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I. BEVEZETES

A cukorbetegség (diabetes mellitus) korunk egyik leggyakoribb betegsége, melyet az
inzulin relativ vagy abszolut hidnya jellemez. A cukorbetegségben a szénhidrat anyagcsere
felborul, aminek kovetkezményeként a zsir- €s a fehérje anyagcsere is érintett lesz. A diabétesz
egyik sulyos szovodménye a diabéteszes neuropatia, amely az egész szervezetet érintheti €s
jelentdsen ronthatja az életmindséget.

Munkacsoportunk korabban tanulmanyozta az 1-es tipusu diabétesz és az entericus
neuropatia Osszefiiggéseit allatmodellben. A myentericus neuronokat €s annak nitrerg
neurokémiai valtozasokat és neuronpusztulast okozott. A késébbiekben azokat a tényezdket is
tanulmanyoztak, amelyek ezen regionalis kiilonbségek hatterében allhatnak, mint példaul
kiilonboz6é gyulladasos markerek €s az antioxidans védekezdrendszer kulcsmolekuldinak
expresszioja.

A hasnyalmirigy B-sejtjein kiviil mas sejttipusokban is expresszalddhat inzulin, tobbek
kozott a kozponti idegrendszer neuronjaiban is. Az inzulinnak a szénhidrat anyagcserében
betoltott szerepén tul szamos hatisa van az egész szervezetre. Az inzulin jelatviteli folyamatait a
periférias szoveteken tul az agyban is tanulmanyoztdk, mivel az inzulinnak meghatarozo
szerepe lehet a neuronok tulélésében.

Az inzulin jelatviteli folyamata féként inzulinreceptorokon keresztiil valosul meg és
szamos jelatviteli Gtvonalat indit el a sejtben. Emldésokben két inzulinreceptor izoforma
keletkezik: az A €és a B izoforma, melyek eltérd ligandk6tési affinitast mutatnak. Az inzulin a
receptorahoz kotddve anyagcserejelatviteli kaszkadokat indit el és klatrin- vagy kaveola-
medialt endocitdzissal jut be a sejtbe, ami az inzulin felvételében és kiiiriilésében is fontos.
modon a B -sejteken talalhato glilkagonszer peptid-1 receptor (GLP1R) aktivalasan keresztiil.
Ezen kivil a GLP1 segiti a B-sejtek ndvekedését és tulélését is. A GLP1 periférias
hatadsmechanizmusai tovabbra is tisztazatlanok, az egyik lehetdség, hogy az enteralis neuronok

kozvetitik a bélrendszeri szisztémas hatasokat.



II. CELKITUZESEK

Korabban mar kimutattdk az inzulin expressziojat a kozponti idegrendszerben, azonban

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

vékonybél €s a pancreas kozott szoros egyiittmiikdodés valosul meg. Ezért kisérletes munkank

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

neuronokban. Emellett célul tliztiik ki a GLP1 és receptoranak expresszids valtozasainak

vizsgalatat enteroendokrin sejtekben ill. myentericus ganglionokban. Munkank soran kontroll,

diabéteszes ¢€s inzulin-kezelt diabéteszes patkanyokat felhasznalva a kovetkezd kérdésekre

kerestuk a valaszt:

I1. 1. Inzulin-immunreaktivitas vizsgalata

Eléfordulnak-e inzulin-immunreaktiv (IR) myentericus neuronok a kontroll
allatok kiilonb6z6 bélszakaszaiban? Ha igen, az Osszneuronszamhoz képes
milyen ardnyban?

Megfigyelhet6-e valtozas az inzulin-IR myentericus neuronok ardnyaban akut és
kronikus hiperglikémia hatasara?

Hogyan hat az azonnali inzulinkezelés az inzulin-IR neuronok szézalékos
aranyara?

Hogyan valtozik az inzulin-IR neuronok ardnya a nitrerg myentericus
populacidban akut €s kronikus hiperglikémias allatokban?

Hogyan valtozik az inzulin mennyisége a myentericus ganglionokban, valamint
a hasnyalmirigy szigeteiben és exokrin allomanyéaban kronikus hiperglikémia
hatéséara?

Milyen  valtozast mutat az inzulin expresszidja a  bélszdveti
homogenizatumokban, kimutathato-e inzulin mRNS expresszié a patkanyok

kiillonbozo bélszakaszaiban?

I1. 2. Gliikagonszerii peptid-1 és receptoranak vizsgalata

Megfigyelheto-e valtozas a GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitasaban akut és
kronikus hiperglikémia hataséara?

Hogyan valtozik a GLP1R denzitdsa a myentericus ganglionokban egészséges €s
diabéteszes allatok esetében?

Hogyan valtozik a GLP1-IR ¢és GLPIR-IR sejtek 0Osszteriilete a pancreas

Langerhans-szigeteiben kronikus hiperglikémia hatasara?
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérleteink soran felhasznalt allatok tartasa és kezelése az etikai eldirasoknak, illetve
a Magyarorszagon hatalyos torvényi szabdlyozdsnak megfeleléen, engedéllyel tortént
(XX/1487/2014 és XX/1636/2019).

Egy hetes (akut) és tiz hetes (kronikus) hiperglikémia hatéasat fiatal felnétt, him Wistar
patkanyokon vizsgaltuk. Az akut hiperglikémias patkanyokat random médon kontroll (n=6) és
streptozotocin (STZ)-indukalt kezeletlen diabéteszes (n=8) csoportokra osztottuk. A krénikus
allatkisérlet esetében a kontroll (n=17) és STZ-indukalt kezeletlen diabéteszes (n=16)
csoportokat kiegészitettiik még egy STZ-indukalt inzulin-kezelt (n=14) allatcsoporttal is. A
hiperglikémiat egyszeri intraperitonealis STZ-injekcioval indukéltuk (60 mg/testtomeg kg).
Azon allatokat tekintettiik diabéteszesnek, melyek farokvénajabol a STZ kezelés utan 48 éraval
18 mmol/L feletti vércukorszintet mértiink. Az inzulin-kezelt csoport allatai naponta kétszer,
reggel (3 NE) és délutan (3 NE) szubkutan inzulin injekciot kaptak (Humulin M3). Az
alkalmazott inzulin dozisok beallitdsa a vércukorszint szigord monitorozasaval tortént. A
szurasi stressz kivaltasa érdekében a kontroll és kezeletlen diabéteszes allatok ekvivalens
mennyiségl fizioldgids soéoldatot kaptak szubkutan injekcio formajaban.

Az akut és a kronikus allatkisérleti periodusok leteltével allatainkat felaldoztuk. A
kiilonbozd bélszakaszokbol és a pancreasbol szovetmintdkat vettiink, melyeken fluoreszcens
immunhisztokémiai, aranyjeloléses posztembedding elektronmikroszkopos, valamint
molekularis bioldgiai vizsgalatokat (ELISA, RT-PCR) végeztiink.

A fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatokkal hatdroztuk meg az inzulin-IR
a pancreasban. Az inzulin-IR sejtek tanulmanyozdsdhoz a whole-mount prepardtumokon
harmas jelolést alkalmaztunk: inzulin ellen termeltetett elsddleges antitestet hasznaltunk az
inzulin-IR entericus neuronok jeldlésére, anti-periferint panneuronalis markerként, és anti-
nNOS antitestet a nitrerg neuronok jeldlésére. Az inzulin-IR és az inzulin-nNOS-IR neuronok
aranyat az 0sszneuronszamhoz képest hataroztuk meg, illetve az inzulin-nNOS-IR neuronok
aranyat a nNOS-IR myentericus neuronokhoz is viszonyitottuk. A GLP1-IR sejtek denzitasat
anti-GLP1 primer antitest felhasznalasaval és sejtmagfestéssel tettiik lathatova. A bélmintakbol
késziilt paraffinos metszeteken meghataroztuk az adott teriiletre es6 GLP1-IR enteteroendokrin
sejtek szamat, illetve 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. Aranyjeldléses posztembedding

elektronmikroszkopia soran ultravékony metszeteken tanulmanyoztuk az inzulin és a GLPIR
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szubcellularis lokalizaciojat és denzitdsdt a myentericus ganglionokban. Az inzulin
aranyszemcsék kvantifikdcioja soran pancreas mintakat is hasznaltunk belsé kontrollként. A
molekuléris vizsgalatokoz a bél simaizomzatat €¢s myentericus plexusat (ELISA), és teljes
bélfalat (RT-PCR) tartalmazo6 széveti homogenizatumokat hasznaltunk.

Két csoport 0sszehasonlitasa esetében (akut allatkisérlet) a Mann-Whitney-féle T-tesztet
alkalmaztuk, mig tobb csoport elemzése esetében (kronikus allatkisérlet) Kruskal-Wallis és

Dunn-féle tobbszoros osszehasonlitasi tesztet hasznaltunk.

IV. EREDMENYEK

Az akut allatkisérlet egy hetes idGtartama alatt a kontroll és a diabéteszes csoportba
tartozo allatok teststilya egyarant gyarapodott a kezdeti testtomeghez viszonyitva, ugyanakkor a
hiperglikémias allatoknal megnovekedett a folyadékbevitel és a vizeletiirités mértéke. A
kronikus kisérlet sordn a kezeletlen diabéteszes csoport testsulya mérsékeltebben ndvekedett,
mozgékonysaguk fokozatosan hanyatlott, folyadékbevitelik szamottevéen emelkedett, és
rendkiviil sok vizeletet produkaltak. A hasilireg felnyitdsa utdn a cukorbeteg allatoknal a
bélrendszer duzzadt ¢és kékes-lila arnyalati volt, amit mind az akut, mind a kronikus vizsgalat
soran észleltiink. Az inzulinnal kezelt allatok aktivitasi szintje, testtomegiik novekedése és
folyadékbevitele megegyezett a kontroll csoport egyedeiével, ami a vércukorszint eredményes
szabalyozasanak kdszonheto.

Fluoreszcens immunhisztokémiai festéssel és posztembedding elektronmikroszkopos
vizsgélattal is inzulin-immunreaktivitdst mutattunk ki kontroll, valamint akut és kronikus
hiperglikémias patkanyok myentericus neuronjaiban. Az inzulin-IR myentericus neuronok
Osszneuronszamhoz viszonyitott aranya bélszakasz-specifikus kiilonbségeket mutatott, a
kontroll allatokban a duodenumban alacsonyabb volt (2-4%), mig disztalis irdnyba haladva a
dupldjara nétt (8-9%). Ez az arany akut hiperglikémia hatdsara a duodenum kivételével
megndtt, kronikus hiperglikémia hatasara pedig a colonban lecsdkkent, mig a duodenumban
nem valtozott. Az azonnali inzulinkezelés a colonban csak részben védte ki a diabéteszes
valtozéasokat.

Az inzulin-nNOS-IR myentericus neuronok a kontroll allatokban legnagyobb aranyban
a colonban fordultak eld (8%), mig a duodenumban 1ényegesen alacsonyabb volt (2% alatt).
Akut hiperglikémia hatisara ez az arany a duodenumban valtozatlan maradt, az ileumban és a
colonban viszont szignifikansan megnétt a kontrollhoz képest. Kronikus hiperglikémia hatasara

ezen neuronok ardnya egyik bélszakaszban sem valtozott.



A kronikus allatkisérletiinkben az elektronmikroszkopos vizsgéalataink megerdsitették a
fluoreszcens immunhisztokémiai eredményeket, mely szerint az inzulin kontroll mintadkban a
bél disztalis régioiban nagyobb mennyiségben van jelen. Az inzulint jel6l6 aranyszemcsék
szama diabétesz hatasara a duodenum myentericus ganglionjaiban szignifikdnsan megnétt, az
ileumban valtozatlan maradt, mig a colonban szignifikansan lecsdokkent a kontrollhoz
viszonyitva. Az inzulinkezelés részben védte ki a diabéteszes valtozasokat a colonban, mig a
duodenumban az aranyszemcsék szama a kontroll érték alé csokkent.

Inzulin mRNS expressziot nem detektaltunk sem a kontroll, sem a diabéteszes
allatokbol szarmazo6 bélmintdkban. valamint a diabéteszes pancreas mintdkban sem.

A GLPI1-IR enteroendokrin sejtek denzitdsa az ileum nyalkahartydjaban volt a
legmagasabb. Akut hiperglikémia hatdsara egyik bélszakaszban sem mutatott valtozast a GLP1-
IR enteroendorin sejtek denzitasa, mig kronikus hiperglikémia soran a vastagbélben
szignifikansan megndvekedett.

Elektronmikroszképos munkank soran azt talaltuk, hogy a GLPIR-t jelolo
aranyszemcsek denzitdsa kontroll allatok duodenumdban volt a legmagasabb, ahol kronikus
diabétesz hatasara az aranyszemcsék denzitasa lecsOkkent, mig a tobbi bélszakaszban
valtozatlan maradt.

A hasnyalmirigy szigetsejtekben a GLP1 és GLPIR eloszlasat vizsgalva azt talaltuk,
hogy kontroll koriilmények kozott a GLP1R-IR sejtek foglaltak el nagyobb teriiletet a teljes

crer

helyezkedtek el.

V. KONKLUZIO

Tudomasunk szerint els6ként azonositottunk inzulin-IR myentericus neuronokat, illetve
hataroztuk meg ezek aranyat a nitrerg myentericus szubpopulacidban.

Az inzulin-IR neuronok ardnya az egészséges allatok bélszakaszaiban is regionalis
kiilonbségeket mutatott, ennek ardnya az ileumban és a colonban volt a legmagasabb. Akut
hiperglikémia hatasara az inzulin-IR neuronok aranya a vizsgalt bélszakaszok mindegyikében
megndtt, mig a kronikus hiperglikémia hatdsara a vastagbélben lecsokkent. Tehat a
hiperglikémia id6tartama befolyasolja ezen neuronok aranyat. Az inzulin mRNS hianya a
bélmintakban arra utal, hogy a myentericus neuronok a kornyezetiikbdl vehetik fel az inzulint.

Az inzulin-IR nitrerg neuronok aranya szintén bélszakasz-fiiggd kiilonbségeket
mutatott, a kontroll allatok vastagbelében volt a legmagasabb. Akut hiperglikémia soran az

inzulin-IR nitrerg neuronok ardnya az ileumban és a colonban megnétt, mig kronikus
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hiperglikémia hatasara egyik bélszakaszban sem valtozott. Mivel csoportunk korabbi
eredményei szerint kronikus hiperglikémiadban a nitrerg neuronok szdma minden vizsgalt
bélszakaszban csokken, tigy gondoljuk, hogy a nitrerg neuronok szamara az inzulintartalom
protektiv szereppel birhat.

Az inzulin szubcellularis el6fordulasat tanulményozva a myentericus ganglionokban azt
talaltuk, hogy az inzulin leginkdbb membranhoz kotdtten vagy vezikuldkban talalhatd meg.

Az inzulin génexpressziot €s bioszintézisét befolyasol6 GLP1 és annak receptora is
bélszakasz-specifikus kiilonbségeket mutatott. A GLP1-IR enteroendokrin sejtek denzitasa az
ileum nyalkahartydjaban volt a legmagasabb. Akut hiperglikémia hatdsara a GLP1-IR
enteroendokrin sejtek denzitasa egyik vizsgalt bélszakaszban sem valtozott, mig krénikus
hiperglikémia hatdséara a colonban szignifikansan megnott.

Tehat az altalunk tanulméanyozott inzulin-IR neuronok és nitrerg szubpopulaciojuk
bélszakasz-fliggd valtozatossdgot mutatnak, illetve a hiperglikémia idétartama is meghatarozo
ezen entericus neuronok aranyanak alakuldsdban. Feltételezésiink szerint a myentericus
neuronok inzulintartalmanak regionalis valtozasa hozzdjarulhat a neuronok diabéteszes

karosodassal szembeni védelméhez.

VI. 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 its complexity, the enteric
nervous system is capable of functioning independently of the central nervous system, creating
its own enteric reflexes that regulate the functioning of the digestive system. Previously, our
research group reported the gut region-specific damage of nitrergic myenteric neurons and
regional response to immediate insulin treatment in a type 1 diabetic rat model. It is proved that
insulin has a crucial role in cell survival, but the insulin expression in the enteric nervous system
has not been studied before. Therefore, our primary aim was to investigate the presence of
insulin in myenteric neurons especially in the nitrergic subpopulation. While the glucagon-like
peptide-1 (GLP1) as an incretin is connected to enhancement of glucose stimulated insulin
secretion, we also aimed to study the gut region-specific expression of GLP1 and its receptor.
(GLPIR)

Adult male Wistar rats were randomly divided into control, streptozotocin-induced
diabetic and insulin-treated diabetic groups. After one or 10-week of experimental periods
duodenal, ileal and colonic segments were removed and processed for fluorescent

immunohistochemistry, post-embedding electron microscopy, ELISA and PCR.
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We firstly identified the presence of insulin in myenteric neurons by fluorescent
immunohistochemistry. The proportion of insulin-immunoreactive (IR) myenteric neurons was
cc. 2-4% in the duodenum and 8-9% in the ileum and colon of control rats. In the duodenum, this
proportion did not change either in acute or chronic hyperglycaemia. At the same time, this
proportion significantly increased in the ileum and colon of acutes, and markedly decreased in
the colon of chronic diabetic rats. However, the proportion of the insulin-nNOS-IR myenteric
neurons remained unchanged in all segments of chronic diabetic rats.

By electron microscopy, increased density of insulin-labelling gold particles was
revealed in diabetic duodenum of the chronic experiment. ELISA also proved the insulin
content of intestinal tissue, while insulin mRNA was not detected with PCR.

GLPI1-IR enteroendocrine cells located in the highest number in the ileal mucosa. In
acute diabetic rats, the density of GLP1-IR cells did not change in any gut segments, while it
increased only in the colon of chronic diabetics. In myenteric ganglia of controls the density of
GLP1 receptor-labelling gold particles was the highest in the duodenum. Due to diabetes the
density of GLPIR labelling gold particles was significantly decreased in the duodenum, but did
not change in other segments.

To sum up, the presence of insulin-containing myenteric neurons was identified and
their time-dependent changes during diabetes was also revealed in our work. Region-specific
changes of the insulin content of myenteric neurons, GLP1-expressing enteroendocrine cells
and GLPIR-IR enteric neurons may contribute to the survival of neurons in the myenteric

ganglia located in different gut segments.
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