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1. BEVEZETES

A szemfelszin elsé védelmi vonalat a kiils0 kornyezet fel¢ a kdtOhartya, a szaruhartya
¢s az azt boritd6 konnyfilm biztositja. Az elégtelen konnytermelés szaraz szem betegséget és
potencialis szemfelszini elvaltozasokat okozhat. A konnytermelés tulnyomoérészt a
konnymirigyben torténik, ahol a folyamat szdmos transzmembran transzporteren ¢&s
ioncsatornan keresztiil valosul meg. Ezen strukturak szerepének tisztazasa és a konnymirigy
hatékonyabb kezelését eredményezheti. A kdnnymirigy egy tubuloacinaris exokrin mirigy,
melyet nagyrészt harom sejttipus, az acinaris, a duktalis és a myoepitelidlis sejt alkot. Az
acinaris sejtek adjak a mirigy sejtjeinek 80%-at. A duktalis sejtek a sejttomeg kb. 15%-at
paraszimpatikus, mind a szimpatikus idegrendszer szerepet jatszik. A konnytermelést
befolyasold legjelentdsebb paraszimpatikus neurotranszmitterek az acetilkolin és a vazoaktiv
intesztinalis peptid (VIP).
szekretald funkcioval is bird duktusz sejtekkel szemben. 1972-ben Alexander és munkatarsai
vetették fel a duktalis rendszer konnytermelésben betoltott esetleges szerepét. Feltételezésiik
szerint a konny két 1épésben termelddik: az acinusok altal termelt elsddleges plazma-szeri
folyadék a duktalis lumenen valé athaladdskor modosul. Az elsddleges szekrétum K* és CI°
Osszetételének esetleges duktdlis modositasat 1981-ben Dartt és munkatérsai is leirtdk, bar
ekkor még a konnymirigy duktalis epitélium szekrécios funkcidja nem volt ismert.

Az elsO, konnymirigy duktusz funkcionalis vizsgalatara alkalmas kisérletes modellt
munkacsoportunk dolgozta ki. Modszeriinkkel el6szor valt lehetévé a konnymirigy duktusz
szegmensek funkcionalis vizsgalata. Az alkalmazott videomikroszkopos technikaval
konnytermelésben betoltott aktiv szerepét.

Bér korabbi publikaciok leirjak a paraszimpatikus idegek 4altal felszabaditott VIP
szerepét az acinus sejtek fehérjeszekrécigjaban, hatdsa a konnymirigy duktuszok
folyadéktermelésére ismeretlen volt. A VIP-receptor interakcid aktivalja a Gsoo G fehérjét,
cAMP aktivalja a protein kindz A (PKA)-t szamos célfehérjék foszforilalasat eredményezve.
Az intracellularis cAMP szintet emeld hormonok és neurotranszmitterek a fenti

mechanizmuson keresztiil stimuldlhatjak a cisztds fibrozis transzmembran konduktancia



regulator (CFTR) ioncsatorna miitkodését is. Korabbi igazoltuk, hogy a citoszolikus cAMP
szintet noveld agensek jelentés folyadékszekrécios valaszt valtottak ki. Ezek az eredmények
egyértelmiien felvetették a cAMP altal aktivalhato CFTR szerepét a duktalis
folyadékszekrécioban. A cisztds fibrozisban szenvedd betegeknél tapasztalhatd, valtozo
sulyossagu szaraz szem betegségre vonatkozo klinikai adatok tovabb erdsitették a CFTR
konnytermelésben betoltott szerepével kapcsolatos feltételezéseket. Nyulon és patkanyon
végzett génexpresszios vizsgalatok eredményei szerint a CFTR dominansan fejezddik ki a
konnymirigy duktalis sejtjeiben. Mindezek alapjan a CFTR legfébb szerepe a
konnymirigyben az anion transzport szabalyozéasa lehet a duktélis epitélsejtek apikalis
membrajan. Kisérleteinkben a CFTR konnymirigy mitkodésben betoltott szerepének direkt

vizsgalatat a CFTR-t nem expresszald (CFTR KO) transzgenikus egérmodell tette lehetove.

2. CELKITUZESEK

A konnymirigy a szemfelszint boritd6 konnyfilm elsddleges termeldje. A
konnyszekrécios ~ folyamatok  domindns  szabdlyozo6i a  paraszimpatikus  idegek
neurotranszmitterei, az acetilkolin és a VIP. Bar korabbi publikaciok beszamolnak a kolinerg
¢és VIP receptorok jelenlétérdl a konnymirigy sejtjeiben, a paraszimpatikus rendszer duktalis
folyadéktermelésre kifejtett hatasa egyelore teljesen ismeretlen. Ezért munkank soran célul
tliztiik ki a paraszimpatomimetikus hatasti carbachol és VIP egér konnymirigy duktuszokra
gyakorolt hatasanak vizsgalatat.

A CFTR rendkiviil fontos szerepet jatszik a folyadékot szekretalo epitélsejtek
transzmembran klorid-ion transzportjaban. Mas exokrin mirigyekben egyre tobb bizonyiték
all rendelkezésre a VIP hatasanak és a CFTR miikodésének osszefliggéseirdl. Munkank soran
célul tiztiik ki a CFTR és a paraszimpatikus szabalyozas Oszefiiggéseinek vizsgalatat egér

konnymirigy vezetéksejteken.

Kisérleteink célja a kovetkezo volt:

e A kolinerg stimulaci6 folyadéktermelésére kifejtett hatasanak vizsgalata vad tipust
(WT) és CFTR KO egerekbdl izolalt konnymirigy duktuszokon.
e A VIP stimulacié hatasara bekovetkezé folyadékszekrécid vizsgalata izolalt WT és

CFTR KO duktusz szegmenseken.



e A Ca™ szint intracelluléris valtozasainak vizsgalata carbachol és VIP stimulci6 soran

WT és CFTR KO duktuszokon.



3. MODSZEREK

Kisérleti allatok

A Kkisérleteket felnétt WT és CFTR KO egértdrzsek konnymirigyébdl izolalt
duktuszokon végeztiik. Az osszes allatkisérletet az ARVO Allatok Szemészeti Kutatisban
torténd felhasznalasarol szold irdnyelveinek betartdsaval végeztiik. Az Europai Parlament
2010/63 / EU iranyelvének megfeleld vizsgalati protokollt a Szegedi Tudomanyegyetem

Allattenyésztési Kutatointézetének etikai bizottsaga jovahagyta.

Hematoxylin & eosin (H&E) festés és immunofluoreszcencia

A WT ¢és CFTR KO egértorzsek konnymirigyébdl izolalt duktuszokat fixalast
kovetéen metszettiik, majd hematoxillin-eozin festést végeztiink. A fagyasztast és rehidralast
ismételt fixalas kovette. Az immunfluoreszcens vizsgalatok céljara az elsdédleges antitestekkel

egy¢jszakas, majd a masodlagos antitestekkel 1 6ras inkubalast végeztiink.

Konnymirigy duktuszok izolalasa és kultiraban tartasa
A konnymirigy szovetdarabokbol sztereo mikroszkop alatt inter-, és intralobularis
duktuszokat izolaltunk, majd azokat egy éjszakan at Petri csészébe helyezve 37C-on 5% CO;,

atmoszféraban inkubaltuk.
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végeztiik. Az interlobularis duktuszok zart intraluminalis terébe torténd folyadékszekrécioja a
luminalis térfogat videdmikroszkdppal detektalhatd novekedését eredményezte. A szekrécid

mértékének meghatarozéasa a volumenvaltozasbol tortént.

Intracellularis Ca®* szint ([Ca®*];) mérése

A duktuszokat Ca** érzékeny, fluoreszkalo FURA 2AM festékkel toltéttiik fel és az
intracelularis Ca®* értéket egy képalkoto rendszerrel mértiik. Egy adott mérési teriileten beliil
5-10 sejtet 340 és 380 nm-en gerjesztettiink, majd a fluoreszcens emisszios ratat 510 nm-en

mértiik. Masodpercenként egy [Ca®*]; szint mérés tortént.



Statisztikai analizis

A duktalis folyadékszekrécid mennyiségének meghatdrozasahoz vegyes ANOVA
modellt hasznalatunk. A konnyszekrécio elemzésére Dunn-modszerrel végzett Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztunk. Az adatok elemzéséhez SPSS 22 statisztikai szoftvert hasznaltunk. A

0.05-nél kisebb p értéket tekintettiik szignifikansnak.

4, EREDMENYEK

WT és CFTR KO allatok konnymirigyének H&E festése

A WT ¢és CFTR KO allatok konnymirigyének morfologiai eltéréseit H&E festéssel
vizsgaltuk 8-10 ¢és 20-24 hetes allatok konnymirigyébdl késziilt metszeteken. A
konnymirigyekben egyik ¢életkorban sem tapasztaltunk struktaralis eltéréseket egyik
allatcsoport (WT és CFTR KO) esetében sem.

Immunfluoreszcens festés

A VPAC1, VPAC2 receptorok ¢és a CFTR lokalizacidjanak vizsgalatara
immunfluoreszcens festést alkalmaztunk. Eredményeink a CFTR fehérje kifejezddését
jellemzéen a konnymirigy duktalis sejtek apikalis membranjaban igazoltak, bar az acinus
sejtek citoplazmajaban is észleltiink némi festddést. A varakozasoknak megfeleléen a CFTR
fehérjét nem lehetett kimutatni a CFTR KO allatok konnymirigyében. A VPACL receptor
dominansan a duktalis sejtekben lokalizalodik, de erdteljes mozaik-mintazatban (nem minden
duktusz szakaszban). A WT és CFTR KO egerekbdl szarmazo metszetek festddése kozott nem
tapasztaltunk kiilonbséget. A VPAC2 receptor lokalizacidjat erds festddés igazolta nem csak a

duktalis, de az acinaris sejtek bazolateralis felszinén is mind WT, mind CFTR KO mintak esetén.

Kolinerg stimulacié hatasa izolalt konnymirigy duktuszok folyadékszekrécidjara

A CFTR kolinerg-indukalt folyadékszekrécioban betoltott szerepének felderitésére a
muszkarin-agonista carbachol hatasat vizsgaltuk WT és CFTR KO duktuszokon, HEPES és
HCO3/CO, pufferelt-oldatban. A duktuszok izolalasa 14-24 hetes allatokbdl tortént. A
carbachol stimulacié elsé 4-5 percében gyors szekrécié volt megfigyelheté, amelyet egy
lassabb fazis kovet a HEPES pufferban végzett kisérletek soran. A szekrécids ratak kozott
nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget WT és CFTR KO éallatbdl izolalt minték esetén.
HCO3/COgpufferelt koriilmények kozott elvégeztik ugyanezen kisérleteket. Hasonldan a
HEPES-pufferelt mérésekhez, az els6 4-5 percben gyors, majd lassabb szekréciot

tapasztaltunk mind a WT mind a CFTR KO duktuszok esetében. HCO3/CO,-pufferelt



oldatban sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a WT ¢és a CFTR KO duktuszok kozott a
carbachol-indukalta folyadékszekréci6 mérésekor. Osszefoglalva, a carbachol hasonld
mértékben stimuldlta a WT ¢és CFTR KO egerekbdl izolalt duktuszok folyadékszekréciojat
mind HEPES, mind HCO3/CO,-pufferelt oldatban. A szekrécios rata értékek kozott nem
figyeltiink meg szignifikdns kiilonbséget sem a kiilonb6zo eredetti duktuszok (WT és CFTR
KO), sem a kiilonb6z6 pufferek kozott.

Izolalt konnymirigy duktuszok VIP-indukalt folyadékszekrécioja

A VIP folyadékszekréciora gyakorolt hatdsat WT ¢s CFTR KO egerekbdl szarmazo
duktuszokon is vizsgaltuk. Ezek a mérések kizarolag HCO3/CO,-pufferelt oldatban torténtek.
Ennek okai részben a korabbi kisérletek (HEPES és HCO3/CO,-pufferelt mérések) soran
tapasztalt egyezd eredmények, részben pedig a VIP-stimulélta folyadékszekrécios mérések
soran tapasztalt nehézségek voltak. Ezekben a mérésekben az izolalt duktuszok jelentds része
nem reagalt a stimuldld szerre. Ez a megfigyelés 0Osszhangban 4ll a duktusok
immunflureszcens vizsgalata soran tapasztaltakkal, ahol a VPAC1 receptorok mozaik-szerii
expressziojat tapasztaltuk. A VIP stimulacié hatdsara erds és folyamatos szekrécids valaszt
tapasztaltunk WT allatbol izolalt konnymirigy duktuszokon. Ezzel ellentétben a CFTR KO
egerekbOl szarmazo duktuszoknal gyenge, pulzus-szerii szekréciot tapasztaltunk, amit a mérés

soran plato-jellegli fazis kovetett.

Carbachol és VIP-indukalta Ca”" szignalizacio vizsgalata izolalt konnymirigy
duktuszokon

Az [Ca*"]; szint carbachol hatisara bekdvetkezd valtozasait és esetleges eltéréseit
szintén WT és CFTR KO egerekbdl izolalt duktuszokon vizsgaltuk. Az [Ca®]; szint
dozisfiiggd emelkedését tapasztaltuk mind WT, mind CFTR KO duktalis sejtek esetében.
Ezekben a kisérletekben nem tapasztaltunk kiilonbséget a WT és CFTR KO duktuszok kozott.
A VIP stimulacié hatasara bekovetkezo [Ca2+]i szint valtozasokat szintén WT és CFTR KO
duktusz szakaszokon vizsgaltuk. A VIP stimulcié kisebb mértékii, de szignifikans [Ca?'];
szint emelkedést valtott ki mind a WT, mind a CFTR KO egerekbdl izolalt duktalis sejtekben.

Ezekben a kisérletekben a kolinerg agonista carbacholt pozitiv kontrollként hasznaltuk.



5. MEGBESZELES

A szaraz szem betegség a leggyakoribb szemészeti korkép, mely vilagszerte emberek
millidit érinti. A betegség kezelése tobbnyire a tiinetek enyhitésére iranyul a jelenleg még
elérhetetlen oki terapia helyett. A konnymirigy altal termelt folyadék megfeleld mennyiségl és
kiegyensulyozott elektrolit, fehérje és mucin Osszetétele elengedhetetlen a megfeleld preokularis
konnyfilm réteg fenntartdsahoz. A konnymirigy milkddésének megértése €s részletes feltardsa
elengedhetetlen a szaraz szem betegség kezelésére alkalmas uj farmakologiai megoldasok
kidolgozasahoz. Jelenleg a széleskorlien tanulmanyozott acinus sejtekrél rendelkezésre allo
informacié mennyiséghez képest meglehetdsen szegényes a duktalis sejtekrdl rendelkezésre allo
ismeretanyag. Laboratoriumunkban vilagels6ként dolgoztunk ki egy olyan modellrendszert,
amelynek segitségével lehetdvé valt a konnymirigy duktuszok funkciondlis tanulmanyozasa, 10j
lehet6ségeket nyitva ezzel a konnymirigy kutatdsban. Munkank a koénnymirigy duktuszok
konnyszekrécios folyamatban betoltott szerepének vizsgalatara iranyult az izolalt duktusz modell
felhasznalasaval. Bar a duktalis epitélsejtek szekrécioja egyértelmii szerepet jatszik a
konnytermelésben, a konnymirigy duktuszok miikodésének szabalyozasarol nagyon keveset
tudunk. A konnymirigy duktalis szekrécidra a szimpatikus €s paraszimpatikus rendszer is hatast
gyakorol. Az anatdmiailag és funkcionalisan is dominans paraszimpatikus idegek a szekretalt
neurotranszmitter alapjan két csoportra oszthatok. A kolinerg idegvégzddések kolinerg agonista
acetilkolint, a VIP-erg idegvégzodések VIP-et valasztanak ki. Mindkét neurotranszmitternek
konnyszekrécios szerepének vizsgalatara iranyuld kisérletek korabban kizardlag intakt
konnymirigyen vagy acinuson zajlottak. Munkank soran a kolinerg és VIP-erg stimulacié direkt
hatasat vizsgaltuk izolalt konnymirigy duktusz szegmenseken és felderitettiik a CFTR klorid-ion
csatorna és a paraszimpatikus szabalyozod rendszer kozti kapcsolatot. A a CFTR-t kodolo
génszakaszban hibat hordozo transzgenikus egérmodell, lehetévé tette az ioncsatorna
folyadékszekrécioban betdltott szerepének vizsgalatat és a hidnyz6 CFTR fehérje altal okozott
potencialis morfologiai eltérések felderitését. A WT és CFTR KO egerek konnymirigyében
jelentkez6 esetleges morfologiai eltérések elemzéséhez hisztologiai vizsgalatokat végeztiink. A
H&E festés eredményeként nem tapasztaltunk strukturalis kiilonbséget sem a duktuszok, sem
acinusok esetén WT és CFTR KO allatokbol szarmazo, azonos korcsoportii mintak kozott. Ezek
az eredmények jol demonstraljak, hogy a betegség kialakuldsdban a funkcionalis eltérések mar a
morfoldgiai elvaltozasok elétt jelentkezhetnek. A CFTR KO allatok rovid varhato élettartama
miatt a betegség késdi stddiumaban kialakulé morfologiai eltérések vizsgalata nem volt

kivitelezhetd, ennek felderitésére tovabbi kisérletek sziikségesek.



A VPAC1 ¢és VPAC2 receptorok, tovabba a CFTR fehérje jelenlétének ¢és
lokalizaciojanak bizonyitdsdra immunfluoreszcens festést végeztiink. A WT allatokbol
szarmazo metszetek esetében intenziv CFTR festddést tapasztaltunk, jellemzden a
konnymirigy duktalis sejtek apikalis membranjan. Emellett sokkal gyengébb, diffuz festédést
tapasztaltunk az acinus sejtek citoplazmajaban. Az altalunk kapott eredmények bizonyitjak a
CFTR dominans jelenlétét a konnymirigy duktuszok sejtjeiben és jelzik a CFTR fontos, a
pankreaszhoz hasonld duktusz-specifikus szerepét. A vartnak megfeleléen, a CFTR KO
egerekbdl szarmazo metszeteken nem kaptunk CFTR festodést.

A VPACI és VPAC2 receptorok jelenlétét €s lokalizacidjat szintén WT és CFTR KO
allatok konnymirigyébdl szarmazé metszeteken vizsgalatuk. Vizsgalataink soran jelentds
kiilonbséget tapasztalunk a két receptor szoveten beliili eloszlasaban. A VPACI1 receptor
jellemzden a duktalis sejtekben lokalizalodik, a festddési mintdzatot meghataroz6 mozaikos
eloszlasban. A VPAC2 receptor homogén eloszlast mutatott a konnymirigy szovet kiilonb6zd
sejtjeiben. Mindkét receptor jellemzéen a konnymirigy szovet sejtjeinek bazolateralis
felszinén lokalizalodott. A CFTR fehérje hidnya nem befolyasolta a VPAC1 és VPAC2
receptorok expresszidjat, nem tapasztaltunk kiilonbséget a WT és CFTR KO mintak kozott.

A paraszimpatikus neurotranszmitterek folyadékszekrécidra gyakorolt hatdsat video-
mikroszkdpos modszerrel vizsgaltuk. A kolinerg agonista carbachol (100 uM) kétfazisu
folyadékszekrécios valaszt idézett elé: az elsé 5 percben gyors szekréciot, majd egy plato-
szerll fazist hozva létre. Hasonlo eredményeket kaptunk CFTR KO egerekbdl szarmazo izolalt
duktuszokon végzett kisérletekben is. Ez utobbi eredmény a kolinerg szekrécios mechanizmus
aktiv CFTR fehérjétdl vald fliggetlenségét bizonyitja. VIP (100nM) stimulécid hatasara erds
¢s folyamatos folyadékszekréciot tapasztaltunk WT allatokbdl szdrmazd izolalt duktuszok
esetében. Ezzel ellentétben, a CFTR KO egerekbdl szarmazo duktuszok gyenge, pulzus-szerii
szekréciot mutattak, amit egy platd fazis kovetett. A CFTR KO duktuszoknal tapasztalhato
csokkent VIP-indukalta valasz a CFTR fehérje hianyara vezethetd vissza a kovetkezé modon:
a VIP receptorok stimuldcioja az adenil-cikldz révén megnoveli az intracellularis cAMP
szintet, és kozvetve fokozza a CFTR aktivitasat. A VIP-stimulalta folyadékszekrécié mogott
ilyen médon jelentds részben a CFTR mikodése allhat. A CFTR KO duktuszon tapasztalt
gyenge VIP-indukalta szekrécids valasz jelentds mértékben aldtdmasztja ezt a magyarazatot.

A paraszimpatikus stimulécid Ca®" homeosztazisra gyakorolt hatasat a CFTR fehérje
esetleges szerepét a folyamatban szintén vizsgaltuk. A [Ca?']; valtozasait mikrofluorometrias
modszerrel mértiik. A carbachol WT és CFTR KO sejtek esetén is az [Ca2+]i dozisfliggd

emelkedését indukdlta. A carbachol hatdsara bekdvetkezo [Ca2+]i szint véltozadsban nem
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tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget WT és CFTR KO duktuszok esetén. A CFTR KO
duktuszokon tapasztalt valtozatlan carbachol-indukalta [Ca®*]; szint emelkedés a valtozatlan
carbachol-indukalta szekréciés valasszal egyiitt a Ca®" szignalizdci6 meghatirozd vagy
kizarolagos szerepét valosziniisiti a kolinerg stimulécidoban ¢€s kizarja a CFTR lehetséges
befolyasat. A VIP sem kizarolag az adenil ciklaz-CAMP rendszeren keresztiik hat: bizonyitja
ezt a kis mértékii [Ca®']; emelkedés is, mely osszhangban van a CFTR KO duktuszokban
kimutathato kismértékii, de egyértelmii szekrécios valasszal. A VIP indukalta [Ca®"); szint
emelkedés szintén fliggetlen a CFTR receptor jelenlététdl. Mindemellett a VIP stimulalta
[Ca’®*]i emelkedés jelentSsen gyengébb a carbachol hatasahoz képest.

Az immunfestés, folyadékszekrécios és [Ca®']; kisérleteink eredményeképp két,
részben fiiggetlen paraszimpatikus szabalyozé utvonalat feltételezhetiink. Osszegezve, a
carbachol stimulacio kizarolag a [Ca?"]; szint emelésén keresztiil fejti ki hatasat és nem érinti
az adenil ciklaz-CAMP-CFTR mechanizmust, azaz a cAMP altal aktivalt CFTR nem vesz
részt a carbachol stimulalta folyadékszekrécioban. VIP stimulacio hatasara az [Ca®'); szintnek
csak kisfoki és azonos mértékii emelkedését tapasztaltuk mind WT, mind CFTR KO
duktuszokban. Ugyanakkor a folyadékszekrécios valasz nagyban kiilonbozott a WT és CFTR
KO duktuszokban: a CFTR KO duktuszokban mért szekrécios rata jelentésen elmaradt a WT
duktuszok értékeitdl. Ezek az adatok az adenil ciklaz-cAMP ttvonal meghatirozo szerepét
valoszinlisitik  a  konnymirigy duktuszok VIP stimulalta folyadékszekrécigjaban.
Eredményeink Osszhangban vannak a korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint a VIP
nagyobb részt a cAMP-n keresztiil fejti ki hatasat, és csak kisebb részben befolyasolja az
intracellularis Ca”" szignalizaciot. A funkcionalisan aktiv CFTR hianya befolyasolja a VIP-

indukalta folyadékszekrécios valaszt konnymirigy duktuszokban, ami befolyassal lehet akar a

crer
crer

crer

6. OSSZEFOGLALAS

A bemutatott eredmények Osszefoglalasaként elmondhat6, hogy kisérleteink wjabb
bizonyitékot nyujtanak a vezetéksejtek szekrécids szerepérdl. Vizsgalatainkkal igazoltuk,
hogy a VIP receptorok és a CFTR funkcionalisan jelen vannak az egér konnymirigy duktalis
sejtjeiben. A CFTR protein a duktalis sejtek apikalis, a VPACI és VPAC2 pedig a

bazolaterdlis membranjan lokalizaltak. A folyadékszekrécidos kisérletek funkcionalis
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bizonyitékot szolgaltattak a konnymirigy duktuszok paraszimpatikus szabalyozasanak
jelent6ségérél. Igazoltuk a carbachol és VIP hatasara bekovetkezd [Ca®']; emelkedést és a
Ca’* jelatviteli utvonal valtozatlansagat a CFTR fehérje hianyéban is. Ezek az eredmények
szélesebb korl betekintést engednek a VIP konnymirigy miikodésben betoltott szerepébe és
bizonyitjak a VIP stimulaci6 és a CFTR kozotti kapcsolatot. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak tisztazasara, hogy a CFTR miikodésének befolyasoldsa lehet-e célpontja a konnymirigy

szekréci6 fokozasanak, és ezaltal szerepet jatszhat-e a szaraz szem kezelésében.

Az értekezésben a konnymirigy duktuszok funkciojaval kapcsolatban bemutatott wj

eredmények a kovetkezok:

1. A CFTR konnymirigyben valo jelenlétét vizsgalva megallapitottuk, hogy a CFTR
protein elsésorban a duktuszok apikalis membranjaban talilhat6 meg, jelenléte
az acinusokban nem jelentos.

2. A VPACI receptorok elsésorban a duktalis, mig a VPAC2 receptorok mind a
duktalis, mind az acinalis sejtjek bazolateralis membranjan kifejezodnek.

3. A konnymirigy kutatasban elészor és egyediilallé médon CFTR KO egértorzson
vizsgaltuk a paraszimpatikus szabalyozas hatasat a duktalis folyamatokra, illetve
a CFTR szerepét a paraszimpatikus szekrécios miikodésben.

4. Az altalunk korabban kifejlesztett eljarassal izolalt konnymirigy duktusz modellen,
videomikroszkopos technikakkal vizsgiltuk a WT é CFTR KO egerek
konnymirigyének folyadékszekréciojat. Jelentés folyadékszekrécios valaszt
tapasztaltunk mind carbachol, mind VIP stimulacio hatasara.

5. A CFTR KO egerek duktuszain megfigyelt, carbachol stimulicié hatasara
torténo jelentés és valtozatlan szekrécios valaszbol a kolinerg szabalyozas alatt
allo szekrécios folyamatok aktiv CFTR jelenlététol valo fiiggetlenségére
kovetkeztettiink.

6. A CFTR VIP-indukalta szekréciéban betoltott donto szerepét bizonyitotta, hogy
aktiv.  CFTR hianyaban csak minimalis VIP-indukalta folyadékszekréciot
tapasztaltunk.

7. A WT és KO duktuszoknal egyarant tapasztalt [Ca®']; szint emelkedés az [Ca®'];

homeosztazis funkcionalisan aktiv CFTR-tél valo fiiggetlenségét jelzi.
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Intézet korabbi tanszékvezetdjének, Prof. dr. Hegyi Péternek és Prof. dr. ifj.
Rakonczay Zoltannak, akik lehetdséget biztositottak kutatomunkam elvégzéséhez a

laboratoriumukban.
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