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1. BEVEZETES

1.1. A hasnyalmirigy

A hasnyalmirigy (pankreasz) egy kettds mirigy. Az exokrin rész emésztéenzimeket
valaszt ki, amelyek feladata a béllumenben 1év6 tapanyagok lebontasa, mig az endokrin rész
hormonokat juttat a véraramba, amik az anyagcserét szabalyozzak. Az endokrin hasnyalmirigy
egyediildlldo modon szétszortan, exokrin szovetbe agyazva helyezkedik el és nem képez
anatomiailag kiilonallo mirigyet.

Az endokrin hasnyalmirigy funkcionalis egysége a Langerhans-sziget. A szigetek 6t f6
sejttipusbol allnak: a- (~35%), B- (~55%), 8- (~5%), PP- (<1%) és e-sejtek (~0,15%). Altalaban
vércukorszint étkezés utani megemelkedése indukalja. Az inzulin elésegiti a tipanyagok mas
szervek altali felvételét és tarolasat, emellett csdkkenti azok de novo szintézisét, igy csokkentve
a vércukorszintet. Az a-sejtek foként glukagont valasztanak ki, hipoglikémidra valaszul.
Glukagon hatasara novekszik a glikogenolizis és glilkoneogenezis megnd a majban igy a
vércukorszint fiziologias tartomanyon marad. A 4-sejtek szomatosztatint termelnek, amely a
szigeten beliili erésen gatolja and inzulin és a glukagon felszabadulasat. A PP-sejtek pancreas-
polipeptidet (PP) termelnek, amely étkezés utan kertil a keringésbe, foként a vagalis stimulacid
hatdsara. A PP a gyomor-bélrendszer motilitdsdra, a gyomorsavtermelésre, a
gliikozanyagcserére és a jollakottsagra szabalyozasaban jatszik szerepet. Az e-sejtek ghrelint
véalasztanak ki, amely serkenti a ndvekedési hormon felszabadulasat, az étvagyat, az
energiaraktarozast és a gyomor-bélrendszer motilitasat.

Az exokrin hasnyalmirigy funkcionalis egységét az acinus képezi, amely piramis alaka
acinussejtekbdl all. Ezek egy kozponti iireget alkotnak, ahovd egy Cl -ban, fehérjékben,
zimogénekben és enzimekben gazdag folyadékot valasztanak ki. Az enzimek a kdzponti
iiregbdl egy interkaldlt duktuszba tavoznak. Az acinusok a maguk interkaldlt csatornéival
lebenny¢ allank Gssze, melyben egy f0 intralobuléris csatorna fut. Az intralubolaris csatornak
hasnyalmirigy-vezeték, amely a duodénumba torkollik. Az igy felépiilé duktalis fat
hasnyalmirigy duktalis epitél sejtek alkotjak (PDEC-ek), melyek azaltal, hogy vizzel higitjak,
a CI~ ionokat HCOs-ra cserélik, igy lugositva az acinussejtek valadékat, kulcsszerepet
jatszanak a hasnyaltermelésben. A HCOs™-szekrécido kulcsfontossagli  transzporterei
legerésebben az interkalalt csatornakban expresszalodnak, amelyek a human hasnyal- és HCO3~

elvalasztas f0 helyei. Ahogy a hasnyal athalad duktalis fan, szakaszosan modosul és HCO3™-



tartalma megnd. A lagos hasnyal megakadalyozza az emésztéenzimek 1d6 eldtti aktivalodasat,

¢és semlegesiti a duodénumba jutd gyomortartalmat.

1.1.1. A pankreasz duktalis epitél sejtek iontranszportfolyamatai

A hasnyal- és HCO3 -szekrécidoban részt vevo transzporterek expresszidja az apikalis és
bazalis membranban eltér. Tovabba az iontranszport-folyamatok eltérnek a duktalis fa
proximalis és disztalis szakaszaiban is. A HCO3™ a bazolateralis membranon keresztiil tobb féle
modon juthat a sejtbe. Egyfeldl a sejtbe passziv diffuzidval bejutd CO2-ot a karbonanhidraz
(CA) enzim hidratéalja és az igy keletkezé H-okat a bazolaterdlis membranon keresztiil a
Na*/H" cserélé (NHE-1) exportalja. A Na* elektrokémiai hajtoerejét a Na*/K* ATP4az pumpa
miikodése és K* csatornak biztositjak. A HCO3™ tilnyomd tobbségét azonban az 1Na*/2HCO3~
kotranszporter, mas néven NBCel-B, aktiv modon szallitja a sejtbe. A HCOs™ szekrécidja az
apikalis membranon keresztiil a lumenbe az SLC26A6 neviit 2HCO3™ /1CI™ kicserélon keresztiil
torténik, mig a cisztas fibrozis (CF) transzmembran konduktancia regulator (CFTR) CI -
csatorna biztositja a Cl— ionok visszaforgatasat. A HCOs™ transzcellularis mozgasa negativ
elektromos potencialt general a lumenben, amely paracellularisan Na* ionokat von maga utan.
A viz paracellularisan és akvaporin 1 és 5 (AQPI1, -5) vizcsatorndkon Kkeresztiil
transzcellularisan koveti a Na*-ot és a HCO3 -0t, az ozmotikus gradiensnek megfeleléen. Mivel
a duktalis sejtek CI™ altali atjarhatosaga a bazolateralis membranon rossz, de az apikalis
membranon jo, a luminalis Cl™ nagy része a proximalis duktalis szegmensekben a CI"/HCOs™
kicseréld altal reabszorbealodik. A disztalis csatornakban a csokkent luminalis Cl -
koncentraci6 az [Cl7]i gyors csokkenését eredményezi. Amikor az [Cl-]i 10 mM ala csokken, a
WNKI1 kinaz (with-no-lysine-kinase 1) aktivalodik, és megvaltoztatja a CFTR porusméretét,
aminek ezaltal HCOz™-atjarhatosaga megnd. A WNK1 parhuzamosan gatolja az apikalis SLC26
anioncseréloket a SPAK/OSRI1 szignalizacios utvonalakon keresztiil, megakadalyozva azok
forditott lizemmodban torténd aktivitasat, és ezaltal a HCO3™ lumindlis reabszorpcidjat. A kész

hasnyalban ez a mechanizmus 140 mM-o0s HCOz3 -koncentraciot tesz lehetové.

1.1.2. HCO3s™ szekrécio szabalyozasa hasnyalmirigy ductalis epithelialis sejtekben

A duktalis sejtekben a HCO3™ szekrécioja a cAMP/PKA Utvonalon keresztiil indithatd
be és Ca®" jelatviteli itvonalon keresztiil stimulalhaté. A proximélis duodenumban juté savas
gyomortartalom hatasara a neuroendokrin S-sejtek szekretint (SCT) szabaditanak fel, amely a
duktalis sejtek elsddleges aktivatora. A bazolateralis membranon a SCT sajat G-protein-

kapcsolt receptordhoz kotédik, ami aktivalja az adenilat-ciklazt (AC). A megnovekedett CAMP



szint aktivalja a PKA-t (protein kinaz A), amely foszforilalja és aktivalja a HCO3 -szekrécioban
szerepet jatszo kulcsfontossagu fehérjéket, példaul a CFTR-t. A cAMP/PKA utvonal aktivalasa
VPACL1 VIP-receptoron és béta-adrenerg receptorokon keresztil is torténhet. A duktalis sejtek
tovabbi fontos agonistai a kolecisztokinin (CCK) és az acetilkolin, amelyek a SCT altal kivaltott
HCO3 -szekréciot erdsitik. A duktalis sejtek bazolateralis membranjaban talalhaté CCK-B és
muszkarinos M2, M3 receptorok, aktivaljak a foszfolipaz C-t (PLC), amely inozitol-1,4,5-
trifoszfatot (IP3) hoz létre. Az intracellularis raktirakbol felszabadulé Ca?* jelet a
plazmamembran talalhat6 Ca?"aktivalt Ca®* csatorndk tovabb erdsitik. A Ca?* jelatviteli it a
Ca®'-fiiggd AC és Ca?*-aktivalt C1~ csatornak aktivalasaval fokozo hatassal lehet a duktélis
HCOg3 -szekréciora.

A duktdlis sejtekben a két molekularis tUtvonal szinergizmusat az IRBIT
szabalyozofehérje (IP3 receptor binding protein released with 1P3) kozvetiti. Inaktiv allapotban
az IRBIT fehérje az IP3 receptorokhoz (IP3R) kot és megakadalyozza, hogy a receptor IPs-ot
kosson. Az IP3R szerin oldallancok PKA altali foszforilacidja noveli a receptor 1P3-hoz valo
affinitasat és csokkenti az IRBIT-hez val¢ affinitdsat. Amikor a Ca®" jelatvitel stimulacidja
kovetkeztében IP3 keletkezik, az IRBIT ledisszocial az IP3R-rol, és a protein foszfataz 1 (PP1)
¢és kalcineurin toborzéasaval defoszforildlja a vezikularis NBCel-B, CFTR ¢és SLC26A6
plazmamembranban elhelyezkedé CFTR és NBCel-B transzporterekr6l az IRBIT specifikus
gatld hatasu foszfatcsoportok eltavolitasat kozvetiti, fokozva ezzel aktivitasukat, egyuttal

csokkenti az [CI"]i NBCel-B-re kifejtett gatlo hatasat.

1.1.3. A cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR) CI™ csatorna

A CFTR az ATP-kot6 kazetta (ABC) transzporter szupercsaladba tartozik, és Cl™ és
HCOs™ elvezetését kozvetiti az elektrokémiai gradiens mentén. A hasnyalmirigyben, a tiidében,
elengedhetetlen mozgatoja. A CFTR génben bekovetkezett mutaciok elronthatjak a csatorna
funkcioit, ami az epitelialis szekrécid zavaraihoz és CF-hoz vezethet. Alacsony [CI]i mellett a
WNKI1 megvaéltoztatja a CFTR aktivitasat, megndvelve annak HCO3 -permeabilitasat. Teszi
ezt ugy, hogy kotédik a CFTR 1-es transzmembran doménjének (TDM1) els6é konyokhélixéhez,
és a csatorna porusméretét 4,8 A-rél 5,7 A-re valtoztatja. A megndvekedett porusméret igy a
kisebb méretii Cl -ionnal szemben jobban kedvez a HCO3™ atjutasanak. Ezenkiviil a TMDI
lassz6 motivuma az R doménnel vald kapcsolata révén befolyasolja a csatorna kapuzasat. A

konyokhélixhez valo kotddéssel igy a WNK1 képes lehet a CFTR kapuzasat is befolyasolni. A



CFTR kozvetlen interakcion keresztiil hatassal van tobb masik transzporterre. A CFTR TMD2
C-terminalis végén egy PDZ (PSD95/Discs-large/Z0-1) ligandum talalhatd, amely képes
kapcsolodni mas fehérjék PDZ doménjeivel, llyen példasul a NHERF (Na'/H* exchanger
regulatory factor) scaffold-fehérjék csaladja, valamint a Shank2 (SH3 and multiple ankyrin
repeat domains 2) fehérjék. Ezeken az scaffold-okon keresztil a CFTR funkcionalis
komplexeket képez mas transzporterekkel, és kozvetlen koleson hatva veliik szabalyozza
azokat. A CFTR R-doménje képes kolcsonhatasba 1épni az SLC26 anioncserélok STAS
(sulphate transporter and anti-sigma factor antagonist) doménjével, igy a két transzportert a
PKA koélcsondsen aktivalja. Ugyanakkor a PKA gatolja az epitél sejtek apikalis membranjaban
a HCO3™ reabszorpcidjaban részt vevo transzportereket, azaz az NHE-3-at és az NBCnl-et. Ez
gatlas NHERF-eken keresztiil kapcsoloddo CFTR fehérjékkel vald kdzvetlen interakcid révén
doméneken keresztiil egymashoz kapcsoloddo CFTR, SLC26 anionkicserélok, NHE-3 és az
NBCnl kozotti komplex kolcsonhatisok szabalyozzak. Erdekes modon a CFTR-ral vald
kozvetlen kolcsonhatas sziikséges lehet a CA IV membranba torténd eljutdsdhoz is. A CFTR
funkciojat mutaciéi  sokféleképpen befolyasolhatjak. A Cl -csatorna aktivitassal nem
rendelkezd, de az SLC26 anioncseréldket aktivalni képes CFTR mutansok, nagyrészt képesek
rendes epitelialis CI'/ HCOs cserét lebonyolitni. Ezzel szemben az SLC26A6 aktivitasa
jelentésen csokken a AF508 CFTR mutanst expresszald egerekben. Ez a mutans CFTR
ubikvitinalodik és lebomlik az endoplazmatikus retikulumban, igy a membranig nem jut el.
Egyes mas mutansok annak ellenére, hogy elérik a plazmamembrant, képesek is Cl -

csatornaként miikddni, tovabbra is okozhatnak hasnyalmirigy-elégtelenséggel.

1.2. 1-es tipusu diabetes mellitus és a hasnyalmirigy exokrin elégtelenség

Az 1-es tipustdiabétesz a hasnyalmirigy p-sejtek autoimmun-indukalt elvesztése révén
kialakulo kronikus betegség, amelyet inzulinhidny, hiperglikémia és az ezek kovetkeztében
kialakulo szovodmények jellemeznek. Kialakulasanak elsd stadiumat az inzulin, a glutaminsav
dekarboxilaz, a protein tirozin foszfataz 1A-2/1A-2P, vagy a cinktranszporter 8 fehérjék ellen
kialakult egynél tobb autoantitest definidlja mig a masodik stadiumot dysglikémia vagy gliik6z
intolerancia jellemzi. Mivel mindkét stadium tiinetmentes, a betegek altalaban csak a 3.
stadiumban jelentkeznek orvosuknal, mar a hiperglikémia tiineteivel (poliuria, polidipsia,
enurézis, sulycsokkenés, homadlyos latassal). A hiperglikémia miatt kialakult hosszu tavu
szovodmények kozé tartoznak a mikrovaszkularis (azaz retinopatia, nefropatia és neuropatia)

¢s makrovaszkularis (azaz sziv- és érrendszeri betegségek, érelmeszesedés, agyvérzés)



defektusok, valamint a hasnyalmirigy exokrin elégtelensége (EPI). A EPI az 1-es tip.
cukorbetegek koriilbeliil 40%-at érinté szovodmény. Szamos tényezo jatszik szerepet a PEI 1-
es tip. diabétesz talajan torténd kialakulasaban. (1) A pancreasreflexek karosodhatnak autonom
diabéteszes neuropatia kovetkeztében. (2) A hasnyalmirigy mikroereinek karosodasa elégtelen
vérellatashoz €s ischaemidhoz vezethet, ami hozzajarul a hasnyalmirigy szovetének elhalasahoz
¢és fibrozis kialakulasahoz. (3) A SCT-indukalt exokrin hasnyalelvalasztast a hiperglikémia
gatolja. (4) Az oxidativ stressz, a hiperglikémia ¢és a infiltralé6 immunsejtekbdl felszabaduld
citokinek aktivaljak a hasnyalmirigy-csillagsejteket, amelyek kozponti szerepet jatszanak a
hasnyalmirigy fibrozisaban. (5) a szigetek karosodasa kovetkeztében kialakuld inzulinhiany a
magas inzulinszintekhez adaptalodott hasnyalmirigyszovet atrofidjahoz vezet. Ennek
megfeleléen kimutattak, hoyg az 1-es tip. cukorbetegek hasnyalmirigyét csokkent méret és az
acinusok atr6fiaja jellemzi. Ezzel parhuzamosan kimutattak, hogy az inzulin hidnya negativan
befolyasolja az acinusok enzimelvalasztasat. Ellentétben az acinussejtekkel, a diabétesz
duktalis sejtekre gyakorolt hatasarol 1ényegesen kevesebb informacié all rendelkezésiinkre.
Ezért disszertaciomban az 1-es tip. diabétesz duktalis sejtek iontranszportfolyamataira

gyakorolt hatasanak vizsgalatat tiiztiik ki célul.

1.3. A duktalis sejtek funkcionalis vizsgalatihoz hasznalt kisérleti modellek

1.3.1. Sz¢éles korben hasznalt kisérleti modellek a hasnyalmirigy-kutatasban

A 2D sejtkulturdk, a 3D organoid sejtkultarak és az izolalt duktalis szegmensek a
duktalis sejtek kutatdsdban hasznalt legelterjedtebb kisérleti modellrendszerek. Ezek a
modellek azonban az izolalasukhoz sziikséges enzimatikus emésztés, a kulturak hosszu
tenyésztési ideje, vagy az eredeti intercellularis kolcsonhatasainak hidnya miatt fenitipusos

valtozasokra hajlamosak.

1.3.2. Hasnyalmirigyszovet-szeletek

A szovetszelet egy széles korben alkalmazott in situ kisérleti modell az agy, valamint a
m4dj, a mellékvese és a retina szerkezetének és miikodéséének vizsgalatara. A technikat Speier
és Rupnik optimalizaltak pankreasz -sejtek tanulmanyozasara, majd késébb masok sikeresen
alkalmaztak mind az acinus, mind a B-sejtek szerkezeti és funkcionalis vizsgalatahoz. A
korabban emlitett kisérleti rendszerekkel ellentétben a szdvetszeletek elkészitése nem igényel
enzimatikus emésztést. A kozvetlen intercellularis kapcsolatok és kolcsonhatasok fontos

szerepet toltenek be a hasnydlmirigy fejlodésében, a sejtdifferenciacioban és a funkciondlis



szabalyozasban. Mivel a szOvetszeletek jol megorzik a szovetek fiziologias szerkezetét, ez a
technika morfologiai és funkcionalis képalkotasra egyarant alkalmas, anélkiil, hogy fennallna
benniik a fenotipusos valtozasok veszélye. Patch-clamp-el és mikrofluorimetrias mérésekkel
egyarant végezhetOk rajtuk elektrofizioldgiai vizsgalatok. Tovabba ez technika a hasnyalmirigy
exokrin és endokrin komponensének sejtjei kozotti kdlcsonhatasok vizsgalatat is lehetové

teheti, amely munkacsoportunk egyik fokozottan kutatott tertilete.

2. A TANULMANY CELJA

Az 1-es tip. diabétesz csokkent életmindséggel és sulyos hosszu tavu szovodményekkel
jarhat, emellett jelentds koltséget r6 mind a betegre, mind az egészségiigyi ellatoé rendszerre.
Prevalencidja vilagszerte folyamatosan novekszik, azonban a betegség mechanizmusarol és
szovOdményeinek — tobbek kozott az EPI — kialakulasardl alkotott ismereteink és terapias
lehetdségeink tovabbra is hianyosak. Az 1-es tip. diabétesz pankreasz duktélis iontranszport-
folyamataira gyakorolt hatasardl kevés tanulmany all rendelkezésre, és azok némelyike elavult,
vagy ellentmondé eredményeket hozott. Mivel a duktalis sejtek alapvetd szerepet jatszanak a
hasnyalmirigy integritdsdnak megdérzésében, a diabétesz hatdsira megvaltozott duktalis
folyadékszekrécio mechanizmusnak megértése kozelebb vihet benniinket az exokrin pankresz
elégtelenség patogenezisének megértéséhez. Tovabba a duktalis szekréciod tanulmanyozasara
sz¢les korben hasznalt kisérleti rendszerek nem teszik lehetové a duktalis sejtek vizsgalatat sajat

fiziologias kornyezetiikben.

Ezért e dolgozat elsé részében a kdvetkezoket tiiztiik ki célul:
I. Az l-estip diabétesz hatasanak vizsgalata a f6 duktalis iontranszporterek aktivitasara
és expressziojara
Il.  ACFTR 1-es tip diabéteszben torténd duktalis iontranszport-valtozasokban betoltott
szerepének meghatarozéasa
Ill. Az l-es tip diabéteszben torténd duktalis iontranszport-valtozasok mogott allo

mechanizmusok felderitésa

A dolgozat masodik részében a kovetkezoket tiiztiik ki célul:
IV. A pankreasz szdvetszeletek duktalis sejtek funkcionalis vizsgalatara valod

alkalmassaganak meghatarozésa



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Cukorbetegség indukalasa

Az 1-es tipusu cukorbetegséget a Diabetes Complications Consortium alacsony dézisu
streptozotocin (STZ) protokolljaval indukaltak. Az elsé injekcid utan 4 héttel az egereket
felaldoztuk €és a szivbdl vért vettiink. A hasnyalmirigyet eltavolitottuk, €s egy részét
hematoxilin/eozin festésre hasznaltuk fel. Transzmisszids elektronmikroszkopidhoz aprod
hasnyalmirigy-darabokat fixaltunk 3% -os glutaraldehidben. A hasnyalmirigy masik részét

duktusok izolalasara hasznaltuk fel.

3.2. Hasnyalmirigy-csatornak izolalasa és intracellularis pH mérése

Vad tipusu (WT) és CFTR kiiitott (KO) egerek hasnyalmirigyébdl intra/interlobularis
duktuszokat izolaltunk enzimatikus emésztéssel €és mikrodisszekcidval. Az intracellularis pH
(pHi) valtozasat a 2,7-bisz-(2-karboxietil)-5(6)-karboxifluoreszcein-acetoximetil-észter

(BCECF) nevii pH-érzékeny fluoreszcens festékkel és azammomia pulzus technikéval. mértiik.

3.3. HCOs™-szekrécio mérése

A CI'/HCOs kicseréld aktivitasat az NH4Cl-pulzus technikaval és Cl -elvonasos
technikaval mértikk. Az NH4Cl pulzus technikdhoz a duktuszokat HCOs /CO2-pufferelt
oldatban 20 mM NH4Cl-dal perfundaltuk. Az alkaldozis soran a sejtbe bearamlé NH3
protonalodik és ugrasszeri pHi novekedést eredményez. Az igy létrejovo csticsrol a pHi elkezd
helyreallni, amelynek meredeksége a ClI/HCOs3 -kicseréld aktivitasat tiikrozi. Az NH4Cl
eltavolitasa utan NH4"™ disszocial H"-na és NHs-va melyutobbi a sejtbdl kidiffundalva a pH;
zuhanésat okozza. Az acid6zisbol torténd regeneracid kezdeti sebessége az NHE és az NBC
aktivitasat tiikkrozi.

A Cl™-kivonasos technika soran a Cl"-mentes extracellularis oldat hatasara a CI'/HCO3~
kicserél6 reverz modon kezd el miikddni, ami a pHi emelkedését okozza. Az alkalozis kezdeti
sebessége a ClI/HCOz -kicseréld reverz, az alkal6zisbol vald felépiilés sebessége pedig a

kicseréld normal irany(t miikddését tiikkrozi.

3.4. A CFTR aktivitasanak mérése
A CFTR aktivitasat az [C] ]i mérésével elemeztiik, melyhez N-(etoxikarbonil-metil-6-
metoxikinolinium) bromid (MQAE) fluoreszcens festéket és forskolinstimulaciot hasznaltunk.

A Cl -ionok kiolto6 hatast gyakorolnak a festékre, igy az MQAE fluoreszcencidjanak intenzitasa



forditottan ardnyos a Cl -koncentraciéval. A hasnyalmirigy-csatorndkat 20 uM forskolint
tartalmazd HCO3—/CO2-pufferolt oldattal perfundaltuk. A detektal jelet fluoreszcencia-
arannya konvertalzuk (F/Fo) és a gorbén, a forskolinstimulacié kezdeti, két perces szakaszara
egy linearis trendvonalat illesztettiink (120 mésodperc). A gorbe alatti teriiletet a fliggvény

integralasaval szamitottuk ki.

3.5. Hasnyalszekrécié mérése

A ductalis folyadékszekrécio sebességének in vitro becsléséhez videomikroszkopiaval
detektaltuk az izolalt intra- és interlobularis csatorndk forskolin stimuldciora torténd hizasat.
Emellett a hasnyalelvalasztast in vivo, altatott egerekben is megmértiik, a f6 hasnyalmirigy-

vezeték kaniilalasaval és a hasnyal dsszegytijtésével.

3.6. Fagyasztott szovetmetszetek immunfestése

A kriomatrixba agyazott, fagyasztott duktalis szegmensekbdl 10 um vastagmetszeteket
készitettiink, majd ezeket a www.novusbio.com oldalon kd&zzétett protokollt kovetve
immunfluoreszcensen jeloltiik. A képeket az Image] nevezetli szoftverrel elemeztik. Az
fokuszt az eptél sejtek rétegéhez igazitva mindkét csatornan beallitottunk egy intenzitaskiiszob-
érteket, a kijelolést pedig erre korlatoztuk. A kijeldlésen beliil a vizsgalt antigéneket jelold

voros intenzitasértékeket a B-aktint jelold zold intenzitasértékekre normalizaltuk.

3.7. Kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz lancreakciéo (RT-qPCR)
6 normal és 6 diabéteszes egérbdl intra- és interlobularis duktalis szegmenseket
izolaltunk, és a pool-ozott mintakbol teljes RNS-t izolaltunk. Reverz transzkripcidt kovetden

2—AACT

TaqMan probakkal qPCR-t végeztiik. Az eredményeket a modszerrel kvantifikaltuk.

3.8. ELISA esszék

A szivbol vért vettiink, fluorid+heparin bevonata kapillarisokba toltottik és
centrifugaltuk. A pancreas-homogenizatumokhoz 100 mg szovetet folyékony nitrogénben
elmorzsoltunk 1 ml jéghideg proteaz inhibitor koktélban feloldottunk. A SCT és CCK esszéket

a gyarto utasitasai szerint végeztiik el.

3.9. Metszetsorozat készitése Giemsaval injektalt egér-hasnyalmirigybdl
1,5%-o0s alacsony olvadasponti agarézban 10% Giemsa-t oldottunk és az egerek

Wirsung-vezetékébe injektaltuk. A hasnyalmirigyet eltavolitottuk, megtisztitottuk, és a fej, test



¢s a farok felosztas szerint hdrom arabra vagtuk. A darabokat kriomatrixba agyaztuk, és 15

vastag metszeteket készitettiink beldliik.

4. EREDMENYEK

4.1. Az exokrin hasnyalmirigy morfolégiaja 1-es tip. diabéteszben

A STZ-kezelés hatasara az inzulintermeld béta-sejtek elpusztultak, emiatt a szigetek
szama ¢és mérete lecsokken. Ezen feliil a szovetekben enyhe fibrozis, acindris atréfia és
leukocita infiltracio volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a csatorndk szerkezete ép maradt. A
hasnyalmirigy elektronmikroszkopos vizsgalataval az acinusokban megnagyobbodott

mitokondriumokat, azokban pedig fragmentalt bels6 membranszerkezetet figyeltiink meg

4.2. A duktalis hasnyalszekrécio novekedése diabéteszben

Az in vitro mérésekben a folyadékszekrécid sebességét az izolalt ductalis szegmensek
lumindlis térfogatvaltozdsabol becsiiltik meg. A forskolinstimulacié hatasara bekdvetkezd
folyadéktermelés az egészséges allatok duktuszaihoz képest szignifikansan nagyobb
diabéteszben. Hasonlé eredményeket mutattak az in vivo folyadékszekrécios vizsgalatok. Az
egészséges egerekhez képest mind a bazalis, mind a SCT-stimulalt (1 CU/kg) hasnyalszekrécid

szignifikansan nagyobb volt a diabéteszes allatokban.

4.3. Diabéteszben fokozédott a duktalis sav-bazis-transzporterek aktivitasa és
expresszioja
Normal ¢és diabéteszes egerek izolalt duktuszaiban a sav-bazis transzporterek
aktivitdsanak mérésére az ammoniapulzus technikat- hasznéltuk.. Az alkalozisbol és az
acidozisbdl torténd regeneracid egyarant fokozottabb volt diabéteszes egerekben, mint a
kontrollokban, a cukorbetegség tehat megndvelte a sav-bazis transzporterek aktivitdsat. Ennek
a megerdsitésére Cl™ -elvonasos modszert hasznaltuk. Az ammoniapulzus technikdhoz
hasonloan az anionkicserélok fokozott aktivitdst mutattak diabéteszben.
Ezutan megvizsgaltuk a f6 sav-bazis transzporterek mRNS- és fehérjeexpresszidjat
normal és diabéteszes egerek izolalt intra- és interlobularis duktuszaiban. Az RT-qPCR és az
immunfluoreszcens jelolés a CFTR, az ANO-1, az NHE-1 és az AQP-1 fokozott expresszigjat

mutatta ki diabéteszes egerekben.



44. A CFTR kozponti szerepe a diabéteszben megfigyelhet6 fokozott HCO3™-
szekrécioban

A CFTR Cl -csatorna alapveté szerepet jatszik a duktalis HCOs “szekrécioban.
expresszidja megnovekedett diabéteszben. Emellett a 20 uM-0s forskolinstimulacié hatasara
bekovetkez6 Cl -kiaramlas az MQAE-s fluoreszcens mérések soran szignifikansan magasabb
volt a diabéteszes allatok izolalt duktuszaiban.

Hogy megerdsitsikk a CFTR szerepét a diabéteszben megfigyelt fokozott HCO3z™
szekrécioban, a CI"/HCOs -kicseréld aktivitasat CFTR KO egerekben (CFTR hianyaban) is
megvizsgaltuk az ammoniapulzus technika hasznalataval. CFTR hidnyaban a HCO3 -szekrécid
sebessége jelentésen csokken. A diabéteszes KO egerek megnovekedett HCOs™ szekréciot
mutattak nem diabéteszes tarsaikhoz képest. Ez a novekmény azonban sokkal kisebb volt, mint
amit a diabéteszes és kontroll WT egereknél megfigyeltiink, és statisztikailag sem volt
szignifikanst. CFTR hianyaban a NHE és/vagy NBC diabéteszben fokozott aktivitasa is
szignifikansan kisebb volt. In vivo a CFTR KO egerek a hasnyalszekrécidja a WT-nal sokkal
lassabb volt. Diabétesz hatdsara a hasnyalszekrécidé enyhén megndvekedett a CFTR KO
egerekben is, de ez statisztikailag nem volt szignifikans. Ezen eredmények egyiittesen azt
mutatjak, hogy a CFTR fontos szerepet jatszik a diabéteszben megfigyelhetd fokozott folyadék-

és HCOj3™ szekrécioban.

45. A magas extracelluliris gliikézkoncentricio hatisa a sav/bazis transzporterek
aktivitasara

Az 1l-es tip. diabétesz jellemzden hiperglikémidval jar, ezért az ammoniapulzus
technikaval meghataroztuk, hogy az akut és kronikus gliikozkezelés milyen hatassal van a
transzporterek aktivitdsara. Sem az gliik6z akut, sem kronikus addsa nem okozott kiilonbséget
az alkal6zisbol torténd regeneracidban a kontrollhoz képest. A kronikus kezelés azonban
megndvelte az acidozisbol torténd regeneracio sebességét, ami azt jelzi, hogy az NHE-1 és/vagy
az NBCel-B aktivitaisa megnd kronikusan magas extracellularis gliikozszint esetén. A
CI"/HCOs -kicser¢él6 aktivitasat a Cl -elvonasos technikaval is megvizsgaltuk; azonban sem az

akut, sem a kronikus gliikozkezelés nem okozott szignifikans valtozast az aktivitasaban.

4.6. A szekretin és a kolecisztokinin plazmaszintje diabéteszes egerekben
A kontroll és a diabéteszes egerek plazmajabsn se a SCT, se a CCK szintje nem mutatott
kiilonbséget. A SCT szintjét pancreashomogenizatumokban is megvizsgaltuk, amikben enyhe,

de nem szignifikdns novekedést lattunk diabéteszes allatokban. Végil RT-gPCR-rel



kimutattuk, hogy a diabéteszes allatok duktuszaiban a SCTR expresszioja szignifikansan

megndtt, azonban immunfluoreszcens jeloléssel ezt fehérjeszinten nem tudtuk megerdsiteni.

4.7. A pancreasszovet-szeletekben talalhat6 duktuszok szerkezeti integritasa

A pankreasz feji és testi régiojanak intra- és interlobularis duktuszai erds sejtmagi
Giemsafestodést mutattak, mig a farki régioban gyenge, vagy semmilyen festddést nem
talaltunk, tovabba a kornyezdé szovetek sem mutattak festddést. A lumindlis membran erds
CFTR-jelolést mutatott, és szerkezetileg sértetlennek tiint, ez pedig a duktalis sejtek normalis

mukodésére utal.

5. ERTEKELES

A cukorbetegségnek az exokrin hasnyalmirigyre szamos negativ, hossza tavl hatdsa
van. A mogottes folyamatokrol, kiilondsen a duktdlis sejtek oldalardl rendelkezésre allo
ismereteink ennek ellenére mindmaig hianyosak. Jelen vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a
duktalis sejtek folyadék- és HCOs 'szekrécids aktivitdsa diabétesz kovetkeztében fokozodik.
Ebben a folyamatban valoszintileg szerepet jatszik a CFTR, az NHE-1 és valosziniileg az ANO-
1 aktivalasa és overexpresszidja.

Elészor elektronmikroszkoppal megvizsgaltuk, hogy az 1-es tip. diabétesz hogyan
befolyasolja az exokrin és endokrin pankreasz morfologidjat. A legjellemzdbb kiilonbség a
normadl és a diabéteszes hasnyalmirigy kozott az acinussejtek mitokondriumainak morfologiaja
volt, amely diabéteszben kevésbé megnyult, kerekebb alakot mutatott. Ezen kiviil a
mitokondriumok megnagyobbodasa és a bels6 membran szerkezetének megrongalodasa volt
megfigyelhetd. Masok hasonld eredményeket figyeltek meg 1-es tip. cukorbetegek intermedier
sejtieiben (zimogén- és hormongranulumokat egyarant tartalmazo sejtek), és 2-es tip.
cukorbetegek béta-sejtjeiben. Az acinusokkal ellentétben a duktalis mitokondriumok tébbnyire
épek voltak, ami arra utal, hogy a duktalis funkciok nem sériilnek 1-es tip. diabéteszben. A
mitokondriumok fontos szerepet jatszanak a sejtek normal energiatermelésének ¢és
energiaegyenstlyanak fenntartasaban, ezért az acinaris mitokondriumok karosodasa
valdsziniileg hozzajarul a PEI kialakulasahoz.

Mind in vivo, mind in vitro modszerekkel kimutattuk, hogy a hasnyalelvalasztas
szignifikdnsan megnd STZ-indukalt diabéteszes egerekben. Ez mind a bazélis, mind a

forskolinnal vagy SCT-nel torténd, cAMP/PKA tutvonalon keresztiil stimulalt szekrécid esetén



megfigyelhetd volt. Mindez a CFTR fokozott aktivalédasara utal, és arra, hogy a stimulalt
duktalis folyadék szekrécid SCT-érzékenysége megnd.

A hasnyalelvalasztas sebessége elsésorban a HCO3 -szekrécid sebességétdl, €s igy a
duktalis iontranszporterek aktivitasatol fiigg. A duktalis sejtekben a HCOs3 -szekréciod
els6sorban az SLC26A6 nevii elektrogén CI"/HCO3z Kicserélon keresztiil valosul meg. Az
ammoniapulzus technikaval megfigyeltiik, hogy diabéteszben a CI'/HCOs3 -kicseréld aktivitasa
fokozodott. A Cl -elvonasos mddszer az anionkicseréld aktivitasanak kozvetlen mérését teszi
lehetévé. Az ammoniapulzushoz hasonldéan az anionkicseréld diabéteszben fokozott aktivitast
mutatott luminalis irdnyba, reverz lizemmodban azonban nem, és az alkaldzis mértékében sem
volt kiilonbség. Utobbiak arra utalnak, hogy az anionkicserél6 reverz aktivitasat a a diabétesz
nem befolyésolja. Tovabba az is lehetséges, hogy a megndvekedett HCO3 -kidramlast a CFTR
kozvetiti, amelyet az [CI]i 10 mM ala t6rténd lecsokkenésekor a WNKI1 aktival.

Mivel a CFTR Cl -csatorna és a CI/HCOs -kicserélék NHER-eken keresztiil
kolesonhatasba Iépnek egymassal és szabalyozasuk egyiittesen valosul meg, a CFTR aktivitasat
az MQAE nevii Cl -érzékeny fluoreszcens festék és az AC-t aktivald forskolin segitségével is
megmértiik. A diabéteszes allatok duktuszaiban fokozott CFTR-aktivitast detektaltunk, ami
nagy valoszinliséggel hozzajarul a megndvekedett HCO3™ szekrécid 1étrejottéhez.

Az ammoniapulzus technika az acidozisbol torténd regeneracio sebességének mérésével
a bazalis alkalizalo transzporterek vizsgalatat is lehetévé teszi. Az alkal6zishoz hasonléan az
acidozisbol valo regeneracioban is szignifikans novekedést tapasztaltunk, ami arra utal, hogy
az alkalizalo transzporterek aktivitdsa is megndt diabétesz hatdsara. A duktalis sejtekben a 6
alkalizalo transzporterek a bazolateralis NHE-1 és NBCel-B. Az NBCel-B HCOs -0t szallit a
sejtbe, mig az NHE-1 eltavolitja a CA aktivitasanak kovetkezében létrejové H-at. Amennyiben
az anionkicseréld aktivitisa megnd, azt az NHE-1 és az NBCel-B fokozott aktivitasa kell
kisérje, amit kisérleteink is alatamasztanak.

Hogy azonositsuk a diabétesz hatasdra megnovekedett transzportaktivitdas mogott allo
mechanizmusokat eldszor megvizsgaltuk a fobb sav-bazis transzporterek expressziojat.
Kimutattuk, hogy a CFTR mRNS ¢és fehérje expresszidja szignifikansan megnovekszik a
diabéteszes egerek duktuszaiban, ami részben megmagyardzza a CFTR megndvekedett
aktivitasat. Kimuattuk tovabba, hogy a duktalis HCO3 -szekrécidban részt vevd mas sav-bazis
transzporterek is overexpresszalodnak. A diabéteszes duktuszokban fokozott NHE-1-
expressziot figyeltiink meg, azonban az NBCel-B expresszidjaban nem talaltunk valtozast. Ez

arra utal, hogy a diabéteszben megfigyelt fokozott szekrécid soran az intracellularis HCO3~



jelentds része a CA és az NHE-1 aktivitasan keresztiil akkumulalodik, nem pedig az NBCel-B
aktivitasan keresztiil.

Az SLC26 anioncserélok koziil a duktalis sejtekben apikalis membranjaban az
SLC26A3 ¢és az SLC26A6 izoformak vannak jelen, €s jelentOs szerepet jatszanak a duktalis
HCO3 -szekrécioban. Noha funkcionalis kisérleteink soran diabéteszben fokozott C1 /THCO3z~
csereaktivitast tapasztaltunk, az SLC26A3 és SLC26A6 expresszidjaban talaltunk kiilonbséget.
Ez azt jelenti, hogy a megndvekedett anioncseréld aktivitds valdszinlileg az SLC26A3 és
SLC26A6 CFTR Altali fokozott aktivalodasa révén jon létre, nem pedig az anionkicserélok
cser¢lok overexpresszidja kovetkeztében.

Diabétesz hatasara az AQP-1 expresszidja is megemelkedett. Az AQP-1 eldsegiti a viz
transzcellularis mozgésat, és a duktalis sejtek f0 vizcsatornijaként az AQP-1 felelds a
kivélasztott hasnyal térfogatanak nagy részéért. Az AQP-1 overexpresszidja diabéteszben
valdszinlileg a fokozott anionszekrécidot kompenzalni hivatott mechanizmusa, mivel a
transzcellularis ionmozgasokat a viz ozmotikusan lekoveti.

Az egyik legérdekesebb felfedezésiink, az ANO-1 nevii Ca®*-aktivalt Cl~ csatorna,
pancreas duktalis sejtekben torténd kifejezodése. Noha korabban a pankreasz duktalis sejtekben
leirtdk Ca®*-aktivalt Cl-aram meglétét, a csatorna a molekuléris kiléte ismeretlen maradt.
Vizsgéalatunk kimutatta az ANO-1 jelen van az egerek duktalis sejtjeinek lumindlis
membranjan. Az ANO-1-et kétértékii kationok — féleg Ca®* — aktivéljak, melyeket Mg?*-mal
antagonizalni lehet. Szamos egyéb stimulus, példaul extracellularis ATP, a pHi csokkenése és
a hoéstressz is képes aktivalni a csatornat. Tekintve, hogy az acinus sejtekben és a
nyalcsatornakban az [Ca?*]i novekedése kivaltja az ANO-1 aktivalodasat, valosziniisithetd,
hogy a csatorna a pankreasz duktalis sejtekben is aktivalodik a Ca®*-jelatviteli titvonalon
keresztiil. Mind az egér, mind a human duktélis sejtek viszonylag nagy stiriiségii Ca®*-aktivalt
Cl -aramot produkalnak, emellett a duktalis sejtek néhany f6 szekretagogja (pl. acetilkolin és
CCK) a Ca?*-szignalizacios utvonalon keresztiil hat. Tovabba a CFTR-hoz hasonléan az ANO-
1 ionszelektivitasa a Cl™-r6l a HCO3™ felé eltolhatd a csatornaporus méretének modositasaval.
Mindez alapjan feltételezziik, hogy a CFTR mellett az ANO-1 is szorosan egyiittmiikddik az
apikalis transzporterekkel, és a HCO3 -szekréci6 egy alternativ utvonalaként miikodik, amint
azt acinus sejtekben kimutattak. Emellett megallapitottuk, hogy a diabétesz megnoveli az ANO-
1 expressziojat, igy ez hozzajarulhat a fokozott HCO3 -szekréciohoz is. Végsé soron azonban
az ANO-1 hasnyalelvalsztasban betoltott szerepének tisztdzasara tovabbi funkcionalis
vizsgalatokra van sziikség. Eredményeink azt mutatjak, hogy a CFTR, az ANO-1 és az NHE-1

fokozott expresszioja serkenti a duktalis CI'/HCOs -cserét. Felmeriil tehat annak lehetésége,



hogy ezen transzporterek mesterséges aktivacidja j terapiak kifejlesztését tegye lehetoveé olyan
betegségek kezelésében, mint a CF vagy az akut és kronikus hasnyalmirigy-gyulladas.

CFTR KO egereken végzett eredményeink ugyancsak alatamasztjak, hogy a CFTR-nak
kozponti szerepe van a diabéteszben megnovekedett duktalis szekrécidban. A vartnak
megfeleléen mind a folyadék, mind a HCO3 -szekrécio szignifikansan csokkent volt a CFTR
KO egerek duktuszaiban. A KO egerekben indukalt diabétesz Kis mértékben fokozta mind az
in vivo hasnyalelvalasztast, mind az in vitro HCOz -szekrécio, statisztikailag azonban egyik
sem volt szignifikans. Ez azt jelzi, a diabétesz duktalis szekréciora gyakorolt serkentd hatasahoz
elengedhetetlen a funkcionalisan aktiv CFTR jelenléte. A diabéteszes CFTR KO allatokban
megfigyelt kismértékii novekedés azonban arra utal, hogy a diabétesz mas apikalis
transzporterek, mint példaul az ANO-1 és a CI'/ HCOz -cserélok aktivitasat is befolyasolja.

Tovabbi kisérleteinkben arra torekedtiink, hogy azonositsuk azokat az ingereket,
amelyek a szoban forgd transzporterek diabéteszben megfigyelhet6 fokozott
iontranszport mechanizmusokat jelentésen befolyasold tényezé — mind a vese proximalis
tubulusaiban, mind a pankreasz duktuszaiban. Az ammoniapulzus és a Cl -megvonas
alkalmazasaval sem az akut-, sem a kronikus gliikkozkezelés anioncsere-aktivitast befolyasolo
hatasat nem tudtuk kimutatni. A kronikus glilkézkezelés azonban novelte az acidozisbol vald
regeneracio sebességét, ami arra utal, hogy a hiperglikémia kozvetleniil noveli az NHE-1
¢és/vagy az NBCel -B aktivitasat. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy diabéteszes vesebetegek
disztalis nephron sejtjeiben, vaszkularis myocytadiban és limfoblasztjaiban, a magas
extracellularis gliikoz noveli az NHE-1 aktivitasat, a valosziniileg a protein kinaz C vagy a
Mek/Erk1/2/p90(RSK) és p38MAPK utvonalakon keresztiil.

A duktilis folyadék- és HCOs -szekrécid diabéteszben torténd megvaltozasanak egy
masik modja, ha modosul a f6 aktivacios hormonokra, példaul az SCT-re és a CCK-ra adott
valasz. A SCT a duktalis sejtek szekrécios tevékenységét elsédlegesen befolyasolo hormon. A
bazolateralis SCTR-0k aktivalasa megndveli a cAMP intracellularis szintjét, ami aktivalja a
PKA-t. A PKA ezt kovetden aktivalja a CFTR-t és az SLC26 anionkicseréloket, egyuttal
NHER-kapcsolt funkcionalis komplexeken beliil gatolja az NHE-3-at és az NBCnl-¢et az, igy
indukalva a HCOs™ apikalis kiaramlasat. A CCK-t féként enteroendokrin I-sejtek termelik és a
duktalis sejtekben a CCKBR-onkeresztiil, az intracellularis Ca?*-szint emelkedését idézi elé. A
Ca?'-jelatviteli utvonalon keresztiil a CCK féként az IRBIT aktivalasaval potencirozza a SCT-
indukalt HCO3 -szekréciot, de eléfordulhat, hogy aktivalja a Ca?*-fliggd AC-t és Ca®*-aktivalt
Cl™ csatornékat is, amilyen példaul az ANO-1. A plazma SCT- és CCK-szintjében nem



talaltunk valtozast, ami arra utal, hogy az 1-es tip. diabétesz valdsziniileg nem befolyasolja a
duodenalis S-sejtek és az enteroendokrin I-sejtek szekrécios aktivitasat. Azonban megfigyeltiik,
hogy a SCTR mRNS expresszidja szignifikansan megné a diabéteszes egerek duktuszaiban. Ez
a fokozott expresszio fehérjeszinten is megfigyelhetd volt, de statisztikailag nem volt
szignifikans. Feltételezziik tehat, hogy a SCT diabéteszben nagyobb stimulald hatast fejt ki a
duktalis sejtekre, azonban ennek megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

E disszertacio masodik részében azt vizsgaltuk, hogy a pankreaszszovet-szelet technika
alkalmas-e a duktalis sejtek funkcionalis vizsgalatara. A szovetszeletekben csak a duktalis
sejtmagok festédtek Giemsaval, egyéb struktarak azonban nem, ami azt mutatja, hogy a
beinjektalt agardzgél nem jut ki a duktuszokbodl. A pankreasz metszeteinek vizsgélata alapjan
hatol. A csatornak megrepedése és a gél szivargasa agarézcsomokat eredményezne a szovetben
¢és megakadalyozna a gél egyenletes eloszlasat a duktalis faban, ami igy a lagy szovetnek nem
volna képes biztositani a mikrotomos szeleteléshez sziikséges rigiditast.

Fiziologias koriilmények kozott a CFTR fehérje érése soran végilil az apikalis
membranba transzportalodik, amit a duktalis sejtekben jol koriilhatarolhato apikalis CFTR-
fest6dés jelez. A CFTR foldingja mas fehérjékhez képest viszonylag bonyolult, és még a WT
CFTR fehérje érési hatékonysaga is csupan ~30%. Toxikus anyagok vagy koros allapotok,
példaul kronikus hasnyalmirigy-gyulladds kovetkeztében a CFTR felhalmozodik az
endoplazmatikus retikulumban, és jelolése cCitoplazmatikus lokalizaciot mutat. Ezért a
szovetszeletekben a CFTR duktalis apikalis lokalizacidja valosziniileg normal sejtélettani
funkciokat tiikroz, amit funkcionalis kisérleteink is megerdsitettek. Ennek megfeleléen arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a pankreaszszovet-szeletek megérzik a duktalis sejtek
fiziologias szerkezetét és funkciojat, tovabba hogy ez a modell alkalmas a duktalis sejtek és

kolcsonhatdsaik tanulméanyozasara.



6. OSSZEFOGLALAS

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az 1-es tip. diabétesz duktalis HCO3 -szekrécidra
kifejtett stimulald hatasa egy Osszetett €s tobbtényezds folyamat. Az SLC26 anionkicserélok
aktivitasat fokozza a duktalis sav-bazis transzporterek, kiilonosen a CFTR és az NHE-1
megndvekedett expresszidja. Emellett a magas extracellularis glilkozkoncentracio stimulalja
az alkalizal6 transzporterek, példaul az NHE-1 aktivitdsat, amely szintén hozzajarulhat a
fokozott szekréciohoz. Tovabba a megnovekedett szekrécids aktivitisban az ANO-1 is
valosziniileg szerepet jatszik, mivel az ANO-1 jelen van a pankreasz duktalis sejtekben és
expresszidja diabéteszben megnd. A fokozott duktalis szekrécid szerepe az 1-es tip.
diabéteszben, és hogy e jelenség atmeneti-e, vagy tartos, nem egyértelmii. A legelfogadottabb,
klinikai vizsgalatokra alapuld nézet az, hogy a hosszl ideje fennallo diabétesz karositja az
exokrin funkcidkat. Ennek alapja, hogy az inzulin és stimulalé hatasa 1-es tip. diabéteszben
hianyzik. Ezzel szemben vizsgalataink azt mutattak, hogy a cukorbetegség kovetkeztében a
duktalis szekrécio megnovekszik, legalabbis annak kezdeti szakaszaban. Ez nem volna példa
nélkiili, mivel a diabéteszes vesebetegekben a glomerularis filtracios rata kezdetben fokozodik,
hogy kompenzilja a hiperglikémia miatt lecsokkent Na'-kivalasztast. A betegség
elorehaladtaval azonban a glomerularis filtracio lassan hanyatlani kezd. Ezért azt feltételezziik,
hogy 1-es tip. diabéteszben a fokozott duktalis HCOs -szekrécid egy védelmi mechanizmus,
ezen feliil pedig egy potencidlis terapias célpont. Feltételezésiink igazolasahoz azonban tovabbi

vizsgalatokra van sziikség.

A szakteriilet szaméara ijdonsaggal bir6 eredményeink:

l. A STZ-indukalt 1-es tip. diabétesz hatdsara pankreaszban fokozodik a duktalis
folyadék- és HCO3 -szekrécio.

Il. Az SLC26 anionkicser¢lok aktivitdsa a duktalis sav-bazis iontranszporterek —
elsésorban a CFTR - megemelkedett expresszidja révén megnd 1-es tip.
diabéteszben

I1l. A magas extracellularis glilkozkoncentracié fokozza az alkalizalo transzporterek,
példaul az NHE-1 miikodését

IV. Az ANO-1 jelen van a duktalis sejtekben és kifejez6dése megemelkedik 1-es tip.
diabéteszben

V. A pankreaszszovet-szelet a duktalis sejtek morfoldgiai és funkcionalis vizsgalatara

alkalmas kisérleti modell



