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1. Kutatési eredmények

A projekt sordn elészor azt vizsgaltuk, milyen modon indukalja a hiperozmolaris
kornyezet az intesztinalis epitélidlis sejtek gyulladdsos valaszat. Mivel a sejtek citoszkeleton
struktarajaban bekovetkezé valtozasok fontos 6sszetevodi a sejtek hiperozmolaris kérnyezetre
adott valaszreakciojanak, elsoként azt vizsgéltuk, hogy a sejt aktin citoszkeletonjanak
diszrupcioja kepes-e utanozni a hiperozmolaris kornyezet gyulladaskelt6 hatasat. A
vizsgalatokat a HT-29 és a Caco-2 human vastagbélrak sejtvonalakon végeztilk. A sejteket
el6szor citochalasin D-vel (1 ug/ml), egy prototipikus aktint rombol6 agenssel kezeltiik, és azt
kaptuk, hogy a kezelés hatasara megné a killonb6zé6 NF-kB DNS koté komplexek intenzitasa
(1. &bra), mig az NF-kB-t gatlo 1kB részleges degradaciot mutatott (2. abra).

Ezzel parhuzamosan a citochalasin

D doézisfuggéen (0.3-3  ug/ml) E
ndvelte az intesztinalis epitélsejtek z
interleukin ~ (IL)-8 és GRO-a o 8
termelését is (3 . abra). Mivel az 2 Z m o
aktin  citoszkeleton  diszrupcioja g 208 T &4
aktivalja a p38-at, és a p38 fontos o B -
regulatora az intesztinalis epitél |
sejtek IL-8 termelésének, ezért
vizsgaltuk a p38 szerepét az aktin
diszrupci6 okozta IL-8 termelésben. -
-

Eredmenyeink azt mutatjak, hogy a
citochalasin D Kkezelés hatdsara
megné a p38 aktivalt, foszforilalt -
formajanak mennyisége (4.A abra),
mig a szelektiv p38 inhibitor
SB203580 ddzisfiiggéen (0.03-1
uM) gatolja a citochalasin D Aaltal
kivaltotta IL-8 termelést (4.B abra).
A folytatasban az eredetileg
tervezett in vitro Kisérletek helyett
attértink az in vivo Kisérletekre,
hogy az igy nyert adatokkal

kdzelebb keruljink annak m
lehet6ségéhez, hogy eredményeink d
mihamarabb hasznosithatéak | 1. abra: A 2 6rés citochalasin D (1 pg/ml) kezelés hataséra

legyenek a klinikumban. Ujabb | megnévekszik egy jol kivehets NF-kxB-DNS komplex

klinikai ~ vizsgalatok  kimutattak, | intenzitasa HT-29 sejtekben (felsd nyil). A ,supershift”
hogy a hipotenziv traumas kisérletek azt mutatjak, hogy ez a komplex a p50-et, a p65-6t
I . . L s P és a pb2-t is tartalmazza. A magi kivonatot 30 percig
pamensek_r_lell fllpE[t_OﬂJaS S(,)Oldatt,al eldinkubdltuk a Rel csalad tagjai elleni ellenanyaggal. A
(HTS) torténd Ujraélesztés utan | pyijak specifiukus NF-B-DNS komplexeket jeleznek.
statisztikailag alacsonyabb az ,,adult

respiratory  disterss  syndrome”

(ARDS), a veseelégtelenség és a koagulopatia incidenciaja, mint az izoténias folyadékkal
Ujraélesztett pacienseknél. Habar nem ismert, hogyan fejti ki elényds hatdsait a HTS-sel
torténé ujraélesztés, fontos lehet, hogy ellentétben az izotonias Ujraélesztéses technikakkal, a
HTS elénydsen modulalja a sérulés utani gyulladasos valaszokat. Ennek vizsgalatara felnétt
him Sprague-Dawley patkdnyokon laparotomidval traumat valtottunk ki,
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majd amiloriddal, egy Na'/H"-pumpa és epitélsejt Na*-csatorna gatloval kezeltiik 6ket, és 30
perccel késébb egy jugularis véna katéteren keresztil vérzéses sokkot (T/HS), illetve alsokkot
(T/SS) idéztiink elé benniik. A sokk/alsokk periodus utan 90 perccel az allatokat Ringer-laktat
oldattal (RL), vagy 7.5% HTS-sel Ujraélesztettiik. Harom éraval a 90 perces sokk vagy alsokk
peridédus vege utan bélkarosodast, tiid6é permeabilitast, tid6 szdvettant, pulmonaris neutrofil
szekvesztraciot, neutrofil CD11b expressziot és vorosvertest-merevséget néztink.
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2. dbra: A citochalasin D (1 pg/ml) részleges I«B degradaciot indukal Caco-2 sejtekben. A sejteket 2 draig
inkubaltuk citochalasin D-vel, az IxB szintjét Western blot technikaval hataroztuk meg, és denzitometriaval
analizaltuk.
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3. abra: Az aktin citoszkeleton diszrupcioja citochalasin D-vel IL-8 és GRO-a. termelést indukal a HT-29
sejtekben. A sejteket 18 6raig kezeltik citochalasin D-vel és a termelt 1L-8 és GRO-o. mennyiségét ELISA
madszerrel hataroztuk meg a feliiliszokbol. Az adatokat atlag+SEM formaban adtuk meg n=6 alapjan.
*P<0.05, **P<0.01 a vivéanyaggal kezelt sejtekhez képest.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a HTS-sel Gjraélesztett T/HS allatokban kisebb a
iledlis mukoza karosodasanak a valosziniisége, mint az RL-lel Gjraélesztetteknel, amit a
karosodott iledlis bolyhok kisebb ardnya mutat (5. dbra). Ugyanakkor az amilorid limitalta a
sérult bolyhok szamét az RL-lel, de nem a HTS-sel Gjraélesztett allatokban (5. abra), mig a
T/HS-indukalt boholy 6démat mind a HTS, mind az amilorid csdkkentette (6. &bra).
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4. dbra: A citochalasin D (1 pg/ml) p38 aktivaciot indukal HT-29 sejtekben (A). A sejteket a jelzett
idépontig indukaltuk citochalasin D-vel, és Western blot-tal az aktiv, duplan foszforilalt forma elleni
ellenanyaggal meghataroztuk a p38 aktivitast. Az abra harom fiiggetlen kisérlet eredményét reprezentalja.
A HT-29 sejtek kezelése a szelektiv p38 inhibitor SB203580-nal csdkkenti a citochalasin D altal kivaltott
IL-8 vélaszt (B). Az SB203580-t 30 perccel a citochalasin D-vel (1 pug/ml) torténé kezelés elétt adtuk, és
18 éraval a citochalasin kezelés utan mértiik a feliilisz6 IL-8 tartalmat. Az adatok atlag+SEM formaban
vannak megadva, n=6. *P<0.05, **P<0.01 a citochalasin D-vel indukalthoz képest. A s6tét oszlop jelzi az
abszolut kontrollt (nem kapott citochalasint és SB203580-at sem).

T/HS hatéséara az allatokban akut tiidékarosodas 1ép fel, amit az Evans blue festék irant
mutatott megndvekedett permeabilitas, a bronchoalveolaris mosofolyadékban a plazma-
fehérje ardny novekedese, valamint a neutrofilek jelenlétére utalé megnovekedett
mieloperoxidaz (MPO) aktivitas jelez (7. abra). A tldoékarosodas mertéke a HTS-sel
Ujraélesztett allatokban kisebb, mint az RL-lel Gjraélesztettekben, és az amilorid tovabb
mérsekli azt (7. abra). Ugyanakkor, a HTS es az amilorid is csokkenti a tudében a T/HS-
indukalt intersticidlis 6démat, neutrofil infiltraciot és a vorosversejt extravazaciot (8. abra). A
neutrofil infiltracid csokkenése feltehetéleg dsszefliggésben all a neutrofilek csokkent CD11b
expresszidjaval, amely molekula fontos szerepet jatszik a neutrofilek adhézidjaban endotél
sejtekhez, bar ez a csokkenés csak a HTS-sel Ujraélesztett allatokban volt megfigyelhets, mig
az amilorid nem csokkentette a CD11b expresszidt (1. tablazat).

A vorosvértestek deformabilitasa minden csoportban jelentésen csokkent a sokk
periédus végére a reperfizio elétt. A HTS adasa részben visszadllitotta a T/HS-indukalt



vOrosvértest deformabilitas
csokkenést, mig az RL nem.
Mindazonéltal az amilorid
egyik  csoportban  sem
javitotta ~a  vorosvértest
deformabilitast (2. tablazat).
Habar tehat az
amilorid javitotta a
vékonybél-karosodas
szOvettani jeleit, az nem
ismert, hogy ez a védo hatas
vezet-e a bél

Injured villi (%)

permeabilitasanak o T/SS+ T/SS+ T/HS+ T/HS+ T/HS+ T/HS+
csokkenéséhez. Tovéabbi RL+V FHAL+A RL+V FAL+A HTS+V HTS+A

fon_tos_ kérdég, ho_gy aZ | 5, abra: Mind a HTS, mind az amilorid (A) kivédte a bélkérosodést a
amilorid  csokkenti-e  a | T/HS-nek kitett patkanyokban. A bélkérosodést az ilealis bolyhok

mezenterikus nyirok | karosodasaval kvantifikaltuk. Az ilealis bolyhok karosodasanak teljes
toxicitasat ezaltal | szazalékos aranyanak meghatarozasahoz a sériilt bolyhok szamat

L. ' . . | elosztottuk a vizsgalt bolyhok teljes szamaval (n=213-250/csoport).
mérsékelve a tido

. L2 , Az adatok AatlagtSD forméban keriiltek megadasra, n=5-12
karosodasat.  Munkanknak | ooysnviesoport alapjan. *P<0.01 vs. T/SS*RL+V: *P<0.05 vs.
ebben a szakaszaban azt | T/HS+RL+V ésvs. mindegyik T/SS csoport.

vizsgéltuk, hogyan csokkenti

az amilorid a bél

permeabilitasadt T/HS utan, hogyan moderédlja a mezenterikus nyirok hatasat a neutrofil
aktivaciora, és hogyan befolyasolja a mezenterikus nyirok endotél sejtekre kifejtett karositd
hatasat. Ehhez el6szor is a T/HS-indukalt &llatokbdl szarmazd mezenterikus nyirkot
gyiijtottink, majd MTT-alapu sejt citotoxicitas assay-vel vizsgaltuk ennek toxikus hatéasat
human koldokvéna endotél sejtekre (HUVEC). A hordozoval kezelt T/HS allatokbol
szarmazo nyirok mintegy 70%-o0s életképesség csokkenést okozott a sejtekben a hordozdval
kezelt alsokkolt (T/SS) allatokbdl vagy a sokk periodus elétt nyert nyirokkal kezelt sejtekéhez
viszonyitva. Az amiloriddal kezelt T/HS-indukalt allatokbdl sokk utan kinyert nyirok
hasonldan csokkentette a sejtek életképességét, mint a hordozdval kezelt T/HS-indukalt
allatokbdl kinyert (9. abra).
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6. abra: Reprezentativ metszetek T/SS-nek vagy T/HS-nek kitett patkanyok termindlis ileumabol. A
patkanyokat 3 (A) vagy 24 (B) o6raval a sokk periédus vége utdn megdltik, a szovetmetszeteket pedig
hematoxilin-eozinnal festettiik.




A kovetkezékben a kilonbodzs

H/TS-indukalt allatokbdl szarmazo
nyiroknak a HUVEC sejtréteg
permeabilitasara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk 0.05%-o0s 10-kDa dextran-

rhodamin segitségével. A T/HS sokk utani
nyiroknak  kitett HUVEC  sejtréteg
permeabilitisa szamottevéen magasabb,
mint a T/SS vagy T/HS sokk elétti
nyirokkal kezelt sejteké. Mindazonaltal a
T/HS allatok amilorid kezelése nem
csokkenti a sokk utani T/HS nyirok
HUVEC permeabilitast fokozd képességét
(10. &bra).

Mivel tudott, hogy a T/HS
allatokbdl szadrmaz6 mezenterikus nyirok
képes eloaktivalni a neutrofileket, ami
megnOvekedett  ,respiratory  burst”-6t
eredményez, igy vizsgaltuk az amilorid
kezelés hatasat erre is. Ehhez az izolalt
neutrofileket el6szor dihidro-rhodaminnal
(15 ng/ml) inkubaltuk, majd forbol mirisztat
acetattal (PMA, 270 ng/ml) indukaltuk, és
aramlési citometriaval mertiik a ,,respiratory
burst”  valtozasat. Az igy  kapott
eredmenyeink azt mutatjdk, hogy az
amiloriddal kezelt T/HS allatokbol nyert
sokk utdni nyirok eléaktivalé hatasa
szignifikdnsan kisebb, mint a hordozoval
kezelt T/HS patkanyokbol vett nyiroke (11.
abra). Hasonloképp az amiloriddal kezelt
allatokbdl sz&rmazé T/HS sokk uténi
plazma gyulladaskelto hatasa is
alacsonyabb, mint a hordozéval kezelt
T/HS allatok, vagy a T/SS Aallatok
plazmajanak a gyulladaskelté hatasa (12.
abra).

Minthogy az amilorid a korabbi
kisérletekben mérsékelte a mikrobolyhok
karosodasat a T/HS-indukalt allatokban, de
ez nem szikségszerien jar a bél
permeabilitasanak megvaltozasaval, ezért
az FD-4 fluoreszcens festéknek a
bélcsatornabdl a keringési  rendszerbe
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7. dbra: A HTS és amilorid (A) adasa T/HS-nek
kitett patkadnyoknak sokkal hatdsosabb a tlid6
védelmében, mint barmelyik agens 6nmagaban. A
tid6 karosodasat az Evans blue festék iranti
permeabilitas (EBD, a), a bronchoalveolaris
mos6folyadékban (BALF) plazma fehérje arany (b),
és a neutrofilek jelenlétére utalé mieloperoxidaz
(MPO) aktivitas (c) mérésével hataroztuk meg. V,
vivéanyag. Az oszlopok a csoportonként 5-8 allathol
szarmazO adatokat mutatjak atlag+SD formaban.
*P<0.01 vs. T/SS+RL+V és T/SS+RL+A; *P<0.05
vs. T/HS+RL+V és vs. minden T/SS csoport;
**P<0.01 vs. minden masik T/HS csoport.

torténo atjutasat nyomon kdvetve meghataroztuk a bél permeabilitasat is. A T/HS &llatokban a
bél permeabilitdsanak jelentés mértéki névekedeése figyelheté meg a T/SS allatokhoz képest,
és a T/HS indukcionak ezt a hatdsat az amilorid kezelés szignifikansan csokkenti (13. abra).
Eredményeinket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy az aktin citoszkeleton
diszrupcioja, ami fontos 0Osszetevéje a sejtek hiperozmolaris kornyezetre adott
valaszreakciojanak, aktivalja az IkB-NF-kB rendszert mas gyulladasos utvonalakkal egyitt az



intesztinalis epitélialis sejtekben. Tovabba a sejtek ozmotikus viszonyainak fenntartasaban
fontos Na'/H'-pumpék és Na'-csatornak gatlasa amiloriddal, vagy a Kkis térfogatd
hiperozmotikus sooldattal tértené Ujraelesztés a kezdeti bélkarosodas mérséklésevel értékes
stratégia lehet a sokk-indukalt tavoli szerv karosodasok terapiajaban. Azonban még
amiloriddal végzett utdkezeléses vizsgalatokra, valamint mas sokk-modellek alkalmazasara
lesz szilkseg az amiloridnak a T/HS-indukalt szervkarosodasok kezelésében torténé lehetséges
Klinikai hasznositasanak meghatarozasahoz.
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8. abra: Reprezentativ metszetek T/SS-nek vagy T/HS-nek Kkitett patkanyok tlidészdvetébsl. A
patkanyokat 3 (A) vagy 24 (B) 6raval a sokk periodus vége utdn megoltiik, a szévetmetszeteket pedig
hematoxilin-eozinnal festettik.

TIHS + RL + vehicle (11X

sokk kezdete elétt sokk és Ujraélesztés

utan
T/SS + RL + vivanyag (n=6) 145+ 24 240 £ 32
T/SS + RL + amilorid (n=6) 147 + 26 236 £ 20
T/HS + RL + vivéanyag (n=8) 149 + 22 637 + 88°
T/HS + RL + amilorid (n=8) 148 + 17 568 + 71°
T/HS + HTS + vivBanyag (n=8) 155 + 24 375+ 53°
T/HS + HTS + amilorid (n=8) 151 + 36 371+ 35"

1. tablazat: CD 11b expresszi6 T/HS-nek vagy T/SS-nek kitett, HTS-sel vagy RL-lel Gjraélesztett és
amiloriddal vagy vivéanyaggal kezelt patkanyokbol szarmazd neutrofileken. ®P < 0.01 vs. dsszes tobbi
csoport; °P < 0.05 vs. T/SS csoportok és T/HS + RL + vivéanyag, vagy T/HS + RL + amilorid. Az
adatok az atlagos fluoreszcencia intenzitast mutatjak atlag+SD formaban.

3 oOraval az
Ujraélesztés utan

sokk kezdete el6tt 90 perccel a sokk

kezdete utan

T/SS + RL + vivéanyag (n=6) 0.067 + 0.006 0.066 + 0.004 0.066 + 0.004
T/SS + RL + amilorid (n=7) 0.067 + 0.005 0.067 + 0.004 0.065 + 0.004
T/HS + RL + vivéanyag (n=6) 0.069 + 0.006 0.046 + 0.005° 0.041 + 0.004%
T/HS + RL + amilorid (n=7) 0.066 + 0.003 0.046 + 0.004% 0.045 + 0.003
T/HS + HTS + vivéanyag (n=6) 0.067 +0.004 0.047 +0.001° 0.058 + 0.006"
T/HS + HTS + amilorid (n=6) 0.069 + 0.006 0.048 + 0.006 0.057 + 0.002"

2. tablazat: Vorosvérsejtek deformabilitdsa T/HS-nek vagy T/SS-nek Kkitett, HTS-sel vagy RL-lel
Gjraélesztett és amiloriddal vagy vivéanyaggal kezelt patkanyokban. ®P<0.01 vs. T/HS elétt; "P<0.01 vs.
sokk el6tti és 90 perccel a T/HS kezdete utani. Az adatok atlag+SD formaban vannak megadva.




g

—

&

= 80

e

£

—— 60

o

0

=~

2 a0

2

Q 20

O

= !
} 2 I teis ity
T/SS T/SS T/HS THS

+ + + +

vehicle amiloride vehicle amiloride

9. &bra: A HUVEC sejtek inkubalésa vivéanyaggal kezelt T/HS éllatokbdl szarmazo nyirokkal jelent6s
csokkenést okozott a HUVEC sejtek életképességében 18 draval a kezelés utan mérve. A HUVEC sejtek
életképessége akkor sem valtozott, amikor amiloriddal kezelt T/HS allatok nyirokjat adtuk a sejtekhez.
Az életképességet a kontroll %-aban adtuk meg. Fekete oszlopok, sokk elétti; vilagos oszlopok, sokk
utani. Az adatok atlag+SD formaban vannak megadva 4-6 patkany/csoport alapjan. *P<0.001 vs. minden
trauma el6tti és T/SS trauma utani csoport.
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10. dbra: Az allatok kezelése amiloriddal nem védte ki a 30%-0s nyiroknak a HUVEC sejtek 10-kDa
rhodamin dextrannal szembeni permeabilitésara gyakorolt néveld hatésat. Fekete oszlopok, sokk elétti;
sziirke oszlopok, sokk utani. Az adatok atlag+SD alakban lettek megadva n=4-6 patkany/csoport alapjan;
*P<0.01 vs. minden trauma elétti csoport, <0.05 vs. T/SS trauma utani csoportok.
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11. abra: A T/HS-nek Kitett allatok forbol mirisztat acetatra (PMA) adott “respiratory burst” valasza csokken
amilorid kezelés utan. A polimorfonuklearis sejteket (PMN) T/HS-nek vagy T/SS-nek kitett és amiloriddal
vagy vivéanyaggal kezelt patkanyokbdl szarmaz6 5% nyirokkal kezeltik. Fekete oszlopok, sokk elétti; szlrke
oszlopok, sokk utani. Az adatok atlag+SD alakban lettek megadva n=4-6 patkany/csoport alapjan; “P<0.01 vs.
minden trauma elétti csoport, *P<0.05: T/HS-vivéanyag vs. T/HS-amilorid csoport, mindketté trauma utan.
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12. dbra: A PMN-eket T/HS-nek vagy T/SS-nek kitett és amiloriddal vagy vivéanyaggal kezelt patkanyokbdl
szarmazd 25%-o0s plazmaval kezeltik, és azt kaptuk, hogy a T/HS-nek kitett allatok forbol mirisztat acetatra
(PMA) adott “respiratory burst” valasza csékken amilorid kezelés utan. Az adatok atlag+SD alakban lettek
megadva n=4-6 patk&ny/csoport alapjan; **P<0.001 vs. T/SS+V (vivéanyag) és T/SS+A (amilorid); *P<0.01
vs. T/SS+V és T/SS+A; *P<0.05 vs. T/HS+V.
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13. abra: Az amilorid kivédi a bél permeabilitisdnak névekedését T/HS-nek Kitett patkdnyokban. A bél
permeabilitasdt a  FITC-dextran  fluoreszcen  festéknek ileumba  tortént  injektalasa  uténi
plazmakoncentracidjanak meghatarozasaval kvantifikaltuk. Az adatok atlag+SD alakban lettek megadva n=4-6
patkany/csoport alapjan; *P<0.01 vs. az 6sszes tdbbi csoport.

2. A kutatas folyaman bekdvetkezett személyi valtozasok

A pélyazat végrehajtasat Dr. Haskd Gyorgy vezeté kutatd mellett Csoka Balazs és
Papp Lilla biologusok kezdték el. A projekt végrehajtasanak elsé éve utdn CsOka Balazs
kulfoldi tanulméanyatra ment. Az 6 palyazatban ellatott feladatait ezért egy Uj kutato,
Selmeczy Zsolt biologus vette at, aki a palyazathoz csatlakozas idépontjaban 6 éves szakmai
tapasztalattal birt, és a palyazathoz csatlakozas évében sikerrel védte meg doktori téziseit. Ez
a személyi valtozas a kutatas folyamatat a tervezettekhez képest érdemben nem befolyéasolta.



