Bevezetés

Az emldés bélidegrendszer a nyeldéesd, a gyomor, a bélcsatorna, a
hasnyalmirigy €s az epeholyag falaban elhelyezkedd neuronok é&s gliasejtek
Osszessége. Az enteralis neuronok funkcionalis €s neurokémiai sokszinliségét tekintve
a bélidegrendszer igen hasonld a kozponti idegrendszerhez. A bélidegrendszer kozel
100 milli6 neuront tartalmaz, megkozelitdleg annyit, mint a vizsgalt faj gerincveldje.
Az idegsejtekhez szorosan kapcsolodd gliasejtek sajatossagait tekintve is inkabb
hasonlitanak a kozponti idegrendszer asztrocitdihoz, mint a periférias idegrendszer
Schwann-sejtjeihez.

A bélidegrendszer felépitésére jellemz6, hogy a neuronhéalézatok a bélfal
kilonbozé szoveti rétegeiben, vagy azok kozott helyezkednek el. A neuronhalézatok
(plexusok) kozil kettdben a neuronok ganglionokba tomoriilnek €s a ganglionok
kozotti kapcesolatot az un. internodalis szegmensek biztositjadk. A myentericus plexus
a bélfal simaizomrétegei kozott helyezkedik el és a bélperisztaltika Osszehangolt
mukodéséért felelos. A submucosus plexus a nyalkahartya szekréciojat, a felszivast és
az endokrin funkciokat szabalyozza.

A nitrogén-monoxid (NO) intracellularis €s extracellularis jelatvivé molekula,
amelyet a nitrogén-monoxid szintaz enzim (NOS) termel. Emlésokben harom NOS
izoforma ismert: az indukalhato6 NOS (iNOS) és a konstitutivan expresszal6do
(cNOS) endothelialis (eNOS) és neuronalis NOS (nNOS).

A bélidegrendszerben a NO a f6 gatlo neurotranszmitter, kulcsszerepet jatszik
a perisztaltikus reflex leszallo gatlasanak kivaltasaban, a myentericus plexus altal
termelt NO szabalyozza a bélmotilitas relaxaciés komponensét. Farmakologiai és
génkittésés kisérletek bizonyitottdk a nNOS éaltal termelt NO szerepét a bélcsatorna
simaizmanak Un. nem-adrenerg nem-kolinerg (NANC) relaxéacidjaban. Specifikus
nNOS gatlokkal a bélfal simaizomrelaxacio csokkenthetd. A NO rendkivil fontos
szerepet jatszik a bélcsatorna patologids elvaltozasaiban is. A tépcsatorna
motilitasdnak finoman szabalyozott folyamatdban bedllé rendellenességeknek
hatterében gyakran a bélidegrendszer nitrerg neuronjainak pusztulasa és/vagy
elégtelen mikodése all. Tlyen betegség példaul a nyelésképtelenség (achalasia). Ezen
tal a cukorbetegség kisérd tiineteként megfigyelhetd motilitasi rendellenesség
hatterében is kimutattadk a nNOS fehérje expresszidjanak csokkenését €s a nitrerg

neuronok szelektiv pusztulasat.



Irodalmi adatok alapjan mar régota ismert, hogy a szeszes italokban talalhato
alkohol vagy etanol (etil-alkohol, C,HsOH) gatolja a tapanyagok, koztik sok vitamin
felszivodasat, valamint karositja a vékonybél nyalkahartyajat és igy az alkoholistakra
jellemzd hianyos taplaltsaghoz vezet. Az alkoholfogyasztds karos hatassal van a
bélcsatorna immunrendszerére is, immunhianyos allapotot eredményez €s igy noveli a
fertozés esélyét. Altalaban elmondhatod, hogy az alkohol egészségre karos hatasa
férfiaknal >40g etanol/testtomegkg/nap, ndéknél >20 etanol/testtdémegkg/nap
alkoholfogyasztas esetén kovetkezik be. Az elfogyasztott alkohol 20%-a a
gyomorban, mig a maradék 80%-a a duodenum és a jejunum teriletén szivédik fel
egyszerl diffuziéval. A bevitt etanolhoz hasonld6 magas koncentracié csak a
vékonybél gyomorhoz kozeli szakaszaiban, a duodenumban €s a jejunumban fordul
el6. A bélcsatorna tovabbi szakaszaiban a bél lumenében 1évé alkoholkoncentracid
megegyezik a vér alkoholkoncentraciojaval, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
lumenbe az alkohol a vérarambdl 1ép be.

Az alkohol igen jelentds hatassal van a bélcsatorna motilitdsara, ennek pontos
mechanizmusa azonban eziddig nem ismert. A perisztaltika megvaltozasa igen
komoly bélrendszeri problémakhoz vezet, tobbek kozott kedvez a baktériumok
felszaporodasanak és igy az endotoxinok és egyéb toxinok felhalmozodasanak. A
tranzit lassulasa bélpangashoz és a tapanyagok elégtelen felszivasahoz vezet, ezek a

tinetek pedig nagymértékben hozzajarulnak a betegek életmindségének romlasahoz.



Célkitiizések

Mivel a NO szabalyozza a perisztaltikus reflex leszallo gatlasat, feltételeztiik,
hogy a NO ¢és szintetizal6 enzimeik szerepet jatszanak a kronikus alkoholfogyasztast
kovetd megvaltozott motorikus funkciokban.

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hogyan valtozik meg az egér bélcsatorna motilitdsa in vivo, kronikus

alkoholfogyasztast kovetden?
e Valtozik-e a nitrerg neuronok altal szabalyozott simaizom-relaxacié kronikus
alkoholfogyasztas utan egér jejunumbol késziilt myentericus plexus-simaizom

preparatumban?

e Viltozik-e a nNOS-immunpozitiv myentericus neuronok szama ¢és az

osszneuronszam alkoholfogyasztast kovetden?

e Viltozik-e a myentericus neuronok altal termelt NO mennyisége

alkoholfogyasztas utan?

e A NO-t szintetizal6 neuronok és a nNOS-immunreaktiv neuronok ugyanazok-e?

e  Valtozik-e, és ha igen, milyen mértékben a ¢cNOS ¢és iNOS enzimek aktivitasa

kronikus alkoholfogyasztast kovetden a patkany bélcsatorna kiilonboz6 szakaszain?

e Viltozik-e az eNOS ¢s nNOS enzimfehérjék mennyisége alkoholfogyasztas

utan a patkany bélcsatorna kiillonb6zé szakaszaibdl készitett homogenizatumokban?



Anyagok és modszerek

A kisérletekben hasznalt allatok tartasa és felhasznalasa az Europai Kozosség
Tanédcsa iranyelveinek (86/609/EEC) ¢s a magyar torvényi szabalyozasnak
(XXVIII/1998 és 243/1998) megfelelden, az intézményi etikai bizottsag engedélyével
tortént.

Felhasznalt allatok

Két honapos felnétt Swiss egereket a kisérletek kezdetekor harom csoportra
osztottunk. Két kontroll csoportra, az egyik vizet, a masik az alkohollal megegyezd
energiatartalmi szacharézoldatot kapott, és egy alkoholkezelt csoportra. Az
alkoholkezelt csoport a 10% ¢és 15% etanoltartalma két hetes adaptacios periodust
kovetden még 3 hétig kapta a 20% etanol vizes oldatat. Az elfogyasztott folyadékot és
az allatok sulyat folyamatosan mértilk az 5 hét alatt. A napi alkoholfogyasztas
atlagosan 7,8 g etanol/testtomeg kg volt. Patkdnyok esetében a kontroll csoport vizet,
mig az alkoholkezelt csoport az elsé héten 10% (v/v), a masodik héten 15%-os etanol
vizes oldatat kapta. E két hét adaptacids periodust kovetden az alkoholkezelt csoport
még 6 hétig fogyasztott 20%-os etanolt. A napi alkoholbevitel 5 g etanol/testtomeg kg
volt.

In vivo tranzitvizsgalat

Az egerektdl 12 oraval a kisérlet kezdete elétt megvontuk a taplalékot, majd
éteres altatdsban Evans-kék festéket juttattunk a gyomorba. Tizendt perc elteltével az
allatokat felaldoztuk. Ezutan lemértik a pylorus és az Evans-kék legtavolabbi
migracidés pontja kozotti tavolsdgot €s az értéket a Evans-kék migraciojanak
szazalékaban fejeztik ki, ahol a 100% a vékonybél teljes hossza.

In vitro simaizom-relaxdcio mérés

A kiboncolt jejunumot jéghideg Krebs pufferbe helyeztik, a mezentérium
mentén felvagtuk ¢és a nyalkahartyat ¢€s az alatta 1évé kotdszovetes réteget
eltavolitottuk. Az igy elkészitett preparatumokat szervedényekbe helyeztiik ahol a
preparatum als6 vége rogzitve volt, a felsé végét pedig egy erdatalakitohoz
csatlakoztattuk, amely folyamatosan mérte az izometrikus 0sszehuzddasok mértékeét.
Guanetidint és atropint hasznaltunk az adrenerg €s kolinerg valasz gatlasara. Az ideg-
izom preparatumokat prosztaglandin F, segitségével prekontrahaltattuk és a NANC

relaxéaciot elektromos mez6 stimulacio, NO és glicerol trinitrat hozzaadéasaval



valtottuk ki. NOS inhibitorként nitro-L-arginint hasznaltunk. Az ideg-izom
preparatumok relaxdciojanak mértékét a prosztaglandin [y, altal  kivaltott
kontrakciora adott relaxéacios valasz szazalékaban fejeztik ki.

Neurondlis NOS-, PGP9.5- és HuC/D-immunhisztokémia és sejtszdamolds

A neuronalis NOS izoforma kimutatasahoz nNOS ellenanyagot, panneuronalis
markerként pedig PGP9.5 és HuC/D ellenanyagot hasznaltunk. Egér mintak esetében
a preparatumokat Zeiss Axiophot mikroszkoppal vizsgaltuk majd 20 random
valasztott latotérben szamoltuk az egy 1atotérbe es6 nNOS- €s PGP9.5-immunoreaktiv
sejteket. Patkdny mintdknal a  wholemountokat Zeiss Axiovert 200M
fénymikroszkoppal €s a hozza tartozd Zeiss Axiocam HRc kameraval vizsgaltuk.
Wholemountonként 20 random valasztott, azonos felbontasu, méretli és nagyitasa
digitalis képet készitettiink. A digitalis képeken lathaté immunfestett sejteket a Plexus
Pattern Analysis szoftver segitségével szamoltuk meg.

NO felszabadulas mérése fluoreszcens festékkel élo szovetben

A myentericus plexus-simaizom prepardtumokat DAF-FM fluoreszcens
festékben inkubaltuk, majd digitalis felvételeket készitettiink Zeiss Axiovert 100M
mikroszkoppal Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkép rendszerben. A kilénbozo
mintdkban 1évd fluoreszcens értékek Osszehasonlithatosaganak érdekében minden
felvételt azonos mikroszkop beéllitasok mellett készitettiink. A digitalis felvételeken a
neuronokat korberajzoltuk és a Zeiss LSM 510 V2.53 analizalo szofver segitségével
megallapitottuk a neuronok atlag fluoreszcencia értékét.

cNOS és iNOS aktivitasméreés

A kronikus alkoholfogyasztas hatasat a cNOS €s iNOS enzimek aktivitdsara a
patkany bélcsatorna duodenum, jejunum, ileum €s colon szakaszaiban hataroztuk meg
és az eredményt fmol/mg fehérje/perc mértékegységben tintettik fel. Az
aktivitasmérés ['H]L-citrullinbol atalakult [*H]L-arginin mennyisége alapjan
allapitottuk meg.

eNOS és nNOS fehérjemennyiség meghatdarozasa Western blottal

Western blotra SDS-poliakrilamid gél elektroforézist hasznaltunk. Elsédleges
ellenanyagok a kovetkezdek voltak: egér anti-nNOS, anti-eNOS és anti-f-aktin. A
kiértékelés harom fiuggetlen nNOS-sal illetve eNOS-sal festett bloton tortént. Belso

kontrollként minden esetben [3-aktint hasznaltunk.



Eredmények

A béltranzit szignifikdnsan késett kronikus alkoholkezelés hatasara a kontroll
csoporttal osszehasonlitva. Ez a motilitasi késés bekovetkezhet azért, mert a
perisztaltikus reflex soran a simaizom kontrakciojat nem koveti megfelelé mértéka
relaxacio. A nitrerg simaizom-relaxdci6 mérése myentericus plexus-simaizom
preparatumokban ezt igazolta, hiszen alkoholkezelt egerekben a simaizom relaxacio
EFS hatasara szignifikansan csokkent. Az izompreparatumokhoz adott exogén NO
hatasara viszont nem véaltozott a simaizom-relaxdcié mértéke, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a lecsokkent simaizom-relaxacié nem receptorszinten valtodik ki.
A simaizom megfeleléen reagal a NO-ra, azonban a nNOS altal termelt €s a nitrerg
neuronokbdl felszabadul6 NO vagy nem elegendé mennyiségii vagy nem jut el
megfeleléen a simaizomsejtekig.

A nNOS-immunreaktiv neuronok szdma patkany €s egér mintdkban is minden
vizsgalt bélszakaszban szignifikansan lecsokkent alkoholkezelést kovetden a kontroll
mintakkal 0sszehasonitva. Az 6sszneuronszam azonban egyik vizsgalt mintaban sem
valtozott. Ez arra utal, hogy nem az alkohol hatasara bekovetkezett neurondlis
apoptozis miatt csokken a nNOS-immunreaktiv sejtek szama, hanem a nNOS
expresszidja csokken le a sejtekben.

A simaizom-myentericus plexus preparatumoknak DAF-FM festékkel
torténd inkubacidja utan a myentericus neuronok, idegrostok, erek és simaizomsejtek
mutattak intenziv festédést. A fluoreszcencia intenzitasa L-NAME hatasara 52.5%-
kal csokkent ami azt mutatja hogy a fluoreszcencia valoban NO eredeti. A
myentericus neuronokban tortént fluoreszcencia intenzitas (FI) mérése és statisztikai
analizise utan azt tapasztaltuk, hogy a FI szignifikdnsan emelkedett a kronikus
alkoholkezelt allatokbol szarmazo mintdkban a kontroll csoporthoz képest. Ez az
intenzitas novekedés ellentmondott az alkoholfogyasztas hatasara tapasztalt csokkent
simaizomrelaxacionak és a nNOS-immunreaktiv sejtszam csOkkenésének. Ennek
tisztazdsara €s mert a DAF-FM nem tesz killonbséget a killonbozé NOS izoformak
altal termelt NO kozott a DAF-FM festett preparatumokon nNOS immunhisztokémiat
végeztiink. A neuronok 22,7 szdzalékaban kolokalizalt a DAF-FM a nNOS-sal, 42,3
szazaléka csak nNOS immunreaktivitdst mutatott és 35 szazalékuk pedig csak DAF-
FM-mel festodott és nem mutatott nNOS immunreaktivitast. Az igen kis szdzalékban

jelen 1év6 DAF-FM festett és nNOS-t tartalmazd sejtek szama arra utal, hogy a



megnovekedett FI valosziniileg mas NOS izoformak altal termelt NO-tol szarmazik,
ez a NO azonban nem alkalmas a megfelel6 mérték simaizomrelaxacio kivaltasara.
A cNOS aktivitdasa a jejunum, ileum és colon teriiletén az alkoholkezelt
allatokban szignifikansan kisebb volt mint a kontroll allatokban mig a duodenum
teriletén nem killonbozott szignifikansan a két allatcsoport kozott. Az iNOS
aktivitasa egyik bélszakaszban sem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll és
alkoholkezelt allatok kozott. A nNOS ellenanyaggal torténd inkubacié utdn a
duodenum, jejunum, ileum és colon homogenizatumokban a 155 kDa-os
immunreaktiv csik minden preparatumban megjelent. A duodenum, jejunum &s ileum
teriletén nem volt detektalhato kiulonbség a fehérje mennyiségében az alkoholkezelt
¢s kontroll éllatok kozott. A colonban azonban krénikus alkoholfogyasztds utan
jelentosen csokkent a fehérje mennyisége. A bélszakaszokbol szarmazo mintakbol
késziilt blotokon az iNOS illetve eNOS csikok igen vékonyak voltak ezért azok

kvantitativ analizise nem volt lehetséges.



Osszefoglalas

Két kilonbozd, egymastol fiiggetlen kisérletsorozat alapjan kimutattuk a NO-
rendszer érintettségét patkany €s egér bélidegrendszerben krénikus alkoholfogyasztast

kovetden.

Egér vékonybélben a tranzit lassulasat figyeltilk meg, amelynek oka lehet az, hogy

a simaizom kontrakciojat nem koveti megftelelé mértéka relaxacio.

Ezt a hipotézist tamasztotta ald a jejunumban az endogén NO altal kozvetitett

simaizom-relaxacio csokkenése.

e Egér és patkany mintakban is kimutattuk, hogy a nNOS-immunreaktiv neuronok
szama szignifikansan lecsokkent, mig az Osszneuronszdm nem véaltozott. A
nNOS enzim jelenlétének ez a csokkenése utalhat a myentericus neuronokbdl a
nNOS altal termelt NO mennyiségének csokkenésére.

e A DAF-FM-mel kimutathatd NO szintézis mértéke novekedett kronikus
alkoholfogyasztast kovetéen. A NO termeld neuronok azonban csak igen
limitalt kolokalizaciot (20%) mutattak a nNOS fehérjét tartalmazo
neuronokkal. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a megemelkedett NO szint mas
NOS izoformék altal termel NO-t6l szarmazik vagy NOS fiiggetlen mddon
termel 6dik.

e Patkany bélcsatorna killonbozd szakaszaiban a nNOS aktivitasanak és a nNOS

fehérje mennyiségének bélszakaszspecifikus csokkenését figyeltilk meg.

Ezek a kisérleti eredmények alatimasztjak azt a hipotézist, miszerint a kronikus
alkoholfogyasztas a kozponti idegrendszerhez hasonléan a bélidegrendszerben is
hatassal van a NO szintézisére. A nitrerg rendszerben bekovetkezett valtozas pedig
szerepet jatszhat az  alkoholista betegek  gasztrointesztindlis  motilitasi

rendellenességeinek kialakulasaban.
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Tarsszerz6i lemondo nyilatkozat

Alulirott nyilatkozom, hogy a Jelolt téziseit ismerem, a tézisekben és a
kozleményekben  foglalt tudoméanyos eredményeket tudomanyos fokozat
megszerzéséhez nem hasznaltam fel, €s azokat ilyen célra a jovoben sem fogom
felhasznalni.

A Jelolt mint tarsszerzé a felsorolt kézlemények 1étrehozasahoz (Cytometry
2004, 57A(2):108-12; Histochem Cell Biol 116:241-246) jelentés mértékben jarult

hozza.
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