DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

A KRONIKUS ALKOHOLFOGYASZTAS HATASA A
NITROGEN MONOXID SZINTEZISERE PATKANY ES

EGER BELIDEGRENDSZERBEN

KRECSMARIK MONIKA

TEMAVEZETO: Fekete Eva, Ph.D., D.Sc.

Szegedi Tudomanyegyetem
 Természettudomanyi Kar
Allattani €s Sejtbiologiai Tanszék

SZEGED
2006



Roviditések jegyzéke

c¢cNOS

DAF-FM
EFS

eNOS

HEPES

iINOS

L-NAME
L-NNA
mtsai.
NADPH

NANC

nNOS

NO
NOS
PB
PBS
PFA
PGF,,
PGP9.5

VIP

konstitutiv nitrogén-monoxid szintdz (constitutive nitric oxide
synthase)

4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoreszcein

elektromos mezd stimulacié (electrical field stimulation)
endotelialis nitrogén-monoxid szintdz (endothelial nitric oxide
synthase)

N-(2-hidroxetil)piperazin-N-(2-etdnszulfonsav)

indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz (inducible nitric oxide
synthase)

N®-nitro-L-arginin metil-észter

nitro-L-arginin

munkatarsai

nikotinamid-adenin-dinukleoid-foszfat

nem adrenerg nem kolinerg (non-adrenergic non-cholinergic)
neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (neuronal nitric oxide
synthase)

nitrogén-monoxid (nitric oxide)

nitrogén-monoxid szintaz (nitric oxide synthase)

foszfat puffer (phosphate buffer)

foszfat pufferes séoldat (phosphate buffered saline)
paraform-aldehid

prosztaglandin F>,,

fehérje géntermék 9.5 (protein gene product 9.5)

vazoaktiv intesztinalis polipeptid



I. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

I.1. AZ EMLOS BELIDEGRENDSZER

Az emlds bélidegrendszer a nyeldcsd, a gyomor, a bélcsatorna, a hasnyalmirigy
¢s az epehdlyag faldban elhelyezkedd neuronok és gliasejtek Osszessége. Az enteralis
neuronok funkcionalis €s neurokémiai sokszinliségét tekintve a bélidegrendszer igen
hasonlé a kozponti idegrendszerhez (Gershon ¢s mtsai., 1994). A bélidegrendszer
kézel 100 millid neuront tartalmaz, megkozelitdleg annyit, mint a vizsgalt faj
gerincveldje (Furness és Costa, 1987). Az idegsejtekhez szorosan kapcsolddd
gliasejtek sajatossagait tekintve is inkabb hasonlitanak a kozponti idegrendszer
asztrocitaihoz, mint a periférias idegrendszer Schwann-sejtjeihez (Bush, 2002).

Az enteralis neuronok reflexiveket alkotnak a bélfalban ¢és ezen reflexiveken
keresztiil valésul meg a perisztaltika, a vdratfolyds, a mirigyszekrécid, a
tapanyagfelszivas, valamint az endokrin szekrécid é&s az immunvédekezés
szabalyozasa (Wood ¢s mitsai.,, 1999). A reflexivek komplexitasat jol illusztralja
példaul a gastrocolonicus reflex, amelyben a gyomor telitédése kivaltja a colon
iiriilését &s az enterogastricus reflex, amelyben a vékonybél falanak nagymértéki
tagulasa és irritacidja csokkenti a szekrécid és motilitds mértckét a gyomorban. A
reflexivek kialakitdsdban kiilonb6zd tipusu enteralis neuronok vesznek részt:

* szenzoros neuronok, amelyek érzékelik a bélfal fesziilését vagy a béltartalom
kémiai Gsszetételét,

* interneuronok, melyek enteralis neuronok kozott 1étesitenek kapcesolatot, €s

* motoneuronok, melyek f6 feladata a bélfal és az erek simaizmanak beidegzése,

¢s 1gy a vératfolyas és a perisztaltika szabalyozasa.

A bélidegrendszer szoros kapcsolatban 4ll az autondém ganglionokkal és a
kézponti idegrendszerrel. Ez a kapcsolat megvalosulhat enteralis neuronokon
keresztiil, melyeknek axonjai a bélcsatornat elhagyva a prevertebralis szimpatikus
ganglionokhoz futnak, illetve nem-enteralis neuronokon keresztiil, melyek sejttestjei
autondm ganglionokban vagy a kozponti idegrendszerben taldlhatéoak é&s a
bélidegrendszerbe projektalnak. Mas szervekkel ellentétben azonban a bélcsatorna

képes a kozponti idegrendszertdl fiiggetleniil is mikddni (Costa és mtsai., 2000;



Furness, 2000). igy elmondhatjuk, hogy a gasztrointesztinalis rendszerben a kdzponti
idegrendszer a bélidegrendszer altal szabalyozott funkcidokat a szervezet mindenkori

allapotéhoz igazitja, azok feliilszabalyozasat végzi.

A bélidegrendszer felépitésére jellemz6, hogy a neuronhaldézatok a bélfal
kiilonboz6 szdveti rétegeiben, vagy azok kozott helyezkednek el. A neuronhalézatok
kozil kettdben a neuronok ganglionokba témoriilnek ¢és a ganglionok kozotti
kapcsolatot az n. internodalis szegmensek biztositjak. A bélcsatorna két ganglionalt
plexusa:

* A myentericus plexus, amely a bélfal simaizomrétegei kozott helyezkedik
el és a bélfal simaizom Osszehuzdédasaért s elernyedéséért, és igy a
bélperisztaltika 6sszehangolt mikddéséért felelds.

* A submucosus plexusbdl ered6 motoros axonok a bél epitheliuméhoz
futnak és a nyalkahartyaban a szekrécidt, a felszivast és az endokrin

funkcidkat szabalyozzak (1. abra).

myentericus
plexus

' ~ submucosus
plexus

hosszanti
izomréteg

%M MJ

nyalkahartya

1. abra A bélfal szerkezetének sematikus képe. A nyélkahértya alatt a kétészévetben
tapanyag felszivasat és az endokrin funkcidkat szabdlyozza. A korkords és hosszantl
izomréteg kozott bedgyazva taldlhatdé a myentericus plexus, amelynek axonjai a
simaizomrostokhoz futnak és a bélperisztaltikat szabalyozzak.



A ganglionalt plexusok folytonos halézatot alkotnak a gyomor-béltraktus egész
hosszéban és keriiletében. A myentericus plexus jelen van a nyelécsé harantcesikolt
izomszovetében is ahol a motoros véglemezek miikddését szabalyozza (Worl ¢&s
mtsai., 1994). Az idegi szabéalyozasnak ez a fajtija egyediilalld, a szervezetben csak a
nyeldcsében fordul eld.

A myentericus ganglionok mérete, orientaltsaga és alakja eltéré a kiilonbozd
fajokban és a gyomor-béltraktus kiilonb6z6 szakaszain: a gyomorban, a duodenum,
jejunum ¢&s ileum teriiletén és a colonban. A ganglionokra altaldban jellemzd, hogy
¢rzd, inter- és motoneuronokat is tartalmaznak, tehat nem kiilonbéztetiink meg tisztan
¢rzd vagy motoros ganglionokat.

A ganglionalt plexusokon kiviil a bél egyéb szdveti rétegei kozé agyazottan tobb
kisebb, nem ganglionalt plexus is talalhato, amelyek el6forduldsa nem folyamatos az
egész gyomor-béltraktusban. Ezek szerepe altaldban az adott szdveti réteg specialis
funkcidinak szabalyozédsa, illetve a ganglionalt plexusok kozotti kapcsolat

megteremtese.

1.2 A NITROGEN-MONOXID

1987-ben Palmer és munkatirsai bizonyitottdk be eldszoér, hogy az addig
endotélium-eredetii relaxald faktorként ismert, az erek endotélsejtjeibdl felszabaduld
simaizomrelaxans nem mas, mint a nitrogén-monoxid (NO). A minddssze néhany
masodperc féléletidejli gdz nem a sejt felszinén 1évd receptorokon keresztiil fejti ki
hatasat, hanem a sejtmembranon atdiffundalva a sejt citoplazmajaban kétédik a NO
célfehérjéihez. Az NO-nak paratlan szamu elektronja van, ezért nagyon reakcidképes
szabad gyok. igy az oxigénnel ugyanugy reagilni képes (példaul peroxinitritet hozva
I1étre), mint bizonyos fémekkel, koztiik a vassal. A beldle 1étrejovd nitrézoniumion
(NO") és nitroxilion (NO") eltéré tulajdonsagokkal és bioldgiai aktivitassal
rendelkezik (Stamler, 1994). Az, hogy a NO az adott sejtben mely forméban van
jelen, a sejtben 1évé redox allapottol fiigg.

A szervezetben a NO forrasa az arginin, amelynek az egyik aminocsoportja két
Iépésben oxidalédik, igy citrullin s NO keletkezik (Wu €s Morris, 1998). Ezt a
reakciét a nitrogén-monoxid szintdz (NOS) végzi, amelynek harom izoforma4jat

kiilonitjiik el: az endotelialis (eNOS), a neurondlis (nNOS) és az indukalhatdé NOS-t



(iINOS). A NOS enzimek nevezéktana eldszér azon alapult, hogy a NO szintézis
indukcié hatasara kovetkezik be aktivalt makrofdgokban (iNOS), ezzel szemben a
eNOS ¢s nNOS enzimek azonos szubsztratokat igényelnek ¢&s folyamatosan,
konstitutivan (cNOS) termelik a NO-t. Ma mar azonban egyre tobb kisérletes
bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy az eNOS ¢és nNOS gének expresszidja is
indukalhatd, illetve az iNOS is mikddhet konstitutivan bizonyos sejttipusokban (Guo
¢s mitsai., 1995). Kortikoszteroidok, bakteridlis lipopoliszacharid és y-interferon
hatasara a nNOS expresszidja csokken, mig Osztrogén és tesztoszteron hatdsara
novekszik (Bucher és mitsai., 1997). Az eNOS expresszidja sejttipustdl fiiggden
csokkenhet vagy novekedhet lipopoliszacharid és hipoxia hatasara (Chen ¢és mtsai.,
1997).

Az eNOS-t eldszor erek endotélsejtjeibdl izolaltak, de jelenlétét mar sok mas
szdvetben és sejttipusban, példaul a vérlemezkékben, a hippocampusban valamint a
szivizomszovetben is kimutattdk (Randriamboavonjy ¢s Fleming, 2005; Hashiguchi és
mtsai., 2004; Feron ¢és mtsai., 1999). A nNOS els6sorban a kézponti €s a periferids
idegrendszer neuronjainak citoplazmajaban expresszalodik (Bredt és mtsai., 1990), de
eléfordul a vazizomzatban (Pattwell és mtsai., 2004), a vesében (Holmqvist ¢s mtsai.,
2005) és a hasnyalmirigyben is (Gunawardana és mtsai.,, 2006). A fentickhez
hasonléan bar az iNOS-t eldszor immunaktivalt makrofagokban irtdk le, azéta széles
korben vizsgaljak az expresszidjat szivizomsejtekben, gliasejtekben, valamint az erek
simaizomsejtjeiben (Balligand és Cannon, 1997; Buskila és mtsai., 2005).

Az irodalmi adatok alapjan egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozéan is, hogy
egy adott NOS izoforma a szovetspecifikus mRNS splicing kovetkezt¢ben kiilonb6z6
aminosavszekvencidval rendelkezik a kiilonb6z6 sejttipusokban. A nNOS mRNS
peldaul mas splice varidnst ¢s igy eltérd szerkezetii fehérjét hoz létre a harantesikolt
izomszovetben, mint az idegszdvetben (Silvagno ¢s mtsai., 1996). Az eNOS pedig
mas kaveolin izoformakkal reagal az endotélsejtekben, mint a szivizomszdvetben
(Feron ¢s mtsai., 1996).

Valoszintsitheté tehat, hogy az NO kiulonbodzd szdvetekben és sejtekben
megfigyelt eltérd biologiai funkcidja fiigg:

* a sejtben 1&v0 redox allapottdl,
* az NO szintézisét végzd NOS izoformatdl &s

® az NO-val reagalé fehérjéktol.



.3 NITROGEN-MONOXID A BELCSATORNABAN

A NOS izoenzimek altal termelt NO kulcsfontossagt a bélcsatorna fizioldgias
¢s patofizioldgids folyamataiban. Az egyes enzimek lokalizacidja a bélfalban jol
kortlhatarolt, az azonban, hogy az egyes izoformak milyen mértékben jarulnak hozza
a NO altal szabalyozott funkcidkhoz, még kevéssé ismert.

Az eNOS diffaz eléfordulast mutat a hosszanti és a korkoros izom teriiletén, a
myentericus plexus neuronjaiban (Vannucchi é&s mtsai., 2002), valamint a

nyalkahartyaban. Az eNOS 4ltal termelt NO értagitoé hatassal rendelkezik, gatolja a

“ s e

“ s e

vératfolyasanak szabalyozasaban (Moncada ¢s mtsai., 1991; Huang és mtsai., 1995).
A leukocitdk és az endotllsejtek kozotti kapcesolat kialakitdsdban az eNOS altal
termelt NO jatssza a {6 szerepet. Az eNOS funkcidvesztéses mutans egerekben a
nNOS részben képes atvenni ezt a funkcidt (Sanz és mtsai., 2001). Ezekben a mutans
egerekben a nNOS expresszidjanak ndvekedése a vazizomszoévetben és a kdzponti
idegrendszerben is megfigyelhetd, amely az nNOS és az eNOS enzimek kozotti
szabalyozasi kapcsolatra enged kovetkeztetni.

A bélcsatornaban a nNOS enzim elsdsorban a bélidegrendszerben fordul eld.
Immunhisztokémiai vizsgalatok kimutattak a jelenlétét a myentericus ¢s submucosus
1995; Shuttleworth és Sanders, 1996). A nNOS-immunreaktiv neuronoknak az
Osszneuronszamhoz viszonyitott szazalékos ardnya a myentericus plexusban
viszonylag magas ¢s az erre vonatkozé irodalmi adatok a nNOS faj- és bélszakasz
specifikus ecloszlasara engednek kovetkeztetni. A NO szintézist folytatd sejtek
markereként hasznalt nikotinamid adenin dinukleotid foszfat-diaforazt (NADPH-d)
ileumban az &sszneuronszamhoz képest tobb mint 20% (Wilhelm és mtsai., 1998).
Ugyanebben a bélszakaszban a NADPH-d-pozitiv sejtek ardnya a ganglionokban 27%
(Cracco ¢és Filogamo, 1994). Patkiny duodenumban az Osszneuronszdmhoz
viszonyitott nNOS tartalmu myentericus neuronok aranya eléri a 28%-ot (Jarvinen és
mtsai., 1999). Egér vékonybélben Young ¢s Ciampoli (1998) munkaja alapjan ez az
arany 31,8%.



A Dbélidegrendszer neuronjaira - ¢és igy a nNOS tartalmu myentericus
neuronokra is - jellemzd, hogy tobb neurotranszmittert is tartalmaznak. Ez az enteralis
neuronok un. neurokémiai kédja amely lehetéve tesz a neuronok projekcidinak és
funkcidinak pontos meghatarozasat (Furness ¢s mtsai., 1995). A kiilonboz6 fajokban
végzett immunhisztokémiai vizsgalatok a nNOS ¢és a vazoaktiv intesztinalis polipeptid
(VIP) egyiittes eléfordulasat mutattak ki (Sang és mtsai., 1997; Vittoria és mtsai.,
2000; Tonini ¢s mtsai., 2000). Egér myentericus plexusban a nNOS/VIP tartalmu
neuronok 10%-a kolin-acetiltranszferazt is tartalmaz (Sang ¢és Young, 1998). A csak
nNOS/VIP tartalmi neuronok gatlé motoneuronok illetve interneuronok lehetnek,
mig a kolinerg nNOS/VIP neuronok kizarolag interneuronok (Sang ¢€s Young, 1998).
Human myentericus plexusban a nNOS/VIP neuronok az &sszneuronszam 5,8%-at
adjak a vékonybélben €s 17,5%-at a vastagbélben (Brehmer, 2006).

Az enteralis neuronokbol szarmazé NO, mint neurotranszmitter mikodik és 6
szerepe a tapcsatorna perisztaltikus reflexének és zardizom miikodésének
szabalyozasa. Farmakoldgiai (Zizzo és mtsai., 2005; Ueno és mtsai., 2004) ¢&s
génkilitésés kisérletek (Mashimo és mtsai., 1996) bizonyitottak a nNOS altal termelt
NO szerepét a bélcsatorna simaizmanak Un. nem-adrenerg nem-kolinerg (NANC)
relaxaciés komponensét (Foxx-Orenstein és Grider, 1996). A nem szelektiv NOS
gatld, az N®-nitro-L-arginin metil-észter (L-NAME) alkalmazdsa a tranzit
lassulasahoz vezet patkany vastagbélben (Mizuta ¢s mtsai., 1999).

A myentericus neuronokbdl felszabaduld6 NO mas neurotranszmitterekkel
ellentétben nem tarolhaté vezikuldkban, akkor kell termelddnie, amikor sziikséges.
Ezen kivill a simaizomsejtek membranjan nincs specifikus receptora, hanem a
citoplazmaban taldlhaté guanilil-ciklaz a célfehérjéje. Mint diffuzibilis molekula, a
NO nemcsak a myentericus neuronok szinapszisain keresztiil szabadul fel, hanem a
sejttest és az axon felszinérdl is (Olgart és mtsai., 2000).

Az INOS a bélcsatornaban elsésorban a nydalkahartya sejtjeiben és a
makrofagokban fordul elé (Dijkstra ¢s mtsai.,, 1998), de kimutattdk jelenlétét a
2002). Az iINOS altal termelt NO hatdsa a bélcsatornaban igen sokrétii ¢s csak
kevéssé tisztazott. FO szerepe a kérokozok elleni immunvédekezésben van. Tul nagy

mennyiségli NO ugyanakkor krénikus gyulladdshoz és szeptikus sokkhoz vezet



(Miller ¢és Clarc, 1994). Az iNOS altal 16késszeriien termel6dd nagy (mikromolaris)

mennyiségli NO hatasara novekszik a nyalkahartya szekrécidja ¢és atjarhatdsaga.



.4 A PERISZTALTIKA SZABALYOZASA

Mar 1899 6ta ismert, hogy a szervezetbdl izolalt bélcsatorndban a kézponti
idegrendszertdl fiiggetleniil is megfigyelhetd a perisztaltikus reflex. Ekkor mutatta ki
Bayliss ¢s Starling, hogy a nyalkahartya vagy a simaizomsejtek mechanikai ingerlése
Osszetett perisztaltikus mozgast valt ki az izolalt bélszakaszban. Ez a jelenség azt
sugallta, hogy a bélfalban jelen vannak az inger kddoldsara és tovabbitasara alkalmas
neuronok (Clerc és Furness, 2004). Ezek az Un. sajat primer afferens neuronok
(IPAN, intrinsic primary afferent neuron), amelyek sejttestjei a myentericus
ganglionokban helyezkednek el ¢és axonjaik egészen a bélfal epitéliumdig futnak. A
szervezetben talalhaté mas ¢rzd neuronokkal ellentétben az ezekbdl a neuronokbol
szarmazd érzéinformacié nem a kozponti idegrendszerbe fut, hanem a bélfal sajat
reflexiveinek kiindulé allomasa.

Az clsédleges érz6 neuronok {6 ingere az epitéliumban talalhato
enterokromaffin  sejtekbdl  felszabaduld  szerotonin (5-HT). A szerotonin
felszabaduldsat kivalthatja a nyalkahartya kémiai vagy mechanikai ingerlése. A
szerotonin hatdsara ingeriiletbe jott elsddleges érzé neuronok az informéciét a
myentericus  ganglionokban elhelyezkedd interneuronoknak tovabbitjak. A
perisztaltikus reflexben szerepet jatszo interneuronok lehetnek felszallé vagy leszallo
interneuronok attol fiiggden, hogy oralis vagy andlis irdnyban projektalnak (2. és 3.
abra).

A reflexiv végrehajtd neuronja a korkordsen elhelyezkedd simaizom
beidegzéséért felelés motoneuron. A motoneuronok lehetnek serkentdek illetve
gatloak. A serkentdé motoneuronok axonjai oralis iranyban vagy lokalisan valtjak ki a
simaizom Osszehtizédasat, neurotranszmitteriik az acetilkolin vagy a P-anyag. A gatld
motoneuronok kaudalis irdnyba projektalnak, NO vagy vazoaktiv intesztinalis

polipeptid (VIP) segitségével valtjak ki a simaizom-relaxaciot (2. és 3. abra).



kontrakcid

= TR e e

serkentés

relaxacid
T e AR

haoss=zanti karkdrds
izomreteg izomréte

Jnyélkahértya Ibélur‘eg

2. abra A bél perisztaltikus reflexe.
A perisztaltika a helyi reflexek
sorozataként valésul meg, amelynél
az inger forrasatol oralis iranyban a
simaizom Osszehuzodik, kaudalis
iranyban pedig elernyed (kis kép
bal felsd sarokban). A taplalék altal
a nyalkahartyara kifejtett
mechanikai ¢€s kémiai ingerek
hatasara felszabadulé 5-HT az
elsédleges érz6 neuronokat (O)
hozza ingeriiletbe (nagy kép). Az
elsédleges érzé neuronok felszalld
s leszalld interneuronokat
aktivalnak () amelyek hatasara
oralis iranyban acetilkolin (ACh)
vagy P-anyag szabadul fel a
motoneuronokbol (V) ¢€s kivaltja a
korkorés  izom  kontrakciodjat.
Ugyanakkor a motoneuronokbdl
kaudalis  iranyban felszabadulé
nitrogén-monoxid ~ (NO)  vagy
vazoaktiv intesztinalis polipeptid
(VIP)  hatasara a  simaizom
elernyed. (Goyal ¢és  Hirano
nyoman, 1996)

elsédleges érz6é neuron/interneuron

serkentdé
interneuron

serkentd
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elsédleges érzé neuron

3. abra A perisztaltikus reflexivben résztvevoé neuronok elhelyezkedése a bélfalban.

(Hansen nyoman, 2003)
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A tapcsatorna motilitdsdnak finoman szabalyozott folyamatdban bealld
rendellenességeknek hatterében altalaban a bélidegrendszer neuronjainak pusztulasa
¢s/vagy elégtelen miikddése all. A NO-t termeld nitrerg myentericus neuronok
szelektiv pusztulasa figyelheté meg példaul nyelésképtelenség, achalasia esetében
(Mearin és mtsai.,, 1993). Ennek a betegségnek a kovetkeztében az alséd
nyeldcsésphincter €s a nyelécsé alsdo harmadanak relaxacidja nem, vagy csak
elégtelen mértékben kdvetkezik be. Ezaltal a nyeldcsd alsé része allanddan tonusosan
Osszehuzoddott allapotban van €s a gyomorba nem tovabbitddik a taplalék.

Szintén a nitrerg neuronok elégtelen miikodése all annak a velesziiletett
betegségnek a hatterében, amelynél a pylorus zardizma talzott mértékben besziikiil.
Ekkor a myentericus neuronok struktiraja és a plexus szerkezete normal fiziologids
allapotban van, de azok a gatld motoneuronok amelyek a simaizom relaxacioért
felelosek nem tartalmaznak nNOS-t (Vanderwinden ¢&s mtsai.,, 1992). A jelenség
transzgenikus egereknél is megfigyelhetd, ahol az nNOS gén célzott kiiitésével
hasonl¢ tiinetek tapasztalhatoak: a gyomor tulzott mértékben kitdgul és a tdplalék nem
tovabbitddik a vékonybélbe (Huang €s mtsai., 1993).

A cukorbetegséget kisérd motilitasi zavarok esetében szintén kimutattdk a
nitrerg neuronok szerepét. Az nNOS fehérje expresszidjanak csokkendsét és a
myentericus neuronok pusztuldsat figyelték meg diabeteszes patkdny vastagbélben

(Yoneda ¢s mtsai., 2001) és egér vékonybélben (Surendran és Kondrapaka, 2005).

.5 AZ ALKOHOL HATASAI A BELCSATORNARA

Irodalmi adatok alapjan mar régdta ismert, hogy a szeszes italokban talalhato
alkohol vagy etanol (etil-alkohol, C,HsOH) gatolja a tdpanyagok, koztiik sok vitamin
felszivodasat, valamint kéarositja a vékonybél nyalkahartyajat és igy az alkoholistakra
jellemzd hidnyos taplaltsaghoz vezet (Bode ¢s Bode, 1990). Az alkoholfogyasztas
karos hatassal van a bélcsatorna immunrendszerére is, immunhianyos allapotot
eredményez és igy noveli a fertdzés esélyét (Jerells és Pruett, 1994).

Az akut és krénikus alkoholfogyasztas hatasa emberben nagymértékben fiigg a
bevitt alkohol mennyiségétdl és koncentraciéjatél. Altalidban elmondhatd azonban,
hogy az egészségre karos hatas férfiaknal >40g etanol/testtdmegkg/nap, néknél >20

etanol/testtoémegkg/nap alkoholfogyasztas esetén kovetkezik be (Hiillinghorst, 1999).
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Az eclfogyasztott alkohol 20%-a a gyomorban, mig a maradék 80%-a a
duodenum ¢s a jejunum teriiletén szivodik fel egyszert diffuzidval. A bevitt etanolhoz
hasonlé magas koncentracié csak a vékonybél gyomorhoz kozeli szakaszaiban, a
duodenumban ¢s a jejunumban fordul eld, igy a nydlkahartya sériilése is itt a
legkiterjedtebb (Mezey, 1985). A kovetkezé vékonybélszakaszban, az ileumban még
egyszeri, igen nagy mennyiségl alkohol bevitele esetén is az etanol koncentracidja
ileumba az alkohol a vérarambdl 1ép be.

A Dbélcsatorna kovetkezd  szakaszdban, a  vastagbélben az etanol
metabolizmusaban a baktériumfléra jatssza a kulcsszerepet (Salaspuro, 1996). A
vastagbél lumenébe az ileumhoz hasonldan a véraramon keresztiil jut el az alkohol ¢s
itt a bakteridlis alkohol-dehidrogendzok hatdsara toxikus acetaldehiddé alakul. A
vastagbélben taldlhatdo baktériumfléra sokkal nagyobb affinitassal képes az
acetaldehid eldallitdsara, mint a metabolizmus kovetkezd [épésére, amely az
acetaldehidbdl ecetsavat allit el6 és igy az acetaldehid koncentracidja megné. Ez az
alkohol un. bakteriokolonikus metabolizmusa, melynek sordn a mérgez6 acetaldehid
karositja a wvastagbél nyalkahartyajat, karcinogén hatdsdnal fogva noveli a
vastagbélrak kockazatat és a portalis keringésbe jutva a sulyos méjkarosodashoz
vezet,

A kronikus alkoholfogyasztas igen eltér6 mértékben érinti a kiilonb6z6
tapanyagok felszivasat a bélfalon keresztiil. A monoszacharidok, koézottiik a D-xiléz
felszivasa a bevitt alkohol mennyiségétdl ¢s a vizsgalt szemdly taplaltsagi fokatol
fiiggben 18 &s 76% kozotti értékkel csokkenhet (Bode, 1980). A gliikéz felszivasara
ugyanakkor nincs hatassal a kronikus alkoholfogyasztas (Beck és Dinda, 1981; Bode
¢s Bode, 1990).

A fehérjék, zsirok é&s szénhidratok felszivasat vizsgalva kimutattdk, hogy
alkoholistdk duodenumaban ezekbdl a tdpanyagokbdl szignifikansan kevesebb jut be
a keringésbe. A jejunumban azonban ilyen kiilénbség nem tapasztaltak. A duodenum
¢s a jejunum felszivasi kapacitasat atlagolva nem volt kiilonbség az alkoholistak ¢s az
ugyanolyan kort kontroll csoport kozétt. Ennek oka valdszinlleg az, hogy a
duodenumban a nyalkahartya sériilése sokkal kiterjedtebb mint a jejunumban, igy a
felszivas is nagyobb mértékben karosodik (Pfeiffer és mtsai., 1992).

A kronikus alkoholfogyasztds sulyosan karositja a viz és az elektrolitok,

kozottik is a natriumionok felszivasat els6sorban a jejunum ¢&s az ileum teriiletén

12



(Pfeiffer és mtsai., 1992). A vitaminok koziil pedig a folsav, a C vitamin és a Bg
vitamin felszivasa karosodik a legnagyobb mértékben.

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 felhalmozéddasanak (4.

abra).
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4. abra A krénikus alkoholfogyasztas bélcsatorndra gyakorolt hatdsainak sematikus
abrazolasa. A bélfal nyalkahartydjanak karositasa ¢s a baktériumfléra talszaporodasa
mellett az alkohol jellemzd hatdsaként sérill a perisztaltikus reflex mechanizmusa a
vékonybélben.

A motilitasra gyakorolt hatasként a tranzit lassulasa figyelheté meg alkoholista
betegeken a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (Addolorato és mtsai., 1997; Wegener
¢s mtsai., 1991). A tranzit lassuldsanak mértéke nem all &sszefiiggésben az
elfogyasztott alkohol mennyiségével vagy a fogyasztas idétartamaval (Addolorato és
mtsai., 1997). Egyes vizsgalatok szerint a megvaltozott motorikus funkcidk
magyardzata a bélfal simaizomsejtjeinek karosodasa (Lu és mtsai., 1997). A
motilitdsra gyakorolt hatast feltchetéen a gyomor-béltraktus lumenében ¢s nem a
vérben talalhato alkohol valtja ki, hiszen a lumenbe juttatott etanol joval erésebben

gatolta a kontraktilitdsi hulldmokat, mint az intravénasan adagolt etanol (Charles &s
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Phillips, 1995). Kisérletes kortilmények kozott, patkanyokban mar 3%-os vizben
oldott etanol krénikus, 8 hétig tartd fogyasztasa csokkentette a spontan ¢s tdnusos

simaizom O§sszehuzdédast a gyomorban ¢s a duodenumban (Palasciano ¢s mitsai.,

1995).
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II. CELKITUZESEK

Mivel a NO szabélyozza a perisztaltikus reflex leszallo gatlasat, feltételeztiik,
hogy a NO ¢s szintetizalé enzimeik szerepet jatszanak a krénikus alkoholfogyasztast
kovetd megvaltozott motorikus funkcidkban. A feltételezésiink teszteléséhez
szitkséges kisérleteket - az aktivitasmérés kivételével - én végeztem. A NOS
enzimaktivitds mérése Dr. Kaszaki Jozsef érdeme.

Kisérleteink soran a kévetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt;

* Hogyan valtozik meg az egér bélcsatorna motilitdsa in vivo, krénikus

alkoholfogyasztast kvetden?
* Valtozik-e a nitrerg neuronok altal szabalyozott simaizom-relaxacié krénikus
alkoholfogyasztas utdn egér jejunumbdl késziilt myentericus plexus-simaizom

preparatumban?

* Viltozik-e a nNOS-immunpozitiv myentericus neuronok szidma ¢s az

Osszneuronszam alkoholfogyasztast kovetden?

* Viltozik-e a myentericus neuronok altal termelt NO mennyisége

alkoholfogyasztas utan?

* A NO-t szintetizal6 neuronok €s a nNOS-immunreaktiv neuronok ugyanazok-¢?

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

krénikus alkoholfogyasztast kovetden a patkany bélcsatorna kiillonbdzd szakaszain?

*  Viltozik-e az eNOS és nNOS enzimfehérjék mennyisége alkoholfogyasztas

utan a patkany bélcsatorna kiilonb6z6 szakaszaibol készitett homogenizatumokban?
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

I1I.1. FELHASZNALT ALLATOK

A kisérletekben hasznalt allatok tartasa és felhasznalasa az Eurdpai K6zosség
Tanacsa iranyelveinek (86/609/EEC) és a magyar torvényi szabalyozasnak
(XXVII/1998 és 243/1998) megfeleloen, az intézményi etikai bizottsag engedélyvel
tortént.

Egerek

K¢t hénapos felndtt Swiss egereket a kisérletek kezdetekor harom csoportra
osztottunk. Két kontroll csoportra, az egyik vizet, a masik az alkohollal megegyez6
energiatartalmi  szachardzoldatot kapott, ¢s egy alkoholkezelt csoportra. Az
alkoholkezelt csoport a 10% és 15% etanoltartalmi két hetes adaptaciés periddust
kovetden még 3 hétig kapta a 20% ctanol vizes oldatat. Az elfogyasztott folyadékot s
az allatok sulyat folyamatosan mértiik az 5 hét alatt. A napi alkoholfogyasztas
atlagosan 7,8 g etanol/testtomeg kg volt. Az 5 hetes kezelési 1d6 elején a vizes
kontroll, a cukros kontroll és az alkoholkezelt allatok sulya 32+3,3 g, 28,5+2,9 g és
31,75+2,9 g, mig a kezelési 1d6 végén 35,6+3,9 g, 34,6+3,4 g &s 33+2,8 g volt. Az

allatokat éteres altatast kovetden kivéreztetéssel aldoztuk fel.

Patkanyok

Kisérleteinkhez feln6tt him Wistar patkanyokat hasznaltunk amelyeket a
kisérlet kezdetekor két csoportra osztottunk. 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%-o0s etanolt. A napi alkoholbevitel 5 g etanol/testtomeg kg volt.
A nNOS-immunreaktiv sejtek szdmanak kvantitativ vizsgélatdhoz csoportonként két
allatbol hetente vettiink mintat. NOS aktivitasméréshez ¢s Western blothoz a 8 hetes
alkoholkezelés utan aldoztuk fel az allatokat. A kezelés kezdetekor a kontroll és
alkoholkezelt allatok stulya 240+10 g volt, mig a kezelés végén az alkoholkezelt
allatoké 329,1+5,2 g volt, mig a kontroll allatoké 354,4+6,3 g. Az allatokat cervikalis

diszlokacidval aldoztuk fel.
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I11.2. MINTAELOKESZITES

Kisérleteinkhez patkanyok esetében a bélcsatorna duodenum, jejunum, ileum
¢s proximalis colon szakaszaibodl vettiink mintat. A duodenum mintat 5-10 cm-re, mig
a jejunum mintat 20-25 cm-re a pylorustol 1évd vékonybél szakaszbol vagtuk. A
cecum ¢€s a colon hataratol 5-10 cm-re proximalisan az iledlis mintat, mig 1-3 cm-re
disztalisan a colon mintat vagtuk ki. NOS aktivitisméréshez ¢s Western blothoz a
mintakat felhasznalasig -80 °C-on tartottuk.

Egérkisérleteinkhez csak a vékonybél jejunum szakaszabdl vettiink mintat, a

pylorustdl kb. 10 cm tavolsagrol.

I11.3. IN VIVO TRANZITVIZSGALAT

Az egerektol 12 éraval a kisérlet kezdete eldtt megvontuk a taplalékot, majd
Steres altatdsban egy kaniil segitségével 0,1 ml Evans-kék festéket (50 mg/ml)
juttattunk a gyomorba. Az Evans-kék 0,5% metilcellulézt tartalmazott, ezért a festék
kozepesen folyékony allagt volt. Tizenét perc elteltével az éallatokat feldldoztuk. A
tapcsatornat az also nyeldcsdsphincternél €s a pylorus alatt cérnaval elkotottiik, hogy
megakadalyozzuk az Evans-kék tovabbi aramlasat. A gyomrot &s a vékonybelet
kiboncoltuk. Ezutan lemértiik a pylorus ¢és az Evans-kék legtavolabbi migraciods
fejeztiik ki, ahol a 100% a vékonybél teljes hossza. A vékonybélben az Evans-kék
tovabbi aramlasat 5, egymastél egyenlé tavolsagra elhelyezett csipesszel

akadalyoztuk meg.

1.4, IN VITRO SIMAIZOM-RELAXACIO MERES

A kiboncolt jejunumot jéghideg Krebs pufferbe helyeztiik (6sszetétel mM-
ban: 118 NaCl, 4,75 KCl, 2,5 CaCl,, 1,2 MgSO., 25 NaHCO;, 1 NaH,PO4 és 11
glikoz; pH 7,4). A jejunumot a mezentérium mentén felvagtuk ¢és a nyalkahartyat és
az alatta 1év0 kotdszovetes réteget eltavolitottuk. Az igy elkészitett preparatumbol 0,5
cm-es darabokat vagtunk €s azokat szervedényekbe (5 ml) helyeztiik, amelyben 95%

O3 és 5% CO, keverékével folyamatosan aramoltatott és 37°C-on tartott Krebs puffer
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volt. Az ideg-izom preparatumokat két platinum gylrli elektréd kozé helyeztitk
(tavolsag a gytiriik kézott: 10 mm, a gylrik atmérdje: 3 mm). A preparatum alséd vége
rogzitve volt, a felsd végét pedig egy erbatalakitohoz csatlakoztattuk, amely
folyamatosan mérte az izometrikus Osszehuzdédasok mértckét. Guanetidint (2-(2-
azokan-1-iletil)guanidin; 198,309 g/mol; 3 uM) ¢és atropint (endo-(+)-a-
(hidroximetil)benzénecetsav 8-metil-8-azabiciklo[3.2.1]okt-3-1l észter; 289,37 g/mol;
1 uM) hasznaltunk az adrenerg és kolinerg valasz gatlasara. Az ideg-izom
preparatumokat prosztaglandin F/,, (0,3 uM) segitségével prekontrahéltattuk ¢&s a
NANC relaxaciét elektromos mez6 stimulacié (EFS 1, 2, 4 &s 8 Hz), NO (savanyitott
NaNO,, 10 uM, 30 uM, 0,1 mM) és glicerol trinitrat (GTN, 1uM) hozziadaséaval
valtottuk ki. NOS inhibitorként nitro-L-arginint (L-NNA, 0,3 mM) hasznaltunk. Az

“ s e

kontrakciora adott relaxacids valasz szazalékaban fejeztiik ki.

[I1.5. NEURONALIS NOS, PGP9.5, HUC/D IMMUNHISZTOKEMIA
ES SEJTSZAMOLAS

Immunhisztokémia

A fixalas ¢s az immunhisztokémia minden 1épése szobahdmérsékleten tortént.
A bélszakaszokat Krebs pufferben mostuk, majd a mezentérium mentén felvagtuk.
Ezutdin a mintat kifeszitve sylgarddal bélelt petricsészébe helyeztik ¢&s 4%
paraformaldehiddel (PFA 0,1 M foszfat pufferben; pH 7,0) 2 éran at fixaltuk. Fixalas
utan a mintdkat 0,01 M foszfat pufferben (PB; pH 7,4) mostuk majd wholemount
preparatumokat készitettiink beléliikk a nyalkahartya, az alatta 1év6 kotdszovet ¢és a
korkoros izom eltavolitasaval. Az igy elkészitett wholemount preparatumot - amely
tartalmazta a savdés hartyat, a hosszanti izomréteget és a rajta elhelyezkedd
myentericus plexust - vittilk tovabb immunhisztokémiara.

A nem specifikus kétoéhelyek blokkolasa PB-ben oldott 10% kecske szérum,
0,1% marha szérum albumin, 0,05% thimerozal ¢s 1% Triton X-100 keverékében
tortént 30 percig. A nNOS ecllenanyagot a neuronalis NOS izoformat tartalmazé
myentericus neuronok jeldlésére, mig a PGP9.5 & HuC/D ellenanyagot

panneuronalis markerként hasznaltuk. Az ellenanyagok neve, higitdsa, az adott
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1épéshez tartozé inkubacids id6 és az ellenanyagok gyartdja az 1. és a 2. tablazatban

lathatd. Az egyes inkubacids 1épések kozott a mintdkat haromszor 10 percig mostuk

PB-ben. A tormagydkér peroxidaz aktivitast diaminobenzidin és nikkel-klorid

segitségével tettiik lathatova. Az ellenanyagok specificitasat negativ kontrollok

készitésével ellendriztiik, ekkor elsédleges ellenanyag nélkiil inkubaltuk a mintékat.

A diaminobenzidinnel és nikkel-kloriddal eléhivott mintédkat glicerin-PB 1:3 aranyu

keverékével fedtiik, mig a fluoreszcens mintékat Citifluorral.

Inkubicios
1épés Ellenanyag Higitas Inkubécids id6 | Gyartd
Poliklonalis
anti-nyal nNOS | 1:1000 Euro Diagnostica
Elsédleges
Poliklonalis Ejszakan at
anti- Chemicon
tengerimalac 1:500 International
PGP9.5
Biotinilalt anti-
nyul IgG 1:400 Dako
Masodlagos | Cy3-konjugalt 2 6ra
anti- Jackson
tengerimalac 1:500 ImmunoResearch
IgG
Harmadlagos | Sztreptavidin- Jackson
FITC 1:1000 1 6ra ImmunoResearch

1. tablazat Egér jejunum mintdkon a kvantitativ immunhisztokémidhoz hasznalt
ellenanyagok, higitasaik, az egyes I¢pésekhez tartozd inkubaciés 1d6 é&s az
ellenanyagok gyartoinak listaja.
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Inkubacios

1épés Ellenanyag Higitas Inkubécios 1d6 | Gyartd

Poliklonalis anti- | 1:200

egér nNOS Sigma
Elsédleges Ejszakan at

Monoklonalis

anti-egér HuC/D | 1:20 Molecular Probes

Biotinilalt anti-

egér IgG 1:100 4 éra Amersham
Masodlagos

Biotinilalt anti-

egér IgG 1:500 2 éra Rockland

Sztreptavidin

tormagydkér

peroxidaz 1:100 Ejszakan at Amersham
Harmadlagos

Sztreptavidin- 1:3000 4 6ra Jackson

Cy3 Immunoresearch

2. tablazat Patkany duodenum, jejunum, ileum ¢és colon mintdkon a kvantitativ
immunhisztokémidhoz hasznalt ellenanyagok, higitasaik, az egyes 1épésekhez tartozo
inkubécids 1d6 és az ellenanyagok gyartdinak listaja.

A DAF-FM-mel festett preparatumokon végzett dupla jeloléses
immunhisztokémidhoz a mintakat 1 éran at 4% PFA-ban fixaltuk, majd haromszor 10
percig mostuk. Ezt kovetéen a nem specifikus kotdhelyek blokkoldsa a
wholemountoknal hasznalt mddon tortént. Elsédleges ellenanyagként poliklonalis
anti-nyal nNOS-t (1:1000, Euro Diagnostica) ¢s poliklondlis anti-tengerimalac
PGP9.5-t (1:500, Chemicon) hasznaltunk egy &jszakat at tartd inkubéacié soran. Ezt
kévetden a mintdkat anti-nyul biotinilalt IgG (1:400, Dako) és Cy5-konjugélt anti-
tengerimalac IgG (1:500, Jackson) keverékében inkubaltuk 2 o6rdn at. Majd
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sztreptavidin-Cy3-mal (1:6000, Jackson) térténd inkubacid kovetkezett 1 oran at. A
mintakat Citifluorral fedtiik.

Sejtszamolds
Egér mintak

A wholemountokat  Zeiss  Axiophot  mikroszképpal — vizsgaltuk.
Wholemountonként 20 random valasztott latétérben szamoltuk az egy latotérbe (0,74

mm?*) esé nNOS- és PGP9.5-immunoreaktiv sejteket.
Patkany mintak

A wholemountokat Zeiss Axiovert 200M fénymikroszképpal és a hozza
tartoz6 Zeiss Axiocam HRc kamerédval vizsgaltuk. Wholemountonként 20 random
valasztott, azonos felbontdsu, méreti ¢s nagyitasu digitalis képet készitettiink. A
digitalis képeken lathatd immunfestett sejteket a laboratoriumunkban kifejlesztett

Plexus Pattern Analysis szoftver segitségével szadmoltuk le (Roman ¢&s mtsai., 2004).

.. NO FELSZABADULAS MERESE FLUORESZCENS
FESTEKKEL (DAF-FM) ELO SZOVETBEN

A myentericus neuronokban termel6dé NO mérésére a DAF-FM (4-amino-5-
metilamino-2°,7’-difluorofluoreszcein) diacetat fluoreszcens prekurzort hasznaltuk. A
membranpermeabilis DAF-FM diacetat a sejtbe jutva a citoplazmatikus észterazok
hatasara elveszti permeabilitdsat. Az igy kialakult DAF-FM NO ¢és oxigén
jelenlétében egy erdsen fluoreszkald, fénystabil triazol formava alakul, amelynek

A jejunumot kiboncoltuk és 95% O ¢és 5% CO; keverckével folyamatosan
aramoltatott, 1 uM nifedipint tartalmazé jéghideg Krebs pufferbe helyeztik. Az
elézéekben mar leirt moédon wholemount prepardtumot készitettiink, majd a

preparatumot egy kb. 1 cm atmérdji aranybodl késziilt gyiirin régzitettiik. Ezutan a
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gyturit 5 uM DAF-FM-et tartalmaz6 oxigenaltatott Krebs pufferbe helyeztik ¢&s
szobahémérsékleten inkubéltuk 30 percig. Majd haromszor 5 perc mosas utadn ujabb
30 perc inkubacié kovetkezett Krebs pufferben. Ezt kdvetden a mintdkat egy kis
kamraba helyeztiik amelynek az aljat egy vékony fedélemez képezte. A digitalis
felvételeket 25x plan-neofluar vizes immerzids objektivvel (0,8 nm apertira), Zeiss
Axiovert 100M mikroszkoppal készitettiik, Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkdp
rendszerben. A DAF-FM gerjesztését 488 nm-es argon 1ézerrel (200 mW) €s 505 nm-
es filterrel végeztik. A kiilonb6z6 mintdkban 1évé fluoreszcens értékek
Osszehasonlithatosaganak érdekében minden felvételt azonos mikroszkép beallitasok
mellett készitettiink nem t6bb mint 30 perccel az inkubalas utan, szobahémérsékleten.
A digitalis felvételeken a neuronokat koérberajzoltuk és a Zeiss LSM 510 V2.53
analizalé szofver segitségével megallapitottuk a neuronok atlag fluoreszcencia
értékét.

A DAF-FM  specificitasanak  ellenérzéséhez  csoportonként  10-10
wholemountot inkubaltunk 15 percig 1 mM L-NAME-ben.

[11.7. ¢cNOS ES iNOS AKTIVITASMERES

A krénikus alkoholfogyasztas hatasat a cNOS ¢s iNOS enzimek aktivitasara a
patkany bélcsatorna duodenum, jejunum, ileum &s colon szakaszaiban hataroztuk meg
¢s az eredményt fmol/mg fehérje/perc mértékegységben tiintettilk fel. Az enzimek
altal termelt NO mértékét a [*H]L-citrullinbél atalakult [*H]L-arginin mennyisége
alapjan hataroztuk meg Szab6 ¢s munkatéarsai szerint (1993). A jégen tartott mintakat
50 mM tris-(hidroximetil) aminometan-HCl-t (Tris-HCI), 0,1 mM etilén-diamin-
tetraecetsavat (EDTA), 0,5 mM ditiotreitolt, ] mM fenilmetilszulfonil-fluoridot és 10
pg/ml szdjabab tripszin gatlot tartalmazo PB-ben (pH 7,4) homogenizaltuk.

A homogenizatumokat 24 000 g-n, 4°C-on 20 percig centrifugaltuk és a
feliiluszot féligateresztd oldatkoncentrald centrifugacsdbe tettitk at. A cséveket 1000
g-n 150 percig centrifugaltuk, majd a besiirisodott feliiluszot az ultrafilterbdl 300 pl
homogenizal6 pufferrel mostuk ki. A mintdkat DOWEX kationcseréld gyantan (SO0W-
X8, Na~ forma) 5 percig inkubaltuk, hogy az endogén L-arginint a mintabdl
eltavolitsuk. A gyantat centrifugalassal valasztottuk el (1500 g-n 10 percig) ¢s a

feliilasz6t hasznaltuk a NOS enzimaktivitas mérésére.
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cNOS aktivitdsméréshez 50 pl enzimextraktumot és 100 ul reakciéelegyet (pH
7,4; 50 mM Tris-HCI puffer, | mM NADPH, 10 uM tetrahidrobiopterin, 1,5 mM
CaCl,, 100 U/ml kalmodulin és 0,5 uCi [*H]L-arginin) inkubaltunk 30 percig 37°C-on.
A reakciét 2 mM etilén glikol tetraccetsavat (EGTA) és 2 mM EDTA-t tartalmazé 1
ml jéghideg HEPES puffer (pH 5,5) hozzaadasaval allitottuk le. A NOS aktivitastol
fiiggetlen [*H]L-citrullin termelés megéllapitasa érdekében méréseket végeztiik forralt
enzimmel és 3,2 mM L-NNA-nal.

Az INOS aktivitdst kalmodulin nélkiil és 8 mM EGTA hozzdadasaval
hatdroztuk meg. A DOWEX kationcseréld gyantan (AG 50W-X8, Na® forma)
inkubalt 1 ml reakcidelegyet 2 ml desztillalt vizzel elualtuk. Az elualt ["H]L-citrullin

aktivitasat Tri-Carb folyadék szcintillaciés detektorral mértilk. A mintak

“ e

[11.8. eNOS ES nNOS FEHERJEMENNYISEG MEGHATAROZASA
WESTERN BLOTTAL

A szarazjégen tartott mintdkat folyékony N, folyamatos hozzdadasaval
dorzsmozsarban porra tortiikk. Ezt kovetden 4x koncentralt Laemmli mintapuffert
adtunk a mintadkhoz, 6sszedorzsoltik vele, majd azonnal felforraltuk. A 3 percig
forralt mintdkban ezutan az RC/DC (BioRad) kittel meghataroztuk a
fehérjekoncentraciot. A mintanként 50 ug fehérjét 7,5%-os natrium-dodecil szulfat-
poliakrilamid gélre vittilk, majd 0,2 mm nitrocelluléz filterre (Schleicher&Schuell)
blottoltuk. A filtert szaritas utan fosztat pufferes s6oldatban (PBS) rehidrataltuk, majd
1%-0s BSA-PBT-ben (PBS+0,05% Tween-20, Sigma) 1 éran at szobahémérsékleten
inkubaltuk. Ezt kdvetden a filtert az elsédleges ellenanyaggal egy ¢jszakan at 4°C-on
inkubaltuk. Els6dleges ellenanyagként egér anti-nNOS-t (Sigma, 1:3000), anti-eNOS-
t (Sigma, 1:3000), és anti-B-aktint (Sigma, 1:10000) hasznaltunk. A blotokat 3x10
percig mostuk PBT-ben majd anti-egér alkalikus foszfataz-konjugalt ellenanyaggal
(Sigma, 1:30000) inkubaltuk egy orat szobahdmérsékleten. Ezutan a Dblotokat
haromszor PBT-ben és egyszer alkalikus fosztataz pufferben (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5,
100 mM NaCl, 50 mM MgCl,) mostuk. Az el6hivas alkalikus foszfatdz pufferben

“ s ey
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kloro-3-indolil foszfat p-toluidin sé (Sigma) segitségével tortént. A blotok
kiértékelése a NIH Image 1.63F-fel tortént harom fliggetlen nNOS-sal illetve eNOS-

sal festett bloton. Bels6 kontrollként minden esetben p-aktint hasznaltunk.

I11.9. STATISZTIKAI ANALIZIS

Statisztikai analizishez — ha masként nem emlitjik — az egyutas
varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltuk SPSS szoftverrel, post-hoc teszthez pedig a
Student-Newman-Keuls tesztet. A P<0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az
adatokat atlag+széras (SEM, standard error of the mean) formaban tiintettiik fel.
Eredményeinknél » a csoportonként felhasznalt allatok szdmat, mig v a kvantitativ
immunhisztokémianal leszdmolt wholemountok szamat jelenti. A DAF-FM
fluoreszcencia intenzitas statisztikai értékeléséhez L-NAME inkubacié eldtt ¢s utan a

paros ¢ probat hasznaltuk.
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IV. EREDMENYEK

IV.. A KRONIKUS ALKOHOLFOGYASZTAS HATASA A
VEKONYBELTRANZITRA

A kronikus alkoholfogyasztas vékonybéltranzitra gyakorolt hatasat egerekben in
hosszéhoz viszonyitott szdzalé¢kaban fejeztiik ki. A kronikus alkoholkezelt egerekben
a vékonybéltranzit a vizes kontrollokkal Osszehasonlitva szignifikdnsan késett
51,89+2,94%-ra 65,86+2,96%-r0l, az izokalorikus cukoroldattal kezelt kontroll
csoporttal ~ &sszehasonlitva pedig szignifikdnsan  gyorsult  39,1442,12%-r6l
51,8942,94%-ra (P<0,05, n=12, 5. abra).

VEKONYBELTRANZIT (%)

vizes kontroll szukréz kontroll alkohol-kezelt

5. abra Az Evans-kék festék in vivo migracidja a vékonybélben vizes kontroll,
izokalorikus cukoroldattal kezelt kontroll és kronikus alkoholkezelt egerekben.
Krénikus alkoholkezelt egerekben a tranzit szignifikdnsan késett a vizes kontroll
csoporttal Osszehasonlitva, az izokalorikus cukoroldattal kezelt kontroll csoporttal
Osszehasonlitva azonban szignifikéns gyorsuldst mutatott. *P<0,05
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V2. A KRONH(US<ALKOHQLFQGYASZTAS HATASA A NO-
MEDIALT SIMAIZOM-RELAXACIORA

A krénikus alkoholfogyasztds hatdsat a NO altal szabalyozott simaizom-
relaxacidra egér jejunum ideg-izom preparatumon vizsgaltuk in vitro. Mind a vizes,
mind az izokalorikus cukoroldatot fogyasztd kontroll mintdkkal &sszehasonlitva a
NO-medialt simaizom-relaxacié 1, 2 ¢s 4 Hz EFS hatasara szignifikansan lecsokkent
a krénikus alkoholkezelt mintdkban (#=8; P<0,05). Ezeket az eredménycket a 6.A
abra és a 3. tablazat foglalja 6ssze. Az EFS-re adott simaizom-relaxdcié a nem

szelektiv NOS inhibitor, az L-NNA segitségével teljesen blokkolhaté volt. Ezeket az

eredményeket itt nem szemléltetem.
kilonbozott szignifikdnsan a vizes, az izokalorikus cukoroldatot fogyasztd és

krénikus alkoholkezelt allatokbdl szarmazé mintak kozott (6.B abra, 3. tablazat).

Simaizomrelaxacio (%)
o 3 8 8 &8 8 8 3 8 8

EFS (Hz)

6.A abra
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6. abra NANC simaizom-relaxacio EFS (A) és exogén NO (B) hatdsara jejunum
ideg-izom preparatumban vizes kontroll (), cukor kontroll (7)) és krénikus
alkoholkezelt (A) egerekben. Az eredményeket a PGF,-altal kivaltott
simaizomkontrakciéra adott relaxacids valasz %-aban fejeztiik ki. *P<0,05; mindkét
kontrolltél szignifikansan kiilonb6zo.

| EFS NO
1Hz | 2Hz | 4Hz 8 Hz 10 uM | 30 uM | 100 uM
Vizes 62.17 72.86 84.57 82.6 75.26 92.06 98.64
kontroll |%4.2% |+33% | +2.4% | +1.9% +4.49% | £1.43% | +0.8%
Cukor |63.79 81.25 84.64 80.19 80.01 95.97 100%
kontroll |£4.5% +3.8% +2.9% +3.2% +4.13% +1.13%
Alkohol |[30.95 55.71 67.92 71.38 67.51 94.93 100
kezelt |£7.8% | +6% | +59% | +4.6% +544% | £1.46% | +0.6%
* % *

3. tablazat A NANC simaizom-relaxacié szazaléka EFS és exogén NO hatasara
jejunum ideg-izom prepardtumban vizes kontroll, cukoroldatot fogyasztd kontroll és
krénikus alkoholkezelt egerekben Az 1, 2 és 4 Hz EFS hatdsara szignifikansan
csokkent a simaizom-relaxacids valasz kronikus alkoholkezelt mintdkban mind a
vizes kontroll, mind a cukoroldatot fogyaszté kontroll mintdkkal 6sszehasonlitva. A

g

harom csoport kézott. *P<0,05, a kontrolltdl szignifikansan kiillonbozo.
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IV.3. AZ OSSZNEURONSZAM ES A nNOS-IMMUNOPOZITIV
MYENTERICUS NEURONOK SZAMANAK  VALTOZASA
ALKOHOLFOGYASZTAS UTAN

Egér mintdk

Az alkoholfogyasztds hatdsat a myentericus &sszneuronszamra (PGP9.5) és
nNOS-immunreaktiv neuronok szazalékos aranyara vizes kontroll, cukoroldatot
fogyaszté kontroll ¢és alkoholkezelt egerek jejunumabdl szarmazé mintakban
vizsgaltuk (n=8). Az immunfestett mintakon (7. &bra) sejtszamolds (v=332) &s
statisztikai analizis utdn nem volt szignifikans kiilonbség a PGP9.5-immunoreaktiv
neuronok szamaban a vizes, a cukoroldatot fogyaszté kontroll és az alkoholkezelt
allatokb6l  szarmazdé mintak kozott (41,07+2,62, 40,83+2,99, 40,53+3,08
neuron/latétér; P>0,05).

A nNOS-immunreaktiv neuronoknak az Osszneuronszamhoz viszonyitott
szazalékos aranyaban nem volt kiilonbség a vizes és a cukoroldatot fogyaszto kontroll
csoport kozott (33,2+1,31%, 33,41+1,21%; P>0,05; 8. abra). Alkoholfogyasztast
kévetéen azonban a nNOS-immunreaktiv neuronok aranya mindkét kontroll
csoporttal Gsszehasonlitva szignifikdnsan lecsokkent (27,44+1,06%; P<0,001; 8.
abra).

7. abra Konfokalis
mikroszképpal késziilt
felvétel nNOS- (FITC, zold
fluoreszcencia) és PGP9.5-
immunreaktiv (Cy3, piros
fluoreszcencia) myentericus
neuronokrol kontroll egér
jejunumabdl szarmazo
mintaban. Lépték: 20 pm.
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8. abra Vizes kontroll, cukoroldatot fogyaszté kontroll és kronikus alkoholkezelt
egerekben a nNOS- és PGP9.5-immunpozitiv myentericus neuronokat megszamoltuk
¢s az adatokat statisztikai analizisnek vetettitk ald. Az 6sszneuronszamhoz (PGP9.5)
viszonyitott nNOS-immunreaktiv neuronok szazalékos aranya szignifikansan
lecsokkent kronikus alkoholkezelt egerekben mindkét kontroll —csoporttal
Osszehasonlitva. ***P<(,001

Patkany mintak

Annak meghatarozasara, hogy az alkoholfogyasztds id6tartama hogyan
befolyasolja a nNOS- és HuC/D-immunreaktiv (panneuronalis marker) sejtek szdmat,
krénikus alkoholkezelt és vizet fogyasztod kontroll patkanyok bélszakaszaibdl a 20%-
os alkoholfogyasztds ideje alatt hetente vettink mintat. nNOS- (9.A.B abra) ¢s
HuC/D- (nincs kép bemutatva) immunhisztokémia utan kontroll és alkoholkezelt
allatokbdl szarmazé wholemount preparatumokon megszamoltuk az immunreaktiv

sejteket.
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9. abra Fénymikroszkopos felvétel kontroll (A) &s alkoholkezelt (B) patkany
duodenumab6l szdrmazé wholemount preparatumrédl nNOS-immunfestés utan.
Lépték: 150 pm.

A nNOS-immunreaktiv sejtek szdma mar az alkoholkezelés elsé hete utan
szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz képest. Ez a szdmadat a vizsgalt 6 hét
sordn nem valtozott szignifikdnsan, ezért a grafikus éabrazolasndl az egyes
oszlopokban a 6 hét szdmadatainak atlagit mutatom be (10.A,B abra). A
sejtszamcsokkends a jejunum ¢€s a colon terilletén volt a legszembetiindbb
(51,3348,15 vs. 41,48+8,25 sejt/mm?, és 107,27+14,7 vs. 78,29+21,63 sejt/mm?,
P<0,001), de a nNOS-immunreaktiv sejtek szdma a duodenum (49,27+8 vs.
44,90+7,6 sejt/mm?, P<0,01) és az ileum (38,26+5,8 vs. 33,53+6,2 sejt/mm” P<0,05)

teriiletén is szignifikansan lecsokkent (10.A abra).
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duodenum jejunum ileum colon
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HuC/D-IMMUNREAKTIV NEURONOK
SZAMA/mm?

duodenum  jejunum ileum colon

10. a4bra A nNOS- (A) és HuC/D- (B) immunreaktiv neuronok szama kontroll &s
krénikus  alkoholkezelt patkdnyok  kiilonb6zé  bélszakaszainak  myentericus
plexusaban. A sejteket a 6 hetes alkoholkezelés alatt hetente szamoltuk. (A) Mar az
els6 héten szignifikans csokkenés mutatkozott a nNOS-immunreaktiv sejtek
szamaban alkoholkezelés hatdsara a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva és ez az érték
nem valtozott szignifikdnsan a kezelés végéig, ezért a 6 hét adatait atlagolva mutatom
be. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. (B) Az 6sszneuronszam (HuC/D-immunreaktiv
sejtek) nem valtozott szignifikansan a kezelés id6tartama alatt. (Az oszlopban lathatéd
¢rtékek szintén 6 hét adatainak atlagai).

A HuC/D-immunreaktiv sejtek szama egyik bélszakaszban sem valtozott
szignifikansan a kronikus alkoholkezelés hatdsara (duodenum: 152,16£12 wvs.
149,145, jejunum: 124,77+8 vs. 128,05+4,2, ileum: 140,21+£7 vs. 145,78+8,4, colon:
198,56+4,7 vs. 201,43+7,3 sejt/mm?; 10.B 4bra).
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IV.4. AZ ALKOHOLFOGYASZTAS HATASA A MYENTERICUS
NEURONOK NO SZINTEZISERE

A myentericus neuronok NO termelésének mérésére a DAF-FM fluoreszcens
festéket hasznaltuk, amelynek fluoreszcencia intenzitdsa aranyos az NO
koncentracioval. Az egér jejunumbdl szarmazd wholemount preparditum DAF-FM-
mel torténd inkubacidja utdn a myentericus neuronok, idegrostok, erek &s
simaizomsejtek mutattak intenziv festédést (11.A, B &bra). A fluoreszcens jel
intenzitdsa L-NAME-mel (NOS inhibitor) valé inkubacié utdn 52,5%-kal csokkent
(P<0,001). Ez a jelenség arra utal, hogy a fluoreszcencia valoban a NO termelés

eredménye.

11. abra Konfokalis mikroszképpal késziilt felvételek kontroll (A) és alkoholkezelt
(B) egér jejunumabdl szarmazo wholemount preparatumrél. A DAF-FM fluoreszcens
jel (NO jelz6 festék, zold) myentericus neuronokban (nyil), erekben (nyilhegy) és
simaizomsejtekben (*) figyelheté meg. Lépték: 50 pm.

A jelolt myentericus neuronok fluoreszcencia intenzitasat egy altalunk felallitott 0-t6l
256-ig terjedd skaladn (fluoreszcencia egység, f.e.) meghataroztuk, az értckeket
atlagoltuk ¢&s statisztikailag analizaltuk (n=11). A fluoreszcencia intenzitds a kontroll
egerekbol szarmazé mintakkal Osszehasonlitva kronikus alkoholkezelt allatokban
szignifikansan novekedett (959 neuron atlaga, 431 neuron alkoholkezelt allatokbdl
szarmazo6 mintakbol és 528 neuron kontroll mintakbdl) (P<0,001; 126,68+2,12 f.e. vs.
155,88+1,66; 12. abra).
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12. abra Az NO-specifikus fluoreszcens festék, a DAF-FM intenzitasanak valtozasa
kontroll és kronikus alkoholkezelt egerek jejunalis myentericus neuronjaiban. Az
eredményeket egy altalunk felallitott 0-t6l 256-ig terjedd fluoreszcencia egyscg skalan
mutatom be. A fluoreszcencia intenzitds szignifikdnsan novekedett krénikus
alkoholfogyasztas hatasara (***P<0,001).

A krénikus alkoholkezelt és kontroll allatok myentericus neuronjaiban mért
fluoreszcencia intenzitas kiillonbség jobb szemléltetésére a 0-t6l 256-ig terjedd
fluoeszcencia intenzitds skalat 20-asaval felosztottuk. Ezutan abrazoltuk azoknak a
neuronoknak a szazalékos eloszlasat, amelyek fluoreszcencia intenzitasa egy-egy 20-
as egységbe esett (13. abra, 4. tablazat). A kontroll csoportban az sszes NO termeld
neuron legnagyobb aranya a 80-99 fle. értékii csoportba esett, a krénikus

alkoholkezelt csoportban ez az arany a 180-199 f.e. értékii csoportban volt.
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13. abra A kronikus alkoholfogyasztds hatdsa jejunalis myentericus neuronok DAF-
FM fluoreszcencia intenzitdsara. A fluoreszcencia intenzitas skalat 20-as értékeket
tartalmazé csoportokra osztottam ¢s az abba az intenzitdstartomanyba tartozé NO-t
szintetizalé neuronok szdzalékat abrazoltam. Mig a vizet fogyaszté kontroll
csoportban a legtébb neuron (17,86%) a 80-99 fluorenszcencia intenzitasu, addig az
alkoholkezelt csoportban a legtébb neuron (20,07%) a 180-199 fluoreszcencia
intenzitasu csoportba tartozik.

DAF-FM fluoreszcencia intenzitds | A DAF-FM fluoreszcens (NO termeld)
(fluoreszcencia egység) neuronok szdzaléka
kontroll alkoholkezelt
40-59 3,01 0,75
60-79 9,97 2,27
80-99 17,86 7,19
100-119 15,77 9,46
120-139 16,24 14,01
140-159 10,95 17,23
160-179 11,36 17,42
180-199 9,97 20,07
200-219 4,87 9,84
220-239 0 1,76
240-256 0 0

4. tablazat A 13. &bran lathatd grafikon értékeinek szamszerii megjelenitése. A
fluoreszcencia intenzités skalat 20-as értékeket tartalmazd csoportokra osztottam és az
abba az intenzitastartomanyba tartoz6 NO-t szintetizalé neuronok szazalékat
tiintettem fel. Mig a vizet fogyaszt6 kontroll csoportban a legtébb neuron (17,86%) a
80-99 fluorenszcencia intenzitast, addig az alkoholkezelt csoportban a legtébb neuron
(20,07%) a 180-199 fluoreszcencia intenzitasu csoportba tartozik.
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Ezutan megvizsgaltuk, hogy a DAF-FM fluoreszcens neuronok tartalmazzék-e a
NOS neuronalis izoformdajat. DAF-FM festés utan (14.A abra) a szovetet fixaltuk,
majd nNOS- & PGP9.5-immunhisztokémiat végeztink (14.B 4bra). A neuronok
22,7%-aban a DAF-FM a nNOS-sal egyitt fordult eld, 42,3% nNOS
immunreaktivitdst mutatott, de nem jel616d6tt DAF-FM-mel ¢s 35% csak DAF-FM
fluoreszcenciat mutatott, de nNOS immunreaktivitast nem (n=4). 100%-nak a DAF-

FM-mel és/vagy nNOS-sal festett sejteket tekintettiik.

14. abra Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek kontroll egér jejunumabdl
szarmazé wholemount preparatumrél. DAF-FM festést kovetéen (A), nNOS ¢és
PGP9.5 immunhisztokémiai festés utan (B) DAF-FM és nNOS (nyilhegy) egyiittes
eléfordulasat mutato sejteket, valamint csak DAF-FM-mel (*) illetve csak nNOS-sal
festédott (nyil) sejteket lattunk. Lépték: 50 pm.
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IV.5. AZ ALKOHOLFOGYASZTAS HATASA A NOS IZOENZIMEK
AKTIVITASARA

A krénikus alkoholkezelés hatasat a cNOS ¢&s iINOS enzimek aktivitidsara
patkany bélcsatorna duodenum, jejunum, ileum és colon szakaszaiban hataroztuk
meg.

A kontroll fiziologids ctNOS aktivitas huszszor magasabb volt a colonban, mint
a duodenumban, jejunumban ¢s ileumban (448,6+56,2, 14,5£5,5, 29,946 &s 24,7+8,4
fmol/mg fehérje/perc, n=10). Krénikus alkoholfogyasztas hatdsara a cNOS aktivitas
nem valtozott szignifikdnsan a duodenumban (13,3£2,1 fmol/mg fehérje/perc,
P>0,05), de szignifikdnsan lecsokkent a jejunumban, ileumban ¢s colonban (11,1£2,8,
15,8+6,1 és 151,8423,9 fmol/mg fehérje/perc, n=8, P<0,05) a kontroll cNOS

aktivitasértékekkel dsszehasonlitva (15. abra).
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15. abra Konstitutiv nitrogén-monoxid szintdz (cNOS) aktivitds a patkdny
bélcsatorna kiilonbdzd szakaszaiban kronikus alkoholkezelt és kontroll kériillmények
kozott. Az oszlopok 10 kontroll és 8 alkoholkezelt allatbdl szarmazé atlag+szoras
értékek. A cNOS aktivitds szignifikdnsan lecsdkkent a jejunumban, ileumban ¢és
colonban krénikus alkoholfogyasztas hatasara. *P<0,05
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A normdl fiziolégidas iINOS aktivitas alacsonyabb volt a duodenumban é&s a
jejunumban (9,2+5,2 és 5,47+3 tmol/mg fehérje/perc) mint az ileumban és a colonban
(32,5£6,5 ¢s 53,8+7,8 fmol/mg fehérje/perc, n=10). Ez az iNOS aktivitdas nem
valtozott szignifikdnsan krénikus alkoholfogyasztas hatasara (5,8+3,2, 5,943.8,

30,11£9,6 and 59,5+11,6 fmol/mg protein/min, n=10, P>0,05; 16. abra).
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16. abra Indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz (iNOS) aktivitas patkany bélcsatorna
kiilonb6z6 szakaszaiban krénikus alkoholkezelt €s kontroll koriilmények kozott. Az
oszlopok 10 kontroll és 8 alkoholkezelt allatbol szarmazé atlag+szoras értékek. Az
INOS aktivitas ért¢kekben nincs szignifikans kiilonbség a kontroll és a kronikus
alkoholkezelt allatokbol szarmazé mintak kozott.
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IV.. A NOS FEHERJE MENNYISEGENEK VALTOZASA
ALKOHOLFOGYASZTAST KOVETOEN

A kontroll ¢és alkoholkezelt patkanyok duodenum, jejunum, ileum ¢és colon
bélszakaszaibol szarmazd fehérjehomogenizatumokrél késziilt Western blotok
mindegyikén kimutathaté volt a nNOS-nak, illetve az eNOS-nak megfelelé 155 és
130 kDa csik (17. ébra). A duodenumbdl, jejunumbdl és ileumbdl szarmazd nNOS
fehérje denzitdsaban nem volt detektalhatd kiilonbség kronikus alkoholkezelt ¢és a
kontroll mintak kozétt, a colonban azonban szignifikansan lecsdkkent a nNOS fehérje
mennyis¢ge alkoholfogyasztas hatasara (18. abra).

Az eNOS fehérje mennyisége igen alacsony volt mind a kontroll mind az
alkoholkezelt mintdkban, ezért kvantitativ 6sszehasonlitds nem volt lehetséges (17.
abra).

CD AD ) oT T AT o AT mhbP30

— O 180

(155 kDa) — 11
\_,\ p— g | — Factin
_— o i (417 kDa)
—180
— eOS
: (130 kDa)_HB
/4 — 54

17. abra Neurondlis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) ¢&s endotelidlis nitrogén-
monoxid szintaz (eNOS) ellenanyaggal festett reprezentativ Western blot kontroll (C)
¢s alkoholkezelt (A) egerek bélcsatornajabol szarmazd fehérjehomogenizatumokbol
(D-duodenum, J-jejunum, I-ileum, C-colon). A 155 kDa nNOS immunreaktiv csik
denzitdsa a colonban szignifikdnsan lecsokkent alkoholfogyasztast kovetden.

A 130 kDa eNOS immunreaktiv csik denzitdsa tul alacsony volt és igy nem nyilt
lehet6ség a kvantitativ analizisre. Belsd kontrollként [-aktint, pozitiv kontrollként
pedig MbP30-t (egy hénapos egér agyabdl késziilt homogenizatum) hasznaltunk. A
nNOS ellenanyag az MbP30 mintaban a ~155 kDa-os fehérjét ismerte fel. Az eNOS
ellenanyag nem mutatott ki fehérjét.
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18. abra Kontroll és alkoholkezelt patkanyok négy kiilonbdzd bélszakaszabol szarmazd
fehérjehomogenizatumokban a  neurondlis  nitrogén-monoxid  szintdz  (nNOS)-
immunreaktiv csikok denzitdsa. A nNOS fehérjecsikok denzitasait harom kiilénb6zd
Western blot mérés atlagaként tiintettiik fel. A colonban a fehérjedenzitas kronikus
alkoholfogyasztast kdvetben szignifikansan lecsokkent (*P<0,05). A denzitast a [3-aktin
fehérjecsikokhoz normalizaltuk. A blotokon jelenlévd degradacids termékeket nem vettiik
figyelembe. Pozitiv kontrollként MDbP30-t (egy honapos egér agyabol késziilt
homogenizatum) hasznaltunk.
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V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Régbta ismert az, hogy a kronikus alkoholfogyasztds a bélmotilitas
megvaltozasahoz vezet (Jian és mtsai., 1986; Papa ¢s mtsai., 1998; Izbeki ¢s mtsai.,
2001). A bélmotilitasi rendellenességeknek igen nagy jelentéségiik van a klinikai
gyakorlatban. A koros perisztaltika kovetkezményeként felszaporodhatnak a
baktériumok, ndvekedhet a toxikus anyagok mennyisége a bél lumenében és
karosodhat a tapanyagok felszivasa. Az ezzel jaré tiinetek nagymértékben
hozzajarulnak az alkoholista betegek ¢letmindségének romlasahoz.

Mivel a bélidegrendszer nitrerg neuronjaibdl felszabaduld NO szabalyozza a
perisztaltikus reflex leszallo gatlasat, feltételeztiik, hogy a NO ¢&s szintetizalé enzimei
szerepet jatszhatnak az alkoholfogyasztast kisérd motilitasi rendellenességek
kialakuldsaban.

Hipotézisiink tesztelésére két kisérletsorozatot allitottunk fel. Az egyikben
egereket, mig a masikban patkdnyokat hasznaltunk az alkoholfogyasztast kisérd
valtozasok felderitésére. Egerck esetében a napi alkoholfogyasztds 7.8 g
ctanol/testtomeg kg volt, mig patkdnyok esetében 5 g ctanol/testtémeg kg. Ez az
alkoholdo6zis hasonlé az alkoholista betegek napi etanolbeviteléhez (European
Medicines Agency, 1997). A kezelés végén sem az alkoholkezelt egerek sem a
patkanyok esetében nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és kronikus
alkoholkezelt allatok sulya kozott, ezért kizartuk a kronikus alkoholfogyasztas
hatasara bekovetkezd alultaplaltsagot. Egerek esetében a vizet fogyaszté kontroll
csoport ¢és az alkoholkezelt csoport kozotti kalodriabeviteli kiilonbségb6l ad6dod
esetleges félrevezetd eredmények kikiiszobolése érdekében izokalorikus cukoroldatot
fogyasztd kontroll csoporttal is bovitettiik kisérleteinket.

Kisérleteink sordn meghataroztuk a kronikus alkoholfogyasztds hatdsat a
vékonybéltranzitra, a NO altal kozvetitett simaizom-relaxacidéra, a nNOS-
immunpozitiv neuronok szdmara ¢s az dsszneuronszamra. Ezen kiviil €16 szévetben
mértiik a szintetizalt NO mennyiségét myentericus neuronokban, meghataroztuk a
cNOS ¢s iINOS enzimek aktivitasat valamint a nNOS ¢&s eNOS fehérjék mennyiségét

krénikus alkoholkezelt €s kontroll allatok bélcsatornajabol szarmazd bélmintakban.
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A kronikus alkoholfogyasztas hatasa a vékonybéltranzitra egérben

Az alkoholnak a béltranzitra gyakorolt hatdsarél tobb ellentmondé irodalmi adat
ismert. A bevitt etanol dézisatél és a bevitel modjatol fiiggden az alkohol gyorsitja,
lassitja, illetve nem befolyasolja a béltranzitot (Pirola ¢s Davis, 1970; Robles ¢&s
mtsai., 1974; Moor és mtsai., 1981; Keshavarazian és mtsai., 1986; Palasciano és
mtsai., 1995). Szamos kisérletes bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy a nagy
dozisban elfogyasztott alkohol a perisztaltika lassulasat okozza a bélcsatornaban
(Barboriak ¢s Meade, 1970; Jian ¢s mtsai., 1986; Scroggs ¢s mtsai., 1986; Wilson ¢€s
mtsai., 1990).

Fontos volt ezért tisztdznunk, hogy az altalunk vizsgélt egérmodellben milyen
jellegli a tranzit megvaltozasa. Kisérleteink sordn a 3 hétig tartd alkoholfogyasztast
kovetéen a béltranzit szignifikdnsan lassult az alkoholkezelt allatokban a vizet
fogyaszté kontroll csoporttal &sszehasonlitva. Amikor azonban az izokalorikus
cukoroldatot fogyaszté kontroll csoporthoz hasonlitottuk az alkoholkezelt allatok
tranzitidejét, akkor szignifikdns gyorsulast tapasztaltunk. Az alkoholfogyasztas
hatasat vizsgalo kisérletekben igen gyakran alkalmaznak izokalorikus cukoroldatot
fogyasztd kontroll csoportot (Preedy és Peters, 1990; Poonia és mtsai., 2006; Brien és
mtsai., 2006; Bhalla ¢s mtsai., 2004). Az altalunk végzett kisérletekben hasznalt, a
20%-os alkoholos oldatnak megfelel izokalorikus cukoroldat koncentracioja 284 g/l
volt. Ez a koncentraciéo elég magas ahhoz, hogy a folyadék ozmotikumként
viselkedjen. Egyéb, az izokalorikus cukoroldatot fogyasztdé kontroll csoportot
hasznalé kisérleteinkben, ugy mint a nNOS-immunpozitiv sejtszamoléds és a bélfal
simaizom-relaxacid mérése, nem tapasztaltunk szignifikéns kiilonbséget a vizes ¢és a
cukros kontroll csoport kdzott. Ez arra utalhat, hogy a cukor hatdsara a tranzitban
megfigyelt kiilonbség szisztémdsan, és nem lokalisan valtédik ki. A magas
tovabbi kisérleteket igényel, azonban az altalunk végzett tranzitkisérletek alapjan
elmondhaté, hogy az izokalorikus cukoroldat nem a legmegfelelébb kontroll az
alkoholfogyasztds bélcsatornara gyakorolt hatasait vizsgald kisérletekhez. E
megfigyelésiink alapjan a vizet fogyaszté kontroll csoportnal kapott eredményeket
tekintettilk értékelhetének ¢és a patkanyokon végzett kisérleteinkben mar nem

alkalmaztuk az izokalorikus cukoroldatot fogyasztd kontroll csoportot.
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Az alkoholfogyasztast kovetd tranzitlassulas hatterében az allhat, hogy a
perisztaltikus reflex sordn az oralis iranyban bekovetkezd megfeleld mértéki

simaizom-kontrakciét nem koveti megfeleld mértékii relaxacio.

Alkoholfogyasztas hatasa a simaizom-relaxacio mértékére egérben

A krénikus alkoholfogyasztassal jard megvaltozott motilitds neuronalis
hatterének felderitésére megvizsgaltuk a nitrerg neuronok altal medialt simaizom-
relaxacié mértékét jejunumbdl szarmazo ideg-izom preparatumban in vitro. NANC
koriilmények kozott az EFS-re adott relaxacié mértéke kronikus alkoholfogyasztast
kovetden szignifikdnsan lecsdkkent mind a vizet mind az izokalorikus cukoroldatot
fogyasztd kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. Ezt a relaxacids valaszt a NOS gatld L-
NNA teljesen blokkolta, ami bizonyitja, hogy a relaxacidés valaszt valéban NO
kozvetiti. A ndvekvdé koncentracioban adott exogén NO hatasdra nem véltozott a
simaizom-relaxacid mértéke a harom vizsgalt csoport kdzott.

Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy a lecsdkkent simaizom-relaxacié nem
receptorszinten valtédik ki. A simaizom megfelelden reagdl a NO-ra, azonban a
nNOS altal termelt és a nitrerg neuronokbdl felszabadulé NO vagy nem elegendd

mennyiségli vagy nem jut el megfelelden a simaizomsejtekig.

A nNOS-t tartalmazd myentericus neuronok szamanak ¢és az

Osszneuronszamnak valtozasa egérben és patkanyban

A lelassult tranzit és a csokkent NO-medialt simaizom-relaxacio felvetette a
kérdést, hogy wvajon krénikus alkoholfogyasztds hatdsira valtozik-e a nNOS-t
tartalmazé nitrerg neuronok szdma a myentericus plexusban. Irodalmi adatokbdl
ismert, hogy patoldgias korilmények kozott a kiilonb6zé neurotranszmittercket
tartalmazd myentericus neuronok szdma megvaltozik. Bruley des Varannes &s
munkatarsai (2006) kimutattdk, hogy achaldzia sordn emberi gyomorban 26%-kal
lecsokken a nNOS-immunpozitiv sejtek szama. A nitrerg myentericus neuronok
szdma szamottevden (21%) csokken diabeteses patkanyban (Wrzos ¢s mtsai., 1997).
Az altalunk végzett kisérletek sordan kronikus alkoholkezelést kdvetden mind
patkanyban, mind egérben szignifikdnsan lecsokkent a nNOS-immunpozitiv sejtek

szama, mig az 6sszneuronszam nem valtozott. Ez a jelenség arra enged kovetkeztetni,
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hogy nem az alkohol hatasara bekovetkez6 neuronalis apopt6zisrol van szd, hanem a
myentericus neuronokban szelektiven lecsdokken a nNOS fehérje expresszidja &s
ezaltal csdkken az immunpozitiv sejtek szdma. Patkanyban végzett kisérleteink soran
az alkoholfogyasztas iddtartama nem befolyasolta a nNOS-immunpozitiv sejtek
szdmanak csokkendsét. Mar az elsé hét utan szignifikdnsan kevesebb volt a nNOS-
immunreaktiv sejtek szdma ¢s a csdkkenés mértéke nem valtozott szignifikansan a
vizsgalt 6 hét alatt. Ez arra utal, hogy a NO rendszerben fellépd valtozasok viszonylag
rovid ideig tartd alkoholfogyasztds utan mar bekovetkeznek. Részben ez, részben a
kisérleti allatok szenvedésének csokkentése miatt egérkisérleteinkben mar
elegenddnek tartottuk a 3 hétig tartd alkoholkezelést.

A nNOS enzim expresszidjanak megvaltozdsa a myentericus neuronokban
feltehetdleg befolyasolja a nNOS altal termelt NO mennyiségét is. Az
alkoholfogyasztast kdvetd csokkent NO igy magyarazatot adhat a simaizom-relaxacid

csOkkenésére és a tranzit lassuldsara.

A NO szintézis mértékének megvaltozasa alkoholfogyasztas hatasara

Az €16 szbvetekben felszabaduld NO kimutatiasa a molekula révid, mindodssze
néhany maésodperces féléletidejét tekintve igen nehéz feladat. Evekkel ezel6tt azonban
a Kojima ¢&s munkatarsai (1999) éaltal kifejlesztett diaminofluoreszcein (DAF)
fluoreszcens indikator lehetdvé tette a NO mérését ¢l szovetekben. E molekula
tovabbfejlesztett valtozata a DAF-FM (4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoreszcein) diacetat, amely nem a NO-dal, hanem fiziolégias korilmények
kozott specifikusan annak elsd oxidacids termékével, a NO*-val reagal (Balcerczyk és
mtsai., 2005). A DAF-FM nem toxikus a sejtekre és a fluoreszcencia erdssége aranyos
a felszabadul6 NO mennyiségével (Itoh ¢és mtsai., 2000). A DAF-FM-et sikeresen
hasznaltak NO mérésére kiilonbodzd sejttipusokban (Kojima €s mtsai., 2001; Sheng és
mtsai., 2005) valamint patkdny gyomor myentericus plexusaban (Quintana et al.,
2004). A mi vizsgalatunkban els6ként hataroztuk meg egér bélcsatorna myentericus
plexusaban a felszabadul6 NO mennyiségét. A vizet fogyasztdé kontroll és krénikus
alkoholkezelt egerek jejunumaban a myentericus neuronokban, valamint az erekben
¢s a simaizomsejtekben figyeltiink meg fluoreszcens jelet. A NOS inhibitor, L-NAME
eléinkubalasaval a fluoreszcencia intenzitas (FI) tobb mint felére csdkkent, ami arra

utal, hogy a fluoreszcens jel valdban NO eredetii. A myentericus neuronokban mért
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atlag FI értékek Osszehasonlitdsa utan a kronikus alkoholkezelt allatokbdl szarmazé
mintdkban a kontrollal sszehasonlitva szignifikans ndvekedést tapasztaltunk. Ez arra
utalt, hogy a myentericus nitrerg neuronok NO termelése megndvekedett
alkoholfogyasztas hatasara.

Ez az eredmény ellentmondott az ideg-izom preparatumokban tapasztalt NO-
medidlt simaizom-relaxacié csokkendésének, valamint a nNOS-immunpozitiv
neuronok szamaban tapasztalt csokkenésnek. Ennek az ellentmondasnak a tisztazasara
¢s mivel a DAF-FM nem tesz kiilonbséget a kiillonb6z6 NOS izoformék altal termelt
NO kozétt, ezért a DAF-FM jelolt preparatumokon a szovet fixdlasa utan nNOS- és
PGP9.5-immunhisztokémiat végeztiink. A DAF-FM ¢és/vagy nNOS jeldlt neuronok
22,7%-aban figyeltiink meg kolokalizaciot, mig 35%-a csak DAF-FM-mel, 42,3%-a
csak nNOS-sal jel618dott.

Az a neuronpopulacio, amely DAF-FM immunfluoreszcencidt mutatott, tehat
termelt NO-t, viszont immunhisztokémiai modszerrel nem volt kimutathaté benne a
nNOS, feltehetéleg mas NOS izoformat tartalmaz. Immunhisztokémiai vizsgalatok
igazoljak, hogy a myentericus neuronokban mindharom NOS izoforma jelen van
(Vannucchi ¢s mtsai., 2002), azonban a simaizom-relaxacié kivaltasara a
bélcsatornaban csak a nNOS izoforma altal termelt NO képes (Terauchi és mtsai.,
2005; Mang ¢és mtsai., 2002; Kim ¢s mtsai., 1999). Az iNOS ¢s az eNOS jelenlétének
oka ¢s funkcidja a myentericus neuronokban ezidaig tisztdzatlan. A DAF-FM
fluoreszcencia és igy a felszabadulé NO forrasaként nem zarhatjuk ki egy nemrég
felfedezett, feltehetdleg negyedik NOS izoformat, a mitokondrialis vagy mtNOS-t
sem (Lacza ¢s mtsai., 2003). Ezen kiviil a megnovekedett NO termelésért egy NOS-
tol fliggetlen mechanizmus is feleldssé tehetd: a sejtek képesek arra, hogy
nitrozotiolokbol egy Ca**-fiiggd mechanizmussal NO-t szabaditsanak fel (Chvanov és
mtsai., 2006).

Szamos kisérletes bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy a termelt NO képes
visszacsatoldsos mechanizmussal szabalyozni sajat termelddését és felszabadulasat.
Patkdny gyomorban a NO-donorok ugyanugy gatoltdk a NANC simaizom-relaxacid
nitrerg komponensét, mint a NOS inhibitorok (De Man és mtsai., 1995). Eldzetes
vizsgalatok tobbféle sejttipusban kimutattdk, hogy a NO képes gatolni a cNOS-t
(Rogers és Ignarro, 1992; Assreuy ¢s mtsai., 1993; Buga és mtsai., 1993; Rengasamy
¢s Johns, 1993; Griscavage ¢és mtsai.,, 1994). Feltételezziik, hogy a myentericus

neuronokban mas, mindeddig tisztdzatlan forrasbol szarmazé, az alkoholfogyasztas

44



kovetkezményeként termelt nagy mennyiségi NO gatolja a nNOS enzim
expressziojat. Ezt a feltevést tamasztjak ald azok a megfigyeléseink is, miszerint
krénikus alkoholfogyasztast koévetden a myentericus neuronokbdl felszabaduld
megndvekedett mennyiségli NO mellett is lassul a vékonybéltranzit, csékken a NO-
medialt simaizom-relaxacid €s a nNOS-immunreaktiv sejtek szdma.

A 42,3%-ban jelenlévé nNOS-immunpozitiv sejtek amelyek DAF-FM
fluoreszcenciat nem mutattak, szintén kiilonds figyelmet érdemelnek. Ismert, hogy az
eNOS ¢és nNOS enzimek aktivitasa is szabalyozott, bar ez nagymértékben kiilénbozik
a citokinek és bakteridlis antigének altal aktivalt iNOS szabalyozéasatol. A nNOS
aktivaciéja Ca’"-kalmodulin kétddésével valésul meg, amely a normal fiziologias
intracellularis koncentraciénal joval magasabb Ca®" koncentraciét igényel (Abu-Soud
és mitsai, 1994). Kimutattik tovabba, hogy a nNOS Ca*"-kalmodulin-fiiggd
kinazokkal torténd foszforilacidja csokkenti az enzim aktivitasat, és igy a termelt NO
mennyiségét is (Komeima és mtsai., 2000; Hayashi és mtsai., 1999; Nakane és mitsai.,
1991). A nNOS enzim aktivitasat gatolhatjak endogénen jelenlévd fehérjék is, ilyen
példaul a nNOS inhibitor fehérje (PIN, protein inhibitor of NOS; Jaffrey ¢és Snyder,
1996). Feltételezziik, hogy a nNOS-immunreaktiv, de DAF-FM fluoreszcenciat nem

mutatd sejtpopulacidban a nNOS fehérje aktivitasa gatolt.

A NOS enzimek aktivitaisanak valtozasa a patkany bélcsatorna Kkiilonbozo

szakaszain

Mivel a simaizom-relaxdcioban (Nowak és Harrington, 1987) és a nitrerg
neuronok eloszlasdban (Furness ¢&s mtsai.,, 1994) is regionalis kiilonbségek
figyelhetéek meg a bélcsatornaban, feltételeztiik, hogy a NOS enzimek is eltéréen
reagalnak az etanolra a bél kiilonb6z6 szakaszain. Ennek tisztazasara aktivitdsmérést
¢s fehérjemennyiség meghatarozast végeztiink patkdny bélcsatorna harom vékonybél
¢s egy vastagbél szegmensében. A cNOS aktivitdsaban a duodenum kivételével
kiilonb6z6 mértéki, de szignifikans csokkenést figyeltiink meg a bélcsatorna jejunum,
ileum ¢s colon szakaszain alkoholkezelés hatasara. A jejunumban felére, mig az
ileumban 25%-kal, a colonban pedig tobb mint 70%-kal lecstkkent a cNOS enzimek
aktivitasa. Feltételezziik, hogy a cNOS aktivitds regionalis kiilonbségeit a NO-nak a

kiilonb6z6 bélszakaszokban betdltott eltérd funkcidja okozza. Kontroll krilmények

45



kozott a proximalis colonban altalunk mért c¢cNOS aktivitasérték megegyezik
Takahashi és Owyang (1998) altal mért aktivitdsértékkel. Ez az érték tobb mint
htszszor nagyobb, mint a vékonybél barmely harom szakaszdban mért cNOS
aktivitas. Irodalmi adatok szerint a proximalis és disztalis colonban a NOS enzimek
transzkripcidja s szintézise eltérd, amely Iényegesen nagyobb mértékii NANC
relaxacidét eredményez a proximalis colonban (Takahashi és Owyang, 1998). Az
altalunk a proximalis colonban krénikus alkoholkezelés hatasara mért 70%-o0s cNOS
aktivitascsokkenés a NO kitiintetett szerepére utalhat ebben a bélszakaszban. Ennek a
feltételezésnek az igazoldsa azonban tovabbi vizsgéalatokat igényel.

A kozponti idegrendszerben az iNOS fehérje fizioldgids koriilmények kozott
nincs jelen, de kiilonb6zd karos hatasokra expresszalodik (Park ¢&s mtsai., 1994). A
bélben azonban fiziologids korilmények kozott is kimutathatdé az iNOS jelenléte
(Mancinelli és mtsai.,, 2001; McCafferty ¢s mtsai.,, 1999; Singer ¢s mtsai., 1999;
Vannuchi és mtsai., 2002). Kisérleteink soran iNOS enzim aktivitast figyeltiink meg a
duodenumban, jejunumban, ileumban €s colonban. Az iINOS enzimaktivitds mértéke
egyik bélszakaszban sem mutatott szignifikans valtozast kronikus alkoholfogyasztas

hatasara.

A nNOS és eNOS fehérje mennyiségének valtozasa a patkany bélcsatorna

Kkiillonb6zo szakaszain

Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy patkany vékonybélben a ctNOS aktivitas 80%-
aért a nNOS felelés (Qu és mtsai., 1999). Az altalunk is hasznalt [*H]citrullin
felszabaduldsan alapuld mérés nem tesz kiilonbséget a nNOS é&s az eNOS altal termelt
NO kozéott (Forstermann €s mtsai., 1994; Teng és mtsai., 1996), ezért fontossa valt,
hogy megkézelitdleg meghatarozzuk kiilon-kiilén a nNOS és eNOS enzimek szerepét
a krénikus alkoholfogyasztas hatasara bekdvetkezé cNOS aktivitas csokkenésében.
Ennek tisztazasdra nNOS ¢és eNOS ecllenanyaggal Western blot analizist végeztiink
alkoholkezelt és kontroll koriilmények kozott tartott patkanyok bélszakaszaibol
szarmazo fehérjehomogenizatumokon. Az eNOS fehérjébdl igen kis mennyiséget
sikeriilt kimutatni az egyes bélszakaszokban, igy a mért eredmények statisztikai
analizisre nem voltak alkalmasak. A nNOS fehérje mennyisége azonban krénikus

alkoholfogyasztast kévetden kiilonboz6 mértékben minden vizsgalt bélszakaszban
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lecsokkent. A fehérjemennyiség csokkenése a colonban elérte az 50%-ot. Ez alapjan
feltételezziik, hogy az alkoholfogyasztds hatdsdra mért ctNOS aktivitds csdkkends a
nNOS enzim csoékkent miikddésének kdvetkezménye.

Doktori értekezésemben leirt eredményeimet a kovetkezdkben foglalom &ssze.
K¢t kiilonbo6z8, egymastdl fiiggetlen kisérletsorozat alapjan kimutattuk a NO-rendszer
¢rintettségét patkany é&s eglr bélidegrendszerben krénikus alkoholfogyasztast
kovetben.
* Egér vékonybélben a tranzit lassuldsat figyeltiik meg, amelynek oka lehet az, hogy

a simaizom kontrakcidjat nem koveti megfelelé mértékii relaxacid.

L

Ezt a hipotézist tdmasztotta ald a jejunumban az endogén NO Aaltal kozvetitett

simaizom-relaxaci6 csdkkenése.

* Egér és patkany mintdkban is kimutattuk, hogy a nNOS-immunreaktiv neuronok
szama szignifikdnsan lecsdkkent, mig az Osszneuronszdm nem valtozott. A
nNOS enzim jelenlétének ez a csdkkenése utalhat a myentericus neuronokbél a
nNOS altal termelt NO mennyiségének csokkenésére.

* A DAF-FM-mel kimutathatd NO szintézis mértéke novekedett kronikus

alkoholfogyasztast kovetden. A NO termeld neuronok azonban csak igen

limitalt kolokalizaciét (20%) mutattak a nNOS fehérjét tartalmazéd
neuronokkal. Feltételezhetd, hogy a megemelkedett NO szintézis mas NOS
izoformak altal termel NO-tél szarmazik, illetve NOS fiiggetlen modon

termel6dik.

L

Patkény bélcsatorna kiilonb6z6 szakaszaiban a nNOS aktivitasanak ¢és a nNOS

fehérje mennyiségének bélszakaszspecifikus csokkendsét figyeltilk meg.

Ezek a kisérleti eredmények aldtdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a kronikus
alkoholfogyasztas a kozponti idegrendszerhez hasonldéan (Naassila és mtsai., 2003), a
bélidegrendszerben is hatdssal van a NO szintézisére. A nitrerg rendszerben
bekovetkezett  valtozds pedig szerepet jatszhat az  alkoholista betegek

gasztrointesztinalis motilitasi rendellenességeinek kialakulasaban.
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VII. MAGYAR NYELVU OSSZEFOGLALO

A nitrogén-monoxid (NO) intracelluléris és extracellularis jelatvivé molekula,
amelyet a nitrogén-monoxid szintdz enzim (NOS) termel. Emlds6kben harom NOS
izoforma ismert: az indukalhat6 NOS (iNOS) és a konstitutivan expresszaldédéd
(cNOS) endothelialis (eNOS) és neuronalis NOS (nNOS).

Az enterdlis idegrendszerben a NO a f6 gatld neurotranszmitter, igy
kiemelkedéen fontos szerepet jatszik a perisztaltikus reflex leszallo gatlasdban. A
klinikai gyakorlatban ismert, hogy az alkoholistdk emésztési funkcioi, igy a motilitas
is jelentdsen karosodik.

Hipotézisiink ezért az volt, hogy a krénikus alkoholfogyasztds hatasara
bekovetkezd motilitasi rendellenességek hatterében a NO szintézisének megvaltozasa
allhat. Két kisérletsorozatot allitottunk fel hipotézisiink teszteléséhez. Az egyik
kiséreletsorozatban Swiss egereket hasznaltunk amelyek két hét adaptacids periddust
kovetden 20%-os ethanol vizes oldatat kaptak 3 hétig, a kontroll egerek izokalorikus
cukoroldatot vagy vizet kaptak. A masik kisérletsorozatban him Wistar patkanyokat
hasznaltunk amelyek szintén 2 hét adaptacids periddus utdn 6 hétig kaptak a 20%-os
ethanol vizes oldatat.

Egerekben meghataroztuk a krénikus alkoholfogyasztas béltranzitra gyakorolt
hatasat in vivo, valamint kérkords izom-myentericus plexus preparatumban mértiik a
nitrerg neuronok altal medidlt simaizom-relaxaciot elektromos mezd stimulacid (EFS)
¢s exogén NO hatasara in vitro. Patkany és egér bélidegrendszerében megallapitottuk
az 6sszneuronszamot ¢s a nitrerg neuronok szdmat a myentericus plexusban krénikus
alkoholkezelést kovetden. Egér jejunumbol szarmazd él6 simaizom-myentericus
plexus prepardtumokban DAF-FM fluoreszcens festékkel meghataroztuk a
myentericus neuronok NO szintézisének mértékét. A DAF-FM diacetat kénnyen bejut
a sejtekbe ahol aztan az intracellularis észterdzok hasitasa utan mar nem tud atjutni a
sejtmembranon ¢s a sejtbdl kidiffundalni. Az igy a sejtben 1évé DAF-FM a NO-dal
képes reakcidba 1épni aminek hatdsara egy erdsen fluoreszkald vegyiilet jon 1étre ¢s a
fluoreszcencia intenzitdsa egyenesen aranyos az NO koncentracidjaval. A DAF-FM
altal jelzett NO eredetét nNOS immunhisztokémidval hatdroztuk meg majd

kvantifikaltuk azt, hogy a DAF-FM-pozitiv sejtekben megtalalhaté-e a nNOS enzim.
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Patkany bélcsatorna duodenum, jejunum, ileum és colon szakaszdban meghataroztuk
az INOS ¢és cNOS enzimek aktivitasat, valamint az eNOS ¢&s nNOS fehérjék
mennyiségét.

A Dbéltranzit szignifikansan késett kronikus alkoholkezelés hatdsara a kontroll
csoporttal 6sszehasonlitva. Ez a motilitdsi késés bekovetkezhet azért, mert a
perisztaltikus reflex sordn a simaizom kontrakcidjat nem koveti megfelelé6 mértéki
relaxacié. A nitrerg simaizom-relaxacié mérése myentericus plexus-simaizom
preparatumokban ezt igazolta, hiszen alkoholkezelt egerekben a simaizom relaxacid
EFS hatasara szignifikansan csdkkent. Az izompreparatumokhoz adott exogén NO
hatdsara viszont nem valtozott a simaizom-relaxacié mértéke, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a lecsdkkent simaizom-relaxacié nem receptorszinten valtodik ki.
A simaizom megfelelden reagal a NO-ra, azonban a nNOS altal termelt és a nitrerg
neuronokbol felszabadulé6 NO vagy nem eclegendd mennyiségii vagy nem jut el
megfelelden a simaizomsejtekig.

A nNOS-immunreaktiv neuronok szama patkany és egér mintdkban is minden
vizsgalt bélszakaszban szignifikansan lecsdkkent alkoholkezelést kdvetden a kontroll
mintakkal §sszehasonitva. Az §sszneuronszdm azonban egyik vizsgalt mintdban sem
valtozott. Ez arra utal, hogy nem az alkohol hatdsara bekdvetkezett neuronalis
apoptozis miatt csdkken a nNOS-immunreaktiv sejtek szdma, hanem a nNOS
expresszidja csokken le a sejtekben.

A simaizom-myentericus plexus preparatumoknak DAF-FM festékkel
torténd inkubdacidja utan a myentericus neuronok, idegrostok, erek és simaizomsejtek
mutattak intenziv festddést. A fluoreszcencia intenzitasa L-NAME hatasara 52,5%-
kal csokkent ami azt mutatja hogy a fluoreszcencia valoban NO eredeti. A
myentericus neuronokban tortént fluoreszeencia intenzitds (FI) mérése és statisztikai
analizise utan azt tapasztaltuk, hogy a FI szignifikdnsan emelkedett a kronikus
alkoholkezelt allatokbdl szarmazo mintdkban a kontroll csoporthoz képest. Ez az
intenzitas novekedSs ellentmondott az alkoholfogyasztas hatasara tapasztalt csokkent
simaizomrelaxacionak és a nNOS-immunreaktiv sejtszam csokkenésének. Enneck
tisztazasara és mert a DAF-FM nem tesz kiillonbséget a kiillonb6zé NOS izoformak
altal termelt NO ko6zott a DAF-FM festett preparatumokon nNOS immunhisztokémiat
végeztiink. A neuronok 22,7 szdzalékaban kolokalizalt a DAF-FM a nNOS-sal, 42,3
szdzaléka csak nNOS immunreaktivitast mutatott €s 35 szazalékuk pedig csak DAF-

FM-mel fest6dott és nem mutatott nNOS immunreaktivitast. Az igen kis szazalékban
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jelen 1év6 DAF-FM festett és nNOS-t tartalmazd sejtek szama arra utal, hogy a
megndvekedett F1 valdsziniileg mas NOS izoformak altal termelt NO-t6l szarmazik,
ez a NO azonban nem alkalmas a megfeleld mértékii simaizomrelaxacid kivaltasara.

A cNOS aktivitdsa a jejunum, ileum és colon teriiletén az alkoholkezelt
allatokban szignifikansan kisebb volt mint a kontroll allatokban mig a duodenum
teriiletén nem kiilonbozott szignifikdnsan a két allatcsoport kozott. Az iNOS
aktivitdsa egyik bélszakaszban sem mutatott szignifikdns kiilonbséget a kontroll ¢s
alkoholkezelt allatok kozott. A nNOS ellenanyaggal térténd inkubacié utin a
duodenum, jejunum, ileum &s colon homogenizatumokban a 155 kDa-os
immunreaktiv csik minden prepardtumban megjelent. A duodenum, jejunum és ileum
teriiletén nem volt detektalhaté kiilonbség a fehérje mennyiségében az alkoholkezelt
¢s kontroll allatok kozott. A colonban azonban krénikus alkoholfogyasztas utan
jelentdsen csokkent a fehérje mennyisége. A bélszakaszokbdl szarmazé mintdkbol
késziilt blotokon az iNOS illetve eNOS csikok igen vékonyak voltak ezért azok
kvantitativ analizise nem volt lehetséges.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy egerekben é&s patkdnyokban
kimutattuk a myentericus nitrerg rendszer bélszakasz-specifikus érintettségét
alkoholfogyasztds hatdsara. A NO szintézisének megvaltozasa szerepet jatszhat a
krénikus  alkoholfogyasztdst — kiséré — bélmotilitasi ~ zavarok  pathologias

mechanizmusaban.
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VIII. ENGLISH SUMMARY

Chronic intake of alcohol has been shown to severely affect all organs of the
body by altering the function of various cell types and signaling pathways. In the
gastrointestinal tract, chronic alcohol consumption prominently disturbs normal
intestinal motor function leading to motility disorders. Altered motility has been
observed in humans and in experimental animals following chronic alcohol intake,
but the underlying cellular mechanism remains unknown.

Nitric oxide (NO) is the major mediator of inhibitory neurotransmission in the
gut. NO is synthesized by three distinct isoform of NO synthase: neuronal (nNOS),
endothelial (eNOS) and inducible (iNOS) NO synthase through distinct regulatory
mechanisms. Neurons immunoreactive for nNOS have been localized to a
subpopulation of cells in the myenteric plexus and the submucosus plexus of the
gastrointestinal tract. Since the reflex circuits of the myenteric plexus control the
motility of the intestine, our work focused on the three NOS isoforms and NO
synthesis of the myenteric plexus. The subpopulation of nNOS-immunreactive cells in
this plexus consists of mostly inhibitory motor neurons and to a smaller extent
inhibitory interneurons.

The role of nNOS-derived NO in the physiological relaxations of
gastrointestinal muscle has been demonstrated in pharmacological studies and in
knockout animals. Inhibitors of nNOS have been shown to reduce nerve-mediated
relaxations. Therefore, we hypothesized the role of myenteric neuronal NO in the
observed motility disturbances following chronic alcohol consumption. Using chronic
alcohol-treated and control mice and rats we measured the effect of chronic alcohol
consumption on different aspects of the nitrergic system of the gastrointestinal tract.
In mice, we determined the effect of alcohol consumption on small intestinal transit,
measured nitrergic relaxations to electrical field stimulus or exogenous NO. In both
mice and rats, we have quantified the total number of myenteric neurons and nNOS-
immunoreactive neurons after alcohol-treatment. In the mouse jejunum, we measured
the release of NO in real time with a NO-reactive fluorescent dye in response to
chronic alcohol intake. Furthermore, we determined NOS enzymatic activities and the
amount of nNOS and eNOS proteins in four different segments of the rat intestine.

We found that the intestinal transit time of mice was significantly delayed in
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response to chronic alcohol consumption when compared to the control group. This
delay might be due to an inadequate relaxation of small intestinal smooth muscle. In
intestinal smooth muscle-myenteric plexus preparations, we observed a significant
impairment of NO-mediated smooth muscle relaxations to electrical field stimulus
after chronic alcohol-treatment, while relaxations to exogenous NO remained
unchanged. This suggests that the effect that ethanol exerts on smooth muscle
relaxation 1s not due to a defective responsiveness of the smooth muscle to NO but
appears to be originating from impaired nitrergic innervation. The quantification of
nNOS-immunreactive cells and the total number of cells in the myenteric plexus
showed that in both mice and rats the number of nNOS-immunreactive cells
significantly decreased while the total number of cells did not change. This indicates
an adaptive change in the expression of nNOS in myenteric neurons rather than an
apoptotic process.

The fluorescence intensity of the NO-sensitive dye DAF-FM was significantly
increased in myenteric neurons after chronic alcohol consumption. This result seemed
contradictory to the decrease in nNOS-immunoreactive neurons and to the observed
impaired nitrergic relaxations. In light of this discrepancy and because DAF-FM does
not distinguish between NO produced by different NOS isoforms, we performed
nNOS immunohistochemistry on DAF-FM loaded preparations. We found that in
22.7% of neurons DAF-FM colocalized with nNOS, 42.3% was stained with nNOS
only, and 35% was stained with DAF-FM only. This partial colocalization with nNOS
suggests that other NOS isoforms might be present in myenteric neurons, and these
isoforms synthesize NO, however this NO produced does not seem to compensate for
the impaired nitrergic transmission.

Measurement of the physiological constitutive NOS (cNOS) activity revealed a
20 times higher activity in the colon than in the small intestine and after chronic
ethanol treatment demonstrated a significant decrease in the jejunum, ileum, and colon,
while in the duodenum it remained unchanged as compared with the control group.
The physiological iINOS activity was higher in the ileum and colon than in the
duodenum and jejunum, and these levels were not significantly affected by ethanol.
The nNOS protein content measured by Western blotting indicated a significant

decrease in the colon after ethanol consumption, while in other intestinal segments

change was not detectable.
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In conclusion, the selective impairment of nNOS in the gastrointestinal tract
following chronic alcohol consumption might play an important role in the motility

disturbances observed in alcoholic patients and laboratory animals.
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