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1. Bevezetés

A szervezet fenntartasahoz nélkilozhetetlen téplalék felvétele, megemésztése és felszivasa az
emésztérendszer feladata. Az eml6sok csdalaku emésztokésziléke eld,- kozép- és utobéli szakaszra
tagolhatd, amelyek kozll a kozépbéli szakaszra hérul az elobél altal megorolt és elbemésztett téplalék
végleges feldolgozasa és akotoelemeinek felszivasa Az emlésok kozépbele harom tovabbi szakaszra
oszthat6: duodénum (patkobél), jejunum (éhbé!), ileum (csipobél).

A vegetativ mitkodések szabdlyozésdt a szomatikus idegrendszertdl fliggetlen autondm idegrendszer
végzi, amely hatdsa és felépitése alapjan hdrom arendszerre oszthatd: szimpatikus-, paraszimpatikus- és
enterdlis idegrendszerre (ENS). Az ENS elkulonitését az enterdlis neuronok széama, morfolGogiga és az
0nallo, teljes reflexpalyak tesZik indokol tta.

A nyeldcsotol az andlis zarGizomig végigvonuld ENS szervezi az emésztokészilék mitkodését,
amely feladat magéba foglalja a motilités, a viz- és elektrolit transzport, az emésztonedv szekrécio és
vérkeringés irényitasdt. A bélidegrendszer ezen feladatok elldtasdra differencialodott plexusok
Osszefoglal 6 elnevezése. A bélcsd legklilst rétegében irtak le a plexus subserosus vékony rostkotegeit,
amelyek a kiilss 1zomréteg és a mesenterium kozott futnak, megteremtve a kapcsolatot az extrinsic
idegek és a bélful belst rétegel kdzott. A nagy ganglionaris plexusok egyike a hosszanti és korkoros
izomzat kozott elhelyezkeds plexus myentericus, amelyet leirgjardl Auerhach-féle plexusnak is
neveznek. A bélful teljes szélességében és hosszaban folyamatos lefutdsl, de ganglionjainak mérete,
széma, elhelyezkedése fajonként, sot bélszakaszonként valtoZik. A plexus myentericus morfol gidjanak
korai leiroi harom komponenst kiilolUtettek €l: a primer, szekunder és tercier komponenst. Az
elsédleges komponensek kozé tartoznak a ganglionok és az oket 0sszekotd interkonnektivumok. A
ganglionokbol és interkonnektivumokbdl kiléps vékonyabb kotegek akotjak a plexus myentericus
mésodlagos, végul a hosszanti izomrétegen futd egészen finom rosthal 6zat a harmadlagos komponenst.
Mind a szekunder, mind a tercier plexus részben innervélja az izomrétegeket, részben megteremti a
kapcsolatot a bélful belss rétegeivel A korkoros izomzat
plexusat az izomréteg teljes vastagsagaban futd rostkotegek akotjdk. Ennél az izomrétegnél
elkilolUthetd még egy mély izom plexus (plexus muscularis profundus), amely korkoros izomzat belss
felszinén fut. Mindkét plexus esetében arostok avékonybél tertiletén bizonyitottan a
plexus myentericusbol szarmaznak. A tunica submucosa rétegében taldljuk az ENS masodik
ganglionaris idegfonatédt a plexus submucosust. A bélful nydkahartygjdban mar csak finom, denz
rostkotegek futnak, amelyeknek két csoportjét kiilolUtjiik l: a plexus muscularis mucosae-t, és alamina
proprigban kimutathat6 plexus mucosus-to

A mult szézad végén Dogiel metilénkék festést akalmazva morfol 6gigjuk alapjan hdrom osztdlyba
sorolta az ENS idegsejtjeit. A Dogiel 1 tipust neuronok szogletes vagy csillag aakd, kis sejttesttel
rendelkeznek, melyekbdl egy, legfeljebb két hosszu nydlvanyt bocsatanak ki. A Dogiel 1 tipusi sejtek
sima fellletii, ovalis vagy kerek neuronok, melyek soma mérete jelentdsen meghaadja a Dogiel 1-es
tipusha tartoz6 sejtekét. Szamos (3-10) hosszd, axonszeru nyudlvanyt bocsgjtanak ki, melyek ataldban
sima, elvékonyodd struktirdk. A Dogiel 111 tipusba tartozd neuronok kis méretiiek, hasonldéan a Il
tipushoz sima sejtfelszimel rendelkeznek, de kis szdmu rovid dendrit, és egyetlen axonszeru nyulvany
jellemzi oket. Végul egy negyedik csoportba soroljuk azokat a neuronokat, amelyek egyik fent emlitett
osztalyba sem illeszthetdk be.

Az ENS neuronjal dltal szintetizalt és kibocsatott transzmitterek kémiai természete és hatasa éppen
olyan diverzitast mutat, mint a kdzponti idegrendszerben. A neuroaktivanyagok kilonbozo térsitasokban
és variéciokban fordulhatnak eld az egyes sejtekben, ezédltal ezek sgatos neurokémiai elegye alapjan
neuronpopuléciok  kilolUthetéek e melyekhez morfolégiai és funkciondlis tuJajdonsagok is
rendelhet6k. A neurokémia kddrendszer kibovitheté a kvantitativ vizsgdlatok elvegzésére vagy egyes
neuron popul&ciok elkiilol Utésére széles korben akamazott dtaanos neurdlis sejtmarkerekkel (NADH
diaforaz, mikro tubulus asszociélt proteinek, kalcium-koto fehérjék, struktardlis fehérjék stb).
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A bélmiikddést befolyasold transzmitterek egyike a noradrenalin. Mar a XX. szézad elss felében
felismerték, hogy a szimpatikus idegek ingerlése az adrenainéhoz hasonlé hatésokat produkd a
bélrendszerben. Az immuncitokémiai kisérletek kimutattdk, hogy a noradrenalint szintetizalo
enzimgppardtus jelen van az ENS-ben. vaamint a denervacios kisérletek bizonyitottdk, hogy a
noradrenerg rostok extrinsic eredetiiek. Ezt tdmasztja ald az a tény is, hogy a kdzépbél terliletén a
vizsgélt emlés fujok (tengerimalac, patkany, egér, sertés) egyikében sem sikerlilt noradrenerg neuro nt
kimutatlU.

Az enterdlis neuronok masik fontos ingerlletatvivé anyaga a szerotonin (5-HI). Az 5HT -t
legnagyobb mennyiségben az enteroendokrin sejtek szintetizal jék és raktarozzak, ezért az emészté
rendszert tekintik a szervezet 5-HT raktaranak:. Az 5-HT-t kibocsdtani képes sejtek nemcsak a
szintetizal6 apparétussal, hanem egy specifikus, nagy affinitasi felvevé rendszerrel is rendelkeznek,
amely az amin gyors diminacidjat szolgélja. A szerotoninerg neuronok jelenl étét az ENS-ben biokémiai.
hisztokémiai és immuncitokémia modszerekkel egyértelmien igazoltédk. A kutatésokban leggyakrabban
hasznélt emlds fujok (patkany, egér, tengerimalac) mindegyikében kimutattak az intrinsic szerotoninerg
neuronokat, és az ket kiséré extenziv rosthalézatot. Feltételezik, hogy mind a hdrom fujban az 5-HT-IR
neuronok a plexus myentericusba és submucosusba vetiiJs interneuronok. Receptorai nagy foku
diverzitdsénak kdszonhetéen az 5-HT hatasa az emésztécsatorna mitkddésére rendkivil dsszetett. Ezek
kozul a perisztatikara kifejtett hatésa a legismertebb, melynek kivaltésara az 5-HT-nak tobb Ut is
rendelkezésére dll. Egyrészt kolinerg és ném-kolinerg neurdlis reflexkdrokon keresztiil tudja aktivallU a
bélmozgasokat, masrészrél direkt modon a simaizom serkentése révén. illetve szenzoros neuronok és
vagus afferensek ingerlésével Ezen kivil az 5-HT részt vesz a vékonybél felszivo folyamatainak és
elektrolit transzport janak iranyitésaban is.

A bélcsatorna megfelelé mikodését nemcsak idegi kontroll hanem gy komplex hormondlis
szabalyozésis biztositja. Az 6sszefoglalé néven gasztrointesztinalis hormonokként emlegetett molekulak
csoportjat tulnyomd részt peptidek alkotjak, melyek a bél nydkahartya enteroendokrin sejtjeibl
szabadulnak feL Immuncitokémiai vizsgalatok segitségével bebizonyosodott, hogy a gasztrointesztinalis
hormonok szamos képvisel6je az ENS neuron jaiban is termelédik. Ma mér tdbb, mint IS kilonbozoé
peptidet ismerlink, melyek neurdlis transzrnitterként sokféle feladatot latnak el az ENS-ben. Jelen munka
szempontj&bol kiemelkedé jelentéséggel birak azok a peptidek, melyek motoros funkciot toltenek be az
ENS-ben. llyen peptidek a tachikinek, melyek elnevezése ezek gyors, simaizom-kontrahdo hatésdnak
koszonhet6. A csaléd legtobbet kutatott tagja a P-anyag (SP). A legtdbb vizsgdlt fujban akiterjedt SP-IR
rosthdlozat mellett egy intrinsic neuronpopul&cio, melyre egységesen jellemzd, hogy a sejtek kolin-
acetil-transzferaz (ChAT) pozitivitést is mutatnak. A morfolégiai vizsgalatok mellett, a furmakol Ogiai
mérések sok emlés fuj esetében azt mutatjak, hogy a SP és recep

tor agonistai erés serkent6 hatést gyakorolnak avékonybél izomzatéra. Feltételezheté, hogy a plexus
myentericus neuronjai SP és neurokinin A kibocsatésa révén a perisztaltikus reflex felszallo kontrakcios
fiizisbért felel6sek. G-proteinhez kapcsolt receptoraikat harom altipusba soroljuk (NKI, NK2, NK3
receptor).

2. Célkitiizés

Tengerimalac  bélidegrendszerének nukroanatOmidja, sejtjeinek neurokémigja viszonylag ol
feltérképezett, de més kis (egér, patkany)- és nagyemlds (sertés, kutya) fgok esetében is béseges
irodalomi adat all rendelkezésiinkre. A modell-fajokbdl szarmaz6 eredmények alapjan lesziirhetd, hogy a
neuronok morfologida, neurokémiai kodrendszere, az enterdlis reflexkorok mikodése bar sok
tekintetben atfedést mutat, az emlds fajok esetében sem egyforma. Az dtdunk vizsgalt dllatfg), a hézi
nyul tekintetében azonban - bar a neurobiologia mas teriiletén (pl. retina) modellallatnak szamit - tébb
szempontbol hianyossagok tapasztalhatdk.

Munkém célja az volt, hogy az ileum tertletén - elsbsorban a plexus myentericusra fokuszaltan -
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feltarjuk az esetleges hasonldsagokat vagy eltéréseket a nydl és més emlés fgok bélidegrendszere
kozott.

A plexus myentericus altalanos jellemzése sorén neuralis markerek segitségével kivantuk:

1. leirni aplexus myentericus alta anos felépitését, "

2. meghatarozni a sejtsiifUséget,

3. morfol6giailag tipizalni az enterdlis neuronokat,

4. elvégezni meghatarozott sejtpopulacio neurokémiai azonositasat.

A neurokémiai kodrendszerek felderitése kapcsan vizsgalataink kdzéppontjéba a monoaminokat
allitva, megprobaltuk feltérképezni:
1. anoradrenerg strukturékat és azok kapcsolatat més neuralis markerekkel,
2. aszerotoninerg és szerotonin-akkumuld é rendszert,
3. aszerotonin-akkumulalé struktirdk kapcsolatat mas neuralis markerekkel.

Az 5-HT hatasét vizsgélva az ileum hosszanti izomrétegének kontrakcioira a kovetkezd kérdésekre
kerestik avélaszt:
1. Milyen hatésa van akilsleg adott 5-HT-nak a bélizomzat 6sszehlizédésaira?
2. Milyen kolinerg és nem-kolinerg 6sszetevokre bonthat6 az 5-HT hatasa?

3. Anyagok és modszer ek

Vizsgdlatainkat kisdllattenyészetekbdl szarmazd fehér hazi nyulakon végeztik, melyek testtdmege 2-
3 kg kozott valtozott. A kisérletekhez az allatokat intraperitonedlisan injektalt 5% ketamin oldattal (10
mglttkg) elaltattuk majd anyaki artéridk elvagasaval kivéreztettik. A

haslireget feltarva megkerestik az ileo-coecalis szgjadékot ésinnen visszaszamolva 10 cm-t, a
vékonybeél iledlis régigjat eltavolitottuk. A béltartalmat Krebs-Henseleit oldattal alaposan kimostuk ésa
tovabbiakban ezt a bél szegmenst hasznaltuk vizsgélatainkban.

Egyes immuncitokémiai jelolések elott 5-HT-akkumuléciot hajtottunk végre. Esetenként az
inkub&cios elegy 5-HT mellett reserpint vagy fluoxetint is tartalmazott. A szerotonin hatékonyabb
immuncitokémiai kimutatdsdhoz specifikus furmakonokat pargilint és kolhicint alkalmaztunk.

A morfologiai vizsgdatok el6tt minden esetben immerzids fixalast végeztink. A detektdlandd
molekuldk tobbségénél megfeleld volt, ha abelet szobahémérsékleten 4%-os paraformal dehidben
fixaltuk 6-8 oran keresztil. ChAT és bizonyos esetekben 5-HT immunjeldlésnél a szdvetet Zamboni
fixal 6 ba helyeztik és40C-on, egy € szakéan keresztll fixatuk.

Az immuncitokémiai festéseket bélnylzatokon hajtottuk végre, melyek készitéséhez a bél-
szegmenseket a rnesenteridlis szegély mentén felvagtuk és binokuléris sztereontkroszkép aatt a bélfa
hosszanti izomrétegét dvatosan eltavolitottuk, amelynek belsé oldaldan optimalis esetben a teljes plexus
megtalahat6 volt. A bélkeresztmetszetek vizsgal athoz kriosztétos metszést a kal maztunk.

A NADHd hisztokémial jelolést frissen preparalt, Krebs oldattal feltoltott béldarabokon hajtottunk
végre, mig a fixat anyagokon peroxidaz immuncitokémia (avidin-biotin médszer, DAB kromogén)
dkamazésaval MAP2, CALB, Kalretinin, parvalbumin és 5-BT kimutatast végeztink. Az
immunfluoreszcens eljarast elsdsorban kettos jeldlések kivitelezésére akalmaztuk. A szakirodalomban
g anlott kontroll vizsgalatokat mind(az egyszeres, mind a kettés jeldlések esetében el végeztik.

A totélpreparatumokrél és a kriosztatos metszetekrél Olympus BH2, és egy Olympus DPS0 tipust
digitdlis kameraval 6sszekotott Olympus BX 51 fény-, és epifloureszcens mikroszkdp segitségével
mikrofotokat készitettiink. A digitais képeket AnaySIS nevii programma rogzitettik és a
hattérlkontraszt modositasokat Adobe Photoshop 7.0 programmal végeztik €. A sejtszamolasokat és
sejtméret megdllapitast szamitogépes program (NHI Image 1.55 szoftver) segitsegével oldottuk meg. A
mikros* éphoz (Nikon Microphot FX1) csatlakoz6 MTI CCD 72 tipusi kamera segitségével képernyén
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jelenitettik meg a vizsgalt preparatumokat. A preparatumot szisztematikusan végigpasztdzva, 200x
nagyitas mellett végeztilk a sejtszamolast és a morfometriai méréseket.

A farmakol6giai kisérletekhez hosszanti zomzatbol késziilt prepardtumokat hasznéltunk. A hosszanti
izom/plexus myentericus preparatumokat specidlis, TSZ-04/2 tipusi szervedényekbe helyeztik,
melyeket Krebs oldattal toltottink fel, e=1 biztositva a megfelel6 ozmotikus koncentraciot. Az
inkub&cios folyadékot a vizsgdlatok ideje aatt folyamatosan oxigenizatattuk és 370C-on tartottuk. A
vizsgalatok sorén az izomkontrakciokat elrnozduldsmérd, ill. a késobbiekben eroméré transzducerekkel
regisztrdltuk. A transzducerek atal generdt elektromos jel erésitokon, AID konverteren keresztil a
szamitogépbe kertilt, ahol az izomkontrakcidkat ISOSY S 1.0 programjelenitette meg.

A tesztelt anyagokat mikropipették segitségével kdzvetlenll az inkubacios elegybe juttattuk. A hatés
hosszat az inkubécios folyadék leengedésével és Ujratdltésevel szabalyoztuk. Optimalis koncentracio
kivalasztdsahoz el6szor a tesztelt anyag dozis-hatds gorbéje szilkséges. A késobbi mérésekhez azt a
koncentraciot valasztottuk ki, mely a minimum és maximum hatés kozott helyezkedett el, biztositva az
értékelhet6 kontrakcié kivaltasdt, de megelé6zve a receptorok esetleges deszenzitizacidjat. Ennek
elkerlilése végett a drogokat maximum hatés elérése utédn azonna kimostuk a szbvetbdl. Az egyéb
vizsgalt receptor antagonistak/csatorna blokkolOk és receptor agonistak dozisdnak és inkubécios
idejének megvalasztasana az irodalomi adatokra tAmaszkodtunk.

A kivétott hatdsokat mindig egy el6zetesen mért kontrollkontrakcidhoz, ill. a maximum
kontrakciohoz viszonyitottuk. A vizsgalat befejezéseként 80mM KCI oldattal maximum kontrakciot
Osszehlizodast. A kett6é kilonbsége adta az effektiv hatast, amit a maximum kontrakcié széza ékdban
fejeztlink ki. Az adatok &tlagolésahoz és a szignifikancia szamolashoz minden mérést minimum hatszor
megismételtink, Ugyelve arra, hogy egy alatbol maximum két mérés szdrmazzon. A szignifikancia
analizishez két mintat 6sszehasonlitdé Wilcoxon eléjeltesztet, mig a hdrmas, kapcsolt mintak analiziséhez
a Quade-tesztet haszndltuk. Szignifikansnak mindsitettik azokat a hatasokat, melyekné p:O::: 0,05
eredmeényt kaptunk.

4. Eredmények

Altalanos sgjtmarkerek

A nyul ileumaban a NADHd jel6lés segitségével kirgjzolddtak a plexus myentericus egymastdl tavol
elhelyezkeds, lazan elrendezett rostkotegei és kis méretii ganglionjai. A bélcsatorna hosszanti tengelye
mentén a szomszédos ganglionok &tlagosan 484:1:83 _m, korkoros irdnyba haladva 227:1:67
tavolsagra helyezkednek el egymastol. A plexus tertiletén 2437:1:292 NADHd pozitiv sejtet szamoltunk
meg cm2 -ként, melyek foként a ganglionokban lokalizalodtak, de szamos sejt volt lathatdé az
interkonnektivumokban is. Az egyes ganglionok 12-134 neuront tartalmaznak. Az anti-MAP2 primer
antitest segitségével 2472:1:322 neuront sikerilt megjel6Ini a plexus myentericusban, amely megegyezik
a NADHd jelolt sejtek szaméva. A MAP2 immunpozitiv neuronoknak mind a sejttestje, mind
nyulvanyrendszere jol detektélhatd. A sejtek teljes nyulvanyrendszere nem minden esetben jel616dott ki
tokéletesen, ezért a plexus interkonnektivumai kevéshé ragjzolddtak ki. Néhany jel6lt neuron esetében
azonban a nyulvanyok hossza a 100 _m-t is meghaladta és lefutasuk a szomszédos ganglionig kdvethetd
volt. A jelOlt sejtek kozott felismerhet6 volt mind ahérom (Dogiél, 11, 111) tipus.

IKa cium-koto fehérjék eloszlasa a plexus myenteri cusban

Kalretinin és parvabumin-immunpozitiv struktirédkat nem sikertlt kimutatnunk a nydl plexus
myentericusdban. A CALB immunjeldlés eredményeképpen kirgjzolodott plexus myentericus kis
nagyitast képe. Az immuncitokémiai jel6lés 109:1:27 immunpozitiv neuront mutatott ki cm2 -ként,
mely érték a NADHd jelolt sejtek 5%-at teszi ki. A CALB-IR segjtek lokalizalhatok a plexus ganglion
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jaiban és az interkonnektivumokban is. Morfologigjuk alapjan a CALB-IR neuronokat két csoportba
osztottuk. Az elsé osztalyba tartozik az immunreaktivitast mutatd neuronok nagyobb hényada (73%).
Ezek a sgjtek szOgletes szOméva és erésen festodott, tipikus lapos dendritfaval jellemezhetok, melyek
nem messze az eredésiiktsl finom lamellakra oszlanak. Ezek alapjan ezt a CALB-IR neuroncsoportot a
Dogiel | tipusba sorolhatjuk. A kisebb sejtpopul &ciét (27%) magéba fogla 6 mésik tipusnédl, a CALB-IR
sejtek nyudlvanyrendszere nem mutat immunpozitivitast, sejttestik lekerekitett, sima fellleti. A
morfometriai mérések azt mutatjék, hogy mind a két tipusba azonos nagysagu, 440:1:27 _m2 terlleti
neuronok tartoznak. A plexusban CALB-IR rostokat is sikertilt detektdhd, melyek gyakran pericellularis
kosarakat akotnak jeldletlen sejttestek koril. A gazdag rosthélézat csak a plexus primer komponenseire
korlatozddott, ritka esetben figyelhettink meg CALB pozitiv nyllvanyokat a szekunder
komponensekben és teljesen hidnyoztak a tercier plexusbdl, valamint a korkords izomréteghol. Ezt a
megfigyel ésiinket a keresztmetszeteken elvégzett immunjel6lések is alatamasztjak, melyeken jol [&thatok
a plexus myentericus CALB tartamu struktirdi, de a bélfal tobbi rétegében nem detektalhatd
immunpozitivitas.

Az NO tartamu sejtek identifikélasdnak adekva modszere a NOS immuncitokémia kimutatasa. A
plexus NOS tartalmi neuronjai az 0sszes morfoldgia csoportot (Dogiell, 11, 111) képviselték, de
CALB/NOS kettos jeldlt struktarat nem talaltunk. A NOS és CALB-IR neuronok két teljesen kulondllo
sejtpopul &cidt alkotnak. A VIP antitest segitségével csak rostokat sikertlt a plexusban detektélni, melyek
gyOngysorszeru varikozitédsokat viseltek. A VIPpozitiv rostok nem tartalmaztak CALB-t, és egyetlen
CALB-IR rost sem mutatott VIP immunreaktivitast. A CALB-t termel6 sejtek nem tartalmaznak SP-t,
azonban néhany, elsésorban a méasodik osztdlyba tartozd, gyengénjelolodé CALB-IR sejt kordl
megfigyelheté volt SPIR rostgyiird. Az 6sszes CALB-IR sejt ChA T -immunpozitivitast mutatott.

Tirozin-hidroxilaz (TH)-immunpozitiv struktur..ik a plexus myentericusban

Anti-TH antitestek segitségével sikerlilt egy kozepesen Kiterjedt, immunpozitiv rosthélézatot és
kevés neuronbdl alo intrinsic neuronpopuléciot detektalnunk:. A TH-IR rostok, melyek behal6zzak a
ganglionokat és az interkoffilektivumokat, csak a plexus primer komponenseire korl&ozddtak, és csak
kivételes esetben 1éptek ki a tercier plexusba. A ganglionokban szdmos immunreaktiv axontermindlis,
valamint TH-IR nydlvanyok altal akotott gyiirt volt megfigyelheté, melyek jeltletlen sejttesteket vettek
koriil. Alakjukat és méretliket vizsgalva két fajta pericellularis kosarat kilonitettink . Az egyik kis
meéretii, kerek konturral rendelkezé sejtek kortl formalddik, mig a rostgyiirii alakjabdl kdvetkeztetve a
masik fgjta kosar nagyobb, inkdbb hosszikas sejteket vesz koriil. A gyongyfiizérszeriien elhelyezked6
varikozitasok jellegzetes megjelenést kolcsondznek a TH-IR rostoknak. Az ileum plexus
myentericusdban cm2ként |1 immunpozitiv sejtet taldltunk, amelyek ataldban egyesével, vagy ritkan
kettes-harmas csoportban helyezkedtek el a ganglionokban. Erdekes volt megfigyelni, hogy merélegesen
haladva a hosszanti izom futasi iranyara, egyes szomszédos ganglionok kovetkezetesen tartalmaztak
sejttestet, mig a mellettik 1évé ganglionok nem. A kis méretii (212:t18 J.Im2) TH-IR neuronok
nyulvanyrendszere nem jelolodott kielégitéen, ezért a tipizalast nem tudtuk elvégezni, de méretiik
aapjan ezek asejtek valoszinuleg aDogidl 111 sejttipusbatartoznak:.

A nagy méretii, NOS-immunpozitiv Dogiel 11 tipusi neuronok korll gyakran detektéltunk TH-IR
pericelluléris kosarakat. A kisebb atmér6ji pericellularis kosar célsejt jét nem taldltuk meg a NOS-IR
neuronok kozott, és a két neuronpopuléacié sem mutatott atfedést. Egyik fajta TH-IR kosarat sem tudtuk
SP-IR sejttest korll detektélni és akét immun jel6lt rostpopul acié sem mutatott atfedést egymassal

Szerotoninerg és szerotonin-akkumulél6 strukturak a plexus myentericusban

Az els6 immunjeldléseknél az irodalomban altalanosan haszndlt protokollt kovettik (fixdlas egy
€jszakén keresztlil 4% paraformal dehidben), de a fent emlitett monoamint nem
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plexus myentericus hél6zatéban. Pozitiv kontrollként elvégeztik az 5-HT immun jel 6lést bélke-
resztmetszeteken is, alOl er6sen immunreaktiv enteroendokrin sejteket és hizosejteket tudtunk
detektalni alaminaepiilielialis, illetve alamina propria rétegeiben.

Az TrpOH antitesttel elvégzett immun jelolés eredménye egy erds, varikozitasokban gazdag
rosthdlézat volt. A TrpOH-IR rostok behal6zték a plexus egész terliletét. Rostokat ki tudtunk mutatni az
el sédleges, mésodl agos és harmadlagos komponensekben is, de immunpozitiv sejttestet nem.

AZ 5-HT kimutatasara iranyul 6 kisérleteinkben fixalatlan béllel 5-HT felvételi tesztet végeztink. 5-
HT oldatban vao inkubdas utén az immuncitokémia jeldlések eredményesnek bizonyultak. Mind a
plexus myentericusban, mind az izomrétegen egy extenziv, varikozitasokka gazdagon ellatott 5-HT-IR
rostrendszer jel6lodott. Immunpozitiv sejttesteket azonban ebben az esetben sem sikeriilt detektalni. A
TrpOH-IR és 5-HT-akkumulal6 elemek kdzott megkozditéen teljes az atfedés, ugyanis minden 5-HT-
pozitiv rost tartalmaz TrpOH-t, bar néhény TrpOH-IR rost nem mutat 5-HT immunpozitivitést.

Az 5-RT akumulél6 és SP-IR rostrendszerek kozott kolokalizadot nem tudtunk kimutatlU, bér a két
rosthdlézat egyméshoz nagyon kozel, szorosan dsszefonddva fut az interkonnektivumokban. A SP-IR-t
mutatd neuronok kordl gyakran detektaltunk 5-RT pozitiv gytriket, vagy azok fellletén 5-RT-IR
tennindlisokat. Az 5-RT/ChAT innnuntluoreszcens jel6lések segitségével megallapithattuk, hogy az 5-
RT-t felvenlU képes rostok és a plexus myentericus kolinerg struktdrai nem kolokalizanak egyméssal.
Ugyanakkor sikerilt megfigyelniink olyan 5-RT pozitiv rostokat, melyek ChAT tartalmi sejtek kordil
helyezkednek el, mintegy korbe fonva azokat, illetve atha adnak azok felszinén.

SP immunpozitiv strnktdr.ik a plexus myentericusban

Anti-SP antitesttel egy, a plexus myentericus minden részletére kiterjeds, rendkivil erés
innnuureaktivitést mutat6 rosthalézat jel6l6dott. A varikozitasokkal gazdagon ellétott rostok behal 6zték
a ganglionokat, interkonnektivumokat és az izomzatot egyarant. A plexus primer kornponenseiben
szamos neuront detektéltunk, melyek szogletes vagy csillag alaku sejttesttel rendelkeztek. Nydlvanyaik
lapos, lamellaris szerkezetet mutattak, melyek finom rostokban végzodtek. Ezen morfologiai jegyek
aapjan a SP-IR sgjtek valdsziniileg a Dogiel | tipusba sorolhatok.

ChAT/SP kettés innnuntluoreszcens vizsgalatok eredményel szerint a két markerrel jelolt
neuronpopulacio kozott részleges atfedés mutathatd ki. A SP-IR sejtek nagy tobbsége kettégeldlt volt,
de sikeruilt csak SP tartalmu neuronokat is leimunk.

A szerotonin 6sszehlizodést valt ki az izolélt bél hosszanti izomrétegén

Az 5-RT 10.7 M koncentrécidban valt ki elészor hatast, majd a koncentracio emelésével ndvekszik
az 0sszehuzodasok mértéke. A fesziiltség-ruggé Nat+ csatorndk tetrodotoxinnal (TTX) torténd gatlasa
utdn az 5-RT kis mértékii, de sziglUfikans kontrakciot képes kivéltani. A prepardtumok atropinnal
(ATR) valo elékezelése mérsékelten csokkentette az 5-RT hatasét, mely csokkenés tovabb fokozddott
ATR és1TX egyiittes jelenlétében. A prepardtumok hexametol Uurnmal (REX) torténd elékezelése utan
az 5-RT hatasa kis mértékben redukal odott.

Az 5-RT Kkivaltotta kontarkciok nem-kolinerg komponenseinek azonositasa soran vilagossa valt,
hogy SP receptorok blokkolasdval az 5-RT hatasa csbkkenthet6. Abban az esetben, ha a NKI
antagonistéhoz ATR-t is adtunk, a hatas tovébb csokkent, a NKI antagolUsta, ATR és 1TX kombinalt
blokéd ja pedig még tovébb redukdlta az 5-RT alta kivaltott kontrakciokat. Az NK2 receptorblokkold
szintén eredményesen gatolta az 5-RT serkent6 hatasat, mig az NK3 receptorok kiiktatésa a specifikus
antagol Usta vegyillettel hatastalannak bizonyult A NK | antagonista kezelés, és enhez viszonyitva az NKI|
antagonista és ATR kezelés hatasara bekovetkczo kontrakci6 csokkenés valtozatlan maradt

A kontrakci6 kivaltasdban résztvevé 5-RT receptorok azonositasa céljabol methysergide-t (M-SER),
tropisetront (5-RT3 antagonista), 5-carboxarnidotriptamint (5-RTI agonista), ametil-5-hidroxitriptamint
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(5-RT2 agonista, am-5-RT), 5-metoxi-triptamint (5-RT4 agolUsta, MOT) haszndltunk. M-SER
jelenlétében a kontrakcidk jelentdsen csokkentek, mig M-SER és TTX egylttes adédsaval meg lehetett
sziintetlU azokat. Ra megforditottuk a drogok beadasi sorrendjét, azt tapasztaltuk, hogy a TTX kezelés
utdn megmaradt kontrakciokat a M-SER eltiinteti Az 5-RT3 antagolUsta tropisetron hatéstal annak
bizonyult, de hasonl6 eredményre jutottunk 5-carboxarnidotriptamin esetében is. Az 5-RT2 receptorokra
specifikus am-5-RT jelentés kontrakcio kat vatott ki a hosszanti izom-plexus myentericus
preparatumon. Az am-5HT hatasat a M-SER teljes mértékben blokkoita, 1Ug TTX jelenlétéoen az a-m-
5-HT A&ltai serkentés csek részben csokkent. A MOT beadésa Osszehuzodasokat véltott ki a
prepardtumokon, amiket a M-SER kezelés teljes mértékben kivédett. A fesziltség-fiiggé Nat csatornék
blokkolasa teljesen hatastalannak bizonyult MOT étal kivaltott kontrakcidk esetében. Az am5-HT
ATR, HEX, NKI és NK2 receptor antagonista jelenlétében csak csokkent mértékii kontrakciot képes
kivaltani. Végezetll megvizsgaltuk, hogy a M-SER mas receptor antagonistdkkal kombindva hogyan
befolyasolja az 5-HT dtd kivaltott kontrakciokat. A M-SER és ATR kombindlt gétlasa er6sebb, mint
amekkorat a M-SER egyedil képes kivatani. A M-SER+NKI receptor antagonista, M-SER+NK2
receptor antagonista, illetve a M-SER+HEX egylittes adasa azonban nem okozott tovébbi csokkenést a
kontrakciokban.

5. Eredmények megbeszélése és kdvetkeztetések

A plexus myentericus éaltalanos morfoldgiai j ellemzése

A nyul iJeuman elvégzett vizsgalataink aapjan kijelenthetjik, hogy a plexus myentericus mintazata a
masok alta vizsgalt emlés fujoktdl eltéré; egymastol tavol elhelyezkeds, kis méretii ganglionokbdl éptil
fel. NADHd technika felhaszndldsaval 2500 sejtet szamoltunk meg négyzetcentiméterenként, amelyhez
kozel hasonl6 értéket kaptunk MAP2-imrnunjeldlést kovetsen. Osszevetve ezt az értéket atobbi ragesald
plexus myentericusaban kiszdmolt sejtsiiriiséggel, megdllapitottuk, hogy a neuron denzitéas anyudl plexus
myentericusdban alacsony.

Kalcium-koto fehérjék a plexus myentericusban

Az emlés ENS-ben kimutatott két kalcium-koté fehérje kozil a nydl iJeumanak plexus
myentericusdban csak a CALB jelenlétét tudtuk igazolni. A kdretinin kimutatasara iranyuld
vizsgalataink negativ eredménnyel zarultak, annak ellenére, hogy azt sok emlés faf ENS-ében neurdlis
markerként hasznaljak.

Anti-CALB antitest felhaszndasaval a plexus myentericus neuronjainak megkozelitéleg 5%-a
fest6dott, amelynek 73%-a erés imrnunreaktivitdst mutatd, Dogiel | tipusi neuron volt. A CALB-IR
sejtek kisebb csoportjaban (27%) a sejttest gyengén, anydlvanyrendszer egyaltaan nem jeldlodott. A két
csoport kozott szignifikans méretbeli killonbséget nem taldtunk. Csak a plexus primer komponenseiben
sikerlilt CALB-IR rostokat megfigyelnink, melyek gyakran aakitottak ki pericellulédris kosarakat
imrnunnegativ sejttestek koré. A kettés imrnunfluorescens jeldlések aapjan megallapitottuk, hogy a
plexus myentericus NOS-,VIP-, SP-IR struktirdi nem tartalmaznak CALB-t. Ezzel ellentétben a teljes
CALB-IR populécio ChAT imrnunreaktivitast mutatott. Mindent 6sszevetve megallapitottuk, hogy a
plexus myentericus CALB tartamu sejtjei val 6szintileg kolinerg intemeuronok.

Noradrenerg strukturak a plexus myentericusban

Anti-TH antitest segitségével varikozitdsokban gazdag rosthdlozatot és egy aacsony sejtszamu
noradrenerg popul&ciot sikeriilt kimutatnunk. Ez utébbi felfedezés kilonlegesnek tekinthet, mert mas
emlés ENS-ben avékonybé tertiletén csak noradrenerg rostok kerlltek
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leirasra. Az intrinsic noradrenerg neuronok jelenléte arra utal, hogy nyul esetében anoradrenerg
rendszer ahelyi retlexkorok segitségével is befolyasolni tudjaabél mitkddését, ami mikddésbeli és
fiziologiai eltérésekhez vezethet atobbi emldsfg bélcsatorngjahoz képest. Szerotoninerg struktirak
jelenléte a plexus myentericusban és az 5-BT hatésa a vékonybél motilitasara

Annak ellenére, hogy az 5-HT az emlés ENS-ben széles korben elterjedt transzmitter, vizsgalataink
az intrinsic eredetii szerotoninerg rendszer jelenlétét a nydl plexus myentericusdban nem igazolték:. Az
dhalunk vizsgdlt fuj és bélszakasz esetében 5-HTimmunpozitiv struktar'dkat csak 5-HT-vel tortént
inkub&ciot kdvetéen tudtunk detektalni. Anti- TrpOH antitest segitségével is csak immunreaktiv rostokat
sikeriilt kimutatni. A kettds immunjelolések igazoltdk, hogy az 5-HT-t szintetizalni képes rostok
felvenni istudjak: az 5-HT-t. A szerotoninerg rostok rendkivil erés hél6zata a hosszanti izomzaton, arra
engedett kovetkeztetni, hogy az 5-HT-nak szerepe lehet a motoros funkciok szabdlyozasaban.
Ugyanakkor az immunreaktiv pericelularis kosarak jelenléte felvetette azt a lehetéséget is, hogy ez a
monoamin integrativ feladatokat is betdlt a plexus myentericusban.

Az 5-HT koncentraciofiiggd 0sszehlzddasokat vatott ki a hosszanti bélizomzaton. Hatésa egyrészt
kozvetlenil a simaizomsejteket aktivilasan, masrészt pedig neuronokon keresztil kozvetitédik. A
kilonboz6 furmakonok segitségével megdllapithatd, hogy az 5-HT direkt hatését 5-HT2 és 5-HT4
receptorok kozvetitik, mig a neurdlis korok ingerlését 5-HT2 és M-SER inszenzitiv receptorokon
keresztll éri el Az 5-HT indirekt hatdsa (1) ACh, (2) SP, (3) neurokinin A felszabaditasa révén
érvényesil. Kettés immunfluoreszcens jel6lések sordn ChAT-IR és SP-IR sejtek koril 5-HT-IR rostokat
és pericelluléris kosarakat figyeltink meg, melyek jelenléte igazolja a nevezett struktirak: kapcsolatét,
és datdmasztja a hatastani vizsgd atok eredmeényeit.
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