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Bevezetés

Az enteralis vagy bélidegrendszer a periférias idegrendszer minden mas
struktardjanal komplexebb, sajat reflexekkel rendelkezik, neuronjainak szama a
gerincveldt felépitdé idegsejtek szamahoz hasonlo. Ezen tulajdonsdgai, valamint a
kozponti idegrendszertdl vald nagyfoku fliggetlensége miatt a bélidegrendszert a
periférids idegrendszer harmadik divizidjanak tekintik.

A Dbélcsatorna falaban levd neuronok és gliasejtek plexusokat alkotnak. A
nagyobb plexusok gangliondltak, ezekben a sejtek ganglionokba tomdriilnek, a
ganglionokat internodalis szegmentek kotik 6ssze. A human enteralis idegrendszert két
nagyobb ganglionalt plexus, a plexus myentericus (PM) és a plexus submucosus (PS),
valamint tobb kisebb, nem ganglionalt plexus alkotja. A bélfal korkords és hosszanti
izomrétege kozott elhelyezkedd PM a bélcsatorna motoros miikodéséért felelds. A
bélfal submucosa ¢és korkoros izomrétege kozott elhelyezkedd PS a bélcsatorna
szekretomotoros mitkodését szabalyozza.

Az entericus neuronok lehetnek szenzoros, motoros és interneuronok, melyek
sajat reflexkoroket alakitanak ki a bélcsatorna faldban. Ezek a reflexkorok
szabalyozzak a simaizom kontrakciojat, a nyalkahartya valadéktermelését, a viz- €s
iontranszportot, valamint a bélcsatorna vératdramlasat. A bélidegrendszer neuronjai
valtozatos morfologiaval rendelkeznek. Az enteralis idegrendszerben, a kozponti
idegrendszerhez hasonldan, a klasszikus ingeriiletatvivé anyagok mellett szamos
peptid természetli és egyéb neurotranszmitter (pl.: nitrogén-monoxid; NO) tolt be
szabalyoz6 szerepet.

A bélidegrendszert felépitdé neuronok és gliasejtek a diclécbdl szarmaznak, az
egyedfejlodés korai szakaszaban vandorolnak az emésztérendszerbe. A ducléc eredetli
jelmolekuldk befolyasoljak, ezért az enteralis szoveti kornyezet strukturainak
morfogenezise szoros Osszefliggést mutat az idegelemek fejlddésével. A ganglionalt
plexusok kialakuldsa soran az entericus neuronok szama és teriileti megoszlasa
jelentdsen valtozik. A ganglionok eltdvolodnak egymastol, a ganglionokat 6sszekotd
szegmentumok hossza megnd, a sejtek és a ganglionok denzitasa csdkken.

Célkitiizés

Az elmult években szamos kozlemény jelent meg kiillonb6z6 modellallatok
bélidegrendszerének fejlédésérdl. A bélidegrendszert felépitd plexusok morfologiai és
neurokémiai sajatsdgai a kiillonb6z6 fajokban alapvetd eltéréseket mutatnak, ezért a
huméan bélcsatorna fejlédése nem ismerhetd meg teljes mértékben huméan mintak
vizsgalata nélkiill. Ezen ismeretek diagnosztikai és terdpiai szempontbol is
elengedhetetlenek, hiszen szamos megbetegedés, mint pl. a Hirschprung-betegség,
szorosan Osszefiigg a bélidegrendszer fejlodésével.

Vizsgalatainkat a 12-22. hétig tart6é foetalis periddusra koncentraltuk, mivel a
12. gesztacids hétre az organogenezis fobb 1épései befejezddnek, kialakul a bélcsd és



megkezdddik a bél funkciondlis érése. A 22 hetes magzat bélcsatornajanak szdveti
szerkezete pedig mar a feln6ttéhez hasonld, ugyanakkor tobb funkcid tovabbra is
fejletlen marad.

A bélidegrendszer embriondlis fejloddését harom szempontbdl kozelitettiik meg.
1. A bélfalat felépito szoveti rétegek morfometriai és elektronmikroszkopos vizsgalata

Ezen vizsgalatok sordn a kdvetkezd fobb kérdésekre kerestiik a valaszt:

I.1. Milyen morfometriai valtozasok jatszodnak le a bélfal szoveti rétegeiben a
vizsgalt idészak alatt?

[.2. Taldlhatok-e bélszakasztol fliggd kiilonbségek a bélcsatorna szdveti
rétegeinek fejlddésében?

[.3. Mutatnak-e korrelaciot a kiilonbozé szovettani rétegekben tortént
valtozasok?

2. A nitrerg neuronok térbeli mintdzatdnak vdltozdsa a plexus myentericusban az
egyedfejlodés sordn

A randomizécios analizisek sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

II.1. A nitrerg neuronok véletlenszertien helyezkednek-e el a plexus teriiletén
illetve az egyes ganglionokban?

I1.2. Valtozik-e a nitrerg neuronok térbeli eloszlasa az egyedfejlodés soran?

I1.3. Megfigyelhetok-e az egyes bélszakaszokon specifikus valtozasok?

3. Az  entericus  neuronok  transzmittereinek és  NMDA-receptorainak
immunhisztokémiai vizsgalata

Az immunhisztokémiai munkdink sordn a kovetkezé kérdésekre kerestiik a
valaszt:

III.1. Milyen neurokémiai sajatsagi neuronok jelennek meg az egyedfejlodés
soran a human bélcsatornaban?

II1.2. Vannak-e glutamaterg célsejtek a fejlddé human bélcsatornaban?

II1.3. Mely neuroaktiv molekuldk koegzisztenciaja figyelhetd meg az entericus
nitrerg neuronokban, és ennek alapjan a nitrerg neuronoknak milyen alcsoportjai
kiilonithetdk el a fejlodd human bélidegrendszerben?

II1.4. Milyen NMDA-receptor alegységek mutathatok ki a fejlddé human
bélidegrendszerben?

III.5. Milyen neurokémiai sajatsagti neuronokon jelennek meg az NMDA-
receptorok?

Munkénk soran kihasznaltuk azt a lehetdséget, hogy a bél kiilonboz6 szovettani
rétegeibdl, pl. a hosszanti izomrétegbdl és a hozzd tapadd PM-bol un. wholemount
preparatum készithetd. Vizsgalataink nagyobb részét ilyen preparatumokon végeztiik,
igy az egyes sejteken vagy ganglionokon kiviil a bélidegrendszert jellemzé kiterjedt
plexusokat is vizsgalhattuk.

A kiilonb6z6 neurokémiai tulajdonsdggal rendelkezd neuronokat a kiilonb6zo
korti magzatok kiillonb6zd bélszakaszaiban vizsgaltuk, hogy képet kapjunk a neuronok
neurokémiai jellegének tér és idébeli valtozasairol.



Anyagok és modszerek

A kisérleteinkben hasznalt human mintdkat a SZTE Sziilészeti ¢és
Nogyogyaszati Klinikdval kialakitott kooperacidban, a Helsinki Deklaracioban
rogzitett etikai szabalyoknak megfelel6en kaptuk (Medical Word Federation, Helsinki,
1964).

1. A bélfalat felépito szoveti rétegek morfometriai és elektronmikroszkopos vizsgalata

A 12 ¢s 18 hetes human foetusok belének kiillonb6z6 szakaszaibdl félvékony és
vékony metszeteket készitettlink, amelyeken a bélfal struktargjat fény- és
elektronmikroszkdppal vizsgéaltuk. A félvékony metszetek morfometriai vizsgalata
Image-Pro Plus 3.0 szoftver segitségével tortént. Az epithelium, a submucosa, a
korkords és a hosszanti izomréteg vastagsagat, valamint a myentericus ganglionok
atmérojét mértiik. Az adatok statisztikai analizisét kétfaktoros varianciaanalizissel és
Pearson-féle korrelacioval végeztiik.

2. A nitrerg neuronok térbeli mintazatanak valtozasa a plexus myentericusban az
egyedfejlodés sordn

A PM térbeli mintdzatanak valtozasat az enterikus neuronoknak egy csoportjan,
a nitrerg neuronokon vizsgaltuk. Azért valasztottuk ezt a neuroncsoportot, mert ez a
transzmitterként NO-t hasznalo, gatldé miikodésii sejtpopulacié jelentds irodalommal
rendelkezik €s laboratoriumunkban is vannak tapasztalatok a fejl6d6é human bél nitrerg
neuronalis rendszerével kapcsolatosan.

14, 19 és 22 hetes human foetusok belének 7 kilonb6zo szakaszabol
wholemount preparatumot készitettlink, majd NADPH-diafordz enzimhisztokémiai
modszerrel festettiik meg a nitrerg neuronokat. Minden prepardtumrol 5 digitalis fotot
készitettiink. A plexus teriiletének és a nitrerg neuronok sejtmagjadnak koordinatait
digitalizaltuk. Az adatokon az altalunk kifejlesztett Plexus Pattern Analysis (PPA)
nevi programmal randomizécids analiziseket készitettlink. A program megszamolta a
nitrerg neuronok sejtmagjat és kiszamitotta a plexus altal lefedett teriilet aranyat a
latotérhez viszonyitva.

A tényleges mintdzatanalizishez randomizécidt alkalmaztunk a 19 hetes
foetusokbol szarmazo mintdk felhasznalasaval. A program a Monte Carlo-szimulacio
alkalmazésaval a plexus teriiletén random moddon elosztotta az eredetivel megegyezo
szdmu sejtmagot, minden esetben 99 randomizaciot generalva. Az eredeti €s a random
mintdzaton is elvégezte a program a sz€li hatds sulyozasos korrigdlasa mellett a
statisztikai analizist. Ez magédba foglalta a legkozelebbi szomszéd moddszer, az
egyvaltozos Riplay-féle K-fiiggvény ¢és az abbol transzformalt L-fliggvény
alkalmazasat. Az L-fliggvény adatainak statisztikai analizisét varianciaanalizissel és
SNK-teszttel végeztiik.

3. Az  entericus  neuronok  transzmittereinek és  NMDA-receptorainak
immunhisztokémiai vizsgalata

A 12, 14, 15, 18, 19 és 22 hetes human foetusok beléb6l wholemount
preparatumot, paraffin- és kriosztatmetszeteket készitettiink. NOS, VIP, GABA,
glutamat és az NMDA-receptor kiilonb6zd alegységei ellen készitett ellenanyagok



felhasznalasaval egyszeres és tobbszords jeloléseket alkalmaztunk. A vizsgéalatokhoz
Cy3-, TRITC-, AMCA-, FITC-konjugalt ¢és biotinilalt fajspecifikus masodlagos
antitesteket haszndltunk. A fluoreszcensen jelolt mintdkat a megfeleld sziirdk
alkalmazdsaval, AxioCam digitalis kameraval felszerelt Zeiss Axioskop
fénymikroszkoppal és Zeiss konfokalis mikroszkdoppal vizsgaltuk.

Eredmények

Munkénk soran a human bélidegrendszerben és annak széveti kornyezetében az
egyedfejlodés sordn bekovetkezd valtozdsokat harom kiilonb6zd szempontbol
vizsgaltuk.

1. A bélfalat felépité szoveti rétegek morfometriai és elektronmikroszkopos vizsgalata

I.1. A humén bélcsatorna szOvettani rétegeiben a 12. és a 18. gesztacids hét
kozott jelentds morfologiai €és ultrastrukturdlis valtozasok torténtek. A kiilonb6zo
szovetek fejlodése a vizsgalt bélszakaszokban eltérd tendenciat mutatott.

A vizsgélt foetalis periddus alatt a submucosa réteg, a korkords €és a hosszanti
izomréteg vastagsaga, valamint a myentericus ganglionok &atmérdje szignifikans
mértékben megndvekedett. A 18. gesztacids hétre kialakult a bélcsatorna lumenét
boritd jellegzetes egyrétegli hengerham, amelyet a felndtt bélre jellemzd polarizalt,
mikrobolyhos epitheliumsejtek alkottak, fejlett sejtkapcsol6 strukturakkal.

[.2. A submucosa réteg vastagsadga és a myentericus ganglionok atmérdje a 12.
héten a kiilonbozd bélszakaszokban szignifikdnsan kiilonbozott. A myentericus
ganglionok atmérdjének regionalis kiilonbsége a 18. gesztacids hétre kiegyenlitddott, a
submucosa réteg azonban a 18. héten is jelentdsen vastagabb volt a vékonybél
proximalis részén, mint a distalis részén és a vastagbélben.

Az epihelium és az izomrétegek vastagsidga az egyik vizsgalt idopontban sem
kiilonbozott jelentdsen az egyes bélszakaszokban.

[.3. A korkoros izomréteg €s a PM fejlddése a 12. és a 18. gesztacios hét kozott
szorosan Osszefiiggott, a bélfal tobbi rétegének fejlodése azonban a viszgalt
idészakban nem mutatott korrelaciot.

2. A nitrerg neuronok térbeli mintdzatdnak vdltozdsa a plexus myentericusban az
egyedfejlodés soran

II.1. Randomizaciés vizsgalataink azt mutattdk, hogy a PM ganglionjaiban a
nitrerg neuronok az egyedfejlodés 19. hetében nem véletlenszerlien, hanem aggregalt
moédon helyezkedtek el.

II.2. A PM-ban a nitrerg neuronok elrendezddése a 14. és a 22. gesztacids hét
kozott jelentésen megvaltozott. A neuronok denzitdsa az életkor elérehaladtaval
szamottevOen csokkent. A PM a bélfal teriiletének egyre kisebb részét fedte le. Az
egységnyi teriiletre esd lires teriiletek szama jelentésen csokkent, ugyanakkor az iires
teriiletek atlagos mérete novekedett.

Az altalunk kidolgozott PPA programmal elséként nyilt lehetdség a fejlédo
human bél PM-éaban elhelyezkedd neuronok mintdzatdnak vizsgalatara.



A nitrerg neuronok elrendezddése a kor elérehaladtaval egyre inkabb eltért a
random mintazattol, a neuronok a ganglionokon beliil is csoportokat alkottak.

I1.3. A nitrerg neuronok mintdzatdnak valtozdsa a vékonybélben idében
megeldzte a vastagbélben lejatsz6dd valtozasokat. A nitrerg neuronok vastagbélben
megfigyelt elrendez0dése még a 22. héten is jelentdsen kiilonbozott a vékonybélben
megfigyelt mintazattol.

3. Az  entericus  neuronok  transzmittereinek és  NMDA-receptorainak
immunhisztokémiai vizsgalata

III.1. Immunhisztokémiai vizsgalataink sordan a két gangliondlt plexusban
szamos NOS-, NPY-, VIP- és GABA-immunreaktiv idegelemet talaltunk.

III.2. A human bélcsatornaban elséként figyeltiink meg glutamat-immunpozitiv
neuronokat, valamint ezen neuronoknak a feltételezett célsejtjeit, az NMDA-receptor-
pozitiv sejteket.

II1.3. A duplan jelolt mintdkban NOS-NPY, NOS-VIP ¢és NOS-GABA
kolokalizacidjat figyeltiik meg.

A kettés jelolések alapjan a nitrerg neuronokat Ot alcsoportra osztottuk.
Talaltunk csak NOS-immunpozitivitadst mutatd neuronokat, ezeknek egy részét NPY-
immunpozitiv rostok innervaltak. Megfigyeltiink tovabba NOS-VIP duplan jelolt,
NOS-NPY duplan jelolt €s NOS-GABA duplan jelolt sejteket.

II1.4. Az NMDA-receptor alegységek koziil az NR1 alegységgel jelzett
neuronok szama volt a legnagyobb, azonban szamos NR2 alegységgel jelzett idegsejtet
is lattunk.

II1.5. A duplan jeldlt mintdkban NMDA-receptor kiilonboz6 alegységei és VIP,
valamint NMDA-receptor és NOS koegzisztencidjat figyeltik meg. Az NMDA-
receptor-pozitiv sejtek egyes csoportjai koriil a VIP-immunreaktiv varikdzus rostok
pericelluléris kosarakat alkottak.

Osszefoglalas

Eredményeink azt mutattak, hogy a human bélidegrendszer és szoveti
kornyezetének fejlodésében a 12. és a 22. gesztacios hét kozotti idészak meghatarozo
jelentdségii.

Ebben az iddszakban ugyanis mind a bélfalat felépitdé szovettani rétegek
jellemzéiben, mind a PM nitrerg neuronjainak mintdzataban, mind az entericus
neuronok neurokémiai tulajdonsagaiban jelentds valtozasokat figyeltiink meg.

Ezek a valtozasok, igy a bélfal egyes szoveti rétegeinek sajatos fejlédése, a PM nitrerg
neuronjainak aggregalt elrendezddése ¢s a kiilonbozé neurokémiai sajatsagu neuronok
megjelenése a humén bélcsatorna faldban, létfontossagi a postnatalis élet soran az
emésztitcsatorna fizioldgids mitkkddéséhez.



Embryonic development of the human enteric nervous system and the enteric
microenvironment

The enteric nervous system (ENS) is large, complex and independent of the
central nervous system. Its neural-crest-derived precursors migrate along defined
pathways to colonize the bowel. During embryonic development, the number,
distribution and spatiotemporal pattern of the enteric neurons undergo considerable
changes. It has been established that signalling molecules produced by the developing
neurons and the mesenchyma of the gut wall play a critical role in the development of
the mammalian ENS.

Since the morphological and neurochemical properties of the enteric plexuses
are various in different species, the investigation of human fetal material is necessary
in order to establish the basic rules of the development of the human ENS. All
experiments with human fetal material were performed in accordance with the
declaration of the Medical World Federation proclamed in Helsinki in 1964.

Our investigation concentrated on the weeks 12-22 of gestation, because by
week 12 of gestation the principal changes of organ formation in the gut is completed
and the functional maturation is started.

The embryonic development of the ENS was approached by the next three
view-points.

1. Morphometric and electronmicroscopic analysis of the tissue layers of human
gut wall

The ENS develop in close correspondence with the enteric microenvironment.
Throughout present investigation, the qualitative and quantitative changes in the tissue
layers around the intestinal lumen were investigated in the different segments of the
developing human fetal gut at weeks 12 and 18 of gestation using light and electron
microscopic techniques. Three main questions were raised during fetal development:
What morphometric changes take place in the developing human gut? Is there any
regional difference between the development of tissue layers in the gut wall under the

observed period? Is there any correlation between the development of the tissue layers

forming the gut wall?



Thin and ultrathin sections were prepared from different parts of the human
fetal gut. The thin sections were analysed with Image-Pro Plus 3.0 software. Analysis

of the data was made by two-way ANOVA and Pearson’s-correlation.

The development of the different layers showed various tendencies. The
thickness of the epithelia did not change significantly, but the ultrastructural features

exhibited remarkable changes.

Pearson’s correlation revealed correlative development between the change in
the thickness of the circular muscle layer and the thickness of the myenteric plexus,

but not between the other tissue layers.

2. Changing pattern of the nitrergic myenteric neurons in the developing human

intestine

The aim of this study was to find a method with which to follow the changes in
the developing myenteric plexus. Nitrergic neurons were chosen to elaborate the new
method, because this is a well-characterized cell population in the ENS. Four main
questions were considered: Are there any changes in the spatial pattern between week
14 and 22 of gestation? Are there any regional differences between the dynamics of
the developmental processes in the small and in the large intestine? Is the pattern of
myenteric nitrergic neurons in week 19 of gestation random or aggregated? Is there
any spatiotemporal order of the nitrergic neurons within the individual ganglia?

Whole-mount preparations were made from 7 different selected segments of the
small and large intestines of 14, 19 and 22-week-old human fetuses. NADPH-
diaphorase was used as a marker for nitric oxide synthase in order to investigate the
nitrergic neurons of the developing myenteric plexus. 5 digital photos were made from
each preparation. The border of the myenteric ganglia and the nuclei of the nitrergic
neurons were digitalized. Data were analysed by means of Plexus Pattern Analysis
software developed in our laboratory. The software counted the nuclei of the nitrergic
neurons, and calculated the ratio of the area of the plexus and the area of the gutwall.
The software randomly arranged the same number of nuclei as counted in the area of
the myenteric plexus. 99 randomizations were prepared in each case, applying the
neariest neighbour method, the univarite Riplay’s K function, the L function (the
transformed Ripley’s K), edge correction by weighting and Monte Carlo simulation.



The pattern of the nitrergic neurons between weeks 14 and 22 of gestation
changed notably. The density decreased and the spatiotemporal order of the nitrergic
neurons changed significantly. Regional differences in the dynamics of the changes
were revealed. Significant changes in the pattern of the nitrergic cells appeared earlier
in the small intestine than in the large intestine. The nitrergic neurons were practically
randomly distributed week 14 of gestation, but aggregated in week 19. The nitrergic
neurons formed small distinct groups within the ganglia. Our results suggest that not
only the pattern of the myenteric plexus, but other constituents too may, influence the
distribution of the nitrergic neurons. Further investigatons are necessary to clarify
which effects modify the pattern of the nitrergic neurons in a ganglion.

The software is useful to observe simultaneously more than one population of
neurons. In the future we would like to investigate the spatiotemporal patterns of a
number of neurochemically different enteric neuron types.

3. Neurotransmitters and NMDA receptors of enteric neurons in the developing human
fetal ENS

The first aim of our work was to determine the individual distribution and
colocalization of VIP, NPY, NOS, GABA and glutamate in the developing human
intestine and on the basis of these observations distinguish the different population of
the nitrergic neurons. Since the presence of the glutamatergic neurons in the human
ENS was not investigated before, our second aim was to find neurons expressing

NMDA receptors and serving as targets of glutamateric excitatory input.

Wholemounts were prepared from the human fetal gut. Single- and double-labelling
immunofluorescence histochemistry were used with antibodies raised against NOS,
VIP, NPY, GABA, glutamate and different subunit of NMDA receptors. The species-
specific secondary antibodies used for visualizing immunopositivity were conjugated

to biotin, Cy3, TRITC, AMCA and FITC.

Under immunhistochemical investigation numerous NOS-, VIP-, NPY- and GABA-

immunopositive neural elements were detected. Our results give the first



immunocytochemical evidence that glutamate and different subunits of NMDA-

receptors are present in the developing human gastrointestinal tract.

Double-labelling experiments revealed NOS-NPY, NOS-VIP and NOS-GABA
coexistence and in numerous neurons was only NOS-immunoreactivity. In addition,
these experiments demonstrated NPY-immunopositive pericellular baskets around a
given population of NOS-immunopositive neurons. On the basis of these data five

population of the nitrergic neurons were distinguised.

The weeks 12-22 of gestation is a significant period in the development of the human
ENS and the enteric microenvironment, because under this period the layers of the
gutwall, the pattern of the nitrergic myenteric neurons and the neurochemical feature

of the enteric neurons underwent considerable changes.
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