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ROVIDITESEK MAGYARAZATA
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a magyaros irasmédnak megfelelden.



1. BEVEZETES

1. 1. A bélfal szovettani szerkezete

A bél lumenét borit6é nydlkahartya harom rétegbdl all (1. dbra). A lamina epithelialist
alkoté enterocitdk laterdlis felszinén specidlis sejtkapcsold struktirdk biztositjdk a sejtek
szoros kapcsolddasit és a kozottik 1évé kommunikicidt (Vetrano és mtsai., 2009). A
sejtek oldalso felszinének a béllumenhez kozeli legapikélisabb részén taldlhaté szoros
sejtkapcsolatok (tight junctions, TJk) diffizios gatként megakaddlyozzdk a sejtek kozotti
szabad anyagaramlast. A TJk képezhetnek bi- vagy tricelluldris kapcsolatokat, attél
fiiggden, hogy két vagy harom sejt taldlkozasanal jonnek 1étre (Ikenouchi és mtsai., 2005).
A TJk kialakitdsaban kozel 40 fehérje vesz részt, melyek koziil elséként az occludint irtdk
le (Furuse és mtsai., 1993), de a transzmembran claudinok a legjelentdsebbek (Turksen €s
Troy, 2004).

A lamina propridban vér- €s nyirokerek, egyszerii csoves mirigyek, valamint a bélhez
kapcsol6dé nyirokrendszer (gut associated limphoyd tissue, GALT) kialakitdsdban
résztvevd nyiroktiiszok taldlhaték. A lamina muscularis mucosae (LMM) (1. dbra) a
nyeldcsotdl a végbélnyilasig huzodik. A bélfal kiilsd izomrétegeitdl eltérd morfologidja
simaizomsejtek alkotjak (King és Arnold, 1922; King és mtsai., 1922; King és Church
1923; King és Robinson 1945; King és mtsai. 1947). A nyeldcsOben a simaizomsejtek
hosszirdnyban rendezddnek, mig a vékony- és vastagbélben egy hosszanti és egy korkoros
izomréteg is megfigyelhetd (Freeman és Bracegirdle, 1967; Warwick és Williams 1985).

A bélfal kiilsd simaizomzata (tunica muscularis externa) a submucosa réteg alatt
helyezkedik el, és egy kiils6 hosszanti- és belsd korkoros izomrétegbdl all (1. dbra). Ezek
kontrakcidja €s relaxdcidja eredményezi a bél perisztaltikdjit, biztositja a béltartalom
megfeleld keverését €s tovéabbitdsiat. A bélcsatornat kiviilrél az egyrétegii laphdmbdl
(mesothelium) és a kotdszovetbdl (lamina propria serosae) all6 savés hartya (tunica serosa)

hatérolja.



1. abra Reprezentativ fénymikroszkopos felvétel patkdany ileuméabdl késziilt félvékony
bélkeresztmetszetrdl toluidin-kék festés utdn. A nydlkahdrtydt harom szovettani réteg, az
epitélium (EP), a lamina propria (LP) és a lamina muscularis mucosae (LMM) alkotja. A
submucosa (SM) alatt taldljuk a bélfal kiilsé simaizomzatit képezd korkords (KI) és
hosszanti (HI) izomrétegeket. A myenterikus plexus a KI és HI kozott helyezkedik el (MG
— myenterikus ganglion) (B6di N. felvétele, 2013). Lépték: 100 um



L. 2. A bélidegrendszer altalanos felépitése és miikodése

A bélidegrendszer az autoném idegrendszer része, a nyelocsotdl a belsd andlis
zar6éizomig huzodik, de megtaldlhaté a hasnydlmirigyben, az epehdlyag faldban és az
epevezetékben is (Furness, 2006; Di Nardo €s mtsai., 2008). Feladata az emésztdcsatorna
funkcidinak Osszehangoldsa, az abszorpcid, a szekrécié valamint a bélmotilitds
szabdlyozdsa (Bush, 2002). Az emlds bélidegrendszerben tobb kisebb nem gangliondlt és
két nagyobb gangliondlt plexus taldlhat6 (Meissner, 1857; Auerbach, 1864). A kiilsd
hosszanti és belsé korkoros izomréteg kozott helyezkedik el a myenterikus plexus (MP),
melynek f6 feladata a bél motoros funkcidinak szabdlyozdsa, a perisztaltikus reflex
kialakitdsa. A belsd korkoros izomréteg és a submucosa kozott taldlhaté a submucosus
plexus (SP), amely a bélcsatorna szekretomotoros miikodését szabalyozza.

A bélidegrendszerben a kozponti idegrendszer klasszikus ingeriiletdtvivé anyagai
mellett szdmos peptid természetli jelmolekula és egyéb neurotranszmitter is megtalalhat
(Lomax és Furness, 2000; Hens és mtsai., 2001). Ezek segitségével torténik a bél sajat
motoros, szekretomotoros és lokdlis vazodilatator reflexeinek jelatvitele. A poliszinaptikus
myenterikus reflexivek a bélfal sajat érzoneuronjaibdl (intrinsic primary afferent neuron,
IPAN), interneuronokbdl és izom-motorneuronokbdl allnak (Furness és mtsai., 2004). A
reflexivek ordlis irdnyban felszadll6 serkentd, mig abordlis irdnyban leszallé gatld
informdciét kozvetitenek (2. dbra). A bélidegrendszerben a serkentd neurotranszmisszio
lehet gyors és lassu. A gyors szinaptikus transzmissziot a nikotinos receptorokon keresztiil
hat6 acetilkolin kozvetiti. A legfontosabb lasst serkentd neurotranszmitterek a P-anyag és
a neurokinin A, s a jeltovabbitds legtobbszor a G-fehérje kapcsolt receptorok csaladjaba
tartoz6 elemekkel torténik (Galligan, 2002). A bélben a gitlé ingeriiletatvitel foleg az
ugynevezett nem adrenerg, nem kolinerg (NANC; non-adrenergic, non-cholinergic)
transzmisszidval valésul meg (Bogers és mtsai., 1991; Bredt és Snyder, 1994; Mashimo és
mtsai., 1996). Az ilyen NANC gatl6 neuronok elsdsorban nitrogén-monoxidot és vazoaktiv
intesztinalis polipeptidet (VIP) szabaditanak fel (Furness, 2000). A nitrerg myenterikus
neuronok a perisztaltikus reflex leszdllé fazisat szabdlyozzak, relaxdljdk a simaizmot
(Furness, 2000). A IPAN-okat elektrofizioldgiai tulajdonsdgaik alapjan két csoportba
sorolhatjuk. Az utéhiperpolarizacids (afterhyperpolarizing, AH) neuronok a kémiai és
mechanikai stimulusokat lassd, a szinaptikus (synaptic; S) neuronok gyors serkentd
posztszinaptikus potencidlok (excitatory postsynaptic potential, EPSP) segitségével

kozvetitik (Mawe és mtsai., 2009).



A tapcsatorna legfontosabb ritmusgenerdld sejtjei a mezenchimaélis eredetii Cajal-
féle intersticidlis sejtek (Interstitial Cell of Cajal, ICC), amelyek neurotranszmitter
receptoraik segitségével kozvetitik a bélidegrendszer aktivdlé vagy gatld effektor
neuronjainak ingeriiletét a simaizomzathoz (Sanders, 1996). A ICC-ek kontraktilis
elemeket alig tartalmaznak, viszont membranpotencidljukat képesek ritmikusan véltoztatni.
Ugynevezett ,lassi hullimokat”, vagyis spontdn bekdvetkezd depolarizaciés hullimokat
generdlnak, amelyek kis késéssel attevodnek a veliik érintkezé simaizomsejtekre (Pluja és

mtsai., 2001; Forrest és mtsai., 2008).

submucosus plexus £

korkoros izomréteg

c . e
myenterikus plexus k_/“\_-.
M

hosszanti izomréteg

M

2. abra Az enterikus reflexivek sematikus abrdzolasa. A submucosus plexusban a bélfal
sajat érzéneuronjai (intrinsic primary afferent neuron, [PAN) kozvetitik az informdciét a
szekretomotoros vagy vazodilatitor effektorneuronok felé (E). A myenterikus plexus
poliszinaptikus reflexivei [PAN-0kbdl, interneuronokbdl (1) €s izom-motoneuronokbdl (M)
allnak. A reflexiv felszdllo dga (F) ordlis irdnyban serkentd, mig leszéllo dga (L) aboralis
irdnyban gatlé informacioét kozvetit (Lomax és mtsai., 2006 nyoman).

A kiilonb6zd bélmotilitasi rendellenességek, a dysphagia, a gastroparesis, vagyis a
gyomor {iriilésének késése, a székrekedés a kor eldrehaladtdval egyre gyakrabban
jelentkeznek (Wade, 2002), melynek hatterében az enterikus neuronok kvantitativ és
morfometriai paramétereinek megvaltozasa all. A bélcsatorna kiilonbozo szakaszaiban levo
neuronok az oregedés hatdsdra kiilonb6z6 mértékben sériilnek (Phillips és Powley, 2001).
A legjelentdsebb neurondlis valtozasok a colonban jatszédnak le, itt emberben az enterikus
neuronok pusztuldsa nagyon koran, mar 4 éves korban elkezdddik (Wester é€s mtsai., 1998;

Wester €s mtsai., 1999), majd az idegsejtek szama 20 és 65 éves kor kozott mar 37%-kal

csokken (Gomes €s mtsai., 1997). Patkdnyban 3 és 27 hénapos kor kozott a myenterikus
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neuronok denzitdsa a vastagbélben és a végbélben 40%-kal csokken (Phillips és Powley,
2001). A posztnatalis fejlddés soran az enterikus neuronok mérete is régiospecifikus
valtozasokat mutat. A kor eldrehaladtdval a neuronok a gyomorban, a vakbélben és a

vastagbélben novekednek a legnagyobb mértékben (Gabella, 1970).

L. 3. A gyulladasos bélbetegségek tipusai

A gyulladdsos bélbetegségek (inflammatory bowel disease, IBD) az
emésztoszervrendszer ismeretlen eredetli, krénikus megbetegedései. A betegeknél a
sulyosabb vagy enyhébb gyulladdsos folyamatok tiinetmentes periddusokkal
véaltakozhatnak (Hart és Siew, 2011). Az elmult évtizedekben a fejlett nyugati kultirdkban,
foleg a fiatal felndttek korében rohamosan novekedett a gyulladdsos bélbetegek szama,
Eurépdban és az Egyesiilt Allamokban ez ma madr eléri a 3,6 milliét (Engel és Neurath,
2010). A IBD-ek patomechanizmusa a mai napig nem ismert, de a legelfogadottabb
hipotézis szerint egy kornyezeti faktorra adott hibas, fokozott immunreakcié az epitelidlis
gat funkcidjanak sériilését okozza, ami azutdn egy hosszan elnyuil6é gyulladdshoz vezet
(Abraham és Cho, 2009; Kaser és mtsai., 2010).

A IBD-ek két leggyakoribb tipusa a Crohn-betegség (Crohn’s disease, CD) és a
fekélyes vastagbélgyulladas (ulcerative colitis, UC). Ezek a legtobb esetben klinikailag,
anatomiailag és szovettanilag is jol elkiilonithetok (3. dbra). A UC csak a colon
nyélkahartya O0sszefiiggd teriileteit érinti (Lakhan és mtsai., 2010). A CD viszont a bélfal
minden rétegére kiterjed. El6forduldsa a vastagbélben és a csipdbél termindlis részén a
leggyakoribb, de a tdpcsatorna teljes szakaszdn, a szdjiiregtol a végbélnyilasig bérhol
kialakulhat (Hart és Siew, 2011). A betegség elhiz6ddé hasmenéssel, 1dzzal €s alhasi
fajdalommal jar. A gyulladdsos folyamat gyakran mas szervrendszerekre is kiterjed, igy a
Crohn-betegeknél jellemz6 az iziileti gyulladds, a szem gyulladdsos megbetegedései, a méj
€s epe utak karosoddsa, valamint a borkilitések €s fekélyek megjelenése is (Monsen €és
mtsai., 1990; Bouhnik és mtsai., 1993).

A IBD-ek elsésorban a fejlett tarsadalmak népbetegségei. A legijabb kutatdsok
szerint a IBD-ek gyakorisdgdnak ugrasszerti novekedését az ipari vegyi anyagok okozta
levegd- és vizszennyezOdés, s a tartdsitoszereket tartalmazd élelmiszerek idézték eld
(Ekbom és mtsai., 1991; Loftus és mtsai., 2004).

A CD kialakuldsdban a genetikai tényezOknek is fontos szerepe van. Egy kordbbi

tanulmanyban a 16. kromoszéman azonositottdk az IBD-1 16kuszt (Hugot és mtsai., 1996).
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Késobb ebben a régidoban harom munkacsoport egymdstol fiiggetleniil kimutatta a
bakteridlis citoszol receptort kodol6 NOD2 gént (Hugot és mtsai., 2001; Ogura és mtsai.,
2001), melynek muticiéja CD kialakuldsdhoz vezethet. A NOD2 gén leucin gazdag
régidjanak delécidja példaul antigén jelenléte nélkiil is folyamatos, kontrolldlatlan
gyulladast okoz (Maeda és mtsai. 2005).

A Dbélcsatorndban az immunrendszer kiilonlegesen fejlett és jOl szervezett. A
valtozatos baktérium fléra, az enterocitdk, valamint a kotdszovetben taldlhaté immunsejtek
Osszessége alakitja ki a szervezet legnagyobb védekezd rendszerét, a GALT-t. A IBD-
ekben a GALT egyensulydnak felboruldsa a mikroflora dsszetételének megvaltozasat, s a
nydlkahartya integritdsdnak sériillését okozhatja (Bene és mstai., 2011). Az adaptiv
immunrendszer aktivalasat koveten kiilonbozo fenotipusu T-limfocita klénok keletkeznek
(Th1, Th2 vagy regulator T-sejtek), melyek meghatdrozzdk az immunvalasz jellegét. A
CD-re inkdbb Thl dominancia, vagyis a sejt-kozvetitett immunvalasz serkentése jellemzd
(Inohara és mtsai., 2003). Az antigén prezentaciét a makrofigok €s a dendritikus sejtek
végzik, mikozben interleukin-12, interleukin-23, tumor nekrézis faktor-o (TNF-a) és
interferon-y (IFN-y) citokinek termelddnek. A CD-ben a szabdlyozatlan Thl tipusu
immunvdlaszt legtobbszor hosszd nyugalmi fazis koveti, és a bélfalban nem alakul ki
szoveti karosodas. A CD gyakori, sulyos szovOodményeként azonban bélsziikiiletek,
striktirdk alakulnak ki, s ezek bélelzar6dashoz vagy akar haldlhoz is vezethetnek (Marlow
€s Blennerhassett, 2006). A striktirdk, fisztuldk (sipolyok), perforaciok (bélfal
atlyukadasa) megjelenése sokkal inkabb fiigg a gyulladdsos folyamatok intenzitasatdl, mint

a betegség fenndllasdnak idOtartamatol (Louis, 2012).
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3. abra A Dbélfal keresztmetszetének sematikus &dbrazoldsa, szovettani szerkezete és
endoszképos képe egészséges (K), illetve Crohn-betegségben (CD) és fekélyes
vastagbélgyulladasban (UC) szenvedd betegekben. http://www.hopkins-gi.org
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I. 4. A Crohn-betegség kisérletes modellezése

A IBD-ek patogenezisével kapcsolatos ismereteink jelentOs része dllatkisérletes
eredményekbdl szarmazik. Az elmult két évtizedben tobb mint huszféle allatmodellt
hoztak létre a IBD-ek tanulmanyozasdra. Ezek Ot nagyobb csoportba sorolhatdk: (1)
génkiiitéses (knock out) modellek; (2) transzgenikus egér- és patkanymodellek; (3) spontin
colitisek; (4) indukalt colitisek; (5) adoptiv transzfermodellek (Jurjus és mtsai., 2004).

A kémiai indukcié széles korben elterjedt mddszer, mely sordn az egészséges
allatokat olyan anyaggal kezelik, mely karositja a nyalkahartya integritdsat (Hibi és mtsai.,
2002). A leggyakrabban alkalmazott kémiai anyag a 2, 4, 6-trinirobenzénszulfonsav
(TNBS), amelyet éltaldban etanolos oldatban juttatnak a disztdlis vastagbélbe (Morris €s
mtsai., 1989; Wallace és mtsai., 1995; te Velde és mtsai., 2006). A TNBS egy kisméretli
haptén molekula, melyet a szervezet csak egy nagyobb vivofehérjéhez (carrier)
kapcsolddva érzékel antigénként. A TNBS a nydlkahartya kiilonb6zo fehérjéire trinitro-
fenil csoportokat kapcsol, melyek igy specidlis helper T-limfocitdkat (Thl) aktivalnak,
ezzel elinditva a késoi tipusu tilérzékenységi reakcidt (delayed-type hypersensitivity;
DTH) (Cavani és mtsai., 1995). A folyamat els0 fazisa a szenzitizalédas, vagyis a Thl-
sejtek elszaporoddsa, mely az antigénnel valé elsd érintkezést kdvetd 1-2 héten beliil
lezajlik. Az antigén 1jboli megjelenése vagy tartos jelenléte beinditja az effektor fazist,
mikor az aktivdlt Thl sejtek 4ltal termelt citokinek monocitdk infiltraciéjat és
makrofagokkd differencidlédasat idézik el6. A makrofiagok a gyulladds helyén maradva
lizoszomélis enzimeik révén sdlyos szoveti kdrosodast okozhatnak (Strober, 1998) (4.
abra).

Korabbi tanulmianyokban a TNBS egyszeri, nagy doézisi alkalmazdsa akut,
nekrotizal6 enterocolitist véltott ki, mely harom napon beliil az dllatok pusztuldsit okozta
(Abad és mtsai.,, 2005; Busserolles és mtsai., 2005). A TNBS-val indukalt colitis
modelleket igy sokdig csak a bélgyulladds akut fazisdnak tanulmanyozdasara hasznaltdk. Az
utobbi években felismerték, hogy a CD-re jellemz6 fellangolé gyulladasos folyamatok
modellezése ismételt, kisebb d6zisi TNBS kezelésekkel lehetséges, ugyanis a lokdlis DTH
reakciok ismétlodésével a CD-re jellemzd citokinek termelddnek (te Verde és mitsai.,
2006). Az ismételt TNBS kezelések hatdsairél a mai napig kevés irodalmi adat 4ll
rendelkezésiinkre. Ezekben a kisérletekben az éllatok hetente, névekvd dézisban kaptak a

TNBS-at. Ez a vastagbél falanak megvastagodasat, fibrotikus szdvettani elvaltozasokat és a
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kollagén rostok felhalmozddasit eredményezte (Fichtner-Feigl €s mtsai., 2005; Zhu és

mtsai., 2012).

haptén-fehérje

Q' komplex

B

. -V TNF-a
" —» Interleukin-6
T~ Interleukin-1f

A Interleukin-12

4. abra 2, 4, 6-trinitrobenzén-szulfonsavval (TNBS) indukalt vastagbélgyulladds sordn
lezajlé6 immunfolyamatok. (A) A TNBS a nydlkahartya kiilonbozd fehérjéire trinitro-fenil
csoportokat kapcsol, melyeket az antigén prezentdld sejtek (makrofagok, dendritikus
sejtek) mutatnak be a T-limfocitdknak. Az interleukin-12 citokin mennyiségének
novekedése a lamina propridban differencidlatlan, Thl tipusi immunvélaszt generdl. A
Thl sejtek 4ltal termelt interferon-y tovdbbi makrofdgokat aktivdl, mely udjabb
gyulladéskeltd faktorok felszabaduldsdhoz vezet (TNF-a, interleukin-6, interleukin-1p).
(B) Az epitelidlis gat sériilését kovetden beindulé gyulladdsos kaszkdd mechanizmusok
kiesnek az immunrendszer ellenérzése aldl (Strober és mstai., 1998; Izcue és mtsai., 2009
nyoman).
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I. 5. Myenterikus neuropatia a gyulladasos bélbetegségekben

Mivel a bélidegrendszer myenterikus neuronjai feleldsek a bél motilitdsanak
szabdlyozdasaért, a CD-ben szenvedd betegek gasztrointesztindlis (GI) panaszainak jelentds
részét a myenterikus neuronok sériilése okozhatja (Collins és mstai., 1996; Lomax és
mtsai., 2006; Mawe és mstai., 2009). Bar a szakirodalomban sok klinikai (Dvorak és
mtsai., 1985; Geboes és Collins, 1998) és allatkisérletes (Sanovic és mtsai., 1999; Poli és
mtsai., 2001; Linden és mtsai., 2005) adat van a IBD-ek sordn kialakulé myenterikus
neuropatiarél, a CD-re jellemzd fellingolé gyulladdsos folyamatok kovetkeztében
kialakul6 enterdlis neuropatidrél szinte semmit sem tudunk.

A Dbélidegrendszer strukturdlis elvaltozdsai, ugymint az enterikus neuronok
pusztuldsa vagy az axonok sulyos és kiterjedt nekrézisa megkiilonbozteti a CD-et a IBD-ek
mads tipusaitdl (Dvorak és mtsai., 1985). Az enterikus neuronok denzitdsdnak csokkenését
patkdanyokban tobb kordbbi tanulmanyban is leirtdk. Dinitrobenzén-szulfonsavval kezelt
patkdnyokban az enterikus neuronok szdma a vastagbél fekélyes szakaszain a gyulladas
kivaltasat kovetd 4. napig kozel 50%-kal csokkent (Sanovic és mtsai.,, 1999). A
nyélkahdrtya regeneracidjat és a gyulladdsos folyamatok lecsengését kovetden, a 35. napon
is hasonld denzitds értékeket mértek, mely a myenterikus neuronok irreverzibilis
karosodasdra utal. Egy késObbi tanulmdnyban kimutattdk, hogy TNBS-val indukalt
colitises patkdnyok myenterikus plexusdban a nyélkahartydban termel6dd szoveti
transzglutamindzok hatdsdra apoptotikus folyamatok indultak el. Ennek hatdsara a
gyulladas kivéltasat kovetd 7. napra a neuronok szdma 20%-kal csokkent a vastagbél
fekélyes €s attdl proximdlisan elhelyezked? teriiletein is (Sarnelli és mtsai., 2009). Marlow
€s Blennerhassett (2006) a bélsziikiiletek teriiletén a myenterikus neuronok teljes hidnyat
figyelték meg. Ezek az eredmények egyértelmlien mutatjdk azt, hogy a IBD-ekben a
nyélkahartyabol kiindul6 gyulladdsos folyamatok kulcsszerepet jatszanak a myenterikus
neuropatia kialakuldsaban.

Kisérletesen indukalt vastagbélgyulladds sordn azonban a myenterikus neuronok
denzitdsdnak csokkenése nem jart egyiitt a ganglionok szadmanak csokkenésével, és a bélfal
korkoros, valamint hosszanti izomrétegébe projektdlé axonok mennyisége sem valtozott
(Sanovic és mtsai., 1999). CD-ben szenvedd betegekbdl szdrmazé mintdkban pedig az
enterikus ganglionok és idegkotegek szdma novekedett (Dvorak és mtsai., 1985; Steinhoff
és Kodner, 1988; Geboes és Collins, 1998; Villanacci és mstai., 2008), mely arra utal, hogy

a szervezet az innervacié sériilését gyors axonproliferacioval prébalja kivédeni.
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A bélidegrendszer funkciondlis véltozdsai azonban a bélgyulladds lecsengését
kovetden is fenndllnak. TNBS-val indukat colitises patkdnyokban az AH neuronok még a
gyulladds kivéltasat kovetd 8. héten is tilérzékenyek voltak, és az S neuronokban a gyors
EPSP-ok amplitiddja szignifikdnsan magasabb volt a kontroll dllatokban mért értékekhez
viszonyitva (Lomax és mstai.,, 2006). Emellett a szinaptikus jelatvitel sériilése nem
korlatozédott a gyulladés teriiletére. A noradrenalin neurotranszmisszié gatlasit példdul
megfigyelték a disztdlis €s transzverzdlis colonban, valamint a termindlis ileumban is

(Jacobson és mtsai., 1995).

L. 6. A bélfal szovettani elvaltozasai gyulladasos bélbetegségekben
I. 6. 1. Az epitelidlis gat szerepe a bél permeabilitdsdnak szabdlyozasidban

Fiziolégids koriilmények kozott az enterocitdk elsddleges feladata az epitelidlis gat
fenntartdsa, s egyben az optimdlis permeabilitds biztositdsa. Az epitelidlis gét
megakadadlyozza a kdros anyagok, patogének és a lumindlis antigének bejutdsit a
szervezetbe. Bar a makromolekuldk transzportja els6sorban az enterocitidkon keresztiil,
transzcitdzissal torténik, az ionok és egyéb tdpanyagok méret- és ionszelektiv
paracelluldris transzportjanak szabdlyozdsdban a TJk-nak meghatdrozé szerepe van. A TJk
révén az epitélium egy szelektiv szemipermedbilis gatat képez, amelynek kulcsszerepe van
a nydlkahartya homeosztdzisanak fenntartdsdban (Shen és mtsai., 2008). Irodalmi
adatokbdl ismert, hogy CD-ben a bélnyalkahartya integritdsa sulyosan karosodik, ami a
paracellularis permeabilitds fokoz6ddsdhoz vezet (Hollander 1993; Yacyshyn és Meddings,
1995; Peeters és mtsai., 1997). Irodalmi adatok bizonyitjdk azt is, hogy CD-ben a LMM
motoros aktivitisa is megvaltozik, amely a felszivds és nydlkahartya szekrécid
megvaltozasat okozhatja (Kirsner, 2000; Van Montfrans és mtsai., 2002; Lembo and

Camilleri, 2003; Mertz, 2003).
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I. 6. 2. A fibrézis szerepe a bélsziikiiletek kialakuldsaban

A Crohn-betegek kozel 75%-andl a gyulladdson dtesett sériilt szovetek koros
sebgyogyuldsi folyamata, a fibrozis kovetkeztében bélsziikiiletek alakulhatnak ki
(Greenway €s mtsai., 1999; Freeman, 2003; Van Assche és mtsai., 2004). A striktirdk csak
sebészeti uton kezelhetdk, és a paciensek 45%-dndl a beavatkozdst kovetden is
visszatérnek (Whelan és mtsai., 1985). Fibropldzia vagy fibrotikus sebgydgyulds sordn a
sériilt teriilet kiesik a normal szoveti kontroll al6l (Wynn, 2007), az extracelluldris matrix
(ECM) elemek lerakdéddsa miatt a bélfal minden rétege megvastagszik (Becker, 1999;
Graham, 1995; Rieder és mtsai., 2013), s az adott bélszakasz elveszti eredeti funkcigjat
(Wynn, 2008). A nydlkahdrtya regenerdcié és a fibrotikus sebgydgyulds vizsgilatira
alkalmasak a kémiai indukciéon alapuld, TNBS-val, dextran-szulfit natriummal vagy
peptidoglikan poliszacharidokkal eldidézett colitises dllatmodellek. Ezek az anyagok
azonban csak ismételt dézisban alkalmasak a CD-re jellemzd szovettani elvaltozdsok
vizsgalatdra (Elson és mtsai., 1998; Lawrance és mtsai., 2000).

A szakirodalomban sok ellentmonddsos adat van arrél, hogy mi torténik a bélfal
izomrétegeiben fibrdzis soran. Egy kordbbi tanulményban Crohn-betegek bélcsatorndjanak
kiilsé izomrétegeibdl szdrmazd szovetmintikban fOleg vimentin-pozitiv sejteket taldltak
(Suekane és mtsai.,, 2010). Mivel a vimentin els6ésorban a fibroblasztok é&s
myofibroblasztok jellegzetes intermedier filamentuma, ez arra utal, hogy a bélfal
megvastagodasat a myofibroblasztok véandorldsa és felhalmozdddsa okozza (Powel és
mtsai., 1999; Pucilowska és mtsai., 2000a; Rogler, 2011). A myofibroblasztok fdleg
makrofagok és granulocitdk éltal termelt kiilonboz6 enzimek és gyulladdsos medidtorok
hatdséara a csontvel6 eredetli mezenchimalis sejtekbdl, vagy a sériilt teriileten 1évo epitél- és
endotélsejtekbdl keletkeznek (Quan és mtsai., 2006; Rieder, 2007) (5. dbra). Az aktivalt
myofibroblasztok a seb feliiletének 6sszehizasdban jatszanak fontos szerepet. Pucilowska
€s mtsai. (2000b) két elméletet dolgoztak ki. Az egyik szerint a silyos, akut gyulladas
kovetkeztében a mezenchima sejtekbdl alakulnak ki a fibrogén fenotipusi sejtek
(fibroblasztok, myofibroblasztok), majd ezek szaporodnak el. A masik elmélet szerint a
mezenchima sejtek proliferdciéjukat kovetden a kdros szabdlyozds miatt alakulnak &t
myofibroblasztokkd. A folyamatban kulcsszerepet jatszanak kiilonbozé novekedési
faktorok, ugymint a transzformdal6é novekedési faktor beta (transforming growth factor-
beta, TGF-beta), a vérlemezke-eredetii novekedési faktor vagy az inzulin-szeri novekedési

faktor, melyek eldsegitik a sejtek atalakuldsat, proliferacigjat és serkentik az I-es tipusu
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kollagén szintézisét (McKaig és mtsai., 2002; Simmons és mtsai., 2002; Otte és mtsai.,

2003; Vallance és mtsai., 2005).

ECM elemek v
degradacidja s o Fibroblasztok aktivalasa

o ° .
Gyulladaskeltd citokinek _' [
és novekedési faktorok i

felszabadulasa

Fehérvérsejtek
toborzasa és
aktivacidja

5. dbra A szoveti térbe vandorlé aktivalt fehérvérsejtek és a mezenchima sejtek altal
szabdlyozott Osszehangolt folyamatok a bélfalban fibrézis sordn. ECM: extracelluléris
matrix; ROS: reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species); MMP: matrix
metalloproteinazok (Rieder és mtsai., 2013 nyomédn)

Mas tanulmdnyok eredményei arra utalnak, hogy inkdbb differencialodott
simaizomsejtek okozzak a bélsziikiiletek kialakuldsat (Graham és mtsai., 1987, Graham és
mtsai., 1988; Graham, 1995). A striktirdk teriiletén ugyanis mind a LMM, mind a bélfal
kiils6 izomrétegeinek teriiletén specidlis, vimentin-pozitiv, kollagént termeld
simaizomsejteket taldltak. A vimentin a sejtek migracidjat segiti el6 (Connel és mtsai.,
1983; Van Muijen és mtsai., 1987), igy a mddosult simaizomsejtek a submucosdba
vandorolnak, s a bélfal ténusos Osszehuzodasat idézik eld (Suekane és mtsai., 2010). A
CD-re jellemz6 felldngol6 gyulladdsos folyamatok sordn a simaizomsejtek kontraktilitdsa
is megvéltozik (Shi és mtsai., 2003; Wells és Blennerhassett, 2004; Alkahtani és mtsai.,
2013).
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A simaizomsejtek strukturdlis és funkciondlis elvéltozdsain kiviill a fibrotikus
folyamatokban fontos szerepet jitszanak az ECM elemek termelésének, atrendezodésének
€s lebontdsanak szabdlyozdsaért felelés molekuldk. Az elasztizok a makrofagokbdl és
neutrofil granulocitdkbdl aktiv formdban szabadulnak fel (Vaday és Lider, 2000), mig a
matrix metalloproteindzok (matrix metalloproteinase, MMP) inaktiv zimogének
formdjdban termelddnek és enzimatikus hasitdssal aktivdlédnak. A MMP-ok aktivitasat
sajat szoveti gatloik szabdlyozzdk (tissue inhibitors of metalloproteinase, TIMP). A MMP-
ok és a TIMP-k egyensilydnak zavara az ECM elemek felhalmozdédasat okozhatja (Di
Sabatino és mitsai., 2009). A zselatindzok kozé tartoz6 MMP9 felelds a IV-es tipusu
kollagén lebontdsaért (Birkedal-Hansen €és mtsai., 1993). Mivel azonban a MMP-ok inaktiv
eléalakjai a fibrotikus szovetekben gyakran kollagén rostokhoz kapcsolddnak, és nem
aktivdlédnak, a CD-re jellemzd bélsziikiiletek kialakuldsa nem magyardzhaté az ECM
elemek lebontdsaért felelds MMP-ok szintjének csokkenésével. A  MMP-ok
tiltermelddését mRNS és fehérje szinten is igazoltdk, melyet nem kovetett a TIMP-k
expresszidjanak novekedése (Nagase €s Woessner, 1999; von Lampe €s mtsai., 2000;
Heuschkel és mtsai., 2000; Kirkegaard és mtsai., 2004). A MMP9 fokozott expresszidjat
TNBS-val indukdlt colitises patkdnyokban és  Crohn-betegekbdl  szarmazé
szovetmintdkban mind a fekélyes, mind a szovettanilag épnek tlind bélszakaszokon

kimutattdk (Baugh és mtsai., 1999; Medina és mtsai., 2006).

L. 7. Kiilonb6z6 gyulladasos jelmolekulak szerepe a Crohn-betegség kialakulasaban

A IBD-ekben az oxidativ stressz nagymértékben hozzdjarul a szoveti karosodashoz
(Pavlick és mtsai., 2002; Pravda és mtsai., 2005; Karp és Koch, 2006). Oxidativ stressz
soran a képzddo reaktiv nitrogén €s oxigén szabadgyokok (reactive oxygen species, ROS),
€s a semlegesitésilket végz0 antioxidansok egyensulya felborul, igy az
egyes szovetek és szervek biomolekulai sériilnek. CD-ben a nyélkahdrtya sériilt teriiletein
felszabadulé szabadgyokok legfontosabb forrasai a makrofidgok (Baldassano és mtsai.,
1993), melyek a kéros folyamatok sordn képzodd ROS ellen a plazmamembranjukban
talalhat6 nikotinamid adenin dinukleotid foszfat oxiddaz enzimmel védekeznek (Chanok és
mtsai., 1994), mikozben az extracelullaris térbe szuperoxid gyokoket szabaditanak fel.
Ezért a makrofagokban az enzim aktivéicidja fokozza a gyulladas kovetkeztében kialakul6
oxidativ stresszt (Hausmann és mtsai., 2001). A ROS mennyisége igy mér a gyulladdsos

folyamatok kezdetén ugrdsszertien megnovekszik, s igy meghatirozza a betegség
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lefolydsat (Tanida és mtsai., 2011). Ugyanakkor a hemoxigendz-1 (HO-1) enzim korai
aktivacigojat mind Crohn-beteg paciensekben, mind kisérletes colitises dllatmodellekben
kimutattdk (Wang és mtsai., 2001; Paul és mtsai., 2005; Abraham és Kappas, 2008), sot, az
enterikus neuronok kozelében elhelyezkedé makrofdgokban is fokozott expresszidt
detektdltak (Lakhan és Kirchgessner, 2010). Ezek az eredmények egyértelmiien mutatjak
azt, hogy a szervezet antioxiddns védelmi rendszere azonnal aktivalodik, s a HO rendszer
kulcsszerepet jatszik a szoveti kdrosodds (Guo és mtsai., 2001; Vijayan és mtsai., 2010) és
a myenterikus neuropatia kivédésében is. A szakirodalom azonban nem szolgal adatokkal
arra nézve, hogy a HO aktivitds hogyan valtozik a fellangolé gyulladasos periddusok
soran.

Irodalmi adatok szerint a TGF-beta novekedési faktor csaldd tagjai kulcsszerepet
jatszanak a bélsziikiiletek kialakuldsat kisérd fibrotikus folyamatokban. A TGF-beta 1 és 2
eldsegiti az ECM elemek felhalmozddasat, s igy a hegesedést a sériilt szovetekben (Shah és
mtsai., 1994). A TGF-beta 3 ellentétes hatdsd, az epitélium regenerdcidjat segiti, de
ekozben nem indit el fibrotikus folyamatokat (Shah és mtsai., 1995). UC-ban és CD-ben
szenvedd betegek szoveti mintdibol nyert myofibroblasztok vizsgdlata sordan kimutattak,
hogy a TGF-beta fehérjék kifejezddése a IBD-ek kiilonbozd tipusaiban eltérd mintdzatot
mutat. UC-ban elsOsorban a 3-as izoforma génje aktivdlodott, mig Crohn-betegekben a
TGF-beta 3 fehérje egyaltalin nem fejez0dott ki, mig a 2-es izoforma expresszidja
fokozddott. Ez arra utal, hogy a TGF-beta 2 fehérjék hozzdjarulhatnak a CD-re jellemzd
bélsziikiiletek kialakulasdhoz (McKaig és mtsai., 2002).
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II. CELKITUZESEK

Az elmult évtizedekben kidolgozott dllatmodelleknek (Jurjus és mtsai.,, 2004)
koszonhetden a CD-et kisérd akut bélgyulladds patomechanizmusa ma madar jol ismert.
Ugyanakkor a CD-re jellemz6 gyulladdsos és tiinetmentes periddusok patoldgids
folyamatair6l, illetve azoknak a betegek életét veszélyeztetd kronikus kovetkezményeirdl
alig tudunk valamit. Ezért doktori munkdm els6dleges célja egy olyan kronikus
bélgyulladasos patkanymodell eldéllitasa volt, amely alkalmas a CD legstlyosabb krénikus
szovodményeként megjelend bélszlkiiletek (striktirdk) kivalté okainak vizsgalatira. Az
allatmodell elééllitdsakor a fellangolé bélgyulladdsokat ismételt TNBS kezelésekkel
modelleztiik. A kezeléseket kovetd elsd és nyolcadik nap kozott a bélgyulladas akut, mig a
hatvanadik €s szdzhuszadik nap kozott annak krénikus kovetkezményeit vizsgéltuk fény-
és elektronmikroszképos morfoldgiai, immunhisztokémiai, morfometriai és molekularis

bioldgiai modszerekkel.

II. 1. Az Aallatmodell tervezésekor az alapveté kérdésiink az volt, hogy milyen
feltételeknek kell megfelelnie egy olyan patkanymodellnek, amely alkalmas a
kronikus bélgyulladas, s specidlisan a CD kronikus szovédményeként megjelené

striktirak vizsgalatara? A kovetkezo paramétereket hataroztuk meg:

- A kezeléseket kovetden rovid idon beliil, jol reprodukélhatéan jelentkezzenek
a bélgyulladasra jellemzd GI tiinetek

- A kezeléseket kovetden jol reprodukdlhatéan mérhetdek legyenek az akut
nyalkahartya gyulladds makroszkopos paraméterei

- A kezelt éllatok testtomege a kronikus periddusban ne térjen el 1ényegesen a
kontroll csoport dllatainak a testtomegétol

- A krénikus periédusban jol lathatéan jelenjenek meg a bélsziikiiletek

- A kisérleti periddus alatt a mortalités a lehetd legkisebb legyen

II. 2. A masodik kérdésiink az volt, hogy a gyulladas akut fazisaban hogyan valtoznak

a myenterikus neuronok kvantitativ paraméterei?

- Kiilonos figyelmet forditottunk arra, hogy ha van véltozds, akkor az csak a

gyulladt nydlkahértya alatti teriiletre koncentralédik, vagy Kkiterjed-e a
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gyulladt teriilethez proximalisan vagy disztilisan kapcsolédé colon
szakaszokra is?
- Vizsgéltuk tovabba azt is, hogy a TNBS kezelések szdma befolyasolja-e a

neuronok szdmdanak, vagy a neuronok méretének valtozasat?

II. 3. Ezt kovetéen megvizsgaltuk azt, hogy a gyulladas kronikus fazisaban milyen

valtozasok torténnek a myenterikus neuronok kvantitativ paramétereiben?

- E kérdés megvalaszolasakor is vizsgaltuk a neurondlis valtozdsok proximalis

és disztalis irdnyu terjedését, illetve az ismételt TNBS kezelések hatésait is.

II. 4. A tovabbiakban arra Kkerestiik a valaszt, hogy van-e a bélfalnak olyan

strukturalis eleme, amelynek Kitiintetett szerepe lehet a striktarak kialakulasaban?

- Vizsgéltuk a bélnyalkahértyat a kontroll allatok egészséges és a colitises
patkdnyok beszlkiilt bélszakaszaiban, mely sordn kiilonos figyelmet
forditottunk a bélhamsejtek kozotti TIk allapotéra.

- Meértik a bélfal izomrétegeinek vastagsagit, a simaizomsejtek kozotti
tavolsdgot, melybdl kovetkeztettink az ECM Kkiterjedésére, valamint
figyelemmel kisértiik a myenterikus ganglionok (MG) és a ICC-ek
strukturalis valtozasait.

- Molekuléris biol6giai moddszerek segitségével meghataroztuk az ECM
szabdlyozdsaban fontos szerepet jatsz6 MMP9 és TIMP1 mRNS expresszidjat

a bélgyulladas kronikus fazisaban.

II. 5. Végiil arra voltunk kivancsiak, hogy a gyulladasos folyamat egyes stadiumaiban
hogyan valtoznak bizonyos, a CD-re jellemzé gyulladasos jelmolekulak expresszios

mintazatai?

- A gyulladds akut és kronikus fazisaban mértiik a TGF-beta 2-es és 3-as
izoformdjat valamint a HO-1-et kddol6 mRNS-ek expresszidjat a kiillonbozo

kisérleti allatcsoportokban.
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III. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

I1L. 1. Crohn-beteg patkanymodell eléallitasa

A kisérleteink sordn felhasznélt dllatok tartdsa és felhasznédldsa az Eurdpai Unids
etikai eldirasoknak (86/609/EEC) és a magyar torvényi szabdlyozdsnak (XXVIII/1998 és
243/1998) megfelelden, a Szegedi Tudomdnyegyetem intézményi etikai bizottsdgédnak
engedélyével tortént.

A kisérlet soran 200-220 g tomegt fiatal felndtt, him Sprague-Dawley patkdnyokat
hasznaltunk. A vastagbélgyulladast TNBS-val (Sigma, USA) indukaltuk, melyet 25%-o0s
etanolban oldva, 10 mg/250 pl dézisban alkalmaztunk. A gyulladdsos periddusok CD-re
jellemzo fellangoldsdt a TNBS kezelések ismétlésével, két hetes iddeltolodassal idéztiik
eld. A kisérleti dllatokat random mdédon kontroll (n=34), egyszer (n=42), kétszer (n=40) és
haromszor (n=50) kezelt csoportokra osztottuk. A bélgyulladést lokélisan a colonban, mély
dietil-éteres altatds alatt, rugalmas polietilén kaniil segitségével valtottuk ki, melyet
egységesen a végbélnyildstdl 8 cm tdvolsdgra helyeztiink fel. A TNBS-oldat beinjektaldsa
utdn a kaniilt minden esetben egy perc elteltével tavolitottuk el a vastagbélbdl, majd
figyelemmel kisértiik a patkdnyok ébredését. A kontroll csoport éllatai a TNBS
kezelésekkel egy idoben azonos térfogati fiziol6gids séoldatot kaptak. Az dallatokat a
kezelések kezdete elott 12 ordaval éheztettiik. Ezt kdvetden az dllatok a vizet és a tdpot a
kisérlet teljes ideje alatt korlatlan mennyiségben fogyaszthattdk, tomegiiket és allapotukat

hetente mértiik és ellenOriztiik.

III. 2. A vastagbél elokészitése makroszkopos, szovettani €és molekularis

vizsgalatokhoz

A kezeléseket kovetden a kiilonbozo kisérleti csoportokba tartozé colitises (1XTNBS,
2xTNBS, 3xTNBS) és kontroll allatokat cervikalis diszlokaciéval aldoztuk fel a
bélgyulladds akut (2., 4. és 8. nap) és kronikus (60., 90. és 120. nap) fazisdnak
meghatdrozott idépontjaiban. A patkanyok hasiiregét U alakban feltartuk, a vastagbelet
kiboncoltuk, majd foszfat pufferrel (PB; phosphate buffer; 0,05 M; pH 7,4) atmostuk. A
kovetkezOkben minden vizsgélt iddpontban és kisérleti csoportban a vastagbél

végbélnyilastdl szamitott utols6 8 cm-es szakaszat hasznaltuk fel.
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III. 2. 1. Bélmintédk eldkészitése makroszképos vizsgédlatokhoz

A makroszkoépos vizsgalatokhoz a vastagbélrdl kozvetleniil a kiboncolas utan, majd a
PB-rel atmosott és feltoltott allapotban is készitettiink digitdlis felvételeket (SONY, 16,1
megapixel). Ezt kovetéen a vizsgilt bélszakaszt a mezentérium mentén felvagtuk,
nyélkahartyaval felfelé kiteritettiik, s igy is lefényképeztiik. A nydlkahartyaban kialakult
fekélyek kiterjedését az Image J 1.44 (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA)
morfometriai program segitségével hatdroztuk meg. A fekélyes teriiletek (cm?) és a

vizsgalt colon szakaszok teljes teriiletének (cm?) ardnyét oszlopdiagramon dbrézoltuk.

III. 2. 2. Bélmintédk eldkészitése fénymikroszkdpos vizsgdlatokhoz

A fénymikroszkopos vizsgédlatokhoz a bélgyulladds akut fazisdban (4. és 8. nap) a
colon fekélyes részérdl, illetve az ahhoz proximdlisan és disztdlisan kapcsolddd
teriiletekrdl vettiink mintdkat. Bar a krénikus fazisban a bélnyalkahartyaban fekélyeket mar
nem lattunk, a sebgydgyulast kiséré hegesedés miatt a kordbbi fekélyes teriiletet el tudtuk
kiiloniteni a vastagbél makroszkoposan épnek tiind szakaszaitdl. Ezért ezekben az
idopontokban is tudtunk mintdkat venni a colon kordbban fekélyes, valamint az attdl
proximadlisan és disztdlisan elhelyezkedd teriileteir6l. Mivel azonban a 60. és 90. nap
kozott makroszképos vizsgélataink sordn lényeges strukturdlis valtozast nem lattunk, a
tovabbiakban csak a 90. és 120. napon vett mintdkat hasznéltuk fel. A kontroll allatok
esetén a vastagbél utols6 8 cm-es szakaszdnak kozépsd részét vizsgiltuk. Az egyes
bélszakaszokat 4%-os paraformaldehid-oldatban (0,1 M PB-vel késziilt) 4°C-on kifeszitve
fixaltuk egy €jszakéan keresztiil. A fixdlast kovetéen a mintdkat PB-ben (0,05 M) mostuk,
majd a colon szegmentekbdl bélnyizat (whole-mount) prepardtumokat készitettiink.
Sztereomikroszkop alatt eltavolitottuk a nydlkahartyat és az alatta levd submucosa réteget.
Ezutan csipesz segitségével lehtztuk a korkoros simaizomréteget, igy szabaddd valt a

hosszanti simaizomréteg és a felszinén elhelyezkedé MP.

25



III. 2. 3. Bélmintdk eldkészitése transzmisszids elektronmikroszkdpos vizsgilatokhoz

A transzmisszi0s elektronmikroszkopidhoz 2-3 mm széles béldarabokat
hasznaltunk fel, melyeket 2%-os paraformaldehid és 2%-os glutaraldehid elegyében (0,05
M PB-rel késziilt az oldat) 4 °C-on egy éjszakan at fixdltuk, majd PB-ben alaposan
atmostuk. A colon kiilonb6zd teriileteirél szdirmazé mintakat fixdlds és mosas utian 1%-os
ozmium-tetroxid (OsOj) oldatban (0,1 M PB-rel késziilt az oldat) egy 6rdig utéfixédltuk. A
mintdkat PB-ben mostuk (0,1 M; pH 7,4), majd felszall6 alkoholsorban viztelenitettiik. Az
50, majd 70%-os alkohol oldattal val6 viztelenités utdn a mintdkat 5 percre uranil-acetattal
telitett 70%-os etanolba tettiik, majd a 96%-os etanolban, abszoltt alkoholban és acetonban
folytattuk a viztelenitést. Ezt kovetden a mintdkat aceton intermédiumon 4t Epon gyantaba
agyaztuk, majd a gyantat 60 °C-on polimerizaltattuk.

Minden vizsgélt teriiletrdl és kisérleti csoportbdl két mintat d4gyaztunk be, majd a
blokkokbdl eldszor félvékony metszeteket (0,7 um vastag) készitettiink. Toluidin-kék
festést kovetden ezeken a félvékony metszeteken vélasztottuk ki azokat a teriileteket,
melyekbdl az elektronmikroszképos vizsgalatokhoz ultravékony metszeteket készitettiink.

Az ultravékony metszeteket (70 nm) Reichert tipusu ultramikrotémmal készitettiik,
majd Formvar-kezelt hartyds nikkel-rostélyokra helyeztiik (3 rostély/blokk) és Reynolds-
féle mddszerrel (1963) kontrasztoztuk. Ehhez a metszeteket 20 percre uranil-acetit (Merck,
Germany) oldatcseppre tettiilk, majd desztillalt vizzel mostuk, ezutdn 3 percre dlom-citrat
(Merck, Germany) oldatba helyeztiikk és ismét mostuk. Az ultravékony metszeteket
MEGAVIEW 1II kameraval felszerelt Philips CM 10 tipusu transzmisszids

elektronmikroszképpal vizsgaltuk.

II1. 2. 4. Bélmintak elokészitése molekuléris bioldgiai vizsgédlatokhoz

A molekuldris vizsgdlatokhoz a III. 2. 2. pontban ismertett médon vettiink mintékat a
kontroll, illetve colitises dllatokbdl (1XTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) a colon fekélyes, illetve
ahhoz proximadlisan és disztdlisan kapcsolddo teriileteirdl a bélgyulladds akut (4. és 8. nap)
€s kronikus (90. és 120. nap) fazisdban. A bélmintdkat RNA Later oldatban (Qiagen,
Venlo, Netherlands) taroltuk 4°C-on egy éjszakan keresztiil. Ezt kovetden a mintdkat a

felhasznalasig -80 °C-on tartottuk.
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I11. 3. Fénymikroszkopos vizsgalatok

III. 3. 1. A myenterikus neuronok kvantitativ és morfometriai paramétereinek vizsgalata

A myenterikus neuronok denzitdsit és a neuronok sejttestjének méretét a bélnyuzat
prepardtumokon HuC/HuD immunhisztokémiai festés utdn vizsgéltuk. A mintdkat az
immunjelolés elott 30 percen keresztiil 0,1% BSA-t (borji szérum albumin), 10% normal
kecske szérumot, Triton X 100-at és 0,05 M PB-t tartalmazé normél szérum higitéban
eldinkubaltuk. A tovabbiakban neurondlis Huc/HuD ellen termeltetett elsddleges antitestet,
majd biotinilalt fajspecifikus mésodlagos antitestet, harmadlagos szérumként biotinilalt
streptavidin tormagyokér peroxidazt hasznaltunk (1. tdblazat). Minden inkubéacids 1€pés
szobahOmérsékleten tortént. A mintdkbol az elsédleges, masodlagos és harmadlagos
szérumot PB-ben mosva eltdvolitottuk. A biotinilalt streptavidin tormagyokér peroxiddz
alkalmazdsa utdn az immunreakciét diaminobenzidin (DAB) kromogén (0,1%, 20 perc) és
hidrogén-peroxid (H,O,) szubsztrat (0,03%, 10 perc) alkalmazdsaval tettiik lathatova. A

mintdkat glicerin:PB 3:1 ardnyu oldatdban targylemezre helyeztiik és lefedtiik.

Szérum Gazda | Higitas | Inkubacié ideje Gyarto
anti-HuC/HuD
egér 1:50 egy éjszaka Sigma, USA
(elsodleges)
anti-egér biotinilalt IgG
barany 1:100 6 ora Amersham, UK
(masodlagos)
biotinilélt streptavidin
. . GE Healthcare,
tormagyokér peroxidaz 1:100 egy éjszaka UK
(harmadlagos)

1. tablazat Immunhisztokémiai festésekhez hasznalt antitestek és fontosabb jellemzdik

Az immunjel6lt mintdkat Olympus DP70 digitdlis kamerdval felszerelt Olympus
BXS51 tipusu mikroszképpal vizsgdltuk. Minden kisérleti csoportrdl, a vastagbél fekélyes
szakaszarol, illetve az ahhoz proximadlisan és disztdlisan kapcsol6dé teriiletekrdl 200x
nagyitdson 20-20 digitdlis felvételt készitettink. A HuC/HuD immunpozitiv neuronok

sejtmagjdnak koordinatdit a laboratériumunkban kifejlesztett Plexus Pattern Analysis
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szoftverrel digitalizaltuk (Romén és mtsai. 2004). A digitdlis képeken az egér segitségével
bejeldltiik a myenterikus neuronok sejtmagjit, majd a program megszadmolta azokat (6. A
dbra). A kapott sejtszam értékeket 1 mm*-re vonatkoztatva adtuk meg.

A myenterikus neuronok sejttestjének teriiletét az Image J morfometriai program
segitségével hatdroztuk meg mindhdrom vizsgalt colon szakaszon. A 600x nagyitison
késziilt felvételeken a sejttestet az egérrel korberajzoltuk (6. B dbra), majd a program

segitségével meghatdroztuk teriiletiiket. A sejtméretet pm>-re vonatkoztatva adtuk meg.

6. abra Patkiny colon myenterikus plexusrél késziilt reprezentativ digitalis felvételek
HuC/HuD immunhisztokémiai festés utdn. (A) A Plexus Pattern Analysis szoftver
segitségével mértik a myenterikus neuronok (nyilak) denzitdsat, majd a program
segitségével meghatiroztuk az egy mm*re es6 sejtek szamat. Lépték: 50 pm (B) A széma
(nyilhegy) teriiletének meghatarozasdhoz az Image J morfometriai programot haszndltuk.
Lépték: 50 um
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III. 3. 2. A nydlkahartya sajat izomrétegének €s a bélfal Kkiils6 izomrétegeinek

fénymikroszkopos morfometriai vizsgalata a bélsziikiiletek teriiletén

A toluidin-kékkel megfestett félvékony metszeteken (0,7 um vastag) mértilk a LMM,
valamint a bélfal kiils6 hosszanti és belsd korkords simaizomrétegének vastagsdgit a
kontroll és TNBS-kezelt csoportokban egyarant. A mérésekhez minden kisérleti dllatbdl és
mindegyik vizsgélt teriiletr6l adott nagyitasokon (200x, 400x, 1000x) 15-15 digitalis
felvételt készitettink (Olympus BXS51 mikroszkép; Olympus DP70 kamera). A
morfometriai méréseket az Image J képfeldolgoz6 program segitségével random pontokon,

a szovettani rétegekre merdlegesen végeztiik (7. dbra).

~ HI

7. abra Reprezentativ fénymikroszképos felvételek toluidin-kékkel festett félvékony
bélkeresztmetszetekrél, melyeken a lamina muscularis mucosae (A) és a bélfal kiilsd
hosszanti és belsé korkords izomrétegének (B) vastagsdgit mértiik. HI — hosszanti
1izomréteg, KI — korkoros izomréteg, LMM - lamina muscularis mucosae, M — mucosa, SM
— submucosa. Lépték: 25 um (A) és 50 um (B)
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I11. 4. Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok
III. 4. 1. Szoros sejtkapcsold struktirdk allapotanak vizsgalata

Az epitelidlis gat strukturdlis vizsgdlatdhoz mértiikk az epitélsejtek kozotti TIk
szélességét, vagyis a lamina epithelialisban a szomszédos enterocitdk tavolsagat (8. dbra).
Ehhez minden kisérleti csoportbdl 20-20 digitalis képet készitettiink (46000x nagyitds), a
méréseket az AnalySIS 3.2 program segitségével random pontokon végeztiik. Irodalmi
adatoknak megfeleléen (Bddi €s mtsai., 2012), ha a szomszédos epitélsejtek kozti tdvolsag
3 nm-nél kisebb volt, a szoros sejtkapcsolatot zartnak, ha a 3 nm-t meghaladta, a

kapcsolatot nyitottnak tekintettiik.

\
f

Y
%

8. dbra A lamina epithelialis enterocitdi kozotti tavolsdg, vagyis a TJk szélességének
mérési modszere.

III. 4. 2. Simaizomsejtek tdvolsdganak meghatirozasa

A korkoros izomrétegben felhalmozédé ECM mennyiségét az egymds melletti
izomsejtek tdvolsdganak meghatdrozasaval becsiiltik meg. Ehhez 10500x nagyitdson
minden vizsgdlt bélszakaszban és kisérleti csoportban 10-10 digitdlis montdzs képet
készitettiink, melyeken meghataroztuk a simaizomsejtek tdvolsdgat. A méréseket a képekre
helyezett adott méretii (2000x2000 nm) racsozat segitségével random pontokon, a
rdcsvonalak metszéspontjaiban, az izomsejtekre merdlegesen (AnalySIS 3.2 program, 9.

abra) végeztiik.
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9. abra Reprezentativ transzmisszios elektronmikroszképos montdzs felvétel a bélfal
simaizomsejtjeirdl (smooth muscle cell, SMC) a korkoros izomrétegben. A simaizomsejtek
kozotti tavolsdgot 2000x2000 nm racsozat segitségével mértik. ECM - extracelluldris
matrix. Lépték: 2 pm

III. 4. 3. Kaszpaz-9 posztembedding immunhisztokémia

P4

A bélsziikiiletek teriiletérdl vett szovetmintdkbol készitett ultravékony metszeteken
anti-kaszpaz-9 elsOdleges antitest segitségével posztembedding immunhisztokémiai
festéseket végeztiink.

A metszeteket eloszor 1%-os perjodsavban inkubdltuk (9 perc), majd desztillalt
vizben mostuk (3x5 perc), ezutdn pedig 2%-os Na-perjoditba (10 perc) tettiik. Ujabb
desztillélt vizes mosast (3x5 perc) kovetden a metszeteket TBS-cseppekre (TRIS-pufferes
sooldat; pH 7.,4) helyeztik (3x2 perc). Ezt kovetden a mintdkat 1%-os borji szérum
albuminban 30 percig inkubdltuk [(BSA); 0,05 g BSA, 5 ml TBS (pH 7.,4)]. Ezutan
ismételt desztillalt vizes mosdst (2x5Sperc), majd TBS-kezelést (2x3 perc) kovetden a
metszeteket az elsddleges antitest oldatdban inkubdltuk szobahdmérsékleten, nedves
kamraban, egy éjszakdn 4t (2. tabldzat). Ezutdn a rostélyokat ismét TBS oldatra (2x10
perc), majd GOLD-GAR pufferre tettiikk [2x5 perc; 0,05 g BSA, 25 ul Tween-20, 5 ml
TRIS (pH 7,6)]. Ezt kovetéen a mintdinkat az arannyal-konjugdlt mdasodlagos antitest
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oldatdban inkubaltuk (3 6ra, szobahdmérséklet; 2. tdbldzat) (Talapka és mtsai., 2011). A
festés végén a rostélyokat desztilldlt vizben (3x5 perc) alaposan mostuk, majd a IIL. 2. 3.
pontban leirtaknak megfelelden kontrasztoztuk. Az immunreakcié specifitdsat ugy
ellendriztiik, hogy a metszeteket elsddleges antitest nélkiil, csak az aranykolloidot
tartalmaz6é masodlagos antitesttel inkubaltuk.

A myenterikus neuronok vizsgélatdhoz 5-5 ganglionrdl (30 kép/csoport; 34000x
nagyitds), a bélfal izomrétegének vizsgdlatdhoz pedig 10-10 simaizomsejtrél (25000x
nagyitds, montdzs) készitettiink digitdlis képeket minden kisérleti csoportbdl, melyeken
meghatdroztuk a festddés intenzitdsat, vagyis az egységnyi teriiletre es6 kaszpaz-9-et jel6lo
aranyszemcsék szamat. A simaizomsejtekben az 1 pmz—re esé aranyszemcsék szdmolasat

1000x1000 nm méretli racshélé segitségével az Analysis 3.2 programmal végeztiik.

Szérum Gazda | Higitas | Inkubacio ideje Gyarto
anti-kaszpdz-9 egy éjszaka,
nyul 1:50 Sigma, USA
(elsddleges) szobahdmérséklet
Jackson
anti-nyul
) 3 Ora, ImmunoResearch
18 nm arany-konjugalt IgG | kecske 1:20
szobahdmérséklet Laboratories,
(mésodlagos)
Inc., USA

2. tablazat Posztembedding immunhisztokémiai festés soran haszndlt ellenanyagok és
fontosabb jellemzdik.
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III. 5. Kiilonboz6 gyulladasos jelmolekulak és enzimek mRNS expressziojanak

meghatarozasa kvantitativ valés ideji polimeraz lancreakciéval
III. 5. 1. RNS izoldlas és egyes szali cDNS szintézis

A kontroll és colitises (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) dllatokbdl szdrmaz6 vastagbél
szovetmintdkat (40 mg) 1 ml AccuZol oldatban (Bioneer, Daejeon, Korea)
homogenizéltuk, majd a gyarté altal mellékelt protokoll szerint 6ssz-RNS-t izoldltunk. Az
RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 (Thermo scientific, Wellmington, USA)
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Egyes szdlid cDNS-t mintdnként 2-2 pg 0ssz-RNS
bemérésével a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével allitottunk eld a gyartd ttmutatdsa szerint. Az atirast a
kovetkezo reakcié koriilményeket alkalmazva végeztiik: reverz transzkriptaz aktivacio: 25
°C, 5 perc; atiras: 37 °C, 2 6ra; reverz transzkriptdz inaktivacio: 75 °C, 10 perc (Faragé és

mtsai., 2013).

III. 5. 2. Kvantitativ valds idejli polimerdz lancreakcio

A kiilonbozé gyulladdsos markereket kodold génekrdl a mRNS kifejezddésének
mértékét kvantitativ valos idejli polimerdz lancreakcid (quantitative real-time polimerase
chain reaction; qRT-PCR) segitségével hataroztuk meg. A specifikus primer szekvencidkat
(3. tdblazat) a Reference Sequences adatbdzisdban taldlhat6 szekvencidk alapjan terveztiik.
A cDNS amplifikdciét Bioneer Exicycler™ 96 késziilékkel (Bioneer, Daejeon, Korea)
végeztik. A keletkezd termékek mennyiségi meghatirozasdhoz FastStart SYBR Green
PCR Master Mix (Roche, Penzberg, Germany) reagenst haszndltunk a kovetkezd reakcid
koriilményeket alkalmazva: 95 °C 15 mp; 60 °C 25 mp; 72 °C 25 mp, fluoreszcens jel
detektdldsa (45 ciklus) (Faragé és mtsai., 2013). Referencia génnek a hipoxantin-guanin-
foszforibozil-transzferdz (HPRT) belsé kontroll gént hasznaltuk. A méréseket 96-lyuku
PCR Microplate-en (Axygen Scientific, Union City, CA) végeztiik, minden esetben hirom

parhuzamos reakcioét futtatunk.
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Vizsgalt Reference Forward primer . .
Reverz primer szekvencia

fehérje Sequences kod szekvencia
HPRT NM_012583.2 5’ gaccggttctgtcatgtcg3’ 5’acctggttcatcatcactaatcac3’
HO-1 NM_012580.2 5’ gtcaagcacagggtgacaga3’ 5’ ctgcagctcctcaaacage3’
TGF-beta 2 NM_031131.1 5’ agtgggcagcttttgetc3’ 5’ gtagaaagtgggcgggatg3’
TGF-beta 3 NM_013174.2 5’ gaagagggccctggacac3’ 5’ gcgcacacagcagttctc3’

MMP 9 NM_031055.1 | 5’cctctgcatgaagacgacataa 3’ 5’ ggtcaggtttagagccacga 3’

TIMP1 NM_053819.1 5’ cagcaaaaggccttcgtaa 3’ 5’ tggctgaacagggaaacact 3’

3. tablazat A kvantitativ valds idejii polimerdz lancreakcié sordn alkalmazott primer
szekvencidk

I1I1. 6. Statisztikai analizis

A fény- és elektronmikroszképos vizsgdlataink sordn nyert adatokat statisztikai
analizisnek vetettiik ald. Egyfaktoros varianciaanalizist (Analysis of variance, ANOVA) és
Newman-Keuls tesztet végeztiink (GraphPad Prism 4.0). A varianciaanalizis feltételei - a
random mintavétel, a fiiggetlenség és a variancidk homogenitdsa - teljesiiltek. A kapott
eredményeket oszlopdiagramokon dbrazoltuk, az értékeket atlag+szords (standard error of
mean, SEM) formdban tiintettiikk fel. A szignifikancia szintjét p<0,05 valészintségi
értékben hatdroztuk meg.

A gRT-PCR-t kovetéen minden mintdban meghatéaroztuk a vizsgalt génekrdl atir6dé
mRNS-ek HPRT-vel korrigdlt expresszidjat. A mRNS-ek mennyiségét a kontroll
allatokban 1-nek tekintettiik, majd a colitises dllatokban meghatdroztuk a kontrollhoz
viszonyitott relativ mRNS expressziét (ACT). Az egyes csoportok kozotti eltéréseket
,comparative CT” (AACT) mddszerrel mutattuk ki, és az eredményeket oszlopdiagramon

abrazoltuk. Az értékeket atlag + szords (standard deviation, SD) formdban tiintettiik fel.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. Makroszkopos megfigyelések
IV. 1. 1. TNBS-val indukélt akut vastagbélgyulladas tiinetei, a kisérleti allatok testtomege

A TNBS-kezelt 4llatokban minden esetben sulyos, fekélyes vastagbélgyulladds
alakult ki, de a mortalitds elhanyagolhaté volt. A kisérletek sordn mindossze két allat
pusztult el. Az akut bélgyulladds tiineteit (silyos hasmenés, véres, nydkos széklet,
csokkent aktivitds) a TNBS doézisok szamatdl fiiggetleniil mar a kezelést kovetd 1. napon
megfigyeltiik. Az els0 TNBS kezelés utdn a bélgyulladast kisérd akut tiinetek még a
kezelést kovetd 8. napon is erOteljesek voltak. A TNBS dézisok ismétlését kovetden
azonban ezek mar a 4. napra jelentdsen mérséklodtek, s a 6. napra teljesen megsziintek. Az
allatok testtomegét a kisérleti periddus alatt hetente mértiik. A patkdnyok testsilya az

ismételt TNBS kezelések mellett is folyamatosan gyarapodott (4. tablazat).

Testtomeg (g) + SEM
Kezdeti (TNBS kezelések el6tt) Végsd (120. nap)
Kontroll 201,5 % 0,8 (n=34) 521 + 1,8 % (n=9)
IXTNBS 214,3 £3,9 (n=42) 459,4 + 6,8 ¥** (n=4)
2XTNBS 211,7 3,7 (n=40) 445,5 % 10,3 *** (n=4)
3XTNBS 197,2 3,5 (n=50) 513,5 £ 9,8 #** (n=8)

4. tablazat A kisérlet soran felhasznalt kontroll és TNBS-kezelt (IXTNBS, 2xTNBS,
3xTNBS) patkdnyok testtomege (kezdeti vs. végsd: ***p<0,001).
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IV. 1. 2. A nyédlkahéartya fekélyesedése

Miutén a patkdnyokat feldldoztuk, az egyes kisérleti csoportok vastagbél mintai
kozott szabad szemmel is jol l1athaté és mérhetd kiilonbségeket figyeltiink meg. A colitis
kivaltasat kovetd 2. napon a nydlkahartydban fekélyeket (10. B édbra) és bevérzéseket
lattunk. Bar a gyulladdst kisérd vérboség (hyperémia) a TNBS doézisok szadmatol
fiiggetleniil még a kezelést kovetd 8. napon is lathato volt, a fekélyek kiterjedése a colitis
kivaltasat kovetd 2. és 8. nap kozott szignifikdnsan csokkent (p<0,01 és p<0,001) (10. A
abra). A TNBS kezelések ismétlésével a nydlkahartya regenerdcidja felgyorsult. Mig a
fekélyes teriilet €s a teljes vizsgalt colon szakasz (anust6l 8 cm) ardnya az egyszer kezelt
allatokban a 8. napon megkozelitéleg 0,2 volt, a masodik kezelés utdn ez az ardny alig érte
el a 0,1-et (10. A dbra), a harmadik dézis alkalmazdsat kovetden pedig mar nem volt

mérheto.
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10. abra (A) A nydlkahartya fekélyes teriiletének (cm?) és a vizsgalt vastagbélszakasz
teriiletének (sz) ardnya az elsé (1xXTNBS) és masodik (2xTNBS) TNBS kezelést kovetd
2., 4. és 8. napon. Az adatokat atlag+SEM formdban tiintettiik fel. Az els6 TNBS kezelést
kovetd 2. napon mért értékekhez viszonyitott szignifikans kiilonbségeket csillaggal (**
p<0,01; *** p<0,001) jeloltiik. (B) A colon abordlis részérdl késziilt reprezentativ digitalis
felvétel az els6 TNBS kezelést kovetd 4. napon.
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IV. L. 3. Bélsziikiiletek kialakuldsa a vastagbélgyulladas kronikus fazisdban

A colitises patkdnyokban mar az els0 TNBS kezelést kovetd 60. napon megjelentek a
CD-re jellemzd bélsziikiiletek. A szabad szemmel is jol lathaté striktirdk szdma és
kiterjedése a TNBS kezelések szdmanak megfelelden ndvekedett (11. dbra).

Az egyszer kezelt dllatokban a 60. napon megfigyelt 3-4 mm hosszisdgu striktirdk
szdma nem valtozott, de kiterjedésiik a 120. napig 5 mm-re ndvekedett. A misodik TNBS
dézist kdvetden a kisérleti periddus 60. és 120. napja kozott a bélsziikiiletek hossza kozel
kétszeresére novekedett. A harmadik TNBS kezelés utdn mar a 60. napon tobb, kozel 1
cm-es striktirat figyeltiink meg, és a disztélis colon utolsé 8 cm-es szakasza a 120. napig

teljesen besziikiilt (11. dbra).

60. na 90. nap 120. nap

1xXTNBS

2xTNBS §

3xTNBS

11. abra A bélszikiiletekrol késziilt reprezentativ digitdlis felvételek patkanyok
vastagbelében az els6 (IXTNBS), masodik (2xXTNBS) és harmadik (3xTNBS) TNBS
kezelést kovetd bélgyulladds kronikus fazisdban.

37



IV. 2. A myenterikus neuronok kvantitativ és morfometriai paramétereinek valtozasa

a vastagbélgyulladas akut és kronikus fazisaban
IV. 2. 1. A myenterikus neuronok denzitdsa

A myenterikus neuronok kvantitativ valtozdsait bélnyizat preparatumokon,
HuC/HuD immunhisztokémiai vizsgalatokkal kovettiik. A colon fekélyes, illetve ahhoz
proximdlisan és disztalisan kapcsolodo teriiletein meghatdroztuk a neuronok denzitdsat a
kiilonbozo kisérleti csoportokban. A kontroll dllatokban a sejtek szama a kisérleti periddus
1. és 90. napja kozott folyamatosan csokkent (12. és 13. dbra), ezért a colitises allatokban
mért denzitds értékeket minden esetben az azonos koru, kontroll allatokbdl szarmazo

értékekekkel hasonlitottuk Ossze.

IV. 2. 1. 1. A myenterikus neuronok denzitasa a bélgyulladds akut fazisdban

A myenterikus neuronok denzitdsa az els6 TNBS kezelést kovetd vastagbélgyulladds
akut fazisaban mindhdrom vizsgélt colon szakaszon szignifikdnsan csokkent (12. abra). A
vastagbél fekélyes teriiletein a kezelést kovetd 4. napon mintegy 43%-os denzitds
csokkenést tapasztaltunk, majd a 8. napig tovdbbi 15%-os csokkenést detektaltunk a
kontroll értékekhez viszonyitva (p<0,001). A masodik és harmadik TNBS kezelést
kovetden szintén a 4. napra csOkkent szignifikdnsan a myenterikus neuronok szdma
(p<0,001), azonban a csokkenés mértéke kisebb volt (36% €s 23%), mint az elsé kezelés
utdn, és az ismételt kezeléseket kovetd 4. és 8. nap kozott tjabb csokkenést mar nem
tapasztaltunk. A fekélyes bélszakaszhoz kapcsolédd proximadlis és disztélis teriileteken az
els6 TNBS dézis utdn a 4. és 8. napon is szignifikdns, bar kisebb mértékii (25% és 34%;
p<0,001) sejtszdm csokkenést tapasztaltunk. Az ismételt kezelések utdn szignifikdns

neuronszdm csokkenés mar csak a fekélyes teriileten volt (12. dbra).

IV. 2. 1. 2. A myenterikus neuronok denzitdsa a bélgyulladas kronikus fazisaban

A vastagbélgyulladds kronikus fazisdban a myenterikus neuronok szdma a kezelések
szamatol fliggetleniil mar nem valtozott. A kezelést kovetd 90. és 120. napon a colon
kordbbi fekélyes, illetve ahhoz proximadlisan és disztdlisan kapcsol6dé teriiletein is a

kontrollhoz hasonl6 értékeket kaptunk (13. 4bra).
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HuC/HuD-pozitiv myentericus neuronok denzitasa (sejt/cm 2)
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1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

12. abra HuC/HuD-pozitiv myenterikus neuronok denzitdsa kontroll (K) és TNBS-kezelt
(1xTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltdsat koveto 4. és 8.
napon. Kisérleteink sordn a vastagbél fekélyes (F), illetve att6l proximdlisan (P) és
disztdlisan (D) elhelyezkedd teriileteit vizsgaltuk. Az adatokat atlag+SEM forméban
tiintettiik fel. A kontroll és TNBS-kezelt csoportok kozti szignifikdns kiilonbségeket
csillaggal (*** p<0,001), a kezeléseket kovetd 4. és 8. nap kozti szignifikdns
kiilonbségeket korrel jeloltiik (°° p<0,01).
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13. abra HuC/HuD-pozitiv myenterikus neuronok denzitdsa kontroll (K) és TNBS-kezelt
patkanyok vastagbelében a colitis kivéltasat kovetd 90. és 120. napon. Kisérleteink sordn a
vastagbél kordbban fekélyes (F), illetve attdl proximdlisan (P) és disztdlisan (D)
elhelyezkedd teriileteit vizsgaltuk. Az adatokat atlag+SEM formaban tiintettiik fel.
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IV. 2. 2. A myenterikus neuronok teriiletének véltozasa

Az el6z06 vizsgalatokhoz haszndlt bélnyuzat preparditumokon a myenterikus neuronok
méretvaltozasat is kovettiik az egyes kisérletes dllatcsoportokban a bélgyulladés kiilonb6z6
fazisaiban. Mivel a kontroll dllatokban a sejtek teriilete a kisérleti periddus 1. és 90. napja
kozott folyamatosan ndovekedett (14. és 15. dbra), ezért a colitises dllatokban mért értékeket
morfometriai vizsgdlataink sordn is minden esetben az azonos koru, kontroll 4llatokbol

szarmazo értékekekhez viszonyitottuk.

IV. 2. 2. 1. A myenterikus neuronok teriiletének valtozasa a bélgyulladas akut fazisaban

Az els6 TNBS kezelés utdn szignifikdns sejtméret valtozasokat eloszor a kezelést
kovetd 8. napon tapasztaltunk, ekkor a fekélyes colon szakaszon a myenterikus neuronok
sejttestjének teriilete kozel 40%-kal csokkent a kontroll értékekhez viszonyitva (202,3£8,8
vs. 326,4+15,9) (14. édbra). A kétszer és hdromszor kezelt kisérleti csoportokban a
myenterikus neuronok méretének szignitkdns csokkenése mar a colitis akut fazisdnak 4.
napjan nagyon kifejezett volt (248,9+12 és 251,5+11,7 vs. 363,6+£17,6 és 429,2+30,2;
p<0,001), majd a 8. napig a szoma mérete még tovabb csokkent. A fekélyes szakaszoktol
proximadlisan és disztdlisan is megfigyeltiink kisebb mértékii, de legtobbszor szignifikans
(p<0,001) sejtméret csokkenést mind az els6, mind az ismételt TNBS kezeléseket kovetd

bélgyulladas akut fazisaban (14. dbra).

IV. 2. 2. 2. A myenterikus neuronok teriiletének véltozdsa a bélgyulladds kronikus
fazisdban

A vastagbélgyulladas kronikus fazisaban csak az egyszeri TNBS dézis alkalmazdasa
utdn mértiink szignifikans sejtméret csokkenést (p<0,001) (15. dbra). A kordbban fekélyes
colon szakaszon a neuronok teriilete a 90. napon a kontroll dllatokban mért értékek kozel
felére csokkent (223,5+£9,81 vs. 420,4+27,41). A masodik és harmadik kezelést kovetOen
azonban egyre kisebb mértékben zsugorodtak a sejtek, a haromszor kezelt patkdnyokban a
120. napon mar a kontrollhoz hasonlé értékeket kaptunk. A sériilt szakaszokhoz
proximalisan és disztélisan kapcsolddo teriileteken a szoma mérete a 90. és 120. nap kozott

az ismételt kezelések ellenére sem valtozott (15. abra).
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HuC/HuD-pozitiv myentericus neuronok teriilete (um 2)
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4. nap 8. nap 4. nap 8. nap 4. nap 8.nap
1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

14. abra HuC/HuD-pozitiv myenterikus neuronok teriiletének valtozasa kontroll (K) és
TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltasit
kovetd 4. és 8. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél fekélyes (F), illetve attdl proximélisan
(P) és disztalisan (D) elhelyezkedd teriileteit vizsgéltuk. Az adatokat dtlag+SEM formdaban
tiintettiik fel. A kontroll és kezelt csoportok kozti szignifikans kiillonbségeket csillaggal (**
p<0,01; *** p<0,001) jeloltiik.
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HuC/HuD-pozitiv myentericus neuronok teriilete (um 2)
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90. nap 120. nap 90. nap 120. nap 90. nap 120. nap
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15. abra HuC/HuD-pozitiv myenterikus neuronok teriiletének valtozasa kontroll (K) és
TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltasat
kovetd 90. és 120. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél kordbban fekélyes (F), illetve attol
proximdlisan (P) és disztdlisan (D) elhelyezkedd teriileteit vizsgdltuk. Az adatokat
atlag+SEM formdaban tiintettik fel. A kontroll és kezelt csoportok kozti szignifikdns
kiilonbségeket csillaggal (*** p<0,001) jeloltiik.
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IV. 3. A bélsziikiiletek szovettani és molekularis bioldgiai vizsgalata

Bar a bélgyulladds kronikus fazisdban a strikturdk a TNBS kezelések szdmatol
fiiggetleniil mindig megjelentek (IV. 1. 3.), szdmuk és kiterjedésiik a harmadik kezelés
utdn volt a legkifejezettebb, ezért a besziikiilt bélszakasz strukturdlis és molekuléris

vizsgélatanal erre a kisérleti allatcsoportra koncentraltunk.

IV. 3. 1. A bélfalat felépité izomrétegek morfometriai valtozdsai
IV. 3. 1. 1. A lamina muscularis mucosae fénymikroszképos morfometriai vizsgdlata

A LMM vastagsdga a gyulladds kivaltdsit kovetd 90. napra a kontroll értékek
kétszeresére novekedett (17+0,8 vs. 29+0,6; p<0,001), a 120. napon azonban mar a

kontrollhoz hasonlé értékeket mértiink (18+0,4 vs. 18+0,9) (16. abra).
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16. abra A nyalkahartya sajat izomrétegének vastagsaga kontroll és haromszor TNBS-
kezelt patkdnyok (3xTNBS) vastagbelében. Az adatokat atlagtSEM forméban tiintettiik
fel. A kontroll és kezelt csoportok kozti szignifikdns kiillonbségeket csillaggal (***
p<0,001), a TNBS-kezelt csoportok kozti szignifikdns kiilonbségeket korrel (°° p<0,001)
jeloltiik.

IV. 3. 1. 2. A bélfal kiils6 izomrétegeinek fénymikroszképos morfometriai vizsgélata

A striktdrdk teriiletén a bélfal kiils6 izomrétegeinek vastagsdgaban is jelentOs
kiilonbségek voltak (17. dbra). A harmadik TNBS dézis alkalmazdsat kovetd 90. napra

mind a kiils6 hosszanti (17. A 4bra), mind a belsé korkoros (17. B édbra) izomréteg
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vastagsdga a kontroll dllatokban mért értékek tobb mint kétszeresére novekedett (30£9 vs.
7042 és 11743,5 vs. 2404£3,2), és a 120. napig tovdbbi szignifikdns vastagodast mértiink
(p<0,001).
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17. abra A bélfal kiils6 hosszanti (A) és belsé korkoros (B) izomrétegének vastagsaga
kontroll és haromszor TNBS-kezelt (3XTNBS) patkdnyok vastagbelében a bélsziikiiletek
teriiletén. Az adatokat atlag+SEM formadban tiintettiik fel. A kontroll és kezelt csoportok
kozti szignifikans kiilonbségeket csillaggal (*** p<0,001), a TNBS-kezelt csoportok kozti
szignifikédns kiilonbségeket korrel (°*° p<0,001) jelsltiik.
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IV. 3. 2. Ultrastrukturalis véltozdsok a bélszilikiiletek teriiletén
IV. 3. 2. 1. A lamina epithelialis elektronmikroszképos vizsgélata

A harmadik TNBS kezelést kovetd 90. napra a lamina epithelialis ultrastrukturdlis
szinten teljesen regenerdlddott, az enterocitdk mikrovillaris felszine a kontrollhoz hasonlé

volt, de a bélhdmsejtek kozott gyakran immunsejteket figyeltiik meg (18. dbra).

6

18. abra A bélnyédlkahartya epitéliumardl késziilt reprezentativ elektronmikroszképos
felvételek a harmadik TNBS kezelést kovetd 90. napon. Az enterocitdk kozott még a
bélgyulladds krénikus fézisdban is gyakran lattunk immunsejteket (csillagok). DER —
durvafelszinli endoplazmatikus retikulum, EP — epitélium, LP — lamina propria; Lépték: 2
um (A, B) és 10 um (C).
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IV.3.2. 1. 1. A szoros sejtkapcsol6 struktirak morfometriai vizsgalata

A kovetkezOkben mértiik az enterocitdk kozotti TJk szélességét, vagyis a
bélhamsejtek kozotti tdvolsagot. Mivel a Tk szélessége a 3. TNBS kezelést kovetd 90. és

120. napon sem kiilonbozott a kontroll mintdkban mért értékektdl és nem kozelitette meg

az irodalmi adatok alapjan meghatdrozott 3 nm-es hatarértéket, a TJk-at zartnak tekintettiik

(19. és 20. abra).

19. abra Reprezentativ eletronmikroszképos felvételek az enterocitdk kozotti szoros
kapcsolatokrol (nyilak) kontroll (K90, K120) és colitises patkdnyok vastagbelébdl készitett
ultravékony metszeteken a harmadik TNBS kezelést kovetd 90. és 120. napon (3x90,

3x120). Lépték: 200 nm
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Szoros sejtkapcsolatok szélessége (nm)

Kontroll 3xTNBS Kontroll | 3xXTNBS

90. nap 120. nap

20. abra Szoros sejtkapcsold struktirdk (tight junction, TJ) szélessége kontroll és
haromszor TNBS-kezelt (3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a kezeléseket kovetd 90. és
120. napon. Az adatokat atlag+SEM formaban tiintettiik fel.

IV. 3. 2. 2. A myenterikus ganglionok €és mikrokornyezetiik elektronmikroszképos

vizsgélata

A myenterikus ganglionok a kontroll mintdkban a 90. napon még strukturélisan épnek
tlintek, és mind a simaizomsejtekkel, mind a ICC-kel kapcsolatban alltak (21. A és B 4bra).
A harmadik TNBS kezelést kovetd 90. napra azonban a bélfal kiils6 izomrétegeiben a
simaizomsejtek és ganglionok kozott ECM elemek halmozdédtak fel, mely a 120. napig
jelentdsen fokozddott (21. C dbra). A szoveti dtrendezddés miatt a myenterikus ganglionok
sulyosan kdrosodtak, erre utal a ganglionokban megfigyelhetd sériilt mitokondriumok és
lipofuszcin szemcsék jelenléte is (21. D 4dbra). Mindemellett a 120. napon a
simaizomsejtek kozott szabad mitokondriumokat és egyéb sejtalkotdkat figyeltiink meg

(21. E é4bra).
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21. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek kontroll és colitises patkanyok
vastagbelébdl készitett ultravékony metszetekrdl. (A) A 90. napon a kontroll mintdkban a
vélhetden Cajal-féle interstitidlis sejtek (interstitial cell of Cajal, ICC) (csillag) még mind a
myenterikus ganglionokkal (MG), mind a simaizomsejtekkel (smooth, muscle cell, SMC)
valamint a koriilottiik elhelyezked6 kapillarisokkal (Lu — ér lumen) is kapcsolatban élltak.
(B) A 90. napon a kontroll allatokban a MG-ok még strukturdlisan épnek tlintek. (C) A
colitises allatok vastagbelében azonban a 120. napra az extracelluldris maétrix elemek
(ECM) felhalmozdddsa miatt a MG-ok, a simaizomsejtek, a ICC-ek (csillag) és a
fibroblaszt-szeri sejtek (nyil) eltdvolodtak egymast6l. (D) A 120. napon a lipofuszcin
szemcsék (nyilak) jelenléte a MG-okban azok silyos kdrosoddsira utalt. (E) A bélfal
korkoros izomrétegében a 120. napon a simaizomsejtek kozott szabad mitokondriumokat
(M) és egyéb sejtalkotokat figyeltiink meg. Lépték: 1 um
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IV. 3. 2. 2. 1. A simaizomsejtek kozotti extracelullaris matrix morfometriai vizsgalata a

bélfal korkoros izomrétegében

Morfometriai vizsgdlataink sordn mértiikk a simaizomsejtek kozti tdvolsagot, s ebbdl
kovetkeztettink az ECM megnovekedett mennyiségére is. A korkords izomrétegben a
simaizomsejtek mar a harmadik TNBS kezelést kovetd 90. napra eltdvolodtak egymastol,
majd tdvolsdguk a 120. napig a kontroll csoporthoz viszonyitva nagyon jelentdsen

novekedett (197,4+16,31 vs. 480,7+33,09 és 298,3+13,93 vs. 671,4+24,67) (22. abra).
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22. abra A simaizomsejtek tdvolsdga a harmadik TNBS kezelést (3XTNBS) kovetd 90. és
120. napon patkdnyok vastagbelében. Az adatokat atlag+SEM formaban tiintettiik fel. A
kontroll és kezelt csoportok kozti szignifikans kiillonbségeket csillaggal (** p<0,01; ***
p<0,001), a TNBS-kezelt csoportok kozti szignifikdns kiilonbségeket korrel (°*° p<0,001)
jeloltiik.
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IV. 3.2.2.2. Kvantitativ posztembedding immunhisztokémiai vizsgalatok

A bélszlikiiletek teriiletén a MG-ok és a korkords simaizomsejtek sériilésének
vizsgédlatdhoz  Kaszpdz-9 pro-apoptotikus marker segitségével posztembedding
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink (23. dbra). A harmadik TNBS kezelést kovetod
90. napra a Kaszpaz-9-et jelold 18 nm-es aranyszemcsék szdma a simaizomsejtekben
megduplazédott (p<0,01), mig a myenterikus ganglionokban nem véltozott. A 120. napon
az aranyszemcsék adott teriiletre vonatkoztatott mennyisége a bélfal simaizomsejtekben
mar nem mutatott jelentds valtozdst, azonban a myenterikus ganglionokban szignifikdnsan

novekedett (p<0,001) a kontroll értékekhez viszonyitva (24. abra).

%.
A

23. abra Reprezentativ elektronmikroszképos felvételek myenterikus ganglionokrol
kontroll (K120) és colitises (3x120) patkdnyok vastagbelébdl készitett ultravékony
metszeteken kaszpdz-9 posztembedding immunhisztokémia utdn. Lépték: 200 nm. kor-
kaszpdz-9-et jelolo 18 nm-es aranyszemcse
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24, abra Kaszpaz-9-et jelold aranyszemcsék szdmdnak véltozdsa a bélfal
simaizomsejtjeiben (A) és a myenterikus ganglionokban (B) kontroll és haromszor TNBS-
kezelt (3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a 90. és 120 napon. Az adatokat atlag+SEM
forméban tiintettiik fel. A kontroll és kezelt csoportok kozti szignifikdns kiillonbségeket
csillaggal (**p<0,01; *** p<0,001), a TNBS-kezelt csoportok kozti szignifikdns
kiilonbségeket korrel (°° p<0,001) jeloltiik.
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IV. 3. 3. Molekularis valtozasok a bélgyulladas kronikus fazisdban
IV.3.3.1. AMMP9 és TIMP1 mRNS expresszidja

A harmadik TNBS kezelést kovetd bélgyulladas kronikus fazisdban a MMP9 mRNS-
ek tdltermelddését a vastagbél kordbban fekélyes, és az ahhoz proximalisan és disztdlisan
kapcsolddo teriiletein is detektéltuk, a relativ mRNS expresszié ekkora a kontroll értékek
tobbszorosére novekedett (25. abra).

Amig a TIMP1-et kédolé gén a kordbban fekélyes colon szakaszokon a 90. és 120.
napon represszalt dllapotban volt, addig a sériilt teriilethez kapcsol6doé ép bélszakaszokon a

mRNS-ek tidltermelddését detektaltuk (25. abra).
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25. abra A matrix metalloproteindz 9 (MMP9) és sajat szoveti gatléjanak (TIMP1) mRNS
expresszidja a vatsagbél korabban fekélyes (F), illetve az ahhoz proximadlisan (P) és
disztdlisan (D) kapcsol6do teriiletein a harmadik TNBS kezelést (3XTNBS) kovetd 90. és
120. napon. A mRNS expressziot a kontroll (K) mintdkban 1-nek tekintettiik, és a colitises
patkanyokban mért értékeket minden esetben ehhez viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD
forméban tiintettiik fel.
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IV. 4. Kiilonbozé gyulladiasos markerek mRNS expresszidjanak valtozasa a

bélgyulladas akut és kronikus fazisaban
IV. 4. 1. A TGF-beta 2 mRNS expresszidja
IV.4. 1. 1. A TGF-beta 2 mRNS expresszidjanak véltozdsa a bélgyulladas akut fazisdban

A colon fekélyes teriiletein a TGF-beta 2-es izoformdjat kédolé gén aktivacidjat
el0szor a masodik TNBS kezelést kovetod 4. napon detektaltuk, ekkora a mRNS-ek relativ
szintje a kontroll értékek kozel hétszeresére emelkedett (26. dbra), a 8. napig azonban a
kontroll szint ald csokkent. A TGF-beta 2 tiltermelddését a harmadik TNBS kezelést
kovetd 4. napon is igazoltuk, és a mRNS-ek mennyisége a 4. és 8. nap kozott tovabb
novekedett (26. dbra).

A fekélyes teriilethez proximaélisan kapcsolédé colon szakaszokon a TGF-beta 2 a 4.
napra mindhdrom TNBS kezelést kovetden aktivalodott (26. dbra), s bar a mRNS-ek relativ
szintje a 8. napig mindhdrom colitises allatcsoportban csokkent, csak az els6 TNBS dozis
utan érte el a kontroll szintet (26. abra). A disztélis teriileteken a TGF-beta 2 mRNS-ek
tiltermelddését csak az ismételt TNBS kezelések utdn detektdltuk. Amig mennyiségiik a
madsodik TNBS dézis utdn a 4. és 8. nap kozott csokkent, addig a harmadik TNBS kezelés

utan a kontroll értékek kozel kozel haromszorosara ndvekedett (26. abra).

IV. 4. 1. 2. A TGF-beta 2 mRNS expresszidjanak valtozdsa a bélgyulladds kronikus
fazisaban

A korabban fekélyes teriileteken a TGF-beta 2 mRNS-ek tiltermelodését a 90. napon
mindhdrom TNBS kezelést kovetden igazoltuk (27. 4bra). Amig a relativ  mRNS
expresszid az elsé TNBS doézis utdn a 120. napig csokkent, addig az ismételt kezelések
utdn a 90. és 120. nap kozott novekedett (27. dbra).

Az ép bélszakaszokon az els6 TNBS kezelést kovetd 90. napon csak a kordbbi
fekélyes tertilettdl proximalisan detektdltunk fokozott TGF-beta 2 expressziot, és a 120.
napon mar a kontrollhoz hasonld értékeket mértiink (27. 4bra). Az ismételt TNBS
kezeléseket kovetd 90. napra azonban a TGF-beta 2-t k6dol6 mRNS-ek relativ szintje a
proximadlis és disztdlis teriileteken is a kontroll értékek tobbszordsére novekedett. Amig a
mRNS expresszi6 a mdsodik TNBS kezelés utdn a kontroll szintre csokkent, addig a

harmadik dézis utdn a 120. napig tovabb ndvekedett (27. dbra).
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bélgyulladas akut fazisaban

Relativ TGF-beta 2 mRNS expresszio a

K’P’F‘D‘ K|P‘F‘D‘ K‘P‘F’D| K‘P’F|D‘ K’P|F‘D

4. nap 8. nap 4. nap 8. nap 4. nap 8. nap

1XTNBS 2xTNBS 3xTNBS

26. abra A transzformdl6 novekedési faktor-beta 2 (TGF-beta 2) mRNS expresszidja
TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltasit
koveto 4. és 8. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél fekélyes (F), illetve att6]l proximalisan
(P) és disztalisan (D) elhelyezkedd teriileteit vizsgéltuk. A mRNS expressziét a kontroll
(K) mintdkban 1-nek tekintettiikk, és a colitises patkdnyokban mért értékeket minden
esetben ehhez viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD forméban tiintettiik fel.

Relativ TGF-beta 2 mRNS expresszié a
bélgyulladas krénikus fazisaban

K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F|D‘ K‘P’F‘D

90.nap 120. nap 90. nap 120. nap 90. nap 120. nap

1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

27. abra A transzformalé6 novekedési faktor-beta 2 (TGF-beta 2) relativ  mRNS
expresszidja TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdanyok vastagbelében a
colitis kivéltasat kovetd 90. és 120. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél kordbban
fekélyes (F), illetve att6l proximélisan (P) és disztdlisan (D) elhelyezkedd teriileteit
vizsgéltuk. A mRNS expressziét a kontroll (K) mintdkban 1-nek tekintettiik, és a colitises
patkanyokban mért értékeket minden esetben ehhez viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD
formdban tiintettiik fel.
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IV. 4. 2. A TGF-beta 3 mRNS expresszidja
IV.4.2. 1. A TGF-beta 3 mRNS expresszidjanak valtozasa a bélgyulladas akut fazisaban

A TGF-beta 3-as izoformdjat kédold gén tiltermelddését a colon fekélyes teriiletein
csak az els6 TNBS kezelést kovetd 4. napon igazoltuk, ezt kdvetden a gén az ismételt
kezelések utan is represszalt dllapotban volt (28. dbra).

A TGF-beta 3 repressziojat a fekélyes teriilettdl proximélisan és disztdlisan azonban

a bélgyulladas akut fazisaban egyértelmiien nem tudtuk kimutatni (28. 4bra).

IV. 4. 2. 2. A TGF-beta 3 mRNS expresszidjdnak valtozdsa a bélgyulladds kronikus
fazisaban

A vastagbél fekélyes teriiletein a TGF-beta 3 gén a bélgyulladds kronikus fazisdban
is végig represszalt dllapotban maradt (29. dbra).

A gén inaktivaciojat a TNBS kezeléseket kovetd 90. napon a fekélyes teriilethez
kapcsoldd6 proximadlis és disztédlis bélszakaszokon is igazoltuk (29. dbra). A proximalis
teriileteken a mRNS-ek mennyisége a 120. napig a kezelések szamatol fiiggetleniil
novekedett, relativ expressziéjuk azonban soha nem érte el a kontroll szintet (29. dbra). Az
els6 és masodik TNBS kezelést kovetd 90. és 120. nap kozott a disztalis szakaszokon is
emelkedett a TGF-beta 3 mRNS-ek relativ szintje, azonban a harmadik dézis utdn a gén

végig represszalt dllapotban volt (29. dbra).
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Relativ TGF-beta 3 mRNS expresszié a
bélgyulladas akut fazisaban

K‘P’F‘D‘ K’P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D’ K‘P‘F’D| K‘P’F|D‘ K’P’F‘D

4. nap 8. nap 4.nap 8. nap 4. nap 8. nap

1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

28. abra A transzformdl6 novekedési faktor-beta 3 (TGF-beta 3) mRNS expresszidja
TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltasat
koveto 4. és 8. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél fekélyes (F), illetve att6]l proximalisan
(P) és disztalisan (D) elhelyezkedd teriileteit vizsgéltuk. A mRNS expressziét a kontroll
(K) mintdkban 1-nek tekintettiikk, és a colitises patkdnyokban mért értékeket minden
esetben ehhez viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD forméban tiintettiik fel.

Relativ TGF-beta 3 mRNS expresszié a
bélgyulladas krénikus fazisaban

K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D| K‘P‘F|D‘ K‘P‘F‘D

90.nap 120. nap 90. nap 120. nap 90. nap 120. nap

1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

29. abra A transzformdl6 novekedési faktor-beta 3 (TGF-beta 3) mRNS expresszidja
TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS, 3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltasat
kovetd 90. és 120. napon. Kisérleteink sordn a vastagbél kordbban fekélyes (F), illetve att6l
proximadlisan (P) és disztalisan (D) elhelyezked¢ teriileteit vizsgédltuk. A mRNS expressziot
a kontroll (K) mintdkban 1-nek tekintettiik, s a colitises patkdnyokban mért értékeket
minden esetben ehhez viszonyitottuk. Az adatokat 4tlag+SD formdban tiintettiik fel.
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IV. 4. 3. A HO-1 mRNS expresszidja
IV.4.3. 1. A HO-1 mRNS expresszidjanak valtozdsa a bélgyulladas akut fazisaban

A HO-1 mRNS-ek relativ expresszidja a fekélyes colon szakaszokon mar az els6
TNBS kezelést kovetd 4. napra a kontroll értékek haromszorosdra novekedett, és a
génexpresszid az ismételt kezeléseket kovetden fokozddott (30. dbra). Amig a HO-1
mRNS-ek mennyisége a 8. napig az egyszer és kétszer TNBS-kezelt allatokbdl szdrmazo
mintdkban csokkent, a harmadik TNBS kezelést kovetden a 4. €s 8. nap kozott tovabb
novekedett (30. abra).

A fekélyes teriiletekhez proximadlisan és disztalisan kapcsolodd bélszakaszokon a
bélgyulladas akut fazisdban a kontroll értékekhez kozeli HO-1 mRNS expresszidt mértiink.
(30. abra).

IV.4.3.2. AHO-1 mRNS expresszidjanak valtozasa a bélgyulladas krénikus fazisdban

A HO-1 mRNS-ek relativ expresszidja a fekélyes colon teriileteken az elsd és
ismételt TNBS kezelések utani 90. és 120. napon is a kontroll értékek tobbszorose volt (31.
abra).

A fekélyes teriilethez proximalisan és disztdlisan kapcsolodo bélszakaszokon az elsd
és masodik TNBS kezelést kovetd 90. napon a mRNS-ek mennyisége a kontrollhoz
hasonlé volt. Ezt kévetéen azonban a HO-1 expresszié csokkent, és a 120. napon a gén
represszidjat figyeltilk meg (31. dbra). A HO-1 expresszid gatlasat az ép bélszakaszokon a
harmadik TNBS kezelés utdn mar a 90. napon detektéltuk, s bar ezt kdvetden a 120. napig

a mRNS-ek relativ expresszidja novekedett, a kontroll szintet nem érte el (31. abra).
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Relativ HO-1 mRNS expresszié a bélgyulladas
akut fazisaban
S D A o AN W A O e N 0 ©

4. nap 8. nap 4.nap 8. nap 4.nap 8. nap

1XTNBS 2xTNBS 3xTNBS

30. abra A hemoxigendz-1 (HO-1) mRNS expressziéja TNBS-kezelt (IXTNBS, 2xTNBS,
3xTNBS) patkdanyok vastagbelében a colitis kivéltasat kovetd 4. és 8. napon. Kisérleteink
sordan a vastagbél fekélyes (F), illetve att6l proximdlisan (P) és disztdlisan (D)
elhelyezkedd teriileteit vizsgaltuk. A mRNS expressziét a kontroll (K) mintdkban 1-nek
tekintettilk, és a colitises patkdnyokban mért értékeket minden esetben ehhez
viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD formdban tiintettiik fel.

kronikus fazisaban

K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D‘ K‘P‘F‘D

Relativ HO-1 mRNS epxresszio a bélgyulladas

90. nap 120. nap 90. nap 120. nap 90. nap 120. nap

1xTNBS 2xTNBS 3xTNBS

31. abra A hemoxigenaz-1 (HO-1) mRNS expresszidja TNBS-kezelt (1xXTNBS, 2xTNBS,
3xTNBS) patkdnyok vastagbelében a colitis kivaltdsit koveté 90. és 120. napon.
Kisérleteink sordn a vastagbél kordbban fekélyes (F), illetve att6l proximadlisan (P) és
disztdlisan (D) elhelyezked¢ teriileteit vizsgdltuk. A mRNS expresszidt a kontroll (K)
mintdkban 1-nek tekintettiik, és a colitises patkdnyokban mért értékeket minden esetben
ehhez viszonyitottuk. Az adatokat atlag+SD forméban tiintettiik fel.

57



V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

V. 1. Kisérletesen indukalt Crohn-beteg patkanymodell

Munkédnk sordn a szakirodalomban el6szor 1étrehoztunk egy olyan TNBS-val
indukalt colitises patkdnymodellt, mely alkalmas a CD-re jellemz6 fellangold bélgyulladas
akut és kronikus kovetkezményeinek vizsgdlatira is. A gyulladdsos periddusok
fellangoldsat ismételt TNBS kezelésekkel modelleztiik, s a kordbban kozoltekkel
ellentétben (Fichtner-Feigl és mtsai., 2005; Zhu és mtsai., 2012) kisebb TNBS dézisokat
(10 mg) és alacsonyabb etanol koncentraciét (25%) alkalmaztunk.

A colitises patkdnyokra jellemzd silyos GI tiineteket (Morris és mtsai., 1989; Sanovic
és mtsai.,, 1999), a véres hasmenést és az aktivitds csokkenését a laboratériumunkban
eldallitott kisérleti dllatokon minden esetben megfigyeltiik, de az alacsonyabb TNBS
dozisok mellett a mortalitds gyakorlatilag elhanyagolhaté volt. A patkdnyok testtomege a
TNBS kezelések ismétlését kovetden is folyamatosan gyarapodott, s a kisérleti periddus
végén, a 120. napon mar alig kiilonbozott a kontroll dllatokétol. Mivel Crohn-betegeknél a
sulyos, akar haldlos szovodmények nem a betegség akut fazisdban, hanem akar sok évvel
azutdn, ma még alig ismert kronikus gyulladdsos folyamatok kovetkezményeként
alakulnak ki (te Velde és mtsai., 2006), az alacsony mortalitds alapvetd fontossagi a CD
patomechanizmusdnak vizsgalatdra alkalmas kisérletes dllatmodellek 1étrehozasakor.

IBD-ek sordn a nyalkahdrtya sériilésének mértéke Osszefiigg a gyulladdsos periédusok
idotartamdval és intenzitdsdval. Mivel a nydlkahartya regenerdci6jat Crohn-betegek
vizsgalatandl a fekélyek elmuldsdval azonositjdk (Pineton de Chambrun és mtsai., 2010),
makroszkopos vizsgalataink sordn elsOként mi is azt vizsgéltuk, hogy a TNBS kezelések
ismétlése befolydsolja-e a nydlkahartya gyulladds mértékét, kiterjedését, vagy a
sebgyogyulds iddtartamat. Ezért mértilk a fekélyek kiterjedését a kiilonbozd kisérleti
csoportokban. Eredményeink azt mutattdk, hogy a TNBS kezelések ismétlésével nemcsak
hogy enyhiiltek az akut bélgyulladdst kisérd GI tiinetek, de a nyélkahartya fekélyek
kiterjedése is egyre kisebb volt az egyszer TNBS-kezelt dllatokhoz viszonyitva. Ez alapjan
feltételezziik, hogy az akut gyulladdsos epizédok ismétlédése sordn olyan strukturdlis és
molekuléris véltozdsok torténhetnek a bélfalban, amelyek védik, ,,prekondiciondljdk™ a

nyélkahartydt, s igy megakadalyozzdk annak visszafordithatatlan kdrosodasat.
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A betegek életmindségének javitdsa érdekében az akut nydlkahartya gyulladds
kezelése a napi klinikai gyakorlatban nagyon fontos. CD esetén azonban, ahol a
gyulladdsos folyamat a bélfal minden rétegére kiterjed (Hart és Siew, 2011; Rogler, 2011),
a nyalkahartya akut gyulladdsdnak kezelése nem lehet az egyetlen terdpids célpont. Az
altalunk eldallitott dllatmodell vizsgalata sordn kapott eredményeink is ezt erdsitik. Bar az
akut gyulladéds tobbszori felldngoldsa utdn a nydlkahdrtya regenerdcidja jol mérhetéen
felgyorsult, a kronikus szovédmények egyértelmiien silyosbodtak, a bélsziikiiletek szama
és kiterjedése az ismételt TNBS kezelések utdn megnétt. Klinikai megfigyelések és az
allatkisérletek eredményei is azt mutatjdk, hogy a szoveti kdrosodést kisérd hypoxia, s
ennek kovetkeztében a mikrokeringés megvaltozdsa hozzdjarulhat az .irritdbilis”,
gyulladdshoz kozeli dllapot fenntartdsdhoz, s igy a krénikus szévodmények kialakuldsahoz
(Deniz és mitsai., 2003). Gyulladdsos bélbetegekbdl szarmazé mintdkban a hypoxia-
indukalhat6 faktor (HIF) 1-es és 2-es tipusdnak aktivacidja a gyulladt teriileten a mikroerek
denzitdsdnak novekedését okozta (Giatromanolaki és mtsai., 2003). A vastagbél
vérkeringése TNBS-val indukélt colitises patkdnyokban mar a gyulladas kivéltasat kovetd
1. napon fokozddott, s csak a 14. napon érte el Gjbdl a kontroll értéket (Foitzik és mtsai.,
1999; Deniz és mtsai., 2003). A disztdlis colon gyulladt teriiletének elhuiz6dd vérboségét
(hyperémia) a laboratériumunkban eldéllitott colitises &llatokon is megfigyeltik. A
hyperémia a kezelések szaméatodl fiiggetleniil az akut fazis végét jelentd 8. napig minden

esetben kifejezett volt.

V. 2. A myenterikus neuronok kvantitativ és morfometriai paramétereinek valtozasai

Fénymikroszkopos kvantitativ immunhisztokémiai vizsgédlataink eredményei szerint a
myenterikus neuronok kvantitativ paraméterei, igy a neuronok szdma és mérete a TNBS
kezelések szamatdl fiiggden jelentdésen megvéltoztak. Mivel patkdnyokban az oregedési
folyamatok sordn a myenterikus neuronok denzitasa csokken, teriilete pedig no (Gabella és
mtsai., 1970; Phillips és Powley, 2001), adatainkat minden esetben az azonos koru kontroll
allatokban mért értékekhez viszonyitottuk.

A myenterikus neuronok szdma az irodalmi adatoknak megfelelden (Sanovic és
mtsai., 1999; Poli és mtsai., 2001; Linden és mtsai., 2005; Boyer €s mtsai., 2005) mér az
els6 TNBS kezelés utdni 4. napon szignifikdnsan lecsokkent, s a csokkenés a kezelést
kovetd 8. napig tovabb fokozddott. A neuronok szdma a bélgyulladés kivaltasat kovetden a

fekélyes teriilethez proximadlisan és disztdlisan kapcsolédd colon szakaszokon is
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szignifikdnsan csokkent. Ez 0Osszhangban van azokkal a klinikai megfigyelésekkel,
amelyek szerint a bélidegrendszer sériilése a fekélyes bélszakaszok feldl 4tterjed a
szomszédos proximalis bélszakaszokra, s igy a bélidegrendszer minden bizonnyal szerepet
jatszik a bélgyulladds proximdlis irdnyu kiterjedésében (Geboes és Collins, 1998; Ferrante
€s mtsai., 2006; Ohlsson és mtsai., 2007; Sokol és mtsai., 2009). Bar a bélgyulladas
disztdlis irdnyd terjedésérdl klinikai adatokat nem ismeriink, a mi eredményeink nem
zérjak ki ennek a lehetdségét sem. Az a megfigyelésiink, hogy az ismételt TNBS kezelések
utdn szignifikdns neuronszam csokkenést csak a kezelést kovetd 4. napig tapasztaltunk, s
az is csak a fekélyes teriiletre korlatozddott arra utal, hogy az ismétlédod akut gyulladasos
epizodok sordn a bélfalban aktivdlédé védelmi mechanizmusok a gyulladdsok akut
fazisdban nem csak a nydlkahartyat, de a bélidegrendszert is megvédik a
visszafordithatatlan kéarosodasoktdl. A  vastagbélgyulladds krénikus fazisdban a
myenterikus neuronok denzitds értékei egyik kisérletes csoportban sem tértek el
szignifikdnsan az azonos kord kontroll csoportokban mért értékektdl. Ez a megfigyelés
megengedi azt a feltételezést, hogy az irodalmi adatokkal ellentétben (Marlow é&s
Blennerhassett, 2006) a myenterikus neuronok nem, vagy legaldbbis nem elsddleges
célpontjai azoknak a bélfalban lejatsz6dd strukturdlis és molekuldris eseményeknek,
amelyek  Crohn-betegekben a  striktdardk  kialakuldsahoz, s a  bélmiikodés
visszafordithatatlan sériiléséhez vezetnek.

A myenterikus neuronok denzitds értékeinek vizsgdlata mellett morfometriai
mérésekkel kovettik a neuronok méretbeli valtozdsait is a gyulladdsos folyamatok
kiillonboz6é fazisaiban. Az els6 TNBS kezelés utdn szignifikdns sejtméret csokkenést
el0szor a kezelést kovetd 8. napon, mig az ismételt kezeléseket kovetden mar a 4. napon
detektaltunk. Vagyis a sejtméret valtozds minden allatcsoportban kozvetleniil az intenziv
sejtpusztulds befejezddése utdn, s feltehetdleg a sejtpusztuldst kovetd gangliondlis
atrendez0dés sordn jelentkezett. Ezért feltételezziik, hogy a gangliondlis dtrendezddést
kisér6 bonyolult anyagcserefolyamatok sordn a ganglionokon beliil felborulhatott a
vizhaztartds egyensulya, s ez vezethetett azutdn a myenterikus neuronok zsugoroddsidhoz.
Egy, a mult évben megjelent kozlemény (Zhao €és mtsai., 2013) ezt a feltételezésiinket ala
is tamasztotta. A kozleményben bemutatott eredmények szerint a gyulladds kivaltasit
kovetd 7. napon, vagyis egy nappal azel6tt, amikor mi az els6 TNBS kezelés utidn a
myenterikus neuronok méretének a csokkenését tapasztaltuk, az aquaporin (AQP) 3 és 8
csatornafehérjék expresszidja a colon proximadlis és disztdlis szakaszan is lecsokkent, sot,
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az AQP 8 fehérjét a disztdlis colonban egydltalin nem tudtik kimutatni. A sejttestek
mérete bar kisebb mértékben, de a proximalis és disztalis colon szakaszokon is csokkent.
Ez megerdsitette azt a feltevésiinket, hogy a bélidegrendszer meghataroz6 szerepet jatszik
a CD proximédlis és disztdlis irdnyu terjedésében. A vastagbélgyulladas kronikus fazisdban
a myenterikus neuronok mérete egyik kisérletes csoportban sem tért el az azonos kord

kontroll csoportokban mért értékektol.

V. 3. Strukturalis és molekularis valtozasok a bélsziikiiletek teriiletén

Mivel az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a bélnyalkahartya integritdsdnak sériilése
nagymértékben hozzdjarul a CD kronikus szovOddményeinek kialakuldsdhoz (Hollander
1993; Yacyshyn és Meddings, 1995; Peeters ¢és mtsai.,, 1997), transzmisszios
elektronmikroszképos vizsgdlataink sordn eldszor a lamina epithelialis 4ltalanos
morfoldgidjat vizsgéltuk, ami minden esetben nagyon hasonlé volt a kontroll mintdkéhoz.
A nagy szédmban el6forduld intraepithelidlis fehérvérsejtek (intraepithelial lymphocyte;
IEL) jelentdségét ebben a munkdban nem tanulményoztuk, hanem elfogadtuk az irodalmi
adatokat, miszerint az IEL-ek fizioldgids koriilmények kozott is jelen vannak a bélfalban, s
szamuk az Oregedési folyamatok sordn jelentdsen meg is emelkedhet (Wells és mtsai.,
2011). Kiilonos figyelmet forditottunk ugyanakkor a TJk 4llapotdnak vizsgdlatara.
Méréseink szerint a nyélkahartya enterocitdinak tdvolsdga a harmadik TNBS kezelést
kovetd 90. és 120. napon a kontroll értékekhez hasonlé volt, ezért a TJk-at zartnak
tekintettiik. Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a bélgyulladas kronikus fazisdban
a nyalkahdrtya integritdsa és ezzel egyiitt az epitélsejtek kozotti ion- €s anyagtranszport is
helyredllt. Ez azt valdésziniisiti, hogy az enterocitidk nem kozvetlen célsejtjei azoknak a
bélfalban lejatsz6dé folyamatoknak, amelyek a CD késéi szovodményeinek a
kialakuldsédhoz vezetnek.

A félvékony metszeteken végzett morfometriai vizsgdlatokkal az altalunk eldallitott
allatmodellben is igazoltuk azokat a kordbbi irodalmi adatokat, miszerint a CD krénikus
fazisdban a bélfal minden izomrétege jelentdsen megvastagszik (Graham és mtsai. 1987,
Koukoulis és mtsai. 2001). A megvastagodas id6beni lefutdsa és mértéke azonban nagyon
kiilonbozott a vizsgdlt izomcsoportokban. Amig a LMM a kezelést koveto 90. napra érte el
a legnagyobb vastagsagit és a 120. napon mért értékek mir megegyeztek a kontroll
értékekkel, addig a krénikus fazis 90. és 120. napja k6zott mind a bélfal kiilsé hosszanti,

mind a belsé korkoros izomrétegben nagyon jelentds tovabbi vastagoddst mértiink. Ennek
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okait tovabb keresve elektronmikroszk6pos morfometriai méréseket végeztiink, s az
izomsejtek kozott mar a kronikus fazis 90. napjdn nagymértékii ECM felhalmozd6dast
igazoltunk. Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy az ECM elemek tultermel6dését a
simaizomsejtek megvaltozott MMP9/TIMP1 expresszidja okozta (Matthes és mtsai., 1992;
Graham és mtsai., 1995; Baugh és mtsai., 1999; von Lampe és mtsai., 2000; Heuschkel,
2000; Medina 2006). Bar munkénk jelenlegi fazisdban nem tudjuk pontosan megmondani,
hogy milyen molekuléris események vezetnek el az ECM felhalmozddasdhoz, de azt sajat
vizsgélataink alapjdn is biztosan mondhatjuk, hogy az MMP9/TIMP1 mRNS expresszi
szabdlyozdsaban a CD kronikus fazisdban valami alapvetd hiba tortént. Molekuldris
vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy a harmadik TNBS kezelést kovetden a MMP9 mRNS-ek
relativ szintje a 90. és 120. napon is a kontroll értékek kozel nyolcszorosa volt, ugyanakkor
a TIMP1 mindkét esetben represszalt volt. A MMP-ok a citoplazmdban inaktiv formédban
termelddnek, s ha igy hozzdkapcsolddnak a kollagénhez, akkor a késébbiekben mar nem is
aktivdlédnak (Nagase és Woessner, 1999; von Lampe és mtsai., 2000; Heuschkel és mtsai.,
2000; Kirkegaard és mtsai., 2004). fgy a fokozott MMP9 mRNS expresszié ellenére a
citoplazmabdl érkezd visszajelzés szerint a MMP-ok koncentricidja alacsony, s feltehetéen
ezért a TIMP-k mRNS expresszigja gatolt. Az ECM-nek egy kritikus szint feletti
akkumulacidja a simaizomsejtek pusztulasdhoz, s 1{gy a bél funkcidjaval
Osszeegyeztethetetlen és  visszafordithatatlan  kérosoddsokhoz, példaul striktirak
kialakuldsdhoz vezethet. Intenziv sejtpusztuldsra utalnak a krénikus fazis 90. napjan az
izomsejtek koriil felhalmoz6dd sejttormelékek, illetve a kaszpdz-9 proapoptotikus
markerrel végzett posztembedding immunhisztokémiai vizsgdlataink, amelyekkel a
simaizomsejtekben egyértelmiien kimutattuk az apoptotikus kaszkdd beinduldsat.
Feltételezziik, hogy a pusztul6 simaizomsejtek helyét tovabbi ECM komponensek toltik ki
(Sorokin, 2010), igy az egészséges sejtek egyre tdvolabb keriilnek egymadstdl, valamint az
Oket innervdlé axon termindlisoktol és ICC-ektdl is. Emiatt gyors neurodegenerativ
folyamatok indulnak be. S bar kvantitativ vizsgélataink azt mutattdk, hogy a gyulladas
krénikus fazisdban sem a sejtszam, sem a sejtek mérete nem tér el a kontroll értékektol, sot
a krénikus fazis 90. napjan még a MG-k ultrastruktirdja is a kontrollhoz hasonlé volt, a
120. napon a lipofuszcin szemcsék felhalmozdéddsa és a kaszpaz-9 posztembedding
immunhisztokémia eredményei is egyértelmiien jelzik az apoptotikus folyamatok

beindulasat.
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V. 4. Kiilonb6z6 gyulladasos jelmolekulak expresszigjanak valtozasa

Kisérleti dllatainkban a harmadik TNBS kezelés utdn a TGF-beta két izoformdjanak
CD-re jellemzd, klinikai adatokbdl ismert expressziés mintdzatit a bélgyulladds akut
fazisdban a fekélyes, mig a krénikus fazisban az ahhoz kapcsolddé ép bélszakaszokon is
igazoltuk (McKaig és mtsai., 2002). A TGF-beta 2-t kodolé gén indukélédott, mig a 3-as
izoforma génje represszélt allapotban volt. Igy molekuldris bioldgiai vizsgélatainkkal is
sikeriilt aldtdmasztanunk, hogy egy olyan colitises patkdnymodellt hoztunk Iétre, mely
alkalmas a CD-re jellemzd patoldgids folyamatok vizsgdlatara.

Az antioxiddns HO rendszer szerepét a IBD-eket kisérd oxidativ stressz elleni
védelemben mind klinikai, mind kisérletes eredmények aldtdmasztjdk (Paul és mtsai.,
2005; Inoue és mitsai., 2008; Vijayan és mtsai., 2010). Kisérleteink sordn a HO-1
indukciéjat a colon fekélyes teriiletein mar a bélgyulladds kivaltasat kovetd 4. napon
kimutattuk. A TNBS kezelések ismétlésével a HO-1 mRNS-ek relativ szintje tovabb
novekedett, s a nydlkahartya regenerdcidjat kovetden a kronikus fazisban is végig magas
maradt. Giris és mtsai. (2007) megfigyelték, hogy a HO-1 indukciéja TNBS-val indukalt
colitises patkdnyokban csokkentette a nydlkahartya karosoddsat. Tamion és mtsai. (2002)
pedig patkdnyokban igazoltdk a HO-1 prekondiciondlé szerepét az iszkémia/reperfiiziot
kovetd szoveti karosodas elleni védelemben. Ezért feltételezziik, hogy kisérleti
allatainkban a colitis kivaltdsat kovetéen a nydlkahartya regenerdcioban és a
bélidegrendszer karosoddsanak kivédésében is szerepet jatszo akut prekondiciondlds
hatterében a HO-1 fokozott expresszidja all. Mivel azonban a bélgyulladas kronikus
fazisaban az akut gyulladdsos folyamatok fellangoldsaval fokozodo strukturdlis és
molekuléris elvéaltozasokat figyeltiik meg, ugy tlinik a HO-1 aktivédldsa nem akaddlyozza

meg a CD-re jellemz6 krénikus szovodmények kialakuldsat.

V. 5. Kovetkeztetések

Mind strukturdlis szovettani, mind molekuldris biolégiai vizsgdlataink eredményei
bizonyitjdk, hogy sikeriilt eldédllitanunk egy olyan TNBS-val indukélt -colitises
patkanymodellt, mely alkalmas a CD-et kisérd patologids folyamatok akut és krénikus
kovetkezményeinek a vizsgélatara is.

Kisérleti eredményeink valaszt adtak a célkitlizéseinkben megfogalmazott
kérdésekre:
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L. Colitises allatainkban kialakultak az akut bélgyulladésra jellemzd GI tiinetek, de a
mortalitds gyakorlatilag elhanyagolhat6 volt. A patkdnyok testtomege a TNBS kezelések
ismétlését kovetden is folyamatosan gyarapodott, s a kronikus fazisban méar nem
kiilonbozott 1ényegesen a kontroll dllatokét6l. Bar a nyédlkahdrtya regenerdci6ja a TNBS

kezelések ismétlésével felgyorsult, a kronikus sz6vodmények egyértelmiien silyosbodtak.

II. A myenterikus neuronok szdma és teriilete mar az els6 TNBS kezelést kdvetden
mind a fekélyes, mind az ahhoz proximalisan €s disztédlisan kapcsol6dé colon szakaszokon
csokkent. Az akut gyulladdsos periddusok fellingoldsdval a myenterikus neuronok
kvantitativ paramétereiben egyre kisebb mértékii, s csak a fekélyes teriiletre koncentral6do

véaltozasokat figyeltiink meg.

III. A bélgyulladés kronikus fazisdban a myenterikus neuronok denzitdsa és mérete a
fekélyes, illetve ép bélszakaszokon sem tért el szignifikdnsan az azonos kord kontroll

csoportokban mért értékektdl.

IV. Az enterocitdk kozotti TJk a besziikiilt colon szakaszokon zértak voltak. A bélfal
izomrétegei megvastagodtak, s a MG-okban és a ICC-ekben a 90. és 120. nap kozott
fokoz6do strukturdlis véaltozdsokat figyeltiink meg. A simaizomsejtek kozott ECM elemek
halmozddtak fel, melynek hatterében a MMP9 és TIMP1 megvéltozott expresszidja dllhat.
Ezért ugy gondoljuk, hogy a striktirdk kialakulasat az ECM kéros felhalmozddasa okozta,
mely a simaizomsejtek innervacidjanak sériiléséhez vezetett, s ez okozta az izomsejtek

pusztuldsat, majd a ganglionokban a neurodegenerativ folyamatok beindulésat.

V. A TGF-beta izoformék kifejez6dése a CD-re jellemzd mintdzatot mutatta. A HO-
1 indukcidjat a bélgyulladas akut és kronikus fazisaban is kimutattuk. Feltételezziik, hogy a
colitis kivaltasakor a bélfalban aktivalodé védelmi mechanizmusok hétterében a HO-1
tartosan magas szintje dallhat. Ez azonban nem akaddlyozza meg a CD krénikus

szovodményeinek kialakuldsat.
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VL. OSSZEFOGLALAS

VI. 1. Magyar nyelvii 6sszefoglalas

A bélcsatorna kiilonb6zd feladatainak szabalyozdsat egy komplex idegi hélézat, a
bélidegrendszer végzi. A bélidegrendszert felépité neuronok, gliasejtek és Cajal-féle
intersticidlis sejtek gangliondlt plexusokat hoznak létre, igy biztositjdk a felszivds, a
szekrécid és a bélperisztaltika Osszehangolt mikodését. A kiils6 hosszanti és belsd
korkoros izomréteg kozott helyezkedik el a myenterikus plexus, melynek f6 feladata a bél
motoros funkcidinak szabalyozésa.

Napjainkban a fejlett nyugati kultirdkban, foleg a fiatal felndttek korében rohamosan
novekszik a gyulladdsos bélbetegek szdma. A Crohn-betegség (Crohn’s disease, CD) a
bélfal ismeretlen eredetli, annak minden rétegére Kkiterjedd, bélszakaszonként eltérd
mértékli gyulladdsa. A betegeknél a silyosabb vagy enyhébb gyulladdsos folyamatok
tiinetmentes periddusokkal véltakozhatnak. A CD szovodményeként a kordbban
gyulladdson atesett teriileteken a bélfal megvastagszik, szukiiletek, striktirdk alakulhatnak
ki, mely bélelzarédashoz, vagy akar haldlhoz is vezethet. Bar a striktirdk a CD
legstlyosabb €s leggyakoribb szovodményei, kialakulasuk oka még nem ismert.

Az utébbi évtizedben szdmos kisérletes dllatmodellt dolgoztak ki, melyek jol
modellezik a CD-et kiséré akut gyulladdsos folyamatokat, azonban egyik sem alkalmas a
CD krénikus szovOdményeinek vizsgdlatdra. Ezért munkdnk elsddleges célja egy olyan
colitises patkdnymodell eldéllitdsa volt, mely alkalmas a CD-re jellemzd gyulladdsos és
tiinetmentes periddusok valtakozdsat kisérd patologids folyamatok akut és krénikus
kovetkezményeinek tanulmédnyozdsara. A colitist 2, 4, 6-trinitrobenzénszulfonsavval
(TNBS) indukéltuk. A TNBS-t (10 mg) etanolos oldatban (25%) juttattuk a vastagbél
disztdlis teriiletére. A gyulladdsos periddusok felldngoldsat a TNBS kezelések ismétlésével
valtottuk ki, s a kezelést kovetd els6 és nyolcadik nap kozott a bélgyulladds akut, mig a
hatvanadik és szdzhuszadik nap k6zott annak kronikus kovetkezményeit vizsgaltuk.

A TNBS kezeléseket kovetden kisérleti 4dllatainkban kialakultak az akut
bélgyulladast kiséré gasztrointesztindlis tiinetek, de a mortalitds gyakorlatilag
elhanyagolhaté volt, a patkdnyok testtomege folyamatosan gyarapodott a 120 napos
kisérleti periddus alatt. Makroszképos morfometriai vizsgédlataink sordn megéllapitottuk,

hogy a nyalkahartydban a fekélyek kiterjedése a TNBS kezelések i1smétlésével
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folyamatosan csokkent. A kronikus fizisban mégis bélsziikiiletek alakultak ki, melyek
szdma €s kiterjedése a gyulladasos periddusok fellingolasaval novekedett.

Bar a Crohn-beteg péciensek gasztrointesztindlis panaszainak jelentds részét a
myenterikus neuropatia okozza, a bélidegrendszerben az ismétlodd gyulladdsos folyamatok
kovetkeztében kialakuld strukturdlis és molekularis elvéltozasok a mai napig nem
ismertek. Ezért fénymikroszkopos vizsgalataink sordin HuC/HuD pédnneurondlis markerrel
immunhisztokémiai festéseket végeztiink, €s mértilk a myenterikus neuronok denzitasét és
teriiletét a bélgyulladds akut (4. és 8. nap) és kronikus (90. és 120. nap) fazisdnak
kiilonboz6 iddpontjaiban. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az dregedési folyamatok sordan
az enterikus neuronok szdma csokken, méretiik pedig n6, ezért az adatokat minden esetben
az azonos korua kontroll allatokban mért értékekhez viszonyitottuk. A neuronok denzitdsa a
kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen mar az els6 TNBS kezelést kovetd 4. napra a
vastagbél fekélyes, illetve az ahhoz proximaélisan €s disztédlisan kapcsolddo ép teriiletein is
szignifikdnsan lecsokkent. A 8. napig a fekélyes teriileten tovdbbi szignifikans sejtszam
csOkkenést detektdltunk. A mdasodik és harmadik TNBS kezelés utdn azonban a neuron
pusztulds kisebb mértéki volt, csak a fekélyes teriiletre korlatozddott, a sejtek szama a 4.
és 8. nap kozott mar nem csokkent. A bélgyulladéds kronikus fazisdban a neuronok szama
egyik kisérletes csoportban sem tért el szignifikdnsan az azonos kord kontroll
csoportokban mért értékektol.

A myenterikus neuronok méretének szignifikans csokkenését minden allatcsoportban
kozvetleniil az intenziv sejtpusztulds befejez0dése utan, az els6 TNBS kezelést kovetd 8.
napon, s az ismételt kezeléseket kovetd 4. napon detektiltuk. Ezért feltételezziik, hogy a
gangliondlis atrendezddést kisérd bonyolult anyagcserefolyamatok sordn a ganglionokon
beliil felborulhatott a vizhaztartds egyensulya, s ez vezethetett azutdn a myenterikus
neuronok zsugoroddsiahoz.

A bélsziikiiletek teriiletén bekovetkezd ultrastruktiralis véltozdsokrél még keveset
tudunk, ezért fény- és elektronmikroszkdpos kvantitativ és morfometriai mddszerekkel
vizsgaltuk a bélfal szovettani szerkezetét a harmadik TNBS kezelést kovetd bélgyulladas
krénikus fazisdban kialakult striktdrdk teriiletén. Mivel a szomszédos enterocitdk kozotti
szoros sejtkapcsolatok szélessége a 90. és 120. napon is a kontrollhoz hasonlé volt,
megéllapitottuk, hogy a nyalkahartya integritdsa helyredllt. A 90. napra mind a
nyélkahartya sajat izomrétege, mind a bélfal kiilsé hosszanti és belsé korkoros izomrétege
megvastagodott. Amig a nydlkahartydban reverzibilis, addig a kiils6 izomrétegekben
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irreverzibilis szOvettani elvaltozasok torténtek. A 90. napon a myenterikus ganglionok
strukturdlisan épnek tlintek, azonban a 120. napon az apoptdzis jeleit figyeltik meg.
Emellett a ganglionok és a kornyezetiikben elhelyezkedd Cajal-féle intersticidlis sejtek és
simaizomsejtek koriil extracellularis matrix elemek halmozodtak fel. A  korkoros
izomrétegben az extracelluldaris métrix mennyiségére a simaizomsejtek kozotti tavolsagbol
kovetkeztettiink, mely a 90. és 120. napon is a kontroll értékek tobbszorose volt.
Morfometriai méréseink eredményeit molekuldris bioldgiai vizsgélatainkkal is sikeriilt
aldtdmasztanunk. Az extracelluldris matrix degradaciéjanak szabdlyozdsaért felelds matrix
metalloproteinaz 9-et (MMP9) kédolé6 mRNS-ek fokozott expresszidjat a harmadik TNBS
kezelést kovetden a fekélyes, valamint az ahhoz kapcsolddé ép bélszakaszokon is
kimutattuk. A vastagbél fekélyes teriiletein ugyanakkor sajat szoveti gatlgjanak (TIMP1)
represszidjat detektaltuk. A kaszpdz-9 proapoptotikus markerrel végzett posztembbeding
immunhisztokémiai vizsgdlatainkkal a 90. napon a simaizomsejtekben, majd a 120. napon
a myenterikus ganglionokban is kimutattuk az apoptotikus kaszkad beinduldsat.

A tovabbiakban megvizsgéltuk azt, hogy kiillonb6z6 molekuléris faktorok hogyan
befolyasoljdk a bélgyulladast kisérd akut €s kronikus patoldgids folyamatokat. Kisérleteink
sordn az antioxiddns hemoxigendz (HO) rendszer indukdlhaté tagjanak, a HO-1-nek
fokozott mRNS expresszidjat a colon fekélyes teriiletein mér a bélgyulladds kivaltasit
kovetd 4. napon detektaltuk. A TNBS kezelések ismétlésével a HO-1 mRNS-ek relativ
szintje tovabb novekedett, s a nydlkahdrtya regeneracidjat kovetden a kronikus fazisban is
végig magas maradt. Bar a HO-1 indukciét a bélgyulladas akut fazisaban a fekélyes
teriilethez proximalisan is kimutattuk, a kronikus fazisban az enzim az ép bélszakaszokon
represszalt allapotban volt. A TNBS kezelések ismétlését kovetéen a transzformald
novekedési faktor beta (TGF-beta) citokin 2-es és 3-as izoformdjanak mRNS expresszidja
a CD-re jellemzd, klinikai adatokbdl ismert mintdzatot mutatta. A TGF-beta 2-t k6dol6 gén
indukalédott, mig a 3-as izoforma génje represszilt dllapotban volt.

Szovettani és molekularis biologiai mddszerekkel is bizonyitottuk, hogy sikeriilt
eldallitanunk egy olyan TNBS-val indukalt colitises patkdnymodellt, mely alkalmas a CD-
re jellemz6 fellingold bélgyulladds akut €s kronikus kovetkezményeinek vizsgdlatara is.
Feltételezziik, hogy a colitis kivaltdsit kovetéen a bélfalban aktivdlédé védelmi
mechanizmusok hatterében a HO-1 fokozott expresszidja 4all. Bar a nydlkahartya
regenerdcidjat eldsegité akut prekondicié az ismétlddé gyulladdsos folyamatok sordn a
bélidegrendszerben is érvényesiilt, nem befolydsolta a krénikus szovodmények
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kialakuldsat. Megallapitottuk, hogy a bélfal izomrétegeinek megvastagoddsat, s igy a
striktirdk kialakuldsat nem a bélnydlkahartya integritdsdnak sériillése, s nem a
bélgyulladast kisér0 myenterikus neuropdtia, hanem az extracelullaris matrix elemek

felhalmozddasa miatt a simaizomsejtek innervacidjanak sériilése okozta.
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VL. 2. Summary

Digestive functions are regulated by a complex neuronal network, the enteric nervous
system (ENS). The enteric neurons, the interstitial cells of Cajal’s and the glial cells
organized into two major ganglionated plexuses and direct the processes of absorption,
secretion and peristalsis. The motor functions are regulated by the myenteric plexus
located between the circular and longitudinal layers of the muscularis externa.

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are the group of chronic intestinal inflammatory
conditions. Nowadays IBDs are becoming more common in Western societies particularly
among young people. Crohn’s disease (CD) is a multifactorial, relapsing disorder with
chronic inflammation involving all layers of the gut wall. The development of irreversible
pathological alterations including stricturing complications in response to the repetitive
relapsing inflammations characteristic of CD leading to partial or total intestinal
obstruction with potentially life-threatening consequences. Nevertheless, the pathogenesis
of strictures is still unclear and no direct therapeutic strategies exist to effectively prevent
or reverse this condition.

Over the past two decades, experimental animal models of IBDs have proven to be
important tools for detecting potential therapeutic agents and investigating pathogenesis.
One of the most widely used Crohn-like model obtained by local application of the
haptinizing agent 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). Nevertheless, in most cases
the induction of acute enterocolitis with a single high dose of TNBS was not able to
generate pathological alterations characteristic to CD not mentioned the high mortality
rate. Therefore, we aimed to establish a rat model of chronic colitis suitable to investigate
structural and molecular changes in the whole thickness of the gut wall throughout a 120
day experimental period. Repeated administration of TNBS (10 mg) in 25% ethanol was
applied to mimic repetitive recurrent inflammations, and between the 1** and 8" day post-
induction the acute, while between 60" and 120 day the chronic consequences of colitis
were investigated.

TNBS-treated rats displayed severe ulcerative intestinal inflammation, but the
mortality was negligible, and a gradual increase of body weight was characteristic in all the
rats throughout the experimental period. Irrespectively of the number of treatments the
severity of the first symptoms was equivalent however, the length of the recovery time
decreased spectacularly after repeated treatments. Besides, alleviated macroscopic mucosal

damage and also accelerated mucosal healing were salient in the acute phases of
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inflammation after repeated doses. Strictures first appeared 60 days after the TNBS
treatments and the frequency of strictures increased until day 120™.

The intestinal symptoms common among CD patients are often caused by intestinal
motility abnormalities related to myenteric neuropathy. Although there have been
numerous studies of the ENS in inflammation, the structural and molecular changes to the
ENS under the repetitive recurrent inflammations have not been studied yet. Therefore
light microscopic immunohistochemistry using HuC/HuD as a pan-neuronal marker were
used for determine the density and the area of myenteric neurons in different time points of
acute (4™ and 8™ day) and chronic (90" and 120" day) intestinal inflammation in all three
TNBS-treated groups. Since age-related loss and swelling of enteric neurons is well
documented, data were always compared to age-matched controls.

According to previous data, significant decrease in the number of neurons was first
demonstrated 4 days after the administration of a single dose of TNBS, and further
significant decrease was demonstrated until day 8™, Moreover, the decrease in myenteric
neuronal density was not limited to the apparent inflamed area. Proximal and distal to the
inflamed colonic segment significant neuronal loss with smaller scale was noticed 4 days
after the first TNBS administration. However after applying repeated doses of TNBS
neuronal loss was strictly limited to the inflamed segments of the colon, and did not
accelerated between 4™ and 8" days. Nevertheless, eight days after the treatments further
neuronal loss was not detected, myenteric neuronal numbers were equal with the aged-
matched controls.

Shrinkage of neuronal cell bodies was demonstrated in the acute phase of
inflammation in the inflamed and also adjacent proximally and distally to the inflamed
segment of the colon. Decrease in neuronal size after a single dose of TNBS was
demonstrated first at the 8" day, and already at the 4™ day after the repeated doses. Since
myenteric neuronal loss was completed until these time points, we hypothesized that the
inflammation accompanying imbalance of water homeostasis was resulted in the
morphometric alterations. In the chronic phase the restoration of impaired morphology of
myenteric neurons was observed, which was speeded up after repeated treatments.

Light- and transmission electron microscopic morphometry was used to investigate
the ultrastructure of intestinal strictures developed in the chronic phase of the inflammation
after the third TNBS treatment. Morphometrical analyzes revealed significant thickening
of the lamina muscularis mucosae and the external muscle layers on the 90" day. While
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until the 120" day further significant thickening was measured in the external longitudinal
and circular muscle layers, the thickness of lamina muscularis mucosae was similar to the
controls.

Transmission electron microscopy showed complete reepithelialization in the
strictured region. The width of TJs between adjacent epithelial cells did not change
compared to controls. Intraepithelial lymphocytes were common observed, which are
contributed to maintaining the functional integrity of the mucosal barrier and ensuring
epithelial regeneration. On the day 90" myenteric ganglia and interstitial cells of Cajal’s
were seemingly intact, while on the day 120" the morphological signs of apoptosis were
frequently seen and excess matrix deposition was recorded between smooth muscle cells
within the circular muscle layer. The induction of apoptosis was confirmed by quantitative
post-embedding immunohistochemistry using anti-caspase-9 primary antibody on the 90™
day in the smooth muscle cells and on the 120" day also in myenteric ganglia.

Alterations in mRNA expression of different inflammatory markers and other
regulatory molecules under the repetitive relapsing inflammations were investigated by
quantitative real-time polymerase chain reaction. Marked increase in the gene expression
of the antioxidant enzyme, hemeoxygenase-1 (HO-1) was demonstrated in the inflamed
colonic segment already after the 4t day of the single dose of TNBS administration.
Overexpression was observed in a great extent after the second and even more after the
third treatment, and high level of HO-1 mRNA was sustained even in the chronic phase of
inflammation. While induction of HO-1 was also detected adjacent proximally to inflamed
segment in the acute phase of the inflammation, gene repression was demonstrated in the
non-inflamed sites of the colon in the chronic phase. CD-like expression profile of the
transforming growth factor-beta (TGF-beta) isoforms was showed after repeated TNBS
doses, TGF-beta 2, but not TGF-beta 3 mRNA was upregulated in the inflamed and also in
the non-inflamed sites. Matrix metalloproteinase 9 (MMP), which is involved in the
remodelling of ECM was upregulated after the third TNBS treatment in all three colonic
segments. Nevertheless, downregulation of the tissue inhibitor of metalloproteinases-1
(TIMP1) was detected in the inflamed segment at the same time.

In conclusion, we provided a suitable rat model to investigate acute and also chronic
consequences of bowel inflammation characteristic to CD. Our findings indicate that
experimentally provoked recurrent repetitive inflammations develop preconditioning effect
by speeding up mucosal healing and restoring myenteric neuronal injury. Decreased
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severity of gut inflammation after repeated TNBS treatments might be associated with the
persistent upregulation of HO-1 expression. However, HO-1 activation could not prevent
the development of chronic pathological alterations occurred within the gut wall.
Therefore, we suggest that deficient innervation of smooth muscle cells due to the
accumulation of extracellular matrix rather than impairment of mucosal barrier function or

myenteric neuropathy resulted in stricture formation.
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