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1. BEVEZETES

I. 1. Az enteralis idegrendszer felépitése

Az enteralis idegrendszer (ENS) az autondom idegrendszer részeként beidegzi a nyeldcso
als6 harmadatol kezdve a végbélig az egész emésztdtraktust, beleértve az epeutakat és a
hasnyalmirigyet is (Fonyd, 2011.). Az ENS fontos feladatai k6z¢é tartozik az emésztdtraktus
keresztiil koordinal (Hansen, 2003.).

Az ENS az embrionalis fejlodés soran a duclécsejtekbdl alakul ki, amelyek a fejlodo bél
egészét kolonizaljak (Sasseli és mtsai, 2012.). Az ENS-t alkoté neuronok az emésztdtraktus
falaba agyazva taldlhatok meg, ahol az Oket segitdé gliasejtekkel egyiitt ganglionokba
rendezddve fordulnak eld, melyeket idegelemek kotnek Ossze egymassal. Ezek a ganglionok
két jol elkiilonithetd idegfonatba tomoriilnek a vékonybél és a vastagbél falaban, a myenterikus
¢s a szubmukozus plexust 1étrehozva (1. dbra) (Furness, 2006.). A myenterikus plexus a bélfal
kiilsé hosszanti és a belsd korkords izomrétege kozott talalhatdo meg a nyeldcs6tdl a végbélig
(Hansen, 2003.). A szubmuko6zus plexus a vékonybél és a vastagbél szubmukoza rétegében
talalhaté meg, altalanossdgban kisebb neuronok alkotjdk, mint a myenterikus ganglionokat
(Furness, 2006.). A ganglionokban morfologiailag és funkciondlisan is kiillonb6z6 tipust
neuronok ¢és gliasejtek talalhato. A ganglionok mérete €és a benniik 1évé neuronok Osszetétele
bélszakaszonként is valtozik, régid-specifikussagot mutat a béltraktus mentén (Newgreen ¢és
Young, 2002.). Az enteralis és a kdzponti idegrendszer kozotti kapcsolatot a nyeldcsé alsod
harmadatdl a colon transversum els6 szakaszdig a nervus vagus biztositja, az emésztotraktus

ettdl disztalis szakaszait pedig a szakralis paraszimpatikus idegek innervaljdk (Fonyo, 2011.).
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1. abra A myenterikus és a szubmukdzus plexus felépitése (Fonyo, 2011.)

Az ENS-ben talalhaté neuronok osztalyozhatoak kiilonbozé tulajdonsagaik alapjén,
mint példaul az alakjuk, fiziologiai tulajdonsdgaik, az altaluk innervalt stukturdk vagy
neurotranszmitterek szerint. Funkci6 alapjdn megkiilonboztetiink primer intrinsic afferens
neuronokat, interneuronokat és motorneuronokat (Furness, 2006.). A primer afferens neuronok
a tapcsatorna falanak fesziilését, a nyalkahartya valtozasat és a tapanyag 0sszetételét érzékelik.
Az interneuronok a szenzoros €s motoros neuronok kozotti kapcsolat 1étrehozasdban vesznek
részt (Fonyo, 2011.). A motorneuronok kozott talalunk serkentd és gatlo neuronokat is, amelyek
a simaizom kontrakcidjaért felelések. Ezen kiviill megtalalhatéak még szekretomotoros és
vazodilator neuronok is az ENS-ben (Furness, 2000.).

Az ENS neurotranszmitterei kozott talalunk peptid €s nem peptid jellegi molekulakat
is. A simaizom 0sszehuzodast serkentd molekulak elsésorban az acetil-kolin és a tachikininek.
A gétlo jelatvivo molekuldk koz¢ tartozik a vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP), a nitrogén-

monoxid (NO), és egyes esetekben az adenozin-trifoszfat (ATP) is (Fonyo, 2011.).

I. 2. A diabétesz altalanos jellemzése

A diabétesz egy olyan anyagcsere betegség, amelyet hosszantartd magas vércukorszint
jellemez. A hiperglikémiat okozhatja az inzulin szekrécié hidnya vagy a sejtek inzulinnal
szembeni érzéketlensége is, mely hosszutdvon vesekarosodashoz, szivelégtelenséghez ¢s a

neuronok pusztulasdhoz vezet. Megkiilonboztetjiik az 1-es tipusu diabéteszt, a 2-es tipust
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diabéteszt, a gesztacios diabéteszt és a betegség egyéb tipusait is (American Diabetes
Association, 2014.).

Az 1-es tipusu diabétesz egy autoimmun betegség, amely a hasnyalmirigy p-sejtjeinek
pusztuldsaval alakul ki. Az 6sszes diabéteszes megbetegedésnek megkozelitdleg az 5-10%-at
teszi ki az 1-es tipust diabétesz. Emberekben az 1-es tipust diabétesz kialakuldsdban genetikai
¢és kornyezeti tényezok is részt vesznek, azonos génkészlettel rendelkezé egypetéjii ikrek kozott
a megbetegedés konkordancidja 50%-0s. A betegség tlineteinek megjelenése eldtt mar
kimutathatok az autoimmun folyamatok, az elsé tiinetek a B-sejtek 60%-0s pusztulasanal
jelentkeznek. A tiinetek megjelenését kvetden eldszor exogén hiperglikémia jelentkezik, mely
soran a vér gliikozszintjének az emelkedése a normalisnal nagyobb mértéki. Ezt kovetden a [3-
sejtek tovabbi pusztulasa végett kialakul az endogén hiperglikémia, melynek hatasara
szénhidrat bevitel nélkiil is folyamatosan emelkedett a vércukorszint a fokozddd
glilkoneogenezis hatasdra. Az l-es tipusi diabétesz tlinetei kozé tartozik a gyakori nagy
mennyiségll vizeletiirités (polyuria), amely gyakran tartalmaz gliikozt is (glycosuria). A gyakori
vizelés miatt folyadékhiany és elektrolitveszteség alakul ki, mely miatt a beteg sokat iszik. Az
1-es tipusu diabétesz sulyos tiinete a metabolikus aciddzis, ami a ketogenezis soran keletkezo
savak hatasara alakul ki. Az aciddzis hatdsira hanyas léphet fel, mely tovabb ndveli a
vizveszteséget, majd legsulyosabb esetben diabéteszes koma alakulhat ki (Fonyo, 2011.). Az 1-
es tipusu diabétesz diagnodzisat az ¢éhgyomri vércukorszint alapjan allitjdk fel, vagy
véletlenszertien vizsgalt vércukorszint alapjan. Ha az ¢éhgyomri vércukorszint meghaladja a 7
mmol/L koncentraciét vagy a véletlenszertien vizsgalt vércukorszint meghaladja a 11 mmol/L
koncentraciot, akkor a betegnél cukorbetegég allapithato meg. Az 1-es tipusi diabétesz
kezelésére leggyakrabban inzulinpétlast alkalmaznak, melyet injekcié vagy inzulinpumpa
segitségével juttatnak a szervezetbe, de alkalmaznak mar kiilonb6z6 inzulin anal6gokat is
(DiMeglio és mtsai, 2018.).

A 2-es tipusu diabéteszben vildgszerte megkozelitdleg 400 millié ember szenved, és a
betegek szdma a kozeljovében ndvekedni fog. A 2-es tipust diabétesz szintén hiperglikémiaval
jar, ami az inzulinra vald érzékenység csokkenésébdl és a hasnyalmirigy csokkent inzulin
termelésébdl ered. Az inzulinrezisztencia az inzulin-medialt sejtszintii folyamatok sériilésé¢hez
vezet. A 2-es tipust diabétesz esetében az inzulinrezisztencia a vazizomszdvetben, a majban és
a zsirszovetben is jelentkezik, emellett a hasnyalmirigyben a gliikk6z-medialt inzulin szekrécid
sem miikodik megfelelden (Javeed és Matveyenko, 2018.).

A gesztacios vagy terhességi diabétesz megkdzelitleg a terhes ndk 14%-at érinti

vilagszerte a Nemzetkozi Diabétesz Szovetség 2017-es felmérése alapjan. A gesztacios
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diabétesz soran spontan modon alakul ki hiperglikémia a terhesség alatt. A betegség
kialakulasara hajlamosit6 tényezok lehetnek az elhizés, a nyugati tipusu taplalkozas, az ¢letkor
¢s a csaladban eldfordulod inzulinrezisztencia vagy cukorbetegég. Terhességet kdvetden
altalaban a betegség megsziinik, de a késdbbiekben mind az anydnal, mind pedig a gyermeknél
sokkal nagyobb valdsziniiséggel alakulhat ki 2-es tipusti diabétesz vagy kardiovaszkularis

betegségek (Plows, 2018.).

I. 3. A diabétesz és az enteralis idegrendszer

A diabétesz altalanos tiinetei kozé tartoznak a kiilonb6z6 gasztrointesztinalis panaszok,
mint példaul a hasmenés, a székrekedés vagy éppen a puffadas. Ezen tiinetek a betegek akar
75%-andl is jelentkezhetnek. A tlinetek hatterében a béltraktus motilitdsanak véaltozasa, az
oxidativ stressz €s a neuropatia all. A diabétesz hatasara megvaltozik az enteralis neuronok
mérete €s szama, neurodegenerativ folyamatok indulnak be (Chandraseharan €s Srinivasan,
2007.). A hiperglikémia miatt autoimmun folyamatok zajlanak le a béltraktusban, melyek
hatdsara megemelkedik a gyulladast kivalté citokinek mennyisége és a gyulladas hatasara sériil
az emésztbtraktusban a nyalkahartya integritasa is (Abdalla, 2024.).

A béltraktus motilitasaért nagyrészben a serkentd és gatlo motorneuronok feleldsek. A
nitrogén-monoxid (NO) egy fontos nem kolinerg, nem adrenerg gatlé neurotranszmitter az
ENS-ben, amelyet a neurondlis NO szintaz (nNOS) termel, mely a gatld6 neuronokban
expresszalodik (Gangula és mtsai, 2007.). A nitrerg neuronok kisérletesen kivaltott diabéteszes
patkanymodellben sériiltek, karosodasuk bélszakasz-specifikus kiilonbségeket mutatott. A
nitrerg neuronok szdma és az Osszneuronszam az ileumban, a jejunumban és a colonban is
szignifikansan csokkent, mig a duodenumban csak a nitrerg neuronok szdma bizonyult
kevesebbnek, az 6sszneuronszam nem valtozott (Bagyanszki és Bodi, 2012.) A diabétesz okozta
nitrerg neuropatia két szakaszra kiilonithetd el. Az els6 szakaszban az nNOS mennyisége
lecsokken az idegrostokban és ezzel nitrerg diszfunkci6 alakul ki, amely még inzulinkezeléssel
helyreéllithat6. A mésodik szakaszban a neuronok apoptozisa kovetkezik be a felhalmozodott
glikacios végtermékek ¢€s a sejttestben felgyiilemlett NO hatdsara, ezen hatdsok mar
inzulinkezelés hatasara sem visszafordithatok (Cellek és mtsai, 2003.). A diabétesz a serkentd
neuronok szédmara is hatdssal van. A serkentd neuronok acetil-kolin transzferdz enzimet
tartalmaznak, amely képes az acetil-kolin serkentd neurotranszmittert hidrolizalni. Diabéteszes

egerekben kimutattak, hogy megnétt a kolinerg innervaci6 a jejunum és az ileum myentericus



plexusaban, mig a duodenumban csak a simaizomszdvetben nétt meg a kolinerg rostok
mennyisége (Chandrasekharan és Srinivasan, 2007.).

A hiperglikémia hatasara felborul a homeosztazis, mely a reaktiv oxigén gyokok (ROS)
sejtekben torténd felhalmozdodasdhoz vezet. Az olyan molekuldk, mint a glutation vagy a
szuperoxid-dizmutdz és kataldz enzimek tartjdk fenn a redox egyenstlyt, viszont a
hiperglikémia hatasara ez az egyensuly oxidativ iranyba eltolddik (Srinivasan és mtsai, 2024.).
Az oxidativ stressz a sejtek sériiléséhez, neuronpusztuldshoz, valamint gliasejtek altal
kozvetitett masodlagos gyulladashoz vezet. Diabéteszes betegek colonjaban kimutattak, hogy
a glutation mennyisége lecsokkent és a ganglionok mérete is kisebbnek bizonyult az apoptozis
miatt (Chandraseharan és Srinivasan, 2007.; Srinivasan és mtsai, 2024.).

A diabétesz kialakuldsaval az emésztOtraktus motilitdsaban bekdvetkezd valtozasok a
mikrobiomban kialakuld diszbidzissal is parhuzamba allithatok. Az emésztotraktus csokkent
motilitdsa megvaltoztatja a mikrobiom Osszetételét, mely nagymértékben befolyasolja a bél-
agy tengely mitkddését is. Egyes kutatasok szerint a mikrobidta a nervus vaguson keresztiil
kommunikal a kézponti idegrendszerrel. A bélben talalhaté mikrobak képesek az afferens
érzéneuronok szabalyozéasara az érzékenységiik ndvelésével, valamint a motilitast is tudjak
szabalyozni helyileg haté neurotranszmitterek szintézisével. Kutatasok alapjan a mikrobiomban
torténd diabéteszes valtozasok bélszakasz specifikussagot mutatnak, a mikrobiota osszetétele
szegmensenként kiilonb6zo mértékben sériil (Wirth és mtsai, 2014). Valdsziniisithetd, hogy az
epithelium integritdsanak sériilése miatt a baktériumok kdnnyebben atjutnak az epitheliumon,
s ezzel olyan patologias folyamatokat inditanak el, melyek hozzajarulhatnak a neuropatiahoz

¢s az 1-es tipusu diabétesz kialakulasahoz is (Horvath és mtsai, 2015.).

I. 4. Az NFkB transzkripcids faktor altalanos jellemzése

Ranjan Sen és David Baltimore fedeztek fel 1986-ban egy fehérjét, amely az aktivalt B-
limfocitdkban a DNS egy specifikus konzervalt szakaszahoz kotott. A felfedezés helye ¢és
sejttipusa alapjan nevezték el nuklearis faktornak, amely kotddik a k-konnytilanc génjéhez a B-
sejtekben, vagyis roviden NFxB-nek nevezik (Zhang ¢és mtsai, 2017.). Az NFkB olyan
transzkripcids faktorok csalddja, amelyek szabalyozzak a gyulladésos valaszokat, részt vesznek
Az NFxB rendszer szigoruan szabalyozott, diszreguldcidja kiilonbozé betegségek
kialakulasdhoz vezet, mint példaul a rdk vagy kiilonb6z6 gyulladdsos- €s immunologiai

betegségek (Mitchell és mtsai, 2016.).



Az NF«B transzkripciés faktorok csaladjaba 6t fehérje tartozik, a p50 (NFkB1), p52
(NFxB2), p65 (RelA), RelB ¢és c-Rel (Rel), melyek mind tartalmaznak egy 300 aminosav
hosszi Rel homoldég domént (RHD) a fehérje N-terminalis oldalan. Az NF«xB fehérjék a
sejtekben homo- és heterodimer formaban fordulnak eld, amelyek képesek a DNS-hez kotni az
RHD-en keresztiil. A DNS-hez kotott fehérjének a tdvoli doménjei koaktivatorok és
korepresszorok segitségével képesek a transzkripciot szabalyozni. Egyes NF«B fehérjek
rendelkeznek transzaktivacios doménnel, igy képesek a transzkripcid iniciacidjara
koaktivatorok toborzasaval, ilyen fehérjék a p65, c-Rel és a RelB (Hayden és Ghosh, 2014.).
Az NFkB dimerek inaktiv formaban a citoplazméaban taldlhatéak meg, valamelyik IxB
(Inhibitor of kB) proteinhez kotott forméaban, ezzel biztositjak a jelatviteli Gt indukalhatosagat.
Az IkB fehérjéknek harom tipusa van, az IxBa, IkBf és IkBe, valamint két prekurzor fehérje
ismert még, a p100 és a p105 (Hayden és Ghosh, 2008.). Az IxB proteinek rendelkeznek egy
ankirin repeat doménnel, mely a fehérje-fehérje kapcsolatokban vesz részt, mellyel képesek az
NF«B dimerek Rel homolog doménjéhez kotddni (Ghosh és Karin, 2002.).

Az NF«B jelatviteli itvonal sok kiilonb6z6 modon aktivalodhat, de altalanossagban két
fo jelatviteli utvonalrdl szoktak beszélni, a kanonikus (klasszikus) és a nem kanonikus
(alternativ) utvonalrol (2. abra). A két Gtvonalat a résztvevd fehérjealegységek kiilonboztetik
meg. A p50-es fehérje, mely a p105-6s prekurzorbol jon 1étre a kanonikus utvonalban jatszik
szerepet, mig a p52, mely a p100-as prekurzor fehérjébdl alakul at, a nem kanonikus utvonal
résztvevdje (Morgan ¢€s Liu, 2011.). Az NFkB aktivalodasahoz exogén és endogén ligandok,
valamint fizikai és kémiai stressz vezethet (Hayden és Ghosh, 2008.). A jelatvitelben résztvevo
receptorok a tumor nekrdzis faktor receptor (TNFR) csalad, Toll-like receptor (TLR) csalad és
az interleukin-1 receptor (IL-1R) csaldd. Ezekhez a receptorokhoz a szdveti sériilés vagy
fert6zés hatasara felszabadulod gyulladasos citokinek, mint példaul a tumor nekrézis faktor-a
(TNFa) vagy interleukin-1 (IL-1) kotédnek a kanonikus jelatviteli utvonalnal. A nem kanonikus
vagy alternativ jelatviteli utvonalnal a TNF citokin csaladba tartozé limfotoxin f vagy példaul
a CD40 ligand (CD40L) kot be a receptorokhoz (Lawrence, 2009.). Ezeknek a receptoroknak
az a kozos jellemzdje, hogy nem rendelkeznek enzimaktivitassal, igy adaptor fehérjéken
keresztiil inditjdk el a jelatviteli Utvonalat (Hayden ¢és Ghosh, 2014.). Mindkét
szignaltranszdukcios utvonalnal sziikség van az IkB kinaz (IKK) komplexre. Az IKK komplex
harom alegységbdl all, az IKKa-bol (IKK1), az IKKB-bol (IKK2) és az IKKy-bol (NEMO). Az
IKKp alegység szabalyozza a kanonikus utvonal aktivalodéasat az kB fehérjék foszforilalasaval
az IKKYy segitségével, mig az IKKa-ra nincs sziikség csak az alternativ jelatviteli utvonalban,

mely soran a pl100-as fehérje foszforilacidja és p52-es aktiv forméba valé atalakitasa torténik
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(Lawrence, 2009.). A klasszikus jeldtviteli ttvonalban a TNFR-on keresztiili
szignaltranszdukcio az egyik legjobban ismert. A receptorhoz bekotott TNF ligand hatasara egy
adaptor fehérje megakomplex jon 1étre a RIP1, TRADD, TRAF2, cIAP, TABI ¢és TAKI
fehérjék toborzasaval. A fehérje komplex segitségével az IKK foszforilalodik, amely aktivélja
a kinaz aktivitasat (Zhang és mtsai, 2016.). A p105-6s NFxB alegység a citoplazmaban
konstitutivan proteoszomalisan atalakul p5S0 fehérjévé és a p65-tel (RelA) heterodimert alkot.
A p50/p65 NF«B dimer inaktiv formaban van az [kBa fehérjékhez kotve a citoplazméban. Az
aktivalodott IKK az IkBa fehérjét foszforildlja és ezzel ubikvitindlodasra jeldli. Az
ubikvitinalédas utdn az IkBa proteoszomalisan lebomlik. Az IkBa lebomlasat kovetéen a
p50/p65 dimer DNS kotohelye szabadda valik, szabadon tud a sejtmagba transzlokalodni, €s a
DNS «B helyéhez kétve transzkripciot tud kivaltani (Morgan €s Liu, 2011.).

TNF, IL-1, TLR LT, CD40L, BAFF

o
U

2. abra A kanonikus (klasszikus) és nem kanonikus (alternativ) NFkB szignéltranszdukcios
utvonalak. A kanonikus és nem kanonikus utvonal sordn a citokinek hatdsara aktivalodik az
IKK komplex, mely a kanonikus ttvonal folyaman az IxB inaktivalasaval, a nem kanonikus
utvonal esetén a p100 prekurzor atalakitasaval aktivalja az NFkB heterodimereket. TNF: tumor
nekrozis faktor, IL-1: interleukin-1, TLR: Toll-like receptor, LT: limfotoxin, CD40L: CD40
ligand, BAFF: B-sejt aktivalo faktor, [kB: kB inhibitor, IKK: IkB kindz, NIK: NF«xB indukalo
kin4z (Lawrence, 2009.).



I. 5. Az NFkB és a diabétesz kapcsolata

Az 1-es tipust diabéteszben a hasnyalmirigy B-sejtjeit érint autoimmun valaszban részt
vesznek olyan citokinek, mint az IL-1 vagy interferonok. Az alapallapotii B-sejtekben nem
tapasztalhaté NF«B aktivitas, viszont az IL-1 citokin hatasara az NFxB aktiv formaba kertil és
transzlokalodik a sejtmagba, ahol tobb gén expresszalodasan keresztil a [B-sejtek
is képes aktivalni, de a B-sejtekben a pro-apoptotikus sejtvalasz domindl. Egyes kutatasok
alapjan az NF«B p50 fehérje deficiens egerek rezisztensek voltak a streptozotocin (STZ) B-sejt
pusztitd hatasara, mig mas kutatdsok arra mutattak ra, hogy a hosszutavon akadalyozott NFxB
szignaltranszdukcios utvonal akadalyozta az inzulin szekrécidhoz sziikséges gének
kifejezodését és csokkentette az endokrin sejtek szamat a hasnyalmirigyben (Mabyle és mtsai,
2002; Norlin ¢és mtsai, 2005.; Patel és Santani, 2009). Az NFkB Ugyszintén részt vesz a
diabétesz okozta retinopatidban és nefropatiaban is (Patel és Santani, 2009.).

Kutatocsoportunk mar kordbban vizsgalta a TNFa gyulladdsos citokin és receptorai
(TNFR1 ¢és TNFR2) bélszakasz-specifikus eloszlasat 1-es tipusi  diabéteszes
patkdnymodellben. A TNFo-t jelold aranyszemcsék denzitdsa a hiperglikémia hatdsara a
duodenum myenterikus ganglionjaiban szignifikdnsan megnétt, a colonban csdkkent, mig az
ileumban valtozatlan maradt és az inzulinkezelés nem bizonyult protektivnek (Bodi és mtsai,
2021). Altalanossagban a TNFR1 az apoptozisért, a TNFR2 pedig a sejt regeneracioért felelds
receptorok (Gough és Myles, 2020.). Korabbi kutatdsi eredményeink azt mutattdk, hogy 1-es
tipusu diabéteszben a TNFR expresszio régid-specifikus valtozadsaiban a TNFR2 jobban
érintett, mint a TNFR1 a cukorbeteg allatok duodenumaban (Barta és mtsai, 2023.). Mivel ezek
a gyulladasos citokinek fontos szerepet jatszanak az NFkB jelatviteli utvonal aktivalasaban, igy
az NF«B és negativ szabalyozo fehérjéjének (Nrf2) vizsgalata is nélkiilozhetetlen a bélcsatorna

kiillonboz6 szakaszaiban.



II. CELKITUZESEK

A kiilonboz6 gyulladasos citokinek bélszakasz-fiiggd expresszios valtozasai miatt
elsédleges célunk az volt, hogy feltérképezziik, milyen hatdsa van a kronikus hiperglikémidnak
az NF«kB transzkripcids faktor kifejezddésére 1-es tipusu diabéteszes patkanyok myenterikus
ganglionjaiban. Ehhez transzmisszids elektronmikroszkdpos vizsgalataink soran a kontroll,
diabéteszes ¢és inzulin-kezelt diabéteszes allatok kiillonbozd bélszakaszaiban a kovetkezd

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Az NF«B p65 fehérje kifejez6dése mutat-e bélszakasz-specifikus kiilonbségeket a kontroll

allatok myenterikus ganglionjaiban és a bélfal simaizomszovetében?

2. Megfigyelheté-e valamilyen diabéteszhez kothetd valtozas az NFxB p65 fehérje
denzitasaban a myenterikus ganglionokban és a kérnyezd simaizomban a STZ-nal indukalt

diabéteszes patkdnyok duodenum-ileum tengelye mentén?

3. Milyen hatassal van az azonnali inzulinkezelés az NFxB p65 fehérje denzitasara a
myenterikus ganglionokban ¢és a bél simaizomszovetében a vékonybél kiilonbozo

szakaszaiban?
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérlet soran az allatok tartasa és felhasznalasa az Europai Unids etikai eldirasoknak
(2010/63/EU) ¢és a Magyarorszagon jelenleg érvényben 1évd torvényi szabalyozdsnak
megfeleléen, a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak
hozzajarulasaval, a Megyei Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosag

engedélyével tortént (XX./1636/2019.).

IIL. 1. Allatmodell

Akisérletben 200-300 g tomegii him Wistar patkanyokat (Toxi-Coop Zrt., Balatonfiired,
Magyarorszag) vizsgaltunk, melyeket véletlenszertien, harom csoportra osztottunk: kontroll
csoport (K; n = 14), STZ-indukalt diabéteszes (D; n = 14) €s inzulin-kezelt diabéteszes (ID; n
= 13) csoport. Az allatokat 10 hetes kronikus kisérletnek vetettiik ala. A hiperglikémiat
intraperitonealis STZ (60 mg/testtomeg kg; Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
injekcioval valtottuk ki. A kisérlet soran azokat az allatokat, amelyek vércukorszintje
meghaladta a 18 mmol/L koncentraciot diabéteszesnek tekintettilk (Accu-Chek® Active
vércukormérd). Az inzulin-kezelt diabéteszes csoport allatainak kezelését ekkor rogton
elkezdtiik, az éllatok napi két alkalommal, reggel (3 NE) és délutan (3 NE) kaptak szubkutian
inzulin (Humulin M3, Eli Lilly, Hollandia) injekciot. A masik két csoport a szrési stressz
kivaltasa érdekében fizioldgias sdoldatot kapott, szubkutan injekciéo formajaban. Az allatok

testtomegét és vércukorszintjét a 10 hetes periddus alatt heti rendszerességgel monitoroztuk.

II1. 2. Mintak elokészitése

A 10 hetes kisérleti periodust kovetden az allatok kloralhidratos (375 mg/kg)
anesztézian, majd cervikalis diszlokacion estek at. Az allatok hasiiregét felnyitottuk és a
szlikséges bélszakaszokat kiboncoltuk. A mintakat a duodenum proximalis és az ileum disztalis
végérol vettiik, majd foszfat pufferrel (0,05 M PB, pH 7,4) alaposan atmostuk a bélszakaszokat.

Az elektronmikroszkopos vizsgéalatainkhoz kisérleti csoportonként 4-4 allatot
hasznaltunk fel. A 2-3 mm széles bélmintakat egy ¢éjszakdn &t 2% paraformaldehid és 2%
glutaraldehid oldataban fixaltuk, majd ozmium-tetroxidban 1 6ran at utofixaltuk. Ezt kovetden
a mintak viztelenitésére kertilt sor felszallo alkoholsorban. A mintdkat ezutdin Embed812

(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) gyantdba dgyaztuk aceton intermedieren
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keresztiil és 60 °C-on polimerizaltuk. A vizsgalathoz sziikséges 70 nm-es ultravékony
metszeteket Reichert tipustt ultramikrotommal készitettik. Az immunfestést kovetd

kontrasztfestéshez uranil-acetatot és 6lom-citratot hasznaltunk.

I11. 3. Posztembedding immunhisztokémiai vizsgalat

A kiilonb6z6 bélszakaszokbdl ¢és kisérleti csoportokbdl készitett ultravékony
metszeteket posztembedding immunhisztokémiai festésnek vetettiik ald. A nikkel grideken levd
mintakat el6szor 1%-os perjodsav cseppre (9 perc), majd desztillalt vizes mosast (3x5 perc)
kovetden 2%-os natrium-perjodat oldatcseppre helyeztiik (10 perc), melyet ismét desztillalt
vizes mosas kovetett (3x5 perc). Kovetkezo 1épésben a grideket TBS-cseppekre helyeztiik (3x2
perc), majd 30 perc blokkolas kovetkezett borji szérum albuminnal (BSA). Ezt Gjabb 2x5 perc
desztillalt vizes mosas, majd 2x3 perc TBS mosés kovette. Ezutan a mintakat az elsédleges
antitesttel (anti-NFxkB p65 (F-6) egér monoklondlis IgG; 1:25; sc-8008; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) egy ¢jszakan at inkubéltuk szobahdmérsékleten.
Masnap a mintakat 2x10 percet ismét TBS-cseppeken mostuk, majd BSA-TRIS pufferes oldatra
(0,05g BSA + 25 ul Tween-20 + 5 ml TRIS (pH=7,6); 2x5 perc) helyeztiik. Ezutan a mintakat
3 orat az aranyszemcsével konjugalt masodlagos antitesttel (18 nm aranyszemcsével konjugalt
anti-egér IgG; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) inkubaltuk. A mintakat ismét
desztillalt vizzel mostuk (3x5 perc), majd a nedvességet szlirOpapirral finoman leitattuk. A
festés soran a mikroszennyezddések elkeriilése érdekében a felhasznalt oldatokat, az elsddleges
¢s masodlagos antitestek kivételével atszirtilk. Az immunreakcid specifitdsat az elsddleges

antitest elhagydsaval mindig ellendriztiik.

I1I. 4. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az ultravékony metszeteket az immunfestést és kontrasztozast kovetéen JEOL JEM
1400+ tipust transzmisszids elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk. Ennek soran 20000x
nagyitason a kiillonboz6 bélszakaszokbol szirmazd myenterikus ganglionokrél (50 db kép/10
ganglion/bélszakasz/csoport) és a bélfal simaizomzatardl (30 db kép/bélszakasz/csoport) is
digitalis képeket készitettiink. A képeket Imagel] program segitségével elemeztiik, s

meghataroztuk az NFkB p65 fehérjét jelolo aranyszemcsék terliletegységre esé szamat.
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II1. 5. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism 6.0 szoftvert (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) hasznaltuk, amely segitségével az adatainkon varianciaanalizist (ANOVA),
Kruskal-Wallis és Newman-Keuls teszteket végeztiink. A szignifikancia értékét p < 0,05

értékben hataroztuk meg, az adatokat atlag = SEM formaban tiintettiik fel.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. A kisérleti allatok tomegének és vércukorszintjének valtozasa

A tiz hetes kisérleti periddus alatt a kisérleti allatok testtomegét és vércukorszintjét
folyamatosan figyelemmel kisértiik. Az allatok testtomege mindharom csoportnal novekedett a
kiindulési testtomeghez képest. A kontroll csoportndl a kezdeti testtomeghez képest az allatok
végsO tomege szignifikansan novekedett (256,7 £ 17,68 g vs. 467 = 16,13 g, p < 0,0001; 1.
tablazat). A diabéteszes csoport esetében az allatok testtomege csak mérsékelten novekedett a
kezdeti értékekhez képest (223,9 + 7,54 g vs. 320,9 + 14,73 g; 1. tablazat). Mig az inzulin-
kezelt diabéteszes csoport esetében - a kontroll csoporthoz hasonldan - szignifikdnsan megnott
az éllatok testtdmege a tiz hetes periddus végére (233 + 9,44 g vs. 463,1 + 14,87 g, p <0,0001;
1. tablazat).

A diabéteszes patkdnyok vércukorkoncentracioja jelentésen megemelkedett, mintegy
négyszer magasabb volt, mint a kontroll allatoké (29,46 + 0,87 mmol/L vs. 5,92 + 0,11 mmol/L,
p<0,0001; 1. tablazat). Az inzulin-kezelt diabéteszes patkdnyok atlagos vércukor
koncentracioja a kontroll értékek kozelében maradt (12,98 + 1,5 mmol/L vs. 592 + 0,11

mmol/L; 1. tdblazat).

Testtomeg (g) Vércukorszint (mmol/L)

Csoportok

Kezdeti Végso Kezdeti Végso (atlag)

256,7+ 17,68 467 £ 16,13 *H** 5,96 £ 0,26 5,92+0,11

223,9 +£7,54 320,9 + 14,73 6,09 +£ 0,37 29,46 £ 0,87 ik o000

Inzulin-kezelt

. 233,7+9,44 463,1 + 14,87 **** 5,86 £ 0,35 1298 + 1.5%. °
diabéteszes ’ >

1. tablazat A kontroll, diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes kisérleti allatok testtomegének
¢s vércukorszintjének valtozasa. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel. A kezdeti és
a végso allapot kozotti szignifikans kiilonbséget csillaggal (* p < 0,05; **** p < 0,0001), a
kontroll csoporthoz viszonyitott kiilonbségett korrel (° p < 0,05 ,°°°° p < 0,0001 ) jeloltiik.
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IV. 2. Az NFkB p65 fehérjét jelolo aranyszemcsék denzitasanak valtozasa a vékonybél
myenterikus ganglionjaiban

Az NFkB p65 fehérje denzitdsat a posztembedding immmunhisztokémiai festést
kovetden 18 nm-es aranyszemcsék segitségével allapitottuk meg (3. és 5. abra). Az NFkB p65-

ot jelold aranyszemeséek denzitasa a kontroll allatok duodenumaban €s ileuméban nem mutatott

3. abra Transzmisszids elektronmikroszkopos felvétel az NFxkB p65 fehérjét jelolod
aranyszemcsékrél kontroll allat duodenumabol ¢és ileumabol szdrmazd myenterikus
ganglionbdl. Nyil: 18 nm-es aranyszemcse, KD: kontroll duodenum, KI: kontroll ileum.

Lépték: 500 nm.
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A diabéteszes allatok esetében az ileum ganglionjaiban szignifikdns novekedést
tapasztaltunk az aranyszemcsék szdmaban a kontroll csoporthoz képest (0,48 + 0,09 jel/um? vs.
0,16 £ 0,03 jel/um?, p < 0,05; 5-6. abra), mig a duodenumban a szemcsék denzitasa egyaltalan
nem valtozott (0,18 = 0,03 jel/ um? vs. 0,17 + 0,03 jel/ pm?; 5-6. 4bra).

Az inzulin-kezelt diabéteszes allatokban az aranyszemcsék denzitasa az ileum
myenterikus ganglionjaiban a kontroll szinten marad, az inzulinkezelés kivédte a diabéteszes

novekedést, s a duodenumban sem eredményezett szignifikdns valtozast a kontroll értékekhez

képest (5-6. abra).

0,25

0,2 - [ ]

0,15

(db/um?)
o
=

1

0,05

a myenterikus ganglionokban

NFxB p65-6t jelolé aranyszemcsék
denzitasa

KD Kl

4. abra Az NFkB p65 fehérjét jelold aranyszemcsék denzitdsa a myenterikus ganglionokban
kontroll allatok vékonybelének kiilonb6zd szakaszaiban. Az aranyszemcsék denzitdsa a
duodenumban és az ileumban is hasonl6. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel. KD:

kontroll duodenum, KI: kontroll ileum.
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5. abra Transzmisszids elektronmikroszkopos felvétel az NFxB p65 fehérjét jelold
aranyszemcsékrol diabéteszes allat duodenumabol és inzulin-kezelt diabéteszes allat ileumabol
szdrmazd myenterikus ganglionbol. Nyil: 18 nm-es aranyszemcse, DD: diabéteszes duodenum,

IDI: inzulin-kezelt diabéteszes ileum. Lépték: 500 nm.
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6. abra Az NFkB p65 fehérjét jelel6 aranyszemcsék denzitdsa a myenterikus ganglionokban
kontroll (K), diabéteszes (D), és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) allatok vékonybelének
kiilonb6z6 szakaszaiban. A diabéteszes ileumban a myentericus ganglionokban szignifikdnsan
megnovekedett az aranyszemcsék szdma a kontrollhoz képest. Az inzulin-kezelt diabéteszes
csoportban az ileumban az aranyszemcsék mennyisége kontroll szinten maradt. Az adatokat
atlag + SEM forméaban tiintettiik fel. A kontroll és a diabéteszes csoport kozotti szignifikans
kiilonbséget csillaggal (*p < 0,05), a diabéteszes ¢és inzulin-kezelt diabéteszes csoport kozott

pedig korrel (°°p < 0,01) jeloltiik.

IV. 3. Az NFxB p65 fehérjét jelolo aranyszemcsék denzitasanak valtozasa a vékonybél

simaizomszovetében

Az NFkB p65 fehérje denzitdsat a posztembedding immmunohisztokémiai festést
kovetéen 18 nm-es aranyszemcsék segitségével allapitottuk meg a vékonybél faldnak
simaizomzatdban is (7-8. dbra). A kontroll allatok vékonybelében az aranyszemcsék denzitasa

nem mutatott kiilonbséget (duodenum: 0,13 + 0,02 jel/um?, ileum: 0,19 = 0,02 jel/um?; 8. abra).
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7. abra Transzmisszids elektronmikroszkopos felvétel NFkB p65 fehérjét jelolo

aranyszemcsékrél kontroll, diabéteszes és inzulin-kezelt-diabéteszes allat duodenumébol
szarmaz6 simaizomsejtekrdl. Nyilhegy: 18 nm-es aranyszemcse, KD: kontroll duodenum, DD:

diabéteszes duodenum, IDD: inzulin-kezelt diabéteszes duodenum. Lépték: 1 pm.

A diabéteszes allatokban az NFkB p65-6t jelold szemcsék szdma a vékonybél mindkét
szakaszdn emelkedett a kontroll csoporthoz képest. Ez a ndvekedés a duodenum
simaizomsejtjeiben szignifikans, kozel kétszeres volt (0,22 + 0,03 jel/um® vs 0,13 + 0,02
jel/um?, p < 0,01; 8.4bra), de az ileumban is hatarozottan ndvekvé tendenciat figyeltiink meg
(0,32 + 0,09 jel/um? vs 0,19 + 0,02 jel/um?; 8.4bra).

Az azonnali inzulinkezelés sikeresen kivédte a diabéteszes valtozasokat, az inzulin-
kezelt diabéteszes allatokban az aranyszemcsék szama a kontroll értékek kozelében maradt
(duodenum: 0,13 + 0,02 jel/um?vs. 0,14 + 0,02 jel/ pm?, ileum: 0,19 + 0,02 jel/um? vs. 0,13 +
0,03 jel/um?; 8. abra).
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8. abra Az NF«kB p65 fehérjét jeleld aranyszemcsék denzitdsa a bélfal simaizomsejtejiben
kontroll (K), diabéteszes (D), €és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) allatok vékonybelének
kiilonboz6 szakaszaiban. A diabéteszes duodenumban szignifikdnsan, €s az ileumban is
jelentdsen megemelkedett az aranyszemcsék szdma a kontrollhoz képest, melyet az azonnali
inzulin-kezelés kivédett. Az adatokat atlag =+ SEM formaban tiintettiik fel. A kontroll és a
diabéteszes csoport kozotti szignifikans kiilonbséget csillaggal (** p < 0,01), a diabéteszes és

inzulin-kezelt diabéteszes csoport kozott pedig korrel (° p < 0,05) jeldltiik.
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V. OSSZEFOGLALAS

Kutatdcsoportunk korabban mar vizsgalta a TNFa és az IL-1 bélszakasz-specifikus
eloszlasat 1-es tipust diabéteszes patkanymodellben. A TNFa mennyisége kontroll allatokban
disztalis iranyban ndvekvo tendenciat mutatott. A diabétesz okozta hiperglikémia hatasara csak
a duodenumban emelkedett szignifikansan a TNFo mennyisége, amit az azonnali inzulinkezelés
sem tudott visszaforditani (Bodi €s mtsai, 2021.). Az IL-1p denzitdsa kontroll allatok esetében
a colonban magasabb volt, mint a vékonybélben. A diabéteszes allatok esetében minden
bélszakaszban megndvekedett az IL-1B mennyisége, mely az azonnali inzulinkezelés hatésara
visszafordithat6 volt (Al Doghmi és mtsai, 2023.).

Mivel ezek az NFkB transzkripcids faktorral szoros kapcsolatban allo citokinek szigora
régid-specifikus  expressziot mutatnak, ezért a kutatasunk célja az volt, hogy
elektronmikroszkopos vizsgalataink soran feltérképezziik az NFxB p65 kifejez0dését a
vékonybél kiilonbozé szakaszaiban kontroll allapotban, valamint a diabéteszt kisérd
hiperglikémia és az inzulinkezelés hatasara.

Eredményeink alapjan az ileum myenterikus ganglionjaiban ¢és a kdrnyezd
simaizomszovetben is megemelkedett az NFkB p65 fehérjét jel616 aranyszemcsék mennyisége
a diabéteszes allatokban. Csoportunk korabbi eredményei szerint az IL-1B és a TNFa
mennyisége is megemelkedett az 1-es tipust diabéteszes patkanyok ileuméanak ganglionjaiban
(Bodi ¢és mtsai, 2021.; Al Doghmi és mtsai, 2023.). Ez alapjan feltételezziik, hogy ezek a
citokinek hozzdjarulnak az NFxB megndvekedett expresszidjahoz és aktivitasahoz az ileum
myenterikus ganglionjaiban és a koryezd simaizomszovetben, mely a gyulladdsos
folyamatokban résztvevd gének kifejezddéséhez vezethet (Guo ¢és mtsai, 2024.). Ezzel
ellentétben, a duodenumban az NF«B p65 fehérjét jel6l6 aranyszemcsék szama nem ndvekedett
a myenterikus ganglionokban, csak a bélfal simaizomzataban. Korabbi vizsgalataink szerint az
IL-1B és TNFa mennyisége is novekedett a duodenalis ganglionokban, azonban itt az NFxB
jelatviteli utvonal mégsem indukalodott. Ahhoz, hogy feltarjuk milyen folyamatok allnak ennek
hatterében, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az inzulin-kezelés hatasara az NFkB p65-t jelolo
aranyszemcsék szama kontroll szinten maradt mind a myenterikus ganglionokban, mind a
bélfal simaizomszovetében, mely azt igazolja, hogy az idében megkezdett inzulinkezelés
protektivnek bizonyult.

Ezek az eredmények kutatocsoportunk legujabb publikacidjanak részét képezik,
melyben az NFkB p65 mRNS és fehérje expresszids valtozasai mellett, az NFxB negativ

regulatoranak, a nukleéris faktor eritroid-2 kapcsolt faktor 2-nek (Nrf2) a kifejez6dését is
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vizsgaltdk a duodenum-ileum-colon tengely mentén (Barta ¢és mtsai., 2024). Az
elektronmikroszkopos vizsgéalatok ramutattak, hogy mig a duodenum myenterikus
ganglionjaiban az NF«xB p65-t jelolo aranyszemcsék szdma nem valtozott, addig az Nrf2
fehérjét jelold aranyszemesék mennyisége ebben a bélszakaszban megemelkedett a diabéteszes
allatokban. A szakirodalom alapjan az Nrf2 gatolja az NF«kB-t, védi a gasztrointesztinalis
traktust az oxidativ stresszt6l, mivel antioxidans gének kifejezddését segiti eld (Yanaka, 2018.).
Sandireddy és munkatarsai (2016.) leirtak, hogy az Nrf2 up-reguldcioja és az NFxB gatlasa
protektivnek bizonyult a diabéteszhez kothetd neuroinflammacioval szemben. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a diabéteszes allatok duodenumaban a fokozott Nrf2 expresszio kivédte az
NF«B jelatviteli atvonal indukalodasat (Barta és mtsai., 2024.).

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy 1-es tipust diabéteszes patkanyokban az
NF«B transzkripcios faktor expresszidja a vékonybél kiilonb6z6 szakaszaiban €s a bélfal egyes
rétegeiben eltéréen valtozik. Az ileum myenterikus ganglionjaiban az NF«xB jelatvitel
indukélodasat figyeltiik meg, mely mogott a kiilonbozé gyulladdsos citokinek fokozott
expresszioja allhat. Ezzel szemben a duodenum ganglionjaiban a hiperglikémia hatdsara
valtozatlan NFkB expressziot detektaltunk, melyben az Nrf2 fokozott termelddésének is
szerepe lehet, s mindez hozzdjarulhat az enterikus neuronok régio-specifikus diabéteszes

karosodasahoz.
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2.SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Nagy Vivien nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott: Az NFkB p65 transzkripcios
faktor expresszidjanak bélszakasz-specifikus valtozdsa 1-es tipusi diabéteszes patkanymodellben

cimii palyamunkdmban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatud skilan” jellemezve)
Allatok gondozasa 4
Széveti mintavétel 4
Metszetkészités ]
Kvantitativ posztembedding immunhisztokémiai festés 5
Vizsgalat transzmisszios elektronmikroszkoppal, képek 4
készitése
Jelszamolas az elektronmikroszkdopos képeken, képek 5
szerkesztése
Statisztikai analizis elvégzése 5
Adatok feldolgozasa, kiértékelése 3
Kelt: Szeged, 2024.11.08.
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