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Rövidítések magyarázata 

 

ANOVA  egyfaktoros varianciaanalízis (variance of analysis) 

BM   bazális membrán 

BSA  borjú szérum albumin (bovine serum albumin) 

ECM  extracelluláris mátrix 

ENS  bélidegrendszer (enteric nervous system) 

LOX  lizil-oxidáz 

LOXL  lizil-oxidáz-like protein 

MMPk  mátrix metalloproteinázok 

MP   myentericus plexus 

mtsai.  munkatársai 

PB   foszfát puffer (phosphate buffer) 

proLOX  lizil-oxidáz proenzim 

SEM  standard error of mean 

SP   submucosus plexus 

STZ  streptozotocin 

TBS  TRIS-pufferes sóoldat (TRIS buffered saline) 

TRIS  2-amino-2-(hidroximetil)-propán-1,3-diol 

Az idegen kifejezéseket az Orvosi Helyesírási Szótár (Akadémia Kiadó, Bp., 1992) 

szabályainak megfelelıen alkalmaztam, az ún. vagylagos írású címszavak esetén általában 

a magyaros írásmódnak megfelelıen. 

 



3 

 

I. BEVEZETÉS 

I. 1. A bélidegrendszer felépítése és mőködése 

 

A bélidegrendszer (ENS; enteric nervous system) a szimpatikus és a 

paraszimpatikus idegrendszer mellett az autonóm idegrendszer harmadik divíziója 

(Langely, 1921). A ENS a bélcsatorna teljes hosszában, a nyelıcsıben, a gyomorban, a 

vékony- és vastagbélben, valamint a hasnyálmirigy és az epehólyag falában is 

végighúzódik (Furness, 2006). Az entericus neuronok száma közel azonos a gerincvelıt 

felépítı idegsejtek számával és szinte az összes ismert ingerületátvivı anyag fontos 

szabályozó szerepet játszik a ENS mőködésében is (Costa és mtsai., 2000). 

Az entericus neuronok morfológiailag és mőködésüket tekintve is jól elkülöníthetı 

csoportokba sorolhatók. Funkcionálisan beszélhetünk saját elsıdleges érzı neuronokról, 

mozgató- és interneuronokról (Furness és mtsai., 1998), melyek  lokális reflexíveket 

alakítanak ki. Ezeknek a helyi reflexíveknek köszönhetıen a ENS mőködése a központi 

idegrendszertıl nagymértékben független (Gershon és mtsai., 1994),  szabályozza a bél 

perisztaltikus mőködését, a nyálkahártya váladéktermelését, valamint a víz- és 

ionszekréciót is (Furness és Costa 1987). 

Az entericus neuronok és gliasejtek idegfonatokat, plexusokat alkotnak a bélfal 

egyes szövettani rétegei között. Az emlıs ENS területén két nagyobb ganglionált és több 

kisebb nem ganglionált plexus van (Meissner, 1857). Az entericus ganglionokban érzı-, 

motoros- és interneuronok együttesen megtalálhatók, a ganglionok mérete és a bennük lévı 

neuronok száma függ a vizsgált állatfajtól, a bélszakasztól, és az életkortól is (Bódi és 

mtsai., 2009). 

A myentericus plexus (MP) ganglionjai a bélfal külsı hosszanti és belsı körkörös 

simaizomrétege között helyezkednek el, s a bélcsatorna motoros funkcióinak 

szabályozásáért felelısek. A submucosus plexus (SP) a körkörös simaizomréteg és a 

submucosa között található, s a bél szekretomotoros mőködését szabályozza (1. ábra; 

Furness and Costa, 1987).  
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1. ábra A bélfal szöveti rétegei. Az emlıs bélidegrendszer két nagyobb ganglionált 
plexusa: a  myentericus és a submucosus plexus (Furness, 2007, nyomán). 

 

I. 2. A cukorbetegség és krónikus szövıdményei 

 

Napjainkban a diabetes mellitus egy igen gyakori népbetegség, mely minden 

korosztályt érint. Két fı típusa az I. és II. típusú cukorbetegség. Az I. típusú diabetes 

mellitus az autoimmun betegségek egyik fajtája, melynek tünetei már gyermekkorban 

megfigyelhetıek. A betegség során a hasnyálmirigy Langerhans-szigeteiben található 

inzulintermelı béta-sejtek autoimmun gyulladásos folyamat során elpusztulnak, így a 

pankreász nem lesz képes az inzulin termelésére, s ezáltal a vércukorszint szabályozásának 

érzékeny egyensúlya felborul. A II. típusú diabetes mellitusban a hasnyálmirigy által 

termelt inzulint a sejtek nem tudják megfelelıen érzékelni, ezért inzulinrezisztencia alakul 
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ki. A cukorbetegség e típusa fıként az erre genetikailag hajlamos vagy nem megfelelı 

életmódot folytató idısebb egyéneknél jellemzı, de ma már az elhízott gyermekek körében 

is egyre elterjedtebb. A két kórkép patomechanizmusa különbözı, de a megemelkedett 

vércukorszint mind az I. és mind a II. típusú diabetes mellitus jellemzı tünete. 

A hyperglikaemia kísérletes kiváltására a szakirodalomban általánosan elterjedt a 

streptozotocin (STZ) alkalmazása. A STZ egy olyan diabetogén ágens, mely a 

hasnyálmirigy inzulintermelı béta-sejtjeire fejti ki citotoxikus hatását. Miután a STZ bejut 

ezekbe a sejtekbe, DNS károsodást és reaktív oxigén gyökök felszabadulását indukálja, így 

idézi elı a béta-sejtek pusztulását (Szkudelski, 2001). Ezért a STZ-kezelt állatok 

alkalmasak az I. típusú diabetes mellitus kísérletes modellezésére. 

A hyperglikaemia tartós fennállása követeztében olyan szövıdmények alakulhatnak 

ki, melyek szinte minden szervet, szervrendszert érintenek. A cukorbetegség krónikus 

szövıdményei közé tartozik a makro- és mikroangiopátia, vagyis a közepes és nagy 

átmérıjő erek illetve a kisebb kapillárisok károsodása. A makroangiopátia kialakulásában a 

hyperglikaemia mellett a magas vérnyomás is jelentıs szerepet játszik, melynek 

következtében súlyosan károsodnak a szív koszorúerei, az agyi erek és a végtagok artériái 

is (Bortolotto, 2007). A kis artériák és hajszálerek endotheliumának mőködészavara pedig 

súlyosan érinti a különbözı szervek tápanyag- és oxigénellátását. Diabéteszes retinopátia 

során a szemfenék ereinek sérülését, nefropátia során a vese kapillárisainak elváltozását, 

míg neuropátia során az idegelemeket ellátó hajszálerek károsodását figyelhetjük meg 

(Barnett, 1991; Roy és mtsai, 2003).  

A cukorbeteg páciensek több, mint háromnegyedénél fordulnak elı 

gasztrointestinális tünetek, mint a hányás, hasi fájdalom, székrekedés vagy hasmenés 

(Maleki és mtsai., 2000; Tang és Friedenberg, 2011). A diabéteszes gasztroenteropátia 

patogenezise egy rendkívül összetett és bonyolult folyamat, melynek kialakulásában a ENS 

sérülése kritikus szerepet tölt be (Yarandi és Srinivasan, 2014). 

  

I. 3. A bazális membrán szerkezete és megváltozása diabéteszben 

 

A bazális membrán (BM) egy bonyolult és magasan szervezett extracelluláris 

mátrix (ECM), mely sokféle sejttípussal, többek között endothelsejtekkel is érintkezik. Az 

ereket körülvevı BM egy filtrációs gátként mőködik, fontos szerepe van a 

transzendotheliális transzportban és így az erek permeabilitásának szabályozásában, 
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emelett mechanikai támaszt és stabilitást biztosít. A transzendotheliális transzport során a 

különbözı makromolekulák transzcitózissal közlekednek az endothelsejteken keresztül. Ez 

a folyamat nagyon fontos a vér és a szövetek közötti kétirányú anyagtranszportban, ezáltal 

nélkülözhetetlen a szervezet homeosztázisának fenntartásában (Simionescu és mtsai., 

2002).  

A BM fı alkotói olyan ECM komponensek, mint a IV. típusú kollagén, a laminin, a 

proteoglikánok vagy a fibronektin (Paulsson, 1992). A BM elısegíti a sejtek 

kapcsolódását, a sejtek migrációját, növekedését, a szöveti regenerációt és a 

sejtdifferenciációt is (Ffrench–Constant és mtsai., 1989; Podesta és mtsai., 1997; Brander 

és mtsai., 2008).  

Diabétesz során az elsıként jelentkezı szövettani elváltozás az endothelialis BM 

megvastagodása (2. ábra). Korábban megfigyelték azt is, hogy a BM vastagodása nem csak 

a diabéteszes retinopátia során meghatározó (Roy és mtsai., 1990), hanem a diabéteszes 

nefropátia és neuropátia patogenezisében  is kritikus szerepet tölt be (Pinchback és mtsai., 

1996; Roy és mtsai., 2010a).  

A BM megvastagodásának hátterében két folyamat is fontos szerepet játszhat. 

Egyrészt az ECM komponensek fokozott szintézise, másrészt az ECM molekulák 

degradációjának csökkenése is az ECM alkotók megnövekedett mennyiségét, s így a BM 

megvastagodását eredményezi (Roy és mtsai., 1996). Roy és mtsai. (1990) a diabéteszes 

retinopátia vizsgálata során megállapították, hogy a retina endothelsejtek BM-ja 

megvastagszik, mely során a BM alkotók közül fıként a IV. típusú kollagén, a laminin és a 

fibronektin halmozódnak fel. Megfigyelték azt is, hogy a BM vastagodásának 

következtében megnıtt az erek permeabilitása diabéteszes patkányok retinájában (Oshitari 

és mtsai., 2006), azonban e két folyamat közti kapcsolatról még nincsenek egyértelmő 

kísérletes bizonyítékok. A BM komponenseinek lebontásáért a mátrix metalloproteinázok 

(MMPk) felelısek. Ezek a cink-függı enzimek fontos szerepet játszanak a BM 

lebontásának és felépítésének dinamikus egyensúlyában (Visse és Nagase, 2003). Irodalmi 

adatok szerint a MMPk expressziója és aktivitása hyperglikaemia hatására nagymértékben 

csökken a glomerulus endothelsejtekben, mely a BM komponensek csökkent 

degradációját, s így a BM vastagodását eredményezi (Kitsiou és mtsai., 2003). 

A BM komponensek fokozott szintézise eddigi ismereteink szerint megváltoztatja a 

BM integritását és funkcióját, mely a retina kapillárisainak sérüléséhez vezet diabétesz 

során (Roy és mtsai., 2010a). Több kutató csoport is megfigyelte, hogy a hyperglikaemia 
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miatt megemelkedett fibronektin szintézis hozzájárul az erek áteresztıképességének 

növekedéséhez (Roy és mtsai., 1996), míg a mátrix komponenseket összekapcsoló 

fibronektin gátlása során csökkent a BM vastagsága és az erek permeabilitása is (Roy és 

mtsai., 2003). Chronopoulus és mtsai. (2010) szolgáltatták az elsı funkcionális 

bizonyítékot arra, hogy a lizil-oxidáz megváltozott expressziója és a BM megvastagodása 

között összefüggés van. 

 

 

 

2. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel kontroll (A) és diabéteszes (B) 
patkány colonjában található kapillárisok endotheliumáról (EN). Az ereket körülvevı 
BM (nyíl) a cukorbeteg állatok vastagbelében megvastagodott és helyenként elvált 
(csillag) a kapilláris endotheliumtól (Bódi és mtsai., 2012, nyomán). Lépték: 200 nm. 
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I. 4. A lizil-oxidáz szerepe cukorbetegségben 

 

A lizil-oxidáz (LOX; EC 1.4.3.13) enzim egy réz-függı amin-oxidáz, mely az ECM 

komponensek, mint a kollagén és elasztin lizin tartalmú oldalláncait oxigén jelenlétében 

deaminálja, így azok spontán keresztkötéseket alakíthatnak ki egymással. Ez a folyamat 

nélkülözhetetlen a szövetek megfelelı mőködéséhez.  

A LOX egy glikozilált proenzim formájában szekretálódik (proLOX, 50 kDa), mely 

extracelluláris proteolitikus hasításokon megy keresztül mielıtt érett és biológiailag aktív 

enzimmé alakul (LOX, 32 kDa) (Trackman, 1992). A LOX-nak különbözı izoformáit 

ismerjük (LOXL; LOX-like proteinek), melyek genetikailag jól megkülönböztethetık 

(Molnar és mtsai., 2003). Minden LOX-családba tartozó enzim rendelkezik a C-terminális 

végén egy konzervált aminosav szekvenciával, mely meghatározza a réz-kötı és a citokin 

receptor-szerő domént. Ez a C-terminális vég felelıs az enzim amin oxidáz aktivitásáért, 

míg az N-terminális vég minden izoforma esetében egyedi funkciót hordoz (Csiszar, 

2001). 

Tekintve, hogy a LOX-mediált keresztkötések nélkülözhetetlenek a szövetek 

integritásához és megfelelı mőködéséhez, a  LOX enzim elıfordulását már számos 

szervben, így a bırben, a retinában, az aortában, a tüdıben, az agyban, a szívben és a 

vesében is kimutatták (Gilad és mtsai., 2005). A LOX megváltozott aktivitása szoros 

kapcsolatban hozható különbözı betegségekkel. Az enzim aktivitásának csökkenését 

figyelték meg a latirizmus (toxikus aminosavak okozta betegség) során (Wilmarth és 

mtsai., 1992), míg az enzim felhalmozódása daganatos áttétek, metasztázisok 

kialakulásához járulhat hozzá (Erler és mtsai., 2006). Már korábban megfigyelték azt is, 

hogy a megnövekedett LOX-függı keresztkötések elısegíthetik fibrotikus betegségekben 

is az ECM felhalmozódását (Rodriguez és mtsai, 2008). Chronopoulos és mtsai. (2010) 

kísérleteik során megállapították, hogy a diabéteszes retinopátia hozzájárul a LOX és a 

proLOX mRNS megnövekedett expressziójához és aktivitásához, mely során megnı a 

kollagén keresztkötések száma. Megfigyelték azt is, hogy a BM komponensek, különösen 

a IV. típusú kollagén túlzott szintézise hozzájárul az erek BM-jának megvastagodásához és 

így a retina kapillárisainak barrier funkciójának zavarához is.  
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II. CÉLKITŐZÉSEK 
 

 

Számos tanulmány bizonyítja, hogy hyperglikaemia hatására az ereket körülvevı 

BM megvastagodik, valamint a kapillárisok áteresztıképessége is fokozódik. Azonban az 

elsı funkcionális bizonyítékot, miszerint a BM vastagodása ténylegesen összefügg a 

kapillárisok permeabilitásának növekedésével, csak nemrégiben írták le (Chronopoulos és 

mtsai. 2010). Munkacsoportunk bizonyította, hogy diabétesz során a myentericus 

ganglionok közelében futó kapillárisok endotheliumát körülvevı BM bélszakasztól 

függıen vastagodott, s az inzulinkezelésre is eltérıen reagált (Bódi és mtsai., 2012).  

Chronopoulos és mtsai. (2010) a diabéteszes retinopátia vizsgálata során 

megállapították, hogy a BM megvastagodásával egyidejőleg a LOX enzim expressziója is 

megnı. Bár a LOX fiziológiás expressziójának mintázatára a bélcsatorna különbözı 

szakaszaiban még nem állnak rendelkezésre irodalmi adatok, feltételezzük, hogy az enzim 

bélszakasz-specifikus expressziója, illetve ennek diabéteszben történı változása fontos 

szerepet játszik a BM vastagodásában. 

Ezért munkánk során célul tőztük ki a LOX enzim expressziójának vizsgálatát a 

myentericus ganglionok neuropil régiójában és a neuronok perikaryonjában, a MP 

közelében futó kapillárisok endotheliumában és a bélfal simaizomsejteiben, kontroll, STZ-

indukált kezeletlen diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes patkányok különbözı 

bélszakaszaiban. A LOX régió-specifikus vizsgálata során kvantitatív posztembedding 

immunhisztokémia segítségével a következı kérdésekre kerestük a választ: 

 

� Mutat-e bélszakasz-függı különbségeket a LOX enzim expressziója fiziológiás 

körülmények között? 

� Változik-e a LOX enzim mennyisége a diabétesz illetve az azonnali 

inzulinkezelés hatására? 

� Megfigyelhetünk-e régió-specifikus különbségeket az enzim termelıdésében a 

diabéteszes és az inzulin-kezelt patkányok különbözı bélszakaszaiban? 

� Összefügg-e a LOX enzim expressziós mintázata a BM bélszakasz-specifikus 

vastagodásával diabétesz során? 
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III. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 

A kísérleti állatok tartása és felhasználása az Európai Uniós etikai elıírásoknak 

(86/609/EEC) és a magyar törvényi szabályozásnak (XXVIII/1998 és 243/1998) 

megfelelıen, az intézményi etikai bizottság engedélyével történt. 

III. 1. I. típusú krónikus diabéteszes állatmodell elıállítása 

Kísérleteinkben fiatal felnıtt, hím Wistar patkányokat használtunk. Az állatokat 

random módon kontroll (n=3), STZ-indukált kezeletlen diabéteszes (n=4) és inzulin-kezelt 

diabéteszes (n=5) csoportokba osztottuk. A hyperglikémiát egyszeri STZ (Sigma, USA) 

injekció segítségével váltottuk ki, melyet intraperitoneálisan 60 mg/kg dózisban adtunk be 

az állatoknak. 48 órával a STZ-kezelés után a farokvénából vett vérbıl megmértük az 

állatok vércukorszintjét. A patkányokat akkor tekintettük cukorbetegnek, ha a vércukor-

koncentrációjuk 18 mM fölé emelkedett. Az inzulin-kezelt diabéteszes csoport állatai az 

inzulint (Humulin M3, Eli Lilly Nederland) szubkután injekció formájában, napi két 

dózisban (délelıtt 4 egység és délután 2 egység) kapták. Az inzulin dózisokat rendszeres 

vércukormérés mellett, az állatok aktivitását figyelembe véve állítottuk be. A kontroll és a 

kezeletlen diabéteszes csoport állatai azonos mennyiségő fiziológiás sóoldatot kaptak 

szintén szubkután injekció formájában. A patkányok vércukor-koncentrációját és 

testtömegét a kísérleti periódus idıtartama alatt (10 hét) hetente mértük és ellenıriztük.  

III. 2. Szöveti mintavétel 

Tíz héttel a diabétesz kiváltása után az állatokat cervikális diszlokációval áldoztuk 

fel. A patkányok hasüregét U-alakban felvágtuk és az egész bélcsatornát kiboncoltuk. 

Vizsgálatainkhoz a duodenumból (1 cm-re disztálisan a pylorustól), az ileumból (1 cm-re 

proximálisan az ileocoecalis junkciótól) és a colon középsı területérıl vettünk mintákat. A 

kivett bélszakaszokból eltávolítottuk a béltartalmat, majd foszfát pufferel (PB, 0,05 M) 

alaposan átmostuk. Ezt követıen a 2-3 mm-es béldarabokat 2 % paraformaldehid és 2 % 

glutáraldehid keverékében (0,1 M PB-rel készült az oldat) fixáltuk, majd 

elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz készítettük elı. 
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III. 3. A szövetminták elıkészítése elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz 

A különbözı bélszakaszokból származó mintákat fixálás és mosás után 1 %-os 

OsO4 oldatban egy órán keresztül utófixáltuk.  A mintákat 0,1 M PB-ben mostuk, majd 

felszálló alkoholsorban víztelenítettük. Az 50, majd 70 %-os alkohol oldattal való kezelés 

után a mintákat 5 percig uranil-acetáttal telített 70 %-os etanolba tettük, majd 96 %-os 

etanolban, abszolút alkoholban és acetonban folytattuk a víztelenítést. Ezt követıen a 

mintákat aceton intermédiumon át Epon gyantába ágyaztuk, majd a gyantát 60°C-on 

polimerizáltattuk. Az ultravékony metszeteket (70 nm) Reichert típusú ultramikrotómmal 

készítettük. A kontrasztfestés Reynolds-féle módszerrel (1963) történt. A mintákat 20 

percre uranil-acetát oldatcseppre helyeztük, majd desztillált vízzel mostuk, ezután 3 percre 

ólom-citrát oldatba tettük és ismét mostuk. 

III. 4. Lizil-oxidáz posztembedding immunhisztokémia 

A lizil-oxidáz enzim expressziós mintázatát, posztembedding immunhisztokémiai 

módszerrel vizsgáltuk. A festés során nedves kamrában dolgoztunk, a festés egyes lépéseit 

parafilmre helyezett cseppeken végeztük. Az ultravékony metszeteket elıször  1 % 

perjódsavba tettük (9 perc), majd desztillált vizes mosás (3x5 perc) után 2 %-os Na-

perjodátba helyeztük (10 perc). Ezt követıen a mintákat ismét mostuk (3x5 perc), majd 

TRIS-pufferes sóoldat (TBS)-cseppekre (pH 7,4) helyeztük (3x2 perc). Ezután a mintákat 

30 percig 1 %-os borjú szérum albuminban (BSA) [0,05g BSA + 5 ml TBS (pH=7,4)] 

blokkoltuk. Ismételt desztillált vizes mosást (2x5 perc) követıen a grideket 2x3 percre TBS-

oldatban inkubáltuk. Ezután a grideket az elsıdleges szérumban (anti-LOX; Novus 

Biologicals, USA; 1:50 hígítás) inkubáltuk egy éjszakán keresztül. Az elsıdleges anitestet 

az 1 % BSA-nal hígítottuk ki. Másnap a metszeteket ismét TBS-oldatba (2x10 perc), majd 

2x5 percig GOLD-GAR cseppekre [0,05g BSA + 25 µl Tween-20 + 5 ml TRIS (pH=7,6)] 

tettük. A továbbiakban a mintáinkat a másodlagos szérumban (anti-nyúl IgG 18 nm-es 

aranyszemcse; Jackson Immuno Research Laboratories, USA; 1:20 hígitás) inkubáltuk 3 

órán keresztül. A másodlagos antitestet a GOLD-GAR-pufferrel hígítottuk ki. 

Az immunfestés végén a metszeteket desztillált vízben alaposan átmostuk (3x5 perc). A 

festési eljárás során az antitestek kivételével minden oldatot átszőrtünk, hogy csökkentsük a 

mikroszennyezıdések mértékét. 
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III. 5. Kvantitatív transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálatok 

A posztembedding immunhisztokémia során megfestett ultravékony metszeteket 

MEGAVIEW II kamerával felszerelt Philips CM 10 típusú transzmissziós 

elektronmikroszkóppal vizsgáltuk. Digitális felvételeket készítettünk minden vizsgált 

bélszakaszban és kísérleti csoportban a myentericus ganglionokban elhelyezkedı neuronok 

sejttestjérıl (20-20 kép) és neuropil régiójáról (15-15 kép), valamint a simaizom sejtekrıl 

(5-5 kép, montázs) és a myentericus ganglionok közelében futó kapillárisokról (5-5 db) (3. 

ábra). A képek minden esetben azonos felbontással és nagyításon (25000x) készültek. A 

digitális képeken meghatároztuk az egységnyi területen lévı lizil-oxidázt jelölı 18 nm-es 

aranyszemcsék számát, melybıl a lizil-oxidáz enzim expressziós mintázatára 

következtettünk. 

 

 

3. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel inzulin-kezelt diabéteszes patkány 
duodenumából. MG- myentericus ganglion, KI- körkörös izomréteg, HI- hosszanti 
izomréteg, nyíl- kapilláris. Lépték: 5 µm. 
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III. 6. Statisztikai analízis 
 

Az adatokat statisztikai analízisnek vetettük alá (GraphPad Prism 4.0 Software), 

mely során egyfaktoros varianciaanalízist (ANOVA) és Newman-Keuls tesztet végeztünk. 

A varianciaanalízis feltételei – a random mintavétel, a függetlenség és a varianciák 

homogenitása – teljesültek. A szignifikancia szintjét p<0,05 értékben határoztuk meg. 

Eredményeinket oszlopdiagrammokon ábrázoltuk, az értékeket átlag ± SEM formában 

tüntettük fel. 
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IV. EREDMÉNYEK 

 

IV. 1. A kísérleti állatok tömege és vércukorszintje 

 

A hyperglikaemiát kísérleteink során STZ-nal váltottuk ki. A STZ injekció hatására 

az állatok vércukorszintje szignifikánsan megnövekedett (p<0,001) a kontroll csoport 

állatainál mért értékekhez képest. Az inzulin-kezelt diabéteszes csoport patkányainak 

vércukor-koncentrációját a napi két dózisban adott inzulin a kontroll szint közelében 

tartotta (1. táblázat). 

A tíz hetes kísérleti periódus alatt a kezeletlen diabéteszes patkányok ugyan híztak, 

de testtömegük kisebb mértékben gyarapodott a másik két csoport állataihoz képest.  A 

diabéteszes állatoknál a testtömeg kisebb mértékő növekedése mellett megjelentek a 

cukorbetegségre jellemzı tünetek, mint a fokozott folyadékbevitel és vizeletürítés, a 

csökkent aktivitás, illetve a tizedik hét végére két állatnál egyértelmően retinopátiára utaló 

jeleket figyeltünk meg. 

 

 
Testtömeg (g) ± SEM 

kezdeti                      végsı 

Vércukor-koncentráció (mM) ± SEM 

kezdeti                        végsı 

Kontroll 

(n=3) 
296,0 ± 4,35 508,3 ± 18,56*** 6,16 ± 0,17 5,73 ± 0,26 

Diabéteszes 

(n=4) 
314,3 ± 6,86 452,8 ± 26,05*** 6,35 ± 0,06 28,05 ± 2,19*** 

Inzulin- 

kezelt 

diabéteszes 

(n=5) 

300,2 ± 4,03 502,6 ± 23,16*** 6,16 ± 0,21 2,82 ± 0,28 

 

1. táblázat A kísérletek során használt kontroll, STZ-nal indukált kezeletlen diabéteszes és 
inzulin-kezelt diabéteszes patkányok testtömege és vércukorszintje. ***p<0,001 (kezdeti és 
végsı érték között). 
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IV. 2.  A lizil-oxidáz enzim expressziójának mintázata myentericus ganglionok neuropil 

régiójában 

 

A myentericus ganglionok neuropil régiójában található aranyszemcsék száma, 

melyek a LOX enzim expresszióját jelzik, régió-specifikus mintázatot mutatott a 

bélcsatorna különbözı szakaszaiban minden kísérleti csoportban. A LOX-t jelölı 18 nm-es 

aranyszemcsék legnagyobb hányada elsısorban membránhoz kötötten lokalizálódott (4. 

ábra). Az aranyszemcsék egységnyi területre vonatkoztatott száma a diabéteszes állatok 

duodenumában kis mértékben megnövekedett, az ileum területén nem változott, míg a 

colonban szignifikánsan csökkent (p<0,001) a kontroll értékekhez képest. Azonnali 

inzulinkezelés hatására mindhárom bélszakaszban nagymértékő csökkenést (p<0,001) 

figyeltünk meg az aranyszemcsék számában a kontroll és a kezeletlen diabéteszes 

csoporthoz képest (5. ábra). 
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4. ábra Reprezentatív eletronmikroszkópos felvételek kontroll (K), kezeletlen diabéteszes 
(D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) állatok vastagbelébıl származó myentericus 
ganglionból LOX posztembedding immunhisztokémiai festést követıen. Nyíl-LOX 
enzimet jelölı 18nm-es aranyszemcse. Lépték: 500 nm. 



17 

 

 
 

 

5. ábra A LOX enzimet jelölı aranyszemcsék száma a myentericus ganglionok neuropil 
régiójában kontroll (K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) 
patkányok különbözı bélszakaszaiban. Az adatokat átlag±SEM formájában tüntettük 
fel. ***p<0,001 (kontroll és diabéteszes csoportok között); ooop<0,001 (kezeletlen 
diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes csoportok között). 

 

IV. 3. A lizil-oxidáz enzim expressziójának mintázata myentericus neuronok sejttestjében 

 

A myentericus neuronok sejttestjében a neuropil régióhoz hasonlóan szintén 

bélszakasz-specifikus különbségeket figyeltünk meg a LOX enzim expressziójában. 

Munkánk során a perikaryon területét vizsgáltuk, a LOX enzimet jelölı szemcsék itt is 

elsısorban membránokhoz kötıdtek (mitokondriális membrán, plazmamembrán, 

endoplazmatikus retikulum membránja), azonban a jelek száma lényegesen kevesebb volt, 

mint a ganglionáris neuropil területén (6. ábra). A kezeletlen diabéteszes állatok 

duodenumában az aranyszemcsék száma közel háromszorosára növekedett (5,03±1,15 vs. 

14,62±2,64), az ileumban alig változott (6,55±0,33 vs. 8,01±0,85), míg a colonban 

majdnem harmadára csökkent (11,18±0,97 vs. 4,03±0,94) a kontroll állatokhoz képest. Az 

inzulinkezelés hatására minden állatcsoportban szignifikáns csökkenést tapasztaltunk a 

szemcsék számában a kontroll és a kezeletlen diabéteszes csoportok értékeihez viszonyítva 

(7. ábra).  
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6. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel a myentericus neuronok sejttestjérıl 
kontroll patkány duodenumából LOX posztembbeding immunhisztokémiai festést 
követıen. M-mitokondrium, ER-endoplazmatikus retikulum, nyíl-LOX enzimet jelölı 
18 nm-es aranyszemcse. Lépték: 500 nm. 

 

 
 

7. ábra A LOX enzimet jelölı aranyszemcsék száma a myentericus neuronok 
perikaryonjában kontroll (K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes 
(ID) patkányok különbözı bélszakaszaiban. Az adatokat átlag±SEM formájában 
tüntettük fel. *p<0,05, ***p<0,001 (kontroll és diabéteszes csoportok között); 
oop<0,01, ooop<0,001 (kezeletlen diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes csoportok 
között). 
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IV. 4. A lizil-oxidáz enzim expressziójának mintázata a bélfal simaizomsejtjeiben 

 

Az enzimet jelölı aranyszemcsék a simaizomsejtekben fıként a mitokondriumok 

membránjához és a plazmamembránhoz kötıdtek vagy a caveolákban helyezkedtek el (8. 

ábra). Diabéteszes patkányok duodenumában több mint háromszorosára nıtt a szemcsék 

száma a kontroll értékekhez képest, míg az azonnali inzulinkezelés ezt az emelkedést 

meggátolta. A diabéteszes állatok ileumában az aranyszemcsék száma nem változott a 

kontroll értékekhez képest, inzulinkezelés hatására azonban csökkenést figyeltünk meg. A 

diabéteszes állatok colonjában a LOX expressziója körülbelül felére csökkent a kontroll 

értékekhez viszonyítva, az inzulinkezelés azonban nem fokozta az aranyszemcsék 

számának csökkenését (9. ábra). 
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8. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel a bélfal simaizomsejtjérıl 
diabéteszes patkány duodenumából LOX posztembbeding immunhisztokémiai festést 
követıen. M-mitokondrium, nyíl-LOX enzimet jelölı 18 nm-es aranyszemcse, csillag-
caveola. Lépték: 400 nm. 

 

 

9. ábra A LOX enzimet jelölı aranyszemcsék száma a bélfal simaizomsejtjeiben kontroll 
(K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkányok különbözı 
bélszakaszaiban. Az adatokat átlag±SEM formájában tüntettük fel. ***p<0,001 
(kontroll és diabéteszes csoport között); ooop<0,001 (kezeletlen diabéteszes és inzulin-
kezelt diabéteszes csoport között). 
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IV. 5. A lizil-oxidáz enzim expressziójának mintázata a myentericus plexus közelében futó 

kapillárisok endotheliumában 

 

A MP közelében futó kapillárisok fontos szerepet töltenek be a myentericus 

ganglionok vér- és tápanyagellátásában. Kísérleteinkben olyan kapillárisokat vizsgáltunk, 

melyek keresztmetszeti képe 5800x nagyításon belefért a látótérbe (10. ábra). A LOX 

enzim a kapilláris endotheliumban is bélszakasz-specifikusan expresszálódott. A LOX 

enzimet jelölı aranyszemcsék az erek endothelsejtjeiben is fıként membránhoz kötıdve 

lokalizálódtak (11. ábra). A diabéteszes csoportban a duodenumban az aranyszemcsék 

száma több mint négyszeresére növekedett, míg az inzulinkezelés ezt a növekedést 

megakadályozta. Az ileumban, valamint a colonban egymáshoz hasonló változásokat 

figyeltünk meg. Az aranyszemcsék denzitása diabétesz során kis mértékben csökkent és az 

inzulin-kezelt állatok esetében a csökkenés tovább fokozódott (12. ábra). 

 

 

10. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel egy myentericus ganglion közelében 
futó kapillárisról inzulin-kezelt patkány colonjában. KI-körkörös izomréteg, LU-
kapilláris lumen. Lépték: 2 µm. 
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11. ábra Reprezentatív elektronmikroszkópos felvétel a myentericus plexus közelében futó 
kapilláris endotheliumáról kontroll állat duodenumában. LU-kapilláris lumen, N-
nucleus, KI-körkörös izomréteg, nyíl- LOX enzimet jelölı 18 nm-es aranyszemcse. 
Lépték: 500 nm. 

 

 
 

12. ábra A LOX enzimet jelölı aranyszemcsék száma a kapilláris endotheliumban kontroll 
(K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkányok különbözı 
bélszakaszaiban. Az adatokat átlag±SEM formájában tüntettük fel. *p<0,05 (kontroll és 
diabéteszes csoport között); oop<0,01 (kezeletlen diabéteszes és inzulin-kezelt 
diabéteszes csoport között). 
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V. EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE 

 

A bélcsatorna különbözı funkcióinak szabályozásáért a ENS felelıs. A ENS 

területén a neuronok és gliasejtek ganglionált plexusokba rendezıdnek, s a ganglionok 

környezetében futó kapillárisok fontos szerepet játszanak a bélcsatorna idegelemeinek vér- 

és tápanyagellátásában. A hyperglikaemia tartós fennállásának következtében kialakuló 

szövıdmények az entericus neuronok és a bélfal kapillárisainak mőködését egyaránt 

érintik. I. típusú diabéteszben a myentericus neuronok bélszakasztól függıen pusztulnak 

(Izbéki és mtsai., 2008) és a ganglionok tápanyag- és oxigénellátásában fontos  szerepet 

kátszó véredények is régió-specifikus módon sérülnek (Bódi és mtsai., 2012). 

Kutatócsoportunk nemrégiben bizonyította, hogy a bélfal kapillárisainak 

endotheliumát körülvevı BM a diabéteszes állatok különbözı bélszakaszaiban különbözı 

mértékben megvastagodott és az inzulinkezelés hatására is eltérıen reagált (Bódi és mtsai., 

2012). 

Ahhoz, hogy megértsük milyen molekuláris mechanizmusok állnak az endothelialis 

BM diabétesszel összefüggı vastagodásának hátterében, kísérletesen indukált diabéteszes 

patkánymodell segítségével kezdtük el vizsgálni a LOX enzim expressziós mintázatát. A 

LOX az extracelluláris mátrix komponensek, a kollagén és az elasztin rostok közötti 

keresztkötések kialakításáért felelıs. Munkánk során a LOX expresszióját a myentericus 

ganglionok neuropil régiójában és a neuronok sejttestjében, a ganglionok közelében futó 

kapillárisok endotheliumában, valamint a bélfal simaizomsejtjeiben követtük nyomon 

kontroll, STZ-indukált kezeletlen és inzulin-kezelt diabéteszes patkányok különbözı 

bélszakaszaiban.  

Kvantitatív posztembedding immunhisztokémiai vizsgálataink során 

megállapítottuk, hogy a LOX enzim expressziója mindhárom kísérleti csoportban és 

minden vizsgált kompartmentben bélszakasz-specifikus módon változott, s az enzim 

kifejezıdésében tapasztalt változások hasonló mintázatot mutattak. A LOX enzimet jelölı 

aranyszemcsék denzitása a diabéteszes állatok duodenumában megnövekedett, az ileumban 

csak kis mértékben vagy egyáltalán nem változott, míg a colon területén lecsökkent. Az 

azonnali inzulinkezelés hatására az aranyszemcsék száma mindhárom vizsgált 

bélszakaszban nagymértékben lecsökkent a myentericus ganglionok neuropil régiójában és 
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a neuronok sejttestjében, a kapillárisok endotheliumában, illetve a bélfal 

simaizomsejtjeiben egyaránt. 

Eddigi eredményeink alapján egyértelmően látszik, hogy a LOX expressziója régió-

specifikus mintázatot mutat a bélcsatorna hossztengelye mentén, mely feltételezhetıen 

összefügg az ereket körülvevı BM bélszakasz-függı megvastagodásában. Ennek az 

összefüggésnek a pontosabb megértéséhez azonban további vizsgálatokra van szükség. 

Ezért elkezdtük vizsgálni az egyes bélszakaszokban a LOX mRNS mennyiségét valós 

idejő kvantitatív PCR segítségével. Ezenkívül a továbbiakban tervezzük az extracelluláris 

mátrix komponensek lebontásában fontos mátrix metalloproteináz-9 expressziójának 

regionális vizsgálatát is. Reméljük, hogy eddigi elvégzett és tervezett vizsgálataink 

hozzájárulnak az erek áteresztıképességének diabétesz során kialakuló bélszakasz-függı 

sérülésének megértéséhez. 
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VI. TÉTELES SZERZİI HOZZÁJÁRULÁS 

 

Alulírott Giricz Zsófia a dolgozatban leírt munkafolyamatok közül a: 

• STZ-indukált diabétesz állatmodell elıállítását 

• az állatok inzulinkezelését 

• állatok feláldozását és szöveti mintavételt 

• postembedding immunhisztokémiát 

• kvantitatív elektronmikroszkópos vizsgálatot 

• statisztikai analízist 

végeztem el. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

  aláírás 

Szeged, 2014. április 14. 
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