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I. Bevezetés

I.1. Az enteralis idegrendszer felépitése

A gasztrointesztinalis rendszer sokréti feladatainak 6sszehangolasaért, mint az abszorpcio,
a szekrécio és a motilitds szabalyozasa, az enteralis idegrendszer (ENS; enteric nervous system)
vagy mas néven bélidegrendszer felel. A bélidegrendszert a 20. szazad elején John N. Langley a
szimpatikus és paraszimpatikus idegrendszertdl kiilonvalasztotta és az autondém idegrendszer
harmadik részeként irta le (Furness, 2012).

Az ENS-t alkot6 neuronok ¢és gliasejtek haldzata a bélcsatorna teljes hosszaban, a
nyeldcsotél a belsd analis zardizomig huzodik a bélfalban, de az epeholyag falaban és a
hasnyalmirigyben is megtalalhato (Furness, 2006; Di Nardo és mtsai., 2008). A human ENS kb.
200-600 milli6 neuronbol all, melyek két f6 idegi plexusban helyezkednek el: a nagyobb
ganglionokat tartalmazé myentericus (Auerbach plexus) és a kisebb ganglionokkal rendelkez6
submucosus (Meissner plexus) plexusban. A myentericus plexus a bélfal hosszanti és korkoros
simaizomrétege kozott talalhato és f6 feladata a bél motilitasanak szabalyozasa, mig a submucosus
plexus a submucosa rétegben talalhato €s a szekretomotoros miikodések szabalyozasaban jatszik
fontos szerepet (1. dbra). A ganglionok kozotti kapcesolatot az internodalis szegmensek biztositjak,
igy kialakitva a neuronhélozatokat a bélfal kiillonbozo szoveti rétegeiben. Emlésok esetében a
myentericus plexus a gasztrointesztinalis rendszer teljes hosszaban megtalalhatd, viszont a

submucosus plexus a nyeldcsdben hidnyzik (Timmermans és mtsai., 2001).

Submucosus plexus
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Myentericus
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1. abra: A myentericus és a submucosus plexus elhelyezkedése a bélfalban (Shahrestani és Das, 2023
nyoman).



Az enteralis neuronokat morfologiailag el6szor Alexander Dogiel (1896) csoportositotta
dendritjeik alakja és hossza alapjan. Eredetileg harom idegsejttipust kiilonitett el. A Dogiel I-es
tipusut neuronok altalanossagban kis méretliek, uniaxonalisak és sok rdvid nyulvannyal
rendelkeznek. Ezek a neuronok funkciojukat tekintve a motorneuronokhoz tartoznak. A Dogiel II-
es tipusba tartozo6 idegsejtek nagyobbak, tobb hosszi nyulvannyal rendelkeznek és altalaban itt
rovid nytlvanyok nem taldlhatok. Ezek funkciondlisan a szenzoros és szekretomotoros
idegsejtekhez sorolhatok. A Dogiel I11-as tipusu neuronok hasonlitanak az I-es tipust neuronokra,
de szamottevoen kevesebb dendritjiik van és hosszu az axonjuk. Ezeknek az idegsejteknek a
funkcidjat ekkor még nem sikeriilt egyértelmiien azonositani.

A fejlédé immunhisztokémiai és elektrofiziologiai mddszerek lehetévé tették tovabbi
neurontipusok azonositasat is (Brehmer és mtsai., 1999; Clerc és mtsai., 1998). A plexusokban
elhelyezkedd neuronokat ma mar tobb mint 20 funkcionalis csoportba sorolhatjuk, ezek kozott
vannak intrinsic primer afferens érz6 neuronok, interneuronok és kiilonb6zé motorneuronok
(serkentd, gatlo, szekretomotoros, vazomotoros) is (Furness, 2006).

Az enterdlis reflexivek szabalyozzdk a motilitast, a mirigyszekréciot és a bélfal véraramlasat
is. A bélperisztaltika a bélfal izomzatdnak periddikus kontrahalasaval, majd relaxalasaval valosul
meg. A perisztaltikus mozgas elsd leirdi Bayliss és mtsai. (1899), akik kutya vékonybelében
végeztek kisérleteket, majd Trendelenburg (1917) in vitro tengerimalac vékonybélben
folyadékinfundalassal idézett eld perisztaltikus mozgést. A perisztaltika a béltartalmat mozgatja
eldre, aztan a szegmentaciod teszi lehetévé ennek keveredését. A perisztaltikus reflexben részt
vesznek a felszallo serkentd-, leszallo gatlo- és leszallo serkentd idegsejtek. A luminalis inger
észlelésekor a felszallo interneuronok a serkentd motoros neuronokkal szinaptizdlnak és az
ingeriilet helyén kozvetleniil ordlis iranya kontrakciot idéznek eld, mig a leszallo interneuronok a
gatlo motorneuronokkal kapcsolédva analis relaxaciot valtanak ki, annak érdekében, hogy a
béltartalmat tovabbitsdk (Fung és Berghe, 2020; 2. abra). Az enteralis gliasejtek szintén az
intesztinalis motilitads aktiv résztvevoi, amelyek a ritmikus kontrakcids hullamokért felelnek a

vastagbélben (Spencer és mtsai., 2020).
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2. abra: A perisztaltikus reflex sematikus abraja. A felszallo interneuronok a serkentd motorneuronokkal
kapcsolodva kontrakciot, mig a leszalld interneuronok a gatldé motorneuronokkal relaxaciot valtanak ki
(Fung és Berghe nyoman, 2020).

A bélidegrendszer neuronjaira jellemzd, hogy tobb neurotranszmittert is tartalmaznak, ezek
adjak az enteralis neuronok neurokémiai kodjat. A neurokémiai kod megismerése lehetové teszi a
neuronok projekcidinak és funkcidinak pontos meghatarozasat (Furness és mtsai., 1995). Szdmos
neurotranszmitter jelenlétét bizonyitottak az ENS-ben, tobbek kozott az acetil-kolin, noradrenalin,
a nitrogén-monoxid (NO), vazoaktiv intestinalis polipeptid, szerotonin és a glutamat jelenlétét
(Kirchgessner és mtsai., 2001).

Az enteralis neuronokbol szarmazo NO-nak kiemelt szerepe van a perisztaltikus reflex és
a zardizom mikdodésének szabdlyozasaban. Génkiiitéses kisérletekkel bizonyitottdk a neuronalis
nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) altal termelt NO szerepét a bélcsatorna simaizmanak nem-
vezikulakban tarolodnak, kivételt képeznek a kisebb, gaz tipusu neurotranszmitterek, mint példaul
az enteralis neuronokbol felszabadul6 NO, amely csak akkor termelddik, amikor sziikséges. A
simaizomsejtek membranjan nincs receptora sem, hanem a citoplazmaban talalhaté guanilét-ciklaz
a célfehérjéje. Az emlds sejtekben 3 NOS izoforma is eléfordulhat, az endothelidlis NOS, nNOS
¢és az indukalhato NOS. A nitrerg neuronoknak magas a redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat-diaforaz (NADPH-d) aktivitdsa (Nogueira-Campos ¢és mtsai., 2012) és mennyisége
Osszefiigg a nNOS mennyiségével, ezért gyakran NADPH-d enzimhisztokémidt hasznéalnak a

nitrerg neuronok jeldlésére (3. abra).
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3. abra: Myentericus neuronok NADPH-d enzimhisztokémiai (lila) és HuC/HuD immunhisztokémiai
(barna) festés utan. A nyilhegyek a nitrerg myentericus neuronokat jelolik. Lépték: 50 pm, inzert: 30 um
(Izbéki és mtsai., 2008).

I.2. A diabétesz 6 tipusai és jellemz6i

A diabetes mellitus korunk egyik leggyakoribb anyagcsere-betegsége, amelynek f6 oka a
szénhidrat anyagcsere felboruldsa, aminek kovetkezményeként a zsir- és a fehérje anyagcsere is
érintett lesz. A betegséget az inzulin relativ vagy abszolut hidnya jellemzi. A Nemzetkozi Diabétesz
Szovetség (IDF; International Diabetes Federation) 2024-es adatai szerint megkozelitéleg 589
millié embert érint diabéteszes megbetegedés, ami vilagviszonylatban a népesség 12%-at jelenti
¢s 2030-ra ez a szam elérheti a 643 milli6 betegséggel €16 személyt is (Hossain és mtsai., 2024).
A betegségben elhunyt betegek szdma is névekvo tendenciat mutat, 2024-ben kortilbeliil 3,4 millio
felndtt veszitette €letét a cukorbetegség soran kialakuld szovédmények kovetkezményeként, ez az
Osszes halaleset 9,3%-at jelenti. A diabéteszes haldlesetek 40%-a a legaktivabb gazdasagi
csoportban (20-59 ¢év) tortént (IDF, link 1, 2025).

A diabetétesznek kordbban harom f6 tipusat kiilonitették el, az 1-es tipusu, a 2-es tipusu és
a gesztacids vagy terhességi cukorbetegséget. Az 1-es tipusi cukorbetegség leggyakrabban
gyermekkorban és korai felndttkorban jelentkezik. Jellemz6 az 1-es tipusu diabéteszes paciensekre
az alacsony testsuly €s hogy a B-sejtek 90-100%-0s pusztulasabdl adédoan mar a betegség
kialakuldsédnak kezdetekor inzulinkezelésre szorulnak. A 2-es tipusu diabétesz altaldban iddsebb
korban alakul ki, jellemzdje a testsuly gyarapodasa és az inzulinrezisztencia. Kialakuldsanak

csokkentéséhez jelentdsen hozzajarul a rendszeres testmozgas, illetve a kiegyensulyozott



taplalkozéds. Azonban e két fo tipus kozotti kiilonbségtétel nem egyértelmi, és egy személy
esetében az 1-es és a 2-es tipusu diabéteszes jellemzok egyarant eléfordulhatnak, egyre gyakoribb
példaul a 2-es tipusu diabétesz gyermekkorban. Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO; World
Health Organization) 2019-ben 1) klasszifikacids rendszert tett kozz¢, amelyben az 1-es és 2-es
tipusnak nem altipusait kiilonbozteti meg, hanem azok mellett 0j tipusokat vezet be. Az egyik 1]
tipus az un. hibrid diabétesz (1,5-es tipust diabétesz), amely Iényegében a korabbi felndttkori
latens autoimmun diabétesz, illetve a ketozisra hajlamos 2-es tipusu cukorbetegség (WHO, 2019).
Az elobbiek mellett megjelennek a klasszifikdcioban a diabétesz egyéb specifikus formai (pl.
genetikai rendellenességekhez tarsithatdé monogénes diabétesz vagy az exokrin pancreasban
bekovetkezd rendellenességek soran kialakuld diabétesz), ill. nem specifikus formai, tovabba a
gesztacids diabétesz. A gesztacios diabétesz a cukorbetegség egy atmeneti formdja, amelyet az
inzulinrezisztencia és a hasnyalmirigy B-sejtjeinek varanddssag alatti diszfunkcidja idéz eld
(Alejandro és mtsai., 2020). Napjainkban a terhesség soran kialakulé diabétesz is egyre gyakoribb;
a IDF adatai szerint 6t varandos nobdl legalabb egyre jellemz6 a hiperglikémias allapot (IDF, link
1, 2025). A betegség kdvetkezménye lehet a korasziilés és a makroszémia (Antar és mtsai., 2023).
A terhességi diabétesz kockazati tényezdi az elhizds, az iddsebb korban torténd gyermekvallalas
vagy a policisztas ovarium. A gesztacios diabétesz az esetek dontd tobbségében sziilés utan
megszinik.

A diabétesz egyik sulyos szovédménye a diabéteszes neuropdtia, amely az egész
szervezetet érintheti és jelentdsen ronthatja az életmindséget. A diabéteszes neuropatia a periférids
idegrendszer kiilonb6zd részeit érintheti. A periférids neuropatia leggyakoribb tlinete az alsé
végtagokon jelentkezd fajdalom, zsibbadas, paresztézia és bizonytalan jaras. A szenzomotoros
tipusban szimmetrikus, kétoldali, disztalis panaszok jellemzdek. Ez a forma inkébb a hosszabb
ideje fennall6 cukorbetegségnél fordul eld és Osszefiigg a metabolikus allapottal, illetve egyiitt jar

a periférias erek autoném beidegzésének zavaraval is (Zhifang és mtsai., 2020).

I.3. Neuropatia az enteralis idegrendszerben

Szamos human vizsgalat és allatkisérlet bizonyitja, hogy a diabétesz sordn az ENS-ben
neuropatia figyelhetd meg (Bagyanszki és Bodi, 2012; Marathe és mtsai., 2020; Mohamed, 2024).
A neuropatia kialakuladsa nagy mértékben a nitrerg neuronokat érinti és a betegek életmindségét
jelentésen befolyasold gasztrointesztinalis szovOdmények kialakuldsat eredményezi. A
diabéteszes neuropatidhoz tarsuldé gyomor-bélrendszeri tiinetek koz¢ sorolhato a gasztroparézis, a

hasmenés, a székrekedés és a nem alkoholos zsirmdj. A gasztroparézis a gyomor késleltetett



triilése, étkezés utani teltségérzetet, hanyast és gyomortdji fajdalmakat valt ki (Yarandi és
Srinivasan, 2014). A diabéteszhez tarsul6 enteralis neuropatiat nehéz a klinikumban kimutatni, és
csak nemrégiben mertilt fel a nyalkahartya-biopszidkban az idegrostok stirliségének értékelésére
vonatkoz6 lehetdség (Uranga-Ocio és mtsai., 2015).

Kutat6csoportunk mar régota vizsgalja az 1-es tipusu diabétesz és az entericus neuropatia
Osszefiiggéseit allatmodellekben. A nitrerg enterdlis neuronok a bélperisztaltika leszallo gatld
aganak kulcsszerepldi, ezért ezen neuronok elvesztése vagy karosodasa hozzajarulhat a
gasztrointesztinalis motilitasi zavarok kialakuldsdhoz. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az
enteralis neuronok neuropatia soran bekoOvetkezd sériilékenysége szigoruan régio-specifikus,
illetve, hogy a két f6 enteralis plexus és a kiillonboz6 enteralis neuroncsoportok eltérd karosodast
mutatnak, ezért munkacsoportunk tanulmanyozta a nitrerg enteralis neuronok bélszakasz-
specifikus valtozasait streptozotocin (STZ)-indukalt diabéteszes patkdnymodellben. Eredményeik
szerint a nitrerg szubpopulaci6 aranyaban, és az enteralis neuronok teljes szamaban bekdvetkezd
valtozasok arra utalnak, hogy a vizsgalt bélszakaszokban neurokémiai valtozasok és a neuronok
pusztulasa is bekovetkezett (Bodi és mtsai., 2019). Ugyanakkor diabétesz soran funkcionalis
elvaltozdsokat is kimutattak (Izbéki és mtsai., 2008). A hiperglikémia hatdsira a lecsokkent
Osszneuronszdmnak koszonhetéen, a vékony- és a vastagbélben is gyorsabb tranzitidd volt
jellemzd. Az azonnali inzulinkezelés helyreéllitotta a béltranzitot az egészséges allatokéval
megegyez0 gyorsasagura, tehat az inzulinkezelés hatasos a bélmotilitas szempontjabol is.

Cellek és mtsai. (2003) STZ-indukalt diabéteszes patkdnymodellben tanulményoztdk a
nitrerg neuronok degenerativ folyamatait. Két fazisra osztottak a nitrerg neuropatia kialakulasat.
Mig elsd fazisban a nitrerg idegrostok elveszitik a NO-tartalmukat és ezzel funkciojuk egy részét
is, addig a masodik fazisban a nitrerg degenerdcié a ganglionokban taladlhaté neuronok
sejttestjeiben megy végbe, ami a nitrerg neuronok pusztulasat jelenti. Az elsd fazisban
bekovetkezd valtozdsok inzulinpotlassal visszafordithatok, mig a masodik fazisban ezek a
folyamatok mar visszafordithatatlanok. A neurodegenerdci6 a ganglionok apoptotikus
pusztulasanak koszonhetd, amely a nitrerg neuronokat szelektiven érinti.

Kutatécsoportunk a nitrerg neuronok mellett a hemoxigendz-immunreaktiv (HO-IR)
neuronok bélszakasz-specifikus valtozasait is vizsgalta diabéteszes patkdnymodellben. Azt
talaltdk, hogy diabétesz hatasira a nNOS-HO-IR neuronok aranya az ileum és colon
bélszakaszokban megemelkedett, vagyis diabétesz hatdsara ezen neurontipusok nem sériiltek és
tuléltek. Kovetkezésképpen a HO-rendszer regionalis indukcidja meghatdrozo szerepet jatszhat a

régio-specifikus nitrerg neuropatia kivédésében (Chandrakumar és mtsai., 2017).
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A bélszakasz-specifikus enterdlis neuropatia kialakulasahoz nagyban hozzéjarulhat a
neuronok bélszakaszonként eltérd kornyezete, mint pl. az enterdlis gliasejtek, a ganglionok
kozelében elhelyezkedd kapillarisok vagy akar a lumen mikrobidtdja. Kutatdécsoportunk
megfigyelte a nyalkahartyahoz k6t6do, ill. a luminalis mikrobiom Osszetételének megvaltozasat is
1-es tipusu diabéteszes patkanyokban (Wirth és mtsai., 2014 és 2021). Korabban a bakterialis
mintazatfelismerd Toll-like receptor 4 (TLR4) expressziojat is vizsgaltuk diabéteszes patkanyok
myentericus neuronjaiban, ahol a TLR4 szdveti koncentracidja diabétesz hatdsara csak a
duodenum bélszakaszban nétt meg, vagyis a bélszakaszok mikrokornyezete meghatarozéd lehet
hiperglikémias allapotokban (Bddi és mtsai., 2023).

Az emésztérendszer mitkodésének elengedhetetlen feltétele a megfeleld oxidativ kozeg
fenntartdsa. A diabéteszre jellemzd hiperglikémids allapot ndveli az oxidativ stresszt. A tartésan
fennalld6 magas vércukorszint hatdsdra a szérum oxidativ stressz markerei, az eldérehaladott
glikacios végtermékek is kimutathatok (Koska és mtsai., 2018). Az oxidativ stressz hatdsara a
gyulladast serkentd citokinek szintje is megnd, ami a bélrendszerben gyulladasos folyamatokat
indithat el (Bhol és mtsai., 2024).

Munkacsoportunk a gyulladasos folyamatok kiilonb6z6 markereit is vizsgalta 1-es tipus
patkdnymodellben. Az interleukin 1 béta (IL1B) pro-inflammatorikus citokin expresszidja
diabétesz hatasara megndtt minden bélszakaszban (AL Doghmi és mtsai., 2023). A nukleéris faktor
kappa B (NFxB) p65-0s alegysége esetén csak az ileumban tapasztaltunk novekedést a diabéteszes
csoportban (Barta és mtsai., 2024). Az azonnali inzulinkezelés protektivnek bizonyult mindkét

marker vizgalatakor, IL1[ estében minden bélszakaszban, a NFkB-nél azonban csak az ileumban.

I.4. Az inzulin szerepe és jelatviteli utvonala

Az inzulinnak szdmos hatasa van az egész szervezetre, foként a gliikoz homeosztazisban
és az energiatarolas szabalyozasaban vesz részt. Az inzulin a periférids szovetekben a gliikoz
metabolizmusat segiti eld, valamint a glikolizisre és a gliikkoneogenezisre gyakorolt hatdsain
keresztiil szabalyozza a gliikoz lebontasat és szintézisét.

Az inzulin {6 forrasa a hasnyalmirigy B-szigetsejtei, azonban az inzulin expresszidjat mar
mas szervekben is kimutattdk, mint példaul a majban, a csontveloben vagy a zsirszovetben
(Kojima és mtsai., 2004; Chen és mtsai., 2010). A pancreas ¢s a vizsgalt szervek kozotti szoveti
szintll hasonlésdgot bizonyitotta, hogy mads, pancreas altal termelt hormonokat is képesek

expresszalni, mint a gliikagon vagy a szomatosztatin (Kojima és mtsai., 2004).
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Sokaig teljesen figyelmen kiviill hagytdk az inzulin jelatviteli ttvonalainak
tanulmanyozasat az idegrendszerben, mert az izom- és a zsirszovettel ellentétben, a neuronok
tobbsége nem inzulinfiiggden veszi fel a gliikkozt (Patel és mtsai., 1994). Az inzulin képes atjutni a
vér-agy gaton. A kozponti idegrendszer neuronjainak egy része expresszal inzulin receptort
(Choeiri és mtsai., 2002).

Margolis ¢és Altsuler (1967) mutattak ki eldszor inzulin-immunreaktivitast kutyak
cerebrospinalis folyadékdban. Ezen kiviil Havrankova és mtsai. (1978) inzulinreceptorokat is
talaltak a patkanyok kozponti idegrendszerében. Az inzulin a vér-agy gaton telithetd transzport
mechanizmussal jut at. Az inzulin gén expresszidjat és az inzulinszintézist is kimutattak éretlen és
érett emlOs neuronalis sejtekben (Todd és mtsai., 1985), viszont gliasejtekben sem inzulin hirvivé
ribonukleinsavat (mRNS; messenger ribonucleic acid), sem inzulin fehérjét nem talaltak
(Devaskar és mtsai., 1994). Sejtkultrakban a nestin-pozitivitast vizsgalva, mely az éretlen
neuronok ¢és a reaktiv gliasejtek markereként ismert, azt talaltak, hogy a sejtek 10%-os szérumban
torténd szubkultivalasakor az inzulin mRNS szinten expresszalodott. Ezeket a tenyészeteket egy
honapra 1%-o0s szérumra helyezve, mas pancreas hormonok (gliikagon, szomatosztatin) is
expresszalodtak az inzulin mellett, vagyis a gliasejtek médiuma meghatarozhatja a sejtek sorsat
(Maria-Engler és mtsai., 2004).

Az inzulin expresszidjat patkanyok agykérgében talalhatdé gamma-amino vajsav
neurotranszmittert hasznalo (GABAerg) neurogliaform sejtekben is kimutattak. Azt is leirtak,
hogy a gliikkéz hozzdadasa a neokortikalis mintakhoz novelte az inzulinkoncentraciot, illetve a
neurogliaform sejtekbdl torténd inzulinszekréciot a dendritikus Ca?* koncentracié hatirozza meg
(Molnar és mtsai., 2014). A gliikéz altal indukalt inzulinexpresszio a glilkagonszerti peptid-1
mRNS koexpresszalodik a GABAerg interneuronokban és mindkét gén expresszidjat magas
extracellularis glitkdzkoncentracié szabalyozza (Csajbok és mtsai., 2019).

Az inzulin expresszidja és hatdsmechanizmusai az idegrendszerben kiilondsen fontosak a
neuroplaszticitds, a memoria, a tanulds és az energia-homeosztazis szempontjabol. Az inzulin
eldsegiti az idegsejtek tulélését és a szinaptikus plaszticitast (Lee és mtsai., 2016). A glikéz a
neuronok f6 energiaforrdsa, viszont extrém ¢hezési koriilmények kozott ketontesteket is
felhasznalhatnak (Kolb és mtsai., 2021).

Az inzulin jelatviteli folyamata foként inzulinreceptorokon keresztiil valosul meg és
szamos jelatviteli utvonalat indit el a sejtben. Emldsokben két inzulinreceptor izoforma keletkezik:
az A izoforma, amelybdl a 11. exon hidnyzik, és a teljes hossziisaghi B izoforma. A két izoforma

eltérd ligandkotési affinitdst mutat, a B csak az inzulin specifikus receptoranak tekinthetd, mig az
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A izoforma az inzulinszerii névekedési faktor II szdmara is nagy affinitdsu receptor. A sejtekben
mindkét izoforma koexpresszalodhat, eléfordulasukat fejlédési stadiumok és szovetspecifikus
tényezok szabalyozzak. Az inzulinreceptor A inkdbb magzati €s rakos sejtekben fejezédik ki, mig
a B izoforma inkabb jol differencialt szovetekben. Feln6ttkorban az inzulinreceptor A fokozott
expresszioja szerepet jatszhat a rak progresszidjaban, igy az eml6-, vastagbél-, tiid6-, petefészek-
¢és pajzsmirigy daganatos elvaltozasaban is (Belfiore és mtsai., 2017).

Az inzulinreceptor tirozinkinaz aktivitassal rendelkezik, mely az inzulin k&tédése utan
aktivalodik. Az inzulinreceptor tartalmaz egy extracellularis domént, ahova az inzulin kotédik €s
egy intracellularis domént, amely elinditja a jelatviteli itvonalat. Ez a jelatvitel harom fontos
utvonalat tartalmaz: a foszfoinozitol 3-kindz/Akt (P13-K/Akt), mitogén aktivalt protein kindz és az
emlds rapamicin (mammalian/mechanistic target of rapamycin, mTOR) jelatviteli utvonalat. Ezek
koziil a PI3-kinaz/Akt utvonal a legfontosabb inzulin altal aktivalt jelatvitel. Ennek sordn az

inzulinreceptor aktivalja a PI3-kindzt, ami serkenti az Akt enzimet. Az Akt pedig a glikéz
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4. abra: Az inzulin 6 jelatviteli utvonalai. Az inzulin a receptorahoz kotédik, az foszforilalodik, majd a
Glut 4 gliikoz transzporter a sejtmembranba transzlokalodik. IRS: inzulin receptor szubsztrat; G a, 8, v: G-
protein a, B, v alegységei; CasR: kalcium-szenzitiv receptor; PIP, 3: foszfatidilinozit-4,5-biszfoszfat 2, 3; P:
foszforilacio; PI3K: foszfoinozitol-3 kindz; PDK1: 3-foszfoinozitol-fiiggd kinaz-1; AS160: az Akt 160
kDA-os szubsztratja, mTORCI, 2: eml0s rapamicin jeltviteli utvonalhoz sziikséges komplexek; p70S6K:
p70-es riboszoma protein-S6-kindz; GSK3: glikogén szintdz kinaz 3; GS: glikogén szintaz (Zakaria és
mtsai. nyoman, 2021).
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Az inzulinreceptorok endocitozissal jutnak be a célsejtbe, mely klatrin- vagy kaveola-
mediadlt médon valdsulhat meg. A mechanizmus moddja a célsejttdl illetve a sziikséges inzulin
koncentraciojatol fiigg (Wu €és mtsai., 2022). Szovettani vizsgalatok kimutattak, hogy az inzulin a
zsirsejtekhez mikroinvaginacioval kotddik €s az inzulinreceptor a kaveoldkban halmozodik fel
(Goldber ¢s mtsai., 1987). Ezt a feltevést elektronmikroszkopos vizsgélatok erdsitették meg,
kimutatva az inzulinreceptor és a kaveolin kolokalizacigjat (Smith és mtsai., 1998; Parpal ¢és
mtsai., 2001). A kaveolinnak az inzulin jelatviteli folyamataiban van szerepe. Feltételezések
szerint az inzulinreceptor stabilizacidjaban jatszik fontos szerepet vagy stimuldlja az

inzulinreceptor mitkddését (Ishikawa és mtsai, 2005).

L.5. Inkretinek jelentésége a bélrendszerben

Az inkretinek olyan peptid természetii hormonok, amelyek az elfogyasztott taplalék
hatasara, elsdsorban szénhidrat komponenseknek az emésztése soran, kdzvetett modon, az evés
utani vércukorszint csokkentéssel vesznek részt a gliikoz homeosztazis biztositasdban. Az
inkretinek termelddéséért az enteroendokrin K- és L-sejtek felelnek, expresszidjukat a bél
mikrobiom tartalma jelentdsen befolyasolja. A baktériumok altal szintetizalt révid szénlanca
zsirsavak novelik az L-sejtek szamat a bélben (Greiner és Bickhed, 2016). Allatkisérletekben
leirtdk, hogy a diszbidzis fokozza a Firmicutes és Bacteroidetes fajok aranyat, ami pozitivan
befolyasolja az inkretinhatast (Martin és mtsai., 2019).

Az inkretinek képviseld1 a gliikézdependens inzulinotrop polipeptid (GIP) és a
gliikagonszer(i peptidek (GLP1 és GLP2). Ezek a molekuldk tagjai a glilkagon-hormoncsaladnak
¢s aminosavlancuk is hasonldsagot mutat. Az egyezés ellenére, csak a GLP1-nek és a GIP-nek van
inzulintermelésért felelds hatdsa (Asmar M., 2011).

A GLP1-et a nyalkahartya L sejtjei termelik, 30 aminosavbol felépiilé fehérje, amelyet a
progliikagon gén kodol. A gént elsdsorban a pancreas a-sejtjei expresszaljak, de kimutathato a
bélmucosa L-sejtjeiben és az agyban is (Vahl és mtsai., 2003). Bélben a progliikagon expresszid
disztalis irdnyba nd, vagyis az ileum és colon bélszakaszokban expresszalédik nagyobb
mennyiségben (Davis és Sandoval, 2020).

A human GLP1 peptidlanca azonossagot mutat a ragcsalokban eléforduldval, mig a GLP2
esetében kisebb aminosav eltérések vannak. A GLP1-nek két valtozata ismert, az 1-36 és az 1-37
amid tartalma, melyeknek a metabolikus hatasai kiilonbdznek. In vitro és in vivo kutatdsok
igazoltak, hogy a GLP1 hét aminosavval roviditett valtozatai a GLP1 (7-36; 7-37) egyforman
hatékonyak ¢€s a keringésben 1év0 bioldgiailag aktiv GLP1 80%-at a GLP (1-36) amid teszi ki. A
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GLP1 féléletideje nagyon rovid, két perc kortili, mert a szervezet ubiquitermolekuldja, a dipeptidil-
peptidaz-4 (DPP-1V) az N-termindlis részén lehasitja és ez a roviditett GLP 1 (9-36) amid
mutathat6 ki leginkébb a vérben.

A GIP elvalasztasaért a vékonybél nyalkahartyajaban talalhato K-sejtek felelnek. Nagyobb
mennyiségben a duodenum ¢és jejunum bélszakaszokban mutattak ki, de kisebb mennyiségben az
ileumban is megtalalhatok (Kim és Egan, 2008; Mortensen ¢s mtsai., 2003). A GIP receptora
(GIPR) a Langerhans-szigetek a- és B-sejtjein talalhatd, de ezen kiviil tovabbi szovetekben, mint
a bélfalban, zsirszovetben, mellékvese kéregallomanyaban és agyvelOben is expresszalodhat
(Bulum, 2022; Campbell és mtsai., 2022; Fukuda, 2021).

In situ hibridizaciéos moddszerrel kimutattdk a GLP1 és a GIP kolokalizacigjat is, ami
ellentmond annak a ténynek, hogy a bél kiilonb6zd enteroendokrin sejtjei termelik a molekulékat
(Mortensen és mtsai. 2003). A GLP1 a hasnyalmirigy -sejtjeinek inzulintermelését gliikoz-fliggd
modon segiti, az inzulinszekrécié a magas vércukorszint esetén valésul meg. A GLP1 tovabba a
periférids szovetekben noveli az inzulinérzékenységet, vagyis a sejtek konnyebben felveszik a
gliikozt és kevesebb inzulin is elegendd a vércukorszint szabalyozasahoz. A GLP1 csokkenti a -
sejtek apoptozisat €s eldsegiti a regeneraciojukat is. A védo szerepen kiviil képes a hasnyalmirigy
a sejtjeibdl transzdifferenciacid altal ) B-szerli sejteket is 1étrehozni (Lee és mitsai., 2018;
Bourgeois és mtsai. 2024). A GLP1 a GLPIR aktivaladsan keresztiil fejti ki hatasat, amely a
gliitkagon receptorok csaladjaba tartoz6 G fehérjéhez kapcsolt receptor és a csalad legtobb tagjahoz
hasonldan aktivalddas utan gyorsan felhasznalodik.

A GLPIR ¢és GIPR egyiittmiikodése, additiv modon korrigalhatja az inzulinérzékenységet,
fokozva az inzulinszekréciot. Allatkisérletekben a receptorok koaktivalasa csokkentette az allatok
testsulyat és zsirtomegét, human kisérletekben preklinikai fazisban a {6 hatés az inzulinszekrécid
felerdsitése volt (Pelle és mtsai., 2022; Razzaki és mtsai., 2022).

Minden GLP1 mimetikum (a GLPIR agonista, GLP1 analog és a DPP-IV gatlok) a
fiziologias valtozatnal nagysagrendekkel erdsebb, igy gyogyszerészeti célokra alkalmas. A GLP1
mimetikumok a cukorbetegség kezelésében biztatd tapasztalatokat mutattak, leginkabb a 2-es
tipusu diabéteszben, de mar az 1-es tipusi diabéteszben is voltak sikeres alkalmazasok.
Hatasmechanizmusukban kozos, hogy fokozzdk a posztprandidlis (étkezés utdni) szérum
inzulinszintet vércukorfiiggd moddon, csdkkentve az éhomi és a posztprandidlis vércukor- és
gliikagonszintet. A mimetikumok k6z6tt vannak hosszu- és rovidtava hatdstuak. A hossza hatasu
valtozatok képesek gatolni a méjban a gliikdztermelést is (Smits és mtsai., 2016).

Az exendin-4 egy hosszu hatdsu GLP1R agonista, természetes formdjat egy arizonai gyik

(Heloderma suspectum) nyalabol izolaltdk. A gyikfajtdra jellemzd, hogy csak évi néhany
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alkalommal taplalkozik ¢és az étkezést kovetéen az exendin-4 a nyalban emelkedett
koncentracioban talalhato meg (Yap €s Misuan, 2018). Hat hetes allatkisérletekben, az exendin-4
napi kétszeri alkamazasa esetén, megfigyelték a B-sejtek tomegének szignifikans novekedését. A
posztprandialis vércukorszintet mérsékld tulajdonsagabol addéddan a szintetikus valtozatat is
eléallitottak (Vilsboll és Holst, 2004). Alkalmazasa a fazis 1. stddiumban biztonsagosnak
tekinthetd, mert az esetek elenyészo részében tapasztaltak enyhe mellékhatasokat mint a fejfajas,
az émelygés vagy a hanyinger, viszont a dozis emelése a mellékhatdsok gyakorisaganak ¢és
erosségének lehetdségét is novelte (Fineman és mtsai., 2003). A GLP1R alkalmazasa soran a
bélmotilitas késleltetett és ez a jelenség a jol kontrollalt 2-es tipusu diabéteszes betegeknél is
megfigyelhetd volt. Ez arra utal, hogy a GLPIR agonistdkhoz kdthetd motilitaszavar fliggetlen
lehet a glikémias szabalyozastol (Cymbal és mtsai., 2025).

GLP1 analdg vegyiiletet is eldallitottak, melynek elsd véltozata a liraglutide. A GLP1
¢lettani tulajdonsagait allatkisérletekben vizsgaltak. A liraglutide a szervezetben, miutan
felszivodott, az albuminhoz kdotve taldlhatdé meg, amely stabilizdlja a DPP-IV-gyel valo
ellenallosagot. A liraglutide human alkalmazasat tanulmanyoztdk 2-es tipusu diabéteszes
betegeken ¢€s azt talaltdk, hogy a vércukorértékek jelentdsen mérséklédtek mar napi egyszeri
dozisban is (Degn ¢és mtsai., 2004). A GLP1 gatlé hatdssal van a bélmotilitasra a vékonybélben,
viszont a vastagbélre gyakorolt hatasa lehet gatlé és serkentd is. Van olyan GLP1 anal6g (ROSE-
010), amely gyorsitja a béltranzitot és irritabilis bél szindroémas egyéneknél még puffadast sem
okozott (Camilleri és mtsai., 2012).

Az jabb GLP-1-alaptl gyogyszerek GLP1R agonistdk, mint példdul a szemaglutid és a
tirzepatid, jobb gliikozszabalyozéast biztositanak. A diabéteszes terapian tulmutatva testsuly
csokkentd hatassal is birnak, igy az elhizas kezelésére is engedélyeztették ezeket a készitményeket
(Drucker, 2024). A gyogyszerek segitségével torténd testsulycsokkenés elsdsorban az ¢hségérzet
és a taplalékfelvétel csokkenésével érheté el, ami elsésorban a GLPIR-t expresszald
A készitmények injekcid formaban elérhetdk, de a Novo Nordisknek van egy szajon at szedhetd
gyogyszere is, amely nagyobb hatdanyag-tartalom mellett volt kivitelezhetd. A szemaglutid
teststily csokkentd hatasat eldszor Wilding €s mtsai. (2021) bizonyitottdk. A kisérletben kozel
kétezer elhizott egyén vett részt tizenhat kiilonbozo orszagbol, és 68 héten at kellett alkalmazni az
injekciot. A kutatas soran azt talaltdk, hogy atlagosan 15%-kal csokkent azok testsulya, akik
hetente 2,4 mg szemaglutidot kaptak és a harmaduknal tobb mint 20%-os csokkenést mértek.

A készitmények leggyakrabban kiilonb6z6 gyomor- ¢és bélrendszeri problémakat

okozhatnak, mint pl. a hasi fajdalom, a székrekedés vagy a hasmenés, viszont sulyos
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mellékhatdsokat is tapasztaltak (hasnyalmirigy-gyulladas, latasproblémak). A nem
cukorbetegeknél tapasztaltak hipoglikémids allapotot is. Tehat ezeknek a készitményeknek az
alkalmazasa kizarolag orvosi feliigyelet mellett javallot, hiszen hasznalatakor akar sulyos

egészségkarosodas is bekovetkezhet (Zhao és mtsai., 2021; Ghusn és Hurtado, 2024).

1.6. Az enteralis neuronok és az enteroendokrin sejtek kozotti kapcsolatok

A hasnyalmirigy €s az enteralis neuronok kozotti kapcsolatot a kolinerg és szerotonerg
neuronok nyulvanyai biztositjadk (Liu és mtsai.,, 2023; Makhmutova és Caicedo, 2021). Az
enteroendokrin sejtek és a hasnyalmirigy B-sejtjei embrionalis fejlddés soran génexpresszids
profiljukban is hasonlésdgot mutatnak (Ryu és mtsai., 2018). Egozi és mtsai. (2021) ezt
alatamasztottak azzal, hogy magas inzulin mRNS expressziot mutattak ki a huméan magzati mintak
enteroendokrin K/L sejtjeiben.

A GLPIR a B-sejtek felszinén is expresszalodik és a GLP1 fokozza a hasnyalmirigy f-
expresszalodik, az ENS-ben és a kdzponti idegrendszerben is, befolyasolva a homeosztazis idegi
szabalyozasat (Drucker és mtsai., 2018).

Az enteroendokrin sejtek fontos szerepet jatszanak a bél-agy tengely kommunikacidjaban
is (Lai és mtsai., 2020; Borgmann és mtsai., 2021). A szimpatikus idegek az egér és a human bélben
is szorosan kapcsolddnak az L-sejtekhez. Ren és mtsai. (2024) diabéteszes allatkisérlet soran azt
talaltak, hogy a bél adrenerg a2 receptora kdzvetiti a szimpatikus jelet, elnyomva a posztprandialis
GLP1 felszabadulést, ami viszont vércukorszint emelkedéshez vezetett. A bél adrenerg jelatvitelét
gatolva megsziint a GLP1 szekréci6 szimpatikus gatlasa és igy sikeriilt csokkenteni a diabéteszes
allatok vércukorszintjét.

Bohorquez és mtsai. (2015) monoszinaptikus veszettség virus felhasznalasaval kimutattak,
hogy a vastagbélben taldlhatdo enteroendokrin sejtek szinapszishoz hasonld kapcsolatokat
alakitanak ki neuronokkal. Ezek az enteroendokrin sejtek pre- és posztszinaptikus fehérjékkel
rendelkeznek, ami arra utal, hogy nem csak jeleket kiildhetnek ezeken szinapszisokon keresztiil,
hanem szinaptikus bemeneteket is kaphatnak neuronoktdl. Bellono ¢és mtsai. (2017)
immunhisztokémiai modszerrel igazoltdk, hogy a vékonybél enterokromaffin sejtjei pre- €s
posztszinaptikus fehérjékkel rendelkeznek és ezek idegvégzddésekkel szomszédosak. Ezen kiviil
leirtdk, hogy az enteroendokrin sejtek szinaptizalnak hatsogyoki érzé ganglionokkal is (Kaelberer

¢és mtsai., 2018).
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A GLPI1 periférias hatdsmechanizmusai tovabbra is tisztazatlanok (Drucker és mtsai.,
2018), viszont az egyik lehetdség, hogy az enteralis neuronok kozvetitik a bélrendszeri szisztémas
hatasokat (Holst és mtsai., 2022). Ezt a hipotézist tesztelve, Zhang €s mtsai. (2022) azt talaltak,
hogy a bélrendszerben talalhatdé GLP1 a helyi enteralis reflexeken keresztiil valtja ki a bél-agy
neuralis transzmissziot, igy a GLP1-gyel kommunikalé enteralis neuronok a motilitasi zavarok
terapids célpontjai lehetnek. Az érintett neuronpopulaciok vizsgélatara is vannak probalkozasok.
A NO el6segiti a GLP1 hatésat, ezért a nNOS-GLP1-IR enteralis neuronoknak lehet kozvetitd
szerepe a kommunikacioban. A nNOS-IR neuronok axonjai a bélfalbol kilépve aktivaljak a
szimpatikus prevertebralis neuronokat é¢s a GLP1-gyel az ileum fesziilését idézik eld, ezzel akut

étvagycsokkentést okoznak (Zhang és mtsai., 2022).
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II. Célkituzések

Korabban mar kimutattdk az inzulin expressziojat a kozponti idegrendszerben, azonban az

enteralis neuronokban még egyaltalan nem vizsgaltak az inzulin jelenlétét, annak ellenére, hogy a

vékonybél és a pancreas kozott szoros egylittmiikodés valosul meg. Ezért kisérletes munkank

elsédleges célja az volt, hogy megvizsgaljuk, kimutathat6-e az inzulin jelenléte a myentericus

neuronokban. A szakirodalomban kevés adat all rendelkezésre a GLP1 expresszidjaval

kapcsolatosan diabéteszes allapotban, ezért célul tiiztiik ki az inzulinnal szorosan Gsszefliggd

GLP1 és receptoranak régid-specifikus expresszids valtozasainak vizsgalatat is. Munkank soran

kontroll, diabéteszes és inzulinkezelt diabéteszes allatokban a kovetkezo kérdésekre kerestiik a

valaszt:

I1.1. Inzulin-immunreaktivitas vizsgalata

Eléfordulnak-e inzulin-IR myentericus neuronok a kontroll allatok kiillonbozo
bélszakaszaiban? Ha igen, az §sszneuronszdmhoz képest milyen ardnyban?
Megfigyelhet6-e valtozas az inzulin-IR myentericus neuronok aranyaban akut és
kronikus hiperglikémia hat4sara?

Hogyan hat az azonnali inzulinkezelés az inzulin-IR neuronok sz4zalékos aranyara?
Hogyan valtozik az inzulin-IR neuronok ardnya a nitrerg myentericus populacioban
akut és kronikus hiperglikémids allatokban?

Hogyan véltozik az inzulin mennyisége a myentericus ganglionokban, valamint a
hasnyalmirigy szigeteiben és exokrin allomanyaban kronikus hiperglikémia
hatasara?

Milyen valtozast mutat az inzulin expresszidja a bélszoveti homogenizatumokban,

kimutathat6-e inzulin mRNS expresszio a patkanyok kiilonbozd bélszakaszaiban?

I1.2. Gliikagonszerii peptid 1 és receptoranak vizsgalata

Megfigyelhetd-e valtozds a GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitasaban akut és
kronikus hiperglikémia hataséara?

Hogyan véltozik a GLP1R denzitasa a myentericus ganglionokban egészséges ¢€s
diabéteszes allatok esetében?

Hogyan valtozik a GLPI-IR és GLPIR-IR sejtek Osszteriilete a pancreas

Langerhans-szigeteiben kronikus hiperglikémia hatasara?

19



III. Anyagok és vizsgalati modszerek

A kisérletek soran felhasznalt allatok tartdsa az Eurdpai Unids etikai eldirasoknak
(2010/63/EU), illetve a magyar torvényi szabalyozéasnak (XXVIII/1998, 243/1998) és a Kormany
rendeletének (40/2013. 11. 14.) megfeleléen, a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaganak hozzajarulasaval, a Megyei Elelmiszerlanc-Biztonsagi és Allategészségiigyi

Igazgatosag engedélyével (XX/1487/2014 és XX/1636/2019) tortént.

I1I. 1. Diabéteszes allatmodellek eldallitasa

Kisérleteinkhez 200-300 g tomegt, fiatal feln6tt, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A
hiperglikémiat egyszeri intraperitonealis STZ-injekcioval (Sigma, USA) 60 mg/testtomeg kg-os
dozisban alkalmazva véltottuk ki. Az allatokat két kisérleti periodusban vizsgaltuk: egy hét
elteltével (akut modell) és 10 héttel (kronikus modell) a hiperglikémia kivaltasa utan. Az akut
hiperglikémias patkdnyokat random médon kontroll (n=6) és STZ-indukalt kezeletlen diabéteszes
(n=8) csoportokra osztottuk. A kronikus allatkisérlet esetében a kontroll (n=17) és STZ-indukalt
kezeletlen diabéteszes (n=16) csoportokat kiegészitettiik még egy STZ-indukalt inzulinkezelt
vércukormérével (Accu-Check® Active, Roche Diabetes Care GmbH, Németorszag) ellendriztiik.
Az allatokat akkor tekintettiik diabéteszesnek, ha a vércukor-koncentraciojuk 18 mmol/L folé
emelkedett. Ekkor az inzulinkezelt csoportban azonnali inzulinkezelést alkalmaztunk. Az inzulint
(Humulin M3, El1 Lilly, Hollandia) szubkutan injekci6é formajaban napi két alkalommal (reggel 3
NE ¢és délutan 3 NE) kaptak.

Ezt az inzulinmennyiséget a vércukorkoncentracio rendszeres ellendrzése mellett allitottuk
be, figyelembe véve az allatok napi aktivitasat is. A kontroll és a kezeletlen diabéteszes csoportok
azonos mennyiségili fiziologids sooldatot kaptak szintén szubkutdn formaban. A patkanyok
esetében. Az allatoknak standard laboratoriumi tapot és vizet biztositottunk, melyet egyéni

igényeknek megfeleld mennyiségben fogyaszthattak (Egyed-Kolumbén és mtsai., 2025).

I1I. 2. Mintak elokészitése mikroszkopos és molekularis vizsgalatokhoz
Az akut és a kronikus kisérleti periddus leteltével az allatokat intraperitonedalis kloral-hidrat

(375 mg/kg) adagolaséaval tulaltattuk és cervikalis diszlokdci6 utan a hasiiregiiket U-alakban
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felnyitottuk. A bélcsatornat teljes hosszaban kiboncoltuk, majd foszfat pufferrel (PB, phosphate
buffer, 0,05 M, pH 7,4) atmostuk.

Kisérletekhez a bélmintdkat a duodenum esetében a pylorustél 1 cm-re disztalisan, az
ileumbdl az ileo-coecalis junctiotdl 1 cm-re proximalisan, illetve a vastagbél k6zEépso teriiletérdl
vettilk, mig a pancreasnak a feji részét haszndltuk. A szovetmintdkat ezutan fluoreszcens,
elektronmikroszkdpos és molekularis biologiai vizsgalatokhoz készitettiik eld.

A fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatokhoz a bélmintakbol whole-mount (bélnyuzat)
preparatumokat €s paraffinos metszeteket készitettiink. A whole-mount preparatumokhoz a
kiilonb6z6 bélszakaszokat a mesenterium mentén felvagtuk, a béltartalmat kimostuk PB-rel (0,05
M, pH=7,4) majd a szovet konnyebb praparaldsa érdekében balzafa lemezekre feszitettiik. A
kifeszitett bélmintakat 4%-os pufferelt formalin oldatban (Molar Chemicals Kft., Magyarorszag)
24 oraig 4 °C-on fixaltuk. A paraffinos metszetekhez 2-3 mm-es béldarabokat (teljes
keresztmetszet) és ugyanekkora pancreas darabokat 4%-os pufferelt formalin oldatban (Molar
Chemicals Kft., Magyarosrszag) fixaltuk egy ¢éjszakan at szobahon.

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokhoz 3-5 mm-es bél darabokat (teljes keresztmetszet)
2%-o0s paraformaldehid és 2%-o0s glutaraldehid oldataban (0,05 M PB-rel higitott oldat) fixaltunk
4 °C-on egy ¢jszakan keresztiil. Aztan a mintakat PB-ben (0,05 M, pH 7,4) mostuk és 1 6ran
keresztiil 2% ozmium-tetroxidban (OsOs) utéfixaltuk (Tizro és mtsai., 2019).

A molekularis vizsgalatokhoz a bélmintdkat a mesenteriumot kovetve felvagtuk,
kiteritettiik, majd sztereomikroszkop alatt jégen dolgozva, RNaz gatloval tisztitott eszkozok
segitségével szétvalasztottuk a mucosa réteget és az alatta elhelyezkedd submucosa réteget a tobbi
szovettani rétegtdl és a tovabbiakban a bélfal simaizomrétegeit is tartalmazoé myentericus plexust
hasznaltuk fel a vizsgalatokhoz. A pancreas mintdk esetében az esetleges felszini zsirréteget
eltavolitottuk. A bélmintdkat és a pancreast folyékony nitrogénben fagyasztottuk és -80 °C-on

taroltuk a felhasznalasig.

I11. 3. Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok
I11. 3.1 Fluoreszcens immunhisztokémia whole-mount preparatumokon

Fixalas utan a bélmintakat eltavolitottuk a balzafa lemezekrdl és PB-ben (0,05 M; pH 7,4)
mostuk (5x10 perc), majd a preparalasig PB-ben (0,05 M; pH=7,4) 4 °C-on taroltuk. Ezekbdl a
bélmintakbol bélnytzat preparatumokat készitettlink csipesz és spatula segitségével

sztereomikroszkop alatt: eldszor eltavolitottuk a nyéalkahartya és a submucosa réteget, majd a
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korkords simaizom réteget is, igy a hosszanti simaizom felszinén vizsgalhatova valt a myentericus
plexus (Izbéki és mtsai., 2008).

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy vannak-e inzulin-IR myentericus neuronok, a whole-
mount preparatumokon egyes, kettes és harmas jeldléses fluoreszcens immunhisztokémiai
festéseket végeztiink. A whole-mount preparatumokat 0,025% Triton-X-100-at tartalmazd 2-
amino-2-(hidroximetil)-propan-1,3-diol (TRIS) pufferes so6oldatban (TBS) mostuk (2x5 perc),
majd 2 doran 4t blokkoltuk 1%-o0s borji szérum albumint (BSA) és 10%-0s normal kecske szérumot
tartalmazo TBS oldatban. A blokkolast kovetden a mintdkat elsddleges antitestekkel (1. tablazat)

inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on.

1. tablazat: Whole-mount preparatumokon végzett fluoreszcens immunhisztokémia sordn hasznalt
elsddleges antitestek.

Elsodleges antitest Gazda Higitas Gyarté

anti-periferin nyul 1:400 EMD Millipore Corporation, USA
anti-nNOS tengerimalac | 1:500 Synaptic Systems GmbH, Németorszag
anti-inzulin egér 1:100 Sigma-Aldrich, Magyarorszag
anti-inzulin egér 1:200 ImmunoGenes Ltd, Magyarorszag
anti-inzulin nydl 1:200 Protemtech’ChromoTek GmbH,

Németorszag

anti-inzulin tengerimalac | 1:100 Abcam, UK

Ezt kovetden tritonos TBS-es mosas (2x5 perc) kdvetkezett, majd a mintdkat masodlagos
antitestekben (2. tablazat) inkubaltuk 1 6ran at, szobahdmérsékleten. Az inkubacios 1d6 letelte utan
a mintakat TBS-ben (pH=7,4) mostuk (3x5 perc). A fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok
soran hasznalt masodlagos antitestek specificitdsat minden esetben ellendriztiik, mely soran a
mintdkat az elsddleges antitestek elhagyasaval csak a masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A
probék soran a mintdkon nem volt megfigyelheté immunreaktivitds. A megfestett whole-mount
preparatumokat  Fluoromount™ Aqueous 32 Mounting Mediummal (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag) lefedtiik, végiil Axiocam 506 mono kameraval rendelkezé Zeiss Imager Z.2
fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Németorszag) 200-szoros nagyitason digitalis
felvételeket készitettiink. Minden bélszakasz és kisérleti csoport esetében 50-80 ganglion
vizsgalatara keriilt sor az akut és kronikus modellek tanulmanyozasakor. Az elkésziilt felvételek

alapjan meghatdroztuk az inzulin-IR ¢és az inzulin-nNOS-IR neuronok aranyat az
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Osszneuronszamhoz képest, illetve az inzulin-nNOS-IR neuronok aranyat a nNOS-IR myentericus

neuronokhoz viszonyitva.

2. tablazat: Whole-mount preparatumokon végzett fluoreszcens immunhisztokémia soran hasznalt
masodlagos antitestek.

Masodlagos antitest Gazda | Higitas Gyarto
anti-nyul Alexa Fluor® 488 | kecske 1:200 Invitrogen, USA
anti-tengerimalac Cy5® kecske | 1:200 Abcam, UK
anti-egér Cy™3 kecske 1:200 Jackson Immunol{lje:ssiflrch Laboratories,

I1L. 3. 2. Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok paraffinos metszeteken

A mintékat felszallo koncentracioji alkoholsorozatban (70%, 90%, 96%) és xilolban
viztelenitettiik, aztdn alacsony olvadaspontu (56 °C) paraffinban (Paraplast, Sigma-Aldrich,
Magyarorszdg) inkubaltuk egy ¢&jszakdn at (Leica TP1020 Szovetfeldolgozé automata,
Németorszag), majd az infiltralddott mintékat paraffinba dgyaztuk (Leica HistoCore Arcadia H+C
Paraffinoz6 allomasa, Németorszag).

Az akut és kronikus allatkisérletekbdl szarmazo paraffinba agyazott bélmintak és
pancreasok blokkjaibol 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink mikrotom (Leica RM2245
rotacids mikrotom, Németorszag) segitségével, majd ezeket deparaffindltuk (xilol és leszallo
paraffin eltavolitasa utan, a mintékat hidrofob tollal (ImmunEdge™ Pen, USA) kérberajzoltuk és
szaradni hagytuk 5 percig. Ezutan a metszeteket 0,025%-o0s Triton-X-100-at tartalmazé TBS-ban
mostuk (2x5 perc), majd 2 oran at blokkoltuk 1%-0s BSA-t és 10%-0s normal kecske szérumot
tartalmazé TBS oldatban (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg). A blokkolasi 1épést kovetéen a
metszeteket elsddleges antitestekkel inkubaltuk egy ¢éjszakéan 4t 4 °C-on (3. tablazat).

3. tablazat: Paraffinos metszeteken végzett fluoreszcens immunhisztokémia soran hasznalt elsddleges
antitestek.

Elsodleges antitest Gazda | Higitas Gyarto
anti-GLP1 nyul 1:800 Abcam, UK
anti-GLPIR egér 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
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Masnap ismét tritonos TBS mosas (2x5 perc) kovetkezett, majd a metszeteket masodlagos
antitestekben (2. tablazat) inkubaltuk (1 o6ran at, szobahémérsékleten), melyeket 0,1% BSA-t és
10% normal kecske szérumot tartalmaz6 TBS-oldattal higitottunk ki. Végiil a mintakat TBS-ben
mostuk (3x5 perc). Az immunreakcid specifitdsat ebben az esetben is az elsddleges antitest
elhagyasaval ellendriztiik.

A megfestett metszeteket Fluoroshield™ DAPI (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
fedéanyaggal fedtiik le. Ezt kovetéen Axiocam 506 mono kameraval felszerelt Zeiss Imager Z.2
fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss, Németorszag) 200-szoros nagyitason digitalis felvételeket
készitettiink a bél keresztmetszetérdl a nyalkahartya rétegére 6sszpontositva (15-20 db/minta) és
a pancreas Langerhans szigeteirdl (8-10 sziget/minta).

A bélmetszetek digitalis felvételein a GLP1-IR enteroendokrin sejteket megszamoltuk a
nyalkahartya régioban. A GLP1-immunreaktivitast az egységnyi teriiletre esd sejtek szamaban
(sejszam/mm?) fejeztiik ki. A pancreas esetében azt vizsgaltuk, hogy a GLP1- illetve a GLP1R-IR
sejtek a hasnyalmirigy endokrin részén mekkora teriiletet foglalnak el a kiilonb6zd kisérleti

csoportokban a szigetek Osszteriiletéhez viszonyitva (%).

I11. 4. Posztembedding elektronmikroszkéopos immunhisztokémiai vizsgalatok

A kiilonboz6 bélszakaszokbdl és pancreasbol szarmazo mintakat fixalas és mosasi lépések
utan 1%-o0s OsO4 oldatban (0,1 M PB-rel késziilt oldat) egy oraig utofixaltuk, majd PB-ben mostuk
(0,1 M, pH 7,4), aztan felszallo alkoholsorozatban viztelenitettiik. Az 50%-o0s, majd 70%-o0s
alkohol oldattal vald kezelés utdn a mintdkat 5 percre uranil-acetattal telitett 70%-os etanolba
tettiik, ezt kdvetden 96%-0s etanolban, abszolut alkoholban €s acetonban folytattuk a viztelenitést,
majd a mintdkat Embed812 gyantaba agyaztuk (Electron Microscopy Sciences, USA). Az
elkésziilt blokkokbdl Leica tipusu ultramikrotommal 70 nm-es ultravékony metszeteket
készitettlink, melyeket nikkel-rostélyokra tettiink (EMS Slot Grids, Oval Hole, 2x1 mm,
2000x1000, 27 um £+ 5 um; Electron Microscopy Sciences, USA). A kronikus allatkisérletekbdl
szarmaz6 ultravékony metszeteken posztembedding immunhisztokémiai festéseket végeztiink
mindegyik bélszakaszban és kisérleti csoportban. Az immunreakcio 1€péseit humid 1égkorti Petri-
csészében, parafilmre helyezett cseppeken végeztiik.

A nikkel-rostélyokra helyezett metszeteket el6szor 1%-os perjodsavas cseppekre (9 perc)
helyeztiik, majd desztillalt vizes mosas (3x5 perc) utdn 2%-0s natrium perjodat cseppeken (10
perc) inkubaltuk. A desztillalt vizes mosést kovetden (3x5 perc) a mintakat TBS-cseppekre (pH
7,4) helyeztiik 4t (3x2 perc), majd 30 percig 1%-0s BSA-ban (TBS-ben oldott) inkubaltuk. A
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metszeteket desztilalt vizzel ismét mostuk (2x5 perc), majd TBS-ben valo kezelés (2x3 perc) utan
a grideket az elsddleges antitesttel (4. tablazat) inkubaltuk szobahdmérsékleten egy éjszakan at.

Az elsddleges antitesteket 1%-0s BSA-t trartalmaz6 TBS oldattal higitottuk ki.

4. tablazat: Posztembedding immunhisztokémia soran hasznalt elsédleges antitestek.

Elsdodleges Gazda | Higitas Gyarto
antitest
anti-inzulin eger 1:100 | Sigma-Aldrich, Magyarorszag

anti-GLP1R egeér 1:200 | Santa Cruz Biotechnology Inc.,
USA

Ezt kovetden a grideket ismét TBS-cseppekre (2x10 perc) raktuk at, aztdn BSA-TRIS
puffer oldataban (0,05 g BSA, 25 pl Tween-20, 5 ml TRIS pH 7,6; 2x5 perc) inkubaltuk. Aztan a
metszeteket anti-egér 18 nm-es aranyszemcsével konjugalt méasodlagos antitesttel (1:20; Jackson
Immunoresearch, USA) inkubaltuk 3 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten. Végiil a metszeteket
desztilalt vizben alaposan atmostuk (3x5 perc), aztan szlirOpapirral 6vatosan leitattuk.

A folyamat sordn létrejovo szennyezddések csokkentésének érdekében a vizsgalat soran
felhasznalt elsddleges és masodlagos antitestek kivételével minden felhasznalt oldatot atsziirtiink
(Millipore Express® PES Membrane Filter Unit 0,22 pl; Sigma-Aldrich, Magyarorszag). Az
immunreakcid sordn hasznalt masodlagos antitest specifitisat minden esetben ellendriztiik az
elsddleges antitestek elhagyéasaval, mely soran nem figyeltiink meg immunreaktivitast.

Az elektronmikroszképos vizsgéalathoz kontrasztfestést végeztiink, mely Reynolds-féle
modszerrel tortént (Reynolds, 1963). A mintakat 20 percre uranil-acetat (Merck, Németorszag)
oldatcseppre helyeztiik, desztilalt vizzel mostuk, ezutdn 3 percre oOlom-citrat (Merck,
Németorszag) oldatba tettiik és ismét mostuk. Az ultravékony metszeteket a tovabbiakban JEOL
JEM 1400+ tipust transzmiszids elektronmikroszkoppal (TEM Center software, JEOL, Japan)
vizsgaltuk. 50-80 digitalis felvételt készitettiink 7-10 myentericus ganglionr6l bélszakaszonként
¢és kisérleti csoportonként, illetve 60-80 felvétel késziilt 5-6 Langerhans szigetrél 20000x-es
nagyitason €s ugyancsak 60-80 felvételt készitettiink a pancreas exokrin régigjardl 15000x-es
nagyitason. Az aranyszemcsék szamolasat Imagel software (Wayne Rasband; National Institues
of Health) segitségével végeztiik. Az inzulint jell6 aranyszemcsék denzitasat a vizsgalt struktirak

egységnyi teriiletére vonatkoztatva (db/um?) fejeztiik ki.
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erer

A szovetek 0Osszfehérje tartalmanak meghatdrozasahoz a pancreasbol és kiilonb6zo
bélszakaszokbdl szarmazo fagyasztott mintakat dorzsmozsarban poritottuk, majd homogenizaltuk
[500 pl proteaz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich, USA) 20 ml 0,05 M PB-ben (pH=7,4)]. Az igy
kapott homogenizatumokat 5000 rpm-en 20 percig 4 °C-on centrifugéltuk és a mérésekhez a
feliiliszot hasznaltuk. A mintakat 10 percet inkubaltuk szobahdmérsékleten Bradford-reagenssel,
majd Benchmark késziilékkel (Bio-Rad Laboratories, USA) 595 nm-en optikai denzitast mértiink.
A minték 0sszfehérje tartalmat mg fehérje/ml formaban fejeztiik ki.

Az inzulin szdveti szintjét a bél simaizomzatat és myentericus plexust tartalmazé szoveti
homogenizatumabol hataroztuk meg kvantitativ enzimhez kotétt immunszorbens modszer
(ELISA) segitségével a gyartd utasitasait kovetve (GA-E0715RT; GenAsia Biotech Co. Ltd.,
Kina). A mintak optikai denzitasat Benchmark késziilékkel (Bio-Rad Laboratories, USA) 450 nm-

crer

ITI. 6. mRNS preparalas, reverz transzkripcio és polimeraz lancreakcio

Folyékony nitrogénben fagyasztott kontroll és diabéteszes allatokbol szarmazo bél
(duodenum, ileum, colon) és pancreas mintdkat TRIzol reagensben (Thermo Fischer Scientific,
USA) homogenizaltuk és a gyarto altal javasolt protokollt kovetve 6ssz-RNS-t izolaltunk. Az RNS
és 280 nm-en NanoDrop ND-1000 UV/VIS spektrofotométerrel (Thermo Scientific, USA).
Egyszalu cDNS-ek szintéziséhez templatként 2 pg 6ssz-RNS-t hasznaltunk és a TagMan Reverse
transzkripcids reagens segitségével (Thermo Fischer Scientific, USA) random hexamer
primerekkel szintetizaltunk, a gyartd protokollja szerint. A primer szekvencidkat az 5. tablazat
tartalmazza.

Az inzulin mRNS esetleges expresszidjanak vizsgalatdhoz a polimeraz lancreakciot (PCR)
poolozott mintdkon végeztiik 25 puL reakcio térfogatban 95 °C-on 5 percig (kezdeti denaturécio).
A kezdeti denaturécio6 utan, 35 ciklust futattunk 10 masodpercig 95 °C-on, majd 20 masodpercig
62 °C-on és 30 masodpercig 72 °C-on.

Az RT-PCR reakciokat minden egyes minta esetében haromszor végeztiik el a mérések
megbizhatosaganak érdekében. A PCR termékeket 2%-o0s agaroz gélen futattuk és SYBR Safe
DNS Gel Stain segitségével vizualizaltuk (Thermo Fischer Scientific, USA). A glicerinaldehid 3-
foszfat dehidrogenazt (GAPDH) bels6 kontrollként hasznaltuk a PCR reakcidk soran. Az inzulin

primereket a Primer3 software segitségével terveztiik és a Merck Millipore-t6l (Németorszag)
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szereztiik be. A GAPDH primereket Dr. Gaspar Renatatol (Szegedi Tudomanyegyetem) kaptuk
ajandékba.

5. tablazat: A polimeraz lancreakcio soran felhasznalt primerek.

Célmolekula Forward primerek (5’-3”) Reverz primerek (5’-3%)
Inzulin GCCCTAAGTGACCAGCTACA TAGAAGAATCCACGCTCCCC
GAPDH GAAGGGCTCATGACCACAGT GGATGCAGGGATGATGTTCT

II1. 7. Statisztikai analizis

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, milyen hatéssal van a hiperglikémia és az azonnali
inzulinkezelés az inzulin-IR myentericus neuronokra, illetve a nyalkahartya GLPI-IR
enteroendokrin sejtjeire €s ennek receptorara az adatokat statisztikai analizisnek vetettiik ala.

Két csoport dsszehasonlitasa esetében (akut allatkisérlet) a Mann-Whitney-féle T-tesztet
alkalmaztuk, mig tobb csoport elemzése esetében (kronikus allatkisérlet) Kruskal-Wallis és Dunn-
féle tobbszords Osszehasonlitasi tesztet hasznaltunk.

Az eredményeket GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, USA) segitségével elemeztiik
¢s oszlopdiagramokon abrazoltuk, az értékeket atlag + standard hibaérték (SEM) formdban
jeloltiik. A szignifikanciat a p<0,05 érték alapjan hataroztuk meg.
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IV. Eredmények

IV.1. Akut és kronikus hiperglikémias allatok jellemzése

Az akut allatkisérlet egy hetes id6tartama alatt a kontroll és a hiperglikémias allatok
testtomege egyarant gyarapodott a kezdeti testtomeghez viszonyitva (kontroll: 275 + 9,21 g vs.
219 £ 7,18 g; p<0,05; diabéteszes: 256,3 £ 8,19 g vs. 216,5 + 4,98 g; p<0,05; 6. tablazat).

A STZ-nal indukalt hiperglikémias allatok vércukorszintje Otszordsére emelkedett a
kiindulasi értékekhez képest (29,1 + 1,01 mmol/L vs. 5,91 + 0,19 mmol/L; p<0,0001; 6. tablazat).
A patkanyok mindkét csoportjara jellemz6 volt a jo fizikai aktivitds €s a kiilsd ingerekre vald
megfeleld reakcio. A kisérlet soran a hiperglikémias allatok esetében fokozodott a folyadékbevitel
¢s a vizeletiirités a kontroll csoporthoz képest. A hiperglikémias allatok vércukorszint-

koncentracioja a kisérlet folyaman végig magas volt, igy nem kellett allatot kivonni a kisérletbdl.

6. tablazat: Az akut kisérleti allatok testtomege és reggeli vércukor-koncentracidja. *p<0,05;
*E*%p<0,0001 vs. kezdeti; °p<0,05 vs. végsd kontroll. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

’ Testtome Vércukor-koncentracié (mmol/L
Akut allatmodell g® " 16 ( ) )
Kezdeti Végsé Kezdeti Végsé (Atlag)
Kontroll (n=6) 219+7,18 275 +£9,21* 6,83 +£0,26 6,39 +0,12
Diabéteszes (n=8) 216,5+498  256,3 +£8,19* 5,91 +0,19 29,1+ 1,01 %%*%°

crer

hetente monitoroztuk. A kontroll és az inzulinkezelt allatok testtomege tobb mint duplajara
gyarapodott a kisérlet végére a kezdeti értékekhez képest (432,2 + 10,3 g vs. 203,9 + 3,17 g és
446,8 £ 13,83 g vs. 206,5 £ 4,77 g; p<0,0001), mig a kezeletlen diabéteszes csoportban az allatok
testtomege kisebb mértékben gyarapodott (318,5 + 11,94 g vs. 206,8 + 4,27 g; p<0,05; 7. tablazat).

A diabéteszes allatok atlagos vércukorszintje kb. 6tszor nagyobb volt a kontroll értékeknél
(27,88 = 1,2 mmol/L vs. 5,61 = 0,11 mmol/L; p<0,0001). Az inzulinkezelt diabéteszes csoport
esetében a napi kétszeri inzulinkezelés a normoglikémidshoz kozeli tartomanyba csokkentette a
vércukor-koncentracidt, viszont a reggel mért értékek magasabbak voltak a kontroll allatokhoz
viszonyitva (13,66 = 0,91 mmol/L vs. 5,61 + 0,11 mmol/L; p<0,05; 7. tdblazat). A tiz hét alatt a
diabéteszes allatok vércukor-koncentracidja nem normalizalodott, igy a kisérletbdl nem vontunk

ki allatokat.
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7. tablazat: A kronikus kisérleti csoportok testtomege és reggeli vércukor-koncentracidja. *p<0,05;
*Exp<0,001; ****p<0,0001 vs. kezdeti; °p<0,05; °°°°p<0,0001 vs. végso kontroll. Az atlagokat atlag + SEM
formaban tiintettiik fel.

Kronikus Testtomeg (g) Vércukor-koncentracio (mmol/L)
allatmodell Kezdeti Végsé Kezdeti Végs6 (Atlag)
Kontroll (n=17) 203,9+3,17 432,24+ 10,3*%** 5,09 +0,31 5,61 £0,11
Diabéteszes (n=16) 206,8 £4,27  318,5+ 11,94* 5,38+0,4 27,88 £ 2%k % 0000
Inzulin-kezelt diabéteszes (n=14) | 206,5 + 4,77 446,8 + 13,83%*%* 5,08 £ 0,40 13,66 £ 0,91 %%*°

A kontroll és az inzulinkezelt diabéteszes allatok a kronikus kisérlet teljes idOtartama alatt
aktivak voltak, igényesen tisztogattdk magukat és kiegyenstlyozottan fogyasztottak a folyadékot,
taplalékot. A kezeletlen diabéteszes patkanyok csoportjara azonban jellemzdé volt a levertség,
gyengeség, illetve elhanyagoltdk szorzetiiket. A diabétesz kovetkezményeként jelentOsen
megnovekedett a folyadékfogyasztasuk és a vizeletiiritésiik is. Néhany éallatndl a diabéteszes
retinopatia jeleit is észleltiik.

Az éllatok hasiiregét feltarva a coecum is latvanyos kiilonbségeket mutatott a vizsgalt
csoportok kozott az akut és a kronikus modellben is. A diabéteszes allatoknal ez sokkal nagyobb

méretll volt, illetve a teljes bélrendszer is puffadt és kékes-lilas szinezetli volt (5. dbra).

5. abra: Reprezentativ makroszkopos felvételek kontroll (K), kezeletlen diabéteszes (D) €s inzulinkezelt
diabéteszes (ID) allatok hasiiregérél. A diabéteszes allatok coecuma megnagyobbodott, bélrendszeriik
puftadt és kékes-lilas szinezetii volt. Nyil: coecum.
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IV.2. Inzulin-immunreaktiv myentericus neuronok

IV.2.1.Az inzulin-immunreaktiv myentericus neuronok fluoreszcens vizsgalata akut
hiperglikémias patkanyokban

Ahhoz, hogy megvizsgéljuk az inzulin jelenlétét a myentericus neuronokban, kettds
jeloléses fluoreszcens immunhisztokémiat végeztiink. Periferin pan-neurondlis markert
hasznaltunk a myentericus neuronok jeldlésére €s anti-inzulin elsddleges antitestet az inzulin-IR
neuronok azonositasara (6. abra).

Fluoreszcens vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a myentericus neuronok egy része inzulin-
immunreaktivitast mutat (6. &bra). Az inzulin-IR neuronok aranya bélszakasz-fliggd
kiilonbségeket mutatott a kontroll &llatokban. Ezeknek a neuronoknak az ardnya az
Osszneuronszdmhoz viszonyitva a duodenumban volt a legalacsonyabb (4%), mig disztalis irdnyba

haladva a dupldja volt (ileum: 7,7 + 0,89%, p<0,01; colon: 8,83 + 0,98%, p<0,0001; 7. abra).

per Aper ierge

X R

6. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek myentericus ganglionokrdl inzulin-periferin
immunhisztokémiai festés utdn. KD: kontroll duodenum, KI: kontroll ileum, KC: kontroll colon, ins:
inzulin, per: periferin, merge: inzulin és periferin. Nyilak: inzulin-periferin kettésjel6lt myentericus
neuronok. Lépték: 20 um.
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7. abra: Inzulin-immunreaktiv (inzulin-IR) myentericus neuronok aranya a kontroll patkanyok kiilonb6zo
bélszakaszaibdl szarmazé myentericus ganglionokban. Az inzulin-IR neuronok aranya disztalis irdnyba
haladva novekvd tendenciat mutat. **p<0,01; ****p<0,0001 (a duodenumhoz viszonyitva). Az adatokat
atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

Akut hiperglikémia hatasara az inzulin-IR neuronok aranya az ileumban és colonban
szignifikansan megemelkedett a kontrollhoz viszonyitva (ileum: 15,56 + 2,08% vs. 7,7 + 0,89%,
p<0,001 és colon: 13,6 = 1,12% vs. 8,83 + 0,98%, p<0,01), viszont a duodenumban nem valtozott
(8-9. ébra).

per

8. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek myentericus whole-mount preparatumokrol
inzulin-periferin immunhisztokémiai festés utan. DD: diabéteszes duodenum, DI: diabéteszes ileum, DC:
diabéteszes colon, ins: inzulin, per: periferin, merge: inzulin és periferin. Nyilak: inzulin-periferin
kettdsjeldlt myentericus neuronok. Lépték: 20 um.
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9. abra: Inzulin-immunreaktiv (inzulin-IR) neuronok aranya kontroll (K) és diabéteszes (D) patkanyok
kiilonb6z6 bélszakaszaibol szarmazd myentericus ganglionokban. Akut hiperglikémia hatasara az inzulin-
IR neuronok aranya az ileum és colon bélszakaszokban szignifikdnsan megndtt a kontroll csoporthoz
viszonyitva, a duodenumban valtozatlan maradt. **p<0,01 és ***p<0,001 (a kontrollhoz viszonyitva). Az
adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

IV.2.2. Az inzulin-immunreaktiv myentericus neuronok fluoreszcens vizsgalata kronikus
diabéteszes patkanymodellben

Az inzulin-IR myentericus neuronok jelenlétét a kronikus allatkisérletiinkben is 1gazoltuk
(10. abra).

Az inzulin-IR neuronoknak az Osszneuronszdmhoz viszonyitott ardnya a kronikus
allatmodellben is a kontroll allatok ileum és colon szakaszaiban magasabb (8-9%), mig a
duodenumban lényegesen alacsonyabb volt (2% alatt; 11. dbra).

Kronikus hiperglikémia hatasara az inzulin-IR neuronok aranya a colonban szignifikansan
lecsokkent (5,58 £ 0,61% vs. 8,27 + 0,78%, p<0,05), mig a duodenumban és az ileumban nem
valtozott. Az azonnali inzulinkezelés a vastagbélben bekdvetkezd diabéteszes valtozasokat csak

részben védte ki (12. abra).
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10. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek myentericus whole-mount preparatumokrol
inzulin-periferin immunhisztokémiai festés utan. KC: kontroll colon, DC: diabéteszes colon, IDC:
inzulinkezelt diabéteszes colon, ins: inzulin, per: periferin. Nyilak: inzulin-immunreaktiv myentericus
neuronok. Lépték: 20 um.
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11. abra: Inzulin-immunreaktiv (inzulin-IR) neuronok aranya kontroll patkanyok kiilonb5zo
bélszakaszaibdl szdrmazo myentericus ganglionokban. Az inzulin-IR neuronok ardnya a duodenumban volt
a legalacsonyabb, az ileumban és colonban ennek tobb mint négyszeresét detektaltuk. ****p<0,0001 (a
kontrollhoz viszonyitva); °°°°p<0,0001 (duodenumhoz viszonyitva). Az adatokat atlag £ SEM formaban
tiintettiik fel.
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12. abra: Inzulin-immunreaktiv (inzulin-IR) neuronok aranya kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zo bélszakaszaibol szdrmazd myentericus ganglionokban. Kronikus
hiperglikémia hatdsdra az inzulin-IR neuronok aranya a colonban szignifikansan lecsdkkent, melyet az
inzulinkezelés részlegesen kivédett. *p<0,05 (a kontrollhoz viszonyitva); °p<0,05 (D és ID kozott). Az
adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

IV.2.3. Az inzulin-immunreaktiv nitrerg myentericus neuronok fluoreszcens vizsgalata akut
és kronikus diabéteszes patkanymodellben

Fluoreszcens vizsgdlataink sordn az inzulin jelenlétét a myentericus neuronok nitrerg

Krénikus

13. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek akut és kronikus allatkisérletbol
szarmazo kontroll colonok myentericus ganglionjair6l nNOS-inzulin-periferin immunhisztokémiai
festés utan. nNOS: nitrerg, ins: inzulin, per: periferin. Nyilak: inzulin-nNOS-immunreaktiv
myentericus neuronok. Lépték: 20 pm.
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Az inzulin-nNOS-IR neuronok ardnya szintén regionalis kiilonbségeket mutatott. Az akut
kisérlet kontroll allataiban az inzulin-nNOS-IR neuronok ardnya az 6sszes nNOS-IR neuronhoz
viszonyitva a colonban volt a legmagasabb (kozel 12%).

Akut hiperglikémia hatasara ez az ardny a duodenumban valtozatlan maradt, az ileumban
¢s a colonban viszont jelentdsen novekedett a kontrollhoz képest (ileum: 14,9 = 2,73% vs. 7,89 +

1,29%, p<0,05; colon: 18,46 + 2,04% vs. 11,65 £ 1,65%, p<0,05; 14. abra).
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14. abra: Inzulin-nNOS-immunreakiv (IR) myentericus neuronok ardnya (nNOS-IR neuronok szamahoz
viszonyitva) kontroll (K) és akut hiperglikémias (D) patkanyok kiilonbozé bélszakaszaibol szarmazo
myentericus ganglionokban. Akut hiperglikémia hatasara az inzulin-nNOS-IR neuronok aranya az
ileumban és a colonban szignifikdnsan megn6tt. *p<0,05 (a kontrollhoz viszonyitva). Az adatokat atlag +
SEM formaban tiintettiik fel.

A kronikus allatkisérlet sordn szintén azt figyeltiik meg, hogy az inzulin-nNOS-IR
neuronok aranya az 6sszes nNOS-IR neuronhoz viszonyitva a vastagbélben volt a legmagasabb
(9,12 £1,36%), mig a vékonybélben ez az arany joval alacsonyabb volt (duodenum: 2,78 + 0,62%,
ileum: 5,21 + 1,06%). A kronikus hiperglikémia hatasara nem tapasztaltunk szignifikans valtozast
a vizsgalt bélszakaszokban. Az inzulinkezelt 4llatok ileuméaban az inzulin-nNOS-IR neuronok
aranya jelentésen megndtt (15. dbra).

Mas szemszOgbdl vizsgalddva, az Osszes inzulin-IR neuron tobb mint 40%-a inzulin-
nNOS-IR volt a vastagbélben, mig ez az érték 20% alatt maradt a vékonybélben (16. abra).
Diabétesz hatasdra ez a paraméter egyik vizsgalt bélszakaszban sem mutatott szignifikdns

valtozést (16. abra).

35



20 4
18
16 -

——o %

14
12 4

10 A
8
6 -
5 4
ol
0
K D K K

ID D ID

lleum

Inzulin-nNOS-IR myentericus neuronok aranya
(nNOS-IR neuronokhoz viszonyitva %)

D ID‘

Duodenum Colon

15. abra: Inzulin-nNOS-immunreaktiv (IR) myentericus neuronok aranya (nNOS-IR neuronokhoz
viszonyitva) kontroll (K), diabéteszes (D) ¢€s inzulinkezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbozé
bélszakaszaibol szarmazo myentericus ganglionokban. Kronikus hiperglikémia hatasara az inzulin-nNOS-
IR neuronok aranya nem valtozott a vizsgalt bélszakaszokban. Az azonnali inzulinkezelés az ileumban
novelte ezen neuronok aranyat. *p<0,05 (a kontrollhoz viszonyitva); °p<0,05 (D és ID kozott). Az adatokat
atlag + SEM formaban tiintettiik fel.
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16. abra: Inzulin-nNOS-immunreaktiv (IR) myentericus neuronok aranya (inzulin-IR neuronok szdmahoz
viszonyitva) kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zo
bélszakaszaibol szarmazo myentericus ganglionokban. A vastagbélben az inzulin-IR neuronok 40%-a volt
nNOS-immunreaktiv, ez az arany diabétesz hatdsara nem valtozott. **p<0,01 (a kontrollhoz viszonyitva);
°p<0,05 (D és ID kozott). Az adatokat atlag £ SEM formaban tiintettiik fel.

Ugyanakkor az 6sszneuronszamhoz viszonyitva, az inzulin-nNOS-IR neuronok nagyon kis
mennyiségben voltak jelen (duodenum: 1,32 + 0,28%, ileum: 2,32 + 0,71%, colon: 4,36 + 0,59%),

mely a diabéteszes allatokban szintén nem valtozott (17. dbra).
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17. abra: Inzulin-nNOS-immunreaktiv (IR) neuronok aranya (myentericus Osszneuronszamhoz
viszonyitva) kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zo
bélszakaszaibol szarmazd myentericus ganglionokban. Az inzulin-nNOS-IR neuronok aranya kevesebb
mint 5% volt minden vizsgalt bélszakaszban és diabétesz hatasara nem tortént valtozas egyik bélszakaszban
sem. *p<0,05 (a kontrollhoz viszonyitva); °p<0,05 (D és ID kozott). Az adatokat atlag + SEM forméban
tiintettiik fel.

IV.2.4. Az inzulint jel6l6 aranyszemcsék denzitasa és szubcellularis lokalizacioja kronikus
diabéteszes patkanyokban

Az inzulin szubcelluldris lokalizaciojat aranyjeloléses modszerrel transzmisszios
elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk a myentericus ganglionokban, a pancreas exokrin
allomanyéban és a Langerhans-szigetekben.

Az inzulint jel6ld aranyszemcsék tobbsége vezikuldkban vagy plazmamembranhoz kotve
helyezkedett el a myentericus ganglionokban, de a citoplazmaban is megfigyeltiink
aranyszemcséket (18. abra).

A pancreas endokrin részében a -sejtekben a legtobb szemcsét a szekrécids vezikulakban

ill. azok kornyékén talaltuk (18. abra).
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18. abra: Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel kontroll allatok kiilonbozé bélszakaszaibol
szarmaz6 myentericus ganglionokrodl, illetve a hasnyalmirigy exokrin és endokrin részérdl inzulin
posztembedding immunhisztokémia utan. A myentericus ganglionkban az inzulint jeldl6 aranyszemcsék
els6sorban vezikuldkban vagy a plazmamembranhoz kotve helyezkedtek el, de megfigyeltiink
aranyszemcséket a citopalazmaban is. A f-sejtekben a legtobb szemcsét a szekrécios vezikulakban és azok
kornyékén talaltuk. Nyilak: 18 nm-es inzulint jel6l6 aranyszemcsék. KD: kontroll duodenum, KI: kontroll
ileum, KC: kontroll colon, ex: hasnyalmirigy exokrin része, en: hasnyalmirigy endokrin része. Lépték: 100
nm.

A kontroll allatok bélmintaiban az inzulint jel6lé aranyszemcsék denzitasa minden
bélszakaszban alacsony volt. A pancreas mintakkal Osszevetve, a bélben az aranyszemcsék
denzitdsa 6-8-szor kisebb volt mint a pancreas szigeteiben és 3-4-szer kevesebb mint az exokrin

pancreasban (18-19. abra).
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19. abra: Inzulint jel6l6 aranyszemcsék denzitasa a kontroll allatok kiilonb6zd bélszakaszaibol szarmazo
myentericus ganglionokban ¢és a pancreas endokrin illetve exokrin részén. Az inzulint jel616 aranyszemcsék
a bélmintdkban joval alacsonyabb denzitast mutattak, mint a pancreasban. ****p<0,0001 (a pancreas
endokrin és exokrin része kozott). Az adatokat atlag = SEM forméban tiintettiik fel.

20. abra: Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek kontroll, diabéteszes €s inzulinkezelt diabéteszes
patkanyok vastagbelébdl szarmazo myentericus ganglionokrol inzulin posztembedding immunhisztokémia
utan. Nyilak: 18 nm-es inzulint jel5l6 aranyszemcsék. KC: kontroll colon, DC: diabéteszes colon, IDC:
inzulinkezelt diabéteszes colon. Lépték: 100 nm.

Krénikus hiperglikémia hatasara az inzulint jelolé aranyszemcsék denzitdsa szignifikansan

megndtt a duodenumban (2,03 + 0,11 jel/um? vs. 1,70 + 0,14 jel/um?, p<0,05), mig a colonban
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szignifikans csokkenést figyeltiink meg (0,72 + 0,08 jel/um? vs. 1,98 + 0,18 jel/um?, p<0,0001) a
kontrollhoz viszonyitva. Az azonnali inzulinkezelés részben volt protektiv a colonban, ezzel
szemben az inzulint jel6l6 aranyszemcsék denzitdsa a duodenumban a kontroll érték ala csokkent

(0,83 = 0,06 jel/um? vs. 1,70 = 0,14 jel/um?, p<0,0001; 20-21. &brék).

F—

*kkk

D

Colon

Inzulin aranyszemcsék denzitasa a
myentericus ganglionokban (jel/pm?)
(=] =
=) tn N n N !
o I
=]
o¥
9%
O %
= [
o]
l_' o*

ID D ID | K

ID
lleum

Duodenum

21. abra: Inzulint jel616 aranyszemcsék denzitasa kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt diabéteszes
(ID) allatok kiilonboz6 bélszakaszaibol szarmazd myentericus ganglionokban. A diabéteszes allatokban az
inzulint jell6 aranyszemcsék denzitdsa a duodenumban névekedett, mig a colonban jelentdsen lecsokkent
a kontrollhoz viszonyitva. *p<0,05; ****p<0,0001 (a kontrollhoz viszonyitva); *°p<0,01; *°*°p<0,0001 (D
és ID kozott). Az adatokat atlag = SEM formaban tiintettiik fel.

IV.2.5. Az inzulin fehérje koncentracioja kronikus diabéteszes patkanyok kiilonb6zo
bélszakaszaiban

szoveti homogenizatumokban hataroztuk meg. Kontroll 4llatok esetében az inzulin szoveti
koncentracioja a pancreashoz legkdzelebbi bélszakaszban, a duodenumban volt a legmagasabb. A
kontroll allatok ileumaban mintegy 30%-kal, a colonban pedig 60%-kal alacsonyabb volt a szoveti

inzulinszint, mint a duodenumban (22. abra).
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22. abra: Az inzulin fehérje szoveti koncentracioja a kontroll allatok kiilonbdz6 bélszakaszaibol készitett
szoveti homogenizatumokban. Az inzulin szdveti szintje a duodenumban volt a legmagasabb, mig disztalis
iranyba csokkend tendencidt mutatott. **p<0,01; ***p<0,001 (a duodenumhoz viszonyitva). Az adatokat
atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

A kronikus hiperglikémia hatdséara az inzulin szdveti koncentracidja csak a duodenumban
valtozott, ahol szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz képest (0,0035 £+ 0,0003 mIU/mg protein
vs. 0,0059 £ 0,0004 mIU/mg protein, p<0,001; 23. 4dbra). Az azonnali inzulinkezelés nem tudta

teljes mértékben kivédeni a diabéteszes valtozast.
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23. abra: Az inzulin fehérje szoveti koncentracidja a kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaibol készitett szoveti homogenizatumokban. Az inzulin
koncentracigja hiperglikémia hatasara szignifikansan lecsokkent a duodenumban a kontrollhoz képest, ezt
az inzulinkezelés részben védte ki. ***p<0,001 (kontrollhoz viszonyitva). Az adatokat atlag + SEM
formaban tiintettiik fel.
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IV.2.6. Az inzulin mRNS expressziojanak vizsgalata a bélszoveti és hasnyalmirigy
homogenizatumokban kronikus diabéteszes allatmodellben

Az inzulin mRNS jelenlétét PCR reakci6 segitségével tanulmanyoztuk a duodenum, ileum,
colon ¢és pancreas mintadkban. Mintegy pozitiv kontrollként, inzulin mRNS expresszidt mutattunk
ki egészséges allatok hasnyalmirigyében. Inzulin mRNS-t egyik vizsgalt bélszakaszban sem
talaltunk, sem egészséges, sem diabéteszes allatok mintaiban, ahogyan a diabéteszes pancreasban

sem (24. abra).

L KD KI KC KP DD DI DC DP NTC

inzulin mMRNS ——

GAPDH ——

24, abra: Inzulin és gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS expresszio bélbol és
hasnyalmirigyb6l szarmazo szoveti homogenizatumokban, kontroll és diabéteszes patkanyokbol vett
mintakban. Inzulin mRNS-t csak a kontroll pancreas mintaban detektaltunk, melynek nagysaga 206 bp volt.
A kontrollként hasznalt GAPDH minden szoveti mintaban megtalalhat6 volt. L: DNS 1étra, KD: kontroll
duodenum, KI: kontroll ileum, KC: kontroll colon, KP: kontroll pancreas, DD: diabéteszes duodenum, DI:
diabéteszes ileum, DC: diabéteszes colon, DP: diabéteszes pancreas, NTC: minta kontrollja (non-template
control).
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IV.3. A gliikkagonszeri peptid-1 és a gliikagonszerii peptid-1 receptor vizsgalata

IV.3.1. A gliikkagonszerii peptid-1-immunreaktiv enteroendokrin sejtek vizsgalata akut és
kronikus hiperglikémias patkanymodellben

Az enteroendokrin sejtek GLP1 expressziojanak tanulmanyozasahoz duodenum, ileum és
colon teriiletérdl szarmazo paraffinos metszeteken fluoreszcens immunhisztokémiat végeztiink
(25. abra). A sejtmagok jelolésére DAPI-t hasznaltunk. A GLPI1-IR sejtek szdmat a bél

nyalkahartyajanak egységnyi teriiletére vonatkoztattuk (sejt/mm?).

25. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek kontroll allatok duodenum (KD), ileum (KI)
és colon (KC, KC”) bélszakaszaibol késziilt paraffinos metszetekrél GLP1 immunhisztokémiai festés utan.
A sejtmagok jelolésére DAPI-t hasznaltunk. Nyilak: GLP1-immunreaktiv enteroendokrin sejtek. Lépték:
100 um, inzert: 50 pm.

Az akut allatkisérletiinkben a GLP1-IR sejtek denzitdsa az ileumban volt a legmagasabb
(72,90 + 5,74 sejt/mm?), mely tdbb mint kétszerese volt a colonban levé GLP1-IR sejteknek (34,05
+ 3,21 sejt/mm?) és tizszerese a duodenumban levé sejtek denzitasanak (7,70 £ 1,65 sejt/mm?; 26.

abra).
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26. abra: GLPIl-immunreaktiv (IR) enteroendokrin sejtek denzitdsa kontroll allatok kiilonb6zo
bélszakaszaibdl szarmazé paraffinos metszeteken. A GLP1-IR sejtek szama az ileumban volt a
legmagasabb. ****p<(,0001 (a duodenumhoz viszonyitva), °*°p<0,001 (az ileumhoz viszonyitva). Az
adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

Akut hiperglikémia hatasara, a GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitasa egyik vizsgalt

bélszakaszban sem valtozott szignifikansan a kontrollhoz viszonyitva (27. abra).
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27. abra: GLP1-immunreaktiv (IR) enteroendokrin sejtek denzitasa kontroll (K) és hiperglikémias (D)
allatok kiilonbozo bélszakaszaibol szarmazd nyalkahartya teriiletén. Akut hiperglikémia hatasara nem
tortént valtozas a GLPI-IR enteroendokrin sejtek szaméaban a vizsgalt bélszakaszokban. Az adatokat
atlag=SEM formaban tiintettiik fel.

Kronikus allatkisérletiink soran is azt figyeltiikk meg, hogy a GLP1-IR sejtek denzitasa az

ileumban volt a legmagasabb (81,78 + 4,89 sejt/mm?). Ez a denzitas, az akut llatkisérlet
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eredmény¢hez hasonldan, tobb mint tizszerese a duodenumban levé sejtek szaménak (7,21 + 1,48

sejt/mm?) és tobb mint kétszerese a colonban levd sejtek szamanak (31,52 + 1,53; 28. 4bra).
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28. abra: GLPIl-immunreaktiv (IR) enteroendokrin sejtek szama kontroll allatok kiilonb6zo
bélszakaszaibol szarmazd nyalkahartya teriiletén. A GLP1-IR sejtek szama az ileumban volt a legmagasabb.
*#%%p<0,0001 (a duodenumhoz viszonyitva), °*°°p<0,0001 (az ileumhoz viszonyitva). Az adatokat atlag +

SEM formaban tintettiik fel.

Kronikus hiperglikémia hatasara a GLP1-IR sejtek denzitdsa a vastagbélben szignifikdnsan
megndvekedett (54,97 £ 2,19 vs. 31,52 + 1,54 sejt/mm?, p<0,0001), mig a duodenumban és az
ileumban nem tortént valtozds. Az azonnali inzulinkezelés teljesen kivédte a diabéteszes

valtozasokat a colonban, emellett jelentdsen csokkentette a GLP1-IR sejtek denzitasat az ileumban

(29. abra).
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29. abra: GLPl-immunreaktiv (IR) enteroendokrin sejtek denzitasa kontroll (K), diabéteszes (D) és
inzulinkezelt diabéteszes (ID) allatok kiilonb6zd bélszakaszaibdl szdrmazd nyalkahartya teriiletén.
Kroénikus hiperglikémia hatdsdra csak a colonban nétt meg szignifikdnsan a sejtek denzitisa, a
duodenumban és az ileumban nem tapasztaltunk valtozast a kontrollhoz viszonyitva. *p<0,05;
*E*%p<0,0001 (a kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05; °*°°p<0,0001 (D és ID kozott). Az adatokat atlag +
SEM formaban tiintettiik fel.

IV.3.2. A gliikkagonszerii peptid-1 receptor szubcellularis lokalizaciojanak és eloszlasanak
vizsgalata kronikus diabéteszes patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban

A GLPIR szubcellularis lokalizacidjat ultravékony metszeteken transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A GLP1R-t jelolé 18 nm-es aranyszemcsék tobbsége a

myentericus ganglionok plazmamembranjahoz kotddve helyezkedett el (30. 4bra).
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30. abra: Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek kontroll allatok kiilonbdzd bélszakaszaibol
szarmaz6 myentericus ganglionokrdl GLPIR posztembedding immunhisztokémia utan. Nyilak: 18 nm-es

GLP1R-t jelol6 aranyszemcsék. KD: kontroll duodenum, KI: kontroll ileum, KC: kontroll colon. Lépték:
100 nm.

A GLP1R-tjelold aranyszemcsék denzitasa a myentericus ganglionokban a kontroll allatok
duodenumaban volt a legmagasabb (14,78 + 0,29 jel/um?), mig az ileumban és a colonban ez az
érték csak feleakkora volt (ileum: 6,65 + 0,18 jel/um?; colon: 6,66 + 0,19 jel/um?; p<0,0001; 31.

abra).
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31. abra: GLPIR-t jel616 aranyszemcsék denzitasa kontroll allatok kiilonb6zd bélszakaszaibol szarmazo
myentericus ganglionokban. A GLP1R-t jel616 aranyszemcsék denzitasa a duodenumban kétszer magasabb
volt mint a tobbi vizsgalt bélszakaszban. ****p<0,0001 (a duodenumhoz viszonyitva). Az adatokat atlag +
SEM formaban tiintettiik fel.

A diabéteszes allatokban a GLPI1R-t jelold aranyszemcsék denzitdsa a duodenumban
szignifikdnsan lecsokkent (10,15 + 0,29 jel/um? vs. 14,78 £ 0,29 jel/um? p<0,0001), mig a tobbi
bélszakaszban valtozatlan maradt. Az azonnali inzulinkezelés a GLP1R denzitasanak valtozasat
nem tudta kivédeni a duodenumban és szignifikdnsan megemelte azt a colonban (14,05 + 0,27

jel/um?vs. 6,71 £ 0,17 jel/um?, p<0,0001; 32. 4bra).
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32. abra: GLPIR-t jelolo aranyszemcsék denzitdsa kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinkezelt
diabéteszes (ID) allatok kiilonbdz6 bélszakaszaibdl szarmazo myentericus ganglionokban. A diabéteszes
allatokban a GLPIR-t jelolé aranyszemcsék denzitdsa a duodenumban szignifikansan lecsokkent a
kontrollhoz viszonyitva, melyet az azonnali inzulinkezelés nem védett ki. ****p<0,0001 (a kontrollhoz
viszonyitva); *°p<0,01; °°°°p<0,0001 (D és ID csoportok kozott). Az adatokat atlag £+ SEM formaban
tiintettiik fel.
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IV.3.3. A gliikagonszeru peptid-1 és a gliilkagonszerii peptid-1 receptor eloszlasanak
vizsgalata a pancreasban fluoreszcens immunhisztokémiaval

A GLPI ¢és a GLPIR expresszidjat a pancreas szigetsejtekben paraffinos metszeteken is
tanulmanyoztuk. A vizsgalatok sordn kettds jeloléses fluoreszcens immunhisztokémiat végeztiink

(33. abra).

33. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek pancreas paraffinos metszetekrél
gliikagonszerli peptid-1 (GLP1) és glilkagonszeri peptid-1 receptor (GLP1R) immunhisztokémiai festés
utan kontroll (Kp), diabéteszes (Dp) és inzulinkezelt diabéteszes (IDp) allatok hasnyalmirigyébol. Z61d szin
jeloli a GLP1-immunreaktiv sejteket, piros szin a GLP1R-immunreaktiv sejteket és kék szin a DAPI-val
jelolt sejtmagokat. Lépték: 50 um.

A GLP1-IR és a GLP1R-IR sejtek teriileteit az akut és a kronikus kisérleti modelliinkben
is meghataroztuk. Az akut allatkisérlet soran a GLP1R-IR sejtek kontroll allatok esetében nagyobb
teriiletet foglaltak el, mint a GLP1-IR sejtek a szigetek Osszteriiletéhez viszonyitva (GLP1R: 81,95
+ 3,88% vs. GLP1: 10,11 £+ 2,51%). A diabéteszes mintdkban ez az arany megfordult: a GLP1-IR
sejtek tertiilete lett nagyobb (GLP1: 59,05 £+ 4,99% vs. GLPIR: 36,71 £ 5,05%,). Akut
hiperglikémia hatdsara a GLP1R-IR sejtek teriilete szignifikansan lecsokken (36,71 + 5,05% vs.
81,95 + 3,88%, p<0,0001), mig a GLP1-IR sejtek teriilete szignifikansan megndtt (59,05 + 4,99%
vs. 10,11 + 2,51%, p<0,0001; 34. abra).
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34. abra: GLPI-IR és GLPIR-IR sejtek teriiletének eloszlasa a pancreas szigetek Osszeteriiletéhez
viszonyitva. Kontroll allatok esetében a GLP1R-IR sejtek nagyobb teriiletet foglaltak el, mint a
GLPI-IR sejtek a szigetek Osszteriiletéhez viszonyitva, diabéteszes mintdkban ez az arany
megfordult ****p<0,0001 (a kontrollhoz viszonyitva). Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel.

A kronikus allatkisérlet soran azt tapasztaltunk, hogy a GLP1R-IR sejtek teriilete nagyobb
volt, mint a GLP1-IR sejtek altal elfoglalt teriilet. Kronikus hiperglikémia hatasara a GLP1R-IR
sejtek teriilete szignifikansan lecsokkent (16,63 + 3,53% vs. 75,52 + 1,86%), mig a GLP1-IR
sejteké szignifikans ndvekedést mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva (72,42 + 3,46 vs. 19,05
+2,03). Az azonnali inzulinkezelés megemelte a GLP1-IR sejtek aranyat a kontrollhoz viszonyitva

(63,35 +£3,60% vs. 19,05 + 2,03%, p<0,0001; 35. abra).
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35. abra: GLPI-IR és GLPIR-IR sejtek teriiletének eloszlasa a pancreas szigetek Osszteriiletéhez
viszonyitva. Kronikus hiperglikémia hatdsira a GLPIR-IR sejtek teriilete szignifikdnsan
lecsokkent, mig a GLPI-IR sejteké szignifikans novekedést mutatott a kontroll csoporthoz
viszonyitva ****p<0,0001 (a kontrollhoz viszonyitva). Az adatokat atlag + SEM formaéban tiintettiik fel.
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V. Eredmények megbeszélése

Allatkisérletek esetében az 1-es tipust diabétesz indukcidjara tobb modszer is 1étezik, ezek
kozott ismert a kémiai, genetikai és a spontan mutacidval kialakithaté modell. A kémiai agensek
koziil a STZ és az alloxén a legelterjedtebbek és mindkettd a hasnyalmirigy B-sejteire van toxikus
hatassal. Ezek a Glut 2 transzmembran proteinen keresztiil jutnak be ¢és néhany nap alatt
hiperglikémias allapotot eredményeznek az adott szervezetben (Athmuri és Shiekh, 2023). A STZ
injektalasara tobb modszer 1étezik €s az adagolasi ajanlasok is eltéréseket mutathatnak (Deeds és
mtsai., 2011; Graham ¢és mtsai., 2011). Kisérleteinket a korabban is sikeresen alkalmazott STZ-nal
kivéltott 1-es tipusu diabéteszes patkdnymodellen végeztiik, mely az egyik legelterjedtebb és
leginkabb preferalt modell a diabéteszes kutatasokban (Ghasemi és Jeddi, 2023).

Korabban kutatdcsoportunk kimutatta, hogy a STZ altal kivaltott 1-es tipusu diabétesz
soran az enteralis neuronok sériilése teriiletenként eltéré mintazatot mutat (Izbéki és mtsai., 2008).
Az elmult koriilbeliill tizendt évben munkacsoportunk azt vizsgalta, milyen tényezdk
magyarazhatjdk ezeket a régio-specifikus eltéréseket. A kutatds sordn megvizsgaltdk a bél
luminalis és nyalkahartyahoz kotott mikrobialis kozosségének Osszetételét (Wirth és mtsai., 2021),
a mesenterialis kapillarisok sériilését (Bodi és mtsai., 2012; 2021), az antioxidans védelmi vonal
sériilését (Jancso és mtsai., 2015; Chandrakumar és mtsai., 2017) és bizonyos gyulladaskeltd
fehérjék (pl. tumor nekrozis faktor alfa, IL1B, NFkP) expresszidjanak valtozasait is (Bodi és mtsai.,
2021; AL Doghmi és mtsai., 2023; Barta és mtsai., 2024) a bélcsatorna tengelye mentén.

Korabban mar kimutattdk az inzulin expressziojat az enteroendokrin sejtekben (Egozi és
mtsai., 2021) illetve a kozponti idegrendszerben is (Dakic és mtsai., 2023), azonban az enteralis
neuronokban még egyaltalan nem vizsgaltdk az inzulin jelenlétét, annak ellenére, hogy a
vékonybél és a pancreas kdzott szoros egyiittmiikodés valosul meg. Tovabba az inzulin szerepe az
1degszovetben jelentds lehet neuroplaszticitas szempontjabol is, ezért figyelmiink az inzulin
jelenlétének kimutatésa felé fordult a tovabbiakban.

Tudomasunk szerint az inzulin jelenlétét az enterélis neuronokban elészor mutattuk ki.
Eredményeink alapjdn a myentericus neuronok egy része tartalmaz inzulint és ez bélszakasz-
specifikus valtozatossagot mutat. A fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgélataink alapjan a
myentericus neuronok 8-9%-a volt inzulin-IR a disztalis bélszakaszokban, mig ez az arany a
vékonybél proximalis részén ennek kevesebb mint a fele volt. Ennek magyardzata tovabbi
vizsgalatokat igényel, de egyik oka lehet a disztélis bélszakaszokban nagyobb eséllyel kialakuld

oxidativ stressz lehetdsége (Circu és Aw, 2011). A magasabb inzulintartalomnak ezekben a
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régidkban esetlegesen protektiv szerepe lehet. Hasonldan régio-specifikus kiilonbségeket mutattak
ki az agyban is, ahol a hipotalamuszban ¢és a szagldgumoban magasabb inzulinkoncentraciot
mértek, mint az agy egy¢b teriiletein (Baskin és mtsai., 1983).

Az inzulin-IR neuronok ardnyat a patkanyok hiperglikémids 4allapota jelentdsen
befolyasolta, illetve a hiperglikémia idétartama is meghatarozé volt. Az akut hiperglikémids
modelliinkben az inzulin-IR neuronok aranya szignifikdnsan megemelkedett a patkanyok
ileumaban és colonjaban, viszont hosszabb hiperglikémiés allapot esetén az inzulin-IR neuronok
aranya az ileumban nem valtozott, mig a colonban szignifikansan lecsokkent a diabéteszes
allatokban. Erdekes médon, a duodenumban megfigyelt legalacsonyabb inzulin-IR neuron arany
mind az akut, mind a kronikus diabéteszes modelljeinkben valtozatlan maradt. Ezek a
megfigyelések megerdsitik a kordbbi tapasztalatainkat, miszerint a bél disztalis szakaszai
sériilékenyebbek diabétesz sordn, mint a proximalis részek (Bagyéanszki és Bodi, 2023; Belai és
mtsai., 1996; Shotton és Lincoln, 2006).

Tovabba megfigyeltiik, hogy a duodenumbdl késziilt szoveti homogenizatumokban volt a
legmagasabb az inzulinszint, ami hozzajarulhat hiperglikémias allapotban a duodenumban egy
kedvez6ébb kornyezet kialakuldsahoz a tobbi bélszakaszhoz képest. A szovetmintdk a myentericus
ganglionok mellett a legnagyobb részben a bélfal simaizomzatit tartalmaztak. A bélfal
simaizomzata jol vaszkularizalt, igy figyelembe véve a pancreas kozelségét is, a mért szoveti
inzulin koncentracio vaszkuléris eredetli is lehet. Az inzulin felvételének fontos szerepe lehet
NO/ciklikus guanozin monofoszfat itvonalon keresztiil (Altan és mtsai., 1989; Bergandi és mtsai.,
2003).

Masrészt, a disztalis bélszakaszokban megfigyelhetd 1d6fliggd valtozasok arra utalhatnak,
hogy a hiperglikémia akut fazisdban gyors védekezé mechanizmusok aktivalodhatnak, melynek
soran egy kompenzacidos mechanizmusnak koszonhetéen az inzulin-IR myentericus neuronok
szama gyorsan megnovekedett. Abidov és mtsai. (2023) az 1-es és 2-es tipusu diabéteszes
patkanyokbol szarmazd majmintakban az inzulin-pozitiv sejtek emelkedett szdmat szintén a
gyulladasok csokkentésében lehetnek alkalmas terapias célpontok (Abidov és mtsai., 2023).

Vizsgalataink soran az inzulin mRNS expresszidjat a bélben nem tudtuk kimutatni, ami
arra utal, hogy az inzulin nem a bélben termelddik. Ezért az inzulin-IR neuronok szdmdanak
novekedése a kornyezetbdl torténd inzulinfelvétel eredménye lehet. Ugyanakkor, kordbban human
mintakban kimutattak inzulin mRNS-t standard PCR segitségével a gyomorban és a

duodenumban, nested (fészkes) PCR-rel a jejunum, ileum és coecum mintdkban is, viszont a
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vastagbélben és az agyban nem talaltak inzulin mRNS expressziot (Bell és mtsai., 2014). Tovabba
patkdnyok duodenumdanak nyalkahartyajaban, a duodenumot és a pancreast 6sszekotd régidban, a
hasnyalmirigyhez hasonl¢ szigeteket is azonositottak és igazoltak a pancreas szigetsejtek jelenlétét
is benniik (Bendayan és mtsai., 1991). Mindemellett a bélben az enteroendokrin sejtek is
szintetizalhatnak inzulint a szachardz stimulacié eredményeként, amely jelatviteli molekulaként
szolgalhat az enteralis neuronok szamara (Snyder és mtsai., 2025). Més kutatasok az inzulin lokalis
szintézisét az agykéreg neurogliaform interneuronjaiban (Molnar ¢és mtsai.,, 2014), illetve
diabéteszes retina mintakban mutattak ki (Jones és mtsai., 2022). Erdekes modon Kojima és mtsai.
(2004) inzulin mRNS-t detektaltak majban kiilonb6z6 diabéteszes egér- €s patkanymodellekben,
viszont egészséges allatok majaban nem volt inzulin mRNS expresszio.

Az inzulin a receptordhoz kotddve anyagceserejelatviteli kaszkddokat indit el és
endocitdzissal jut be a sejtbe, ami az inzulin felvételében és kiiiriilésében is fontos (Hall és mtsai.,
2020). Az inzulin az agy kiilonb6z6 régidiban vagy a mikroerekben klatrin- vagy kaveola-mediélt
receptor endocitdzissal transzportalodik (Jaldin és mtsai., 2018; Pemberton és mtsai., 2022).
Munkank soran mi is megfigyeltiik, hogy az inzulint jel616 aranyszemecsék tobbsége vezikuldkban
helyezkedett el a myentericus neuronokban. Az inzulin receptorok széles korben
expresszalodhatnak kiillonbozd sejttipusokban, példaul az endotélsejtekben, bélhamsejtekben és az
agyban talalhat6 idegsejtekben is, ahol a gliikkoz anyagcserében €s az intracellularis jelatvitelben
vesznek részt (Andres €s mtsai., 2013; Andres és mtsai., 2014; Gralle, 2017).

A kronikus éllatkisérletiinkben az elektronmikroszkopos vizsgélataink megerdsitették a
fluoreszcens immunhisztokémiai eredményeket, mely szerint az inzulin a kontroll mintdkban a bél
disztalis régidiban nagyobb mennyiségben van jelen. Az inzulint jel6l6 aranyszemcsék denzitasa
diabétesz hatdsara a duodenum myentericus ganglionjaiban szignifikdnsan megndtt, annak
ellenére, hogy az inzulin-IR neuronok szdma nem valtozott. Ezt a megfigyelést magyarazhatja a
neuronok, vagy az enteralis neuronokat tamogatd gliasejtek fokozott inzulinigénye (Spielman és
mtsai., 2015). Természetesen kontroll 4llatok esetén a pancreasban az inzulint jel6ld
aranyszemcsék denzitdsa joval nagyobb volt, mint az enterdlis ganglionokban. Azonban
eredményeink igy atfogobb képet nyujtanak a kiillonbozd bélszakaszokban levd inzulin
inzulinmennyiségével. Irodalmi adatok szerint az exokrin részre is hatassal vannak a szigetsejtek
hormonjai (Sans és mtsai., 2020).

Az inzulin-IR nitrerg neuronok aranya akut hiperglikémia hatdsdra a duodenumban
valtozatlan maradt, az ileumban és a colonban viszont szignifikdnsan megnétt a kontrollhoz

képest, mig a kronikus hiperglikémids modell esetében ezen neuronpopulacié ardnya valtozatlan
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maradt minden bélszakaszban. Cellek és mtsai. (2003) kimutattdk, hogy a nitrerg neuronok
sériilésének mértéke eltérhet a betegség korai és késobbi szakaszaiban. Mivel a nitrerg neuronok
sériilése az elorehaladott diabétesz egyik jellemzdje (Izbéki és mtsai.,, 2008), ezért azt
feltételezziik, hogy az inzulin segithet megvédeni azokat a neuronokat, melyek inzulin- és nNOS-
immunreaktivitast is mutatnak. Az inzulin a nitrerg entericus neuronokban akar modosithatja is a
NO szintézisét, ahogyan azt a hipotalamuszban talalhat6 idegsejtekben is megfigyelték (Canabal
¢és mtsai., 2007a). Hiperglikémia esetén az inzulinterapia az enteralis neuronokban visszaforditja
a nNOS kimeriilését, javitva a NO szintézist €s ezaltal helyreallitja a bélmozgast (Watkins ¢€s
mtsai., 2000).

Az inzulinszekrécidoban kiemelked6 szerepe van a GLP1-nek, mivel segiti a B-sejtek

crer

crer

nyalkahartya régigjaban tanulmanyoztuk a GLPI1-IR enteroendokrin sejtek eloszlasat.
Fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgéalataink soran azt talaltuk, hogy kontroll koriilmények
kozott az akut €s a kronikus modell esetében is az ileumban volt a legtobb GLP1-1R enteroendokrin
sejt, a colonban ennek a mennyiségnek a felét, mig a duodenumban csak a tizedét talaltuk.
Korabban szintén az ileumban azonositottdk a legtobb GLP1-IR enteroendokrin sejtet kontroll
ragcesalok bélrendszerében, mig egészséges human mintékat vizsgalva, a colonban volt a legtobb
immunpozitiv sejt (Eissele és mtsai., 1992). A GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitdsa akut
hiperglikémia hatasara nem valtozott egyik bélszakaszban sem, mig kronikus diabétesz hataséara a
colonban szignifikdnsan megndtt ezeknek a sejteknek a denzitdsa. Ezt a valtozast az azonnali
inzulinkezelés sikeresen kivédte. Mas tanulméanyban is kimutattdk, hogy a bél GLP1 tartalma
jelentdsen megnovekedhet diabétesz soran, amelyet az L sejtek kompenzacidés mechanizmusanak
tulajdonitottak (Jin, 2008). Crohn-betegek esetében a GLP1 expresszidja megndtt a colonban,
viszont a betegek szérum szintjét mérve a GLP1 csokkenését tapasztaltak az egészségesekéhez
viszonyitva (Zatorski és mtsai., 2021). Irritabilis bél szindromas betegek esetében a GLP1 szérum
szintjének csokkenése mellett a GLPIR szintje is lecsokkent a colonban és a motilitast is
gyorsitotta. A szérum GLP-1 szintjének csokkenése dsszefliggésbe hozhato a hasi fajjdalommal (L1
¢és mtsai., 2017). A GLP1 szint emelkedése az enteroendokrin L sejtek kiilonbdzd ingerekre adott
valaszaként jelentkezhet, mint pl. zsirsavak, aminosavak és gliikoz fogyasztasanak hatdsara, a
bélgyulladas vagy a bélfal karosodasa esetén, valamint az 6sztrogénszint fokozodésa miatt (Lebrun
¢és mtsai., 2017).

Az enterdlis neuronok a bélfal lamina propridjaban végz6dd axonjukon keresztiil
kapcsolatot tudnak 1étrehozni a GLP1-et termeld enteroendokrin sejtek neuropodjaval (Bohorquez

¢s mtsai., 2015; Bellono és mtsai., 2017). A bélbdl evés utan felszabadul6 GLP1 aktivalja a
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GLP1R-t. A GLP1 a vagalis afferensekre is hat és szerepet jatszik a taplalékfelvételben, illetve a
glikoz homeosztdzisdban. A GLPIR spindlis és vagalis afferenseken torténd aktivalasa
befolyésolja az agyba kiildott jeleket, hozzéjarulva a jollakottsag érzéséhez (Hankir és Lutz, 2024).
Irodalmi adatok szerint a GLPIR expresszalodhat a myentericus neuronokban is (Grunddal ¢€s
mtsai., 2022), ezért munkank soran tanulmanyoztuk a GLPIR eloszlasit a myentericus
ganglionokban. A kronikus allatkisérletiink sordn a legtobb GLP1R-t jelold aranyszemcsét a
duodenum ganglionjaiban talaltuk, ahol kordbban a nyalkahartya régiot vizsgalva a legkevesebb
GLPI1-IR enteroendokrin sejtet figyeltiik meg. Masik tanulmany is igazolta, hogy patkanyok
duodenum és jejunum teriiletén, s a pozitiv sejtek szama fokozatosan csdkken az ileum ¢€s colon
fel¢ haladva (Andersen és mtsai., 2020). A GLPIR expressziojanak a duodenumban az a szerepe,
hogy a tdpanyagokat gyorsan eljutassa a méjhoz és a hasnydlmirigyhez, mig a vastagbélben
talalhatd, GLP1-et termeld L sejtek szerepe a helyi parakrin hatasok megvaldsitasa (Koehler és
mtsai., 2015; Grau-Bové és mtsai., 2022). A GLP1R magas expresszidjanak €s az endogén GLP1
alacsony szintjének magyarazata a duodenumban még nem teljesen tisztazott, de gy gondoljak,
hogy a GLP1 peptidet a DPP-4 enzim gyorsan lebontja, igy jelenléte tobbnyire lokalizalt és rovid
ideig tarto, ezért itt tobb GLP1R sziikséges a GLP1 jelatviteli folyamatokhoz (Yang és mtsai.,
2017).

A kronikus hiperglikémia hatdsara a GLPIR-t jelold aranyszemcsék szama csak a
duodenumban valtozott, szignifikansan lecsokkent, amelyet az azonnali inzulinkezelés csak
részben allitott helyre. Masok is beszamoltak arr6l, hogy diabétesz soran a GLPIR expresszidja
csokken egyes sejtcsoportokban, mint a Langerhans-szigetek vagy a hipotalamusz, és ez az
expresszios csokkenés hozzajarul a B-sejtek diszfunkciojahoz és a gliikozszabélyozas zavardhoz
(Kulve és mtsai., 2015; Kubo és mtsai., 2016).

A hasnyalmirigy szigetsejtekben a GLP1 és GLPIR eloszlasat vizsgalva azt talaltuk, hogy
kontroll korilmények kozott a GLP1R-IR sejtek foglaltak el nagyobb teriiletet a teljes sziget
Egyes szakirodalmi adatok alapjadn a pancreas szigetekben a GLP1R expresszi6 kizarolag a f3-
sejtekre korlatozodik (Campos és mtsai., 1994; Bullock és mtsai., 1996), mig més kutatasok szerint
minden szigetsejt tipusban jelen lehet, a duktalis sejteket is beleértve (Kirk és mtsai., 2017; Molin
és mtsai., 2015). Az ellentmond6 eredmények valdsziniileg az alkalmazott kisérleti modszerek
kozotti kiilonbségekbdl adodhatnak. Akut és kronikus hiperglikémia hatasara is a GLP1-IR sejtek
terlilete megnétt a Langerhans-szigetek Osszteriiletéhez viszonyitva. A hasnyalmirigy o-sejtjei

GLP1-et expresszalhatnak és ennek mértéke cukorbetegség soran fokozott (Fava és mtsai., 2016;
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Nakashima és mtsai., 2018). Mivel diabétesz soran a pancreas szigetek teriilete csokken a B-sejtek
pusztuldsanak kdszonhetden, igy az a-sejtek teriiletével atfed6 GLP1-IR sejtek teriiletének aranya
megnd. A GLP1 a B-sejtek ndvekedési €s talélési faktoraként mitkddik, illetve diabétesz sordn még
az o-sejtek inzulintermeld sejtekké torténd transzdifferencidlodasukhoz is hozzajarulhat
(O’Malley és mtsai., 2014; Holter és mtsai., 2022).

A diabéteszes emésztérendszeri bantalmakat vizsgalod tanulméanyok nagy része csak egy
adott bélszakaszra 6sszpontosit, ezzel szemben kisérleteink soran a duodenum, az ileum és a colon
szakaszokat is vizsgaltuk, hogy megismerjik a régiospecifikus eltéréseket. A legtobb
cukorbetegséggel foglalkozd tanulmany csak diabéteszes allatcsoportot vizsgal, mig
allatmodelliinkben a diabéteszes €s kontroll allatok mellett inzulinkezelt diabéteszes allatcsoportot
is vizsgaltunk, s ez humdan diagnosztikai és terapias szempontbdl kiemelkedd fontossagu.
Kisérleteinkben az inzulinkezelés nem minden esetben volt protektiv a diabéteszes valtozasokkal
szemben. Mindez felhivja a figyelmet, hogy az inzulinkezelés nem tud kivédeni minden diabétesz-

okozta elvaltozast annak ellenére, hogy a vércukorszintet optimalis szinten tartja.
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VI. Osszefoglalék

VI.1. Magyar nyelvii osszefoglalo

Az enteralis idegrendszert alkotd neuronok és gliasejtek ganglionokba tomoriilve alkotjak
a myentericus €s a submucosus plexust. Az enteralis idegrendszer komplexitasa révén képes akar
a kozponti idegrendszertdl fiiggetleniil is miikodni, [étrehozva sajat enteralis reflexiveket, melyek
szabalyozzak az emésztérendszer miikodését: a gasztrointesztinalis motilitast, a mirigyszekréciot
¢s a bélfal véraramlésat is.

Kutatécsoportunk korabbi megfigyelései szerint az 1-es tipusu diabéteszes patkanyok
kiilonb6z6é bélszakaszaibdl szarmazd myentericus neuronok eltérd sériilékenységet mutatnak,
melyben a bélperisztaltika leszallo gatlo fazisaért felelds nitrerg neuronok kiilondsen érintettek. A
duodenum kivételével minden bélszakaszban jelentds myentericus 0sszneuronszdm csokkenést
tapasztaltak, amelyet a nitrerg neuronok szdmanak csokkenése is kovetett. Azt feltételezziik, hogy
ennek hatterében a nitrerg neuronok neurokémiai karakterének valtozasa allhat, hiszen a
duodenumban nem tortént neuronpusztulds, csupan a sejtek nitrerg jellege veszett el.

A hasnyalmirigy B-sejtjein kiviil mas sejttipusokban is expresszalddhat inzulin, tobbek
kozott a kdzponti idegrendszer neuronjaiban is. Az inzulin jelatvitelt a periférids szovetekben
sokkal szélesebb korben tanulmanyoztak mint az agyban, annak ellenére, hogy az agyban talalhato
inzulinnak meghatarozo szerepe van a neuronok talélésében. A gliikagonszerii peptid-1 (GLP1)
peptid-1 receptor (GLP1R) aktivalasan keresztiil. Ezen kiviil a GLP1 segiti a B-sejtek novekedését
és talélését is.

Ezért doktori munkdm sordn elsOként azt vizsgaltam, jelen van-e az inzulin a
bélidegrendszerben, mutatnak-e a kiilonb6zd bélszakaszokban levd enteralis neuronok inzulin
immunreaktivitast. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az inzulin-immunreaktivitads megfigyelhetd-e
a diabéteszben kiilondsen sériilékeny nitrerg neuronpopulacidban. Emellett az inkretin hatasarol
ismert GLP1 és receptordnak bélszakasz-specifikus valtozasait is vizsgaltuk. Kisérleteinket
kontroll, diabéteszes és inzulinkezelt diabéteszes patkanyokon végeztiik, munkank sordn az akut
(1 hetes) és kronikus (10 hetes) hiperglikémia hatdsat is vizsgaltuk. Duodenumbdl, ileumbol és
colonbdl szarmazé mintdkbdl whole-mount preparatumokon ¢és paraffinos metszeteken
fluoreszcens immunhisztokémiai festéseket, szoveti homogenizatumok felhasznaldsaval
molekularis vizsgalatokat (ELISA, RT-PCR) és ultravékony metszeteken posztembedding

immunhisztokémiat végeztiink.
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Vizsgalatainkban a myentericus neuronokat peripherin péan-neurondlis markerrel
azonositottuk. Inzulin-immunreaktiv (IR) myentericus neuronokat mutattunk ki, tudomésunk
szerint elsoként. Eredményeink alapjan a myentericus neuronok egy csoportja tartalmaz inzulint
¢és ezek Osszneuronszamhoz viszonyitott aranya bélszakasz-specifikus valtozatossdgot mutat. A
myentericus neuronok 8-9%-a volt inzulin-IR az ileum és colon bélszakaszokban, mig a
duodenumban ez az ardny kevesebb mint 4% volt. Akut hiperglikémia hatdséra az inzulin-IR
neuronok aranya szignifikansan megnott az ileumban €s a colonban, mig a kronikus hiperglikémia
hatdsara ez az arany szignifikansan csokkent a colonban, mig a duodenumban nem valtozott. Az
azonnali inzulinkezelés a colonban csak részben védte ki a diabéteszes valtozasokat.

A nitrerg neuronok azonositasara neurondlis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) antitestet
alkalmaztunk ¢és inzulin-nNOS-periferin harmas jeldléses fluoreszcens immunhisztokémiai
festéseket végeztiink. Az inzulin-nNOS-IR neuronok ardnya az akut és kronikus allatkisérlet
esetében is a vastagbélben volt a legmagasabb (9-12%). Akut hiperglikémia hatasara az inzulin-
nNOS-IR neuronok aranya az ileumban €s a colonban is szignifikdnsan megnétt, mig a kronikus
hiperglikémia hatdsdra minden vizsgalt bélszakaszban valtozatlan maradt.

Az inzulin szubcellularis lokalizaciojat aranyjeloléses transzmisszios
elektronmikroszkdpos modszerrel vizsgaltuk a myentericus ganglionokban, valamint a pancreas
exokrin és endokrin régioiban. Az inzulint jel6ld aranyszemcsék tobbsége vezikuldkban vagy
plazmamembranhoz kétddve helyezkedett el a myentericus ganglionokban. A kontroll allatokban
az inzulint jel6ld aranyszemcsék denzitdsa minden vizsgalt bélszakaszban alacsonyabb volt, mint
a pancreas mintdkban. A diabéteszes allatokban az inzulint jel6ld aranyszemcsék denzitdsa a
duodenumban megndtt, az ileumban valtozatlan maradt, mig a colonban szignifikdnsan lecsokkent
a kontrollhoz viszonyitva. Az inzulinkezelés részben védte ki a diabéteszes valtozasokat a
colonban, mig a duodenumban a kontroll érték alé csokkent.

Az inzulin szoveti koncentracidja a myentericus plexust €s bél simaizmot tartalmazo
homogenizatumokban csokkend tendenciat mutatott a kontroll patkdnyok bélcsatorna tengelye
mentén. A diabéteszes patkdnyokban az inzulin szoveti koncentracidja csak a duodenumban
valtozott, ahol szignifikans csokkenést tapasztaltunk a kontroll csoporthoz képest. Inzulin mRNS
expressziot nem detektaltunk sem a kontroll, sem pedig a diabéteszes allatokbol szdrmazd
duodenum, ileum és colon mintakban.

A GLPI-IR enteroendokrin sejteket a bél nyalkahartyajaban, fluoreszcens
immunhisztokémiaval tanulmanyoztuk paraffinos metszeteken. A legtobb GLPI1-IR

enteroendokrin sejtet a kontroll allatok ileumaban talaltuk. Akut hiperglikémia hatasara a GLP1-
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IR enteroendokrin sejtek denzitdsa egyik vizsgalt bélszakaszban sem valtozott, mig kronikus
hiperglikémia hataséara a colonban szignifikdnsan megnétt ezeknek a sejteknek a denzitésa.

A GLPIR immunreaktivitdst aranyjeloléses posztembedding immunhisztokémidval
vizsgaltuk a myentericus ganglionokban. A legtobb GLP1R-t jel6l6 aranyszemcsét a duodenum
ganglionjaiban taldltuk. Kroénikus hiperglikémia hatasara a GLP1R-t jelold aranyszemcsék
denzitasa szignifikdnsan lecsokkent a duodenumban, a tobbi bélszakaszban nem tapasztaltunk
valtozast.

A GLPI1-IR ¢és a GLPIR-IR sejteket a hasnyalmirigy szigeteiben is tanulmanyoztuk.
Kontroll allatok esetében a GLPIR-IR sejtek az akut €s a kronikus allatkisérletben is nagyobb
teriiletet foglaltak el a szigetek Osszteriiletéhez képest, mint a GLP1-IR sejtek. Megfigyelésiink
hiperglikémia hatasara a GLP1-IR sejtek teriilete volt a nagyobb a szigetek teljes teriiletéhez
képest.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy munkank soran elészor azonositottunk inzulin-IR
myentericus neuronokat, ezen kiviil az inzulin jelenlétét a nitrerg szubpopulacioban is kimutattuk.
A hiperglikémia hatdsara az inzulin-IR és az inzulin-nNOS-IR neuronok aranya is bélszakasz- és
1d6-fliggd valtozasokat mutatott. Az inzulin mRNS hidnya a bélmintdkban arra utal, hogy a
myentericus neuronok nem maguk termelik, hanem a kdrnyezetiikbdl vehetik fel az inzulint. Az
inzulin génexpresszidt €s bioszintézisét eldsegitd GLP1 és ennek receptora is hasonld
valtozatossagot mutatott.

Tehat a munkéank soran azonositott inzulin tartalmt myentericus neuronok jelenléte és ezek
diabétesz soran bekovetkezd valtozasai, illetve a GLP1 expressziot mutatod enteroendokrin sejtek
¢s a GLPIR-IR enterikus neuronok régid-specifikus valtozasai hozzajarulhatnak a kiilonb6z6

bélszakaszokban levé myentericus ganglionokban talalhaté neuronok tuléléséhez.
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VI.2. Summary

The neurons and glial cells that make up the enteric nervous system are clustered into
ganglia, forming the myenteric and submucosal plexuses. Due to the complexity, the enteric
nervous system is capable of functioning independently of the central nervous system. Enteric
neurons creating its own enteric reflexes regulate the functions of the digestive system:
gastrointestinal motility, glandular secretion, and blood flow in the intestinal wall.

According to previous observations of our research group, myenteric neurons from
different gut regions of rats in type 1 diabetes show varying degrees of vulnerability and the
nitrergic neurons responsible for the descending inhibitory phase of intestinal peristalsis being
particularly affected. With the exception of the duodenum, a significant decrease in the total
number of myenteric neurons was observed in all intestinal segments, which was accompanied by
a decrease in the number of nitrergic neurons. We assume that this may be due to a change in the
neurochemical character of nitrergic neurons, as there was no neuronal loss in the duodenum, only
the nitrergic nature of the cells was lost.

Insulin can be expressed in cell types other than pancreatic B-cells, including neurons in
the central nervous system. Insulin signalling has been studied much more extensively in
peripheral tissues than in the brain, despite the fact that insulin plays a crucial role in neuron
survival in the brain. Glucagon-like peptide-1 (GLP1) can increase insulin secretion in a glucose-
dependent manner by activating the glucagon-like peptide-1 receptor (GLP1R) found on B-cells.
In addition, GLP1 also promotes the growth and survival of B-cells.

Therefore, in my doctoral work, I first examined whether insulin is present in the enteric
nervous system and whether enteric neurons in different segments of the intestine show insulin
immunoreactivity. We were also curious to see if insulin immunoreactivity could be observed in
the nitrergic neuron population. In addition, we examined the intestinal segment-specific changes
of GLP1, known for its incretin effect, and its receptor. For our experiments control, diabetic, and
insulin-treated diabetic rats were used, and we also examined the effects of acute (1 week) and
chronic (10 weeks) hyperglycemia in our work. We performed fluorescent immunohistochemical
stainings on whole-mount preparations and paraffin sections taken from the duodenum, ileum, and
colon, molecular analysis (ELISA, RT-PCR) using tissue homogenates, and post-embedding
immunohistochemistry on ultrathin sections. In our studies, myenteric neurons were identified by
using peripheral pan-neuronal markers.

We demonstrated insulin-immunoreactive (IR) myenteric neurons for the first time, to our
knowledge. Based on our results, a group of myenteric neurons contains insulin, and their

proportion relative to the total number of neurons shows intestinal segment-specific variation.
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Eight to nine percent of myenteric neurons were insulin-IR in the ileum and colon, while in the
duodenum this proportion was less than 4%. Acute hyperglycemia significantly increased the
proportion of insulin-IR neurons in the ileum and colon, while chronic hyperglycemia significantly
decreased this proportion in the colon, but did not change it in the duodenum. Immediate insulin
treatment only partially protected against diabetic changes in the colon.

To identify nitrergic neurons, we used neuronal nitric oxide synthase (nNOS) antibody and
performed triple labelling fluorescent immunohistochemical staining with insulin, nNOS, and
peripherin. The proportion of insulin-nNOS-IR neurons was highest in the colon in both acute and
chronic animal experiments (9-12%). Acute hyperglycemia significantly increased the proportion
of insulin-nNOS-IR neurons in both the ileum and colon, while chronic hyperglycemia left it
unchanged in all intestinal segments examined.

The subcellular localization of insulin was observed using gold labelling transmission
electron microscopy in the myenteric ganglia, in the exocrine and endocrine regions of the
pancreas. Most of the gold particles labelling insulin were located in vesicles or bound to the
plasma membrane in the myenteric ganglia. In control animals, the density of gold particles
labelling insulin was lower in all intestinal segments than in pancreatic samples. In diabetic
animals, the density of insulin-labelling gold particles increased in the duodenum, remained
unchanged in the ileum, and decreased significantly in the colon compared to the controls. Insulin
treatment partially protected against diabetic changes in the colon, while it decreased below the
control values in the duodenum.

The tissue concentration of insulin showed a decreasing trend in homogenates containing
the myenteric plexus and intestinal smooth muscle along the intestinal axis of control rats. In
diabetic rats, tissue insulin concentration changed only in the duodenum, where we observed a
significant decrease in it compared to the control group. We did not detect insulin mRNA
expression in duodenum, ileum, and colon samples from either control or diabetic animals.

GLP1-IR enteroendocrine cells were studied in the intestinal mucosa using fluorescent
immunohistochemistry on paraffin sections. The most of GLP1-IR enteroendocrine cells were
found in the ileum of control animals. Acute hyperglycemia did not alter the density of GLP1-IR
enteroendocrine cells in any of the intestinal segments examined, whereas chronic hyperglycemia
significantly increased the density of these cells in the colon.

GLPIR immunoreactivity was examined in the myenteric ganglia using gold labelling
post-embedding immunohistochemistry. Most GLP1R-labelling gold particles were found in the
ganglia of the duodenum. Chronic hyperglycemia significantly reduced the density of GLP1R-
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labelling gold particles in the duodenum, while no changes were observed in other intestinal
segments.

We also studied GLPI1-IR and GLP1R-IR cells in the islets of the pancreas. In control
animals, GLP1R-IR cells occupied a larger area of the total islet area than GLP1-IR cells in both
acute and chronic animal experiments. It was shown that GLP1R-IR cells are located in the B-cell
region of the pancreas. GLP1-IR cells occupied a larger area compared to the total area of the islets
in acute and chronic diabetic rats.

In summary, we can say that in our work we first identified insulin-IR myenteric neurons,
and we also demonstrated the presence of insulin in the nitrergic subpopulation. The ratio of
insulin-IR and insulin-nNOS-IR neurons showed changes in diabetic rats that were dependent on
the intestinal segment and the duration of hyperglycemia. The absence of insulin mRNA in
intestinal samples suggests that myenteric neurons do not produce insulin themselves, but rather
take it up from their environment. The distribution of GLP1, which promotes insulin gene
expression and biosynthesis, and its receptor also showed similar variability.

To sum up, the presence of insulin-containing myenteric neurons identified in our work
and their changes during diabetes, as well as the region-specific changes in GLP1-expressing
enteroendocrine cells and GLP1R-IR enteric neurons, may contribute to the survival of neurons in

the myenteric ganglia located in different gut segments.
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VII. Doktori értekezés tézisei

» Fluoreszcens immunhisztokémiai festéssel és posztembedding elektronmikroszkopos
vizsgalattal is kimutattuk az inzulin jelenlétét a kontroll, illetve akut €s kronikus
hiperglikémias patkdnyok myentericus neuronjaiban.

* Az inzulin-IR myentericus neuronok dsszneuronszdmhoz viszonyitott aranya bélszakasz-
specifikus kiilonbségeket mutatott, a kontroll allatokban a duodenumban alacsonyabb
(2%), az ileumban és a colonban magasabb volt (8-9%). Ez az arany akut hiperglikémia
hatdsara a duodenum kivételével megnétt, kronikus hiperglikémia hatdsara pedig a
colonban lecsokkent.

* Az inzulin-nNOS-IR myentericus neuronok a kontroll 4llatokban legnagyobb aranyban a
colonban fordultak eld. Akut hiperglikémia hatisara ez az arany a duodenumban
valtozatlan maradt, az ileumban és a colonban viszont jelentdsen novekedett. Kronikus
hiperglikémia hatasara ezen kettdsjelolt neuronok ardnya minden bélszakaszban
valtozatlan maradt.

» Fluoreszcens immunhisztokémiai festéssel megfigyeltiik, hogy a bél nyalkahartya
rétegében 1évé GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitdsa az ileumban volt a legnagyobb.
Akut hiperglikémia hatasara egyik bélszakaszban sem mutatott véltozast ezeknek a
sejteknek a denzitdsa, mig kronikus hiperglikémia hatdsara a vastagbélben szignifikans
novekedést figyeltiink meg.

» Elektronmikroszképos modszerrel igazoltuk, hogy a GLPIR-t jelold aranyszemcsék

denzitasa a kontroll allatok duodenumdban a legmagasabb, amely kronikus diabétesz
hataséra szignifikansan lecsokkent, mig a tobbi bélszakaszban valtozatlan maradt.
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IX. Koszonetnyilvanitas
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nyujtottak.
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Koszonettel tartozom a munkatirsaimnak is; Dr. Barta Bencének, aki tanulmédnyaim elején a
laboratériumi munkdakra betanitott és rengeteg hasznos tanaccsal ellatott; Onhausz Benitanak,
akitél a precizitast elsajatithattam és mindig batoritd tanacsaival halmozott el. Egykori
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gondozasaban nyujtott folyamatos segitségért.
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hogy a SZTE TTIK Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszéken végezhessem doktori
munkdmat, valamint a Tanszék minden munkatarsanak a tdimogatast és segitséget, melyet munkam
soran biztositottak.

K6szonom a SZTE Pathologiai Intézet munkatérsainak, Dr. Szildgyi-Szogi Titanillanak és
Németh Erikdanak, hogy az elektronmikroszképos munkék soran kivald szakmai tudasukkal
mindig segitettek.

Végtelentil halas vagyok a csaladomnak, hogy tanulmanyaim soran szeretetteljesen
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nem hagyta, hogy elcsiiggedjek soha. Halas vagyok édesapamnak, aki bolcs utmutatisaival
megerdsitett. Koszondm szépen a testvéremnek, aki legjobb bardtomként mindig meghallgatott és
batoritott. Végiil, de nem utolsdé sorban halas kdszonettel tartozom a férjemnek, aki kitartott

mellettem és motivalt sokszor, amely doktori tanulmanyaim soran sok erdt és kitartast adott.
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