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ROVIDITESEK MAGYARAZATA

AGEs
AGEs-ALB
ANOVA
ATP
BH4
BM

BSA
cAMP
Cav-1
cGMP
CSD
DEPC
DNS
eNOS
ENS
FAD
GDNF
GFAP
HEPES
HO
Hsp90
HuC/HuD
INOS
JAMs
LDL
MMP
MP
MRNS
mtsai.
NADPH

elérehaladott glikacios végtermékek (advanced glycation end-products)
irreverzibilisen glikalt albumin

egyfaktoros varianciaanalizis (variance of analysis)

adenozin-trifoszfat (adenosine-triphosphate)

tetrahidrobiopterin

bazélis membran (basement membrane)

borju szérum albumin (bovine serum albumin)

ciklikus adenozin-monofoszfat (cyclic adenosine-monophosphate)
caveolin-1

ciklikus guanozin-monofoszfat (cyclic guanosine-monophosphate)
caveolin horgonyz6 domén (caveolin-scaffolding domain)
dietil-pirokarbonat (dietil-pirocarbonate)

dezoxi-ribonukleinsav

endothelialis nitrogén-monoxid-szintaz (endothelial nitric oxide synthase)
bélidegrendszer (enteric nervous system)

flavin-adenin-dinukleotid

gliasejt-eredetii neurotrofikus faktor (glial cell-derived neurotrophic factor)
glialis fibrillaris savas protein (glial fibrillary acidic protein)
4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etan-szulfonsav

hemoxigenaz (hemoxigenase)

hdésokk fehérje 90 (heat shock protein 90)

human neuronalis fehérje

indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz (inducible nitric oxide synthase)
sejtkapcsold adhézios molekuldk (junctional adhesion molecules)
alacsony-denzitasu lipoprotein (low-density lipoprotein)

matrix metalloproteindz (matrix metalloproteinase)

myentericus plexus

messenger (hirvivd) ribonukleinsav

munkatarsai

redukalt-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (reduced-nicotinamide-

adenine-dinucleotide-phosphate)
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NADPH-d  redukalt-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz (reduced-
nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate-diaphorase)

NANC nem adrenerg, nem kolinerg (non-adrenergic, non-cholinergic)
NGF idegi novekedési faktor (nerve growth factor)

nNOS neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (neuronal nitric oxide synthase)
NO nitrogén-monoxid (nitric oxide)

NOS nitrogén-monoxid szintaz (nitric-oxide synthase)

NPY neuropeptid Y

NT-3 neurotrophin-3

PB foszfat puffer (phosphate buffer)

PCR polimeraz lancreakcié (polimerase chain reaction)

PKC protein kinaz C

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén szdrmazékok (reactive oxygen species)

RT reverz transzkripcid

SDS natrium-dodecyl-szulfat (sodium-dodecyl-sulphate)

SDS-PA natrium-dodecyl-szulfat-poliakrilamid (sodium-dodecyl-sulphate-

polyacrilamide)

SEM szoras (standard error of mean)

STZ streptozotocin

TBS TRIS-pufferes sooldat (TRIS buffered saline)

TBST Tween-20-at tartalmaz6 TRIS-pufferes sooldat (TRIS buffered saline with
Tween-20)

TJK szoros sejtkapcsolatok (tight junctions)

TNF-a tumor nekrozis faktor-alfa

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

VEGF endothelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)

VIP vazoaktiv intesztinalis polipeptid (vasoactive intestinal polipeptide)

Az idegen kifejezéseket az Orvosi Helyesirasi Szotar (Akadémia Kiado, Bp., 1992)
szabalyainak megfelelden alkalmaztam, az in. vagylagos irdst cimszavak esetén altalaban

a magyaros irasmodnak megfelelden.



I. BEVEZETES

l. 1. A bélidegrendszer altalanos felépitése és miikodése

Az emlds bélcsatorna rendkiviil sokféle feladatot lat el. Ezek kozé tartozik a
tapanyagok, az ionok és a viz felszivasa, a béltartalom tovabbitasa, a szekrécio, a
patogénekkel szembeni védelem, valamint a felesleges és karos anyagok eltavolitasa is. A
bélcsatorna kiilonbozé funkcidinak szabalyozasat, igy az abszorpcid, a szekrécid és a
motilitds Osszehangolasat egy komplex idegi halézat, a bélidegrendszer (ENS; enteric
nervous system) végzi (Bush, 2002). Az ENS, melyet entericus neuronok és gliasejtek
halézata épit fel (Furness €s Costa, 1987), a bélcsatorna teljes hosszaban, a nyeldcs6tdl a
belsé analis zardizomig huzddik a bélfalban, de megtalalhatdo az epeholyag falaban és a
hasnyalmirigyben is (Furness, 2006; Di Nardo és mtsai., 2008).

Az ENS a szimpatikus és a paraszimpatikus idegrendszer mellett, az autondém
idegrendszer harmadik, s egyben legkomplexebb divizidja (Langley, 1921), neuronjainak
szdma a gerincvelot felépitd idegsejtek szamahoz hasonld (Costa és mtsai., 2000). Az
ENS-t a kdzponti idegrendszert6]l nagymértékben fiiggetlen mitkddés jellemzi (Gershon ¢€s
mtsai., 1994; Gershon, 1999). Az itt megvalosuld 6nallo szabalyozést az ENS-ben talalhato
érz6-, inter- és motorneuronok egyiittes el6fordulasa teszi lehet6vé, melyek révén lokalis
reflexivek alakulnak ki a bél teriiletén (Furness, 2000). Ezek a helyi reflexkorok iranyitjak
a perisztaltikat, a bél nyalkahartyajanak valadéktermelését, a viz- €s ionszekréciot (Furness
¢és Costa, 1987), a vérellatast (Vanner és Surprenant, 1996), a nyalkahartya hamsejtjeinek
novekedését (Santos és Perdue, 2000; Holle és mtsai., 2003), valamint az epehdlyag és a
hasnyalmirigy miikodését is (Kirchgessner és Gershon, 1990). Ugyanakkor az ENS szoros
strukturalis és funkcionalis kapcsolatban all a kozponti idegrendszerrel és az autondém
ganglionokkal is (Tan ¢és mtsai., 2009; Olsson és Holmgren, 2010; Ratcliffe, 2011). Az
ENS-ben a kdzponti idegrendszer klasszikus ingeriiletatvivé anyagai mellett szamos peptid
természeti szigndlmolekula (NPY; neuropeptid Y, VIP; vazoaktiv intesztinalis polipeptid)
¢és egyéb neurotranszmitter (NO; nitrogén-monoxid, ATP; adenozin-trifoszfat) is fontos
szabalyozo szerepet tolt be (Lomax és Furness, 2000; Hens és mtsai., 2001).

Az ENS-t felépité neuronok és gliasejtek a duclécsejtekbdl szarmaznak, az
egyedfejlodés korai szakaszdban vandorolnak az emésztOszervrendszerbe (Newgreen és

Young, 2002a,b; Anderson ¢és mtsai., 2006), ahol idegfonatokat, plexusokat alkotnak. A
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magasabb rendii gerincesek bélcsatorndjaban két nagy gangliondlt és tobb kisebb, nem
ganglionalt plexust figyelhetiink meg (Meissner, 1857; Auerbach, 1864). A ganglionalt
plexus myentericus (Auerbach-plexus) és plexus submucosus (Meissner-plexus) teriiletén a
neuronok szabalyos ganglionokba rendezddnek, az egyes ganglionokat pedig internodalis
szegmentek kotik 0ssze (1. dbra). A myentericus plexus (MP) a bélfal kiilsd hosszanti és
belsd korkords izomrétege kozott helyezkedik el (1. abra), elsédleges feladata a
bélperisztaltika 0Osszehangolt miikodésének biztositasa. A korkords izomréteg ¢€s a
submucosa kozott talalhatd submucosus plexust kisebb ganglionok és rostok alkotjak (1.
abra). Ez a plexus a bélfal mucosa ¢és submucosa rétegét innervalja, s igy a
szekretomotoros miikodések szabalyozasaban jatszik fontos szerepet (Costa és mtsai.,

2000).

Myentericys plexus

Korkoérds simaizom

Hosszanti
simaizom

Mucosa

D
Submucosus
plexus

1. abra A myentericus €s a submucosus plexus elhelyezkedése a bélfal szoveti rétegei
kozott (Furness, 2007, nyoman).



A plexusok felépitése, a ganglionok mérete, valamint a neuronok szama jelentds
kiilonbségeket mutathat attol fiiggéen, hogy milyen fajt, bélszakaszt vagy életkort
vizsgalunk (Newgreen és Young, 2002a; Bodi és mtsai., 2009).

Az entericus neuronok funkcidjukat, morfologiajukat és neurokémiai sajatsagaikat
tekintve rendkiviil sokfélék lehetnek (Costa és mitsai., 2000; Furness, 2000; Lomax és
Furness, 2000; Furness, 2006; Qu ¢és mtsai., 2008). Mivel munkank soran a diabétesszel
Osszefiiggd nitrerg myentericus neuropatia hatterét vizsgaltuk, ezért a kovetkezOkben csak

a nitrerg rendszer irodalméarol adok részletesebb attekintést.

I. 2. Nitrerg myentericus neuronok

Az ENS kontrakciot kivaltd, serkentd neuronjai, hasonléan mas izom-
motorneuronokhoz, kolinergek. Azonban a bélben a gatl6 ingeriiletatvitel féleg az un. nem
adrenerg, nem kolinerg (NANC; non-adrenergic, non-cholinergic) transzmisszioval valosul
meg (Bogers ¢és mtsai., 1991; Bredt és Snyder, 1994; Mashimo ¢és mtsai., 1996). Az ilyen
NANC gatl6 neuronok elsésorban NO-ot és VIP-et szabaditanak fel (Furness, 2000). A
nitrerg myentericus neuronok a perisztaltikus reflex leszalld fazisat szabalyozzak,
relaxaljak a simaizmot (Furness, 2000). A nitrerg neuronok tobbsége Dogiel I-es
morfoldgiat mutat: az ovalis sejttestbdl tobb révid, vastag dendrit és egy hosszi axon ered
(Van Ginneken ¢és mtsai., 1998; Jarvinen ¢és mitsai., 1999). A nitrerg neuronpopulacid
alapvetden kétféle sejttipust tartalmaz: leszallo gatld interneuront ¢€s gatld izom-

motorneuront (2. abra) (Furness, 2000; Brehmer és mtsai., 2006).



ORALIS ABORALIS

Hosszanti izom
Myentericus plexus

Korkoros izom

Submucosus plexus

2. abra A nitrerg myentericus neuronok szabalyozzdk a bélmotilitas leszalld gatlasat. A
nitrerg neuronpopulacié kétféle neuront tartalmaz: leszallé gatlod interneuront (I) és gatlo
izom-motorneuront (M) (keret) (Lomax és mtsai., 2006, nyoman).

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a NO gatldo neurotranszmitterként szabalyozza a
bél motilitdsat (Moncada és mtsai., 1991; Lefebvre, 1995). A NO szintézisét L-argininbdl a
NO szintaz (NOS) enzim katalizalja, mikdzben citrullin is képzddik. A NOS-nak harom
izoformdja ismert: neuronalis NOS (nNOS/NOS1), endothelialis NOS (eNOS/NOS3) és
indukalhaté NOS (iNOS/NOS2). Ma mar tudjuk, hogy az egyes izoformak eléfordulasa
joval szélesebb korli, mint amelyre a neviik utal. A hagyomanyosan konstitutivnak tartott
nNOS ¢és eNOS expressziojanak szintje is befolyasolhatd bizonyos koriilmények kozott,
mig az iNOS is termelédik konstitutiv modon bizonyos sejtekben (Michel és Feron, 1997).
A nitrerg neuronok magas redukalt-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-diaforaz
(NADPH-d) aktivitassal rendelkeznek (Thomas és Pearse, 1961), melynek mennyisége
korrelal a nNOS mennyiségével, ezért gyakran NADPH-d enzimhisztokémiat hasznalnak a
nitrerg populacio jeldlésére.

A NO kiilonbozik a klasszikus transzmitterektol; nem raktarozodik vezikulakban,
¢s az idegingeriilet hatasdra nem kvantumokban szabadul fel. Gaz halmazallapota révén
konnyedén kijut a sejtekbdl és bediffundal a célsejtekbe (Bredt, 1999), ahol nincs
hagyomanyos értelemben vett receptora, hanem kozvetleniil aktivalja a guanilat ciklazt, igy
eldsegiti a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) szint ndvekedését, mely végiil a

crer

onmagaban, hanem mas neuromodulatorokkal egytitt fordul eld az idegsejtekben. Gyakran



kolokalizal a VIP-del (Furness, 2000; Brehmer és mtsai., 2004), mellyel kdlcsondsen
serkentik egymas felszabadulasat (Allescher és mtsai.,, 1996). Mind a két molekula a
bélperisztaltika leszallo gatlasdnak szabalyozasdban vesz részt (Kerdnen és mtsai., 1995),
de a szabalyozast eltéré mechanizmusokkal valositjak meg: mig a NO a ¢cGMP szintet
emeli, addig a VIP a ciklikus adenozin-monofoszfatot (cAMP) termelé adenilat ciklazt
aktivalja.

A nitrerg rendszer kvantitativ  tulajdonsagait szamos allatmodellben
tanulmanyoztak mar a kiilonb6zo bélszakaszokban (Jarvinen és mtsai., 1999; Roman ¢és
mtsai., 2004; Bodi és mtsai., 2009), az egyes életkorokban (Phillips és Powley, 2007), az
egyedfejlodés (Timmermans és mtsai., 1994; Van Ginneken és mtsai., 1998; Roman és
mtsai., 2004), valamint a kiilonb6z6 patologiés allapotok (Spéngéus €s mtsai., 2000; Izbéki
¢s mtsai., 2008) sordn. A myentericus neuronok nitrerg szubpopulacidja kiiléndsen érintett
a kiillonb6zo emésztdcsatornat érintd betegségek soran kialakuld neuropatidban, igy a
diabéteszben (Takahashi és mtsai., 1997; Cellek ¢és mtsai., 1999; Cellek és mtsai., 2004;
Izbéki ¢és mitsai.,, 2008), a kronikus alkoholizmusban (Krecsmarik és mtsai., 2006;
Bagyéanszki és mtsai., 2010; 2011) és a gyulladasos betegségekben is (Lomax és mtsai.,
2005).

I. 3. Diabéteszes nitrerg neuropatia

A diabéteszes gasztroenteropatia patomechanizmusa rendkiviil osszetett folyamat,
melyhez nagymértékben hozzdjarul az ENS sériilése. A kiilonb6zd entericus
neuronpopuléciok kiilonb6zé mértékben reagalnak a diabéteszes éllapotra. Irodalmi
adatokbol tudjuk, hogy a myentericus neuronok nitrerg szubpopulacidja kiilondsen érintett
a diabétesz soran kialakuldé neuropatidban. A diabéteszes betegek tobb mint 75%-anal
gyakran jelentkeznek kiilonb6z0 gasztrointesztindlis problémak, ugymint a dysphagia,
reflux, korai jollakottsag, gastroparesis, vagyis a gyomor tiriilésének késése, hanyas, hasi
fajdalom, székrekedés vagy hasmenés (Verne és Sninsky, 1998; Maleki és mtsai., 2000;
Bytzer és mtsai., 2001; Chandrasekharan €s Srinivasan, 2007; Tang és Friedenberg, 2011).
Ezeknek a gasztrointesztinalis tiineteknek a kialakuldasdhoz a nitrerg innervacio sériilése is
hozzéjarul (Watkins és mtsai., 2000; Yu és mtsai., 2000). Diabéteszes allatmodellben a
nitrerg innervacid roncsolasa szintén motilitdsi rendellenességekhez vezet (Martinez-

Cuesta és mtsai., 1995).
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A szakirodalom rendkiviil sok ellentmondéasos adattal szolgal arra nézve, hogy
kisérletesen indukalt diabéteszes modellekben milyen nitrerg neurondlis valtozasok
jatszodnak le a gyomor-bél traktus kiilonb6z6 szakaszaiban, illetve kiilonb6z6 fajokban. A
gyomor (Takahashi és mtsai., 1997; Watkins és mtsai., 2000), a duodenum (Spangéus ¢€s
mtsai., 2000), a colon (Yoneda és mtsai., 2001) és a human jejunum (He és mtsai., 2001)
MP-aban csokkent nNOS expressziot figyeltek meg, ezen kiviil a NO-fiiggd relaxacio is
sérilt a diabéteszes modellekben. Diabéteszes human colonban a nitrerg neuronok fokozott
apoptozisat és a ganglionok méretének csokkenését figyelték meg (Chandrasekharan és
mtsai., 2011). Az ileum teriiletén azonban megndvekedett nNOS expressziot mutattak ki
(Zanoni és mtsai., 2003). Mas vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy diabéteszes patkany
duodenumaban (Adeghate és mtsai., 2003) ¢és tengerimalac ileumaban (LePard, 2005) a
nitrerg neuronok szadma nem valtozott. Zandecki és mtsai. (2008) spontdn diabéteszes
patkanyok jejunumdban szelektiv nitrerg motoros diszfunkciot és csokkent nNOS fehérje
expressziot igazoltak.

Cellek ¢és mtsai. (2003) a nitrerg neuropatia kialakulasat két fazisra bontjak. A
diabétesz elsd, korai szakaszdban a degenerativ folyamatok hatasara, valosziniileg az
axonalis transzport sériilése miatt a nitrerg neuronok axonjaiban csokken a nNOS
expresszidja, mig a sejttestekben a nNOS szintje véltozatlan marad. Ez a folyamat még
reverzibilis, inzulin-kezelés hatasara visszafordithat. A betegség el6rehaladtaval a nNOS
mennyisége felhalmozddik a sejttestben, igy fokozddik a NO termelés. Mindez egyiitt jar
az el6rehaladott glikacioés végtermékek (AGEs; advanced glycation end-products)
felhalmozodasaval, ami fokozott oxidativ stresszt, majd a nitrerg neuronok pusztuldsat
idézi eld. Ez a folyamat azonban mér irreverzibilis (Cellek, 2004; Cellek és mtsai., 2004).

Kutatocsoportunk nemrégiben streptozotocin (STZ)-indukalt diabéteszes patkdnyok
kiilonb6zd bélszakaszaiban tanulmanyozta a nitrerg myentericus neuronok kvantitativ
tulajdonsagait, valamint az azonnali inzulinp6tlas hatasait (Izbéki és mitsai., 2008). A
nitrerg sejteket NADPH-d hisztokémiai festéssel, mig a myentericus 0sszneuronszamot
HuC/HuD pan-neuronalis markerrel jeloltiik. A diabéteszes allatokban a duodenum volt az
egyetlen bélszakasz, ahol az 6sszneuronszam nem valtozott, mikozben a NADPH-d-pozitiv
sejtek szama csokkent (3-4. abra). A diabéteszes csoport ileumaban, a jejunumban ¢és a
colonban mind a nitrerg, mind a myentericus dsszneuronszam szignifikansan csokkent (3-
4. abra). Az azonnali inzulin-kezelés a duodenumban ¢és a jejunumban nem akadalyozta
meg a diabétesz okozta nitrerg neuronszam-csokkenést, az ileumban €s a colonban

azonban hatasosnak bizonyult (3-4. dbra), ott a nitrerg sejtek szdma megegyezett a kontroll
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allatokban szamoltakkal (Izbéki és mtsai., 2008). Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a
bélcsatorna kiilonboz6 szakaszaiban levd nitrerg myentericus neuronok diabétesz hatdsara
kiilonb6z6 meértékben sériilnek, illetve az azonnali inzulin-kezelésre adott valaszuk is

bélszakasz-specifitast mutat (Izbéki és mtsai., 2008).
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3. abra NADPH-d-pozitiv myentericus neuronok denzitasa kontroll (K), diabéteszes (D) és
inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zé bélszakaszaiban. ***p<0,001
(kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05; °*°p<0,001 (D és ID kozott) (Izbéki és mtsai., 2008,
nyoman)
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4. abra HUC/HuD-immunreaktiv myentericus neuronok denzitasa kontroll (K), diabéteszes
(D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zd bélszakaszaiban. *p<0,05;
#4%p<(),001 (kontrollhoz viszonyitva), °*°p<0,001 (D és ID kozott) (Izbéki és mtsai., 2008,
nyoman)
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A diabéteszes nitrerg neuropatia pontos mechanizmusa ma még tisztazatlan,
azonban az elobb emlitett regionalis kiilonbségek felhivjak a figyelmet a neurondlis

mikrokornyezet fontossagara.

I. 4. Az entericus neuronok mikrokornyezetének valtozasai diabéteszben

Az emésztdcsatorna faldban, a simaizomsejtek és a neuronok kozott talaljuk a
Cajal-féle interstitialis sejteket, melyek pacemaker aktivitasuk révén spontan elektromos
lasst hullamokat generalnak és szabalyozzak az entericus neuronok jelatviteli folyamatait
(Sanders, 1996; Thomsen ¢és mtsai., 1998; Sanders és mtsai., 2000; Ward, 2000). A Cajal-
féle interstitialis sejtek denzitdsa a diabéteszes patkdnyok gyomriban lecsdkken, ami
nagyban hozzajarul a gyomor {riilésének késéséhez, a diabéteszes gastroparesis
kialakulasdhoz (Ordog és mtsai., 2000; Wang és mtsai., 2009).

Az ENS legnagyobb mennyiségben el6forduldé nem neurondlis sejtjei az
enterogliasejtek, melyek meghatarozd szerepet jatszanak a bélcsatorna szdveti
integritdsanak fenntartasaban (Liu és mtsai., 2010; Pereira és mtsai., 2011) és a ganglionok
kozelében futd kapillarisok koriili diffuzios gat kialakitasaban is (Rihl, 2005; 2006;
Nezami ¢és Srinivasan, 2010). Ezek a gliasejtek morfologiailag és funkciondlisan a
kozponti idegrendszer astrocytaival mutatnak hasonlosagokat (Gabella, 1972; 1987; Ibba-
Manneschi és mtsai., 1995; Costa és mtsai., 2000). Az enterogliasejtek rendkiviil fontosak
a neuronok megfeleld6 mikrokornyezetének kialakitasaban és fenntartisaban, az altaluk
termelt neurotrofikus faktorok nélkiilozhetetlenek az entericus neuronok életben
maradéasdhoz (Liu és mtsai., 2010). A glidlis fibrillaris savas protein (GFAP) és szamos
neurotrofikus faktor (GDNF, gliasejt-eredetti neurotrofikus faktor; NT-3, neurotrophin-3;
NGF, idegi novekedési faktor) expresszidja csokken a diabéteszes patkdnyok colonjdban
(Du ¢és mtsai., 2009; Liu és mtsai., 2010) €s jejunumaban (Honoré és mtsai., 2011), ami
hozzajarul az entericus neuropatia kialakuldsdhoz. Anitha és mtsai. (2006) megfigyelték,
hogy a diabéteszes allatokban GDNF hatdséra az entericus neuronok apoptozisa csokken.

A neuronok tulélése és mukodése csak optimalis oxidativ koriilmények mellett
valosulhat meg. A diabéteszes allapotra jellemz6 magas vércukorszint kritikus az oxidativ
stressz kialakuladsaban. A gliikkoz auto-oxidacidja és az AGEs képzddésének fokozodasa
eldsegiti a reaktiv oxigén fajtadk (ROS) és a reaktiv nitrogén fajtak képzddését (Bonnefont-

Rousselot, 2002), és csokkenti az endogén antioxidansok (pl. glutation) mennyiségét
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(Pereira és mtsai., 2008), igy kulcsszerepe van a diabéteszes szovodmények kialakuldsdban
(Figueroa-Romero ¢és mtsai., 2008). Az AGEs felhalmozodasa diabéteszes patkany
myentericus neuronjaiban a nNOS expressziot (Korenaga ¢és mtsai.,, 2006), mig
endothelsejtekben az eNOS expressziojat csokkenti (Guo és mtsai., 2002; Xu €s mtsai.,
2003). Ezen kiviil az oxidativ stressz olyan mechanizmusokat is aktival, melyek gliasejtek
altal kozvetitett gyulladast valtanak ki, ami tovabb noveli a neurondlis és vaszkularis
karosodas mértékét. Ezért az endogén antioxidansok podtlasa elengedhetetlen a diabétesz
terapias kezelésében (Shirpoor és mtsai., 2007; Pereira és mtsai., 2008; 2011; da Silva ¢és
mtsai., 2011). Az antioxidans rendszer fontos tagjai a hemoxigenazok (HO) (Kashyap és
Farrugia, 2011). Diabéteszes patkdnyok ileumaban azok az entericus nitrerg neuronok,
amelyek HO-2-t is tartalmaztak, az oxidativ stressz hatdsara nem karosodtak (Shotton és
Lincoln, 2006). A HO-1 indukcidja diabéteszes egerekben csokkentette a ROS
mennyiségét, helyreallitotta a nNOS expresszidjat €s normalizalta a gyomor tiriilését.
Ugyanakkor egészséges egerekben a HO-1 aktivitas gatlasa gastroparesis kialakulasat
eredményezte (Choi és mtsai., 2008).

Az enteralis ganglionok az autoném ganglionokkal ellentétben nem tartalmaznak
véredényeket, ezért a plexus kdzelében futd mesenterialis kapillarisok rendkiviil fontosak
lehetnek az entericus neuronok tapanyag- és oxigénellatasaban, igy a neuronok
mikrokornyezetének kialakitasaban. Ezért a ganglionok mellett futd erek endotheliumanak

miikddészavara potencialis alapja lehet az entericus neuropatia kialakuldsanak.
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I. 5. Diabéteszes érrendszeri szovodmények

A diabetes mellitus a metabolikus betegségek kozé tartozik, tartésan magas
vércukorszint jellemzi. A hyperglykaemia eredhet az inzulin szekrécio teljes hianyabol (1-
es tipusu diabétesz) és/vagy a szervezet inzulinnal szembeni érzéketlenségébdl (2-es tipust
diabétesz) (American Diabetes Association, 2008). Kisérletes koriilmények kozott széles
korben alkalmazzak a STZ-t a diabétesz kivaltasara. A STZ olyan diabetogén agens, mely
citotoxikus hatéast fejt ki a hasnyalmirigy inzulint termeld B-sejtjeire. A STZ gliikkéz
transzporteren keresztiil képes bejutni ezekbe a sejtekbe, ahol DNS karosodast és ROS
generalasat idézi eld, ezaltal a B-sejtek pusztuldsat okozza (Szkudelski, 2001). igy a STZ-
nal kezelt patkanyok alkalmas modellallatok az inzulinhidnyos, 1-es tipust diabetes
mellitus tanulmanyozasdhoz.

A diabéteszes allapot hosszutavii fennallasa kovetkeztében olyan kronikus
szOvodmények alakulnak ki, melyek szinte minden szervet, szervrendszert érintenek. A
periférids neuropdatia kdvetkeztében gyakran észrevétlen sériilések diabéteszes fekélyes 1ab
kialakuldasdt okozhatjdk. Az autondm neuropdtia szdmos gasztrointesztinalis
(Chandrasekharan és Srinivasan, 2007) és kardiovaszkularis (Pfeifer és Schumer, 1994)
tiinet megjelenéséért felelds. A retinopatia akar teljes latasvesztéssel, a nephropatia pedig
veseelégtelenséggel is jarhat. A diabéteszes betegeknél a periférids artéridkat és az agyi
ereket érintd megbetegedések fokozottan eléfordulnak (American Diabetes Association,
2008).

A diabéteszes makroangiopatia a kozepes €s a nagy atmérdju erek, elsésorban a
sziv koszoruerek, az agyi erek és a végtagok artéridinak patofiziologias karosodasat jelenti
(Bortolotto, 2007; Gértner és Eigentler, 2008); nagyfoku érelmeszesedés, atherosclerotikus
plakkok lerakodasai jellemzik. Kialakuldsanak kockazatat a magas vércukorszint mellett a
vérzsirok eltérései €s a magas vérnyomas is fokozza. A mikroangiopatia a kisebb artériak
és kapillarisok strukturalis, molekularis és funkcionalis sériilését jelenti, mely érintheti a
szemben, a vesékben, a tiidében vagy a bélfalban futd véredényeket (5. ébra) is (Barnett,
1991; De Las Casas ¢és Finley, 1999; Roy ¢s mitsai., 2003; Fioretto és Mauer, 2007). A
vércukorszint szigoru kontrollja ugyan csokkenti a kiilonb6z6 keringési szovodmények
kialakulasat (Hill és Fischer, 2010), a kardiovaszkularis események bekovetkezése
azonban még mindig a diabéteszes halalozdsok legfobb kockézati tényezdje (Wong és

mtsai., 2010; Onat, 2011; Okamoto és mtsai., 2011; Yamagishi, 2011).
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A diabétesz mellett szamos mas anyagcserebetegség vagy koros folyamat
patomechanizmusaban is jol ismert az endothelsejtek strukturdlis és funkciondlis sériilése.
Ilyenek példaul a kéros kdvérség, a magas vérnyomads, a magas vér-zsir szint, a dohanyzas
¢s az Oregedés is (Cai és Harrison, 2000; Gimbrone és mtsai., 2000). Mivel a kardio- ¢és
cerebrovaszkularis homeosztazisban meghatarozé szerepet jatsz6 eNOS jelenti a keringési
rendszerben a NO els6dleges fiziologiai forrasat, ezért az endothelium szabalyozo
funkcigjanak sériilése kiindulopontja lehet a kiilonb6zd érrendszeri betegségeknek. Az
endothelsejtek koros mitkddését mar joval a klinikai tiinetek megjelenése eldtt jelzi a
bioldgiailag rendelkezésre allo6 NO mennyiségének csokkenése (Sessa, 2005). A csokkent
NO-szint kovetkeztében sériil a vazodilatacid és ischaemia alakul ki, ami késébb a
diabéteszes neuropatidk kialakulasahoz vezet (De Vriese és mtsai., 2000; Rask-Madsen ¢és
King, 2007; Simionescu és mtsai., 2009).

A kiilonbozo szovetek érzékenysége a diabétesz karos hatasaival szemben eltérd
lehet, ami szorosan Osszefligg a szovetet ellatd erek anatomiai helyzetével (Mompeo és
mtsai., 1998). A nagyszamu klinikai el6fordulds miatt a kapillaris endothelium diabétesz-
okozta valtozésait sokan vizsgaltdk mar a retinaban (Barnett, 1991; Ljubimov és mtsai.,
1996; Roy ¢és mitsai., 2003; Lee és mtsai.,, 2010), a vese glomerulusaiban (Fioretto és
Mauer, 2007; Zhu ¢és mtsai., 2009) és a tiido kapillarisaiban (Pascariu és mtsai., 2004). A
diabétesz hatasat a bélfal kapillarisainak endotheliumdban azonban csak kevesen

tanulmanyoztak (De Las Casas és Finley, 1999; Arshi és mtsai., 2000).

5. abra A bélfalat ellatdo mesenterialis erek reprezentativ makroszkdpos képe.
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I. 5. 1. Az endothelialis bazalis membran valtozasai diabéteszben

A bazilis membran (BM) bonyolult €s magasan szervezett extracellularis matrix,
mely sokféle sejttipussal, mint példaul epithel-, endothel-, izom-, ideg- vagy zsirsejttel
egyarant érintkezik. Az ereket koriilvevd BM filtracios gatként muikodik, fontos a
transzendothelialis transzport és a kapillaris permeabilitas szabdlyozasaban, mechanikai
tamaszt ¢és stabilitast biztosit. F6 alkotoi olyan extracellularis matrix komponensek, mint a
IV-es tipusu kollagén, a glikoproteinek kozé tartozd laminin fehérjecsalad, a
proteoglikanok vagy a nidogének (Paulsson, 1992). Diabéteszben a kapillaris endothelium
sériilésének az elsd morfoldgiai jele a BM megvastagodasa (Williamson és Kilo, 1976;
Martinez-Hernandez és Amenta, 1983).

Diabéteszes betegekben a tiid0 alveolaris epitheliumat €s a veseglomerulusok
kapillaris endotheliumat koriilvevé BM megvastagodott (Weynand és mtsai., 1999). Lee és
mtsai. (2010) diabéteszes sertések retindjaban, Pascariu és mtsai. (2004) pedig tiiddben
mutattak ki az ereket koriilvevd BM vastagodasat.

Az endothelialis BM vastagoddsanak pontos mechanizmusa még nem ismert,
azonban a foyamat kivaltasaban kulcsszerepet tulajdonitanak a hyperglykaemianak
(Williamson és Kilo, 1976). A BM-t felépit6 extracellularis matrix komponensek fokozott
szintézise hozzajarul a BM megvastagodasahoz (Roy és mtsai., 1994; 1996; Ljubimov és
mtsai., 1996), mely a kapillarisok permeabilitdsara is hatdssal van (Weynand és mtsai.,
1999; Tsai és mtsai.,, 2002). Tobb kutatocsoport is megfigyelte, hogy diabéteszes
allapotban a matrix komponenseket 0sszekapcsolo fibronectin szintézise fokozodik (Roy
¢s mtsai., 1996; Ljubimov és mtsai, 1996), ami hozzdjarul a kapillarisok
permeabilitasanak novekedéséhez (Tsai és mtsai., 2002). A fibronectin szintézis gatlasa
csOkkentette az ereket koriilvevd BM vastagsagat a retindban (Roy és mtsai., 2003).
Diabéteszes patkanyok retindjaban a fokozott endothelin szintézis (Chakrabarti és Sima,
1997, Chakrabarti és mtsai., 1998) még tovabb ndvelte a matrix komponensek

expresszidjat (Nakamura és mtsai., 1995; Evans és mtsai., 2000).
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I. 5. 2. A diabétesz hatasa a kapillaris endothelium permeabilitasiara

A paracellularis és a transzendothelialis transzport valtozésai

A Dbélfal kapillarisainak endotheliuma egy félig atereszt6, folytonos gatként
biztositja a kiilonbozé anyagok gyors és kétirany kicserélddését a vér és a kornyezd
szovetek kozott (Simionescu, 1983), ezaltal nélkiilozhetetlen a keringési rendszer
homeosztazisanak fenntartasdhoz. Az endothelsejtek két kiilonb6zé mechanizmussal
vesznek részt az erek permeabilitasanak szabalyozasaban. A paracelluléris transzport soran
az ionok és egyéb tapanyagok mozgasa az endothelsejtek kozotti szoros sejtkapcsolatokon
(TJk; tight junctions) keresztiil valosul meg (6. abra) (Majno és Palade, 1961; Simon és
mtsai., 1999; Duran és mtsai., 2011). A makromolekuldk transzportja pedig elsdsorban az
endothelsejteken keresztiil, transzcitozissal torténik (Minshall és mtsai., 2002; Simionescu
¢s mtsai., 2002; Mehta és Malik, 2006; Frank és mtsai., 2009). A transzcit6zis sordn a
kiilonb6zé molekuldk caveoldkba csomagolodva széllitddnak az endothelsejtek apikalis
részérdl a bazolateralis felszinre, ahol azutan exocitdzissal felszabadulnak, kiiiriilnek a
sejtbdl (6. abra) (Palade és Bruns, 1968; Predescu és Palade, 1993; Tuma és Hubbard,
2003; Duran és mtsai., 2011). A caveolak altal kozvetitett transzcitdzis rendkiviil gyors,
szelektiv és szigoruan szabalyozott folyamat, mely sordn a caveoldk mésodpercek alatt
szallitjak at a tartalmukat az endothelsejten keresztiil még koncentracio-gradiens ellenében

is (Oh és mtsai., 2007).

Paracellularis Transzcellularis
transzport | E&r jlumene transzport
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6. abra A paracelluléris transzport és a caveoldk altal kozvetitett transzcitdzis folyamata a
kapillaris endotheliumban (Duran és mtsai., 2011, nyoman)
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A caveoldk a plazmamembranrdl lefiz6dé 50-100 nm atmérdjli, sima-felszinii
vezikuldk (Palade, 1953; Yamada, 1955), koleszterinben és glikoszfingolipidekben gazdag
membran mikrodomének, melyek nagy mennyiségben taldlhatok az endothelsejtekben, a
simaizomsejtekben, a zsirsejtekben és a fibroblasztokban is. Az endothelialis caveolak
tobbsége (~65%) a plazmamembran apikalis (lumindlis) vagy a bazolateralis (abluminalis)
felszinén lokalizalodik, ahol jellegzetes omega (Q)-alakjarol konnyedén felismerhetd,
kisebb mennyiségben (~35%) pedig a citoplazméban talalhatok (7. abra) (Noguchi és
mtsai., 1986; Porter és Bankston, 1987). Az endothelialis vezikuldk denzitasa a kiilonb6z6

szervekben eltérd lehet (Simionescu, 1983).

7. abra Endothelialis caveoldk transzmisszios elektronmikroszkopos képe patkany bél
mesenterialis kapillarisainak endothelsejtjeiben (sajat felvétel). Lépték: 200 nm.

A caveolak nélkiilozhetetlen strukturfehérjéi a caveolinok (20-22 kDa) (Rothberg
és mtsai., 1992), melyeknek emlésokben harom izoformajuk ismert: a caveolin-1 (Cav-1)
¢s -2 foként az endothelsejtekben (Scherer és mtsai., 1996; Fujimoto és mtsai., 2000),
adipocitakban és fibroblasztokban expresszalodik, mig a caveolin-3 az izomra jellemzd

izoforma.
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Sejtkultardkban a Cav-1 taltermelddés hatdsara a caveoldk mennyisége is ndvekedett,
vagyis a caveoldk szdma fligg a Cav-1 expresszid mértékétdl (Scherer és mtsai., 1994).
Pascariu és mtsai. (2004) diabéteszes patkanyok tiid6 kapillarisaiban is megfigyelték, hogy
a Cav-1 taltermelddésének hatasara megnovekedett a caveolak szama és mérete.

A Cav-1 integrans membranfehérjeként nélkiilozhetetlen komponense a
caveoldknak (8. abra) (Frank és mtsai.,, 2002), azonban kis mennyiségben (~25%) a
citoszolban szolubilis formdban is eléfordul, ahol koleszterinnel alkot komplexet (Smart és
mtsai., 1996; Predescu és mtsai., 2001). Mindezek mellett a Cav-1 rendelkezik egy un.
caveolin horgonyzé doménnel (CSD; caveolin-scaffolding domain), mely révén szdmos
fehérjével és szigndlmolekulaval képes direkt kolcsonhatasba Iépni (Gratton és mtsai.,
2004; Patel és mtsai., 2008), ezaltal pedig kiillonb6zd szignéltranszdukcids folyamatokat
szabalyozni (8. &bra). A Cav-1 tobbek kozott fontos az eNOS aktivitdsanak
szabalyozasaban (Garcia-Cardena és mtsai.,, 1997; Michel és mitsai., 1997a,b), a Ca®"
szignalizacid szabalyozasaban (Wang ¢s mtsai.,, 2005; Kwiatek és mtsai., 2006), a

crer

(Beardsly és mtsai., 2005).

Caveolin
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8. abra A caveolin-1 lokalizaciéja és kolcsonhatd partnerei (Patel és mtsai., 2008,
nyoman).
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A caveolak sokféle receptort hordoznak a felsziniikon (Simionescu €s mtsai., 2002),
ezaltal fontos szerepet jatszanak tobbek kozott az albumin (Ghitescu és mtsai., 1986), a
vas-transzferrin (Soda és Tavassoli, 1984), az inzulin (King és Johnson, 1985; Sessa, 2005)
¢s az alacsony-denzitasu lipoproteinek (LDL; low-density lipoprotein) (Ghitescu és mtsai.,

1986) receptor-kozvetitett transzcitézisaban (9. abra).

10
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9. abra A caveoldk szerepe a receptor-kozvetitett transzcitdozisban. A caveoldk a
felsziniikon hordozzak az alacsony-denzitasu lipoprotein (LDL-R), a magas-denzitast
lipoprotein (HDL-R), az epidermalis novekedési faktor (EGF-R), az albumin (Alb-R), a
transferrin (Tf-R), a ceruloplasmin (CP-R), az el6rehaladott glikacios végtermékek (AGE-
R), az inzulin (Ins-R), valamint az apoptotikus folyamatokban fontos interleukin-1 (I1L-1)
és p75 (p75-R) receptorait (cho-koleszterin) (Simionescu és mtsai., 2002, nyoman).

Az albumin az egyik legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérje a vérplazmaban,
amely segiti a szabad zsirsavak, szteroidok, pajzsmirigy hormonok, ionok ¢és szadmos
gyogyszermolekula szallitdsat. Az albumin az endothelsejtek apikalis felszinén levd gp60
(60 kDa glikoprotein) receptorhoz kotddik, caveoldba csomagolddik és kozvetlen
kolcsonhatasba 1ép a Cav-1-gyel (Minshall és mtsai., 2000; Vogel és mtsai., 2001; Mehta
és Malik, 2006). A folyamat tirozin-kinaz-fliggd; az albumin transzcitozisa az Src protein
tirozin-kinazok szigort szabalyozasa alatt all (Tiruppathi €s mtsai., 1997; Hu és Minshall,
2009).
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Cav-1 (-/-) knock-out egerekben, melyekben nincsenek endothelialis caveoldk, az
endothelsejtek nem képesek a szérum albumin felvételére €s transzcitdzisara (Schubert és
mtsai., 2001). Ezeknek az egereknek a tiidé kapillarisaiban az albumin paracellularis
transzportja fokozodott (Schubert és mtsai., 2002). Pascariu és mtsai. (2004) kimutattak,
hogy diabéteszes allatokban az alveolaris endothelsejtek altal felvett és az interstitiumba
transzportalt albumin mennyisége megnétt. Megallapitottdk, hogy a kapillarisok
hiperpermeabilitdsat az endothelsejten atvezetd vezikularis transzport fokozodésa, nem
pedig az endothelsejtek kozti sejtkapcsolo struktarak sériilése okozta.

A kiilonb6z6 modositott proteinek, mint az irreverzibilisen glikalt albumin (AGEs-
ALB) vagy a modositott LDL széllitdsa szintén caveoldkon keresztiil valosul meg
(Esposito és mtsai., 1989; Kim és mtsai., 1994). Diabéteszes allapotban fokozddik az
AGEs-ALB transzcitozisa, az AGEs az extracellularis matrix molekulakhoz kapcsoldodnak,
ami azutan az érfal sulyos karosodéasat okozza (Popov és mtsai., 1997).

A NO kritikus szerepet jatszik a vaszkularis homeosztdzis szabalyozasaban. Az
vérlemezke aggregacidt, az adhéziés molekuldk expresszidjat ¢és gatolja a lipid
peroxidaciot (Searles, 2006). Mindezen tulajdonsidgai meglehetdsen fontosak az
atherosclerosis elleni védelemben. A NO mennyiségében bekovetkezd kis mértékii
valtozas is komoly hatassal lehet az értonusra. Ezért a NO szintézise rendkiviil dsszetett és
szigoru transzkripcids és poszttranszkripcios szabalyozas alatt 4ll (Searles, 20006).

Az eNOS-fiiggé NO termelés funkcionalisan kapcsolt a caveola internalizacidhoz.
Az eNOS aktivitasa nagymértékben fiigg az enzim intracellularis lokalizaci6jatol (Shaul,
2002). Az eNOS legfontosabb endogén gatldé molekulaja a Cav-1, amely CSD-jével
kozvetleniil képes kotddni az enzimhez, igy az eNOS katalitikusan inaktiv allapotba kertil
a caveolan beliil (8., 10. abra) (Feron és mtsai., 1996; Garcia-Cardena és mtsai., 1996;
1997; Ju és mtsai., 1997; Michel és mtsai., 1997a,b; Razani és mtsai., 2001; 2002; Li és
mtsai., 2006).

Michel és mtsai. (1997b) szerint a Cav tultermelddés hatdsara az eNOS aktivitasa
csokken, ennek eredményeként pedig csokken az eNOS-fliggd NO termelddése is (Garcia-
Cardena és mtsai., 1997; Bucci és mtsai., 2000). Kiviilrél adott calmodulin hatasara a Cav-
eNOS komplex szétbomlik, az eNOS ledisszocial a Cav-rol és ujra aktiv allapotba kertil
(10. abra). Mindez az eNOS aktivitasanak reciprok szabalyozasat feltételezi: a calmodulin
aktivald, mig a Cav gatld hatasu regulatorként viselkedik (Michel és mtsai., 1997a). Az
eNOS masik fontos molekuléris kdlcsonhatd partnere a Hsp90 hdésokk fehérje (10. abra)
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(Richter és Buchner, 2001). Garcia-Cardefia és mtsai. (1998) megfigyelték, hogy
endothelsejtekben az endothelialis novekedési faktor (VEGF; vascular endothelial growth
factor) és a hisztamin hatasara a Hsp90 dajkafehérje gyorsan kotdédik az eNOS-hoz és

fokozza az enzim aktivitasat.

Caveolak
Caveolin
777 . Aktivacio
Caveolak

Caveolin

10. abra Az eNOS aktivitdsanak reciprok szabdlyozasa. A caveolin kotddése gatolja, a
calmodulin (CaM) és a Hsp90 fokozza az eNOS aktivitasat (Bredt, 2003, nyoman).

Ahhoz, hogy az eNOS fiziologiasan optimalis mennyiségi NO-ot termeljen a
kiilonb6z6 fehérje-fehérje kdlcsonhatasok (Kone, 2000) mellett az enzim poszttranszlacios
modositasai és szdmos kofaktor is sziikséges (Govers és Rabelink, 2001; Michel és
Vanhoutte, 2010). Ilyen poszttranszlaciés modosulds az eNOS foszforilacioja (Fulton és
mtsai., 1999) vagy az enzim homodimerizacidja (Hellermann és Solomonson, 1997),
melyek nélkiilozhetetlenek az enzim aktivitdséhoz. Ha ez a dimerizacidos folyamat
félbeszakad (Gimbrone, 1989), vagy ha lecsokken a foszforildlt eNOS mennyisége,
csokken az eNOS aktivitdsa is. Ez pedig a bioldgiailag rendelkezésre all6 NO

mennyiségének csokkenéséhez vezethet (Fulton és mtsai., 2001).
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Az endothelium funkcionalis zavarahoz szamos mas mechanizmus is hozzajarulhat
(11. abra). Csokkenhet az eNOS mRNS vagy protein expresszios szintje (Wang ¢és
Marsden, 1995), az L-arginin szoveti szintje (Bode-Boger és mtsai., 1996; Cooke, 2000)
vagy az eNOS Ko-faktorainak (pl. FAD, NADPH, BH4) mennyisége is. Ha a
tetrahidrobiopterin (BH4) mennyisége nem elegendd, akkor az eNOS NO helyett
szuperoxid-aniont general (Cosentino és mtsai., 1998). A szuperoxid-anion gyorsan
inaktivalja a NO-ot, s igy igen er6s oxidans hatasi szabadgyok, peroxinitrit (ONOQOY)
képzoédik, mely karositja a kornyezd szoveteket (Beckman és Koppenol, 1996). A
peroxinitrit egyrészt oxidalhatja a BH4-t (Cai ¢és Harrison, 2000), masrészt képes
szétszakitani az eNOS dimert, igy az eNOS oxidaz ¢és reduktdz doménje szétkapcsolodik,
¢s NO helyett egy ujabb szabadgyokot, szuperoxidot fog szintetizalni (Laursen és mtsai.,
2001; Zou ¢és mitsai., 2004). A BH4 mennyiségének csokkenése, az eNOS dimerek
szétkapcsolodasa ¢és a fokozott ROS képzddése mind hozzajarul az endothelium
sériiléséhez diabéteszben (11. dbra) (Bauersachs és Schifer, 2005; Moens és Kass, 2006).

Vagyis az eNOS éltal termelt NO amellett, hogy a kardiovaszkularis homeosztazis
fontos eleme, forrasa lehet a kiilonb6z6 ROS képzédésének is (Rask-Madsen és King,
2007).
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11. abra Az eNOS aktivitasanak szabalyozasa és az endothelialis diszfunkci6 hatterében
allo lehetséges mechanizmusok. Az eNOS mRNS expressziojanak valtozasa, a szubsztrat
¢s a kofaktorok mennyiségének csokkenése, a helytelen szubcelluldris lokalizacid, az
abnormalis foszforilacio és a ROS fokozott képzddése mind hozzdjarulhat az endothelium
sériiléséhez (Liu és Huang, 2008, nyoman).
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Tobb kutatocsoport is megfigyelte, hogy Cav-1 (-/-) knock-out egerekben az eNOS
expresszid €s az eNOS-eredetli NO termelése fokozddott; a caveola-medidlt transzcitozis
hidnyat pedig a paracellularis transzport novekedése kompenzalta (Razani és mtsai., 2001;
Schubert és mtsai., 2002; Predescu és mtsai., 2004).

Az endothelsejtek kozotti TIJK méret- és ion-szelektiv gatként szabalyozzak az
endothelium permeabilitasat, fontosak a sejtek polaritdsanak és a szdvet integritdsanak
fenntartasaban (Cereijido, 1992). A TIJk az epithelsejtek lateralis felszinének
legapikalisabb részén helyezkednek el. A TJk legfontosabb strukturalis és funkcionalis
komponensei az occludinok (Furuse és mtsai., 1993), a claudinok (Furuse és mtsai., 1998)
¢s a sejtkapcsolo adhézids molekulak (JAMs; junctional adhesion molecules) (Palmeri és
mtsai., 2000). Ezekhez az integrans membranproteinekhez pedig tovabbi periférias
fehérjék (ZO-1, -2, -3, cingulin) kotddnek.

Diabéteszes allatmodellekben a vér-szovet gat sériillése és az endothelium
ateresztoképességének novekedése a fokozott paracellularis szivargasbol is adodhat. A
kiilonb6zd gyulladasos mediatorok, mint a hisztamin, a trombin, az VEGF vagy az aktivalt
a szomszédos endothelsejtek kozti rés szélessége €s nd a permeabilitas is (Kumar és mtsai.,
2009). A paracellularis permeabilitas gyulladas altal kivaltott fokozddasa a sejtkapcsolo
valosul meg (Esser és mtsai., 1998; Mehta és Malik, 2006; Guo és mtsai., 2008). Szamos
kutatocsoport megfigyelte, hogy diabéteszes allatok retindjaban az endothelsejtek kozti TIK
fehérjéinek cellularis lokalizdcigja megvaltozott €s expressziojuk is lecsokkent (Antonetti
és mtsai., 1999; Aveleira és mtsai, 2010; Leal és mtsai., 2010). Az eNOS-eredeti NO
fokozott felszabadulasa (Bucci és mtsai., 2005; Predescu és mtsai., 2005), az intracellularis
Ca’*-stressz és a ROS felhalmozodasa (Gilmont és mtsai., 1998) szintén karositja a sejtek
kozotti junkciokat és noveli a paracellularis ateresztoképességet.

A szakirodalom rendkiviil széles korben foglalkozik a diabéteszt kisérd vaszkularis
szOvodmények kialakuldsaval, melyeknek hatterében az endothelsejtek mitkodészavara 4ll.
Az endothelium sériilésének gyakori velejardi az endothelialis BM-t érint abnormalitasok
¢és a kapillarisok permeabilitasanak fokozodéasa. Azonban az irodalmi adatok alapjan a
kiilonbozd szervek érintettsége a diabétesszel Osszefiiggd valtozasokban eltérd lehet,
valamint az endothelium strukturalis €s molekularis valtozasainak hatterében allo

mechanizmuosok sem teljesen tisztazottak.
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II. CELKITUZESEK

Az elmult két évtizedben nagyon sok eredmény sziiletett a diabétesszel 0sszefiiggd
nitrerg myentericus neuropatia vizsgalata soran, a folyamat hatterében all6 mechanizmusok
azonban ma sem teljesen tisztazottak. Nemrégiben bizonyitottuk, hogy diabétesz hatasara a
bélcsatorna kiilonb6zo szakaszaiban levd nitrerg neuronok kiilonb6zé mértékben sériilnek,
valamint az azonnali inzulin-kezelésre adott valaszuk is bélszakasz-specifitist mutat
(Izbéki és mtsai., 2008). Feltételezésiink szerint ezek a regiondlis kiillonbségek a kiillonb6z6
bélszakaszokban levé neuronok eltérd mikrokérnyezetébdl adodhatnak. Mivel a
myentericus ganglionok nem vaszkularizaltak, ezért feltételezésiink szerint a plexus
kozelében futd mesenterialis kapillarisok meghatarozo szerepet jatszhatnak az entericus
neuronok tapanyag- és oxigénellatasaban, ezaltal pedig a neuronok mikrokdrnyezetének
kialakitasaban. Ezért a ganglionok kozelében futd erek endotheliuméanak sériilése
kiindul6pontja lehet a nitrerg neuropatia kialakulasanak.

Figyelembe véve, hogy a kiilonb6z6 szervek hyperglykaemiara valo érzékenysége
az erek anatomiai helyzetétdl fliggden eltérd lehet (Mompeo €és mtsai., 1998), kivancsiak
voltunk arra, milyen hatdssal van a diabétesz a myentericus ganglionokat ellato
kapillarisokra. Az jol ismert, hogy a nagy mesenterialis erek permeabilitdsa jelentdsen
valtozik diabéteszes allapotban (Fortes és mtsai., 1983; Lee és mtsai., 2011), a bélfalban
futé kapillarisok endotheliumédnak diabétesszel Osszefiiggd sériilését azonban szinte
egyaltalan nem vizsgaltak (De Las Casas ¢és Finley, 1999).

Munkank sordn a myentericus ganglionok kozelében futdé mesenterialis kapillarisok
endothelsejtjeinek strukturalis, funkcionalis és molekularis valtozasait vizsgaltuk kontroll,
STZ-nal indukalt kezeletlen és inzulin-kezelt diabéteszes patkanyok kiilonb6zé
bélszakaszaiban. A 10 hetes kisérleti periddus végén elektronmikroszkdépos morfometriai,
posztembedding immunhisztokémiai €s molekularis bioldgiai moédszerekkel a kdvetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:
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I. Az endothelialis bazalis membran elektronmikroszkopos morfometriai vizsgalata
I.1.  Van-e kiilonbség a kapillaris endotheliumot koriillvevé BM vastagsagaban
az egyes kisérleti csoportok kozott?

I. 2. Valtozik-e a BM tavolsaga az endotheliumtdl a kisérleti csoportok kézott?
I. 3.  Megfigyelhetiink-e bélszakasz-specifikus valtozasokat a BM vastagsdgaban

¢s az endotheliumtdl valo tavolsdgaban?

II. Az endothelsejtek kozotti paracellularis transzport elektronmikroszkopos
morfometriai vizsgalata
[.1. Valtozik-e az endothelsejtek kozti TIK szélessége, vagyis a szoros
kapcsolatot kialakitdo szomszédos endothelsejtek tavolsaga a kiilonbozd kisérleti
csoportokban?
I1.2. A TJk szélességének valtozasa mutat-e régio-specifikus kiilonbségeket a
bélcsatorna hossztengelye mentén?

I. 3. Hogyan valtozik a zart és a nyitott TJK aranya a kisérleti csoportok k6zott?

ITI. A transzendothelialis vezikularis transzport elektronmikroszkopos morfometriai,
posztembedding immunhisztokémiai és molekularis vizsgalata
I1l. 1. Valtozik-e az endothelialis caveolak mennyisége a kisérleti csoportok
kozott?
I1l. 2. A caveoldk mutatnak-e méretbeli kiilonbségeket az egyes csoportok kdzott?
I1l. 3. Hogyan valtozik az endothelsejtek szérum albumin felvétele és az albumin
interstitiumba torténd transzportja a hyperglykaemia és az inzulin-kezelés hatasara?
I11. 4. Van-e kiilonbség az endothelium ¢€s az interstitium kézotti endogén albumin
eloszlasdban?
[11.5. Hatassal van-e a hyperglykaemia és az inzulin-kezelés a Cav-1 fehérje
expresszidjara az endothelsejtekben?
[1l. 6. Hogyan valtozik a Cav-1 mRNS és protein expresszidja a kiilonbdzo
bélszakaszokbdl €és csoportokbol készitett szovethomogenizatumokban?
[1l. 7. Milyen hatassal van a hyperglykaemia és az inzulin-kezelés az eNOS enzim

expressziojara az endothelsejtekben?
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[11. 8. Hogyan valtozik az eNOS mRNS és protein expresszios szintje a kiilonbozo
bélszakaszokbol és csoportokbodl készitett szovethomogenizatumokban?

I11. 9. Milyen bélszakasz-fiiggd valtozasokat figyelhetink meg a caveolaris
kompartmentek, az endogén albumin transzport, a Cav-1 és az eNOS

expresszidjanak vizsgélata soran?

IV. A vizsgalt paraméterek kozotti osszefiiggések vizsgalata
IV. 1. Mutatnak-e korrelaciot az endothelsejtek strukturalis, funkcionalis és
molekularis valtozasai?
IV. 2. Lathato-e Osszefiiggés a myentericus ganglionokat ellaté kapillarisok
endotheliuménak sériilése és a bélszakasz-fliggd nitrerg myentericus neuropatia

kozott diabéteszben?
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III. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

A Kkisérleteink soran felhasznalt allatok tartdsa €s felhasznalasa az Europai Unids
etikai eléirasoknak (86/609/EEC) és a magyar térvényi szabalyozasnak (XXVIII/1998 és
243/1998) megfelelden, a Szegedi Tudomdnyegyetem intézményi etikai bizottsaganak

engedélyével tortént.

II1. 1. Kronikus diabéteszes patkdnymodell eléallitasa

Munkénk soran 300-400 g tomegt, fiatal felnétt (8 hetes), him Wistar patkanyokat
hasznaltunk. Az allatokat random modon kontroll (n=6), STZ-indukalt kezeletlen
diabéteszes (n=14) és inzulin-kezelt diabéteszes (n=12) csoportra osztottuk. A
hyperglykaemiat egyszeri, intraperitonealis STZ-injekcioval (Sigma, USA) indukaltuk. A
STZ-t fizioldgias sooldatban feloldva, 60 mg/testtémeg kg-os ddzisban alkalmaztuk
(Izbéki és mtsai. 2008). 48 ora elteltével a farokvénabol vért vettiink, melybdl vércukor-
koncentraciot mértiink (Accu-Chek®™ Active vércukorméré). A kisérleti allatokat akkor
tekintettlik cukorbetegnek, mikor a vércukor-koncentraciojuk 18 mmol/l {61¢ emelkedett.
Ekkor a hyperglykaemias patkdnyok egy csoportjanal azonnali inzulin-kezelést kezdtiink
el. Az éllatok az inzulint (Humulin M3, Eli Lilly Nederland) szubkutan injekcid
formajaban naponta két dozisban (4 1U délel6tt és 2 TU délutan) kaptak.

A kezelésekhez hasznalt inzulin mennyiségének beallitasa a vércukor-koncentracid
rendszeres ellendrzése mellett, az allatok aktivitasanak figyelembevételével tortént. A
kezeletlen diabéteszes és a kontroll allatcsoportok azonos mennyiségii fiziologias sdoldatot
kaptak szintén szubkutdn formaban. A patkdnyok vércukorszintjét és tomegét a 10 hetes
kisérleti periodus soran hetente mértiik és ellendriztiik. Az allatok a tapot és a vizet a

kisérletek teljes ideje alatt tetszés szerinti mennyiségben fogyaszthattak.
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II1. 2. A bélcsatorna elokészitése mikroszkopos és molekularis vizsgalatokhoz

Tiz héttel a diabétesz kivaltdsa utan cervicalis diszlokacidt kdvetden az allatok
hasiiregét U-alakban feltartuk, a bélcsatornat teljes hosszaban kiboncoltuk, majd foszfat
pufferrel (PB; phosphate buffer; 0,05 M; pH 7,4) atmostuk. Ezt kovetéen a vékonybél
proximalis (duodenum; a pylorustél 1 cm-re disztalisan) és disztalis rész¢ébdl (ileum; az
ileo-coecalis junctiotdol 1 cm-re proximalisan), valamint a vastagbél kozépsé teriiletérol
vettiink mintakat, melyeket elektronmikroszkopos €s molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz
készitettiink eld.

Az  elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz 2-3 mm széles béldarabokat
(keresztmetszet) 2%-os paraformaldehid és 2%-os glutaraldehid oldataban (0,05 M PB-rel
késziilt az oldat) fixaltunk 4 °C-on egy éjszakan keresztiil. Ezt kovetden a mintakat PB-ben
(0,05 M; pH 7,4) mostuk.

A molekularis vizsgalatokhoz a bélmintdkat a mesenterium mentén felvagtuk,
kiteritettiik, majd sztereomikroszkop alatt jégen dolgozva, RNaz-gitloval tisztitott
eszkozok segitségével eltavolitottuk a nydlkahartyat és az alatta levé submucosa réteget. A
mintakat ezutan folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és a felhasznalasig -80 °C-on

taroltuk.

III. 3. Bélmintak el6készitése transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz

A kiilonbozd bélszakaszokbdl szarmazd mintdkat fixalas és mosas utan 1%-0S
ozmium-tetroxid (OsO,) oldatban (0,1 M PB-rel késziilt az oldat) egy oraig utofixaltuk. A
mintakat PB-ben mostuk (0,1 M; pH 7,4), majd felszall6 alkoholsorozatban viztelenitettiik.
Az 50, majd 70%-os alkohol oldattal valo kezelés utan a mintakat 5 percre uranil-acetattal
telitett 70%-o0s etanolba tettiik, majd a 96%-os etanolban, abszolut alkoholban és acetonban
folytattuk a viztelenitést. Ezt kovetden a mintadkat aceton intermédiumon at Epon gyantaba
agyaztuk, majd a gyantat 60 °C-on polimerizaltattuk.

Minden bélszakaszbol és kisérleti csoportbol négy mintat dgyaztunk be, majd a
blokkokbol elészor félvékony metszeteket (0,7 um vastag) készitettiink. Vizsgélatainkhoz
olyan MP kozelében futé jol-orientalt, hossztengelyiikre merdlegesen elmetszett

kapillarisokat valasztottunk, amelyeket a toluidinkékkel megfestett félvékony metszeteken
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is megfigyeltiink, és amelyek 5800x-os nagyitdson belefértek az elektronmikroszkop
latoterébe.

A kivalasztott blokkokbol Reichert tipust ultramikrotommal 70 nm-es ultravékony
metszeteket készitettiink, melyeket Formvar-kezelt hartyas nikkel-rostélyokra tettiink (3
rostély/blokk). A kontrasztfestés Reynolds-féle modszerrel (1963) tortént. A mintakat 20
percre uranil-acetat (Merck, Germany) oldatcseppre helyeztilk, majd desztillalt vizzel
mostuk, ezutan 3 percre 6lom-citrat (Merck, Germany) oldatba tettiik és ismét mostuk. Az
ultravékony metszeteket MEGAVIEW II kameraval felszerelt Philips CM 10 tipust

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
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III. 3. 1. Elektronmikroszkopos morfometriai vizsgalatok

III. 3. 1. 1. Bazalis membran vizsgalata

Az ereket korlilvevé BM vizsgalatahoz 25000x-es nagyitason olyan montéazs
képeket készitettlink, melyek segitségével a kapillaris konnyedén koriiljarhaté. Mindharom
vizsgalt bélszakaszban ¢és kisérleti csoportban 8-8 mesenterialis eret valasztottunk ki. Az
endothelialis BM vastagsagat, valamint a BM elkiiloniilését az endotheliumtol a képekre
helyezett adott méretli racsozat (600x600 nm) segitségével random pontokon, a
racsvonalak metszéspontjaiban, az érfalra merdlegesen mértiik (12. abra). A méréseket az

AnalySIS 3.2 programmal végeztiik.

T,':'s'“

12. abra Endothelialis bazéalis membran vastagsaganak (piros), valamint a bazalis
membran endotheliumtol vald tavolsaganak (fekete) mérése 600x600 nm-es racsozat
segitségével. Lépték: 200 nm. EN-endothelsejt, BM-bazalis membran
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III. 3. 1. 2. Vezikula kompartmentek vizsgalata

A vezikularis kompartmentek kiilonbozd paramétereinek vizsgalatdhoz 46000x-es
nagyitdson minden bélszakaszban és kisérleti csoportban 8-8 kapillarisrol készitettiink
digitalis képeket, melyeken meghataroztuk az egyes caveolak méretét (nm?) és a caveoldk
szamat. A méréseket a képekre helyezett 250x250 nm méretli radcshald segitségével,
képenként két, random kivalasztott racsnégyzetben végeztiik (13. 4bra), majd ennek

teriiletébdl kalkulaltuk az 1 pm?-re esd vezikulak szamat (AnalySIS 3.2 program).

13. abra A caveolak denzitasanak és méretének meghatarozasa 250x250 nm-es racshalo
segitségével. Lépték: 200 nm. EN-endothelsejt
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III. 3. 1. 3. Szoros sejtkapcsolo struktirak vizsgalata

Az endothelsejtek kozti TJk allapotanak felméréséhez 46000x-es nagyitason
készitett digitalis képeken mértiik a TIK szélességét, vagyis a szoros kapcsolatot kialakito
szomszédos endothelsejtek tavolsagat (14. dbra). Az irodalmi adatokat figyelembe véve, ha
ez a tavolsag 3 nm-nél kisebb volt, akkor a kapcsolatot zartnak, ha a 3 nm-t meghaladta,
akkor nyitottnak tekintettiik. A sejtkapcsolatok morfometriai méréseit szintén az AnalySIS
3.2 program segitségével végeztiikk, minden bélszakaszban és kisérleti csoportban 15-15

TJk-t vizsgaltunk.

14. abra Szoros sejtkapcsold strukturak szélességének, vagyis a sejtkapcsolatot kialakito
szomszédos endothelsejtek tdvolsaganak mérése.
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III. 3. 2. Posztembedding immunhisztokémiai vizsgalatok

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az endogén albumin transzendothelialis transzportjat,
valamint a Cav-1 és az eNOS expresszido kvantitativ tulajdonsagait, az ultravékony
metszeteken posztembedding immunhisztokémiai festéseket végeztiink mindhdrom
bélszakaszban és kisérleti csoportban. Az immunreakcid egyes lépéseit humid légkorii
Petri-csészében, parafilmre helyezett cseppeken végeztiik.

A nikkel-rostélyokra helyezett metszeteket eldszor 1%-os perjodsavban (9 perc),
majd desztillalt vizzel torténd moséas utan 2%-0s Na-perjodatban (10 perc) inkubaltuk.
Ismételt alapos mosast kovetéen a metszeteket TRIS-pufferes sooldat (TBS)-cseppekre
(pH 7,4) helyeztiik (3x2 perc), majd 30 percet inkubaltuk 1%-0S borji szérum albuminban
(BSA) [0,05 g BSA, 5 ml TBS (pH 7,4)]. Desztillalt vizes mosas, majd 0jboli TBS-kezelés
utan (2x3 perc) a rostélyokat az elsédleges szérumokban (1. téblazat) inkubaltuk
szobahdmérsékleten egy éjszakan at. Az elsddleges antitestet minden esetben 1%-0s BSA-
nal higitottuk ki. Ezutan a metszeteket ismét TBS-cseppekre (2x10 perc) helyeztiik, majd
BSA-TRIS puffer oldataban inkubaltuk tovabb [0,05 g BSA, 25 ul Tween-20, 5 ml TRIS
(pH 7,6); 2x5 perc]. Ezt kdvetden a rostélyokat a mésodlagos szérumokban (2. tablazat)
inkubaltuk (3 ora, szobahdmérséklet). A masodlagos antitesteket BSA-TRIS puffer
oldataval higitottuk ki. Az immunfestés végén a rostélyokat desztillalt vizben alaposan
mostuk, majd sziirépapirral dvatosan leitattuk.

Az immunreakci6 specifitasat minden esetben ellendriztiikk. Ehhez a metszeteket az
elsddleges antitest elhagyasaval, csak az aranykolloidot tartalmaz6 masodlagos antitestben
inkubaltuk.

A folyamat sordn az elsddleges és a méasodlagos szérumon kiviil minden felhasznalt
oldatot atsztirtiink (0,22 um-es porusméretii Millex GP filter, Sigma-Aldrich, USA), hogy
kivédjik az esetleges mikroszennyezéseket. A mintdkat a III. 3. pontban leirtaknak
megfeleléen kontrasztoztuk, majd elektronmikroszképpal vizsgéltuk. Bélszakaszonként és
kisérleti csoportonként 8-8 kapillarisr6l 46000x-es nagyitdson digitalis képeket
készitettiink. A festédés intenzitdsat, vagyis a kapillaris endothelium egységnyi teriiletére
es® aranyszemcsék mennyiségét mindharom vizsgalt fehérje esetében az AnalySIS 3.2
program segitségével szamoltuk. Az endogén albumin esetében nemcsak az
endothelsejtekben, hanem az extracellularis térben levé albumint jelolé aranyszemcsék
szamat is nyomon kovettiik. Ahhoz, hogy e két kompartment kozott megbecsiiljik az

albumint jel6ld aranyszemcsék eloszlasdnak ardnyat, az interstitiumban levd
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aranyszemcsék szamat elosztottuk az endotheliumban és az interstitiumban levd Osszes

aranyszemcse szdmaval.

Elsédleges Inkubacio ideje,
] Gazda | Higitas Gyarté
antitest homérséklete
anti-human ¢jszakan at, ]
) nyul | 1:1000 Sigma, USA
albumin szobahomérséklet
anti-caveolin-1 ¢jszakan at, Santa Cruz Biotechnology,
nyul 1:100
(N-20): sc-894 szobahOmérséklet Inc., USA
anti-eNOS ¢jszakan at, Transduction Laboratories,
egér 1:250
(NOS 111) szobahOmérséklet USA

1. tablazat Posztembedding immunhisztokémia soran hasznalt elsddleges szérumok és
jellemzoik

Masodlagos Inkubacio ideje,
) Gazda | Higitas Gyarto
antitest homérséklete
anti-nyul
3 Ora, )
10 nm arany- kecske | 1:50 Sigma, USA
_ szobahdmérséklet
konjugalt IgG
anti-egér
3 Ora, Jackson ImmunoResearch
18 nm arany- kecske | 1:30 )
szobahdmérséklet | Laboratories, Inc., USA
konjugalt IgG

2. tablazat Posztembedding immunhisztokémia soran hasznalt masodlagos szérumok ¢és

jellemzdik
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I11. 4. Molekularis bioldgiai vizsgalatok

A nyalkahartyatol és az alatta levd submucosa rétegtdl megfosztott, folyékony
nitrogénben fagyasztva tarolt mintakon mRNS preparalast kovetden reverz transzkripciot
(RT), majd polimerdz lancreakciot (PCR) végeztink. A mRNS-rél atirodé fehérje
mennyiségét pedig Western blot analizissel mutattuk ki mindharom vizsgalt bélszakaszban,

minden kisérleti csoportban.

III. 4. 1. mRNS preparalés, reverz transzkripcio és polimeraz lancreakcio

A kiilonbozd bélszakaszokbdl szarmazd fagyasztott mintdkat részletekben
hozzaadott RNA-Bee reagensben homogenizaltuk (Tel-Test, Inc., Texas, USA) és a gyarto
altal ajanlott protokollt kovetve 0ssz-RNS-t preparaltunk. A homogenizatumokat kétszer
ismételve kloroformmal extrahdltuk és centrifugaltuk (20 perc, 13500 rpm, 4 °C). Ezutan a
felsd, vizes fazishoz 0,75 térfogatnyi hideg izo-propanolt adtunk, ezaltal kicsaptuk az
RNS-t. A csapadékot centrifugalassal Osszegytjtottik (10 perc, 13500 rpm, 4 °C) és
ledntottiik rola az izo-propanolt. A kicsapodott RNS-t egy éjszakan at 75%-0s etanolban
mostuk (-20 °C), majd 50 pl RNaz-mentes dietil-pirokarbonattal (DEPC) (Sigma, USA)
kezelt desztillalt vizben feloldottuk. A tisztitott RNS mintékat rutinszertien 100 U RNéz-
mentes DNaz I-gyel (Fermentas) kezeltiik, hogy elkeriiljiik a DNS kontaminaciot. Az RNS
koncentraci6 meghatarozasdhoz az OD lazsp =40 pg/ml RNS 0Osszefiiggést alkalmaztuk
(Nanodrop késziilek). Ha az A260/A280 arany 1,8-nal nagyobb volt, akkor a mintat
megfeleld tisztasaglinak tekintettiik.

Ahhoz, hogy detektaljuk a patkany Cav-1 és eNOS specifikus mRNS-eket, szemi-
kvantitativ RT-PCR-t készitettlink, belsé kontrollként B-aktint hasznaltunk (Hracské és
mtsai., 2009).

Ehhez elsd Iépésben az RNS-r6l RT-val egyszali cDNS-t szintetizaltunk,
templatként 5 pg 6ssz-RNS-t hasznaltunk. Az RNS-t 90 °C-on denaturaltuk, dsszekevertiik
200 pmol dNTP-tal (Fermentas), 200 U RevertAid Premium reverz transzkriptaz enzimmel
(Fermentas) és 500 pmol random hexamer primerrel (Fermentas) 20 ul végtérfogatban.
Ezutan az oldatot 10 percig 37 °C-on, majd 45 percet 42 °C-on inkubaltuk. A reakcio
leallitasahoz az elegyet 65 °C-on 5 percig inkubaltuk. A PCR amplifikéldsokhoz a RT
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termékekbdl reakcionként 1 pl-t hasznaltunk fel templatként, melyet 25 pl 2 x Dream Taq
Green PCR Master Mix-hez (Fermentas) adtunk hozza.

Az amplifikacids ciklusok szamat, vagyis amig a szintetizalt termék mennyisége a
ciklusok szdmaval ardnyosan novekedett, kordbbi eldkisérletek soran hataroztuk meg. -
aktin esetén 25, Cav-1 esetén 30, az eNOS esetén pedig 40 ciklust futtattunk végig 95 °C-
on 30 masodpercig (denaturalas), 60 °C-on 30 masodprecig (annealing vagy kapcsolodasi
1épés) és 72 °C-on 50 masodpercig (szintetizalds). Az amplifikaciot PTC 200 Peltier
Thermal Cycler késziilékkel (MJ Research, MA, USA) végeztiikk. A primer szekvenciakat
(3. téblazat) a GenBank adatbdzisaban taldlhatd szekvenciak alapjan terveztiik. A
ciklusokon beliil az annealing (primerek kapcsolodasa a DNS-szalakhoz) hdmérséklet és
az egyes ciklusok szama az adott primer par fliggvénye volt, a szintézis 1épésének idejét
pedig az amplifikalt termék varhat6é hossza hatarozta meg. Minden csoport esetében harom
fiiggetlen parhuzamos mintat hasznaltunk. Az RT-PCR reakciét minden minta esetén

haromszor ismételtiik, hogy ndveljiik a mérések megbizhatosagat.

Vizsgalt| GenBank

Forward primer szekvencia | Reverz primer szekvencia
fehérje kod

eNOS AY695391 5’cacagagcctgtggecgtgg3’ 5’ggcaggcagtgccacggatg3’

Cav-1 | NM_133651 | S5’acgacgcgcacaccaaggag3’ | 5’agatgccccagatgagegee3’

B-actin | NM_031144 5’gcaagagaggtatcctgacc3’ 5’ccctegtagatgggcacagt3’

3. tablazat Polimeraz lancreakci6 soran alkalmazott primer szekvencidk

Az amplifikalt PCR termékeket 2%-o0s agardz gélen (Sigma, USA) futtattuk meg.
Az ethidium-bromiddal festett géleket GDS 7500 tipusti gél dokumentacids rendszerrel
digitalizaltuk és a GelBase/GelBlot'™ Pro Gel Analysis szoftver (Ultra Violet Products
Ltd., CA) segitségével kiértékeltiik. A Cav-1 és az eNOS mRNS relativ szintjét a belsd
kontrollként hasznalt B-aktinra vonatkoztatott aranyszamként fejeztiik ki: Cav-1 vagy

eNOS / B-aktin.
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I11. 4. 2. Cav-1 és eNOS fehérjemennyiség meghatarozasa — Western blot analizis

A kiilonbozé bélszakaszokbdl szarmazd fagyasztott mintdkat folyékony nitrogén
folyamatos hozzdadasa mellett dorzsmozsarban finom porra tortilkk, majd jéghideg
homogenizald pufferben [20 mM 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etan-szulfonsav (HEPES,
pH 7,4), 1% Triton X-100, 4% natrium-dodecyl-szulfat (SDS) és proteaz inhibitorok
(Complete proteaz inhibitor koktél, Roche Applied Sciences, USA); 1 g minta/10 ml
puffer; Reber ¢és mtsai.,, 2002] homogénre kevertiik. Ezt kovetéen a mintakat
homogenizator segitségével még 30 madasodpercig homogenizaltuk. Miutan a mintak
fehérjekoncentracidjat meghataroztuk (BioRad, CA, USA), felforraltuk dket (5 perc, 95
°C), majd minden esetben adott fehérjemennyiséget vittiink fel SDS-poliakrilamid (SDS-
PA) gélre (Mini-Protean II késziilék, Bio-Rad) (4. tablazat).

Gélre felvitt
Vizsgalt | Molekulatomeg
fehérjemennyiség Gél tipusa
fehérje (kDa)
(ng / zseb)
Cav-1 22 7 10% SDS-PA gél
eNOS 140 20 7,5% SDS-PA gél

4. tablazat Vizsgalt fehérjék molekulatomege €s a gélelektroforézis paraméterei

A futtatas utan a géleket 0,2 um porusméretli nitrocelluléz membranra (Schleicher
& Schuell, Németorszag) blottoltuk (Cav-1 esetén 1 h 80 V, eNOS esetén 1 h 100 V). A
membranokat szaritds utan Tween-20-at tartalmazé TBS-ban (TBST) rehidrataltuk, majd
1% BSA-TBST-ban [10 mM TRIS-CI (pH 7,5), 0,15 M NaCl, 0,05% Tween-20; Sigma,
USA] 1 ¢6ran at szobahdmérsékleten inkubdltuk. Ezutan a membranokat az elsddleges
szérumokban (5. tablazat) razatva inkubaltuk, 3x10 percig TBST-ban mostuk, alkalikus
foszfataz-konjugalt masodlagos ellenanyagokban (6. tablazat) inkubaltuk, majd ismét
TBST-ban mostuk (3x10 perc).

Az eldhivas 0,1 M alkalikus foszfataz pufferben [1 M TRIS (pH 9,5), 5 M NaCl, 1
M MgCl,] feloldott nitroblue tetrazolium (50 mg/ml, Sigma, USA) és 5-bromo-4-kloro-3-
indolil foszfat p-toluidin sé (50 mg/ml, Sigma, USA) oldatdban tortént. Minden esetben
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harom fiiggetlen membrant értékeltiink, belsd kontrollként B-aktint hasznaltunk. A blotok
kiértékelése Quantity One 4. 6. 3. szoftverrel (Bio-Rad) tortént, az értékeket mm? area x

intenzitas formaban tuntettik fel.

Elsodleges Inkubacié ideje,
_ Gazda | Higitas Gyarto
antitest homérséklete
anti-caveolin-1 1 6ra, Santa Cruz Biotechnology,
nyal | 1:1000
(N-20):sc-894 szobahémérséklet Inc., USA
anti-eNOS ¢jszakan at, Transduction Laboratories,
egér 1:1000
(NOS 111) 4°C USA
) ) 30 perc, ]
anti-B-actin egér | 1:15000 Sigma, USA
szobahomérséklet

5. tablazat Western blot analizis soran alkalmazott els6dleges szérumok ¢és jellemzdik

Inkubacié ideje,
Maisodlagos antitest | Higitas Gyarto
hémérséklete
] 1 oOra, Promega Corporation,
anti-nyul 1:5000 )
szobahOmérséklet Madison, W1, USA
anti-egér 1 ora, Promega Corporation,
1:5000 )
(eNOS festéshez) szobahdmérséklet Madison, W1, USA
anti-egér 30 perec, Promega Corporation,
. s 1:10000 P .g P
(B-actin festéshez) szobahomérséklet Madison, W1, USA

6. tablazat Western blot analizis soran alkalmazott masodlagos szérumok ¢és jellemzdik
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II1. 5. Statisztikai analizis

Ahhoz, hogy felmérjiik, milyen hatassal van a hyperglykaemia és az inzulin-kezelés
a bélfal mikrokeringésére, nevezetesen az ereket koriilvevd BM vastagsagara, illetve az
endotheliumtol vald elkiiloniilésére, a caveolak mennyiségére ¢és méretére, a TJk
allapotdra, valamint az albumin, a Cav-1 ¢és az eNOS expressziojara, az
elektronmikroszkopos morfometria €s immunhisztokémia, valamint a molekularis biologiai
vizsgalatok soran nyert adatokat statisztikai analizisnek vetettiik ala. Egyfaktoros
varianciaanalizist (ANOVA) és Newman-Keuls tesztet végeztiink (GraphPad Prism 4.0 és
MedCalc Statistical Software 9.4.2.0). A varianciaanalizis feltételei - a random mintavétel,
a fliggetlenség és a variancidk homogenitdsa - teljesiiltek. A kapott eredményeket
oszlopdiagramokon 4abrazoltuk, az értékeket atlagtSEM formdban tilintettik fel. A

szignifikancia szintjét p<0,05 valdszintiségi értékben hataroztuk meg.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. A kisérleti allatok testtomege és vércukor-koncentracioja

s

kisérleti peridodus alatt végig nyomon kdovettiikk. A STZ-nal kezelt patkdnyok mindegyike
hyperglykaemids lett, vércukorszintjiik szignifikdnsan novekedett. A diabéteszes
csoportban tobb mint négyszer magasabb vércukorszintet mértiink a kontroll allatokhoz
képest (32,086+1,043 mM vs. 7,233+0,498 mM; p<0,001). Az azonnali inzulin-kezelés a
hyperglykaemiat hatékonyan csokkentette, a naponta két dozisban adott inzulin a kontroll
A 10 hetes kisérlet soran a kezeletlen diabéteszes allatok testtomege szignifikansan

lecsokkent (p<0,001), mig a masik két allatcsoporté tovabb gyarapodott (7. tablazat).

Testtomeg (g) £ SEM Vércukor-koncentracio (mM) £ SEM
kezdeti végso kezdeti végso
Kontroll xx

(n=6) 268,33 +4,41 | 461,33 £ 27,61 8,1+1,617 7,233 £ 0,498
D'a::fj)zes 387 +£10,68 | 279,71+17,8*** | 7,286 +0,449 | 32,086 + 1,043 ***
Inzulin-kezelt
diabéteszes 352,5 + 20,93 423,67 £21,35* 6,767 £ 0,285 9,9 £ 2,387

(n=12)

7. tablazat A kisérlet soran felhasznalt kontroll, STZ-indukalt diabéteszes és inzulin-kezelt
diabéteszes patkanyok testtdomeg- és vércukor-értékei (kezdeti vs. végsé: *p<0,05;
***p<0,001).

A diabéteszes allatokat a nagymértékli fogyas mellett fokozott folyadékfelvétel,
vizeletiirités és csokkent aktivitas is jellemezte. Miutan a patkanyokat feldldoztuk, az egyes
csoportok kozott szabad szemmel is jol lathatd kiilonbségeket figyeltink meg: a

diabéteszes allatok coecumja megnagyobbodott; a bélcsatorna pedig kékes-lila szinezetli
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volt. Bar az inzulin-kezelt patkdnyok bélcsatornajan is latszottak ischaemidra utal6 jelek, a

coecum mérete megegyezett a kontroll allatokéval (15. abra).

15. abra Kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyokrol,
valamint a még hastiregben elhelyezkedd bélcsatornardl késziilt reprezentativ képek. nyil-
coecum
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IV. 2. Mesenterialis kapillarisok ultrastruktiaraja

Mivel a myentericus ganglionok nem vaszkularizaltak, a MP kozelében futd erek
(16-17. abra) fontos szerepet jatszanak a ganglionok oxigén- €s tapanyagellatasaban;
struktarajuk meghatdrozo6 a fiziologias vér-szovet gat kialakitasaban és fenntartasaban.

A kapillaris endotheliumot alkoté szomszédos endothelsejtek TJK-kal kapcsolddnak
egymashoz, igy folytonos réteget alakitanak ki az ér lumene koriil. Az endotheliumot egy
vékony BM veszi koriil, az erek koriili extracellularis térben pedig nagy mennyiségii
kollagén taldlhat6. A mesenterialis kapillarisokat gyakran kiillonb6z6 méretii és

megjelenésii pericitak és interstitialis sejtek nytlvanyai is kortilolelik (17. C ébra).

16. abra Reprezentativ fénymikroszkopos felvétel myentericus ganglion kozelében futd
kapillarisokrol duodenumbdl (A) és colonbol (B) készitett félvékony metszeteken
toluidinkék festés utan (1000x). MG-myentericus ganglion, Kl-korkords izom, HI-
hosszanti izom, nyil-kapillaris, sarga csillag-neuron sejttestje, kék csillag-neuron sejtmagja
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17. abra Reprezentativ elektronmikroszképos felvételek myentericus plexus kozelében
futdé mesenterialis kapillarisokrol duodenumbol (A) és colonbdl (B, C) készitett
ultravékony metszeteken. Lépték: 10 um (A) és 2 um (B, C). fehér nyil-kapillaris, MG-
myentericus ganglion, SM-simaizom, EN-endothelsejt, LU-kapillaris lumene, C-kollagén,
fekete nyil-sejtnytlvanyok
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IV. 3. Endothelialis bazalis membran vizsgalata

A kapillaris endotheliumot koriilvev6 BM  vastagsdga régio-specifikus
kiilonbségeket mutatott a bélcsatorna hossztengelye mentén az egyes kisérleti csoportok
kozott. Az endothelialis BM a diabéteszes patkdnyok ileuméban és colonjaban erdteljesen
megvastagodott (p<0,001), mig a duodenumban a BM vastagsiga nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest. A diabéteszes allatok ileumaban ¢és
colonjaban az ereket koriilvevo BM vastagsaga kézel 90 nm volt, a duodenumban viszont
sohasem haladta meg a kontroll értéket (~70 nm) (18-19. abra).

A diabéteszes patkdnyok ileumaban és colonjaban a BM elvalt a kapilléris
endotheliumtdl (p<0,001); az endothelium és a BM kozotti tavolsag atlagosan kétszeresre
novekedett a kontroll csoporthoz viszonyitva (18., 20. abra). A diabéteszes allatok
duodenumaban levé kapillarisoknal nemcsak a BM vastagsaga, hanem a BM és az
endothelium tavolsaga sem valtozott (19-20. abra).

A BM diabétesz hatasara bekovetkezd megvastagodésat, illetve az endotheliumtol
val6 eltdvolodéasat az azonnali inzulin-kezelés az ileumban megakadalyozta, a colonban

azonban az inzulin-kezelés nem bizonyult hatasosnak (18-20. abra).

46



18. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek myentericus plexus kozelében
futd mesenterialis kapillarisokrél kontroll (K) és diabéteszes (D) patkdnyok colonjabol
készitett ultravékony metszeteken. A kapillarist koriilvevé bazalis membran (nyil) a
diabéteszes patkdnyokban nagymértékben megvastagodott és elvalt az endotheliumtol
(csillag). Lépték: 200 nm. EN-endothelsejt
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19. abra A bazalis membran vastagsaga kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt
diabéteszes (ID) patkdnyok kiilonbozd bélszakaszaiban. ***p<0,001 (kontrollhoz
viszonyitva), °°p<0,001 (D és ID kozott)

endotheliumtél (nm)
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20. abra A bazilis membran tavolsaga az endotheliumt6l kontroll (K), diabéteszes (D) és
inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonboz6 bélszakaszaiban. **p<0,01;
##%p<(,001 (kontrollhoz viszonyitva), °p<0,01 (D és ID kozott)
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IV. 4. Vezikularis kompartmentek kvantitativ morfometriai vizsgalata

A kapillaris endotheliumban talalhat6 caveolaris kompartmentek (21. &bra)
kvantitativ vizsgalata sordn szintén bélszakasz-fiiggd valtozasokat figyeltink meg a
kiilonbozd kisérleti csoportok kozott. A diabéteszes allatok ileumaban mind a caveolak
denzitasa (22. abra), mind az egyes caveoldk mérete (23. dbra) szignifikdnsan megnétt a
kontroll csoporthoz képest (p<0,001). A vezikula denzitds novekedése ugyanakkor sem a
duodenumban, sem a colonban nem volt szignifikans a diabéteszes allatokban (22. dbra).
Az egyes vezikuldk mérete a diabéteszes allatok duodenumdban megegyezett a kontroll
allatokban mért értékekkel, mig a colonban ez az érték szignifikdnsan megnott (23. abra).

Az azonnali inzulin-kezelés mind az ileumban, mind a colonban tovabb fokozta a

vezikuldk hipertrofizaciojat (22-23. abra).
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21. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek mesenterialis kapillarisok
endotheliumaban  talalhaté  vezikuldris kompartmentekrél — diabéteszes  patkany
duodenumabol (A), ileumabdl (B), valamint inzulin-kezelt diabéteszes patkany ileumabol
(C) készitett ultravékony metszeteken. Lépték: 200 nm. EN-endothelsejt, nyil-caveolak
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22. abra Az endothelsejtek egységnyi teriiletére esd vezikuldk szdma kontroll (K),
diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiillonb6z6 bélszakaszaiban.
**p<0,01; ***p<0,001 (kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05 (D és ID kozott)
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23. abra A kapillaris endotheliumban levd vezikuldk mérete kontroll (K), diabéteszes (D)
¢s inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkdnyok kiilonbozd bélszakaszaiban. *p<0,05;
***n<0,001 (kontrollhoz viszonyitva), °°p<0,001 (D és ID kdzott)
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IV. 5. Szoros sejtkapcsolo strukturak morfometriai vizsgalata

Az endothelium integritasanak fenntartasaban kulcsfontossaghi a TJK zart vagy
nyitott allapota, amit a sejtek kozotti tavolsag, azaz a TJK szélessége hataroz meg. A MP
kozelében futd kapillarisok endothelsejtjei kozotti tavolsag a diabéteszes allatok minden
bélszakaszaban nagyobb volt, mint a kontroll csoportokban (24-25. édbra). A diabéteszes
patkanyok duodenumanak és ileuménak kapillarisaiban a szomszédos endothelsejtek kozti
tavolsag tobb mint kétszeresre nott (4,893+0,530 nm ¢és 5,787+0,743 nm; p<0,001) a
kontroll csoportokhoz képest, ahol ez a tdvolsag mindenhol 3 nm alatt maradt (25. 4bra).

Az azonnali inzulin-kezelés a duodenumban szignifikdnsan csokkentette az
endothelsejtek kozotti tavolsagot (p<0,05), mely igy megkdzelitette az irodalmi adatok
alapjan meghatarozott 3 nm-es hatarértéket (3,118+0,267 nm). Az inzulin-kezelt
diabéteszes allatok ileumaban is szignifikansan csokkent a TJk szélessége (4,070+0,326
nm; p<0,01) a diabéteszes allatokéhoz képest, azonban még mindig joval meghaladta a
kontroll értéket. Az inzulin-kezelt diabéteszes patkanyok colonjaban azonban a diabéteszes
csoporthoz képest is tovabb nétt a tadvolsag a kapillarist bélelé endothelsejtek kozott
(5,443+0,455 nm) (24-25. abra).

A mért adatok alapjan megbecsiiltiik a zart, illetve a nyitott sejtkapcsolatok aranyat
a kiilonbozo kisérleti csoportokban. A kontroll allatokban az endothelsejtek kozotti TIK
tobb mint 70%-a zart allapotu, vagyis a szomszédos endothelsejtek kozti rés 3 nm-nél
kisebb volt. A diabéteszes patkanyok MP-hoz kozeli kapillarisainak endothelsejtjei kozott
a TJK nagyrésze nyitott volt, az ileumban ennek aranya a 70%-o0t is meghaladta. Az
inzulin-kezelés hatasara a duodenum kapillarisaiban a TJK tobbsége zart (~70%) maradt,

mig az ileumban 60%-uk, a colonban mintegy 90%-uk nyitott allapotban volt (26. abra).
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24. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek a mesenterialis kapillarisok
endothelsejtjei kozotti szoros sejtkapcsolatokrol kontroll (K) patkanyok duodenumabol,
valamint diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok ileumabol készitett
ultravékony metszeteken. Lépték: 200 nm. EN-endothelsejt, nyil-tight junction
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25. abra Endothelsejtek kozotti szoros sejtkapcesolo strukturdk szélessége kontroll (K),
diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiillonbozé bélszakaszaiban.
*kp<(),01; ***p<0,001 (kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05; *°p<0,01 (D és ID kozott)
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26. abra Endothelsejtek kozotti nyitott és zart sejtkapcsolo struktarak aranya kontroll (K),
diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban.

54



IV. 6. Az albumin transzportjanak vizsgalata a kapillaris endothelium és az

interstitium kozott

Az endogén albumint jel6lé 10 nm-es aranyszemcséket a MP kozelében futd
kapillarisok endotheliumaban, az extracelluldris térben és a kapillarisok lumenében is
detektaltuk. A kapillaris endothelium teriiletén a legtobb aranyszemcse a vezikuldk
membranjadhoz kotodott (27. abra).

Bar az albumint jel6l6 aranyszemcsék szama és megoszlasa az endothelsejtek €s az

interstitium kozott bélszakasztol fliggéen jelentds eltérést mutatott, a diabéteszes
allatokban ezek szama mindkét kompartmentben fokozodott a kontroll csoporthoz képest
(28-29. abra).
Az endothelsejtek egységnyi teriiletére esd aranyszemcsék szdma a diabéteszes patkanyok
ileuméban tobb mint négyszeresre, mig a duodenumban és a colonban csak koriilbeliil
kétszeresre novekedett (28. dbra). A mesenterialis kapillarisok koriili extracellularis térben
levd aranyszemcsék szdma a diabéteszes csoport ileumdban mintegy tizszeresre, a
duodenumban csak kozel 2,5-szeresre emelkedett, mig a colonban szdmuk a kontroll
értéken maradt (29. ébra).

A diabéteszes allatok duodenumaban az aranyszemcsék szama az interstitiumban is
megdupldzodott, ezért az aranyszemcsék megoszlasa a két kompartment kozott nem
valtozott a kontroll csoporthoz viszonyitva (30. 4bra).

A diabéteszes patkanyok ileumaban azonban az aranyszemcsék szdma
egyenlOtleniil novekedett a két kompartmentben. Mig az interstitiumban tizszeresre, az
endotheliumban csak négyszeresre nétt az aranyszemcsék szdma, ami a kontroll csoport
interstitiumaban szamolt értékhez képest 30%-os novekedést eredményezett (30. dbra). A
diabéteszes allatok colonjaban, a kapillarisok endotheliuméban az aranyszemcsék szama a
dupldjara ndvekedett, az interstitiumban azonban a szemcsék szdma a kontrollhoz képest
nem valtozott. Az aranyszemcsék eloszlasat tekintve mindez koriilbeliil 30%-kal kevesebb
jelet eredményezett az interstitiumban a kontroll allatokhoz képest (30. abra).

Az azonnali inzulin-kezelés a duodenum kapillarisainak endotheliumaban és az
interstitiumban is megakadalyozta az aranyszemcsék szamanak novekedését, igy az
aranyszemcsék megoszlasa a két kompartment kozott inzulin-kezelés mellett sem valtozott.
Az inzulin-kezelés az ileum kapillarisainak interstitiumaban is megakadalyozta az

aranyszemcsék szamanak novekedését. A colon kapillarisainak endotheliumaban azonban
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az albumint jelld aranyszemcsék szama az endothelsejtekben az inzulin-kezelés mellett is

tovabb novekedett (30. abra).

27. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek myentericus plexus kozelében
futd kapillarisokrol kontroll (K) patkanyok duodenumabdl, valamint diabéteszes (D) és
inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok ileumabodl készitett ultravékony metszeteken
albumin postembedding immunhisztokémia utan. Lépték: 200 nm. kor-albumint jel6lé 10
nm-es aranyszemcse, EN-endothelsejt, LU-kapillaris lumen

56



*k%

k%

L
&4

Endotheliumban levé
aranyszemcsék szama / pm 2
-

o
3

K D ID

Duodenum lleum Colon

28. abra Albumint jel6lé aranyszemcsék szama a kapillarisok endotheliumaban kontroll (K),
diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zd bélszakaszaiban.
**p<0,01; ***p<0,001 (kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05 (D és ID kozott)
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29. abra Albumint jel6l6 aranyszemcsék szama a kapillarisok koriili interstitiumban kontroll (K),
diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zd bélszakaszaiban. *p<0,05
(kontrollhoz viszonyitva), ®°p<0,01 (D és ID kozott)

80

Aranyszemcsék eloszlasiaranya
az endothelium és az interstitium

KD‘ID ‘ID

Duodenum

30. abra Albumint jeldl6 aranyszemcsék megoszlasa a kapillaris endothelium és az interstitium
kozott kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbozo
bélszakaszaiban.
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IV. 7. Caveolin-1 expresszio vizsgalata

A Kkapillaris endotheliumban a Cav-1-et jelolé 10 nm-es aranyszemcsék tobbsége a

vezikuldk membranjdhoz k6tédott (31. dbra).

31. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel myentericus plexus kozelében futd
kapillarisrol kontroll patkdny ileuméabol és diabéteszes patkany duodenumébol készitett
ultravékony metszeten Cav-1 postembedding immunhisztokémia utan. Lépték: 200 nm.
kor-Cav-1-et jelolé 10 nm-es aranyszemcse, EN-endothelsejt, LU-kapillaris lumen
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A diabéteszes patkanyok duodenuméban és colonjdban levd mesenterialis erek
endothelsejtjeiben a Cav-1-et jelolé aranyszemcsék szama szignifikansan novekedett a
kontroll allatcsoportokhoz képest, az ileumban azonban nem volt szignifikans eltérés (32.
abra). Az azonnali inzulin-kezelés hatasara az aranyszemcsék szama egyik vizsgalt
bélszakaszban sem emelkedett a kontroll csoportban szdmolt értékekhez képest (32. abra).

A kvantitativ posztembedding immunhisztokémiai vizsgélatokkal megfigyelt Cav-1
expresszio fokozodast a diabéteszes allatok duodenumaban RT-PCR és Western blot
vizsgalatokkal is megerdsitettiik. A Cav-1 mRNS relativ szintje a diabéteszes patkdnyok
duodenumaban tobb mint kétszeresre, a Cav-1 fehérje mennyisége pedig koriilbeliil 1,5-
szeresre emelkedett. A colonban posztembedding immunhisztokémiai modszerrel
tapasztalt Cav-1 expresszio ndvekedést azonban a szovethomogenizatumokban nem
sikeriilt igazolnunk (33-34. abra). A colonban és az ileumban sem a mRNS, sem a protein
mennyisége nem valtozott a kontroll csoporthoz viszonyitva (33-34. abra).

Az inzulin-kezelt diabéteszes patkanyok duodenumaban a Cav-1 mRNS és fehérje
expresszidja is a kontroll szintjén volt. A colonbol készitett szovethomogenizatumokban
inzulin-kezelés utan a Cav-1 mRNS relativ szintje és a Cav-1 fehérje mennyisége is
szignifikansan csokkent (p<0,05) (33-34. abra).
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32. abra Caveolin-1-et jel6l6 aranyszemcsék szama a kapillaris endotheliumban kontroll
(K), diabéteszes (D) ¢és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkdnyok kiilonb6zo
bélszakaszaiban. *p<0,05; ***p<0,001 (kontrollhoz viszonyitva), ®°p<0,01; °*°p<0,001 (D
és ID kozott)
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33. abra Caveolin-1 mRNS relativ szintje kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbozd bélszakaszaiban. *p<0,05 (kontrollhoz viszonyitva),

°p<0,05 (D és ID kozott)
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34. abra Caveolin-1 fehérje mennyisége kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt
diabéteszes (ID) patkdnyok kiillonb6zé bélszakaszaiban. ***p<0,001
viszonyitva), °p<0,05; °*p<0,001 (D és ID k&zott)
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IV. 8. eNOS expresszi6 vizsgalata

A kapillaris endotheliumban az eNOS-t jel6l6 18 nm-es aranyszemcsék tobbsége is

a vezikuldk membranjahoz kotddott (35. abra).

35. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek myentericus plexus kozelében
futd kapillarisokrél kontroll patkany colonjabol (K) és inzulin-kezelt diabéteszes allat
ileumébol  (ID)  készitett  ultravékony  metszeteken eNOS  postembedding
immunhisztokémia utan. Lépték: 200 nm. nyil-eNOS-t jel6l6 18 nm-es aranyszemcse, EN-
endothelsejt, LU-kapillaris lumen
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A diabéteszes patkdnyok duodenumaban és ileumdban a kapillaris endothelium
egységnyi terliletére es6 eNOS-t jelold aranyszemcsék szama szignifikdnsan
megemelkedett a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig a colonban ez a ndvekedés nem volt
szignifikans (36. abra). Az inzulin-kezelt diabéteszes allatok duodenumaban az
aranyszemcsék szama alacsonyabb volt a kezeletlen diabéteszes allatokéhoz képest
(p<0,05), azonban még mindig meghaladta a kontroll szintet. A colon kapillarisainak
endotheliumaban az inzulin-kezelés hatasara szignifikansan csokkent az aranyszemcsék
szama (p<0,01) (36. abra).

A diabéteszes allatok duodenumabol készitett szovethomogenizdtumokban RT-
PCR technikaval az eNOS mRNS szintjének fokozodasat detektaltuk (p<0,001), azonban
Western blot analizissel szignifikansan alacsonyabb fehérje expressziot igazoltunk
(p<0,01). Az eNOS mRNS relativ szintje mintegy 4,5-szeresre emelkedett (37. dbra),
ugyanakkor az eNOS fehérje mennyisége koriilbeliil 40%-kal csokkent a diabéteszes
patkanyok duodenumaban (38. abra). A diabéteszes allatok ileumaban és colonjaban a
molekularis vizsgélati moddszerekkel nem igazoltunk szignifikdns eltérést a kontroll
csoportokhoz képest. Az azonnali inzulin-kezelés a duodenumban megakaddlyozta a
diabétesz okozta MRNS- ¢és fehérje expresszidos valtozasokat, a colonban pedig

szignifikansan csokkentette a mRNS ¢s a protein szintet is (37-38. dbra).
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36. abra eNOS-t jel6l6 aranyszemcsék szama az endotheliumban kontroll (K), diabéteszes
(D) és inzulin-kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbozé bélszakaszaiban. *p<0,05;
#%p<(),01 (kontrollhoz viszonyitva), °p<0,05; °*p<0,001 (D és ID k&zott)
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37. abra eNOS mRNS relativ szintje kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zé bélszakaszaiban. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
(kontrollhoz viszonyitva), ®p<0,01 (D és ID kozott)
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38. abra eNOS fehérje mennyisége kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulin-kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbozé bélszakaszaiban. **p<0,01 (kontrollhoz
viszonyitva), °°p<0,001 (D és ID kozott)
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V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Korabbi vizsgalataink soran elsOként bizonyitottuk, hogy STZ-nal indukalt
diabéteszben a bélcsatorna kiilonb6zd szakaszaiban levd nitrerg myentericus neuronok
kiillonb6zé mértékben sériilnek, s az inzulin-kezelésre is eltérden reagdlnak (Izbéki és
mtsai., 2008). A diabéteszes nitrerg neuropatia bélszakasz-specifitdsanak okait keresve
feltételeztiik, hogy a jelenség hatterében a myentericus ganglionok kozelében futd
mesenterialis kapillarisok diabétesszel Osszefiiggd patologias valtozasa allhat. Ezért
munkank sordn STZ-nal indukalt kronikus diabéteszes patkanyok kiilonb6zd
bélszakaszaiban megvizsgaltuk a mesenterialis kapillarisok falanak strukturalis,
funkcionalis és molekularis valtozasait, valamint azt, hogy az azonnali inzulin-kezelés
megakaddlyozza-e a kapillarisfal patologias elvaltozasainak kialakuldsat. Mivel a szdveti
mikrokornyezet valtozasa (Kumar és mtsai., 2009) szoros kapcsolatban all a kapillarisok
permeabilitdisinak megvaltozasaval, munkank soran olyan diabéteszhez kothetd
strukturélis és molekularis valtozasokat vizsgaltunk, amelyek akar a transzcitozisban, akar
a paracellularis transzportban valtozast okozhatnak.

A diabéteszes allatokra jellemzd fokozott folyadékfelvételt és vizeletiiritést,
valamint a coecum hipertrofidjat a laboratériumunkban eldallitott kisérleti allatokon is
megfigyeltik (Zanoni és mtsai.,, 2011). Zanoni és mtsai. (1997; 2011) a coecum
novekedését 2-, 4- és 8 honappal a STZ beadasa utan is leirtak. Mivel a coecum fontos
szerepet jatszik a bél fiziologids mikroflorajanak fenntartasaban (Syed és mtsai., 1970), a
coecum diabéteszes allatokban tapasztalt hipertrofidja bizonyitja, hogy a diabétesszel
kapcsolatos  patologias  elvaltozasokhoz  kiillonboz6 gyulladasos  folyamatok is
hozzajarulnak.

Kisérleteinkben a STZ-indukalt diabéteszes patkanyokat hyperglykaemia és a
testtomeg csOkkenése jellemezte. A diabéteszes patkdnyok vércukor-koncentracioja tobb
mint négyszerese volt a kontroll allatokénak, mig az inzulin-kezelt allatok vércukorszintje
a kontroll értékekhez kozelitett. Az irodalmi adatok egyértelmiien azt bizonyitjak, hogy a
diabétesz soran kialakuld endothelialis miikddészavar elsddleges kivaltd tényezdje a
hyperglykaemia (Sessa, 2005; Roy és mtsai., 2010b), melynek hatasa az erek méretétdl és
anatomiai helyzetétdl fliggden kiilonbozhet (Mompeo €s mtsai., 1998; Vogel, 2006; Roy ¢€s
mtsai., 2010b). Amig a nagy erek esetében fOleg az atherosclerotikus folyamatok
fokozodasat figyelték meg, addig a diabéteszes mikroangiopatia sokkal valtozatosabb

képet mutat (Stolar, 2010).
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A véredényeket érintd szovOdmények koziil a legnagyobb klinikai eléfordulast a
diabéteszes retinopatia és nephropatia mutatja, mely a diabéteszes betegek 35-40%-anal
jelentkezik (Raptis és Viberti, 2001; Henricsson és mtsai., 2003). A hyperglykaemia
hatdsara a retinaban és a veseglomerulusokban is megvastagodik az ereket koriilvevo BM,
fokozodik az extracellularis matrix komponensek mennyisége (Lee és mtsai., 2010; Roy és
mtsai., 2010a,b), valamint a kapillarisok permeabilitasa is (Oshitari és mtsai., 2006). A
vesében csokken a podocytak, valamint azok nyulvanyainak szama is, ami hiperfiltraciot,
fokozott albumin szekréciot okoz (Bjern és mtsai., 1995; White €s mtsai., 2002; Fioretto és
Mauer, 2007). A magas vércukorszint ugyanakkor fokozza a ROS képzodését, ami
kiilonb6z6 utvonalakon keresztiil aktivalja tobbek kozott a PKC-t, fokozza az AGEs
képzddését, igy az endothelium silyos mitkodészavarat eredményezi (Nishikawa és mtsai.,
2000). Mindemellett a hypoxia hatasara diabéteszben magas szinten expresszalodo VEGF
(Hammes és mtsai., 1998) ugyancsak fokozza a kapillarisok ateresztoképességét (de Vriese
¢s mtsai., 2001). A retina és a vese glomerulusok kapillarisainak mar jol ismert diabéteszes
sériilése mellett a diabéteszes patkanyok bélcsatorndjanak kékeslila szinezete egyértelmiien
arra utal, hogy a hyperglykaemia hatasdra a bélfal mikrokeringésében is komoly valtozasok

kovetkeznek be.

V. 1. A mesenterialis kapillarisok diabétesz okozta strukturalis valtozasai

Mar régdta ismert, hogy a diabéteszt kiséré endothelialis sériilés els6 morfoldgiai
jele a kapillaris endotheliumot koériilvevé BM megvastagodasa. A BM sériilése indithatja el
azokat a kaszkadokat, amelyek az endothelium karosodasdhoz és a kapillarisok
permeabilitasanak fokozodaséhoz vezetnek (Williamson és Kilo, 1976; Oshitari és mtsai.,
2006). Az els6 kisérletes bizonyitékokat arra, hogy a BM vastagodasa fokozza a
transzendothelialis permeabilitast, azonban csak egy idén megjelent kézleményben irtak le
eldszor (Chronopoulos és mtsai., 2011). A mesenterialis kapillarisokban ezért elséként mi
is a BM morfometriai vizsgalatat végeztiik el, s a diabéteszhez kapcsolddd morfologiai
valtozasok kvantitativ sajatsdgaiban a colon-duodenum tengely mentén figyelemre mélto
kiilonbségeket talaltunk. Mig a diabéteszes allatok colonjaban és ileumédban az ereket
koriilvevd BM megvastagodott és eltavolodott az endotheliumtol, addig a duodenum
kapillarisaiban a BM morfologiai paraméterei nem tértek el a kontroll &llatok

duodenumaban mért értékektdl. A colonban a BM az inzulin-kezelés mellett is
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megvastagodott, s elvalt az endotheliumtél. Az ileumban azonban inzulin-kezelés utan a
kontrollhoz hasonl6 értékeket mértiink.

A BM megvastagodasat az extracellularis matrix fehérjék koros felhalmozodasa

crer

cres

Phillips és mtsai., 1999; Oshitari és mtsai., 2006; Cherian és mtsai., 2009; Roy és mtsai.,
2010a,b). A BM-t felépité fehérjék lebontasat a matrix metalloproteinazok (MMP; matrix
metalloproteinase) végzik, és igy ezek az enzimek meghataroz6 szerepet jatszanak a BM
dinamikus megujuldsaban (Visse ¢s Nagase, 2003). Hyperglykaemia hatdsira a
veseglomerulusok kapillaris endotheliumédban a MMP-2 aktivitdsa szignifikansan
lecsokkent (Kitsiou és mtsai., 2003), ami a matrix fehérjék lebontasanak csokkenéséhez és
a BM megvastagodasahoz vezetett. A BM elvalasat az endotheliumtdl patologias
koriilmények kozott tobb szerz6é is megfigyelte. Schubert és mtsai. (2002) Cav-1 (-/-)
knock-out egerek tiidejében, mig Hatanaka és mtsai. (2006) a diabéteszt kiséré fokozott
neutrofil aktivacio mellett figyelték meg a BM endotheliumtol valo eltavolodasat.

A tovabbiakban a transzendothelialis transzportban fontos caveolak kvantitativ
paramétereit vizsgaltuk. Nagyon hasonloan a BM diabétesszel 0sszefiiggd morfologiai
valtozasaihoz, a colonban az endothelialis vezikularis kompartmentek irreverzibilis,
inzulinnal nem javithatd, mig az ileumban annak reverzibilis, inzulinnal megakadalyozhat6
hipertrofigjat figyeltiik meg. A duodenumban a caveoléaris kompartmentek morfometriai
paraméterei nem valtoztak. Mivel a caveoldk meghatirozéak a makromolekuldk
transzcitdzisaban, feltételeztiik, hogy a diabéteszes allatok colonjdban ¢€s ileuméaban
fokozodott a transzendothelialis transzport, s igy megvaltozott a myentericus ganglionok
mikrokdrnyezete.

A paracellularis transzport szabalyozasaban az endothelsejtek kozotti TIK jatszanak
meghatarozo szerepet. A MP kozelében futd kapillarisok endothelsejtei kozott a TJK
szélessége a diabéteszes allatok minden bélszakaszaban nagyobb volt a kontroll
csoportokhoz képest. A colonban az inzulin-kezelés ellenére még tovabb novekedett, mig
az ileumban és a duodenumban csdkkent a nyitott TIK szama. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy diabéteszben a kapillaris endothelsejtek kozotti kapesolatok meggyengiiltek,
a paracellularis transzport szabalyozasa felborult. Az irodalmi adatok szamos magyaréazatot
szolgaltatnak a sejtek kozotti kapcsolatok diabétesszel dsszefliggd sériilésére. Diabéteszes
allatokban a megnovekedett VEGF termelddés (Murata és mtsai., 1996; Gilbert és mtsai.,
1998; Hammes ¢és mtsai., 1998) aktivalja a protein kindz C-t (PKC) (Aiello és mtsai.,
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1997), emiatt a TJK fehérjéi hiperfoszforilalodnak, athelyezédnek a plazmamembranbol a
citoszolba, degradacidjuk felgyorsul (Antonetti és mtsai., 1999), s a paracellularis
transzport fokozodik. Diabéteszes betegekben a magas tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-
a)-szint a PKC aktivaciojan keresztiil csokkenti a TJIK fehérjéinek expressziojat (Aveleira
¢s mtsai., 2010). Antoine és mtsai. (1998) kimutattdk, hogy az inzulin id6- és koncentracio-
fliggd modon szintén fokozza a PKC expressziojat. Szteroidok és PKC-gatlok alkalmazésa
utan a TJK fehérjéi gyorsan defoszforilalodnak, visszakeriilnek a plazmamembranba és igy

csokken a kapillarisok ateresztOképessége (Aiello és mtsai., 1997; Antonetti és mitsai.,
2002).

V. 2. A mesenterialis kapillarisok diabétesszel 6sszefiiggoé funkcionalis valtozasai

A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy a kapillaris permeabilitas
szabalyozasaban meghataroz6 szerepet jatsz6 strukturalis elemek, mint a BM, a caveolaris
kompartmentek vagy a TJk diabétesszel Osszefiiggd patologias valtozasainak vannak-e
funkcionalis kovetkezményei. Diabéteszes patkdnyok alveolaris kapillarisaiban (Pascariu
¢s mtsai., 2004) és mesenterialis nagy erekben (Arshi és mtsai., 2000) mar korabban leirtak
az albumin permeabilitas fokozddasat. Ezért a MP-t ellatd mesenterialis kapillarisokban mi
is vizsgaltuk ezt a paramétert mindharom kisérleti allatcsoportban. Kvantitativ
posztembedding immunhisztokémiai modszerrel kovettik nyomon az albumin
permeabilitas valtozasat a kiilonb6z0é bélszakaszokon. A diabéteszes allatok minden
bélszakaszaban, mind a kapillarisok endothelsejtjeiben, mind az interstitiumban novekedett
az albumint jel6l6 aranyszemcsék szama.

A szdmadatok statisztikai analizise azt mutatta, hogy a kiillonb6z6 bélszakaszokban
a megnovekedett szadml aranyszemcse nem egyenletesen oszlott el a két vizsgalt
kompartmentben. A diabéteszes allatok colonjdban a kapillarisok endotheliumaban, az
ileumban pedig az interstitiumban volt szignifikdnsan tobb albumint jelol6 aranyszemcse,
mint a kontroll 4allatok azonos kompartmentjeiben. Az aranyszemcsék egyenl6tlen
megoszlasa a két kompartment kozott azt jelzi, hogy a makromolekularis transzport
egyensulya felborult, a kapillaris permeabilitas szabalyozdsa sériilt. A diabéteszes
patkanyok duodenuméban az aranyszemcsék szdma a kapillarisok endotheliuméban és az

interstitiumban is egyforman novekedett. Ez fokozott makromolekuldris transzportra utal
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ugyan, de az endothelsejtek szérum albumin felvétele és annak interstitiumba torténd
transzportja egyensulyban van, a transzport jol szabalyozott.

Mivel a nitrerg neuronok pusztulasat korabban csak a colonban ¢€s az ileumban irtuk
le, a duodenumban viszont nem (Izbéki és mtsai., 2008), gy gondoljuk, hogy a patologias
mikrokdrnyezet nem pusztan a makromolekulak transzportjanak fokozoddasa, hanem
azoknak a kiilonboz6 kompartmentek kozotti egyenldtlen megoszlasa miatt alakul Ki.
Mivel az inzulin a colonban sem a kapillarisok srukturdlis valtozasait, sem azok
funkcionalis kovetkezményeit nem akadalyozta meg, feltételezziik, hogy a diabéteszes
allatok bélcsatornajaban és kiilondsen a colonban a hyperglykaemia mellett mas faktorok is

befolyasoljak a kapillarisok permeabilitdsdnak megvaltozasat.

V. 3. A kapillaris endothelium diabétesszel dsszefiiggé molekularis valtozasai

A kapillarisok transzcelluldris és paracellularis transzportjat sokféle bonyolult
szignalizacios folyamat szabalyozza (Mehta és Malik, 2006; Hu ¢és mitsai., 2008;
Simionescu és mtsai., 2009). Ezek koziil mi ebben a munkaban a Cav-1/eNOS
szignalizacios utvonal diabéteszt kisérd valtozasait tanulmanyoztuk. Amellett, hogy a
caveolak kozvetleniil sziikségesek a transzcitozishoz, integrans membranfehérjéjiik révén
indirekt szerepet is jatszanak a kapillaris permeabilitds szabalyozdsdban. A Cav-1 az
eNOS-zal kolcsonhatva a NO termelést is szabalyozza (Bucci és mtsai., 2000; Li és mtsai.,
2001; 2002; Fish és mtsai., 2005; Sbaa és mtsai., 2005; Komers €s mtsai., 2006).

A diabéteszes patkdnyok colonjaban és duodenuméban vizsgalt kapillarisok
endotheliuméban posztembedding immunhisztokémia utdn megnétt a Cav-1l-et jeldld
aranyszemcsék szama. Ennek alapjan feltételeztiilk, hogy ezeken a bélszakaszokon az
endothelsejtekben fokozodott a Cav-1 expresszioja. Bar morfometriai vizsgalatokkal a
duodenum kapillarisaiban nem igazoltuk a caveolék kvantitativ valtozasait, a Cav-1 fehérje
mennyiségének novekedése Onmagaban is wutalhat a fokozott transzendothelialis
transzportra. Bauer €s mtsai. (2005) in vivo koriilmények kozott is azt tapasztaltak, hogy a
Cav-1 expresszio fokozoddsa nem novelte a caveolaris kompartmentek szamat.
Molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a diabéteszes allatok duodenumaban a Cav-1
MRNS- ¢és fehérjeszint is novekedett, ami arra utal, hogy a Cav-1 expresszidja

transzkripciondlis szinten szabalyozodik. A colonbdl nyert szovethomogenizatumokban
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azonban sem a Cav-1 mRNS fokozdodast, sem fehérjeszintii valtozasokat nem tudtunk
Kimutatni.

A diabéteszes allatok duodenumabdl késziilt szovethomogenizatumokban a Cav-1
expresszio fokozodasa mellett az eNOS mRNS transzkripcidja is fokozddott, a fehérje
expresszidja azonban csokkent. Ehhez hasonldan, diabéteszes patkanyok vazizméban is az
eNOS mRNS és fehérje expresszidjanak eltérd valtozasat figyelték meg (Perreault és
mtsai., 2000; Searles, 2006). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az eNOS szintézis
transzkripcidsan és poszttranszkripciosan is szabalyozott. Ezt a feltételezésiinket irodalmi
adatok is megerdsitik (Tai €s mtsai.,, 2004; Searles, 2006). Szamos faktor, koztik a
diabéteszes betegekben fokozott mennyiségben jelenlevd TNF-a (Demircan és mtsai.,
2006) is hatassal van az eNOS expressziojara. Fiziologias allapotban az eNOS mRNS
rendkiviil stabil, 24-48 oras féléletidovel rendelkezik, ami TNF-o hatasara mindossze 3
orara csokken (Li és mtsai., 2002; Tai és mtsai., 2004). Az eNOS mRNS diabéteszben
kialakuld instabilitasa magyarazatot adhat az eNOS fehérje expresszid csokkenésére és a
fokozott transzkripciora is.

Irodalmi adatok alapjan a Cav-1 tultermelddés hatasara az eNOS aktivitasa csokken
(Michel és mtsai., 1997b), ezaltal csokken az eNOS-fiiggé NO termelddése is (Garcia-
Cardena és mtsai., 1997; Bucci és mtsai., 2000). Ez feltételezésiink szerint olyan feed-back
mechanizmusokat aktivalhat, melyek eredményeként az eNOS transzkripcidja fokozodik.
Azonban mivel az eNOS dimerek szétkapcsolodéasa vagy a foszforilacio hidnya miatt az
eNOS nemcsak NO-ot, henem O, -gyokoket is general, igy egyaltalan nem garantalt az
endothelium milkddésének javuldsa (Shaul, 2002). Az endothelium szabalyozé
funkcidjanak zavara azutan beinditja azokat a kaszkadokat, amelyek ischaemiat, hypoxiat,
majd végiil neuropatiat okozhatnak (De Vriese és mtsai., 2000; Rask-Madsen és King,

2005; Simionescu és Antohe, 2006).
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V. 4. Kovetkeztetések

Eredményeink valaszt adtak a célkitlizésekben megfogalmazott kérdéseinkre.

Diabéteszes allatokban:

I. A kapillaris endotheliumot koriilvevd BM bélszakasztol fiiggden megvastagodott
¢s eltavolodott az endotheliumtol.

I1. Az endothelsejtek kozotti Tk tobbsége nyitott volt.

I11. Az endothelialis caveoldk szama és mérete, s ezzel egylitt az albumint jel616
aranyszemcsék szama is bélszakasztol fiiggéen ndvekedett, a szemesék endothelium és
interstitium kozotti megoszlasa pedig régio-specifikusan valtozott. A duodenumbol késziilt
szovethomogenizatumokban a Cav-1 mMRNS- és fehérjeszint ndvekedése mellett, az eNOS
transzkripcid fokozodott, mig a fehérje expresszidja csokkent.

IVV. Morfologiailag, funkcionalisan és molekularis szinten is bizonyitottuk, hogy a
MP-t ellato kapillarisok kozvetlen célpontjai a diabétesszel egyiitt jaré patologias
folyamatoknak. Diabétesz sordn az egyes bélszakaszokban levd mesenterialis kapillarisok
kiillonb6zé mértékben sériilnek, és igy szigortian régid-specifikus modon szabalyozzak a
neuronok mikrokornyezetét, amely azutdn vagy megengedi, vagy megakadalyozza a

neuronok életben maradasat.

Az altalunk megfigyelt patologias valtozasok a colon-ileum-duodenum tengely
mentén fokozatosan, gradiens-szerlien alakulnak ki. A colon kapillarisainak
endothelsejtjeiben mar az elsé hyperglykaemias sokk irreverzibilis, azonnali inzulin-
kezeléssel sem kivédhetd, morfometriai modszerekkel jol mérhetd strukturalis valtozasokat
okozott. Ugyanezek a valtozasok az ileumban inzulin-kezelés mellett mar nem alakultak
Ki. A diabéteszes allatok duodenalis kapillarisainak endotheliumaban ugyanakkor a
vizsgalt morfometriai paraméterek koziil csak a TJk nyitdédasat, s ennek funkcionalis
kovetkezményeként az endogén albumin transzportjanak fokozddasat tudtuk mérni. A
transzport fokozodasa azonban, szemben a colonban ¢€s az ileumban mért értékekkel, nem
valtoztatta meg az albumin eredeti molekulamegoszlasat az endothelium és az interstitium
kozott. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a duodenum kapillarisai kozelében a myentericus
neuronok tovabbra is egy ,,megengedd” kornyezetben maradtak, ezért szamuk, mint ahogy
azt a korabbi munkankban kimutattuk (Izbéki és mtsai., 2008) a colonban ¢s az ileumban

szamoltakkal ellentétben ezen a bélszakaszon nem csokkent.
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Eddigi molekularis vizsgalataink nem szolgaltatnak elég adatot ahhoz, hogy
megnevezhessiik azokat a régid-specifikus szabalyozdsi mechanizmusokat, amelyek a
megfigyelt, bélszakasztol fliggd patoldgias valtozasokért felelosek. Sajat adatainkat a
néhany elérhetd korabbi irodalmi adattal Gsszevetve azonban azt feltételezziik, hogy a
duodenum kitiintetett” helyzete, a diabétesz kovetkezményeként fellépd patologias
elvaltozasok késése, vagy akar teljes elmaraddsa a duodenumban 1évé inzulin receptorok
nagyobb koncentraciojara, s egyben nagyobb kotd-kapacitasara vezethetd vissza
(Fernandez-Moreno és mtsai., 1987; Gallo-Payet és Hugon, 1984). Ugy gondoljuk, hogy
éppen a hatékonyabb inzulink6tés miatt a duodenum kapilldrisainak endothelsejtjei jobban
¢s hosszabb ideig képesek toleralni a STZ-indukalt inzulinhidnyt. Ezért a STZ-kezelést
kovetd elsé hyperglykaemias sokkot a duodenum kapilldrisainak endotheliuma morfoldgiai
modszerekkel lathato sériilések nélkiil éli tl, a BM nem vastagszik meg, a vastagodast
kivalto szignalizacios kaszkadok nem aktivalédnak, s nem inditjak el azokat a molekularis
eseményeket, amelyek az endothelium sériiléséhez, szabalyozé funkcidjanak
elvesztéséhez, s a neurondlis mikrokornyezet megvaltozasahoz vezetnek. Ezért toérténhet
meg az, hogy amikor a colonban és az ileumban a mikrokdrnyezet megvaltozasa mar nem
biztositja a neuronok tulélését, akkor a duodenum kapillarisaiban még aktivak lehetnek
azok a molekularis mechanizmusok, melyek tobbek kozott a Cavl/eNOS szignalizacios
uton keresztiil szabalyozzdk a biologiai folyamatokhoz sziikséges NO optimalis
mennyiségét, biztositjadk az endothelium integritdsat, a kornyezetiikben 1évé neuronok
talélését, s a vaszkularis homeosztazis fenntartasat.

Feltételezéseinket a molekuldris szabalyozé mechanizmusok tovabbi vizsgalata
soran nyert adatokkal tervezziik megerdsiteni, illetve bizonyitani. Tavolabbi célunk az,
hogy az entericus ganglionok kozelében futd kapillarisok endothelialis funkcioinak
megismerésével 1) diagnosztikai és terapids eljarasok kidolgozasahoz nytjtsunk elméleti

alapokat.
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VI. OSSZEFOGLALAS

VI. 1. Magyar nyelvii 6sszefoglalas

A bélcsatorna kiillonbozo feladatainak szabdlyozasat egy komplex idegi halozat, a
bélidegrendszer végzi. A bélidegrendszert felépitdé neuronok ¢és gliasejtek ganglionalt
plexusokat hoznak létre, igy biztositjdk a felszivas, a szekrécid és a bélperisztaltika
Osszehangolt miikddését. A nitrerg myentericus neuronok, melyek a perisztaltikus reflex
leszalld gatlasat szabalyozzak, kiilonosen érintettek a diabétesz soran kialakulo
neuropatidban. A nitrerg innervacid sériilése meghatarozoé a kiilonb6zd gasztrointesztinalis
motilitasi rendellenességek kialakul4dsaban.

Kutatécsoportunk nemrégiben bizonyitotta, hogy a bélcsatorna kiilonb6zo
szakaszaiban levd nitrerg myentericus neuronok diabétesz hatdsara kiilonb6zé mértékben
sériilnek, és az azonnali inzulin-kezelésre is eltérden reagalnak. Feltételezésiink szerint a
bélszakasz-fliggd diabéteszes nitrerg neuropdtia hatterében a kiilonb6z6 bélszakaszokban
levé neuronok eltéré mikrokornyezete allhat. Ezért munkank célja az volt, hogy
streptozotocin-indukalt kronikus diabéteszes patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban
tanulmanyozzuk a myentericus ganglionok kozelében futd mesenterialis kapillarisok
diabétesszel Osszefiiggd patologids valtozasait. Az elmult években sok adat gylilt 6ssze a
retina, a vese glomerulusok és a tiido kapillarisok endotheliumanak diabéteszt kisérd
sériilésérdl, azonban a diabétesz hatdsat a bélfal kapillarisainak endotheliumaban alig
tanulmanyoztak.

Munkank soran a myentericus plexus kozelében futo kapillarisok endothelsejtjeinek
diabéteszt kisérd valtozasait kontroll, streptozotocinnal indukalt diabéteszes és inzulin-
kezelt diabéteszes patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban vizsgaltuk.

A kapillaris endothelium diabétesszel 0Osszefliggd strukturdlis valtozasait
elektronmikroszkopos morfometriai modszerekkel vizsgaltuk. Mértiik az ereket koriilvevo
bazélis membran (BM) vastagsagat és az endotheliumtol vald elvalasat, meghataroztuk a
transzcitdzisban kulcsfontossagu vezikuldk szamat és az egyes caveoldk méretét, valamint
mértiik a paracellularis transzport szabdlyozasaban fontos, endothelsejtek kozotti szoros
sejtkapcsolatok (TJK) szélességét.

Diabéteszes allatokban a kapillarisok endothelsejtjeinek strukturalis valtozésai

regiondlis kiilonbségeket mutattak a bélcsatorna hossztengelye mentén. A diabéteszes
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allatok colonjaban és ileumaban a kapillarisok koriili BM megvastagodott és elvalt az
endotheliumtdl, a caveolaris kompartmentek hipertrofizaltak, az endothelsejtek kozotti
nyitott TJK szama pedig nagymértékben novekedett. Ezek a strukturalis valtozasok arra
utalnak, hogy mind az endothelsejteken keresztiili, mind az endothelsejtek kozotti
transzport fokozodik, a transzcitdzis és a paracellularis transzport szabalyozasa egyarant
felborul. A diabéteszes patkanyok duodenumaban azonban sem a BM morfometriai
paraméterei, sem a caveoldk kvantitativ tulajdonsagai nem mutattak szignifikans valtozast
a kontroll allatok duodenumaban mért értékekhez képest. A colon kapillarisaiban az
endothelsejtek strukturalis valtozasai irreverzibilisek voltak, az endothelium sériilése az
inzulin-kezelés mellett is tovabb fokozodott. Az ileum Kkapillarisaiban azonban az
endothelsejtek strukturalis véltozasai inzulin-kezelés hatasara visszafordithatdak voltak.

A kiilonb6zo bélszakaszokban levd kapillarisok strukturalis karosodasanak
funkcionalis kovetkezményeit kvantitativ elektronmikroszkdpos modszerrel vizsgaltuk. Az
ultravékony metszeteken albumin ellen termeltetett elsddleges, majd arany-konjugalt
masodlagos antitest segitségével posztembedding immunhisztokémiai festést végeztiink,
majd megszamoltuk a kapillaris endothelsejtjeiben és az interstitiumban levé endogén
albumint jel6l6 aranyszemcsék szamat.

A diabéteszes allatok minden bélszakaszaban, mindkét vizsgalt kompartmentben
novekedett az albumint jelold aranyszemcsék szdma, vagyis a szérum albumin felvétele az
endothelsejtekbe, és annak interstitialis térbe torténd transzportja egyarant fokozodott. A
diabéteszes allatok colonjaban a kapillaris endotheliumban, mig az ileum kapillarisai
esetében az interstitiumban volt kifejezettebb az aranyszemcsék szamanak novekedése. Ez
arra utal, hogy a makromolekularis transzport egyensulya ezekben a bélszakaszokban
felborult. A diabéteszes patkdnyok duodenumaban az aranyszemcsék mennyisége a
kapillarisok endotheliuméban és az interstitiumban is ugyanolyan mértékben ndovekedett,
igy a kapillarisok albumin permeabilitdsa ugyan fokozodott, de a két kompartment kdzott a
makromolekuldk megoszldsa egyensulyban maradt. Az endothelium diabétesszel
Osszefiiggd strukturalis valtozasaihoz hasonldan a colon kapilldrisaiban az inzulin-kezelés
ellenére sem valtozott az aranyszemcsék egyenldtlen eloszlasa a két kompartment kozott.
Az ileum kapillarisaiban azonban az inzulin-kezelés utan helyreallt a makromolekuldk
transzportjanak egyensulya.

A Kkapillarisok permeabilitasat szabalyozo bonyolult szignalizaciés folyamatok

crer

(NO) termelésben fontos endothelialis nitrogén-monoxid szintdznak (eNOS) a
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kolcsonhatasat vizsgaltuk. Ehhez kvantitativ elektronmikroszképos ¢és molekularis
bioldgiai moddszereket alkalmaztunk. Cav-1 és eNOS ellen készitett antitestekkel a
kiilonbozé  bélszakaszokbdl szarmazd  ultravékony metszeteken posztembedding
immunhisztokémiat végeztiink, majd a kapillarisok endothelsejtjeiben megszamoltuk a
Cav-1-et, valamint az eNOS-t jel6lé aranyszemcséket. Ezt kovetden a kiilonbozo
bélszakaszokbdl szarmazé szovethomogenizatumokban PCR és Western blot technikakkal
meghataroztuk a Cav-1 ¢és az eNOS mRNS relativ szintjét, valamint a fehérje mennyiségét.

A diabéteszes patkanyok duodenumaban posztembedding immunhisztokémia utan
a Cav-1-et és az eNOS-t jelold aranyszemcsék szdma is megnétt az endothelsejtekben.
Molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a diabéteszes allatok duodenumaban a Cav-1
mRNS ¢és fehérje szint is novekedett, amit az eNOS transzkripcidjanak fokozodasa és a
fehérje-expresszido csokenése kisért. Mindez arra utal, hogy a Cav-1 expresszioja
transzkripcionalis, mig az eNOS expresszidja poszttranszkripciondlis szinten is
szabalyozodik. A diabéteszes patkanyok colonjabol és  ileumabol  nyert
szovethomogenizatumokban azonban sem a Cav-1, sem az eNOS esetében nem tudtunk
kimutatni molekuldris szintli valtozasokat. Az inzulin-kezelés megakadalyozta a
duodenumban tapasztalt expresszids valtozasokat, valamint szignifikansan csokkentette a
Cav-1 és az eNOS expressziot a colonbodl késziilt szovethomogenizatumokban.

Eredményeink valaszt adnak a célkitlizéseinkben megfogalmazott kérdésekre.
Morfolégiailag, funkcionalisan és molekularis szinten is bizonyitottuk, hogy a myentericus
ganglionokat ellato kapillarisok kozvetlen célpontjai a diabéteszes karosodasnak.
Diabétesz sordn a kiilonb6z0 bélszakaszokban levd mesenterialis erek kiilonbozo
mértékben sériilnek, és szigortian régio-specifikus modon biztositjdk a neuronok
mikrokdrnyezetét.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a mesenterialis kapillarisok
endotheliumanak diabétesszel Gsszefliggd patologias valtozasai a colon-ileum-duodenum
tengely mentén fokozatosan, tobb Iépésben alakulnak ki. A colon kapillarisaiban a
hyperglikaemia kivaltdsat kovetd azonnali inzulin-kezelés mellett is irreverzibilis,
morfometriai modszerekkel jol mérhetd valtozasok alakultak ki. Az ileum kapillarisainak
diabéteszes karosodasa azonban az inzulin-kezelés hatasara visszafordithatd volt. A
tengely legtavolabbi pontjan, a diabéteszes allatok duodenumaban a kapillarisok koriili BM
¢s a caveolak morfometriai paraméterei nem mutattak szignifikdns eltérést a kontroll
értekektdl. A molekularis vizsgalatok eredményei alapjan feltételezziik, hogy ennek

hatterében az 4all, hogy a duodenumban még miikédnek azok a molekularis
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mechanizmusok, amelyek szabalyozzdk az eNOS expressziojat és igy a bioldgiai
folyamatokhoz rendelkezésre 4ll6 NO mennyiségét. Az endothelsejt eredetli NO optimalis
szintje ugyanakkor nélkiilozhetetlen az endothelium miikodéséhez, a vaszkularis

homeosztazis és a szoveti mikrokornyezet fenntartasahoz.
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V1. 2. Summary

The enteric nervous system is considered to be the most complex division of the
peripheric nervous system. It regulates all the functions of the gastrointestinal tract. The
enteric neurons and glial cells create ganglionic plexuses and direct the processes of
absorption, secretion and peristalsis. The nitrergic myenteric neurons, which are
responsible for the descendent inhibition of peristaltic reflex, are especially susceptible for
developing diabetic neuropathy. Impairment of the nitrergic innervation has a key role in
the development of different gastrointestinal motility disorders.

We have recently demonstrated that nitrergic myenteric neurons located in different
intestinal segments display different susceptibilities to diabetic damage. They also exhibit
different levels of responsiveness to insulin treatment, which indicates the importance of
the molecular difference in the neuronal microenvironment in the pathogenesis of diabetic
nitrergic neuropathy. Because of their dominant clinical incidence, the diabetes-induced
alterations in the microvasculature of the retina, lung and renal glomerulus have been at the
focus of a vast number of studies and the permeability of the large mesenteric vessels is
known to be modified considerably in diabetic conditions. However, the impact of diabetes
on the capillaries within the intestinal wall appears to have been almost completely
overlooked to date.

The myenteric ganglia are not vascularized, and it is the role of the capillaries
adjacent to the myenteric plexus to supply them with oxygen and nutrients. We therefore
presumed that the diabetes-related pathological alterations which influence the
permeability of these capillaries coincide with the enteric neuropathy demonstrated in
streptozotocin-induced diabetic rats. Therefore, the aim of our work was to investigate the
diabetes-related structural, functional and molecular changes in the capillary endothelium
in the vicinity of the myenteric ganglia in different intestinal segments.

Electron microscopic morphometry was used to investigate the diabetes-related
structural alterations in the capillary endothelium in control, streptozotocin-induced
diabetic and insulin-treated diabetic rats. We measured the thickness and the separation of
the basement membrane (BM) surrounding the blood vessels, the size of the endothelial
caveolar compartments mediating the transcytosis of molecules across the endothelium,
and the width of endothelial tight junctions (TJs) which determine paracellular transport

processes.
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In diabetic animals, the capillary BM was significantly thickened, the distance
between the endothelium and the BM was widened and the enlargement of caveolar
compartments was demonstrated in the microvessels of the colon and the ileum, but not in
the capillary walls in the duodenum. The number of opened TJs was higher in all intestinal
segments of diabetic rats. These structural alterations refer to increased transcytosis and
paracellular transport in diabetes. Insulin replacement prevented the development of the
structural alterations in the capillary walls in the ileum, but not in the colon. In the
capillaries of the colon the diabetes-related structural changes increased further as a
response to immediate insulin replacement. However, in ileal capillaries all of these
structural alterations could be reversed by insulin treatment.

The functional implications of the recorded morphometric data were further tested
in relation to the endothelial permeability of the most abundant plasma protein, albumin,
by using quantitative post-embedding immunohistochemistry. After using anti-albumin
primary antibody and gold-conjugated secondary antibody, the gold particles labelling
endogenous albumin were counted in the entire profile of the capillary endothelium and
also in the extracellular space and the distribution of gold particles within the two
compartments was calculated.

A net increase in the number of gold particles labelling the endogenous albumin
was revealed in all three intestinal segments in diabetic rats, so the amount of serum
albumin taken up by plasmalemmal vesicles and the transport of it to the interstitium
increased in the diabetics as compared to the controls. However, the distribution of the
gold particles between the endothelial and interstitial compartments differed significantly
in the different gut segments. While in the colon of diabetics more gold particles were
counted in the capillary endothelium, in the ileal capillaries the increase in the number of
gold particles was most pronounced in the interstitium. These results indicate an impaired
regulation of vascular permeability resulting in the breakdown of the balance of
macromolecular distribution between the endothelium and the interstitium, and leading to a
pathological microenvironment in these intestinal segments. The density of gold particles
in the duodenum of the diabetic rats was double both in the endothelium and the
interstitium, indicating an accelerated yet rather well-balanced transport of albumin
between the two compartments. While the imbalance of albumin transport in the colon
capillaries lasted also after insulin replacement, it was restored completely in the

capillaries of the ileum.
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Investigations are currently in progress in our laboratory to explain the molecular
background of the observed regional differences. Vascular permeability is regulated by
many complex signalling pathways within endothelial cells. Here, we have initiated an
investigation of the diabetes-related changes in pathways which involve the regulation of
endothelial cell-derived nitric oxide (NO) production by caveolin-1 (Cav-1). Quantitative
post-embedding immunohistochemistry and immunoblot assays were used under different
experimental conditions to elucidate the quantitative features of Cav-1 and endothelial NO
synthase (eNOS) expression in the capillary beds around the myenteric plexus of different
gut segments.

In the duodenum of diabetics the number of gold particles labelled Cav-1 or eNOS
increased significantly in the capillary endothelium. At the same time, the diabetes-related
up-regulation of Cav-1 mRNA and the Cav-1 protein, the up-regulation of eNOS mMRNA
and the down-regulation of eNOS protein expression were demonstrated in the duodenal
tissue homogenates. These results suggest that the regulation of Cav-1 expression is
transcriptional, but that of eNOS is both transcriptional and post-transcriptional.
Significant changes in Cav-1 or eNOS expression were not detected in either the ileum or
the colon of the diabetic animals. Insulin treatment prevented the molecular alterations in
the duodenum and significantly reduced the Cav-1 and eNOS expression in the colon.

Our data provide morphological, functional and molecular evidence indicating that
the endothelial cells in capillaries adjacent to the myenteric plexus are direct targets of
diabetic damage. These results are in accordance with our hypothesis that the microvessels
in particular gut segments are affected differentially by the pathophysiological conditions,
and provide the microenvironment for the enteric neurons in a strictly regional manner
allowing neurons in one intestinal region to survive while causing them to die in another.

According to our results, the diabetes-related pathological changes in the
endothelium of the mesenterial capillaries appear gradually along the colon-ileum-
duodenum axis. When the quantitative features of BM and caveolar morphology changed
irreversibly in colon-, but reversibly in ileal capillaries, structural alterations in duodenal
microvessels were not seen. At the same time the molecular mechanisms associated with
the regulation of the amount of bioavailable NO were still active in the duodenal but not in
ileal or colonic tissue samples. Therefore, we suggest that capillary endothelium in the
duodenum but not in the ileum and colon was able to maintain the vascular homeostasis
and accordingly the proper neuronal microenvironment even under the diabetic condition

within the period of ten weeks of investigation in the present work.
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