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1. BEVEZETES

1.1. Gyulladasos bélbetegségek

A colitis ulcerosat és a Crohn betegséget magaba foglald gyulladasos betegségcsoport
(Inflammatory Bowel Disease — IBD) az emésztérendszer kronikus, relapsusokkal tarkitott,
hyperaemidssa, 6démassa valik, sulyosan kérosodik. IBD-ben a mikrokeringés is sériil, és az
érrendszeri karosodds megel6zi a nyalkahdrtya sériilések, fekélyek kialakulasat, igy korai
korjelzonek tekintheté (Hatoum et al. 2003). A mikrokeringési karosodasok érintik a
mikroerek architektirdjat és funkciojat is, a kapillarisok strukturaja megvaltozik, mikézben
megnd az erek permeabilitasa és mikrokeringési diszfunkci6 alakul ki (Hatoum et al. 2005).
1.2. A gyulladasos mikrokeringési zavarok kialakulasa

A bélnyalkahartya mikrokeringésének kiemelkedd jelentésége van a transzport
mechanizmusok miikodésében, végsd soron a bélnyalkahartya homeosztazisaban (Foitzik et
al. 1999). A gyulladdsos mediatorok 4altal kozvetitett folyamatok soran romlik a
bélnyalkahartya mikrokeringési haldézatdnak vazomotoros miikodése és a kapilléris perfuzid,
sejt-sejt kolcsonhatasok alakulnak ki és aktivalodik a véralvadasi kaszkad (Granger 1999).
alapulnak. A kérosodott mikrokeringés miatt megvaltozik a gyulladasos, reaktiv oxigén
szabadgyokoket (ROS) generdlé enzimek, példaul a mieloperoxidaz (MPO) és xantin
oxidoreduktaz (XOR) aktivitasa. A fokozott ROS termelddés végsd soron endothel karosodast
eredményez, igy ezen enzimek funkcionalis zavara, valamint az aktivalt endothel egytittesen a
vazokonstriktor hatast endotelin-1 (ET-1) peptid (Masaki et al. 1989) ¢és az értagitod nitrogén
monoxid (NO) (Palmer et al. 1987) egyensulydnak felborulasit eredményezi. Ezek a
valtozasok a mikrokeringés masodlagos valtozasait, az endothelium tovabbi karosodasat, a
kapillaris permeabilitas és a barrier-funkcio tartds zavarat okozzak, ¢s jelentds extracellularis
0déma kialakulasahoz vezetnek (Granger et al. 1988).
kapcsolata. A vazodilator NO rovid fél-¢letidejii reaktiv mediator, L-argininbdl képzddik a
NOS enzimek altal katalizalt folyamatokban. A NOS {6 izoformai az ér endothelium altal
termelt endothelidlis NOS (eNOS vagy NOS1), a neuronalis NOS (nNOS vagy NOS3), ¢s a
kiilonbo6z6 sejttipusok (makrofagokat és gliasejtek) aktivalodasa révén termelddd indukalhato,

kalcium / kalmodulin-fiiggetlen izoforma (iNOS vagy NOS2) (Moncada és Higgs, 1991



Moncada et al. 1991). Az NO erds értagitd és antiadhézios hatdsa mellett modulalja a
vaszkuldris permeabilitast is (Moncada et al. 1999; Duran et al. 2010).

A kapillaris kdrosodéas masik fontos eleme a ROS képzddés, amely szamos forrasbol,
tobbek kozott a XOR rendszerbol, valamint a neutrofil leukocytakbol (Granger et al. 1988)
szarmazhat. Az NO molekula parositatlan elektronnal rendelkezik, igy nagy affinitassal reagal
a szuperoxid gyokokkel, melyekkel peroxynitrit aniont képez. A peroxynitrit rendkiviil
reaktiv oxidativ agens, jelentds szerepe van a protein struktirak moédositasaban, funkciojuk
megvaltoztatasaban, lipidperoxidaciot és tovabbi sejtkarosoddst okozhat (Beckman et al.
1990; Radi et al. 1991).

Az autoreguldcid tovabbi jelentés komponense a vazokonstriktor hatdsu ET-1
képzddése ¢s metabolizmusa, mely szoros kapcsolatban 4all a keringési elégtelenségek
mikrokeringési kovetkezményeivel. Az ET-1 a prekapillaris és arteriolaris simaizom sejteken
keresztiil erdteljes vazokonstriktor hatast gyakorol az értonusra, autocrin, illetve paracrin
modon.

A perivaszkularis szovetben a gyulladasos sejtek megjelenése komplex kaszkad
mechanizmus kovetkezménye. A leukocyta-endothel interakcié a posztkapillaris venuldk
endothel feliiletén a neutrofil leukocytak gordiilésével (rolling) indul. Hatterében az endothel
sejtek felszinén E- és P szelektinek, mig a leukocyta oldalon L-szelektin molekulak
expresszioja all. Ezt kovetden a leukocytak mozgasa oly mértékben lelassul, hogy iddlegesen,
majd tartésan kitapadnak az endothelium felszinéhez. A folyamatot az endothel sejteken
tovabbi adhézios molekuldk (ICAM-1, VCAM-1), mig a leukocytdk esetében integrinek
(CD11/CD18) megjelenése koveti. Végiil a leukocytak az érpalyabdl kilépve a szdveti oldalon
akkumulaldédnak. A leukocytak 4ltal termelt proteazok és elasztdzok tovabbi mikrovaszkularis
karosodast, és mikrokeringési zavart okoznak (Granger and Kubes, 1994).

Az értagitd és vazokonstriktor mediatorok egyenstlyanak felboruldsa, valamint a
leukocyta-endothel interakciok kialakulasa a mikrokeringés két f6 komponensének
(funkciondlis kapillaris denzitds, vorosvértest dramlasi sebesség) megvaltozasahoz vezet. A
funkcionalis kapillaris denzitas a szoveti perfuzid jelzdje, amely fligg az atjarhatd kapillarisok
szamatol és a vizsgalt teriilet nagysagatol. A csokkend funkcionalis kapillaris denzitds a
szoveti perfuzid hatékonysaganak csokkenését jelzi (Tsai et al. 1995). A kapillarisokban a
vorosveértest aramlasi sebességet a prekapillaris ératmérd és a véraramlas mértéke hatdrozza

meg.



1.3. Mikrokeringési zavarok kialakuliasa IBD-ben

Elettani koriilmények kozott a bélnyalkahartya fontos barrier funkciot tolt be a kémiai
agensek ¢és a baktériumok ellen, valamint szdmos transzportfolyamatot modulal. A vastagbél
gyulladasa soran a nyalkahdrtya epithelium sériilésének kovetkeztében a barrier funkcid
romlik (Appleyard et al. 2002), ami bakterialis transzlokaciohoz vezet.

IBD-ben a vastagbél intramuralis mikrokeringése megvaltozik, vazodilaticid, vénas
pangas (Laroux et al.2001), valamint vérbdséggel és egyidejli szoveti hipoperfuzidval jaro
heterogén daramlas alakul ki, és e folyamatban az endothelium jelentds szerepet jatszik
(Hatoum et al. 2003). Ex vivo kisérletekben, IBD-ben szenvedd betegek vastagbelébdl
szarmazd biopsziakbol mutattak ki, hogy a jelenség hatterében az endothelium-eredetli
mediatorok (ET-1, NO) egyenstilyzavara allhat (Hatoum et al. 2003).

A GI traktusban kialakulé gyulladasos folyamatok modellezésére széles korben
alkalmazhaté a trinitro-benzén-szulfonsav (TNBS) altal kivaltott kisérletes colitis, mely a
human IBD szdmos jelét ¢és tiinetét mutatja. Ragcsalokban TNBS intracolonalis
alkalmazasaval tobb héten at tartd, kifejezett stlyvesztéssel, gyulladdasos biokémiai
paraméterek emelkedésével jarod transmuralis bélgyulladéds idézhetd el (Morris et al. 1989).
Ebben a modellben a gyulladasos aktivacié soran sulyos morfoldgiai destrukcid jon létre
(Tatsumi and Lichtenberger 1996), és a colon mukoza kapillaris véraramlasa még 24 o6raval
az indukcid utdn is emelkedett (Kruschewski et al. 2001). TNBS colitisben Petersson és
munkatarsai kimutattak az Osszefliggést az emelkedett mikroperfuzié és a fokozott cNOS
aktivitas kozott (Petersson et al. 2007).

1.4. A mikrokeringés in vivo monitorozasi lehetdségei

A mikrokeringési valtozasok vizsgalata az ¢lettani, kérélettani és gyogyszertani
kutatdsok fokuszéban all. Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt fektetnek e vizsgalatokra a
klinikai diagnosztikdban is: az alapkutatdsi eredmények szdmos képalkotd eszkoz
megjelenését és dinamikus fejlodését segitették eld. A technikdkat nyolc nagyobb csoportba
sorolhatjuk (Vollmar et al. 2009). 1. A radioaktiv izotdppal, fluoreszcens festékkel jelzett,
vagy szinezett mikrogyongy moddszer abszolut értékii adatokat nydjt a véraramlésrol és a
perfuziorol. Hatranya, hogy folyamatos regisztralasra nem ad lehetdséget, és hogy a
gyongyoket post mortem kell eltavolitani, ami a klinikai alkalmazast nem teszi lehetévé. 2. A
hidrogén, xenon ¢€s indocianin zold clearance technika inert gdzok szévetekbe vald bevitelén
alapul, a telitettség utdn a szinteket és a higulast platina elektroddal polarografidsan
hatdrozzak meg, ezzel mérve a véraramlas és a perfuzié mértékét. 3. Indikéator-higulés

modszer, amely az indikator anyagnak az adott szervbe vald egyszeri bejuttatasat jelenti, majd



annak higulasi mértékébdl az aramlasi sebesség és a vérvolumen kiszamolhato. 4. A 1ézer-
Doppler aramlasmérd technika alkalmas a hajszalerek teljes véraramlasanak szummacios
monitorozasara. 5. A kozeli infravords spektroszkopia a szoveti O, szaturdcié nem invaziv
monitorozasara alkalmas. 6. Az intravitalis videomikroszkopos (IVM) mddszerek koziil az in
vivo fluoreszcens mikroszképia fluoreszcens markerek alkalmazasaval lehetové teszi a
mikrokeringés funkcionalis €s morfologiai vizsgalatait az ¢l6 szovetekben. 7. Az ortogonalis
polarizacios spektralis (OPS) képalkotd technika fluoreszcens festék hozzaadasa nélkiil
alkalmas a mikrokeringés monitorozasara. Vizsgalhat6 vele az érsiirliség, az aramlas és a
perfuzid6 mértéke. 8. A sidestream dark field (SDF) képalkotod technika az OPS technika
tovabbfejlesztett valtozata. Festékanyag hozzaadasa nélkiil teszi lathatova a vorosvértesteket
¢s a fehérvérsejteket is (Vollmar et al. 2009).

Vizsgalatainkban nem invaziv, vagy minimalisan invaziv technikdkat hasznaltunk,
melyek alkalmasak a mikrovaszkuldris perfuzié direkt megjelenitésére, vagy kozvetett
meghatarozasara, mindemellett klinikai koriilmények kozott is alkalmazhatok. Ezek egyike a
mélyebb (ca. 200 pm-es) rétegek mikrokeringésének megfigyelésére alkalmas OPS
képalkotds, amely a hemoglobin tartalmi képletekrdél kontraszterdsités nélkiili VM
képalkotast tesz lehetdvé. Ez esetben a vizsgalt targyat linearisan polarizalt fénnyel vilagitjak
meg. A képalkotds a szovetek belsejébdl visszaérkezd depolarizalt fénnyel torténik, amely
elegendé ahhoz, hogy hatulrél megvilagitson minden olyan strukturat, ami a targy felszine
alatt talalhat6. Az OPS képalkotashoz az 548 nm-es hullamhosszhoz kozelitd fényt
alkalmaznak (ebben a tartomanyban a hemoglobin és az oxihemoglobin egyenld mértékii
abszorbanciat mutat), ezaltal minden olyan képletet lathatéva lehet tenni, ami hemoglobint
tartalmaz (Groner et al. 1999; Lindert et al. 2002).

Tovabbi IVM vizsgaldé modszeriink a fluoreszcens konfokalis pasztazd 1ézer
endomikroszkdpia (CLSEM), amellyel in vivo, valds idejli, dinamikus szdvettani vizsgalatok
végezhetdk (McLaren et al. 2001). A technika jellegzetessége és elénye, hogy digitalis
,metszetek” készithetok, melyek kikiiszobolik a hagyomanyos szovettani vizsgalatok sordn a
metszéssel, fixalassal és bedgyazassal keletkezé miitermékeket. Lokalisan, vagy szisztémasan
beadott fluoreszcens festékek alkalmazasdval nagy felbontdst, hirom-dimenzids optikai
biopszia készithetd, anélkiil hogy a vizsgalt szovet integritdsat megvaltoztatnank (Kiesslich et
al. 2007). A fluoreszcens CLSEM 488 nm-es hullamhosszusagu egysoros lézer
megyvilagitassal dolgozik, mely lehetévé teszi a nyalkahartya felszinével parhuzamos, 0-250
um mélységli digitalis felvételek rogzitését. A technika alkalmas egyes celluldris ¢és

szubcellularis elvaltozdsok monitorozasdra, valamint a mikroér halézat morfologiai ¢és



funkcionalis valtozasainak vizsgalatara is (Kiesslich et al. 2007). A modszer szenzitivitisa és
specificitasa lehetOvé teszi a célzott biopszia vételét, mellyel javulhat a diagnosztika
eredményessége egyes GI betegségekben.

1.5. Uj terapias lehetéségek a GI traktus gyulladasinak csokkentésére

A gyulladés kovetkeztében kialakuld mikrokeringési elvaltozasoknak meghatarozo
szerepiik lehet a szovetek tulélésében. Ugyanakkor a jelenleg alkalmazott gyulladascsokkentd
szerek hatasa korlatozott, vagy alkalmazasuk mellékhatasokkal jarhat (Perrier & Rutgeerts
2012). Uj lehetéséget vetett fel a megfigyelés, ami emelkedett L-kinurenin szintet igazolt
IBD-ben szenvedd betegek vérében (Forrest et al. 2002). Az L-kinurenin - kinurénsav utvonal
a triptofan metabolizmus része, melynek kortani jelent6ségét szamos neurodegenerativ
betegség esetében igazoltdk (Klivényi et al. 2004). A kinurénsav N-metil-D-aszpartat
(NMDA) tipust glutamat receptor antagonista hatdsa alapjan potens, endogén neuroprotektiv
szernek bizonyult a kozponti idegrendszert érintd korképekben. A glutamat a kdzponti
idegrendszer f0 excitatorikus neurotranszmittere, de hatdsat kifejtheti az enteralis
idegrendszerben (ENS) is. Az ENS neuronjaiban nagyszami NMDA -receptor expresszalodik
(Liu et al. 1997, Giaroni et al. 2003), és a feltételezések szerint a glutamat receptorok szerepet
jatszhatnak az IBD-vel kapcsolatos nocicepcioban. Ugyanakkor az NMDA receptorok
periférids gatlasanak kovetkezménye nem teljesen ismert: ez a jelatviteli utvonal a GI
traktusban jorészt még feltérképezetlen, élettani és gyulladasos koriilmények kozott egyarant.
Az utobbi évek soran kifejlesztették a kinurénsav szintetikus analogjat, az SZR-72 jelzési
vegyiiletet, amely a kinurénsavval ellentétben atjut a vér-agy gaton. Az SZR-72 kdzponti
idegrendszeri hatdsait a korabbiakban mas munkacsoportok mar megvizsgaltdk, de a
periférias NMDA receptorok gatlasanak kovetkezményei, vagyis az ENS hatdsok nem
ismertek.

Az IBD-t jellemzd korallapot tovabbi, kozelmultban feltart eleme, hogy colitis
ulcerosaban szenvedd betegeknél a colon epithéliumot borité mucin foszfatidilkolin (PC)
komponensének mennyisége jelentdsen lecsokken (Stremmel et al. 2005), ezért az étrend
részeként a GI rendszerbe jutdé PC tartalmi anyagoknak nagy jelentdségiik lehet. Korabbi
vizsgélatainkban a biomembranokat alkot6 PC exogén bevitele gyulladdsos és ischaemids
folyamatokban is protektiv hatasunak bizonyult (Erds et al. 2006, Gera et al. 2007, Ghyczy et
al. 2008, T&ékés et al. 2011). PC alkalmazisa csokkentette az intestinalis strikturak

kialakulasat is (Mourelle et al. 1996), és a klinikai tapasztalatok szerint a nydk PC szintjének

emelkedése a tiinetek javulasaval és a gyulladasos aktivitas csokkenésével jart egyiitt.



2. CELKITUZESEK
A gyulladassal jar6 GI megbetegedésekben a lokalis mikrokeringési funkcio, illetve a
mikrokeringés szoveteket is érintd mitkodési zavardnak meghatarozasa nagy jelentdségii lehet
a terapias lehetdségek feltérképezése soran. Azok az anyagok, amelyek hozzdjarulnak a
mikrokeringés funkcionalis javulasdhoz, igéretes terapids szerek lehetnek a klinikai
gyakorlatban. Vizsgélataink fokuszdban olyan lehetséges terapias utvonalak alltak, melyek
mikrovaszkularis és a mikrocirkuldcids hatdsukon keresztiil a gyulladdsos folyamatokat
mérsékelhetik. Vizsgalataink targya a gyulladdsos aktivacié fokanak és a GI mikrokeringés
valtozasanak meghatarozasa volt kisérletes colitis modellekben. Tovabbi, altalanos célunk
olyan terapids lehetoségek hatékonysaganak meghatarozasa volt, amelyek egyidejiileg
befolyasolhatjdk a mikrokeringési elvaltozasokat és a gyulladasos folyamatokat. Mindezek
alapjan konkrét célkitiizéseink az alabbiak voltak.
I. A GI mikrokeringési diszfunkci6 ¢és a mikroér halozat sériiléseinek
felismerése/meghatarozasa/analizise in vivo képalkotd technikak alkalmazaséaval;
2. Az OPS ¢s CLSEM technikdk alkalmazhatosaganak 6sszehasonlitasa a GI traktusban;
3. Objektiv értékelési (score) rendszer kidolgozasa, amellyel kisérletes koriilmények
kozott a mikrokeringési valtozdsok mértéke megbecsiilhetd;
4. Az NMDA receptor antagonista kezelés mikrokeringési és gyulladascsokkentd
hatdsanak tanulmanyozasa kisérletes colitisben;
5. Az oralis PC-kezelés gyulladascsokkentd hatdsossaganak vizsgélata a kisérletes colitis

altal kivaltott mikrokeringési diszfunkcid és szoveti sériilések soran.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekhez 32 him Wistar és 80 him Sprague-Dawley patkanyt (280-320 g)
hasznaltunk, a vizsgalatokat a NIH irdnyelvei alapjan (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals) végeztiik a Szegedi Tudoméanyegyetem MAB jovahagyasaval.
3.1. Colitis indukcio

Az allatok a colitis kivaltasa el6tt 12 6ran keresztiil ¢heztek. A gyulladast TNBS (40
mg/kg 0,25 ml 25%-os etanolban oldva) egyszeri, intracolonalis bedntésével idéztiik eld
(Morris et al. 1989), atmeneti éteres boditas mellett. Az almiitott csoport egyedeit a TNBS
oldoszerével kezeltiik.
3.2. Sebészi beavatkozas

A beodntést kovetd 1. ill. 6. napon Na-pentobarbitdl (50 mg/tskg i.p.) altatdsban

tracheosztomiat végeztiink, majd a vena jugularis kaniilalasa (PE50) utan az allatok Ringer-



laktat infaziot (10 ml/kg/h) kaptak a kisérlet végéig. Az allatok vérnyomasanak ¢&s
szivfrekvencidgjanak mérése céljabol kantlaltuk az arteria carotis communist, a
hemodinamikai adatok folyamatos monitorozasa SPEL Advanced Cardiosys 1.4 adatgyiijtd
szoftver (Experimetria Ltd., Budapest) alkalmazaséaval tortént. A perctérfogatot termodiltcios
technikaval hataroztuk meg.
3.3. A mikrokeringés in vivo monitorozasa
3.3.1. Intravitalis videdmikroszkopia

A colon serosa mikrokeringését a coecumtol disztdlisan 3 cm-re OPS technikaval
vizualizaltuk (Cytoscan A/R, Cytometrics, USA). A mikrokeringésrél S-VHS videofelvételek
késziiltek (Panasonic AG-TL 700, Matsushita Electric Ind. Co. Ltd, Osaka, Japan), melyeket
off-line analizdltunk (IVM Pictron, Budapest, Magyarorszag) ¢és meghataroztuk a
vorosvértestek aramlasi sebességét (RBCV, pm/s).
3.3.2. Az ér- és szovetkarosodas in vivo vizsgalata

A disztadlis colon nyalkahartya karosodas mértékét in vivo szdvettani
vizsgalomoddszerrel, fluoreszcens CLSEM segitségével hataroztuk meg (Fivel, Optiscan Pty.
Ltd., Australia). Az anusztél 8 cm-re proximalisan a colon lumenét megnyitottuk, a
nyalkahartyat feltdrtuk. A mucosa mikrovaszkuldris szerkezetét fluoreszcein isothiocianat-
dextran (FITC-dextran; 150 KDa, 20 mg/mL oldat fizioldgias séban, Sigma Chem., 0,3 ml
1.v.) adédsa utan vizsgaltuk. Az eszkdz objektivét a vastagbél nyalkahartyara helyeztiik és 5
perccel a festék beadasa utan (1 scan/kép, 1024 x 512 pixel és 475 x 475 pm képenként)
konfokalis képeket készitettiink. A nyalkahartya szerkezeti valtozasait akridin orange (Sigma-
Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA) felszini alkalmazasa utan vizsgaltuk. A TNBS-sel kezelt
allatokban kiilonallo, aktiv, gyulladt teriileteket vizsgaltunk és ezeket hasonlitottuk Ossze a
kezelt és kontroll csoportokban. Szemikvantitativ modszert dolgoztunk ki, mely alapjan 1. a
hajszalerek szerkezetét (0 normalis; 1 festék kilépés, de az érszerkezet felismerhetd; 2
karosodas és az érszerkezet felismerhetetlen); 2. 6déma kialakuldsat (0 nincs 6déma; 1
mérsékelt epithelidlis duzzanat; 2 stlyos 6déma) pontoztuk.
3.4. Gyulladasos markerek vizsgalata
3.4.1. MPO és XOR enzimaktivitas, nitrotyrozin szint meghatarozas

Vastagbél biopsziat a kisérletek végén, az 1. és a 6. napon vettiink. A szdvetmintakat
felhasznalasig -70 °C-on tartottuk. A mérésekhez a szovetmintdkat homogenizaltuk ¢és a
szoveti protedzok gatlasa céljabol 0,1 mM polimetilszulfonil fluoridot tartalmazé Trisz-HCl

pufterrel (0,1 M, pH=7,4), majd 24 000 g-n 20 percig 4 °C-on centrifugéltuk.
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A vizsgalt szovet MPO aktivitdsa a polimorf magva (PMN) leukocitdk szoveti
meg Kuebler és munkatarsai (Kuebler et al. 1996) metodikaja alapjan.

A XOR aktivitas a szuperoxid gyok termelés jelentds forrasa a bélszovetben. A colon
homogenizatum feliilusz6jabol Beckman (Beckman et al. 1989) modszerével mértiik
fluorometrias kinetikus assay segitségével.

A nitrotyrozin a peroxynitrit képzddés markere, melyet enzim-k6tott immunszorbens
probaval (ELISA; Cayman Chemical; Ann Arbor, MI) a colon homogenizatum feliiltisz6jabol
hataroztunk meg.

3.4.2. Plazma nitrit/nitrat (NO,) meghatarozas

Az NO stabil végtermékét, a plazma nitrit/nitrat (NOy) szintet Griess reakcioval
mértiik. A mesenteridlis vénabdl vett, heparinizalt vérmintdkat 4 °C-on 1000 g-vel
centrifugéltuk, a plazmat felhasznélasig -20 °C-on taroltuk. Elsé 1épésben a minta nitrat
tartalmat enzimatikus konverzioval nitritté alakitottuk, melyet a nitrit tartalom meghatarozasa
kovetett 546 nm-en spektrofotométerrel (Moshage et al. 1995).

3.4.3. NOS aktivitas mérés

A szoveti konstitutiv és induktiv NO szintaz (cNOS; iNOS) enzim aktivitdsanak
meghatérozasahoz a *H-arginin-"H-citrullin konverzién alapulé metodikét hasznaltuk (Szabo
1993). A kapott aktivitasbol és a mintabol mért protein tartalombol adtuk meg a NOS
aktivitast.

3.5. Kisérleti csoportok és protokoll

Az 1. kisérletsorozat els@ részében a colitis akut fazisat (1. nap) vizsgaltuk. Az
allatokat 4 csoportba osztottuk (1-4. csoport, n=10 minden csoportban): az elsé csoport csak
oldoészert kapott intracolondlisan (25% etanol) és kontrollként szolgalt. A tdbbi csoport
egyedeinél TNBS (40 mg/kg) intracolonalis alkalmazasaval vastagbélgyulladast hoztunk 1étre.
A 3. csoport tagjainal a colitis indukci6 utan kinurénsav (Sigma Chem. USA, 25 mg/kg/ml), a
4. csoportban pedig szintetikus kinurénsav analég SZR-72 (Gydgyszerkémiai Intézet, Szegedi
Tudomanyegyetem, 10 mg/kg/ml) kezelést alkalmaztunk iv infizidban.

A 1. kisérletsorozat masik részében, amelyben a colitis szubakut fazisat (6. nap)
modelleztiik, hasonl6an jartunk el (5-8. csoport, n=8 minden csoportban). Az 5. csoportban
almutétet végeztiink, mig a tobbiben colitist indukaltunk. A 7-8. csoportban kinurénsav, ill.
SZR-72 kezelést alkalmaztunk a TNBS beontés utani 6. napon.

Az IL. kisérletsorozatban a PC el6kezelés hatasait vizsgéltuk a colitis akut fazisdban 3

kisérleti csoportban (1-3. csoport), mig tovabbi 3 csoport allatai esetében (4-6. csoport) a
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szubakut fazisban kifejtett hatasat elemeztiik (n=8; minden csoportban). Az 1. és a 4. csoport
allatai csak oldoszert kaptak intracolondalisan (25% etanol) és az 1 és a 6 napos vizsgalathoz
kontrollként szolgaltak. A tobbi csoport egyedeinél TNBS (40 mg/kg) intracolonalis
alkalmazéséaval vastagbélgyulladast hoztunk 1étre. A 3. csoportban a TNBS indukci6 elétt, hat
napon keresztiil specidlis PC-vel dusitott tapot alkalmaztunk (Ssniff Spezialdidten, Ssniff
GmbH, Soest), ezek az éallatok 2%-os PC (1,2-diacilglicero-3-foszfokolin, R45, Lipoid
GmbH, Ludwigshafen) tartalmu tapot, mig az 1-2. és 4-5. csoport tagjai normal laboratériumi
tapot kaptak. A 6. csoportban pedig a PC-vel dusitott tdpot 3 nappal a colitis indukcio eldtt
kezdtiik etetni, és azt kovetden még tovabbi harom napig adtuk.

Vizsgalatainkat a colitis indukciét kovetden, az 1. és a 6. napon végeztilk. Miitéti
elékészitést kovetden hemodinamikai, mikrohemodinamikai méréseket, majd CLSEM
vizsgélatokat végeztiink, végiil vérmintat és szovetmintat vettiink a biokémiai gyulladasos
markerek vizsgalatra.

3.6. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését statisztikai szoftver csomag segitségével végeztiik (SigmaStat for
Windows, Jandel Scientific, Németorszdg), nem parametrids moddszereket alkalmazva. A
csoportok kozotti kiilonbségek meghatarozasa Kruskal-Wallis és Dunn préobaval tortént. A
grafikonokon a medidn értéket és az interquartilis félterjedelmet abrazoltuk. A szignifikancia

szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.

4. EREDMENYEK
4.1. A kisérletes TNBS colitis jellegzetes tiinetei

A TNBS beontést kovetden az els6 napon, a gyulladas akut fazisaban a colitises
csoportban hiperdindmias keringés, emelkedett perctérfogat volt megfigyelhetd a kontroll
csoport egyedeihez képest. A vizsgalatok 6. napjan a makrohemodinamikai paraméterekben
(vérnyomds, szivfrekvencia, perctérfogat) nem tapasztaltunk eltérést a kontroll és a colitises
allatok kozott. Az OPS vizsgalatok kimutattak, hogy a kezeletlen colitis alatt szignifikdnsan
megndtt a serosa vordsvértest dramlési sebessége a kontroll értékhez képest. A szubakut
fazisban a serosa voOrdsvértest aramlasi sebessége tovabbra is szignifikdnsan magasabb
értéken maradt.

Az akut fazisban a gyulladdsos mediatorok koziil a leukocyta akkumulaciot jellemzo
MPO enzim aktivitisa a TNBS-indukciot kovetden a kétszeresére nétt. A ROS termelésért
felelds XOR enzim aktivitas 2,5-szeresére emelkedett. A mikrokeringés egyik f6 szabalyozo

molekuldjanak képzddéséért felelés NOS enzim aktivitdsa szignifikdnsan emelkedett a
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proximalis colonban. A plazma NOy szint szintén emelkedést mutatott a kontroll csoport
értékeihez képest. A szubakut fazisban vizsgaltuk az MPO- és a XOR enzim aktivitasat,
valamint a plazma NOy és a szdveti nitrotyrozin szinteket. Mindegyik esetben szignifikansan
emelkedett értéket kaptunk a kontroll értékekhez képest.

A CLSEM technika alkalmazasaval végzett in vivo vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy
a kezeletlen colitises csoportokban kifejezett, 6démaval tarsuld kapillaris szerkezeti kdrosodas
alakult ki mindkét vizsgalt fazisban. A colitises csoportokban megfigyelhetd volt a kapillaris
halézatrendszer torzulasa. A TNBS kezelés hatdsara a fluoreszcens FITC-dextran festék
extravazacidja a kapillaris fal roncsolddasat jelezte, amelynek eredménye a megndvekedett
kapillaris permeabilitas. Akridin orange festéssel kifejezett 6déma képzddést észleltiink. Ezzel
szemben a kontroll csoportban megtartott érfal mellett szabalyos hatszogletti, ,,lépes méz”
mintazatot lattunk; sem szerkezeti, sem funkcionalis elvaltozas nem volt megfigyelhetd.

4.2. NMDA-receptor antagonista kezelés hatasa Kisérletes colitisben

A colitis akut fazisaban kialakulé makrohemodinamikai eltéréseket sem a kinurénsav,
sem a kinurénsav analdg kezelés nem befolyasolta. Ezzel szemben a colitis mindkét fazisaban
szignifikansan emelkedett vorosvértest aramlasi sebességet az NMDA-receptor antagonista
kezelés normalizélta. Az akut fazisban mindkét receptor antagonista hatdsa szignifikans volt,
a szubakut fazisban viszont a kinurénsav analog kezelés hatasosabb volt, szignifikdnsan
mérsékelte a vorosvértest aramlasi sebességet.

A szoveti MPO enzim aktivitasat a colitis 1. napjan mindkét NMDA receptor
antagonista szignifikansan csokkentette, mig a 6. napon a kinurénsav kezelés bizonyult
eredményesebbnek. A NOS enzim aktivitasat az akut fazisban vizsgaltuk, mindkét receptor
antagonista kezelés esetben szignifikans csokkenést észleltiink. A colitis szubakut fazisaban
mértiik a NOy és a nitrotyrozin szintet; a NOy esetében mindkét NMDA receptor antagonista
kezelés szignifikdns csokkenést eredményezett, mig a nitrotyrozin szint esetében az SZR-72
kezelés volt hatasos.

Az in vivo CLSEM vizsgéalataink soran egyik NMDA receptor antagonista kezelés sem
bizonyult hatasosnak. A kapillaris halézat morfoldgiai és funkciondlis elvéltozasait az
egyszeri antagonista kezelés nem tudta eredményesen befolyésolni.

4.2. PC kezelés hatasa kisérletes colitisben

A colitis akut fazisdban jelentkezé makrohemodinamikai valtozasokat a PC eldkezelés
nem befolyésolta. A mikrokeringési vizsgalatok ugyanakkor kimutattak, hogy a PC eldkezelés
szignifikansan csokkentette a voOrdsvértest aramlasi sebességet az elsé napon, és kissé

mérsékelte az aramlasi sebességet a késobbi fazisban.
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A gyulladasos biokémiai markerek vizsgalata soran kimutattuk, hogy a PC eldkezelés
az akut és a szubakut fazisban egyarant csokkentette az emelkedett MPO- ¢s XOR enzim
aktivitast, valamint a magas plazma NOy szintet.

A vastagbél nyalkahartya kapillarisainak  morfologiai  vizsgalata  el6bbi
eredményeinket megerdsitette. A PC kezelés hatasara a kisérletes colitis mindkét vizsgalt
fazisaban csokkent a kapillarisok karosodasa. A mikroér haldzat szabalyos szerkezetli maradt,
az 6déma ¢s a fluoreszcens festék kidramlasanak mértéke nagymértékben csokkent az akut
fazisban. A szubakut fazisban a PC eldkezelés kivédte mind az érhaldzat szerkezeti

destrukcidjat, mind az érfal funkcionalis elvaltozésait jelzé 6démat.

5. DISZKUSSZIO

Kisérletes munkdnkban a TNBS altal okozott colitis akut és szubakut fazisaira
jellemzd mikrokeringési és mikrovaszkularis valtozasokat, a gyulladasos valaszt, illetve ezek
befolyasolhatosagat  vizsgaltuk.  Osszehasonlitottuk  két 0j  vizsgalati  modszer
alkalmazhatdsagat €s két 1) terapias lehetdség eredményességét a mikrokeringési zavarral jaro
korkép diagnosztikdjaban és kisérletes terapiaja soran. Az altalunk alkalmazott TNBS colitis
jol modellezi a humén IBD klinikai tlineteit (hasmenés, véres széklet, stlyvesztés), valamint a
gyulladdsos  mediadtorok  szintjiében ¢és a  mikrokeringésben  (érstruktira  ¢és
mikrohemodinamika) bekovetkezd valtozasokat. A mikro- ¢s makrokeringési valtozasok a
leukocitdk kitapadasaval és extravasaloddsaval jartak, melyek mértéke a colitis egyes
fazisaiban - a gyulladasos valtozdsokhoz hasonléan — jellegzetesen kiilonbozott egymastol.

Az NMDA receptor antagonista kinurénsav és az SZR-72 analdg egyszeri adasa és az
oralis PC elokezelés is jelentdsen mérs€kelte a gyulladasos markerek, a XOR aktivitast és a
NOS enzim ¢és a vele szorosan Osszefliggd NO végtermékek szintjét valamint a leukocyta
aktivacido mértékét, a gyulladas mindkét vizsgalt fazisaban. Tovabbi, részletes mikrokeringési
vizsgalataink soran a colitis alatt kialakulé mikrokeringési zavart és kapillarisok szerkezeti €s
funkcionalis kérosodasat elemeztiik. A karosodasok feltérképezésre iranyuld vizsgélataink
igazoltdk a vizsgélati technikdk jo diagnosztikus alkalmazhat6sagét, és mindkét kezelés
hatékonysagat a mikrokeringési zavar normalizalasaban. Igazoltuk, hogy a PC eldkezelés
eredményes a kapillaris sériilésekkel szemben is, ugyanakkor ez a hatds az NMDA-receptor
antagonista kezelés egyszeri alkalmazasaval nem volt kimutathato.

Az IBD pontos pathomechanizmusa nem teljesen tisztazott. Kisérletes adataink
alapjan a biokémiai és mikrokeringési zavar hatterében egyrészt az NMDA receptorok és a

NOS rendszer kozotti kapesolat, valamint a béltraktusban zajlo koros immunologiai reakcio is
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allhat. Welters és munkatarsai kapcsolatot igazoltak az NMDA receptor aktivacid és
leukocyta sejtvonalak kozott (Welters et al. 2010). Kimutattdk, hogy az NMDA receptorok
nemcsak a neuronokon, hanem az endotheliumon és immun-kompetens sejteken is jelen
vannak, ami koz0s szabdlyozé mechanizmusra utal (Mashkina et al. 2010). Az NMDA
receptorok inaktiv limfocitakon alig expresszalddnak, ehhez megfeleld stimulus sziikséges,
ugyanakkor TNBS colitisben expresszalédasuk nagyfoka. A glutamat az NMDA
receptorokon keresztiil a PMN granulocitak aktivalasahoz és kifejezett intracellularis Ca®"
bearamlashoz vezet, ami citotoxikus hatdsu lehet. Valoszintisithetd tehat, hogy a béltraktusban
az enteralis idegrendszer és a cellularis immunrendszer kozotti szabalyozo6 folyamatokban az
NMDA receptorok aktivalasanak kulcsszerepe van (Boldyrev et al. 2004, Miglio et al. 2005).

Eredményeink bizonyitjdk, hogy az endogén és szintetikus NMDA-receptor
antagonista kezelés a colitis indukcio 1. és 6. napjdn egyarant csokkenti az oxidativ és
nitrozativ stressz okozta elvaltozasokat, csokkenti a leukocyta akkumuléciot és hatékonyan
moduladlja a mikrocirkuldcié valtozasait. Ugyanakkor az NMDA antagonistak egyszeri
alkalmazasa nem csokkentette a kapillarisok morfolégiai €s funkciondlis kdrosodasat, ezért a
terapias hatashoz ismételt, vagy elhuzodo doézisok (€s ennek igazolasdhoz tovabbi kisérletek)
szlikségesek.

A PC a bél nyalkahartya hidrofobicitasaért felelds mucin alapveté komponense és
protektiv hatdsat részben lokalisan, részben szisztémasan fejtheti ki. A mucin PC tartalma
bizonyitottan csokken TNBS alkalmazasa utan, valamint colitis ulcerosaban szenvedd betegek
nyakjaban is (Stremmel et al. 2005). Az elvékonyodott mucin nem képes hatékony barrierként
miikodni, rajta keresztiil atjuthatnak és a hamsejtekkel kapcsolatba keriilhetnek a bélben levd
baktériumok, és immunvalaszt kivaltva elindithatjak a gyulladdsos kaszkadot (Braun et al.
2009).

Mindezt a kovetkeztetést tovabb erdsitik azok a korabbi adatok, amelyek a PC terapids
hatasat irjak le a GI traktus gyulladasos allapotaiban. Human vizsgalatban 3 honapos PC
kezelés hatasara a kronikusan aktiv colitises betegek zoOmében remissziot, vagy a betegség
aktivitdsanak szignifikdns javulasat sikeriilt elérni, a szteroid kezelés elhagyisa mellett
(Ehehalt et al. 2004). Ugyanakkor az oralisan bejuttatott PC nemcsak helyileg képes a
gyulladast befolyasolni, felszivodasa utdn a kolin metabolit a kolinerg anti-inflammacios
utvonalon keresztiil, a makrofagok és PMN leukocytak gatlasat is okozhatja (Tracey et al.
2007).

Modelliinkben in vivo koriilmények kozott figyelhettik meg a TNBS hatasara

kialakul6 mikrohemodinamikai valtozasokat és a kapillarisok szerkezet roncsolodast.
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Bizonyitottuk, hogy a taplalékkal bevitt PC el6kezelés protektiv a gyulladés korai és szubakut
fazisaiban is, normalizdlja a mikrokeringési diszfunkciot a colitis mindkét szakaszaban.
Kimutattuk, hogy a PC el6kezelés kozvetlen hatékonysaga a kapillaris strukturalis karosodas
¢s a vaszkularis permeabilitds emelkedés helyreéllitasaban, illetve kivédésében rejlik.
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a TNBS hatdsara kialakulé stlyos
mikrokeringési diszfunkcioval jar6 gyulladasos folyamat szamos elemét sikeresen tudtuk
befolyasolni mind az NMDA receptor antagonista kezeléssel, mind a taplalék kiegészitésként
alkalmazott PC eldkezeléssel. Mindkét kezelés mechanizmusanak fokuszaban a fokozott
serosa mikrokeringés normalizalasa all. /n vivo bizonyitottuk, hogy mindkét szer alkalmas az
oxidativ és nitrozativ stressz csokkentésére, ezaltal a kialakult mikrokeringési zavar
normalizalasara. Bizonyitottuk tovabba, hogy az ordlis PC kezelés kivédi a kapillaris
kérosodast és az érpermeabilitds novekedését, ezaltal kivédi a szoveti destrukciot és

hozzajarulhat a bélnyalkahartya barrier regenerdloddsdhoz. Mindezek alapjan az NMDA

crer
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6. A TEZIS FONTOSABB MEGALLAPITASAI

l. Az intravitdlis OPS technika jol alkalmazhaté a mikrokeringés vizsgélatara és
kvantitativ értékelésére a GI traktusban gyulladdsos koriilmények kozott. A CLSEM technika
jol hasznalhat6 a mucosa kapillarisok funkcionalis és morfolégiai valtozasainak
meghatarozasara, valamint az érpermeabilitas valos ideji (,,real time”) vizsgalatara.
Eredményeink szerint az intravitalis képalkotd technikdk helyettesithetik a hagyomanyos
szovettani modszereket, segitségiikkel nagy felbontast szovettani kép készitheté a vizsgalt
szoveti struktira fizikai megszakitdsa nélkiil. Mindkét vizsgalati technika hatékonyan
hasznalhatd a mikrovaszkularis strukturélis és funkciondlis valtozdsok nyomon kovetésére,
hasznos, kiegészitd szerepiik van a mikrokeringési vizsgalatokban.

2. Uj kisérletes értékelési rendszert alkalmaztunk a CLSEM technikaval késziilt
felvételek értékelésére a GI kapillaris karosodasok vonatkozasaban, amely jol hasznalhato a
GI traktus gyulladasos allapotaiban a mikrokeringési valtozasok mértékének in vivo
megbecsiilésére.

3. Intravitalis vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az enterdlis NMDA receptorok gatlasa
terapids jelentdségli lehet a helyi gyulladasos elvaltozdsok és mikrokeringési diszfunkcio
normalizalasaban a colitis akut és szubakut szakaszdban. Az NMDA receptor antagonista
kinurénsav és SZR-72 egyszeri alkalmazasa nem akadalyozza meg a TNBS altal okozott
kapillaris sériiléseket, az emelkedett vorosvértest aramlasi sebesség normalizalddik. Ezek a
hatdsok a TNBS colitis 1. és 6. napjan is Osszefliggést mutatnak a PMN leukocyta
akkumulaci6 és NO termelddés csokkentésével.

4. Intravitalis vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a PC eldkezelés hatékonyan kivédi a
mikrokeringési diszfunkciot és a bélfal kapillaris karosodast a kisérletes TNBS colitis akut és

szubakut fazisaban.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Itt szeretném kifejezni halamat Boros Mihaly Professzor Urnak, hogy lehetévé tette a
tudomanyos munkdm végzését a Szegedi Tudomanyegyetem Sebészeti Miitéttani Intézetében,
valamint koszoéndm Professzor Urnak munkam szakmai iranyitasat.

Koszonom Kaszaki Jozsef Tanar Urnak, hogy végigkisérte és iranyitotta
kutatdomunkdmat. Koszondom a tudomdnyos munkdm szakmai irdnyitasat, a munkamban
nyUjtott rengeteg segitséget €s szakmai tandcsait.

Szeretnék koszonetet mondani Szabd Andrea Tandrndnek, hogy bevezetett a kisérletes
munka vilagaba. K6sz6ndm, hogy hasznos tanacsaival hozzéjarult munkam sikeréhez.

Eziton koszonom Erces Déniel kollegamnak a kisérletes munka sordn nyujtott
segitségét, tanacsait.

Végiil, kiilon koszonetemet és halamat szeretném kifejezni Sziileimnek a nevelésért,
példamutatasért, mellyel palyamon elinditottak. Férjemnek, csalddomnak a biztatasért,
tiirelemért, tdmogatasért és a nyugodt, harmonikus hattérért, mellyel a mindennapokban ¢és

ebben a munkdban is tdmogattak.

Jelen kutatdsi eredmények megjelenését a ,, Kornyezeti tényezok és genetikai faktorok
interakciojanak vizsgdlata immunmedialt és daganatos betegségek kialakulasaban™ cimii,
TAMOP-4.2.2.4-11/1/KONV-2012-0035 szdmii projekt tamogatja. A projekt az Eurdpai Unié
tamogatasaval, az FEuropai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg. Tovabbi

kutatdsi tamogatdsok: OTKA K104656; TAMOP-4.2.2.4-11/1/KONV-2012-0073
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