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Roviditések magyarazata

ANOVA egyfaktoros varianciaanalizis (variance of analysis)
BM bazélis membran

BSA borjd szérum albumin (bovine serum albumin)
ECM extracellularis matrix

ENS bélidegrendszer (enteric nervous system)
LOX lizil-oxidaz

LOXL lizil-oxidaz-like protein

MMPk matrix metalloproteindzok

MP myentericus plexus

mtsai. munkatdrsai

PB foszfat puffer (phosphate buffer)

proLOX lizil-oxidaz proenzim

SEM standard error of mean

SP submucosus plexus

STZ streptozotocin

TBS TRIS-pufferes séoldat (TRIS buffered saline)
TRIS 2-amino-2-(hidroximetil)-propan-1,3-diol

Az idegen kifejezéseket az Orvosi Helyesirdsi Szétar (Akadémia Kiad6, Bp., 1992)
szabdlyainak megfelelden alkalmaztam, az in. vagylagos irdsui cimszavak esetén éltaldban

a magyaros fraismdodnak megfelelden.



I. BEVEZETES

I. 1. A bélidegrendszer felépitése és mitkkodése

A bélidegrendszer (ENS; enteric nervous system) a szimpatikus és a
paraszimpatikus idegrendszer mellett az autoném idegrendszer harmadik divizidja
(Langely, 1921). A ENS a bélcsatorna teljes hosszdban, a nyelécsoben, a gyomorban, a
vékony- és vastagbélben, valamint a hasnydlmirigy és az epehdlyag faldban is
végighuzdodik (Furness, 2006). Az entericus neuronok szdma kozel azonos a gerincvelot
felépitd idegsejtek szamdval és szinte az Osszes ismert ingeriiletatvivd anyag fontos
szabdlyozo szerepet jatszik a ENS miikodésében is (Costa és mtsai., 2000).

Az entericus neuronok morfoldgiailag és mikodésiiket tekintve is jol elkiilonithetd
csoportokba sorolhaték. Funkciondlisan beszélhetiink sajat elsédleges €rz6 neuronokrol,
mozgaté- €s interneuronokrdl (Furness és mtsai., 1998), melyek lokalis reflexiveket
alakitanak ki. Ezeknek a helyi reflexiveknek koszonhetéen a ENS mikodése a kozponti
idegrendszert6l nagymértékben fiiggetlen (Gershon és mtsai., 1994), szabdlyozza a bél
perisztaltikus mukodését, a nydlkahartya véladéktermelését, valamint a viz- és
ionszekréciot is (Furness és Costa 1987).

Az entericus neuronok és gliasejtek idegfonatokat, plexusokat alkotnak a bélfal
egyes szovettani rétegei kozott. Az emlds ENS teriiletén két nagyobb gangliondlt és tobb
kisebb nem gangliondlt plexus van (Meissner, 1857). Az entericus ganglionokban érzo-,
motoros- €s interneuronok egyiittesen megtaldlhatdk, a ganglionok mérete €s a benniik 1évo
neuronok szdma fiigg a vizsgalt allatfajtol, a bélszakasztdl, és az é€letkortdl is (Bodi és
mtsai., 2009).

A myentericus plexus (MP) ganglionjai a bélfal kiilsé hosszanti és belsé korkoros
simaizomrétege kozott helyezkednek el, s a bélcsatorna motoros funkcidinak
szabdlyozéasaért felelosek. A submucosus plexus (SP) a korkords simaizomréteg és a
submucosa kozott taldlhatd, s a bél szekretomotoros miikodését szabdlyozza (1. dbra;

Furness and Costa, 1987).
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1. abra A bélfal szoveti rétegei. Az emlés bélidegrendszer két nagyobb ganglionalt
plexusa: a myentericus és a submucosus plexus (Furness, 2007, nyomén).

L. 2. A cukorbetegség és kronikus szovodményei

Napjainkban a diabetes mellitus egy igen gyakori népbetegség, mely minden
korosztalyt érint. Két f6 tipusa az 1. és II. tipusi cukorbetegség. Az I. tipusu diabetes
mellitus az autoimmun betegségek egyik fajtdja, melynek tiinetei méar gyermekkorban
megfigyelhetoek. A betegség soran a hasnyédlmirigy Langerhans-szigeteiben taldlhat6
inzulintermeld béta-sejtek autoimmun gyulladdsos folyamat sordn elpusztulnak, igy a
pankredsz nem lesz képes az inzulin termelésére, s ezdltal a vércukorszint szabalyozasdnak
érzékeny egyensulya felborul. A II. tipusd diabetes mellitusban a hasnyalmirigy altal
termelt inzulint a sejtek nem tudjdk megfelelden érzékelni, ezért inzulinrezisztencia alakul
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ki. A cukorbetegség e tipusa fOként az erre genetikailag hajlamos vagy nem megfeleld
életmoddot folytatd idOsebb egyéneknél jellemzd, de ma mér az elhizott gyermekek korében
is egyre elterjedtebb. A két korkép patomechanizmusa kiilonb6zd, de a megemelkedett
vércukorszint mind az I. €s mind a II. tipusu diabetes mellitus jellemz6 tiinete.

A hyperglikaemia kisérletes kivaltdsara a szakirodalomban &ltaldnosan elterjedt a
streptozotocin  (STZ) alkalmazdsa. A STZ egy olyan diabetogén 4gens, mely a
hasnydlmirigy inzulintermel® béta-sejtjeire fejti ki citotoxikus hatdsat. Miutdn a STZ bejut
ezekbe a sejtekbe, DNS karosodast és reaktiv oxigén gyokok felszabadulasat indukalja, igy
idézi eld a béta-sejtek pusztuldsat (Szkudelski, 2001). Ezért a STZ-kezelt dallatok
alkalmasak az I. tipusu diabetes mellitus kisérletes modellezésére.

A hyperglikaemia tartos fennélldsa koveteztében olyan szovOdmények alakulhatnak
ki, melyek szinte minden szervet, szervrendszert érintenek. A cukorbetegség krénikus
szovodményei kozé tartozik a makro- €s mikroangiopdtia, vagyis a kozepes és nagy
atmérdju erek illetve a kisebb kapilldrisok kdrosoddsa. A makroangiopatia kialakuldsaban a
hyperglikaemia mellett a magas vérnyomds is jelentds szerepet jatszik, melynek
kovetkeztében sulyosan karosodnak a sziv koszorterei, az agyi erek és a végtagok artéridi
is (Bortolotto, 2007). A kis artéridk €s hajszélerek endotheliumanak miitkodészavara pedig
stlyosan érinti a kiillonboz6 szervek tapanyag- és oxigénellatdsat. Diabéteszes retinopatia
sordn a szemfenék ereinek sériilését, nefropatia sordn a vese kapillarisainak elvaltozasat,
mig neuropdtia sordn az idegelemeket ellaté hajszdlerek kéarosoddsat figyelhetjilk meg
(Barnett, 1991; Roy és mtsai, 2003).

A cukorbeteg paciensek tobb, mint haromnegyedénél fordulnak el6
gasztrointestindlis tiinetek, mint a hanyds, hasi f4jdalom, székrekedés vagy hasmenés
(Maleki és mtsai., 2000; Tang és Friedenberg, 2011). A diabéteszes gasztroenteropatia
patogenezise egy rendkiviil 0sszetett €s bonyolult folyamat, melynek kialakuldsdban a ENS

sériilése kritikus szerepet tolt be (Yarandi €s Srinivasan, 2014).

I. 3. A bazdlis membrén szerkezete és megvaltozasa diabéteszben

A bazélis membran (BM) egy bonyolult és magasan szervezett extracelluldris
matrix (ECM), mely sokféle sejttipussal, tobbek kozott endothelsejtekkel is érintkezik. Az
ereket korilvevd BM egy filtracids gatként mikodik, fontos szerepe van a
transzendothelidlis transzportban €s igy az erek permeabilitdsdnak szabdlyozdsédban,
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emelett mechanikai tdmaszt és stabilitdst biztosit. A transzendothelidlis transzport sordn a
kiilénb6z6 makromolekuldk transzcitézissal kozlekednek az endothelsejteken keresztiil. Ez
a folyamat nagyon fontos a vér és a szovetek kozotti kétirdnyd anyagtranszportban, ezaltal
nélkiilozhetetlen a szervezet homeosztazisanak fenntartasiban (Simionescu €és mtsai.,
2002).

A BM {6 alkot6i olyan ECM komponensek, mint a I'V. tipusu kollagén, a laminin, a
proteoglikanok vagy a fibronektin (Paulsson, 1992). A BM elosegiti a sejtek
kapcsolddasat, a sejtek migracidjat, novekedését, a szoveti regeneraciét és a
sejtdifferencidcidt is (Ffrench—Constant és mtsai., 1989; Podesta €s mtsai., 1997; Brander
és mtsai., 2008).

Diabétesz soran az elsoként jelentkezd szoOvettani elvaltozds az endothelialis BM
megvastagoddsa (2. dbra). Kordbban megfigyelték azt is, hogy a BM vastagoddsa nem csak
a diabéteszes retinopatia sordn meghatiarozé (Roy és mtsai., 1990), hanem a diabéteszes
nefropatia és neuropatia patogenezisében is kritikus szerepet tolt be (Pinchback és mtsai.,
1996; Roy és mtsai., 2010a).

A BM megvastagoddsanak hatterében két folyamat is fontos szerepet jatszhat.
Egyrészt az ECM komponensek fokozott szintézise, madsrészt az ECM molekuldk
degradacidjanak csokkenése is az ECM alkotok megndvekedett mennyiségét, s igy a BM
megvastagodasit eredményezi (Roy és mtsai., 1996). Roy és mtsai. (1990) a diabéteszes
retinopdtia vizsgdlata sordn megallapitottdk, hogy a retina endothelsejtek BM-ja
megvastagszik, mely sordn a BM alkotdk koziil foként a IV. tipusu kollagén, a laminin és a
fibronektin halmozddnak fel. Megfigyelték azt is, hogy a BM vastagoddsanak
kovetkeztében megndtt az erek permeabilitdsa diabéteszes patkanyok retindjaban (Oshitari
és mtsai., 2006), azonban e két folyamat kozti kapcsolatr6l még nincsenek egyértelmui
kisérletes bizonyitékok. A BM komponenseinek lebontdsaért a matrix metalloproteindzok
(MMPk) felelosek. Ezek a cink-fiiggd enzimek fontos szerepet jatszanak a BM
lebontdsanak és felépitésének dinamikus egyensilydban (Visse €s Nagase, 2003). Irodalmi
adatok szerint a MMPk expresszidja és aktivitdsa hyperglikaemia hatdsdra nagymértékben
csokken a glomerulus endothelsejtekben, mely a BM komponensek csokkent
degradiciojat, s igy a BM vastagoddsat eredményezi (Kitsiou €s mtsai., 2003).

A BM komponensek fokozott szintézise eddigi ismereteink szerint megvaltoztatja a
BM integritasat és funkcidjat, mely a retina kapillarisainak sériiléséhez vezet diabétesz
soran (Roy és mtsai., 2010a). Tobb kutatd csoport is megfigyelte, hogy a hyperglikaemia
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miatt megemelkedett fibronektin szintézis hozzdjarul az erek dateresztOképességének
novekedéséhez (Roy és mtsai., 1996), mig a madtrix komponenseket Osszekapcsold
fibronektin gatldsa sordn csokkent a BM vastagsdga és az erek permeabilitdsa is (Roy és
mtsai., 2003). Chronopoulus és mtsai. (2010) szolgéltattdk az elsé funkciondlis
bizonyitékot arra, hogy a lizil-oxiddz megvéltozott expresszidja és a BM megvastagoddsa

kozott Osszefiiggés van.

2. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel kontroll (A) és diabéteszes (B)
patkany colonjdban taldlhaté kapilldrisok endotheliuméardl (EN). Az ereket koriilvevo
BM (nyil) a cukorbeteg dllatok vastagbelében megvastagodott €s helyenként elvalt
(csillag) a kapilldris endotheliumtdl (B6di és mtsai., 2012, nyoman). Lépték: 200 nm.



I. 4. A lizil-oxidaz szerepe cukorbetegségben

A lizil-oxidaz (LOX; EC 1.4.3.13) enzim egy réz-fiiggé amin-oxidaz, mely az ECM
komponensek, mint a kollagén és elasztin lizin tartalmu oldallancait oxigén jelenlétében
deamindlja, igy azok spontdn keresztkotéseket alakithatnak ki egymadssal. Ez a folyamat
nélkiilozhetetlen a szovetek megfelelé miikodéséhez.

A LOX egy glikozilalt proenzim formdjaban szekretdlédik (proLOX, 50 kDa), mely
extracellularis proteolitikus hasitisokon megy keresztiil mieldtt érett és bioldgiailag aktiv
enzimmé alakul (LOX, 32 kDa) (Trackman, 1992). A LOX-nak kiilonb6z6 izoformait
ismerjilk (LOXL; LOX-like proteinek), melyek genetikailag j6l megkiilonboztethetok
(Molnar és mtsai., 2003). Minden LOX-csaladba tartozé enzim rendelkezik a C-terminalis
végén egy konzervalt aminosav szekvencidval, mely meghatdrozza a réz-kot6 és a citokin
receptor-szerli domént. Ez a C-termindlis vég felelos az enzim amin oxiddz aktivitdsaért,
mig az N-termindlis vég minden izoforma esetében egyedi funkciét hordoz (Csiszar,
2001).

Tekintve, hogy a LOX-medidlt keresztkotések nélkiilozhetetlenek a szovetek
integritdsdhoz és megfeleld6 mikodéséhez, a LOX enzim el6forduldsdt mar szdmos
szervben, igy a borben, a retindban, az aortdban, a tiidoben, az agyban, a szivben és a
vesében is kimutattdk (Gilad és mtsai., 2005). A LOX megvéltozott aktivitisa szoros
kapcsolatban hozhaté kiillonbozd betegségekkel. Az enzim aktivitdsanak csokkenését
figyelték meg a latirizmus (toxikus aminosavak okozta betegség) sordn (Wilmarth és
mtsai., 1992), mig az enzim felhalmozdddsa daganatos attétek, metasztazisok
kialakuldsdahoz jarulhat hozza (Erler és mtsai., 2006). Mar kordbban megfigyelték azt is,
hogy a megnovekedett LOX-fiiggd keresztkotések elosegithetik fibrotikus betegségekben
is az ECM felhalmozddédsat (Rodriguez €s mtsai, 2008). Chronopoulos és mtsai. (2010)
kisérleteik sordn megallapitottdk, hogy a diabéteszes retinopatia hozzdjarul a LOX és a
proLOX mRNS megnovekedett expresszidjahoz és aktivitisdhoz, mely sordn megné a
kollagén keresztkotések szama. Megfigyelték azt is, hogy a BM komponensek, kiilonosen
a IV. tipusu kollagén tilzott szintézise hozzdjarul az erek BM-jdnak megvastagoddsdhoz és

igy a retina kapillarisainak barrier funkcidjanak zavarahoz is.



II. CELKITUZESEK

Szadmos tanulmdny bizonyitja, hogy hyperglikaemia hatdsara az ereket koriilvevo
BM megvastagodik, valamint a kapillarisok dteresztOképessége is fokozddik. Azonban az
elsé funkciondlis bizonyitékot, miszerint a BM vastagoddsa ténylegesen Osszefiigg a
kapillarisok permeabilitdsdnak novekedésével, csak nemrégiben irtdk le (Chronopoulos és
mtsai. 2010). Munkacsoportunk bizonyitotta, hogy diabétesz sordn a myentericus
ganglionok kozelében futdé kapilldrisok endotheliumét koriilvevd BM bélszakasztol
fliggben vastagodott, s az inzulinkezelésre is eltérden reagélt (Bodi és mtsai., 2012).

Chronopoulos és mtsai. (2010) a diabéteszes retinopdtia vizsgdlata sordn
megallapitottdk, hogy a BM megvastagodasaval egyidejlileg a LOX enzim expresszidja is
megnd. Bar a LOX fiziol6gids expresszidjdnak mintdzatdra a bélcsatorna kiilonbozo
szakaszaiban még nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok, feltételezziik, hogy az enzim
bélszakasz-specifikus expresszidja, illetve ennek diabéteszben torténd valtozdsa fontos
szerepet jatszik a BM vastagodédsaban.

Ezért munkank sordn célul tiiztik ki a LOX enzim expresszidjanak vizsgélatit a
myentericus ganglionok neuropil régidjdban €s a neuronok perikaryonjdban, a MP
kozelében futd kapillarisok endotheliumdban és a bélfal simaizomsejteiben, kontroll, STZ-
indukalt kezeletlen diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes patkdnyok kiilonb6z6
bélszakaszaiban. A LOX régid-specifikus vizsgélata sordn kvantitativ posztembedding

immunhisztokémia segitségével a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

= Mutat-e bélszakasz-fliggd kiilonbségeket a LOX enzim expresszidja fizioldgids
kortilmények kozott?

» Valtozik-e a LOX enzim mennyisége a diabétesz illetve az azonnali
inzulinkezelés hatdsara?

= Megfigyelhetiink-e régio-specifikus kiilonbségeket az enzim termelddésében a
diabéteszes és az inzulin-kezelt patkdnyok kiilonb6z0 bélszakaszaiban?

» Osszefiigg-e a LOX enzim expressziés mintdzata a BM bélszakasz-specifikus

vastagodésdval diabétesz sordn?



III. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérleti allatok tartdsa és felhaszndldsa az Eurdpai Unids etikai eldirdsoknak
(86/609/EEC) és a magyar torvényi szabdlyozdsnak (XXVIII/1998 és 243/1998)

megfelelden, az intézményi etikai bizottsag engedélyével tortént.
III. 1. L. tipusu krénikus diabéteszes allatmodell eldallitasa

Kisérleteinkben fiatal felndtt, him Wistar patkdnyokat hasznéltunk. Az allatokat
random modon kontroll (n=3), STZ-indukalt kezeletlen diabéteszes (n=4) és inzulin-kezelt
diabéteszes (n=5) csoportokba osztottuk. A hyperglikémiat egyszeri STZ (Sigma, USA)
injekcid segitségével viltottuk ki, melyet intraperitonedlisan 60 mg/kg dézisban adtunk be
az allatoknak. 48 ordval a STZ-kezelés utdn a farokvénabodl vett vérbol megmértiik az
allatok vércukorszintjét. A patkanyokat akkor tekintettiik cukorbetegnek, ha a vércukor-
koncentraciéjuk 18 mM folé emelkedett. Az inzulin-kezelt diabéteszes csoport dllatai az
inzulint (Humulin M3, Eli Lilly Nederland) szubkutidn injekci6 formdjaban, napi két
dozisban (déleldtt 4 egység €s délutan 2 egység) kaptdk. Az inzulin dézisokat rendszeres
vércukormérés mellett, az dllatok aktivitasat figyelembe véve llitottuk be. A kontroll és a
kezeletlen diabéteszes csoport dllatai azonos mennyiségii fizioldgids séoldatot kaptak
szintén szubkutdn injekcié formdjaban. A patkdnyok vércukor-koncentricijat és

testtomegét a kisérleti periddus iddtartama alatt (10 hét) hetente mértiik és ellendriztiik.
II1. 2. Szoveti mintavétel

Tiz héttel a diabétesz kivéltdsa utdn az 4dllatokat cervikdlis diszlokédciéval dldoztuk
fel. A patkdnyok hasiiregét U-alakban felvagtuk és az egész bélcsatornat kiboncoltuk.
Vizsgdlatainkhoz a duodenumbdl (1 cm-re disztdlisan a pylorustdl), az ileumbdl (1 cm-re
proximdlisan az ileocoecalis junkciotdl) és a colon koz€pso teriiletérdl vettiink mintdkat. A
kivett bélszakaszokbdl eltavolitottuk a béltartalmat, majd foszfat pufferel (PB, 0,05 M)
alaposan atmostuk. Ezt kovetden a 2-3 mm-es béldarabokat 2 % paraformaldehid és 2 %
glutaraldehid keverékében (0,1 M PB-rel késziilt az oldat) fixédltuk, majd

elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz készitettiik elo.
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III. 3. A szovetmintdk elokészitése elektronmikroszképos vizsgalatokhoz

A kiilonbozd bélszakaszokbdl szdrmazé mintdkat fixdlds és mosds utin 1 %-os
OsO4 oldatban egy 6rdn keresztiil utéfixdltuk. A mintdkat 0,1 M PB-ben mostuk, majd
felszallo alkoholsorban viztelenitettiik. Az 50, majd 70 %-os alkohol oldattal val6 kezelés
utdn a mintdkat 5 percig uranil-acetattal telitett 70 %-os etanolba tettiilk, majd 96 %-os
etanolban, abszoldt alkoholban és acetonban folytattuk a viztelenitést. Ezt kovetden a
mintdkat aceton intermédiumon 4t Epon gyantidba 4gyaztuk, majd a gyantit 60°C-on
polimerizaltattuk. Az ultravékony metszeteket (70 nm) Reichert tipust ultramikrotémmal
készitettiik. A kontrasztfestés Reynolds-féle moédszerrel (1963) tortént. A mintdkat 20
percre uranil-acetét oldatcseppre helyeztiik, majd desztillalt vizzel mostuk, ezutdn 3 percre

olom-citrat oldatba tettiik €s ismét mostuk.

III. 4. Lizil-oxiddz posztembedding immunhisztokémia

A lizil-oxiddz enzim expressziés mintdzatit, posztembedding immunhisztokémiai
modszerrel vizsgaltuk. A festés sordn nedves kamrdban dolgoztunk, a festés egyes 1épéseit
parafilmre helyezett cseppeken végeztiik. Az ultravékony metszeteket eloszor 1 %
perjodsavba tettilk (9 perc), majd desztillalt vizes mosas (3x5 perc) utdn 2 %-os Na-
perjodatba helyeztiik (10 perc). Ezt kovetden a mintdkat ismét mostuk (3x5 perc), majd
TRIS-pufferes sdoldat (TBS)-cseppekre (pH 7,4) helyeztiikk (3x2 perc). Ezutdn a mintdkat
30 percig 1 %-os borji szérum albuminban (BSA) [0,05¢ BSA + 5 ml TBS (pH=7.4)]
blokkoltuk. Ismételt desztillalt vizes mosast (2x5 perc) kovetden a grideket 2x3 percre TBS-
oldatban inkubdltuk. Ezutidn a grideket az elsddleges szérumban (anti-LOX; Novus
Biologicals, USA; 1:50 higitds) inkubaltuk egy €jszakdn keresztiil. Az elsddleges anitestet
az 1 % BSA-nal higitottuk ki. Mdsnap a metszeteket ismét TBS-oldatba (2x10 perc), majd
2x5 percig GOLD-GAR cseppekre [0,05g BSA + 25 ul Tween-20 + 5 ml TRIS (pH=7,6)]
tettiik. A tovdbbiakban a mintdinkat a masodlagos szérumban (anti-nyudl IgG 18 nm-es
aranyszemcse; Jackson Immuno Research Laboratories, USA; 1:20 higitds) inkubdltuk 3
ordan keresztiil. A madsodlagos antitestet a GOLD-GAR-pufferrel higitottuk ki.
Az immunfestés végén a metszeteket desztillalt vizben alaposan atmostuk (3x5 perc). A
festési eljaras soran az antitestek kivételével minden oldatot atsziirtiink, hogy csokkentsiik a

mikroszennyezddések mértékét.
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III. 5. Kvantitativ transzmisszios elektronmikroszképos vizsgalatok

A posztembedding immunhisztokémia sordn megfestett ultravékony metszeteket
MEGAVIEW 1II kamerdval felszerelt Philips CM 10 tipusd transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgéltuk. Digitdlis felvételeket készitettiink minden vizsgalt
bélszakaszban és kisérleti csoportban a myentericus ganglionokban elhelyezkedd neuronok
sejttestjérdl (20-20 kép) és neuropil régidjardl (15-15 kép), valamint a simaizom sejtekrol
(5-5 kép, montédzs) és a myentericus ganglionok kozelében futd kapillarisokrol (5-5 db) (3.
abra). A képek minden esetben azonos felbontdssal és nagyitdson (25000x) késziiltek. A

digitélis képeken meghatdroztuk az egységnyi teriileten 1évd lizil-oxidazt jelold 18 nm-es

aranyszemcsék szdmdt, melybdl a lizil-oxiddz enzim expresszids mintdzatdra

kovetkeztettiink.

3. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel inzulin-kezelt diabéteszes patkany
duodenumabdl. MG- myentericus ganglion, KI- korkords izomréteg, HI- hosszanti
izomréteg, nyil- kapillaris. Lépték: 5 um.
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III. 6. Statisztikai analizis

Az adatokat statisztikai analizisnek vetettiik ald (GraphPad Prism 4.0 Software),
mely sordn egyfaktoros varianciaanalizist (ANOVA) és Newman-Keuls tesztet végeztiink.
A varianciaanalizis feltételei — a random mintavétel, a fiiggetlens€g €és a variancidk
homogenitdsa — teljesiiltek. A szignifikancia szintjét p<0,05 értékben hatdroztuk meg.
Eredményeinket oszlopdiagrammokon dabrazoltuk, az értékeket atlag + SEM forméban

tuntettik fel.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. A kisérleti dllatok tomege és vércukorszintje

A hyperglikaemiéat kisérleteink sordn STZ-nal valtottuk ki. A STZ injekcié hatdsara
az éallatok vércukorszintje szignifikinsan megnovekedett (p<0,001) a kontroll csoport
allataindl mért értékekhez képest. Az inzulin-kezelt diabéteszes csoport patkdnyainak
vércukor-koncentraciéjat a napi két doézisban adott inzulin a kontroll szint kozelében
tartotta (1. tablazat).

A tiz hetes kisérleti periddus alatt a kezeletlen diabéteszes patkdnyok ugyan hiztak,
de testtomegiik kisebb mértékben gyarapodott a mésik két csoport éllataihoz képest. A
diabéteszes dallatokndl a testtomeg kisebb mértékii novekedése mellett megjelentek a
cukorbetegségre jellemzO tiinetek, mint a fokozott folyadékbevitel €s vizeletiirités, a

csokkent aktivitas, illetve a tizedik hét végére két dllatnél egyértelmiien retinopatiara utald

jeleket figyeltiink meg.
Testtomeg (g) + SEM Vércukor-koncentracié (mM) + SEM
kezdeti végso kezdeti végso
Kontroll
296,0 £4,35 | 508,3 £ 18,56%*%* 6,16 £0,17 5,73 £0,26
(n=3)
Diabéteszes
(n=) 3143 £ 6,86 | 452,8 £26,05%** 6,35 £ 0,06 28,05 £ 2,19%**
n=
Inzulin-
kezelt
300,2 £4,03 | 502,6 £23,16%** 6,16 +£0,21 2,82 +0,28
diabéteszes
(n=5)

1. tablazat A kisérletek sordn hasznalt kontroll, STZ-nal indukélt kezeletlen diabéteszes és
inzulin-kezelt diabéteszes patkdnyok testtomege €s vércukorszintje. =p<0,001 (kezdeti és
végso érték kozott).
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IV. 2. A lizil-oxiddz enzim expresszidjdnak mintdzata myentericus ganglionok neuropil

régidjaban

A myentericus ganglionok neuropil régiéjaban taldlhaté aranyszemcsék szama,
melyek a LOX enzim expresszidjat jelzik, régid-specifikus mintdzatot mutatott a
bélcsatorna kiilonb6z6 szakaszaiban minden kisérleti csoportban. A LOX-t jel6l6 18 nm-es
aranyszemcsék legnagyobb hdnyada elsOsorban membranhoz kototten lokalizalodott (4.
abra). Az aranyszemcsék egységnyi teriiletre vonatkoztatott szdma a diabéteszes allatok
duodenumaban kis mértékben megnovekedett, az ileum teriiletén nem valtozott, mig a
colonban szignifikdnsan csokkent (p<0,001) a kontroll értékekhez képest. Azonnali
inzulinkezelés hatdsdra mindhdrom bélszakaszban nagymértékli csokkenést (p<0,001)
figyeltink meg az aranyszemcsék szdmdban a kontroll és a kezeletlen diabéteszes

csoporthoz képest (5. dbra).
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500.am

abra Reprezentativ eletronmikroszkopos felvételek kontroll (K), kezeletlen diabéteszes
(D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) éllatok vastagbelébdl szarmazé myentericus
ganglionbdl LOX posztembedding immunhisztokémiai festést kovetden. Nyil-LOX
enzimet jelold 18nm-es aranyszemcse. Lépték: 500 nm.
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5. abra A LOX enzimet jel6l6 aranyszemcsék szama a myentericus ganglionok neuropil
régidéjaban kontroll (K), kezeletlen diabéteszes (D) €s inzulin-kezelt diabéteszes (ID)
patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban. Az adatokat 4dtlag+tSEM form4jaban tiintettiik
fel. ***p<0,001 (kontroll és diabéteszes csoportok kozott); **°p<0,001 (kezeletlen
diabéteszes és inzulin-kezelt diabéteszes csoportok kozott).

IV. 3. A lizil-oxidaz enzim expresszidjanak mintdzata myentericus neuronok sejttestjében

A myentericus neuronok sejttestjiében a neuropil régidhoz hasonléan szintén
bélszakasz-specifikus kiilonbségeket figyeltink meg a LOX enzim expresszidjaban.
Munkénk sordn a perikaryon teriiletét vizsgéltuk, a LOX enzimet jelol6 szemcsék itt is
elsésorban membranokhoz kotédtek (mitokondridlis membran, plazmamembran,
endoplazmatikus retikulum membranja), azonban a jelek szama lényegesen kevesebb volt,
mint a gangliondris neuropil teriiletén (6. 4bra). A kezeletlen diabéteszes dllatok
duodenumadban az aranyszemcsék szama kozel haromszorosara novekedett (5,03£1,15 vs.
14,62+2,64), az ileumban alig véltozott (6,55+0,33 vs. 8,01+£0,85), mig a colonban
majdnem harmadéra csokkent (11,18+0,97 vs. 4,03+£0,94) a kontroll dllatokhoz képest. Az
inzulinkezelés hatdsdra minden é&llatcsoportban szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a
szemcsék szamdban a kontroll és a kezeletlen diabéteszes csoportok értékeihez viszonyitva

(7. abra).
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abra Reprezentativ elektronmikroszképos felvétel a myentericus neuronok sejttestjérol
kontroll patkdny duodenumdbdl LOX posztembbeding immunhisztokémiai festést
kovetdéen. M-mitokondrium, ER-endoplazmatikus retikulum, nyil-LOX enzimet jel616
18 nm-es aranyszemcse. Lépték: 500 nm.
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abra A LOX enzimet jelold aranyszemcsék szama a myentericus neuronok
perikaryonjdban kontroll (K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes
(ID) patkdnyok kiilonboz6 bélszakaszaiban. Az adatokat dtlag+SEM formdjaban
tintettilk fel. *p<0,05, ***p<0,001 (kontroll és diabéteszes csoportok kozott);
“p<0,01, °*p<0,001 (kezeletlen diabéteszes €s inzulin-kezelt diabéteszes csoportok
kozott).
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IV. 4. A lizil-oxiddz enzim expresszidjdnak mintdzata a bélfal simaizomsejtjeiben

Az enzimet jelold aranyszemcsék a simaizomsejtekben foként a mitokondriumok
membréanjdhoz és a plazmamembranhoz kotddtek vagy a caveoldkban helyezkedtek el (8.
abra). Diabéteszes patkdnyok duodenumdban tobb mint hdromszorosira nétt a szemcsék
szama a kontroll értékekhez képest, mig az azonnali inzulinkezelés ezt az emelkedést
meggatolta. A diabéteszes dllatok ileumdban az aranyszemcsék szdma nem valtozott a
kontroll értékekhez képest, inzulinkezelés hatdsara azonban csokkenést figyeltiink meg. A
diabéteszes allatok colonjaban a LOX expresszidja koriilbeliil felére csokkent a kontroll
értékekhez viszonyitva, az inzulinkezelés azonban nem fokozta az aranyszemcsék

szamanak csokkenését (9. abra).
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8. abra Reprezentativ elektronmikroszképos felvétel a bélfal simaizomsejtjérol
diabéteszes patkdny duodenumdbol LOX posztembbeding immunhisztokémiai festést
kovetden. M-mitokondrium, nyil-LOX enzimet jel6l6 18 nm-es aranyszemcse, csillag-
caveola. Lépték: 400 nm.
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9. abra A LOX enzimet jelol6 aranyszemcsék szama a bélfal simaizomsejtjeiben kontroll
(K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6z0
bélszakaszaiban. Az adatokat &4tlag+SEM form4jaban tiintettiik fel. ***p<0,001
(kontroll és diabéteszes csoport kozott); **°p<0,001 (kezeletlen diabéteszes és inzulin-
kezelt diabéteszes csoport kozott).
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IV. 5. A lizil-oxid4z enzim expresszidjanak mintdzata a myentericus plexus kozelében futd

kapillarisok endotheliumaban

A MP kozelében futé kapillarisok fontos szerepet toltenek be a myentericus
ganglionok vér- és tdpanyagelldtdsdban. Kisérleteinkben olyan kapillarisokat vizsgéltunk,
melyek keresztmetszeti képe 5800x nagyitdson belefért a latotérbe (10. dbra). A LOX
enzim a kapillaris endotheliumban is bélszakasz-specifikusan expresszalodott. A LOX
enzimet jelolé aranyszemcsék az erek endothelsejtjeiben is foként membrdanhoz kotddve
lokalizdlédtak (11. dbra). A diabéteszes csoportban a duodenumban az aranyszemcsék
szdma tobb mint négyszeresére novekedett, mig az inzulinkezelés ezt a novekedést
megakadalyozta. Az ileumban, valamint a colonban egymashoz hasonlé valtozdsokat
figyeltiink meg. Az aranyszemcsék denzitdsa diabétesz sordn kis mértékben csokkent és az

inzulin-kezelt allatok esetében a csokkenés tovabb fokozddott (12. dbra).

10. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel egy myentericus ganglion kdzelében
futé kapilldrisrél inzulin-kezelt patkdny colonjdban. KI-korkoros izomréteg, LU-
kapilléris lumen. Lépték: 2 um.
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11. abra Reprezentativ elektronmikroszképos felvétel a myentericus plexus kozelében futd
kapillaris endotheliumér6l kontroll allat duodenumdéban. LU-kapilldris lumen, N-
nucleus, KI-korkoros izomréteg, nyil- LOX enzimet jelold 18 nm-es aranyszemcse.
Lépték: 500 nm.
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12. abra A LOX enzimet jelol6 aranyszemcsék szama a kapillaris endotheliumban kontroll
(K), kezeletlen diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6z6
bélszakaszaiban. Az adatokat dtlag+SEM form4jaban tiintettiik fel. *p<0,05 (kontroll és
diabéteszes csoport kozott); “°p<0,01 (kezeletlen diabéteszes €s inzulin-kezelt
diabéteszes csoport kozott).
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V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

A Dbélcsatorna kiilonb6z6é funkcidinak szabdlyozdsdért a ENS felelés. A ENS
teriiletén a neuronok és gliasejtek gangliondlt plexusokba rendezddnek, s a ganglionok
kornyezetében futd kapillarisok fontos szerepet jatszanak a bélcsatorna idegelemeinek vér-
és tapanyagelldtisaban. A hyperglikaemia tartés fenndllasdnak kovetkeztében kialakuld
szovodmények az entericus neuronok €s a bélfal kapillarisainak miikodését egyarant
érintik. I. tipust diabéteszben a myentericus neuronok bélszakasztdl fliggden pusztulnak
(Izbéki és mtsai., 2008) és a ganglionok tidpanyag- és oxigénelldtidsaban fontos szerepet
katszo véredények is régid-specifikus médon sériilnek (Bddi és mtsai., 2012).

Kutatécsoportunk nemrégiben bizonyitotta, hogy a bélfal kapillarisainak
endotheliumat koriilvevd BM a diabéteszes éllatok kiilonbozd bélszakaszaiban kiilonbozo
mértékben megvastagodott és az inzulinkezelés hatdsara is eltéréen reagdlt (Bodi és mtsai.,
2012).

Ahhoz, hogy megértsiik milyen molekuldris mechanizmusok allnak az endothelialis
BM diabétesszel 6sszefiiggd vastagoddasanak hatterében, kisérletesen indukalt diabéteszes
patkanymodell segitségével kezdtiik el vizsgdlni a LOX enzim expresszids mintdzatit. A
LOX az extracellularis matrix komponensek, a kollagén és az elasztin rostok kozotti
keresztkotések kialakitdsaért felelds. Munkédnk sordn a LOX expresszidjat a myentericus
ganglionok neuropil régiéjaban és a neuronok sejttestjében, a ganglionok kozelében futd
kapillarisok endotheliumdban, valamint a bélfal simaizomsejtjeiben kovettiik nyomon
kontroll, STZ-indukalt kezeletlen és inzulin-kezelt diabéteszes patkdnyok kiilénbdzo
bélszakaszaiban.

Kvantitativ posztembedding immunhisztokémiai vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a LOX enzim expresszidja mindhdrom kisérleti csoportban és
minden vizsgdlt kompartmentben bélszakasz-specifikus mdédon véltozott, s az enzim
kifejezodésében tapasztalt véltozasok hasonlé mintdzatot mutattak. A LOX enzimet jelolo
aranyszemcsék denzitdsa a diabéteszes dllatok duodenuméban megndvekedett, az ileumban
csak kis mértékben vagy egydltaldn nem valtozott, mig a colon teriiletén lecsokkent. Az
azonnali inzulinkezelés hatdsdra az aranyszemcsék szdma mindhdrom vizsgalt

bélszakaszban nagymértékben lecsokkent a myentericus ganglionok neuropil régidjaban és
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a neuronok sejttestjiében, a kapillirisok endotheliumdban, illetve a bélfal
simaizomsejtjeiben egyarant.

Eddigi eredményeink alapjan egyértelmiien latszik, hogy a LOX expresszidja régio-
specifikus mintdzatot mutat a bélcsatorna hossztengelye mentén, mely feltételezhetéen
Osszefiigg az ereket koriilvevé BM bélszakasz-fliggd megvastagoddsdban. Ennek az
Osszefiiggésnek a pontosabb megértéséhez azonban tovabbi vizsgédlatokra van sziikség.
Ezért elkezdtiik vizsgdlni az egyes bélszakaszokban a LOX mRNS mennyiségét valos
idejli kvantitativ PCR segitségével. Ezenkiviil a tovdbbiakban tervezziik az extracelluléris
matrix komponensek lebontdsdban fontos madtrix metalloproteindz-9 expresszidjanak
regiondlis vizsgalatit is. Reméljiik, hogy eddigi elvégzett és tervezett vizsgalataink
hozzdjarulnak az erek ateresztOképességének diabétesz sordn kialakuld bélszakasz-fiiggd

sériilésének megértéséhez.
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VL. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Giricz Zso6fia a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

e STZ-indukalt diabétesz allatmodell eldallitasat
e az dllatok inzulinkezelését

e dllatok felaldozasét és szoveti mintavételt

e postembedding immunhisztokémidt

e kvantitativ elektronmikroszkdopos vizsgalatot

e statisztikai analizist

végeztem el.

alairas

Szeged, 2014. 4prilis 14.
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