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A nyelv nydlkahartya és mirigyek innervaciojanak valtozdsa korai és késéi kisérletes diabetes mellitusban.

Kulénb6z6 szervekben egyes neuropeptideket tartalmazé idegrostok és immunkompetens sejtek mennyisége megval-
tozik diabetes mellitusban (DM). Jelen munkankban kisérletes DM soran a nyelv nyalkahartyadban és annak mirigyei-
ben 1év6 idegelemek valtozasait vizsgaltuk immunhisztokémai modszerrel. Két héttel a DM kialakulasa utan minden al-
talunk vizsgalt neuropeptid tartalmu idegrost mennyisége szignifikansan megemelkedett mind a nyalkahartyaban, mind
a mucindzus és szerdzus mirigyekben. Az immunkompetens gyulladasos sejtek (limfocita, plazmasejt és hizésejt) szama
is szignifikansan megnétt. Ezen sejtek egy része szintén pozitiv reakciét mutatott P anyagra és neuropeptid Y-ra. Egyes
esetben a P-anyag pozitiv idegrostok nagyon kdzeli kapcsolatban figyelhet6k meg a P immunreaktiv immunsejtek mel-
lett. Négy héttel a DM kezelés utan az immunjelzett idegrostok mennyisége lecsdkkent a kéthetes kezeléshez képest,
de a peripherin jelzett idegrostok mennyisége még igy is magasabb, mint a kontroll allatban. Az immunsejtek és ideg-
rostok kdzeli kapcsolata jelent6s szerepet jatszhat a nyelv nyalkahartya és mirigyek miikbdésének, homeosztazisanak
fenntartasaban, a gyulladas kialakulasaban és eliminalasaban.

Kulcsszavak: P anyag, Neuropeptid Y, nyelv nyalkahartya, neuroimmunomodulécié

A diabetes mellitus (DM) koéros anyagcserével és hi-
perglikémiaval jar6 szindréma, a vilag lakossaganak
szignifikans részét érinti. A legutdbbi epidemioldgiai
vizsgalatok kimutattdk, hogy 2011-ben a vilagon tébb
mint 360 millid6 ember szenved DM-ben, és ez a szam
az el6rejelzések alapjan 2030-ra elérheti az 532 millidt
is [10]. A betegség hosszan tart6 fennallasa szamos
olyan tUnettel jar (példaul hiperglikémia, retinopatia, nef-
ropatia), ami megvaltoztatja az életminéséget. Az er6s
fajdalom miatt kiilbnésen kellemetlen a cukorbetegek
neuropatiajanak szerepe. Diabeteses betegek gon-
dozasa soran a gyakorld orvosok gyakran talalkoznak
klldénb6z6 fog- és szajpanaszokkal. Az utébbi évek sta-
tisztikai vizsgalatai megallapitottak, hogy a diabetes melli-
tusszal 6sszefliggésben szamos szajbetegség gyakrab-
ban fordul el8: glossitis [2, 42], paradontitis, szajégés
és az izlelés zavara, leukoplakia, lichen oris planus és
tumorok [29, 34, 41], valamint megemelkedik a szajlregi
gombas fert6zések szama is [4]. Az objektiv tiinetek ko-
zul gyakori a diffuz eritéma, kildndsen a nyelven [43].
A nyelv megnagyobbodott, sok esetekben fehéresen
bevont, Candida albicans fert6zés jeleként. A diabe-
teses betegek szajlregi tumoranak lokalizaciojat vizs-
galva kimutattak, hogy a nyelvdaganatban (19,6%) és
ajakdaganatban (23,2%) szenved6 betegek szama
a legmagasabb [40]. Albrecht és munkatarsai [2] szerint
a legtdbb leukoplakias eset a diabeteses anyagcsere-
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zavar manifesztalédasat koveté masodik évben, gyak-
rabban az inzulinnal kezelt cukorbetegekben figyelhetd
meg. Az akut hiperglikémia kdvetkeztében csdkken a nyal-
ban 1évé mucin- és gliikkdzkoncentraciod, karosodik az
antibakteridlis anyagok mennyisége. Nagy szamu be-
teganyagon kimutattak, hogy a malignus tumorok ki-
alakulasa szignifikansan nagyobb a dohanyzo cukros
betegeknél [4]. Szamos vizsgalat foglalkozik a diabe-
tes gyulladasban és a sebgyogyulasban betdltétt sze-
repével is [14, 32].

Az idegrendszer patologias kérilmények kdzott nem-
csak a gyulladas kezdeményezésében és fenntartasa-
ban jatszik szerepet, hanem annak cs6kkentésében és
eliminalasaban is. A neuropeptideknek kiilbnésen nagy
szerepet tulajdonitanak ebben a folyamatban. Az ideg-
rendszer és immunrendszer mindkét iranyu kapcsolata-
ban kllénb6z6 anyagok vesznek részt: neurotranszmit-
terek, neuropeptidek és citokinek. Gyulladas hatasara
ezen anyagok mindkét rendszer sejtjeibdl (ideg-, im-
munsejtek) felszabadulhatnak és befolyasoljak a gyul-
ladast. Az immunrendszer szabalyozasaban legjelen-
t6ésebb az érz6 idegrostokbdl felszabaduld Substance
P (SP), calcitonin gene-related peptid (CGRP), vala-
mint a lokalis idegelemekbdl felszabaduld vasoaktiv
intesztinalis peptid (VIP) és a neuropeptid Y (NPY).
Gyulladas hatasara ezen neuropeptidek mennyisége
megemelkedik, és hatasukra fokozédik a gyulladasos
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sejtek szamanak névekedése, kiildbndsen a hizosejteke,
igy hatasukra fokozddik az erek permeabilitasa is [26].
Kisérletes DM-vizsgalatok is alatamasztottak, hogy a ko-
rai streptozotocin DM (StDM) hatasara a gyulladasos
sejtek és az idegrostok szama megemelkedik [5, 11, 16],
mig 14 nappal a kezelés utan csdkken a gyulladas és
a plazma-extravazacio, és degeneralt idegrostok jelen-
nek meg a kilénb6z6 szervekben [27, 28, 31]. Szamos
vizsgalat foglalkozik a szajuregi képletek vérellatasa-
nak valtozasaval DM-ben [20, 30]. Ugyanakkor csak
nagyon kevés kézlemény foglalkozik a nyelv nyalka-
hartya és nyalmirigyek idegelemeinek és immunsejtjei-
nek kvantitativ elemzésével.

Az el6z6 vizsgalataink megallapitottak, hogy egyes
neuropeptideket (SP, NPY) tartalmazé idegrostok és
immunkompetens sejtek mennyisége szignifikansan
megemelkedett DM-ben az izlel6bimbdkban. Arra a kér-
désre azonban nem kaptunk egyértelm(i valaszt, hogy ez
a valtozas az 6sszes idegrostra vonatkozik-e. Tovabba
nem vizsgaltuk a nyelvben 1évé mirigyek beidegzésének
véltozasat. Ezért ezen munkankban a korabban hasz-
nalt primér szérumok mellett peripherin (PER) antitesttel
is vizsgaltuk a nyelv nyalkahartya és mirigyek inner-
vacidjat. A peripherin a periférias idegrendszerben lév§
axonok neurofilamentumainak alegysége [44] és olyan
panneuralis (6sszes idegrost) jelz6, amely az allati és
human periférias idegek kimutatasara alkalmas [19].

Anyag és modszer

Az idegelemek vizsgalatara kisérleteinket 30 darab,
120-150 g testsulyd, him albiné Wistar patkanyon vé-
geztlk. Az allatkisérletek megfelelnek a ,Revised Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”-nek (ILAR
1996) és a Magyar Allatvédé Térvénynek (1998, Ma-
gyarorszag), valamint a Semmelweis Egyetem Etikai Bi-
zottsaga is engedélyezte ezeket. A diabetes mellitus
kivaltasahoz az allat farki vénajaba egyszer 65 mg/test-
tdmeg kg Streptozotocint (Zanosar, Upjohn Company,
Kalamazoo MI 49001, USA) adtunk. A kontroll llatok
0,25 ml fizioldgias s6 oldatot kaptak. A DM kialakulasat
a testtémeg csdkkenésbdl, polyureabdl és glukdzurea-
bdl allapitottuk meg. A farki vénabdl vett vércukorszint
>16 mmol/ | esetén az allatot cukorbetegnek nyilvani-
tottuk. A kontroll allatok (10 db) ugyanolyan sulyuak
voltak, mint a vizsgalat kezdetén a diabeteses csoport.
A streptozotocin hatasat 2 és 4 hét utan vizsgaltuk.
2 (10 db) és 4 (10 db) héttel a kezelés utan az alla-
tokat véglegesen elaltattuk és perfundaltuk. Kivettiik
a nyelvgy6koét, majd fagyaszté mikrotommal metszete-
ket készitettlnk.

A kivett mintakat fixaltuk, majd a primer szérummal
vald inkubalas utan avidin-biotin-komplex segitségével
peroxidaz reakciot végeztiink. Primer szérumok: a ko-
rabban hasznalt SP, VIP, NPY, CGRP, tumor nekrdzis
faktor a (TNF-a), nuklear faktor kB (NF-kB) mellett az
Osszes idegrost kimutatasara egér monoklonalis peri-

pherin antitestet is hasznaltunk (5 db) (Novo Castra, ka-
talogus szam: P21935). Az anyagok egy részébdl elekt-
ronmikroszkdpos metszeteket is készitettlink, ahol az
idegrostokat és az immunkompetens sejteket analizal-
tuk, valamint vizsgaltuk azok morfoldgiai kapcsolatait.

A jelzett idegrostok kimutatasara avidin-biotin-pe-
roxidaz (Vectastain ABC, Vector Laboratories, Peterbo-
rough, UK) technikat (1 6rara), valamint diamino-ben-
zidint (DAB Vector, 0,025%, 3,3-diamino-benzidin,
0,0015% H,0,, 0,05 M Tris-HCI puffer, pH = 7,5) al-
kalmaztunk 8-10 percre. Nikkellel intenzifikaltunk, majd
a végén a metszeteket a zselatinozott targylemezekre
teritve Depex-szel fedtik le.

A hizésejtek vizualizalasahoz a 0,1%-0s toluidinkék
festéket (Sigma) vagy hisztaminellenes primer antiszé-
rumot hasznaltunk.

A fénymikroszkopos metszeteken megszamoltuk
a kllénb6z6 immunjelzett képleteket, majd statisztika-
ilag értékeltiik. Az immunreaktiv (IR) idegrostokat 15—
2000 pm? szdvet teriileten szamoltuk meg és a kapott
eredményeket egységnyi teriiletre (100 pm?) vonat-
koztattuk. A szamolashoz az egész metszetet vizsgal-
tuk fénymikroszképpal 40 szeres nagyitasban. Minden
egyes vizsgalt anyagbdl kb. 15-25 fényképet készitet-
tink, majd digitalizaltuk és szamitégépes szoftverrel
(IMAN (béta) 2,0 MFA, Budapest, Hungary) analizaltuk.

Statisztikai modszer

Az eredmények statisztikai értékeléséhez két minta
esetén a Student-féle kétmintas t-prébat, tdbb minta
6sszehasonlitdsa esetén a variancia analizist (ANOVA)
hasznaltuk post hoc Bonferroni és paratlan Student-féle
kétmintas t-préba 6sszehasonlitasokkal. A p < 0,05 ese-
tén az eredményt szignifikansnak tekintettik.

Eredmények

Az IR idegrostok a patkany nyelvgy6k minden rétegé-
ben megtalalhaték kilénbdzé mennyiségben. Néhany
IR rost a mucinézus és a szer6zus mirigyvégkamrak
(Weber mirigy) kérdl is lathatok (1., 2., 3. abrak). Az
IR idegrostok féleg a hamban és a ham alatt talalhatok
(4., 5., 6. abrak). Nagyon kevés hizosejt talalhaté ezen
metszetekben, és hizésejt és IR idegrost kapcsolatot
(3 ym-en belll) szintén ritkan tudtuk megfigyelni.
Diabetes mellitusban az IR idegrostok mennyisége
megvaltozott a kontrollhoz képest a nyelvgydkben. Két
héttel a diabetes mellitus kialakuldsa utan az IR ideg-
rostok szama szignifikdnsan megemelkedett. Nagyon
slir(i SP és PER IR idegrost-halézatot talaltunk a papilla
vallatae subepithelialis teriiletén és magaban a hdmban
is (5. abra). Egyes metszetben az IR idegsejtek szama
is megemelkedett. A mucin6zus mirigyvégkamrak ko-
ril is emelkedett az IR idegrostok mennyisége (2. abra).
Azonban négyhetes diabetes esetén minden altalunk



vizsgalt IR idegrost szama cs6kkent a nyelv dsszterile-
tén, mennyiséguk hasonlé a kontroll allatokhoz viszo-
nyitva. A SP és NPY IR idegrostok mennyisége még
kevesebb, mint a kontroll nyelvben. A PER pozitiv ideg-
rostok mennyiségének valtozasat mutatja a diagram
a nyelv nyalkahartyajaban és annak mirigyeiben (7. dbra).
A valtozas hasonléan szignifikdns, mint a korabban
vizsgalt SP és NPY IR idegrostok véaltozasa. A SP,
NPY és TH IR idegrostok vastagsaga lathatéan meg-
névekedett.

Steptozotocinnal valé kezelés utan a nyelv lamina
propria terllete diffuzan infiltralédott gyulladasos sej-
tekkel (limfociték, plazmasejtek és hizdsejtek). Toluidin-
kékkel valo festés kimutatta, hogy a nyelvgydk minden
rétegében talalhatok hizdsejtek. A gyulladas teriletén
az immunkompetens sejtszam-emelkedés mellett né-
hany sejt immunreaktivitast is mutatott SP-re és NPY-
ra (5. abra). A sejtek egy része kicsi, kerek 6—10 mm
nagysagu sejt (limfocitak), mas része nagy, ovalis, 15—
20 mm nagysagu (plazmasejtek valamint hizésejtek)
sejt. Kéthetes diabeteses allatoknal a hizésejtek szama
szignifikdnsan megndvekedett (p < 0,05) a nyelv &ssz-
teriiletét figyelembe véve. Legnagyobb mennyiségiik
azonban kdzvetlenlll a ham alatt a lamina propriaban
figyelhet6 meg, ezen belll is f6leg az erek korll. Az IR
idegrostok és a hizésejtek kdzotti kapcsolatok mennyi-
sége szignifikansan megemelkedett, kilondésen a SP
pozitiv idegrost—hizésejt kapcsolata, ahol a ndvekedés
még szignifikansabb (p < 0,01) volt (8. abra).

Megbeszélés

Hosszan tarto hiperglikémia hatasara karosodik a szaj-
Ureg nyalkahartyaja és csokken a betegek nyalterme-
lése. Gyakran a nyal dsszetételében is valtozas alakul
ki, kbvetkezményként kiildnb6z6 szajlregi fertézések
Iéphetnek fel és csbkken az izérzés is [6, 29].

A neuropeptid tartalmu idegrostok mennyisége és lo-
kalizacidja megvaltozik diabetes hatasara, melyet sza-
mos szerz6 kiilonb6z8 szévetben és speciesben de-
monstralt, beleértve a gasztrointesztinalis traktust, bért,
ereket, a kdzponti és a periférias idegrendszert. A le-
irt elvaltozasok a peptid tartalmu idegrostok mennyi-
ségére vonatkozva eltéréek [23, 24, 27]. Az adott sz6-
vet beidegzésétdl és funkcios sajatossagaitdl fliggben
a neuropeptidek szintje és az IR idegrostok mennyi-
sége novekedett, cs6kkent vagy nem valtozott [1, 39,
42]. A korai kisérletes DM-ben a gyulladasos folyama-
tok hatasara a SP és NPY IR idegrostok szama meg-
emelkedik, mig hosszan tart6 betegség hatasara szig-
nifikansan cstkken a nyelv minden rétegében [5, 25],
hasonléan valtozik a PER IR idegrostok mennyisége
is. A bér beidegzésében résztvevé CGRP és protein
gene product (PGP 9,5) IR idegrostok szama hosszan
tartd betegség hatasara szignifikdnsan csékkent [9].
A nyalmirigyek beidegzésében bekdvetkezett valtoza-
sok hatassal vannak a nyaltermelésre. SP néveli a nyal-
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1. dbra: Glandula radicis linguae kontroll allatbél.
Nyilak jelzik a VIP tartalmu idegrostokat a mirigyallomanyban.
Lépték = 100 um

2. abra: 2 hetes streptozotocin diabetes mellitusos allat
nyelvgyok mirigyallomanya.
Nyil jelzi a mucinozus acinus koéruli NPY IR idegrostot.
Nyilhegy mutatja a perivascularisan talalhaté NPY pozitiv idegrostokat.
Lépték = 100 pm

3. abra: 4 hetes streptozotocin diabetes mellitusos allat
mucinozus mirigyallomanya.
Nyil mutatja a peripherin immunoreaktiv idegrostot
a kivezet6 csovek kdzelében.
Lépték = 100 pm
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4. abra: A P anyag tartalmu idegrostokat nyilak mutatjak
a kontroll allat nyelv nyalkahartyajaban.
Lépték = 100 ym

7. dbra: PER IR idegrostok mennyisége
a nyelv nyalkahartyajaban
és mirigyallomanyaban.

5. dbra: 2 hetes streptozotocin kezelés utani nyalkahartya.
Nyilak jelzik a P anyag tartalmu idegrostokat
a papilla vallata nyalkahartyajaban.
Nyilhegyek mutatjék a szintén P anyag immunpozitiv limfocitakat.
Lépték = 100 pm
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6. dbra: A peripherin (PER) pozitiv idegrostokat nyil jelzi
a nyelv nyalkahartyajaban 4 hetes diabetes mellitusos allatban.
(E = ham) Lépték = 100 pm

8. dbra: SP IR immunsejtek és kdzvetlen anatémiai kapcsolatuk
az SP pozitiv idegrostokkal két- és négyhetes diabetes mellitusban.

termelést kisérletes allatokban. Mivel korabban elekt-
ronmikroszképosan bizonyitottuk a nyelvben a lokali-
san zarodo reflex jelenlétét (intralingualis reflex) [3], igy
az IR idegrostok cstkkenése feltételezhetéen erésen
csokkenti a nyaltermelést. Egyrészt azaltal, hogy keve-
sebb érz§ (SP) rost hat a helyi ganglionok idegsejtjeire,
masrészt a mirigyekben Iévé szekretomotoros idegros-
tok (VIP, NPY) mennyisége is csdkkent. A nyalterme-
Iésben és a gyulladasos sejtek mennyiségében beko-
vetkezett valtozasok szerepet jatszhatnak a kariesek és
a parodontdlis gyulladasos folyamatok kialakulasaban
is [22, 36]. Korabbi vizsgalatunk kimutatta, hogy a ko-
rai inzulinkezelés kivédheti az IR idegrostokban beko-
vetkezd koros valtozasokat, visszaall az izlel6bimbo-
kat beidegz6 idegrostok eredeti mennyisége, kivédheti
a csokkent izérzést, csokkentheti a neuropatiat és a visz-
szaallithatja a normal nyalelvalasztast [21].

Ma mar tényként elfogadott, hogy az idegrendszer
és az immunrendszer sejtjei k6z6tt kétirdnyu informa-
cidcsere van [12, 15]. Az immunsejtet ér6 idegi hata-
sokat kodzvetit6 informacids utak a feltevések szerint




toébb palyan és szervez6dési szinten biztositjak e két-
iranyd kommunikaciot. A legutdbbi munkank eredmé-
nyei is azt bizonyitjak, hogy DM hatéséra szignifikan-
san megemelkedik az SP idegrostok és a kllénb6z6
immunsejtek szama, valamint az idegrostok és immun-
sejtek morfoldgiai kapcsolata. Kiilénds jelentésége van
ezen idegi kontaktusnak, az idegrendszer és az immun-
rendszer kdzvetlen érintkezésének, mivel a két rend-
szer disztansz szinaptikus kapcsolat révén gyorsan tud
egymasra hatni. Neuropeptidek képesek modulalni a lim-
foid sejtek aktivitasat, beleértve differencialodasukat,
migracidjukat, proliferacidjukat, citotoxicitasukat és a me-
diatorok felszabadulasat. Az immunsejtek viszont expresz-
szaljak a neuropeptidek receptorait, s bizonyos stimu-
lusok hatasara neuropeptideket is termelnek. Az altaluk
termelt citokinek mas sejtek aktivacidjahoz, proliferacio-
jahoz, differenciacidjahoz vezetnek. Ezen sejtek sza-
mos pro-inflammatorikus és anti-inflammatorikus hata-
su citokineket bocsatanak ki a kdrnyezetiikbe, utébbiak
igyekszenek a gyulladast eliminalni, a sebeket meggyo-
gyitani [18, 33, 37]. DM hatasara kronikusan megemel-
kedik a pro-inflammatoros citokinek szama, példaul
IL-1, IL-6, TNF-a [7, 38]. Duarte és munkatarsai [13]
legujabb 6sszehasonlitd vizsgalatai kimutattak, hogy
a gingivalis sulcus folyadékban 1évé cito- és kemokinek
mennyisége szignifikansan nagyobb volt a DM bete-
geknél, még az egészséges fogaknal is, 6sszehason-
litva a nem diabeteses betegekkel. A legutdbbi irodalmi
adatok azt is bizonyitjak, hogy kapszaicin kezelés hata-
sara, ami csdkkenti a P anyag mennyiségét a szévetek-
ben, vagy P anyag antagonistakkal siker(lt a kolitises
betegeket gydgyitani és lecsdkkent a TNFa szekrécio-
ja a nyalkahartya hizéseijtjeibdl [8, 17, 35]. Igy a cukor-
betegek szajlregi sebeinek, gyulladasainal az altala-
nosan elfogadott terapia mellett széba j6het a jov6ben
a megemelkedett neuropeptidek és citokinek gatlasa
is, igy példaul SP antagonistak, vagy TNFa ellenanyag
alkalmazasa.
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KispELYl B, ALTDORFER K, FEHER E

Changes of the innervation in the mucous membrane and glands of the tongue in diabetes mellitus

The number of the different neuropeptides-containing nerve fibres and immunocompetent cells was changed in diabe-
tes mellitus (DM) in different organs. In this work we investigated the effect of DM on quantitation of the nerve fibres using
immunhistochemistry. After two weeks of the DM the quantitiy of the different nerve fibres increased significantly both
in the mucous membrane and glands of the tongue. The number of the immunocompetent cells (lymphocytes, plasma
cells, mast cells) increased as well significantly. Some of these cells showed also immunoreactivity for substance P and
neuropeptide Y. A few substance P cells were in very close relation to the SP immunoreactive nerve fibres. After four
weeks of DM the number of the nerve fibres was decreased compared to the 2 weeks treatment, however, the number
of them was higher compared to the control. The close relation between the nerve fibres and immunocells might play
a crutial role in maintaining the homeostasis the mucous membrane and glands of the tongue as well as in the increas-

ing inflammation and elimination of it.

Key words: Substance P, Neuropeptid Y, mucous membrane of the tongue, neuroimmunomodulation
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