az alattadlé&wtészovetet mikroszikével eltavolitottuk. Ezutan
csipesszel lehuztuk a korkorés simaizomzat rostjgy a hosszanti izomréteg és a

felszinén |é% PM szabadda valt.

3.2. Human vizsgalati anyag ékészitése

A kisérletekben hasznalt human mintakat a Szegedomanyegyetem Szilészeti
eés Nbgyogyaszati Klinikaval kialakitott kooperaciobanSaegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Etikai Bizottsaganaigedélyével kaptuk. Az Etikai
Bizottsag a szabalyok meghozatalanal a Helsinkil@akioban rdgzitetteket vette
alapul (Medical World Federation, 1964).

A human vizsgalati anyag legalidim vagy spontan abortuszokbdl szarmazott. A
gesztacios kor meghatarozasara a fegarok tavolsagot (Moore 1989), illetve az
utolsé menstruacio &pontjat hasznaltuk. Kisérleteink sordn 18 hetegztgem®s koru
magzatokbol szarmazd vékonybeleket fixaltunk, majd3.1. pontban leirtaknak

megfeleben bélnylzat preparatumokat készitettiinkligl
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3.3. Paraffinmetszetek készitése

s

alkoholsorozatban és xilolban viztelenitettiik, majécsony olvadaspontd (%)
paraffinban (Paraplast) inkubaltuk egy éjszakamatinfiltralodott mintakat paraffinba
agyaztuk és a paraffin megszilardulasa utan Rdickeénkamikrotommal 8um

vastagsagu metszeteket készitettiink. A deparaiBhak xilolt és csokkén

s

3.4. NADPH-diaforaz hisztokémiai festés

A NADPH-d festést Scherer-Singer és mtsai. (1988Ysmere alapjan végeztik.
A bélnyuzat preparatumokat nitroblue tetrazoliunBTY (0,25 mg/ml),B-NADPH (1
mg/ml) és Triton X-100 (0,5%) PBS-ben (0,05 M, pH4)7készitett oldataban

inkubaltuk 1 oran at 3T-on. A festést kovéen a mintakat PBS-ben mostuk.

3.5. Kuprolin kék hisztokémiai festés

A festést a bélnyluzat preparatumokon Holst és RBomlédszere (1995) alapjan,
kisebb moddositdsokkal végeztik. A mintdkat Tritori0O 0,1%-0s PB-ben készitett
oldatdban 90 percig inkubaltuk, majd PB-ben éstdidizvizben mostuk. A kuprolin
kéket (0,5% wi/v) 0,05 M-os natrium-acetat pufferbmdottuk fel (pH 5,6), és az
oldathoz 1,0 M magnézium-kloridot adtunk. A kupnolkék oldatot 0,22um-es
Millipore filteren ats#irtik és egy fecskeid segitségével az oldatot kimélyitett

targylemezre juttattuk. A mosott preparatumokat wprklin kék oldatcseppekbe
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helyeztilk. A mintdkat 2 éran at nedves kamrabdiCh inkubaltuk. Az inkubacio
utan a mintakat desztillalt vizben mostuk majd AWB5s natrium-acetat pufferben (pH
5,6) 20 percig differencialtuk. A neurofilament lagorolin kék ketbsfestések esetében

mindig a kuprolin kék festést végeztik elsor.

3.6. Immuncitokémiai festések

A 200 kDa-os neurofilament (NF), NMDA-receptor aleggek, glutamat, NOS és
VIP ellen készitett ellenanyagok felhasznalasavalyseeres eés t6bbszoros
immunjel6léseket alkalmaztunk paraffinmetszeteken b&lnylzat preparatumokon.
Normal szérumként minden ellenanyagoldat készigdséormal kecske vagy szamar
szérumot hasznaltunk (10%-o0os PBS-ben készitettt)ol&#inkubaciohoz ugyancsak
normal kecske vagy szamar szérum 10%-os oldataznllisk 1 oran at. A
késsbbiekben Cy3-, AMCA-, FITC-konjugalt és biotinilatajspecifikus masodlagos
antitesteket hasznaltunk (1-2. tablazat). Mindekulidcios leépés szobé@mérsekleten
tortént. Az immunfestés soran azéeleges, masodlagos és harmadlagos szérumot PB-
ben (0,05 M pH 7,6) mosva tavolitottuk el. Harmgds szérumként biotinilalt
sztreptavidin tormagyokeér peroxidazt hasznaltunknétsham, 1:100, éjszakan at tarto
inkub&cid). Biotinilalt sztreptavidin tormagyokérenopxidaz alkalmazasa esetén az
immunreakciét diaminobenzidin (DAB) kromogén (0,1 20 perc) és hidrogén-peroxid

(H20,) szubsztrat (0,033 %, 10 perc) alkalmazasavalkddthatova.
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A szérum neve Gazda Inkubécios idl Higitas Gyarto
anti-NF egér éjszakan at 1:100 Sigma
anti-VIP nyul éjszakan at 1:200 Sigma
anti-glutamat nyul éjszakan at 1:200 Sigma
anti-NR1 nyul éjszakan at 1:200 Santa Cruz
Biotechnology
anti-NR1/NR2A-2D kecske éjszakan at 1:200 Sigma

1. tdbladzat. Az immunhisztokémiai festésekhez hasznalidieges szérumok

A szérum neve Gazda | Inkubéciés id | Higitas Gyarto
Anti-egér biotinilalt IgG birka 6 ora 1:100 Amersha
Anti-nyul Cy3-konjugalt 1gG birka 4 ora 1:100 Sigma
Anti-nyul biotinilalt IgG kecske | 6 6ra 1:100 Amessh
Anti-kecske FITC-konjugélt IgG | nyul 4 6ra 1:100 Ksan

2. tablazat. Az immunhisztokémiai festésekhez hasznalt masodlagérumok

3.7. Mikroszkdépos modszerek

A festett wholemount preparatumokat glicerin-PBR &ranyd keverékében
fedtik le. Ezt kovéten a fénymikroszképos vizsgalatok esetében a sZ&in@s
fényképezést egy Zeiss AxioCam digitalis kamerdekzerelt Zeiss fénymikroszkop
segitségével végeztik. A nitrerg neuronok vizsgakdta ganglionokat és a NADPH-d-
pozitiv sejteket 100-szoros nagyitasnal szamoltukkg mL0-10 véletlenszien
kivalasztott latétérben (1 latétér terilete 100regsonagyitasnal 1,1475 min Az
dsszneuronszam meghatarozasakor a ganglionokat etsonokat 160-szoros
nagyitasnal szamoltuk szintén 10-10 véletleriszeikivalasztott latotérben (1 latoter

teriilete 160-szoros nagyitasnal 0,44 PnmA glutamaterg rendszeren végzett
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vizsgalatok soran a neuronokat 400-szoros nagytésramoltuk (1 latoter terllete
400-szoros nagyitasnal 0,041 Mrm0-10 véletlenszéen kivalasztott latdtérben. Nagy
hangsulyt fektettiink arra, hogy a ganglionok teljpélységében megszamoljuk a
sejteket. A fluoreszcensen jeldlt mintak esetébemegfeled szirék és egy HBO 100
W higanydzlampa alkalmazaséaval, egy Zeiss AxioCam digitiéimeraval felszerelt
Zeiss fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk. A kaeon terllet mérésekhez

AnalySIS Pro szoftvert alkalmaztunk.

3.8. Statisztikai moédszerek

A fejlédési allapot (kor) és a nitrerg neuronok vagy azzés neuron szambeli
eloszlasanak 0Osszefliggését kétfaktoros variandiaemsal (ANOVA) vizsgaltuk. A
varianciaanalizis feltételeia random mintavétel, a fliggetlenség és a varikncia
homogenitasa, teljesiltek. A random mintavétel dga@ksére egy-egy preparatumon
belil 10 véletlenszéen kivalasztott latotérben szamoltuk a ganglionakatve a
neuronokat. A kulonbdzkorcsoportokbdl szarmazé mintak fuggetlenek volidkel a
csoportok elemszama megegyezett, ezért a normali@sételt nem kellett
megvizsgalnunk. Az adatok homogenitasa négyzetgbiszformacio utan teljesult. A
homogenitds teljesilésétnfzprobaval elletriztik. A varianciaanalizis elvégzését
kovetben a csoportokat dsszehasonlitottuk a Student-NevKeals-teszt illetve a
Tukey-proba segitségével (Zar 1984). Minden stiftsizanalizisben a P<0,05 értéket
rogzitettik, mint szignifikancia szintet. A gangl@is és nitrerg vagy teljes neuronalis
denzitas értékeket a wholemount preparatumok térig 1 mm-ére szamitottuk ki.

Az adatokat mint atlag + standard deviacio (SD)yvstandard hiba (SE) abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1. A bélidegrendszer nitrerg neuronjainak vizsgalta fejlédé csirkeembriéban

Kvalitativ vizsgalataink azt mutattak, hogy a PMit@eganglionok és internodalis
agak a 12. embrionalis napon a kifejlett allatéhasonléak (3. abra). A NADPH-d-
pozitiv sejtek perikarionja s6tét volt, a sejtmagmfessdott (4. abra). A dendritek
szintén megfeséttek, de a nyulvanyok finom elagazédasai mar netszdétak. A
nitrerg sejtek tdbbsége a ganglionokban volt, as@kany neuron helyezkedett el az
internodalis szegmensekben. A 12. és 19. embromap kozoétt a PM jol lathato
morfologiai valtozason ment keresztil. A 12. napayanglionok kdzel helyezkedtek el
egymashoz és rovid internodalis szegmensekkel kdtszesiri szévedeket alkottak. A
19 napos embriékban a PM-ben a ganglionok eltavako@gymastol, az 6sszekot
szalak megnyaultak és a fonadék fellazult (5. alka)ekonybél proximalis szakaszan és
a vastagbélben ezek a valtozasok a 13. embriondp®n mar jol latszottak, mig a
vékonybél distalis részén csak a 14. embrional®mnaészleltiik az emlitett morfolégiai
valtozasokat. Nemcsak a PM morfologidja valtozotgna vizsgalt iiszak alatt, de az
egyes nitrerg neuronok alakja, #&ési intenzitasa €és mérete is (6. abra).

Kvantitativ vizsgélatainkban a ganglionok és ngreneuronok denzitasat,
valamint az egy ganglionradsitrerg neuronok szamat tanulmanyoztuk (3. talaza
abra). Ennek soran azt talaltuk, hogy a gangliceolletegységre (1 mfinvonatkozé
szama (denzitdsa) kulonkHmeértékben csokkent a harom vizsgalt bélszakasghan
tablazat, 7.A abra). A vastagbél teriletén a gangk denzitdsa a 12-13. napok kdzott
csokkent szignifikansan, mig a proximalis és distatkonybélben a 13-14. napok kozt

tortént szignifikans csokkenés. A ganglionok deéisatnemcsak az egyes életkorokban
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mutatott regionalis kildnbségeket, hanem egy agetkorban is voltak kilénbségek a
bélszakaszok kozott. A 19. embrionalis napra a lgamugk denzitdsa a 12. napon
szamolt értéknek egyotdde volt. A 19. napon a dgangk denzitdsa szignifikansan
kulonbozott a harom vizsgalt bélszakaszon. A NADRplzitiv sejtek denzitasa az
embrionalis kor élrehaladtaval szignifikansan (p<0,001) cstkkentmigek a szambeli
csokkenésnek a dinamizmusa az egyes bélszakaszekiggnvolt (3. tablazat, 7.B
abra). A veékonybél proximalis szakaszaban a nitreegek denzitasa szignifikans
csokkenést mutatott a vizsgaltgrakban. A distalis vékonybélben és a vastagbé&ben
nitrerg sejtek denzitdsaéskzor a 13-14. embrionalis nap k6zott mutatott stlgms
csokkenést. A 14. napig a harom bélszakaszt 6ssaelitza, a NADPH-d-pozitiv

sejtek denzitasa kdzott szignifikans kilonbség meln

3. abra A 12 napos csirkeembrié bel@ibkészitett wholemount preparatum NADPH-d fest&nutA
kilonbdz méreti ganglionokat (nyil) révid internodélis szegmentlnfoyilhegy) kotik 6ssze. A PM a
hosszanti izomzat felszinétirg halozatot alkot (x240).

4. dbra A 3. abran lathaté PM részlete. A kdzel azonosetiiéreuronok (nyil) §leg a ganglionokban
taladlhaték, de éfordulnak az internodalis szegmensekben is. A lsajtplazmaja sotétre fégtott, a

sejtmagok nem festitek (x670).
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5. abra A 19 napos csirkeembrié bel#ibkészitett wholemount preparatum NADPH-d fest&nutA
ganglionok (nyil) jol elhatarolodtak egymastdl, iazernodalis szegmentumok (nyilhegy) hosszuak. A
hosszanti izomzat felszinén a PM laza hal6zatoek€x240).

6. &bra Az 5. abran lathatd PM részlete. A NADPH-d-pozigjtek (nyil) alakja, mérete és fadtsi
intenzitdsa valtozatos. Néhany sejten a dendrikett66 nyilhegy) is megfigyelhék (x670).

Proximalis vékonybél Distalis vékonybél Vastagbél
Inkubaciés| Ggl./ | Nitrerg | Nitrerg | Ggl./ | Nitrerg | Nitrerg | Ggl./ | Nitrerg | Nitrerg
napok mm? | neuron/ | neuron/| mm? | neuron/ | neuron/ | mm? | neuron/ | neuron/
+SD mm? ggl. +SD mm? agl. +SD | mm? agl.
+SD +SD +SD +SD +SD +SD
E12 77,56+|1168,454 15,065+ 105,27+ | 1170,2+| 6,667+| 98,47+| 1006+ | 10,218+
20,5 | 159,12 15 8,87 199,57 | 1,01 | 9,18 | 82,42 0,87

E13 64,84+| 912,07+| 14,067+ 99,35+ |1078,69+ 6,198+| 72,33+ 998,3+ | 13,869+
12,99 | 217,04 | 1,72 17,46 53,11 | 0,56 3,7 62,79 0,99
El4 33,64+ | 467,28+| 13,898+ 72,51+ | 463,62+| 6,48+ | 71,1+ | 750,3+ | 10,55+
0,99 70,87 0,99 9,73 40,77 | 0,67 | 5,93 68,77 0,8
E19 13,07+| 257,6+ | 19,707+ 20,02+ | 432,24+ 15,067| 10,8+ | 151,2+ 14+
3,08 38,22 1,98 7,48 80,85 | #1,5 | 1,58 57,83 1,67

3. tablazat A ganglionok denzitasa (ganglion/fyma NADPH-d-pozitiv neuronok denzitasa (nitrerg
neuron/mnf) és a nitrerg neuron/ganglion arany a 12., 13.6%419. embrionélis napon csirke PM-ben.
Az adatok mint atlag+SD szerepelnek a tablazatban.

A 14. napon a vastagbélben tobb nitrerg neurordttalk, mint a masik két
szegmensben. A 19. inkubéaciés napon a harom vizdgdbzakaszban a nitrerg

neuronok denzitasa szignifikansan kilénb6z6tt egyata
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7. abra A ganglionszam (A), a NADPH-d-pozitiv sejtszam @) a nitrerg neuron/ganglion arany (C)

véaltozasait bemutatd oszlopdiagramok 12, 13, 1#9ésapos csirkeembridban. Az adatok mint atlag+SD
szerepelnek az abran. A 14. naptdl a ganglionszarébaa nitrerg sejtszamban szignifikans (p<0,001)
kilénbség mutatkozott a vizsgalt bélszakaszok ko2bnitrerg neuron/ganglion arany a 19. inkubaciés
napra szignifikansan (p<0,001) mégn mindharom vizsgalt bélszakaszban, a distalisongkél

szakaszban megkétszefditt.
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A 12-14. inkubéaciés napok soran a nitrerg sejt/jangarany, vagyis az egy
ganglionra e$ nitrerg neuronok szama, hullamformaju mintazataeitatott a bélas
hossztengelye mentén (3. tablazat, 7.C abra). Eabétbiszakban a NADPH-d-pozitiv
sejtek szama a proximalis vékonybélben és a vastagip gangliononként 10-14, mig a
distalis vékonybélben csupan 6-7 volt. A 19. emidls napra ez a mintazat
megvaltozott, a proximalis szakaszon 20 nitrergorewolt egy-egy ganglionban, ezzel

szemben a distalis vékonybélben és a vastagbéllagogan 14-15.

13. embrionalis nap 19. embrionalis nap

Bélszakaszol Ganglion/| Nitrerg Nitrerg Ganglion/ | Nitrerg Nitrerg
mm?+SD | neuron/ |neuron/ganglion| mm?+SD | neuron/ |neuron/ganglion

mm?+SD +SD mm*:SD +SD

Duodenum 64,84 912,07 12,26 13,07 257,6 17,17

2,59 45,72 +1,58 +1,58 45,97 *1,73

Jejunum 99,35 1078,69 9,46 18,47 408,71 20,39

+7,85 +62,48 +1,22 +2,12 +50,78 *1,38

Jejunum 40,61 575,34 12,35 18,47 333,59 19,4

4,77 64,7 +1,34 +1,48 +10,6 *1,39

lleum 77,39 937,52 10,56 17,78 349,11 17,17

*7,76 +93,15 +0,57 +1,92 37,25 *1,18

lleum 82,27 1006,89 10,67 16,56 392,68 20,67

+6,43 +144,82 +1,66 +1,52 +43,66 1,11

lleum 106,67 1065,1 8,7 16,73 351,2 18,29

16,80 61,03 +1,57 +2,19 +32,53 +0,66

Colon 96,56 1000 10,58 17,08 335 17,09

18,12 +37,23 +1,57 +1,92 153,94 1,11

Colon 10,81 151,29 12,2

+1,3 39,34 +1,24

4. tablazat A ganglionok denzitasa (ganglion/ma NADPH-d-pozitiv neuronok denzitasa (nitrerg
neuron/mrf) és a nitrerg neuron/ganglion arany a 13. és rhbrienalis napon a csirke PM-ben, a bélcs

teljes hosszaban. Az adatok mint atlag+SD szeregertablazatban.

A 13 és 19 napos embridk esetében a kvantitategaiatokat a bél teljes hosszara
kiterjesztettik (4. tablazat, 8. dbra). A 13. emiélis napon a ganglionok denzitasa
véltozatos eloszlast mutatott a bél hossztengelgatén (4. tabldzat, 8.A abra). Az
ileum kivételével minden bélszakasz kozott szighifis kilonbség volt a ganglionalis

denzitdsban. Kiugréan magas denzitast talalturgfumyim oralis szakaszan és az ileum
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analis végén, mig a jejunum aboralis tertletén &eyangliont figyeltink meg. A 19.
embrionalis napra a ganglionok denzitdsa csokkedi3.anaphoz képest. Ekkor a
ganglionok eloszlasa egyenletes volt az egész meldeduodenum és a vastagbél
terlletén szignifikhnsan kevesebb gangliont tatddtumint az azokkal szomszédos

tertleteken.
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Bélszakaszok

8. abra A grafikonok a ganglionok denzitasat (A), a nigreneuronok denzitdsat (B) és a nitrerg
neuron/ganglion aranyt (C) abrazoljak a bél telesszaban 13 és 19 napos csirkeembridékban. A
ganglionok és a nitrerg neuronok eloszlasa a 1®sembridkban szignifikans kilonbségeket mutatott,
mig a 19. napon a ganglionok tertileti eloszlasarigyes volt. Az egy ganglionradesitrerg neuronok
szama a 19. inkubé&ciés napra minden bélszakaszigmfikansan megftt, az oralis jejunumban és az
analis ileumban megkétszebebit.
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A 13. embrionalis napon a nitrerg neuronok denaitéssonldé mintdzatot mutatott
a ganglionok denzitds mintazataval (4. tablazaB 8bra). A distalisabb jejunum
teriletén a ganglionok alacsony denzitasanak ma@éel a nitrerg neuronok denzitasa
is alacsony volt. Szignifikans kilénbségek csagjanum és a jejunummal szomszédos
szakaszok kozt mutatkoztak. A nitrerg sejtek ebszIklulonbségei az egyes
bélszakaszok kdzo6tt a 19. embrionalis napra kidgyeltek. Szignifikans kilonbséget
ekkor csak a duodenum és a duodenumtdl aboralibalyezked tertlet kdzétt, illetve
a vastagbél és a vastagbElralisan talalhaté terilet k6zott lattunk. A eitg sejtek
denzitasanak csokkenése a teljes bélen végzegidatban is tapasztalhat6 volt.

A nitrerg neuron/ganglion arany mind az egyes ladiagzokban, mind az egyes
életkorokban jeleit valtozast mutatott (4. tablazat, 8.C abra). Aetbrionalis napon
a duodenumban, a jejunumban és a vastagbélben adgasig a jejunum oralis részén
és az ileumban alacsonyabb volt a nitrerg neuroiglgan arany. A 19. embrionalis
napra a jejunum oralis részén és az ileumban maieegy neuron/ganglion aranyt
szamoltunk, mig a vastagbélben az arany megegyei&t embrionalis napon szamolt

értékkel.
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4.2. Az 6sszneuronszam valtozasai a kikelé$ul csirkeembridéban és frissen kikelt

csirkében

Mind a kuprolin kék, mind a neurofilament immunfestnagy specificitassal
jelélte a myentericus neuronokat (9-11. abra). Arkiin kék el$sorban a neuronalis
sejttesteket festette, mig a neurondlis nyulvangmla bélfal egyéb szévetelemei, ugy
mint a gliasejtek, simaizomzat vagy erek festetemaradtak (9. abra). A kuprolin kék
festés homogén neuronalis jelélést eredményepgtiehebvé tette korrekt kvantitativ

vizsgalatok végzését.

9. abra A 4 napos csirke belének distalis vékonybél szetéiél készitett wholemount preparatum
kuprolin kék hisztokémiai festés utan. A neuronakgttestek jol jeld@dtek és a koérvonalaik kénnyen

kivehetk (nyil). A neuropil régio (csillag) nem feéstott (x670).

Az NF altal megjeldlt populacio morfologiailag v@datosnak bizonyult és a
neuronalis nyulvanyok intenziv jeliilése miatt nehéz volt az egyes neuronokat
elkuloniteni egymastol (10. &bra). Az NF festés ¢sdsban uniaxonalis,

multidendriticus neuronokat, néhany esetben pedéndriticus neuronokat is jelolt. A
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sejtméret alapjan az NF-pozitiv idegsejtek ket osimp képeztek. A nagyobb sejttesttel

rendelke#k perikarion teriilete atlagosan 3507, a kisebbeké 176m? volt.

10.A

10.A abra A 7 napos csirke belének kdzépsgkonybél szegmenséltkészitett wholemount preparatum
neurofilament immuncitokémiai festés utan. A fedté&sebb (nyilhegy) és nagyobb méreteuronokat
(nyil) is jeldlt (x670).10.B abra Sotéten fesdott sima felszith és tébb hosszi nyulvannyal (A)
rendelked idegsejt (x1150).

A két markerrel végzett kéitjelolés soran lathatova valt, hogy a ganglionokon
belil a neuronoknak nagy hanyada csak kuprolin éékkstdott (11. abra). A
kettosfestésbl szarmazé adatok nem voltak homogének, igy ANOWAegzése nem
volt lehetséges. Szemikvantitativ vizsgalataink ekiktték, hogy a myentericus
neuronoknak csupan mintegy 30-35%-a volt dssth jelolt, a neuronoknak 65-70%-a
kizarolag kuprolin kékkel jel@ldott.

A kvantitativ analizis soran a ganglionok denzithaaneuronok denzitaséat és az
egy ganglionra és 6sszneuronszamot vizsgaltuk (5. tablazat, 12.)abBya analizis

soran kiderdlt, hogy a 19. embrionalis napon a b@ngk denzitasa a vékonybél
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kozép$ és distalis részében nagyobb, mint a vékonybélimais részében vagy a
vastagbélben (12.A abra, 5. tdblazat). A gangliothehzitasa a kikelést koveelss hét
soran minden vizsgalt szegmensben szignifikansad, (1) csokkent, kivéve a kikelés

utani 2-4. nap kozti itbzakot. A kikelés utani 7. napon a kulénbdzélszakaszok

gangliondlis denzitasaban nem volt szignifikan®kbkég.

11.A abra A 7 napos csirke belének distalis vékonybél szempeil készitett wholemount preparatum
kuprolin kék hisztokémiai és neurofilament immuoké&miai ketbs festés utdn. A neurofilament
immunfestés intenziven jelolt nagy méreneuronokat (kedts nyilhegy). Néhany neuron mindkét
markerrel jeloddott (nyilhegy). Szdmos neuront csak a kuprolin fe&ités jeldlt meg (nyil) (x67011.B
abra Egy hosszu (A) és tébb rovid nydlvannyal (O) rdkes nagy mérdt immunjelélt neuron (x1150).

A neuronok denzitdsa a 19. embrionalis nap és eldsk kovei 1. valamint a 4.
és 7. nap kozott szignifikdnsan csokkent (p<0,d81}yablazat, 12.B abra). A kikelést
koveth 1-2. és 2-4. nap koOzo6tt a neuronok denzitasanalkkesése nem volt

szignifikans.
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Proximalis vékonybél Kozép# vékonybél
Ggl./ Neuron/ Neuron/ Ggl./ Neuron/ Neuron/
mn?+ SE| mn?+ SE ggl. mn? mn? + SE ggl.
+ SE + SE + SE
E19 25,42 767,68 30,2 46,54 1079,73 23,2
+3,6 +374,6 +116 +10,4 +573,2 +116
P1 13,62 721,86 53 15,44 489,45 31,7
+3,2 +375,3 +31,6 +35 +168,1 129
p2 9,08 549,34 60,5 12,71 566,87 44,6
19 +355,2 +38,5 +2,2 +349,9 217
P4 7,95 496,88 62,5 8,63 415,1 48,1
25 *259,7 +30,8 +1,8 + 305 +40,8
P7 4,54 384,54 84,7 5,9 240,13 40,7
15 +3314 +445 +19 777 +7,6
Distalis vékonybél Vastagbél
Ggl./ Neuron/ Neuron/ Ggl./ Neuron/ Neuron/
mn? mn? + SE ggl. mn? mn? + SE ggl.
+ SE + SE + SE + SE
E19 46,08 1115,14 24,2 26,11 731,08 28
7,7 +507,5 +9,9 +5,5 + 205 +6,9
P1 17,03 653,95 38,4 14,98 390,98 26,1
+5,3 +377,7 +213 +4,6 +167,8 +8,8
p2 15,89 684,75 36,8 5,45 219,64 40,3
+34 +352,2 +24.2 +1,2 +71,2 +155
P4 12,71 474,51 37,9 14,98 702,56 46,9
+4,8 +294 +194 24 +497,3 +28,9
P7 59 280,84 47,6 4,09 208,99 51,1
1,2 +186,2 +259 +1 +154 +31,6

5. tdblazat A ganglionok denzitasa, neuronok denzitdsa égpzanglionban taladlhaté neuronok szama
a 19 napos és az 1, 2, 4 és 7 napos csirke praogjnkdizépé és distalis vékonybelében valamint

vastagbelében. Az adatok mint atlag+SE szerepelnek.

Az egy ganglionra €s atlagos neuronszam mindvégig novekegndenciat
mutatott. A 19. inkubéaciés nap és a kikelést ké\&tnap kozo6tt minden szegmensben
szignifikansan (p<0,001) megth (5. tabladzat, 12.C abra). A kikelést kdvédt nap utan
a proximalis vékonybélben a neuron/ganglion arégréfikAnsan nagyobb volt, mint a

tobbi hdrom szegmensben.
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12. abra A ganglionok denzitasa (A), neuronok denzitasaé8pz egy ganglionraéeeeuronszamot (C)
abrazold oszlopdiagramok a proximalis, koZeps distalis vékonybélben valamint a vastagbélbdgn 1
napos csirkeembrié és frissen kikelt 1, 2, 4 ésapos csirke PM-ben. Az adatok mint atlag+SE

szerepelnek.
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4.3. A fejlodé human bélidegrendszer glutamaterg rendszerének \sgalata

Az anti-glutamat antitest specifikusan jelolt sz&mayentericus neuront a human
magzati PM-ben (13. abra). A festés intenzivenltgltihind a neuronalis sejttesteket,
mind a neuronok nyulvanyait, ami lete¢ tette a glutamaterg neuronok morfolégiai
osztalyozasat. Szemikvantitativ vizsgalataink aztitattdk, hogy a glutamaterg
neuronok tobbsége, mintegy 80%-a nagyobb sejtteételamellaris dendritekkel

rendelkezett, mig a neuronok 20%-a kisebb sejtiessima felszihvolt (6. tablazat).

13.A &bra Glutamat-immunreaktiv neuronok és nyudlvanyaik egyman magzati myentericus
ganglionban. A glutamaterg neuronok kis hanyadaasietszirii (csillag) (x670).13.B abra Szamos
lamellaris dendrittel (nyilhegy) és egy axoneredgsyil) rendelke& glutamaterg myentericus neuron
(x1150).
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Immunreaktivitas | Immunreaktiv sejtek
szama/mnft
Glutamét 320
Glu - nagy perikarion 256
Glu - kis perikarion 64
NR1 alegység 160
VIP 60

6. tablazat A bélfal egy mm-ére e immunreaktiv sejtek szdma. A glutaméterg neuraradly tobbsége
(80%) nagy perikarionnal, mig kisebb része (20%), kima felszith perikarionnal rendelkezett. A
glutamaterg neuronokhoz képest az NR1- és VIP-poz@éuronokbdl sokkal kevesebb talalhatd atijl

human PM-ben.
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14. abra NMDA receptor NR1 alegység-immunpozitiv neuronokhaman magzati vékonybél egy
myentericus ganglionjadban. Az immunreaktiv szemadélsorban a sejtfelszinen (nyil) és a neuronalis
nyulvanyokon (nyilhegy) helyezkednek el. Néhanyh®#) az immunreaktiv szemcsék a citoplazmaban

koncentralodnak (csillag) (x670).

Az NMDA receptor NR1 alegységének C-terminalis eesflen termelt antitest
szintén nagy szelektivitassal jel6lt myentericusuroaokat (14. abra). Az NR1
immunreaktivitas szemcsés képet mutatdted sejtfelszini lokalizacioval, azonban a

szemcseék néha citoplazmatikusan is megfigyékhebltak. Az NR2B-immunpozitiv
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granulumok gyakran lathatdak voltak a myentericesironok citoplazmajaban és
felszinén is (15. abra), ugyanakkor az NR2A alegySéerminalis része ellen termelt
antitest kizarélag citoplazmikus festést eredmeetfefl6. abra). Az NR2A festés
nemcsak neuronokat, hanem szamos kisebb, a Chkgalifgerstitialis sejtekre

emlékeztai sejtet is festett (16.abra).

15. dbra Human magzati vékonybébkészitett paraffinmetszet az NMDA receptor NR2Bggségre
végzett immunfestés utdn. A myentericus gangligM&) diffiz festidés jellema. A diffaz festidés
mellett sejtfelszinen lokalizalt jelélés (nyil) Begtalalhaté. A csillag egy entericus neuron sejfata

jeloli (x670).

16. dbra Human magzati vékonybébkészitett paraffinmetszet az NMDA receptor NR2&8ggségre
végzett immunfestés utan. Nemcsak myentericus nelrgcsillag), de Cajal-féle interstitialis sejtekr

emlékeztet sejtek (nyil) is megfesttek (x670).
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17. dbra VIP-immunpozitiv myentericus neuron. Mind a sejttéesillag), mind a nydlvanyok (nyilhegy)
intenziv VIP-pozitivitdst mutatnak (x670).

18. abra A 17. &bran lathaté neuron NMDA receptor NR1 atgyimmunijeldlés utan. A sejttest
(csillag) NMDA NR1 alegységre pozitiv, mig a nyUiyak festetlenek maradtak (x670).

19. abra NOS/NMDA receptor NR1 alegység k&it fluoreszcens immunfestés human magzati
vékonybéllsl készitett wholemount preparatumon. Az NR1-pozttemcsés jeldlés (nyil) szétszorddva
helyezkedik el NOS-pozitiv (X) és nem NOS-immunpiezsejtek (O) koéril. Bizonyos NOS-pozitiv
neuronok (csillag) nem rendelkeznek NMDA NR1 alégypozitivitdssal (x400).
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20. abra VIP/NOS/NMDA receptor NR1 alegység harmas fluoreszdemsunfestés human magzati

vékonybéllsl készitett wholemount preparatumon. Az NRI1-immuiipatas el$sorban VIP-pozitiv
neuronalis sejttestek (X) kordl lathatd. A tisztdNOS-pozitiv neuronok (O) korul VIP-pozitiv
varikozitasok (nyilhegy) figyelhék meg. A NOS-pozitiv neuronok ritkdn rendelkeznekRIN
pozitivitassal. A NOS/VIP kefsjeldlt neuronok (csillag) kéril NR1-pozitiv szerdkss megfigyelhdik
(x240).

A myentericus neuronok egy kis csoportja VIP-immaazipvitast mutatott (17. és
20. abra, 6. tablazat). A VIP-pozitiv neuronok kimyada NMDA NR1 alegység (17.
és 18. abra) és NOS-immunreaktivitast is muta®® @bra). A NOS-immunpozitiv
neuronok gazdag glutamaterg (19. abra) és VIPemgrwdcioval rendelkeztek (20.
abra). A tisztan NOS-pozitiv neuronok csak ritkarpresszaltak NMDA NR1
alegységet, mig a VIP/NOS kégjelolt myentericus idegsejtek koril gyakran tedddik

NMDA receptorok.
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5. Eredmények megbeszélése

5.1. A bélidegrendszer nitrerg neuronjainak vizsgadta fejl6dé csirkeembridban

Az ncNOS kifejepdése az embriondlis féfdés soran dinamikusan valtozik, igy
idealis paramétere az olyan kutatasoknak, amelydkNS fejbdése soran a regionalis
valtozasokat vizsgaljak (Belai és mtsai. 1995, V@mneken és mtsai. 1998,
Timmermans és mtsai. 1999). Szamos kozlemény s$zariNADPH-d hisztokémiai
festés megbizhatéan hasznalhatd az ncNOS-immunhpaajtek kimutatdsara e6d
(Young és mtsai. 1993, Timmermans €s mtsai. 1994h&dar ENS-ben (Balaskas és
mtsai. 1995a). Miutan csirke ENS-ben részletesorgdis vizsgalatot eddig nem
veégeztek, kérdéses volt, hogy a kordbban nyertoldatennyire altalanosithaték a
gerinces allatok ENS-ében. igy munkank célja az, vwbgy megallapitsuk, milyen
kvalitativ és kvantitativ valtozasok kovetkeznek dsrke ENS-ben a PM fégtiése
soran. Kisérleteink soran ék&nt csak az embriondlis belek harom szakaszéat: a
proximalis és distalis vékonybél valamint a vast@gtzakaszait vizsgaltuk a 12., 13.,
14. és 19. inkubéaciés napon. Vizsgalatainkban azéldsztottuk a 12. embrionalis
napot a legkorabbi stddiumnak, mert korabbi kutdiddl tudtuk, hogy madarakban ez
az a fejbdési éallapot, amikorra a neuronok a bél teljes hasan ganglionalt
plexusokba rendézdnek (Boros és mtsai. 1994, Balaskas és mtsai.)198&srészt
ismert az is, hogy a nitrerg neuronok gyakran kwtzanitterként hasznaljak a VIP-et
(Furness 2000, Mirabella és mtsai. 2000) és a \glReuronpopulacié elanegjelenése
szintén a 12. embriondlis nap kérnyekére teliearisi Salvi és mtsai. 2004). Az utolsé

embriondlis vizsgalati nap a kikelést kdzvetlenélgabzo 19. nap volt.
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Azok a vizsgalatok, amelyek csak egy-egy bélszdakarsztettek hasznos adatokat
szolgéltattak, de nem adtak kielégihformaciot az egész ENS fé&fléséél. Tovabbi
kisérleteink soran ezért a 13 és 19 napos embisocsitke beleket teljes hosszukban
megvizsgaltuk. Mivel a 19 napos embriok bélcsatarri@sszabb, mint a 13 napos
embrioké, vizsgalataink soran a 19 napos bél eset8 a 13 napos bél esetében 7
szakaszt kolunitettiink el.
plexus altalanos képe ezen a két bélszakas#toh ¢lbszor a kifejlett MP-hez
hasonlonak. A fefldés kezdetén a ganglionok egymashoz kézel helyedkesd, az
internodalis szegmentek révidek voltak, nitrerg ne@ok a ganglionokon kivil, az
egymastol, az internodalis szegmensek megnyultakegs d@rehaladtaval a nitrerg
neuronok csak kivételesen fordultak elz internodalis szegmentekben. A morfoldgiai
érésben a distalis vékonybél szegmens egy napoéstkésutatott a proximalis
szakaszhoz képest. A bélfal ndvekedése miatt aztexrgletegységre jutd ganglionok
szama (ganglionok denzitasa) és ezzel a nitrergoneld denzitasa is szignifikansan
csokkent a 12. és 19. embrionalis nap kozoétt. Agamokhoz hasonléan a NADPH-d-
pozitiv neuronok denzitasa is két iranybol induBbkkenést mutatott. A proximalis
vékonybélben, és a vastagbélben mar a 12-13. endlliso napon szignifikans
sejtszamcsokkenést figyeltiink meg, mig a distadisonybél teriiletén ekkor még sem
kvalitativ, sem kvantitativ valtozast nem tapasatd. Ezen eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a proximalis vékonybél éstagisél terlletén ébb torténtek
meg a szignifikdns valtozasok, mint a distalis véieelben. A 19. embriondlis napra a
vizsgalt bélszakaszokon a ganglionok denzitdsa a repi értéknek kortlbelll

egyotodére csokkent, és a PM a bél teljes hosszé&betinek iint. A nitrerg
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neuron/ganglion arany a 14. embrionalis napig nemtatott valtozast a vizsgalt
bélszakaszokon, majd az inkubacidésizhk végére ez az arany megkeitiott.

Sertésben is hasonlé tendenciat figyeltek meg tida BM nitrerg populaciojanak
megduplazodasa csak a posztnatakszadkban tortént meg (Van Ginneken és mtsai.
1998). A megemelkedett NO-mennyiség, amelyet a Wegledett szamu nitrerg
neuronok termelnek, mas neuronok ie@sesének (Ogura és mtsai. 1996) vagy az
izomzat ndvekedésének szabalyozasaban jatszhapstéBlennerhassett és Louressen
2000). A kikeléshez kozeli északban megndvekedett NO termelés oka az lehey,dog
posztnatalis élet soran fokozottabb gatlé innedracivan szikség, mint embrionalis
allapotban (Van Ginneken és mtsai. 1998, Jarvinenmésai. 1999). Kvantitativ
vizsgalataink azt mutattak, hogy a ganglionok éserg neuronok denzitdsa a bélfal
novekedésének koszonbeh a 12. és 19. hét kozott egydtddére esett vissza,
ugyanakkor a nitrerg neuron/ganglion arany megkéeidott. A nitrerg
neuron/ganglion arany névekedése a neuronok deamii cstkkenése ellenére képes
biztositani a ndvekvizomzat fokozodé NANC innervacios igényeét.

Az embriondlis csirke bélen végzett kvalitativ ésamditativ vizsgalataink
eredményei szerint nemcsak a kulortbéejtpopulaciok, de maga a PM is két iranybal,
a bél oralis és analis végén kozéprész felé haladva fajik. Erre utal az, hogy a 19.
embrionalis napon a duodenum és vastagbél mattéle mint a bél kdzépgeriletei,
hiszen a duodenumban és a vastagbélben ekkor mdrarganglionok, mind a nitrerg
neuronok denzitdsa kisebb. A két iranybdl toftdejlodést azok az eredmények is
tamogatjak, melyek szerint a nitrerg neuron/gamgliarany megndvekedése,
hullamszeit mintazatot kovetve, két iniciacios hali(jejunum és distalis ileum) indul
el és a kozépsteriletek (distalis jejunum és proximalis ileun®léf halad. Ez azt

jelentheti, hogy a kolonizacié (LeDouarin 1982, §&hem és mtsai. 1994, Gershon 1998,
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Taraviras és Pachnis 1999) valamint a VIPerg éergitsejtek fefildése (Epstein és
Poulsen 1991, Boros és mtsai. 1994, Balaskas &s.rm&95b) mellett a PM és a bélfal
morfogenezise is elt@rszabalyozas alatt all a kiloénibbeélszakaszokban. A csirke
ENS fejlbdésének regionalis jellegére ramutatd eredményaayjan valosziisithet,
hogy a bél hossztengelye mentén regiondlisan kifdfe Hox gének (Beck és mtsai.
2000) nemcsak a béltsegyes szakaszainak a kialakitasaban, hanem azVvEjS
morfogenzisében is fontos szerepet jatszanak.

A nitrerg neuronok kvantitativ vizsgalatainak ereuhyeit 6sszefoglalva: a csirke
ENS nitrerg neuronjai a 12-19 embrionalis nap sd@iszakaszspecifikus valtozasokat
mutatnak. A csirke ENS nitrerg rendszerében hulimis a bélcsatorna két iniciacios
pontjarol induldé kvalitativ és kvantitativ valtonks torténnek. Ez az eredmény
megebsiti azt, hogy az ENS és a bélfal mas komponenséietha nitrerg rendszer is

két iranybadl fejbdik.
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5.2. A teljes neuronszam valtozasai kikelésdti és frissen kikelt csirkében

Jelen vizsgalatainkat a kikelést kozvetlenul mézfeks az azt kbzvetlenll kovet
fejlédési stadiumu csirkéken végeztik. Valasztasunk asétt erre az idzakra, mert
a kikelés ditt levo és az utana kovetk&zdoszak fiziologias kovetelményeiben nagy
mértékben kilonbozik egymastol. A kikelégtel csirkeembrié a szikb taplalkozik,
onnan a tapanyagokat a szikkeringésen keresztril fetsEzzel szemben a kikelés utan
a csirke a szik#il valo taplalkozas helyett hasznalni kezdi emé&srtdszerét. Korabbi
kutatasokbdl ismert volt, hogy a korai posztnatélet soran valéban nagy valtozasok
kovetkeznek be az ENS felépitésében (Van Ginnekantgai. 1998, Wester és mtsai.
1998, Schafer és mtsai. 1999, Timmermans és mtk899), ezért végeztik
kisérleteinket 19 napos csirkeembridkon és a kiketéni héil szarmazé csirkéken.

A teljes neuronszam meghatarozasara kuprolin ketdkémiai és neurofilament
immuncitokémiai festést végeztiink. Mindkét markaglsktiven jeldlte a myentericus
neuronokat a vizsgalt bélszakaszokban. Mivel a dupkék hisztokémiai festés utan
az izomsejtek, a gliasejtek és a neurondlis nyglolamem fesidtek, a jel6lt neuronok
szamolasat kbnnyen és nagy pontossaggal lehetgzne Az NF-immunfestés utan a
neurondlis nydlvanyok és a ganglionalis neuropil egsen jelobdott, ami
megnehezitette a neuronok szamolasat. A két festgstizerre alkalmazva (Holst és
Powley 1995, Van Ginneken és mtsai. 1999) mindiétgs intenzivebbé valt és a kék-
barna szinkontraszt lelégt tette az NF-pozitiv neuronok morfoldgiai oszeaigsat. A
350 um? teriileti NF-pozitiv neuronok leggyakrabban a Dogiel akitli-es vagy Ill-as
tipusba tartoztak, ritkabban Dogiel ll-es morfofdgil rendelkeztek. Legtdbbjuk
multidenriticus uniaxonalis tipusu tébb vagy kewdsayulvannyal rendelkezett (rendre

Dogiel I-es és lll-as neuronok), mig kisebb hanyadendriticus vagy adendriticus
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multiaxonalis neuron volt (Dogiel ll-es tipus) (Delgl899, Brehmer és mtsai. 1999a).
Az NF immuncitokémiai jel6lés jo technikanak bizaittya neurondlis morfologia
meghatarozasara, de nem volt alkalmas kvantitattgégalatok végzésére. Az NF
festésbl szarmazod adatok varianciaja nem volt homogémnt éa¢OVA-t nem tudtunk
végezni, igy ezekd a vizsgalatokbol csak szemikvantitativ kovetkezteink vannak.

A kuprolin kék-NF ketbs festésbl szarmazo szemikvantitativ vizsgalatok kimutattak,
hogy a neuronok nagy hanyada csak kuprolin keldtélgdott. Ez a populacio a teljes
myentericus neuronszamnak korilbelll a 65-70%ttd ke Ez az eredmény ramutatott
arra, hogy az NF jeldlés nem hasznalhaté pan-nalisomarkerként (Bjorklund és
mtsai. 1984, Eaker 1997, Brehmer és mtsai. 1998bel jelentisen alabecsuli a PM-
ben taladlhatdé 6sszes neuron szamat. A tény, hodyFatestés nem jeldlte a kuprolin
kékkel festett neuronok nagy részét, valosieig azzal magyarazhato, hogy a neuronok
szamos kulénbdz NF fehérjét expresszalnak (Eaker 1997, HerrmanAeis 2000).
Vizsgalatainkban kizarélag a 200 kDa-os NF ellartitastet hasznaltunk, igy az olyan
neuronok, amelyek mas NF tipusokat fejeznek kilgdlenek maradhattak.

Az NF festés mellett a NADH-d festést (Gabella 1983ung és mtsai. 1993), a
konstitutiv nuklearis onkoproteinek (c-Myc, c-F@Barr és Sharkey 1994) és a PGP 9.5
(protein gene product 9.5) neuronalis ubiquitinnfifiermans és mtsai. 1999) elleni
immuncitokémiai festéseket tartottdk az O6ssznewdms meghatarozasara alkalmas
mobdszernek. Az ismert technikdk kézil ma mar cslakpaolin kék hisztokémiai festést
és a HuC/D immuncitokémiai festést alkalmazzak nmregbizhaté pan-neuronalis
jeldlést (Phillips és mtsai. 2004).

A kuprolin kék-pozitiv idegsejtek szamolasabol szdrd adatok statisztikai
értékelése azt mutatta, hogy a 19. inkubaciés napom a ganglionalis, mind a

neurondlis denzitds értékek szignifikansan nagyoblEitak a kozéps és distalis

48



vékonybél szakaszokon, mint a proximalis vékonyéllvagy a vastagbélben. A
kikelés soran (19. inkubacios nap és a kikeléstektw. nap kozott) bekovetkéz
fejlédéssel a denzitas értékek csak éblelemlitett kozégsszakaszokokon csokkentek
szignifikansan. Az ezt kovéffejlédés soran, a kikelés utani 2-7. nap kdzotismhkban

a denzitasértekek a bélizomzat névekedésének reégielvaltoztak (Fekete és mtsai.
1996). A proximalis vékonybélben és a vastagbélbatalhaté alacsonyabb
denzitasértékek valosiileg megfelelnek e bélszakaszolérehaladottabb fejlettségi
fokanak. A neuronok denzitasanak vagy a gangliomsEnzitasanak regionalis
kulonbségeit mas fajok ENS-ében is leirtak (Karaasoglu és mtsai. 1996, Schafer és
mtsai. 1999).

A gangliononkénti neuronszam minden vizsgalt szewinen noveked
tendenciat mutatott a fé@lés soran, de a valtozasok dinamikaja a kuléhboz
bélszakaszokban eltewvolt. A 19. embrionalis napon az dsszneuron/gangirany
hasonlo volt minden szegmensben. A 19. embrioma és a kikelés utani 2. nap
kozott csak a proximalis vékonybélben tapasztaltwzignifikAns novekedést. A
kikelést kdved 7. napra a proximalis vékonybél szakaszban harorosza névekedett a
neuronok szama egy-egy ganglionban a 19. inkubd@psn szamolt értekhez képest.
A tobbi vizsgalt bélszakaszban a gangliononkéntiegs®jtszam csaknem
megkétszerdgidott. A teljes neuronszam megndvekedése felvetrddst, hogy vajon
milyen forrdsbol szarmazhatnak () entericus neutond posztnatalis kdzponti
idegrendszerben tdrtérde novo neurogenezis jelensége széles koérben elfogadaltta v
az utébbi évtized soran (Gross 2000) és ugykt a kornyéki idegrendszernek is
megvannak a sajat forrasai 0j neuronok l|étrehoaa¢8ilva és mtsai. 2000). Az
entericus felittkori neurogenezis adaptacios és pathogenetidyarfmtokkal hozhato

kapcsolatba (Genua és mtsai. 2002). A részlegedzbébdas, intestinalis gyulladas és
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az entericus neuronok benzalkonium-kloriddal vaiddsa (Cracco és Filogamo 1993)
a myentericus neuronok hipertrophidjahoz vagy gdeheuronszam helyredllitAsahoz
vezet. Kimutattdk, hogy a nestin fehérjét (neuresng@rogenitor-specifikus fehérje)
expresszalo sejtek megtalalhatok a posztnatalisntesieus ganglionokban (Silva és
mtsai. 2000), valamint azt is, hogy ezek a prekuzoképesek idegsejtekké
differencialédni (Sharkey és Parr 1996). Ezen ddatapjan feltételezzik, hogy a jelen
vizsgalatban tapasztalt neuronszam névekedés miggattabbis részben az ENS-ben
lejatsz6do posztnatalis neurogenezis all. A megszsit kovet nagymértél sejtszam-
novekedés a bélfal kilonbd®zétegeinek, efissorban az izomzatnak egyre novékv
innervacios igényeét elégiti ki (Bagyanszki és mt&4i02a). Az egy ganglionra és
neuronszam regionalis kulonbségei a kulowbdzlszakaszok mas és mas élettani
funkcioit (szekrécio, felszivas, immunvalasz) tir{Karaosmanoglu és mtsai. 1996,
Van Ginneken és mtsai. 1998, Jarvinen és mtsa@,1®¢haffer és mtsai. 1999).

Roéviden osszefoglalva: a kuprolin kék hisztokénfégités alkalmas a csirke ENS
teljes neuronpopulaciéjanak megjeldlésére. A kupratk hisztokémia a neurofilament
immuncitokémiai festésnél sokkal hatékonyabbanlijeléd entericus neuronokat. A
kikelés kdrnyekén a csirke ENS teljes neuronpopajidican régidspecifikus kvantitativ
valtozasok torténnek. A kikelést kogetéten a csirke ENS-ben az entericus neuronok
szama megh mely valoszifileg a kikelésen tul is folytatddé neurogenezisnek

kdszonhes.
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5.3. A fejlédé human bélidegrendszer glutamaterg rendszerének \sgalata

A jelen vizsgalat célja az volt, hogy olyan immus#iokémiai adatokat
szolgéltasson, melyek alatamasztjak a glutamatotraunszmitter funkcidjat a human
magzati ENS-ben. Szemikvantitativ becsléseink katték, hogy a glutamatot
tartalmaz6 myentericus neuronok mintegy 80%-a nagytidendriticus és uniaxonalis
volt. Ez a sejtmorfologia legjobban a Dogiel al&tt I-es tipussal feleltethieimeg. A
glutaméat-pozitiv neuronok 20%-a kisebb mé&nedlt, sima sejtfelszinnel és egy hosszu
nyulvannyal rendelkezett, ami a Dogiel lI-es septfoldgiara emlékeztetett.

Korabbi kutatasok szerint a patkany ENS-ben szaiatemennyi entericus neuron
NMDA receptor-pozitivnak bizonyult (Liu és mtsaRd7), ezzel szemben uginik,
hogy az NMDA receptor-immunreaktivitds eloszlasahaman ENS-ben sokkal
korlatozottabb és szelektivebb. Az NR1 és NR2Bptxrelegységek sejtfelszinen, mig
az NR2A, 2C és 2D alegységek mindig a citoplazmalofalizalodtak. Ezutdbbi
alegységek Ujszulott allatok myentericus neuroajglemzek (Lynch és Guttmann
2001). Mivel az ionotrépikus receptorok jelativunkcidjukat csak a sejtfelszinen
tudjak ellatni (Roche és mtsai. 2001), valoézithet, hogy a fejpdé human PM-ben
az NR1 és NR2B alegységek a glutamaterg neurotrasszi0 mediatorai. A
neurondlis expresszido mellett Cajal-féle interaligi sejtekhez (ICC) hasonld sejtekben
(Faussone-Pellegrini 1987) lokalizalt NR1 kifdjdést is talaltunk. Az ICC-k szoros
kapcsolatot alakitanak ki az entericus neuronold®l simaizomsejtekkel, emellett
ritmusgenerald sejtekként istkodnek (Horowitz és mtsai. 1999, Sanders és mtsai.
2000), valamint modulaljak a neuronok jelatviteliyamatait is (Ward és mtsai. 2000).
fgy lehet, hogy az NR2A alegységen keresztilli ghéth szignalizacio az ICC-kre

gyakorolt hatasan keresztll vesz részt a bélnastibzabalyozasaban.
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Szemikvantitativ vizsgalataink azt mutattak, hogyWwierg neuronok egy kis
hanyada, mintegy 10%-a, kap glutamaterg seékbemenetet a 18. gesztacios héten. A
VIPerg neuronok a PM-ben interneuronok, gatld metmanok vagy szekretomotoros
neuronok lehetnek (Furness 2000). A VIPerg popalaegy csoportja NOS-t is
expresszal, ezek a neuronok gatld6 motoneuronokkérkcinalnak (Furness 2000).
Mivel a VIPerg populacié bizonyos neuronjai NOS iart is kifejeznek a human PM-
ben (Keranen és mtsai. 1995, Bagyanszki és mt8@Rl2 Pimont és mtsai. 2003), igy
feltételezhei, hogy a glutamat fontos serk&ntbemenete ezeknek a gatld
motoneuronoknak. Masrészt a glutamat gatlo hatdtifejthet nitrerg neuronokon,
amennyiben a jelatvitel nem ionotrép, hanem metapotreceptorokon keresztil
valosul meg (Tong és Kirchgessner 2003). A mosi@aakifejtett hatasa mellett a
glutaméat az embrionalis vagy magzati ddgs soran is fontos lehet. Mivel az NMDA
NR1 receptoron keresztili jelatvitel fontos I1épélset a neurondlis fégiésben (Roche
és mtsai. 2001). Kozponti idegrendszerben ismergyhaz NR1 aktivacio NOS
expressziohoz vezet (Ayata és mtsai. 1997), igietidezhet, hogy a glutamat
szignalizacio a VIP/NOS-pozitiv gatlé motoros idejtek embrionalis fefldésében is
szerepet jatszik. Igy feltételezzik, hogy a glutamgmcsak a kifejlett ENS kolinerg
neuronjainak rikodését szabalyozza (Giaroni és mtsai. 2003, Teniikhgessner
2003), de a human foetalis figjlés soran a neuronalis fenotipus meghatarozasaban i
szerepe van.

Osszefoglalva: a 18 hetes human magzati ENS tatalglutamat-pozitiv
neuronokat. A 18 hetes human magzati ENS-ben szimégtalalhatok a glutamat-
receptiv, NMDA receptor-pozitiv sejtek. A human maij ENS-ben a VIP/NOS

kettosjelolt neuronok koérdl fordul éllegtobbszér az NMDA receptor pozitivitas.
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6. Osszefoglalas

6.1. Magyar nyelui 6sszefoglalas

A Dbélidegrendszer (ENS) a kornyéki idegrendszermidik, a kozponti
idegrendszeél nagy mértékben fliggetlen része. Az ENS-t fetepibbb millid
idegsejtben majdnem az dsszes ismert ingeriletaanyag megtalalhatd. Nemcsak az
ENS anatomidja és neurokémiaja, de embrionalissdége is eltéer a kornyeki
idegrendszer masik két résa@etAz ENS glidlis és neurondlis elemei meghatarozot
atvonalak mentén vandorlé duclécseji@kiszarmaznak. A jelen tézisek alapjaul
szolgalo kutatasaink €ldelében a fefldé csirkét hasznaltuk modellallatként. Kéb
human magzati anyagon dolgoztunk, melyet az SZT&eéSzeti és Rgydgyaszati
Klinikaval folytatott egyuttnikddés keretében kaptuk.

A fejlodé csirkeembrid nitrerg neuronjainak viszgalatara N#kDdiaforaz
hisztokémiai festést alkalmaztunk 12, 13, 14 ésnapos csirkeembriok belének
kilonbo®d szakaszaibol készitett wholemount preparatumoBagyanszki és mtsai.
2000). Megszamoltuk az 1 e e$ ganglionok és nitrerg neuronok szamat majd
kiszamitottuk az egy ganglionradesitrerg neuronok szamat. A 12. és 19. embrionalis
nap kozotti fejpdés soran mind a ganglionok mind a nitrerg neurodekzitasa
szignifikansan csokkent. A valtozasok regiondliBlhbségeket mutattak: a csokkenés a
vastagbél teriletén késb kovetkezett be. A 19 napos embribban a gandiiono
denzitdsa a 12 napos embribban mért értéknek adtGfre csokkent. A nitrerg
neuron/ganglion arany a vizsgaltégtak alatt dinamikusan valtozott. A 12-14.

embrionalis napon az arany hullamszemintazatot mutatott, a proximalis
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vékonybélben és a vastagbélben magasabb eértékadltfigk meg, mint a distalis
vékonybélben. Ez a mintazat sokkal egyenleteseib@\19. embrionalis napra.

A teljes neuronszam valtozasanak vizsgalatara egyokn kék/neurofilment
kettosfestéses eljarast dolgoztunk ki, melyet csirke redkb(19. embrionalis nap) és
fiatal csirkék (kikelés utani 1., 2., 4. és 7. nbplkének kilonbdz szakaszaibol készitett
wholemount preparatumokon alkalmaztunk (Roman ésmim2001). A kuprolin kék
festés szelektiven jeldlte meg a neuronalis segites mig a neuronalis nydlvanyok és
gliasejtek csak gyengén fédtek. A kuprolin kék-pozitiv neuronok morfologiaia
egységes csoportot alkottak. Ezzel szemben a nkmmeht immuncitokémiai festés
egy morfoldgiailag valtozatos neuronpopulaciot lieideg. A két markerrel tortén
kettos festés mindkét festés jelintenzitasat fokoztg,léfpetivé tette a neurofilament-
pozitiv neuronok pontos morfologiai jellemzéseét.

A kuprolin kék-pozitiv neuronok szamat ANOVA és Bykproba alkalmazasaval
statisztikailag értékeltik. A féjtlés soran a neuronok és a ganglionok denzitasa is
csokkent, mig az egy ganglionra atlagosah msuronok szama meéf. A vizsgalt
id6szakon belil ezek a valtozasok a kuloribbelszakaszokban kilonkHdinamikaval
jatszodtak le. Az NF-immunfest&dimyert adatok varianciaja inhomogénnek bizonyult,
igy alkalmatlan volt ANOVA-ra. igy ezekb az adatokbdl csak szemikvantitativ
kovetkeztetéseket vontunk le, s megallapitottulgyler NF és kuprolin kék kétjelolt
neuronok a teljes neuronpopulacié 30-35 %-at tdazik

A szakirodalomban el&ént vizsgaltuk és mutattuk ki a glutamat és NMDA
receptorok jelenlétét a human magzati ENS-ben (Rom& mtsai. kodzlés alatt).
Megfigyeltik azt is, hogy a VIPerg neuronoknak exgpportja, a VIPerg neuronok

mintegy 10%-a fejezi ki az NMDA NR1 receptor alegygyst.
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6.2. Summary

The enteric nervous system (ENS) is the third diviof the peripheral nervous
system and it is highly independent of the cemteaiyous system. It consists of millions
of neurons, which signal by means of almost allvikimmeurotransmitters. Not only the
structural and neurochemical complexity of the EMSremarkable, but also its
embryonic development. The neural crest-derivedyssars of the ENS migrate along
different pathways to colonize the gut wall.

In the first part of my research project the depglg chicken was used as a model
organism. Later on, | have worked with human matewhich was obtained from the
Department of Gynaecology and Obstetrics of thevehsity of Szeged.

In our study, we used NADPH-diaphorase histocheynit visualize nitrergic
neurons (Bagyanszki et al. 2000). During the dgwelkent between embryonic day 12
and 19, both the density of ganglia and nitrergetirons (ganglia or neurons/area)
decreased significantly. During the examined perioguronal density significantly
decreased in each gut segment, however, this decetewed a delay in the colon. In
the 19-day-old-embryo, the density of ganglia dasee to 1/5 of the value compared to
the 12-day-old-embryo. More interestingly, changesthe neuron/ganglion ratio
showed a rather dynamic pattern. At the first theeamined developmental stages, the
ratio showed a wave-like pattern with higher valueshe proximal part of the small
intestine and the colon. This pattern became malanbed by embryonic day 19.

Histochemical staining with cuprolinic blue and imnostaining against 200 kDa
neurofilament (NF) were performed on wholemountpprations made from the
proximal, middle, and distal small intestine ane tolon (Roman et al. 2001). The

changes in ganglionic and neuronal densities, amgburon/ganglion ratio were studied
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on embryonic day 19, on posthatching days 1, 2nd, 7. Cuprolinic blue selectively
stained a large number of uniform neurons in theelb@ing myenteric plexus without
staining any neuronal processes or glial cells. t other hand, the NF staining
labelled a morphologically rather varied neurongpydation with very intense staining
in neuronal processes.

Double-staining with cuprolinic blue and NF madeaiso possible to intensify
both stainings by the use of the blue-brown contr#sus allowing an accurate
morphological classification of NF-labelled neurol@uble-staining with cuprolinic
blue and NF revealed that NF staining alone latedlpproximately 35% of the total
myenteric neuronal population. During developméwoth the ganglionic and neuronal
densities decreased, and the number of neurongapetion increased. The quantitative
changes took place with different dynamics in défé gut segments.

In an additional experiment we investigated theaghatergic transmitter system
in the human fetal ENS. This study has been tts¢ &ittempt to show the existance of
glutamatergic and NMDA-positive neurons in the hanfatal ENS (Roman et al.
submitted). This study revealed neuronal populatitnat express glutamate and
NMDA receptors and also showed that only a smafiamiy (10 %) of the VIPergic

neurons express NMDA NR1 receptor subunits.
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