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A hasuiregi gyulladasos megbetegedések és ezek sebészeti szovédmeényekéent
jelentkezé motilitasi zavarok, transluminaris gyulladasok, peritonealis adhesiok
megelézésének lehetdségei

2002-2005

ALLATKISERLETES MODELLEK:

1. Toxicus anyagok bejuttatasanak és kulénbdzé korallapotok (appendicitis,
endotoxaemia, diabetes, cytostaticus kezelés) Kkivaltotta valtozasok a bélfal
beidegzésére

El6zmények: Munkacsoportunk a kutatasi periodus elején patkany, egér, kutya, majd
human anyagon elsajatitotta és biztos szintre emelte az (gynevezett whole-mount (azaz
teljes vastagsagu) preparalasi technikat, amellyel jol attekintheté harom-dimenzids képet
kaphatunk a bélfalrdl illetve a bélfal beidegzésérél. E moddszer segitségével a bél
beidegzését kettos festéssel vizsgaltuk a myentericus és a submucosus plexusban.
Nevezetesen a nitricus beidegzést az nNOS kimutatasara szolgald6 NADPH-diaphorase
technika alkalmazésaval, mig a cholinerg beidegzést acetilkolineszteraz hisztokémiaval
mutattuk ki. Computer image analizatorral meghataroztuk a plexusok idegtorzseinek
szdmat, nagysagat, vastagsagat, illetve az adott terliletben elfoglalt lefedettséget.
Appendicitis: A hasuregi gyulladdsos megbetegedesek egyik leggyakoribb, még ma is
sok szovodmeényt és idénként fatalis kimenetelt is okozO korképe az appendicitis. A
betegség koreredetének tisztazdsdra prospektiv. modon human mitéti anyagot

gyijtottunk, feljegyezve a betegség kezdetét, tlneteit, laboratoriumi adatait. Az
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eltavolitott appendixeket a miitében Zamboni oldatban rdgzitettiik. A gyulladas stadiumat
két flggetlen patholégus hagyoméanyos szovettani vizsgalattal &llapitotta meg.
Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az appendicitis a bél motilitasaban kritikus
szerepet jatszd nitrikus beidegzés neuronalis hypertrophigjaval tarsul az esetek talnyomo
tobbsegeben. Meglepé6 mddon sokszor olyan esetben is talaltunk neuronélis
hypertrophiat, amikor a beteg tlinetei egyértelmien appendicitisre utaltak, de a klasszikus
szOvettani vizsgalat nem mutatott klasszikus gyulladast. Mivel a mitét a beteg panaszait
ez esetben is megsziintette ezért joggal feltételezhetjik, hogy valamilyen az appendicitis
kialakulasaban szerepet jatszd kronikus behatds (példaul a kréonikus lumen obstrukcio
vagy az ismételt gyulladasos epizodok) valthat ki neuronalis hypertrophiat, ami az
appendix funkcidjaban idéz el6 feltételezhet6 valtozast. A vakon végzédo appendixben
specialis beidegzés kell mtikodjon a kell6 Grilés biztositasdra. A hypertrophiasan
modosult beidegzés talan nem képes a féregnyulvany funkciok biztositasara, és ez
szerepelhet az appendicitis aetiologiajakent.

Endotoxemia: Balb/c egereken ismételt intraperitonealis LPS injectioval (10 mg/kg,
Salmonella typhimurium, Sigma) sepsist valtottunk ki és tobb szervrendszerben —egyebek
kdzt a bélrendszerben és a kozponti idegrenszerben - meghataroztuk a vaszkularis
permeabilitast natrium fluoreszceinnel és Evans-kékkel jeldlt albuminnal. Az LPS
kezelés szignifikdnsan fokozta a bélfal permeabilitdsat mindkét markerre nézve a
jejunumban és az ileumban, s az albumin permeabilitas fokozddasat pentozén
poliszulfattal torténé elokezeles mérsékelte. A vekonybél morphologiai vizsgélataval a

nitrerg és cholinerg beidegzeés zavara volt észlelhets6 LPS kezelés utan. A két



idegrendszer egymastol fuiggetlen valtozésai magyarazatot adhatnak a bélgyulladasok
okozta motilitasi zavarok kialakulasara.

Diabetes: Alloxan diabeteses kutyak és streptozotocin diabeteses patkanyok gyomor- és
vékonybeélmintéibol whole-mount prepardtumokat készitettlink és meghataroztuk a Cajal
sejtek gyakorisdgat és kapcsolatrendszerét, valamint a nitrikus es cholinerg beidegzodés
valtozasait. Az aldbbi elvaltozasokat tapasztaltuk: A Cajal sejtek alkotta halozat a
diabeteses egyedekben szignifikdnsan ritkdbb lett. Ez a valtozas a diabetes fennallasanak
hosszatol fliggott jobban mint a diabetes sUlyossagatol. A nitrikus és cholinerg
beidegzésben a myentericus ganglionokban a ganglionsejtek szama a nitrikus iranyba
tolddott el, amely magyarédzhatja a a diabeteses enteropathia eredetét.

Cytostaticus kezelés: Doxorubicin-paclitaxel kombinalt citosztatikus kezelés (napi 5,6

mg/tskg intraperitonealis injection mindkét vegyuletb6l) utan egy héttel feldolgozott
vekonybél-mintakban a nitrikus és cholinerg beidegzédés sulyos karosodasat észleltik.
Mindkét beidegzédésben csokkent a fest6dé ganglionsejtek szdma amely a sejtek

pusztulasara utal.

2. Peritonealis adhaesiok sebészi uton torténé kivaltasa

Vizsgalataink sordn reprodukaltuk a Bakkum és mtsai (1994 Gynecol Obstetr Invest
37:99-105) A&ltal kifejlesztett szemikvantitativ postoperativ  adhesiés  modellt
patkdnyokon. Ennek soran néstény Wistar patkdnyon a parietalis peritoneum felszinen
mindkét oldalon mintegy 1,5x1 cm nagysagu kimetszést vegeztiink, amit harom Vicryl
(5-0, Ethicon) oltessel zartunk és az uterus szarvakat lazan a peritoneum sériiléshez

oltottiik, majd az uterus-szarvakat haromszor érfogoval 10 masodpercig leszoritottuk, s az



esetleges véromlenyt eltavolitottuk. A peritonealis adhaesio mértékét 2 hét mulva
értékeltik ki és az dsszterulet szazalékaval jellemeztiik. Ringer-laktattal kezelt allatokban
(n=6 minden csoportban, atlagtstandard hiba) az adhesio foka 72+3 % volt, mig a matét
utdn adott szdveti tipusu plazminogeén activator (tPA, Yamanouchi, 1 pg/ml) ezt
szignifikansan mersékelte 58+6 %-ra. Ezzel szemben az egyszeri pentozan poliszulfat
oldattal (10 pM) torténé atmosasnak jelentés védo hatdsa nem volt (663 %) Kisérleti
rendszeriinkben. A peritonealis adhesiokat arteficialis surfactant adasaval is sikerilt
szignifikansan csokkenteni (565 %), azonban az esetek egy részében a kisérleti allatok

anaphylaxias reakciojat észlelttk.

3. Vizsgalatok a necrotizal6 enterocolitis allatkisérletes modelljén

A hasuregi gyulladdsos megbetegedések masik nagy csoportjat a necrotizalé tipusi
bélgyulladasok okozzéak. Ezek kilondsen djszilottkorban okoznak sulyos, életveszélyes
szovédményeket. Munkank soran kialakitottuk és jol reprodukalhatova tettik a
necrotizal6 enterocolitis allatkisérletes modelljét asphyxian atesett Ujszulott sertéseken. A
hypoxemia és a mesenterialis erek veratfolyasanak csokkenése bélfali oedeméat és
hemorrhagias bélnecrosist eredményezett. lgazoltuk, hogy a mesenterialis erek
endothelsejtjeinek corticalis F-actin citoszkeletalis szerkezetének atrendezédese, stressz
rostok kialakulasa szerepet jatszhat a vascularis karosodasok kialakulasaban. Kimutattuk,
hogy az asphyxia-indukalta necrotizalo enterocolitis kialakulasaban a nitrogen
monoxidnak és a citokineknek pathogenetikai szerepe van. A bél plexusaiban megfigyelt
morphologiai elvaltozasok hozzajarulhattak a bélmotilitasi zavarok kialakulasahoz. A

bélnyalkahartya barrier funkciojanak romléasat a bélfal-vizenyé és a permeabilitasi



markerek fokozott extravazacioja jellemezte, a sejt-sejt zarokapcsolatok romlédsa pedig
bacterium translocatiot eredményezett. A nyirokereket a whole-mount technikaval
sikerllt lathatovd tenni és ebben az enterocolitises egyedeknél a baktériumok
kimutathatéak voltak. Ezek alapjan feltételezzik, hogy a sejt-sejt zardkapcsolaton

translokalddott korokozok elsédleges Utja a bélfal nyirokatjaban vezet.

IN VITRO KISERLETES VIZSGALATOK:

1. Epithelialis sejtek egysejtrétegii tenyésztése, toxicitasi vizsgalatok

Sejttenyészté laboratoriumunkban rutinszeri lehetéség volt bél epithelialis sejtek
tenyésztésere. Toxicitasi vizsgalataink Caco-2 intestinalis sejtvonal (ATCC) valamint
HT29 human colon adenocarcinoma sejtvonal (ATCC) szoros zéardkapcsolatokat
IétrehozO egysejtrétegein torténtek MTT assay segitségével. A sejteket 96-lyuku
edényekben tenyésztve (37°C; 5% CO,; DMEM, 10% FBS, streptomycin, penicillin, L-
Glu, piroszélésav) kimutattuk, hogy kulonbdz6 citosztatikus gyogyszerek (pl.
doxorubicin, paclitaxel), a bakterialis endotoxin (E.coli 0111:B4, 1-1000 ng/ml, Sigma),
valamint a tumor nekrozis factor-o (rh TNF-a; Sigma, 10 ng/ml) doézis-fliggé maodon
gatoljak a bél epithelialis sejtek proliferaciojat. Pentozan poliszulfat (Arthropharm Ltd.;
10-30-100 uM) hozzaadésa mérsekelt, de szignifikdns modon csokkentette a bakterialis
LPS Kkivaltotta sejtpusztulast, mig a citosztatikus szerek es a citokin kivaltotta

proliferacié-csokkenést szignifikans moédon nem befolyésolta.



2. Permeabilitési vizsgalatok Caco-2 bél epithelialis sejtvonalon

A monolayer permeabilitasi vizsgélatokhoz a Caco-2 sejteket permeabilis filtereken
(Transwell, 0,4 pm pérusméret, 1 cm? felszin, Costar-Corning) tenyésztettik, s
ellenallasméré miszer (EVOM, WPI) segitségével meghataroztuk a transepithelialis
elektromos rezisztencidt (TEER). A Kkiserletek a tenyesztés 11-16. napja kozott
kezdddtek, amikor az egysejtréteg permeabilitisa meghaladta a 400 Qxcm? értéket.
Ekkor az epithelsejtek tapoldatat basolateralis oldalon bakterialis LPS (1-1000 ng/ml)
vagy TNF-a (Sigma, 10 ng/ml) hozzaadasaval 48 orén at kezeltiik, mikozben kovettik a
TEER valtozasat. Pentozan poliszulfat 100 pM-os dozisa szignifikdnsan mérsékelte a
rezisztencia mintegy kétharmados csokkenését a vizsgalt monolayereken. A Kkisérlet
vegen natrium fluoreszcein (ms: 376 Da) és Evans kékkel jel6lt albumin (67 kDa)
markerek segitségével permeabilitasi vizsgalat is tortént, amelynek sordn a pentozannak
hasonl6an jotékony hatdsa volt: gatolta az epithelialis permeabilitasi koefficiens
emelkedését mindkét permeabilitasi markerre nézve.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy LPS hozzadasa jelentésen megvaltoztatja az F-
actin cytoskeletalis fehérje disztribuciojat a tenyésztett Caco-2 epithelialis sejtvonal
monolayerében. Emellett a zonula occludens-1 (ZO-1) tight junction marker festédésenek

kifejezett megvaltozasa, a szoros zardkapcsolatok hidnya volt észlelheto.



