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Bevezetés

A bélcsatorna kiillonbozo feladatainak szabdlyozasat egy komplex idegi halézat, a
bélidegrendszer végzi. A bélidegrendszert felépitd neuronok, gliasejtek és Cajal-féle
intersticidlis sejtek gangliondlt plexusokat hoznak létre, igy biztositjdk a felszivds, a
szekrécio és a bélperisztaltika Osszehangolt mikodését. A kiilsd hosszanti és belso
korkoros izomréteg kozott helyezkedik el a myenterikus plexus, melynek 0 feladata a
bél motoros funkcidinak szabdlyozasa.

Napjainkban a fejlett nyugati kulturdkban, foleg a fiatal felndttek korében
rohamosan novekszik a gyulladdsos bélbetegek szdma. A Crohn-betegség a bélfal
ismeretlen eredetli, annak minden rétegére kiterjedd, bélszakaszonként eltéré mértékli
gyulladdsa. A betegeknél a sulyosabb vagy enyhébb gyulladdsos folyamatok
tiinetmentes periddusokkal valtakozhatnak. A Crohn-betegség szovOdményeként a
kordbban gyulladdson atesett teriileteken a bélfal megvastagszik, sziikiiletek
(strikturak) alakulhatnak ki, mely bélelzarédashoz vagy akér haldlhoz is vezethet. Bar
a striktardk a Crohn-betegség legsilyosabb és leggyakoribb szovodményei,
kialakuldsuk oka még nem ismert.

A gyulladdsos bélbetegségek patogenezisével kapcsolatos ismereteink jelentOs
része allatkisérletes eredményekbdl szarmazik. A betegség kémiai indukdldsa széles
korben elterjedt, ilyenkor egészséges éllatokat kezelnek a bélfalat karosité anyaggal,
melynek hatdsdra a nydlkahdrtya integritdsa sériil. Kisérleteink sordn mi is a kémiai
indukciét vélasztottuk a Crohn-betegség modellezésére. A colitist egy haptén
molekuldval, a 2-,4-,6-trinitrobenzén-szulfonsavval (TNBS) valtottuk ki. A TNBS-at
altaldban etanolban oldva adjédk be, mely onmagdban is karositja a nydlkahartyét és
megkonnyiti az anyag bejutasit a sejtek kozé. Az epitelidlis gat sériilését kovetden
beinduld gyulladdsos kaszkdd mechanizmusok kiesnek az immunrendszer ellendrzése
alol, igy a TNBS kovalens kotodése a fehérjékhez egy hosszan elnyult, Thl-tipusi
immunvalaszt generdl. Altaldban ezeket az dllatmodelleket a bélgyulladds akut
hatdsainak vizsgdlatara hasznaljak, a kronikus bélgyulladds szovodményeinek
tanulmédnyozésara azonban nem 4ll rendelkezésiinkre megfeleld kisérletes modell.

Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a myenterikus neuronok szdma méar a

bélgyulladds akut fazisdban drasztikusan lecsokken. Kordbbi tanulmanyokban mar a



colitis kivaltasat kovetd 4. napon 50%-os denzitds csokkenést irtak le, sot a
bélszlikiiletek teriiletén a myenterikus neuronok teljes hidnyat figyelték meg. Béar a
Crohn-beteg paciensek gasztrointesztindlis panaszainak, Ugymint az erds hasi
fajdalom, hasmenés, sz€krekedés jelentds részét a myenterikus neuropatia okozza, a
bélidegrendszerben az ismétlddd gyulladdsos folyamatok kovetkeztében kialakuld
strukturalis és molekuldris elvaltozasok a mai napig nem ismertek.

A bélgyulladés kivaltasat kovetden az immunvélasz kialakitasdért felelds sejtek,
igy a T-limfocitdk, az antigén prezentdl6 dendritikus sejtek valamint a makrofigok
kiilonbozo citokineket termelnek. A gyulladdsgétld transzformdlé novekedési faktor-
betit (TGF-beta) a szuppresszor T-sejtek termelik. A TGF-beta 2 elOsegiti az
extracellularis matrix elemek felhalmozodasat, s igy a hegesedést a sériilt szovetekben.
A TGF-beta 3 ellentétes hatdsu, ugyan segiti az epitélium regenerdcidjit, de ekdzben
nem indjit el fibrotikus folyamatokat. Korabbi kisérletek soran kimutattdk, hogy Crohn-
betegségben a TGF-beta 2-es izoformdjanak génje indukalédott, mig a 3-as izoforma
génje represszalt dllapotban volt.

A szoveti sériiléskor keletkezd reaktiv oxigéngyokok semlegesitésében
kulcsszerepet tolt be az endogén antioxididns rendszer indukdlhaté tagja, a
hemoxigenaz-1 (HO-1). A sebgydgyulds sordn felhalmoz6do extracelluldris matrix
elemeket a matrix metalloproteindzok (MMP) bontjak le. A MMP9 a IV. és V. tipust
kollagén molekuldk degradacidjat okozza, miikodését sajat szoveti gatloja (TIMP1)

szabdlyozza.



Célkitilizések

Doktori munkdm els6dleges célja egy olyan kronikus bélgyulladdsos
patkdnymodell el6dllitdsa volt, amely alkalmas a Crohn-betegségre jellemzo
gyulladdsos és tiinetmentes periddusok véltakozasat kisér0 patologids folyamatok
tanulmdnyozésara. Kiilonos hangsulyt fektettink a Crohn-betegség legsulyosabb
krénikus szovodményeként megjelend bélsziikiiletek kivalté okainak vizsgdlatara. Az
allatmodell eldallitasakor a fellangold bélgyulladasokat ismételt TNBS kezelésekkel
modelleztiikk. A kezeléseket kovetd médsodik €s nyolcadik nap kozott a bélgyulladds
akut, mig a hatvanadik és szdzhuszadik nap kozott annak kronikus kovetkezményeit
vizsgéaltuk fény- és elektronmikroszkopos morfometriai, immunhisztokémiai és

molekularis biol6giai mddszerekkel. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Melyek azok a paraméterek, amelyeknek meg kell felelnie a kronikus
bélgyulladas, €és specidlisan a Crohn-betegség kronikus szovodményeként

megjelend striktirak vizsgalatara alkalmas patkdnymodellnek?

- Hogyan vdéltoznak a myenterikus neuronok kvantitativ paraméterei a

gyulladas akut fazisdban?

- Milyen vdéltozdsok torténnek a myenterikus neuronok kvantitativ

paramétereiben a gyulladas kronikus fazisaban?

- Van-e a bélfalnak olyan strukturdlis eleme, amelynek kitiintetett szerepe

lehet a strikturak kialakulasaban?

- Hogyan véltozik a Crohn-betegségre jellemzd gyulladdsos jelmolekuldk

expresszios mintdzata?



Anyagok és vizsgalati médszerek

Kisérleteinkhez 200-220 g-os felndtt, him patkdnyokat hasznaltunk. A
vastagbélgyulladdst lokdlisan a colonban egy 8 cm-es polietilén kaniil segitségével,
TNBS-val indukéltuk. A gyulladasos €s tiinetmentes periddusok felldngoldsat a TNBS
kezelések ismétlésével, két hetes iddeltolodassal idéztiik eld, igy kontroll, egyszer,
kétszer és haromszor kezelt kisérleti csoportokat alakitottunk ki. A kontroll 4llatokat
fizioldgids sooldattal kezeltiik. A patkdnyok testtomegét és allapotat hetente mértiik és
ellendriztiik. Az egyes kisérleti csoportokba tartoz6 allatokat a kezeléseket kovetden
meghatarozott idopontokban aldoztuk fel a bélgyulladds akut (2., 4. és 8. nap) és
kronikus (60., 90. és 120. nap) fazisdban. A makroszkopos vizsgédlatokhoz a colon
aborilis részérdl kozvetleniil a kiboncolds utdn digitalis felvételeket készitettiink, majd
mértiik a nydlkahartydban kialakult fekélyek kiterjedését.

A fénymikroszképos €s molekuléris bioldgiai vizsgalatokhoz a bélgyulladas akut
fazisdban a colon fekélyes részérdl, illetve az ahhoz proximadlisan és disztalisan
kapcsolodé épnek tlinG teriiletekrdl vettiink mintdkat. Bar a kronikus fazisban
fekélyeket mar nem lattunk, a sebgyogyulast kisérd hegesedés miatt a kordbbi fekélyes
teriiletet el tudtuk kiiloniteni a vastagbél makroszképosan épnek tlind szakaszaitdl, igy
ezekben az idOpontokban is tudtunk mintdkat venni mindhdrom colon teriiletrél. A
bélszakaszokbdl bélnyuzat preparatumokat készitettiink, melyeken HuC/HuD pén-
neurondlis markerrel jeloltiik a myenterikus neuronokat. A neuronok denzitdsat a
laboratéoriumunkban kordbban kifejlesztett Plexus Pattern Analysis szoftver
segitségével hataroztuk meg. Ezt kovetéen az Image J morfometriai szoftver
segitségével mértiikk a sejtek teriiletét is. A kontroll és colitises allatokbdl szarmazo
szovethomogenizatumokban kvantitativ valds idejli polimerdz lancreakcio segitségével
meghataroztuk a TGF-beta 2 és 3, a HO-1, valamint a MMP9 és TIMP1 mRNS
expressziojat.

Fény- és elektronmikroszképos kvantitativ és morfometriai mddszerekkel
vizsgdltuk a bélfal szovettani szerkezetét a harmadik TNBS kezelést kovetd
bélgyulladds kronikus fazisaban kialakult striktirdk teriiletén. Mértikk a szomszédos

enterocitdk kozotti  szoros sejtkapcsolatok szélességét, a nydlkahartya sajét



izomrétegének, valamint a bélfal kiils6 hosszanti és bels6  korkoros
simaizomrétegeinek vastagsdgat. Meghatdroztuk a bélfal simaizomsejtjeinek
tavolsagat, melybdl kovetkeztetni tudtunk az extracellularis métrix mennyiségére is.
Kaszpdz-9 proapoptotikus marker segitségével posztembedding immunhisztokémiai
festést végeztiink, melynek segitségével azt vizsgaltuk, hogy beindulnak-e az
apoptotikus folyamatok a myenterikus ganglionokban €s azok mikrokornyezetében.

A TNBS kezelt allatokbol szarmaz6é mintdkat minden esetben az azonos kort
kontroll allatokbdl nyert mintdkkal hasonlitottuk Ossze. Az adatokat egyfaktoros

varianciaanalizisnek és Newman-Keuls tesztnek vetettiik ala.



Eredmények

Colitises kisérleti allatainkban kialakultak az akut bélgyulladast kisérd
gasztrointesztindlis tiinetek, de a mortalitds gyakorlatilag elhanyagolhat6 volt és a
patkanyok testtomege folyamatosan gyarapodott a 120 napos kisérleti periddus alatt.
Makroszképos morfometriai  vizsgalataink sordn  megallapitottuk, hogy a
nyélkahdartyaban a fekélyek kiterjedése a TNBS kezelések ismétlésével folyamatosan
csokkent. A kronikus fazisban bélsziikiiletek alakultak ki, melyek szdma és kiterjedése
a gyulladasos periddusok felldngoldsdval ndvekedett.

A myenterikus neuronok denzitisa a kordbbi irodalmi adatoknak megfeleloen
mar az els6 TNBS kezelést kovetd 4. napra a vastagbél fekélyes, illetve ahhoz
kapcsolodd épnek tling teriileteken is lecsokkent, és a 8. napig a fekélyes teriileten
tovabbi szignifikdns sejtszam csokkenést detektaltunk. A masodik €s harmadik TNBS
kezelés utdn azonban a neuron pusztulds kisebb mértékii volt, csak a fekélyes teriiletre
korlatozodott, s a sejtek szdma a 4. és 8. nap kozott nem csokkent tovdbb. A
myenterikus neuronok méretének szignifikdns csokkenését minden dllatcsoportban
kozvetleniil az intenziv sejtpusztulds befejez0dése utan, az els6 TNBS kezelést kovetod
8. napon, és az ismételt kezeléseket kovetd 4. napon figyeltiikk meg.

A bélgyulladas kronikus fazisdban a neuronok szdma egyik kisérletes csoportban
sem tért el szignifikdnsan az azonos koru kontroll csoportokban mért értékektol. A
fekélyes colon szakaszon a neuronok teriilete az els6 TNBS kezelést kovetden a
gyulladas kronikus féazisban is szignifikdnsan kisebb volt a kontroll mintdkban mért
értékeknél, azonban a kétszer és haromszor kezelt dllatokbdl szarmaz6é mintdkban mér
a kontrollhoz hasonl6 értékeket mértiink.

A szomszédos enterocitdk kozotti szoros sejtkapcsolatok szélessége a
bélsziikiiletek teriiletén a 90. és 120. napon is a kontrollhoz hasonlé volt. A 90. napra
mind a nydlkahartya sajat izomrétege, mind a bélfal kiilsd hosszanti és belsé korkoros
simaizomrétege megvastagodott. Amig a nydlkahdrtya sajat izomzatdban reverzibilis,
addig a bélfal kiilsé izomrétegeiben irreverzibilis szovettani elvaltozasok torténtek. A
korkords izomrétegben a simaizomsejtek tavolsaga a 90. és 120. napon is a kontroll

értekek tobbszordse volt. A kaszpaz-9 proapoptotikus markerrel végzett



posztembbeding  immunhisztokémiai  vizsgalatainkkal a 90. napon a
simaizomsejtekben, majd a 120. napon a myenterikus ganglionokban is kimutattuk az
apoptotikus kaszkad beindulésat.

Kisérleteink sordn a HO-1 fokozott mRNS expresszigjat a colon fekélyes
teriiletein méar a bélgyulladds kivéltasit kovetd 4. napon kimutattuk. A TNBS
kezelések ismétlésével a HO-1 mRNS relativ szintje tovdabb novekedett, s a
nyélkahdrtya regenerdcidjat kovetden a kronikus fazisban is végig magas maradt. Bar a
HO-1 indukciét a bélgyulladds akut fazisaban a fekélyes teriilethez proximadlisan is
kimutattuk, a kronikus fézisban az enzim az épnek tiind bélszakaszokon represszalt
allapotban volt. A TNBS kezelések ismétlését kovetden a TGF-beta citokin 2-es €s 3-
as izoformdjanak mRNS expresszidja a Crohn-betegségre jellemz0, klinikai adatokbdl
ismert mintdzatot mutatta. A TGF-beta 2-t k6dolé gén indukdlédott, mig a 3-as
izoforma génje represszalt allapotban volt. A MMP9-et koédol6 mRNS relativ
expresszidja a harmadik TNBS kezelést kovetden a fekélyes, valamint az ahhoz
kapcsolddo épnek tlind bélszakaszokon is a kontroll értékek tobbszorose volt. A

vastagbél fekélyes teriiletein ugyanakkor a TIMP1 represszidjét figyeltiikk meg.



Eredmények megbeszélése

Szovettani és molekularis bioldgiai mddszerekkel is bizonyitottuk, hogy sikeriilt
eléallitanunk egy olyan TNBS-val indukalt colitises patkdnymodellt, mely egyarant
alkalmas a Crohn-betegségre jellemzd fellingolé bélgyulladds akut és kronikus
kovetkezményeinek vizsgalatira. A TGF-beta izoformak kifejezodése a Crohn-
betegségre jellemz0 mintdzatot mutatta, és a bélgyulladds kronikus fazisdban
bélsziikiiletek alakultak ki.

Mivel a fekélyek Kkiterjedése a TNBS kezelések ismétlésével csokkent,
feltételezziik, hogy a Crohn-betegség kialakuldsdval parhuzamosan érvényesiil egy
nyalkahartya védo, prekondiciondl6 hatds. A gyulladdsos periddusok fellangolasaval a
myenterikus neuronok kvantitativ paramétereiben is egyre kisebb mértékli és csak a
fekélyes teriiletre koncentral6dé valtozasokat figyeltiink meg. Feltételezziik, hogy a
bélfalban aktivdlodé védelmi mechanizmusok hatterében a HO-1 tartésan magasan
szintje allhat.

A bélgyulladds kronikus szovodményei a gyulladdsos folyamatok ismétlésével
mégis egyértelmiien sulyosbodtak. Megéllapitottuk, hogy a bélfal izomrétegeinek
megvastagodasat, és igy a strikturdk kialakuldsat nem a bélnyalkahartya integritdsanak
sériilése, és nem a bélgyulladast kisér6 myenterikus neuropdtia okozta. A MMP9 és a
TIMPI1 megvaltozott expresszidja miatt a simaizomsejtek kozott extracellularis matrix
elemek halmozdédtak fel. Emiatt az izomsejtek €s a myenterikus ganglionok kozotti
tavolsag ndtt, mely az innervicid sériilléséhez vezetett. Eredményeink szerint a
myenterikus ganglionokat és azok mikrokdrnyezetét érintd strukturdlis valtozasok a
90. és 120. nap kozott fokozodtak, és ez okozhatta eldszOr a simaizomsejtek

apoptotikus, majd a ganglionok neurodegenerativ folyamatainak beindulasat.
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