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Bevezetés

A Dbéltraktus mikddésének fontos szabalyozé mechanizmusa a leszall6 gatlé
beidegzés, mely lokalis idegi reflexeken keresztll torténik. A simaizomzat relaxaciojaért
dontéen a non-adrenerg, non-kolinerg (NANC) idegelemek a felel6sek, ezen idegrostok
esetében a vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) és az adenozin-trifoszfat (ATP)
ingeruletatvivé szerepe feltételezhetd, de sok esetben mas anyagok, un. non-purinerg, non-
peptiderg neurotranszmitterek, pl. a nitrogén-monoxid (NO) jatszhatnak szerepet.

A normal bélmotilitas koordinalasaban a bélfali idegelemeken kivil fontos szerepuk
van a Cajal-féle intersticialis sejteknek is. Erre vonatkozo indirekt bizonyitéknak tekinthetd,
hogy tobb motilitas-zavarokkal jaré korkép patogenezisében kimutathaté a Cajal-sejtek

fiziologiai funkcidézavara vagy szamszer(i megfogyatkozasa, esetleg eltlinése is.

Célkitlizések

A tapcsatorna egyes terlletein -az el6zetes irodalmi adatok alapjan- feltételezhet6 a
NANC gatlé idegelemek jelenléte. Ez a gatld hatas kiléndésen a sphincter régidknal lehet
jelentés a zsiger mikodése szempontjabol. Munkank soran ezért a kovetkez6 kérdésekre

kerestuk a valaszt:

1) Milyen lokalizaciéban és megoszlasban talalhaték a nitrogén-monoxid tartalmu
idegelemek (idegsejtek, idegrostok) a tapcsatornaban?
a) A tapcsatorna mely teriiletein fordulnak el6 jelentés mértékben nitrerg
idegelemek?
b) Egy-egy teruleten belll a tapcsatorna melyik rétegében, milyen strukturakban
lehet kimutatni nitrerg idegelemeket?
c) Mivel az irodalmi adatok szerint a periférias idegrendszer idegelemeiben a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz (NADPH-d) enzim-aktivitas a
neurdlis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) markere, ezért dsszehasonlitottuk a
gyomor-bélcsatorna NADPH-d és nNOS jelélt idegelemeinek megoszlasat.
d) Kimutathaté-e eloszlasbeli és mennyiségbeli kilénbség a sphincter és nem-
sphincter tertiletek NO-tartalmu idegelemei k6z6tt?
2) A pylorus, mint kitlintetett fontossagu sphincter-régio teruletén a nitrerg idegelemek

fény- és elektronmikroszkdpos megjelenésének, eloszlasanak tanulmanyozasa.



Kimutathaté-e VIP a pylorus idegelemeiben, milyen megoszlasban és
lokalizacioban? Hogyan viszonyul a NO és a VIP tartalmu idegelemek megoszlasa

és lokalizacioja egymashoz?

3) Kimutathatéak-e kozvetlen morfologiai kapcsolatok fény- és elektronmikroszképosan

macska pylorusanak nitrogén-monoxid tartalmi idegelemei és a feltételezhet6
célsejtjeik (simaizom, érfal sejtjei, mirigyek, felszini ham, mas idegsejtek illetve az

immunrendszer sejtes elemei) k6z6tt?

4) Kimutathaté-e valtozas gyulladasos koriilmények (experimentalis, indukalt colitis

ulcerosa) hatasara a vastagbélben a nNOS lokalizaciojaban? Hogyan valtoznak
gyulladas hatasara a nitrerg idegelemek és a simaizom motilitasanak
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszd Cajal-féle interstitialis sejtek jellemzdi, illetve

egymassal val6 kapcsolataik?

Anyag és modszer

Allatkisérletes mintakat az alabbi teriiletekbdl vettiink:

Macska: pylorus, ampulla hepatopancreatica (sphincter Oddi), ileum, ileocoecalis
szajadék, colon.

Patkany: colon

Modszerek:

NADPH-diaforaz enzimhisztokémia, nNOS immunhisztokémia: Az
immunhisztokémia soran avidin-biotinilalt peroxidaz komplex segitségével (ABC
maodszer) mutattuk ki a nNOS enzim elhelyezkedését.

nNOS immuncitokémia: A Vibratommal készitett metszeteken immunreakcié, majd
ozmiumos utdfixalas és beagyazas tortént. Ultravékony metszeteket (45-80 nm)
készitettink, majd azokat uranilacetattal és o6lomcitrattal festettuk és Jeol 100
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Kontroll: normal szérummal inkubalt, illetve primer antitest + feleslegben adott antigénnel
inkubalt metszetekben immunjelélés nem volt megfigyelhetd.

Experimentalis trinitrobenzol szulfonsav (TNBS)-indukalt colitis

Vizsgalatainkhoz patkanyokat hasznaltunk. 48 oOras éheztetés utan az elaltatott
patkanyok colon descendensének Ilumenébe rectalis szondan keresztil TNBS-t
injicialtunk, majd 1, illetve 2 nap mulva vizsgaltuk az érintett vastagbél-tertletet (nNOS

és VIP immunhisztokémia és -citokémia).



Az Adllatkisérletes munkat az el6irasokat (243/1998 allatvédelmi toérvény, a Magyar
Tudomanyos Akadémia Egészseéglgyi Tudomanyos Tanacsanak allatkisérletekre vonatkozo

etikai kddexe) betartva végeztik.

Kvantitativ értékelés: a jelzett idegsejteket illetve idegrostokat 2,000-3,000 um2 terleten

megszamoltuk s szamukat 100 umz-re atlagolva adtuk meg.

Eredmények

Az emésztécsatorna kiilonb6zé szakaszainak vizsgalata - kilonos tekintettel a
pylorusra

NADPH-d és NOS jelolt idegsejteket minden vizsgalt tertleten talaltunk, féleg a
myentericus fonatokban. Egy-egy nagy multipolaris idegsejtet a plexus submucosusban is
megfigyeltink. Elvétve magaban a belsd korkdrds izomrétegben és a nyalkahartyaban is
talaltunk néhany pozitiv idegsejtet. A plexus myentericus pozitiv sejtjei szignifikansan
magasabb szazalékban fordultak elé a sphincter-régiékban — igy a pylorus, a m. sphincter
Oddi és az ileocoecalis szajadék terliletén —, mint az emésztécsatorna tobbi részén.

A jeldlt idegrostok mindkét mdodszerrel megegyezd megoszlasban és lokalizacioban
fordultak el6 az emésztécsatorna vizsgalt teriletein. Jeldlt idegrostok legnagyobb
mennyiségben a bels6é korkdrés izomrétegben, féleg a tela submucosa felé esé terlleten
helyezkedtek el, mig a kilsé hosszanti izomrétegben egyaltalan nem, vagy csak elvétve
figyelhettink meg pozitiv reakciét mutatéd idegrostokat. A tela submucoséaban futé erek
mellett is lattunk egy-egy enzim- illetve immunreaktiv idegsejtet és idegrostot. A tunica
mucosaban az erek mellett és a mirigyek, illetve a Lieberkihn-kriptak szomszédsagaban is
megfigyeltlink pozitiv idegrostokat.

A pylorus idegelemeiben a NOS és VIP immunreaktiv idegelemek lokalizacioja és
megoszlasa hasonlé volt.

A NOS immuncitokémiaval jelolt idegvégzédésekben egy-egy mitokondrium és
szamos nagy szemcses (atmeérd: 80-120 nm) és kis Ures (atméré: 30-40 nm) vezikulum volt
megfigyelhetd. Kimutattuk, hogy a nagyszamu szinaptikus vezikulat tartalmazé NOS
immunreaktiv idegterminalisok mindkét intramurdlis fonatban valddi interneuronalis
szinapszisokat alkottak az ott elhelyezkedd nem jel6lt idegsejtekkel. Talaltunk NOS negativ
idegrostok és NOS pozitiv idegsejtek kozotti szinapszisokat is. Szamos immunreaktiv

idegterminalis a belsé korkdrds izomrétegben, a simaizomsejtek kdzvetlen kdzelében



helyezkedett el. Jeldlt idegvégzédéseket talaltunk kapillarisok endothelsejtjeinek kdzvetlen
kozelében, az arteriolak adventiciajaban, a tunica media simaizomsejtjeihez kdzel. Néhany
immunjeldlt idegvégzédés a nyalkahartyaban a felszini hamsejtek alatt, immunkompetens
sejtek (lymphocytak, plazmasejtek) kozvetlen kozelében is megfigyelheté volt. Az
immunjelzett idegterminalisok és feltételezett célsejtjeik sejtmembranja kozotti tavolsag 20-
250 nm volt. (Az irodalmi adatok szerint a distant synapsis esetében akkor lehet fiziolégias

hatassal szamolni, ha a szinaptikus tavolsag maximum 1 ym.)

Experimentalis colitis vizsgalata

A kisérletes colitis indukciéja utan 1 nappal a kezelt allatokban fénymikroszképosan
enyhe gyulladasos jeleket észleltink. 2 nappal a TNBS-kezelést kdvetéen mérsékelt colitis
szoveti jeleit lattuk (diffuz gyulladasos sejtes besz(ir6dés). A plexus myentericus és
submucosus, valamint a tunica muscularis simaizomzata morfoldgiailag épnek latszott. A
colitis altal érintett terlleteken a NOS és VIP pozitiv idegrostok szama csOkkent a kontroll

mintakhoz, illetve a nem gyulladasos teruletekhez képest.

A Cajal-féle intersticialis sejtek egy része a colitises mintakban viszont NOS
immunreaktivva valt, mig a kontroll allatok vastagbelében és a gyulladasos jeleket nem
mutatd vastagbél-szakaszokban ezek a sejtek egyaltalan nem mutattak immunreaktivitast. A
NOS pozitiv interstitialis sejtek szama magasabb volt a gyulladas terlletéhez kdzel, a bels6
korkords simaizomréteg teruletén, annak a tela submucosa felé esd terlletein (plexus
submuscularis).

Megfigyelhet§ volt az immunreaktiv Cajal-féle sejtek kbdzvetlen kapcsolata
simaizomsejtekkel (a két sejt sejthartyajanak tavolsaga 20-30 nm volt). Az immunpozitiv

Cajal-féle sejtek tobb esetben kdzeli kapcsolatban voltak a NOS jeldlt idegterminalisokkal is.

Megbeszélés

Ismereteink szerint a béltraktus NO tartalmu idegrostjai alapvet6 szerepet jatszanak
a perisztaltikus mikddés soran létrejové aboralis relaxacio kivaltasaban. A korabbi irodalom
a NADPH-d pozitiv idegsejteket csak a plexus myentericusban irta le, sajat vizsgalatainkban
viszont pozitiv sejteket talaltunk a submucosus fonatban és a belsd, korkords
simaizomrétegen belll és a nyalkahartyaban is. Valészin(i, hogy ezen NO-tartalmu sejtek

funkcidja — eltéréen a myentericus fonat idegsejtieinek mikodé-sétél — nem elsésorban a



perisztaltika soran torténd relaxacié megvalésitasa, hanem a falon atfolyé vérmennyiségnek,

A NO tartalmu idegelemek emésztérendszeri zardizmok tonusanak szabalyozasaban
betdltott szerepére utal [ényegesen magasabb szamuk a pylorus, a m. sphincter Oddi és az
ileocoecalis szajadék teriletén. Ezt sajat eredményeink is alatamasztjak.

A nitrerg idegelemek ultrastrukturalis vizsgalatai megerésitették a neuronalis NOS
dontéen szolubilis elhelyezkedését, egy kisebb frakcidja viszont membranhoz, valdsziniileg
az endoplazmatikus retikulumhoz kotott. Elképzelhetd, hogy az enzim itt torténé de novo
szintézise miatt észlelhetd eza — mialtalunk is kimutatott — frakcio.

A NOS immunreaktiv idegrostok mindkét idegfonatban észlelhetd interneuronalis
szinapszisai a NO valoszinl posztszinaptikus neuralis hatasara utalnak; ezen nitrerg

idegelemek a lokalis idegreflexekben jatszhatnak szerepet.

A NOS aktivitasanak, megoszlasanak colitisben bekdvetkezett valtozasaira kevés
irodalmi adat talalhaté. Colitis ulcerosas mintadkon a lamina muscularis mucosae NO
tartalmua idegrostjainak er6s megfogyatkozasat vagy teljes eltlinését tapasztaltak, patkany
experimentalis colitisében is hasonldé eredményeket kozoltek. Két valészini mechanizmus
gyanithaté a nitrerg idegrostok szamanak csokkenése mogott: valdban degeneralédnak
ezen idegrostok vagy csupan a NOS-expresszié csokken bennik a gyulladas hatasara.

Fertbzéses eredetl colitis esetén a mérsékelt gyulladasos terlleteken az
idegelemekben (submucosus, myentericus fonatok) a NOS és a NADPH-d aktivitas
fokozodasat figyelték meg, de az igen sulyos gyulladast mutaté terileteken a NO tartalmu
idegelemek szamanak csOkkenését irtak le; ez a tény valoszinlleg a fokalis regeneracio
illetve degeneracio eredménye.

Feltételezhet6, hogy a colon Cajal-sejtjeinek legalabbis egy része képes NO-ot
szintetizalni, bizonyos (pl. gyulladasos) korlilmények kozott. Ezt tamasztjgdk ala
vizsgalataink, melyekben az akut colitises mintakban a Cajal-sejtek egy része NOS
immunreaktivva valt, féként a plexus submuscularisnak megfelel6 terileteken. Ez a NO a
gatld neurotranszmissziét modulalhatja, igy a motilitas befolyasolasaban, a kontrakcidok
gatlasaban jatszhat szerepet. igy poétolhatja az idegrost-karosodas miatt kiesé neurogén
eredetl NO hatasait. Végsé soron tehat a Cajal-sejtek a gyulladasos folyamatok soran
plaszticitasukkal hozzajarulhatnak a megbomlott transzmitter-egyensuly helyredllitdsahoz, a

karosodott motilitas normalizalasahoz és a regeneraciohoz.



Kovetkeztetések

1) a nitrerg idegelemek feltételezett célsejtieikhez valé igen szoros kdzelsége miatt a NO
fontos fiziologias szerepet jatszhat
- a bélcsatorna korkoros simaizomrétegének gatlé beidegzésében, a
kovetkezményes aboralis relaxaciéban, mely hatas kifejezetten érvényesil a
zaroizmok, igy a m. sphincter pylori esetében
- a béltraktus vérataramlasanak,
- a gasztroprotekcioban, a bélnyalkahartya védelmében, valamint valdsziniileg a
lokalis immunfolyamatok regulalasaban.
2) Kimutattuk, hogy a kisérletes, mérsékelt gyulladassal jaré colitis ulcerosa soran a
NOS és VIP-tartalmu idegrostok szama kismértékben csokkent.
3) Kimutattuk, hogy a colon Cajal-féle intersticialis sejtjeinek egy része gyulladas
hatasara NOS immunreaktivva valt, azaz a vastagbél Cajal-sejtjeinek legalabb egy része
képes NO-ot szintetizalni gyulladasos korulmények kozott. A termelt NO a motilitas
befolyasolasaban, a kontrakciok gatlasaban, esetleg a nyalkahartya védelmében jatszhat
szerepet. A vastagbél gyulladasos allapotaiban medfigyelheté idegrostpusztulast
ellensulyozé hatds lehet az intersticidlis sejtek NOS enzimjének altalunk kimutatott

aktivalédasa (plaszticitas).
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