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ZAROJELENTES ,, A GABA, GLUTAMAT, ES NITROGEN MONOXID
TARTALMU MYENTERICUS NEURONOK TERBELI MINTAZATANAK
ONTOGENETIKUS ES PATHOLOGIAS VALTOZASA” CIMU, F46201 OTKA-
AZONOSITOJU PALYAZATHOZ

Jol ismert, hogy a kozponti idegrendszerben a sejtek térbeli mintazata alapvetéen
meghatarozza a sejtek kozotti kdlcsonhatast, az egyes idegrendszeri struktirak fejlodését, a
sejtek degeneracids vagy regeneracios képességét, egy adott neurodegeneracios betegség
terjedését vagy megallasat. Ugyanakkor a bélidegrendszerben még csak hipotézis sincs arra
vonatkozoan, hogy a sejtek térbeli eloszlasanak milyen térvényszertiségei vannak.

A ducléc kilonbdzo teruletérol érkezo sejtekbdl a bél mikrokornyezetében, a bélcsé
teljes hosszaban morfoldgiailag, neurokémiailag és funkcionalisan is heterogén sejtpopulécio
alakul ki. Az érz6, motoros és interneuronok 6nallo reflexiveket alkotnak, és igy létrehozzak
az autondm idegrendszer harmadik, 6nallo diviziojat, a bélidegrendszert.

A térbeli mintazat kialakuldsénak vizsgalata segithet az egyes sejtcsoportok kdzotti
Osszefliggések megérteseben, illetve annak megismerésében, hogy a bél mikrokdrnyezetének
milyen szerepe van a kilonb6zé sejtcsoportok elrendezédésében. A mintazatgeneralé erék
megismerése ugyanakkor fontos lehet egyes, a bélidegrendszert érinté neurodegenerativ

Kisérleteinket részben allatmodelleken (alkoholkezelt, diabeteses), részben
embrionalis human vizsgalati anyagon végeztik.

1. Kisérletes allatmodellek
1.1. Kronikus alkoholkezelt patkanymodell vizsgalata

A nitrogén monoxid (NO) tartalmu (nitrerg) neuroncsoport, mind a fejlédési, mind a
patofizioldgias folyamatokban fontos. A bélidegrendszerben a nitrerg neuronok nagy szamban
fordulnak el6, és a bélperisztaltikdban a nem adrenerg-nem kolinerg gatl6 mechanizmusokat
iranyitjak. Kvantitativ vizsgalatok bizonyitottak, hogy a nitrerg neuronok jellegzetes
regiondlis kilonbségeket mutatnak a béltraktusban.

A klinikumban kdzismert, hogy a kronikus alkoholfogyasztas szamos pathologias
elvaltozast okoz alkoholistak emésztérendszerében. A NO szintéziséért a NO szintdz (NOS)
enzim 3 izoformdja: a neuronalis (nNOS), az endothelialis (eNOS) és az indukalhatd NOS
(iNOS) a felel6s. A nNOS és az eNOS egyiitt konstitutiv NOS-ként (cNOS) is ismert.

Munkank soran a kronikus alkoholkezelés NOS izoformakra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk a bélcsatorna kilénbdzé szakaszaiban.

Az alkoholkezelt patkanyok 8 héten &t ethanol vizes oldatat, mig a kontroll allatok
csapvizet kaptak. A NOS enzimaktivitas és a fehérjetartalom meghatarozasahoz, valamint az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a duodenum, a jejunum, az ileum és a colonbol szarmazoé
mintakat hasznaltunk. A nitrerg neuronok azonositasara nNOS, mig a teljes neuronszam
meghatarozasara HuC/D immunhisztokémiai festést végeztink.

A kontroll allatokban a konstitutiv NOS (cNOS) aktivitasa regionalis kiilonbségeket
mutatott, a cNOS aktivitdsa mintegy hasszor nagyobb volt a colonban, mint a vékonybélben.
A cNOS aktivitasa alkoholkezelt allatokban a kontroll &llatokhoz képest szignifikansan
csokkent a jejunum, az ileum és a colon tertletén, mig a duodenumban valtozatlan maradt.

A INOS activitas fiziologias értéke magasabb volt az ileum és a colon terletén, mint a
duodenumban és a jejunumban, és ezek az értékek nem valtoztak szignifikansan az
alkoholkezelt &llatokban.

Immunhisztokémiai vizsgalataink azt mutattak, hogy az alkolholkezelt allatok minden
vizsgalt bélszakaszaban szignifikansan alacsonyabb volt a nNOS-immunreaktiv (nitrerg)
neuronok szama, mint a kontroll allatoké, ugyanakkor az dsszneuronszdm nem valtozott. A
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Western blot analizis szerint a colonban szignifikansan csokkent a nNOS fehérje szintje az
alkoholkezelt allatokban, a tobbi bélszakaszban nem volt detektalhato kiilonbség.

Vizsgélataink els6ként bizonyitottak, hogy a kronikus alkoholkezelés bélszakaszfliggo
maodon befolyasolja NOS aktivitast és a nitrerg neuronok szamat a myentericus plexusban. A
kdzponti idegrendszerrel ellentétben a nitrerg entericus neuronok alkoholkezelés hatasara nem
pusztulnak el, hanem megvaltoztatjak neurokémiai karaktertiket, igy a nitrerg egyensuly
felborul a bélidegrendszerben, amely jelentés patholdgias elvaltozasokhoz vezethet.

Eredményeinket az ,,Alcoholism Clinical and Experimental Researches” cimii
folydiratban publikaltuk 2006-ban.

A harom NOS izoforma kozil a myenterikus neuronokban csak a nNOS jelenléte
bizonyitott. Korabbi eredmenyeink szerint kronikus alkoholfogyasztas hatdsara a nNOS-
pozitiv myentericus neuronok szdma szignifikdnsan lecsokkent, ugyanakkor a NO szintézise
fokozodott. Ezert a fentebb emlitett kronikus etanolkezelt patkanymodellel tovabbi kiséleteket
vegeztiink, amelynek soran az nNOS, az eNOS és az iINOS jelenlétét vizsgaltuk
posztembedding elektronmikroszkopos technikaval myentericus neuronokban.

Az nNOS-immunreaktiv neuronok mellett elséként azonositottunk eNOS- és iNOS-
pozitiv myentericus neuronokat. Kvantitativ vizsgalataink azt mutattak, hogy az alkoholkezelt
patkdnyokban a nNOS-immunreaktiv neuronok szdma szignifikdnsan alacsonyabb (P<0,01),
mint a kontroll patkanyokban. Ugyanakkor az iNOS és eNOS-immunreaktiv neuronok
mennyisége szignifikansan magasabb (rendre P<0,05 és P<0,001).

Eredmenyeink els6ként bizonyitjak, hogy alkoholkezelés hatasara megemelkedett NO-
szintért a myentericus neuronokban jelenlevé iINOS és eNOS felelés.

Ezen eredményeinket a kozeljovében szeretnénk publikalni.

1.2 Diabeteszes patkanymodell vizsgalata

Az elmult évek Kkutatdsi eredményei szerint a myentericus neuronok nitrerg
szubpopuléciéja kilonosen érzékeny a diabetes okozta neuropathiara. Mivel a
bélidegrendszerben a NO igen jelentés gatldo neurotranszmitter, igy a nitrerg innervacio
sériilése a diabetes soran kialakuldé motilitasi problémakhoz nagy mértékben hozzajarulhat.
Ennek mechanizmusa azonban még nem tisztazott.

Munkank elsédleges célja ezért az volt, hogy megvizsgaljuk a diabetes-indulalta
motilitdsi problémak és a nitrerg myentericus neuronszam valtozds 0sszefiiggéseit
streptozotocin-(STZ) indukélta diabeteszes patkanyok bélcsatornjanak  kilonbdzo
szakaszaiban.

A masodlagos cél az inzulinkezelés preventiv hatdsanak feltardsa volt a
bélperisztaltika elvaltozasaira és a nitrerg neuronszam valtozésra.

Vizsgalatainkat kontroll, diabeteses és inzulinkezelt diabeteszes patkanyokon
vegeztik. Az allatokat a diabeteszes allapot kialakulasa utani 10. héten aldoztuk fel.

A nitrerg neuronpopulacio azonositasara NADPH-diafordz enzimhosztokémiai festest,
az 0sszneuronszam meghatarozasara HUC/HuD immunhiosztokémiai festést végeztiink (1.
abra). A myentericus neuronok Kkvantitativ valtozasanak nyomonkdvetésére a
laboratoriumunkban kifejlesztett Plexus Pattern Analysis (PPA) szoftvert hasznéltuk.
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1. abra Myentericus neuronok NADPH-diafordz enzimhisztokémiai és HuC/D
immunhisztokémiai festés utan. A nyilhegyek a kettésen jel6lt neuronokat jel6lik. Skala: 50
um, inzert: 30 um.

A motilitasi rendellenességeket a vékony- és a vastagbélben tranzitmérésekkel
vizsgaltuk, melyet a SZTE AOK |. szam( Belgyogyaszati klinikajaval vald kooperéacioban
veégeztink.

A diabeteses allatokban a tranzit szignifikdnsan gyorsabb volt, mint a kontroll
allatokban, ugyanakkor az inzulinkezelt allatok tranzitideje nem kilénbozott a kontroll
csoportétdl.

A diabeteses Allatok duodenumaéban a nitrerg neuronok szama szignifikdnsan
alacsonyabb volt (~35 %), mint a kontroll allatokéban, ugyanakkor az 6sszneuronszam nem
mutatott szignifikans kilénbséget.

A jejunumban, az ileumban és a colonban az 6sszneuronszam és a nitrerg neuronok
szdma is szignifikansan alacsonyabb volt a diabeteses &llatokban. A duodenumban és a
jejunumban az inzulinkezelés nem védte ki a nitrerg neuronszam csokkenését, ugyanakkor az
ileumban és a colonban megel6zte a sejtszdm csokkenését.

Eredményeink mutattdk az elsé bizonyitékat annak, hogy a bélcsatorna kuilénb6z6
szakaszaiban a nitrerg neuronok eltér6 mertékben érzékenyek a diabeteses allapotra és az
inzulinkezelésre.

Eredményeinket a Diabetes Research and Clinical Practice cimii folydiratban
publikéaltuk 2008-ban.

Mivel a diabetes gyakran jar egyitt kardiovaszkularis rendellenességekkel,
feltételeztlik, hogy a diabeteses allatmodellben megfigyelt enteralis neuropathia hatterében is
a myentericus neuronokat ellato kapillarisok strukturalis elvaltozasai allnak.

A nitrerg myentericus neuronok szdménak valtozasa és a vaszkuléris elvaltozasok
kozti osszefliggések feltarasara a fentebb ismertetett diabeteses patkanymodellen
megvizsgaltuk a bazélis lamina vastagsdgat, valamint a transzendothelialis transzportban
fontos szerepet jatszé kaveolak és a Caveolin-1 fehérje kvantitativ valtozasait a myentericus
plexus szomszedsagaban elhelyezkedé kapillarisok endothélsejtjeiben a bélcsatorna
kildnb6z6 szakaszaiban.



Munkank  soran  elektronmikroszképos  morfometriai  és  posztembedding
immunhisztokémiai mddszereket alkalmaztunk. A Caveolin-1 és eNOS kozotti molekularis
kolcsonhatés tanulmanyozésidhoz Caveolin-1 — eNOS kett6s jelolést végeztink. Masodlagos
antitestként 10 és 18 nm-es aranyszemcsével jeldlt szérumokat hasznaltunk (2. abra). A
morfometriai vizsgalatokat AnalySIS 3.2 szoftver segitsegevel végeztik.

2. abra Mesenterialis kapillaris endothelium elektronmikroszkopos képe STZ-indukalt
diabeteses patkany vékonybelében Caveolin-1- eNOS kett6s jelolés utdn. A 10 nm-es
aranyszemcse (piros nyilhegy) a Caveolin-1 fehérjét, a 18 nm-es aranyszemcse (sarga
nyilhegy) az eNOS-t jel6li. Lepték: 100 nm.

Eredményeink azt mutattak, hogy a bazalis lamina szignifikansan vastagabb (P<0.001)
volt a diabeteses patkanyok kapillaris endothélsejtjei mellett, mint a kontroll allatokban. Az
inzulinkezelt allatokban a bazélis lamina szignifikdnsan vékonyabb volt (P<0.01), mint a
diabeteses allatokban, de a kontroll allatokénal (P<0.01) szignifikansan vastagabb volt
(P<0.01).

A diabeteses mintakban a Caveolin-1 overexpressziojat és a kaveolak szamanak a
megndvekedését figyeltik meg.

Eredményeink ravilagitottak a vaszkularis elvaltozasok és a nitrerg neuronok
neuropéathigja kozotti dsszefuggesekre, igy az endothelsejtek vizsgalata fontos diagnosztikai
eszkoz lehet a neurpathiat megel6z6 vaszkularis elvaltozasok felismerésében.

Ezen munkardl a 2007. juniusdban Groningenben megrendezésre kerlt ,,14th
International Student Congress of Medical Sciences” konferencian szamoltunk be.



2. Huméan mintak vizsgélata
2.1. A nitrerg neuronok mintazatanak vizsgalata fejlédé human bélidegrendszerben

Vizsgélataink célja az volt hogy a nitrerg myentericus neuronok mintdzatanak
fejlédesi folyamatarol nyerjunk informéacidkat a bélcsatorna kilonbézé szakaszaiban.
Munkéank sorén a 14-22 hetes human magzatok myentericus plexusdbol készilt wholemount
preparatumokat  hasznaltunk. A nitrerg neuronok jelélésére  NADPH-diaforaz
enzimhisztokémiai festést alkalmaztunk. A megfestett preparatumokrél digitalis képeket
készitettlink, majd ezeken a laboratériumunkban kifejlesztett Plexus Pattern Analysis (PPA)
szoftver segitségével mintazatanalizist végeztiink.

Eredmenyeink azt mutattdk, hogy a nitrerg neuronok térbeli mintazta a 14. és a 22.
gesztacios hét kozott jelentésen megvaltozott. A nitrerg neuronok denzitasa szignifikansan
lecsokkent mind a 7 vizsgalt bélszakaszban, ugyanakkor bélszakasz-specifikus valtozasokat is
megfigyeltiink. A 14. héten a neuronok még random maodon helyezkedtek el a myentericus
plexusban, a 19. hétre azonban a nitrerg neuronok elrendezédése mar aggregalt volt.

Eredményeinkrél a 2006. marcius 26-29. kozott New Yorkban, Development of
Enteric Nervous System, Cells, Signals and Genes cimmel megrendezésre kerult konferencian
szdmoltunk be. Ezen a rangos konferencian az elmult 10 év eredményei Kkeriltek
osszefoglalasra belidegrendszer embrionalis fejlédésével kapcsolatban.

2.2 A harom vezikularis glutamat transzporter izoforma mintdzatanak vizsgalata
fejlodé human bélidegrendszerben

A kozponti idegrendszerben a harom vezikularis glutamat transzporter izoforma
(VGLUT1-3) jelenlétét a kozelmultban azonositottak, valamint igazoltdk, hogy a VGLUT1-3
a glutamaterg fenotipus meghatarozasaert felelos es expressziojuk igen szigortan szabalyozott
az agy embrionalis fejlodése soran.

A glutamaterg jelatviteli ut a fejlédé és kifejlett bélidegrendszerben is jelentés,
ugyanakkor a VGLUT1-3 jelenléte és megoszlasa a bélidegrendszerben nem ismert.

Munkank soran immunhisztokémia modszerekkel vizsgaltuk a VGLUT1-3-
immunreaktivitas jelenlétét 14 és 23. hetes human magzatok myentericus plexusaban.

A VGLUTI1-3-immunreaktivitas foként a ganglionok neuropil régidjaban, az
interganglionalis varikozus rostokban és periszomatikus punktakként volt megfigyelhetd, de
kilénbdz6 intenzitasu citoplazmatikus jeloleseket is lattunk.

Mindharom vezikularis glutamat transzporter egyedi térbeli és idébeli megoszlast
mutatott. A VGLUTI1-immunreaktivitads volt a legkifejezettebb az egész vizsgalt periodus
alatt. A VGLUT1- és a VGLUT2-immunreaktivitds a 20. gesztaciés héten érte el a
maximumat. A VGLUT3-immunreaktivitas volt a legkevésbé kifejezett a fejl6dé myentericus
plexusban. A ganglionok neuropil régidjdban és a periszomatikus punktédkként az egész
vizsgalt gesztacios periodusban jelen volt a VGLUT3-immunreaktivitas, VGLUT3-pozitiv
perikarionok azonban csak a 18. és a 20. gesztacids héten és kizardlag a duodénumban voltak
megfigyelhetok.

Ezen eredmeényeinket a ,,Histology and Histopthology” cimii lapban publikaljuk
2008-ban.



3. A nitrerg myentericus neuronok térbeli megoszlasanak 6sszehasonlitd vizsgalata
kilonb6zé emlésfajok myentericus plexusaban

Bar az entericus neuronok plexusban val6 elrendez6dése meghatarozo jelentéségl a
mukodésik szempontjabol, kevés adat all rendelkezéslinkre a kilonbdz6 fajok entericus
neuronjainak térbeli megoszIasarol.

Munkank soran patkany, kutya, egér, tengerimalac, macska, nydl és majom
duodenumbdl  készilt wholemount preparatumokat  vizsgaltunk. NADPH-diaforaz
enzimhisztokémiai festés utan PPA szoftverrel elemeztik a nitrerg neuronok térbeli
mintazatat, és arra kerestik a valaszt, hogy a neuronok elrendez6dése random-e vagy
valamifele szabalyossagot mutat.

Eredményeink azt mutattak, hogy a nitrerg sejtek denzitasa jelentés kildnbségeket
mutat (12-56 cellssmm?), a legkisebb denzitss a nyGlban, a legnagyobb a macskaban
figyelhet6 meg. A vizsgélt fajok kozil egyedil a patkdny myentericus plexusaban volt
random a neuronok elrendezédése, mig a tobbi faj duodenuméban a nitrerg neuronok
mintézata aggregaltsagot mutatott.

Eredményeinket ,,Cytometry Part A” cimii folyoirathoz kuldtik el publikéciora.

4. Vezikularis glutamat transzporter-immunreaktiv myentericus neuronok macska
duodenuméban

Macska myentericus plexusaban szdmos VGLUT1-immunreaktiv neuront figyeltlink
meg. A VGLUT1-pozitiv neuronok féként a myentericus ganglionok szélén heliyezkedtek el.
A neuronok neurokémiai és morfoldgia karakterizalasa céljabdl kettés immunhisztokémiai
jeltléseket végeztiink HUC/D, neurofilament 200 (NF) és nNOS fehérjék ellen termeltetett
antitestekkel. A wholemount preparatumokat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk és
szemikvantitativ méréseket végeztink.

Minden VGLUT1-immunreaktiv sejt HuUC/D-pozitivitast is mutatott, ugyanakkor nem
jelolédott az anti-nNOS szérummal. A VGLUT1-pozitiv neuronok 35-40 szdzaléka mutatott
NF-immunreaktivitast. A NF-VGLUT1-pozitiv neuronok morfoldgiai sajatsagaik alapjan
legalabb 3 csoportba voltak sorolhatdk.

Eredményeinket a ,,Histochemistry and Cell Biology” cimii folyoirathoz kaldtik
el publikéaciora.

A SZTE TTIK Bioldgus Tanszékcsoportja a kozelmultban jelentésen atszervezodott.
Szamos tanszék fuzionalt és az Uj biologus épuletrész elkésziltével minden tanszék egy
épiletbe keriilt. Szovettani laboratériumunk kordbban az Allattani és Sejtbiologiai
Tanszeékhez tartozott. Ez a tanszék azonban a koOzelmultban 0Osszeolvadt a korabbi
Osszehasonlito Elettani Tanszékkel, és igy megalakult az Elettani, Szervezettani és
Idegtudomanyi Tanszék.

Az (j korilmények lehetové tették az ottani laboratoriumi felszerelések (analitikai
mérleg, pH-mérd, mikroszkopok, digitalis kamerak, elszivofulkék stb.) hasznalatat. Tovabbi
elény jelentett a Szegedi Bioldgiai Kutatointézet kozelsége, igy a kutatdintézettel vald
kooperacid is hatékonyabba valt. A megvaltozott kériilmények miatt a palyazati periodus alatt
mar nem volt indokolt a szerzédésben rogzitett analitikai mérleg és pH-mér6 beszerzése, ezért
az arra szant 6sszeghd6l az OTKA Irodatol vald engedély kérese utan antitesteket, pipettakat,
adathordozdt vasaroltunk.

A palyazati periodus alatt Krecsmarik Monika és Roman Viktor PhD fokozatot
szerzett, Linke Nikolett pedig 2008. 6szén fogja megvédeni disszertaciojat. Emellett 6
bioldgus hallgatd készitette el diplomamunkajat laboratériumunkban. Hallgatéink helyi és
orszagos didkkdri konferencidkon is szerepeltek, illetve fognak szerepelni a kdzeljovoben.



Bizunk abban, hogy a fenti eredmények meggy6zéen mutatjak azt, hogy jol és
eredményesen hasznaltuk fel a F46201 OTKA-azonositoju palyazat nyudjtotta anyagi
tamogatast, és hogy a palyazatunk biral6i tovabbi tdmogatasra is érdemesnek tartjadk a
megkezdett vizsgalatokat.
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