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Bevezetés

A diabetes mellitus, vagyis cukorbetegség lényege az inzulintermeld
béta-sejtek elégtelen miikodése, melynek hatterében autoimmun
destrukcié all 1-es tipusu diabetes esetében, vagy pedig a hosszasan
fennallo glukotoxicitas és a tarsuld periférias inzulin rezisztencia
egylittes hatdsa 2-es tipusu diabetesben. A diabetes barmely formaja
sulyos, szisztémas betegség, melynek kezelése nagy terhet ro az
egyénre és az egészségiigyi ellatd rendszerre is. Napjaink egyik
legjelentdsebb népegészségligyi probléméjat az elhizds és az ehhez
tarsulo 2-es tipusu diabetes gyakorisaganak novekedése jelenti. A
cukorbetegség ¢lethosszig tartd kezelést igényel, emellett késdi
szovodmények kialakuldsaval is szamolni kell. Jol ismert
microvascluaris szovédmények a retinopathia, nephropathia,
valamint a neuropathia kialakulasa, melyek gyakran az életmindség
romldséaval jarnak. Macrovascularis szovOdmények, mint a korai és
sulyos arteriosclerosis kialakulasa szintén Osszefiiggésbe hozhato a
rossz  szénhidrat anyagcserével, mas metabolikus faktorok
meghataroz6 szerepe mellett. A gluk6z homeostasis normalizalasa a
szovodmények kialakulasat megeldzheti vagy késleltetheti. Ma mar
gyogyszerek széles spektruma valt elérhetdvé a cukorbetegek
szamara, azonban kurativ teripia tovibbra sem ismert. Erthetd
modon a béta-sejtek ¢€lettani valtozésai, a differencialodési €s érési
folyamatok, valamint a diabetes kialakulasakor a béta-sejtekben
lezajlo korélettani valtozasok a kutatasok eldterében allnak.

A pancreas, ¢és az endocrin funkcidoju Langerhans-szigetek
fejlddésének karakterizaldsa, valamint a béta-sejtek embrionalis
kialakulasat szabalyoz6 transzkripcios faktorok megismerése a
torténtek probalkozasok béta-sejt funkcid potlasara, mely jelenleg
teljes pancreas transzplantacioval, vagy szigetsejt transzplantacidval
valosithatd meg. Az élethosszig tartd immunszuppresszio
szlikségessége, az elégtelen szdmu donor, és a sebészeti
beavatkozassal jaro esetleges szovodmények miatt a transzplantacid
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jelenleg nem terjedt el széles korben. A kutatasok igy béta-sejtek
pétlasanak alternativ médozatai felé fordultak. ElsGsorban az in vitro
modszerekkel, 0Ossejtekbol, transzkripcidos faktorok bejuttatasaval
differencidltatott béta-sejtek 1étrehozasa jelenthet megoldast a tavoli
jovoben a diabetes terapidjara. A béta-sejt differencialodas
folyamatanak in vitro reprodukciojahoz allatkisérletek, foként
egereken végzett tanulmanyok szolgéltak. A béta-sejttomeg
kialakuldsdnak négy jol elkiilonild fazisa ismert egereknél. Az
embrionalis ¢let elsd 13 napja sordn, a fejlodé bélcsatorna
endodermalis sejtjeibdl tasakszeriien kiboltosuld dorsalis és ventralis
pancreas telepben eldszor kevés endocrin sejt jelenik meg, melyek
glukagon és inzulin pozitivak egyszerre. A masodik szakaszban, az
embrionalis élet 13-18. napja kozott, a Ngn3 transzkripcios faktor
(neurogenin 3) expresszidjanak hatdsdra a tubularis (ductalis)
progenitor sejtekbdl jelentés béta-sejt neogenesis indul, ezzel
parhuzamosan az exocrin funkcidju acinaris sejtek differencialodasa
is felgyorsul. Ebben az id6szakban a Pdx1 (panvcreatic and duodenal
homeobox 1) és a NeuroD1 (neurogenic differentiation 1)
transzkripcios faktorok expresszidja jellemzi a béta-sejteket. A
harmadik szakaszban, mely kozvetleniil a sziiletés eldtti iddszaktol a
postnatalis élet els6 néhany hetéig tart, szignifikans béta-sejt
proliferaci6  figyelhetd6 meg. Hasonld béta-sejt expanzid
ujsziilotteknél is leirt jelenség. A béta-sejtek érése is erre az
idGszakra teheté, melynek 1ényege a regulalt, glukoz-stimulusra adott
inzulinszekrécids valasz megjelenése. A MafA transzkripcids faktor
(musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A) ekkortol
jelenik meg specifikusan a béta-sejtekben. A béta-sejtek életének
negyedik szakasza felndttkorra tehetd, melynek soran metabolikus
igénynek megfelelden torténik a béta-sejt expanzio. Ez a fazis nem
jol karakterizalt, a folyamatot iranyitd szignalok és a béta-sejtek
eredete nem jol ismert. Legjabb kutatasi eredmények szerint,
egerekben a béta-sejt proliferacid osztodassal valosul meg, mig
emberi pancreasban a ductalis sejtekbdl torténd neogenesis €s a
meglévo béta-sejtek osztodasa egyforma jelentdséggel bir.



A Dbéta-sejt €lete soran a transzkripcios faktorok szabalyozo
szerepe  kettés: az endocrin  differenciaci6  folyamatdnak
meghatarozasa, majd az ¢érett béta-sejt fenotipus fenntartisa a
feladatuk. Regulalt megjelenésiik rendkiviil fontos, ugyanis
specifikus transzkpcios faktorok genetikai kiiitése allatmodellekben
szinte kivétel nélkiil diabeteses fenotipust hozott 1étre. Ezen béta-sejt
transzkripcids faktorok mutacidi emberben ritka diabetes altipust, a
young, csaladi halmozodast, monogénes Oroklédésa 2-es tipusu
diabeteshez hasonlité korkép). Patholdgias koriilmények kozott,
példaul kronikus glukotoxicitas esetén a béta-sejtek diszfunkcidja
jelentkezik, melyet elégtelen inzulin elvalasztas jellemez. Ennek
hatterében korabbi tanulmanyok szamos béta-sejt metabolizmusban
fontos szerepet jatszd gén alacsonyabb expresszidjat, valamint a
MafA transzkripcids faktor csokkentebb szintjét irtak le. Mindezek
alapjan a diabetes pathomechanizmuséanak feltarasaban transzkripcios
faktorok tanulmanyozésa kiemelt szereppel bir, és redlisnak tiinik az
a feltételezés, hogy béta-sejt specifikus transzkripcids faktorok
expressziojat befolyasolo molekulak diabetes elleni
gyogyszerfejlesztések alapjai lehetnek.

A Dbéta-sejtek glukoz-stimulusra inzulinszekrécios valasszal
reagalnak, ¢és fiziologids koriilmények kozott a vércukorszintet
normalis tartomédnyban tartjak. Az érett béta-sejtekben az inzulin gén
atirodasat a Pdx1, NeuroD1 ¢és MafA tanszkripcidés faktorok
egylittesen szabalyozzak. Az inzulinszekrécids valasz egy igen gyors
és precizen szabalyozott folyamat, melynek eldfeltétele a béta-
sejtekben specializalt metabolikus utak miikodése (1. abra). A
vércukorszint emelkedésével a béta-sejtekbe jutd glukoz a glikolizis
¢és a Krebs-ciklus soran lebomlik, ATP-képzddéshez vezet, mely az
ATP-szenzitiv K-csatorndk zarodasat idézi eld, depolarizacid jon
létre, majd a  Ca-csatornak  nyitdsaval, a  preformalt
inzulingranulumok szekrécioja kovetkezik be. A glukoz-stimulalt
inzulinszekrécid finom szabdlyozisat a béta-sejtben szadmos
metabolikus Ut mas sejtektdl eltérd expresszidja biztositja. A
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laktatprodukcio hidnya biztositja, hogy a glukoz lebontasa soran
képz6doé piruvat mind ATP-képzésre forditodik. A mitokondrialis
membranon keresztiil zajlik a glikolizis soran képzdédott redukald
ekvivalensek transzportja, ezen transzporterek €s enzimek mitkddése
bizonyitottan  nagy  szerepet jatszik a  glukoz-stimulalt
inzulinszekréci6  folyamatdban. A  piruvatkarboxildz magas
expresszios szintje az anaplerotikus folyamatok jelentOségét
bizonyitja béta-sejtekben.
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1. dbra: A glukoz-stimudlt inzulinszekrécio molekuldris mechanizmusa. A
folyamat részletes ismertetése a szovegben talalhato. Roéviditések: glu: glukoz,
GLUT?2: glukoz transzporter, AV: membran depolarizacio.
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- Béta-sejt

A béta-sejtek metabolikus folyamatai érett, egészséges sejtekben
tehat jol karakterizaltak, azonban az éretlen, glukdzra nem reagélo,
neonatalis béta-sejtek metabolizmusa kevéssé ismert. Hasonl6 moédon
hidnyosak ismereteink a diabeteses béta-sejtek metabolizmusanak
szabalyozasarol. Latszolag az éretlen, neonatalis béta-sejtek,
valamint a diabeteses béta-sejtek nagyon eltérdéek, azonban
fenotipusuk megegyez6: glukdz-stimulusra nem reagalnak megfeleld
inzulinszekrécioval. Kutatomunkdm sordn a béta-sejt fenotipusanak
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(éretlen — érett — diabeteses) valtozasaival, és az ennek hatterében
allé metabolikus gének és transzkripcids faktorok expresszidjanak
alakulasaval foglalkoztam.

Ceélkituzések

PhD dolgozatom atfogd célja a valtozd béta-sejt fenotipus
molekularis karakterizalasa. A béta-sejteket jellemezni kivdnom az
éretlen neonatalis  sejttipustdl, az érett  glukoz-stimulusra
inzulinszekrécioval reagalo sejteken at, a glukotoxicitas altal sujtott,
diszfunkcionalis béta-sejtekig.

1. Cél: A neonatalis béta-sejtek fenotipusianak karakterizalasa;
az ¢éretlen, glukoz-stimulusra elégtelen inzulinszekrécio
hatterében allo mechanizmusok feltarasa

A béta-sejt értelenség hatterében komplex mechanizmust feltételezve
microarray médszert hasznaltunk, hogy a lézeres mikrodisszekcioval
izolalt neonatalis (1 napos) és feln6tt (6 hetes) patkany béta-sejtek
génexpresszios mintazatat Osszehasonlitsuk. Az eltérd
expressziojunak talalt géneket késobb kvantitativ, valos-idejii PCR
modszerrel, és immunohisztokémiai festéssel is megerdsitettiik. Ezt
kovetden leirtuk az expresszids mintazat alakuldsat a postnatalis élet
elsd hetei soran, amikor a béta-sejtek érése zajlik.

2. Cél: MafA és/vagy Pdx1 transzkripcios faktorok szerepének
karakterizalasa a neonatalis, éretlen béta-sejtek érésében, a
glukoz-stimulalt inzulinszekrécio kialakulasaban.

A MafA és a Pdx1 transzkripciés faktorokon kiviil szamos béta-sejt
metabolizmus szempontjabol fontos gén expresszidjanak alakulasat
tanulmanyoztuk a postnatalis ¢élet elsd 4 hete soran patkédnyokban.
Hipotézisiink szerint a MafA és a Pdx1 expresszidjanak novelésével
a glukéz-stimulalt inzulinszekrécio kialakuldsa eldsegithetd/
felgyorsithato.



3. Cél: MafA transzkripcios faktor szerepének meghatarozasa a
felnétt, érett béta-sejtekben.

Feltevésiink szerint direkt Osszefliggés van a MafA expresszios szint
¢s az érett béta-sejtek funkcioja kozott. Célunk volt az inzulinon
kiviil tovabbi MafA transzkripcios faktor altal szabalyozott gének
leirasa.

4. Cél: MafA transzkripcios faktor szerepének meghatarozasa a
diszfunkcionalis béta-sejtekben.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a MafA szintje alacsonyabb a
glukotoxicitasnak kitett, glukézra nem vagy gyengén reagald,
diszfunkcionalis béta-sejtekben. Megvizsgaltuk annak lehet6ségét,
hogy diabeteses modellben MafA expresszid ndvelésével
visszaallithato-e a glukdz-stimulalt inzulinszekrécio.

Modszerek

1. Allatkisérletek

Vizsgalataimhoz  felnétt him és ndstény  Sprague-Dawley
patkanyokat, valamint a neonatalis béta-sejt tanulmanyokhoz vemhes
ndstények utddait hasznaltam, melyeket az ellést kovetd 1. naptol
kezdve vizsgaltam. Diabeteses allatmodellként Goto-Kakizaki
patkanyokat, valamint kontrollként nemben ¢és korban illesztett
Wistar-Kyoto patkanyokat hasznaltam. Valamennyi allatot a Taconic
Farms (Germantown, NY) cég tenyésztette. A kisérleti protokollt a
Joslin Diabetes Center intézeti etikai bizottsaga jovahagyta. Az
allatokat Nembutallal torténd altalanos érzéstelenitést kovetden
mutottiik. Immunohisztokémiai vizsgalatokhoz a frissen kimetszett
pancreast paraformaldehidben fixaltuk, majd paraffinba adgyaztuk. A
lézeres mikrodisszekciohoz TissueTek OCT mediumban torténd
fixalast alkalmaztunk. A Langerhans-szigetek izolalasahoz Gotoh és
munkatarsai altal 1987-ben publikalt kollagenaz emésztésen és
gradiens szeparaldson alapulé modszert alkalmaztunk.



2. Lézeres mikrodisszekcio

Fagyasztott pancreas metszetekb6l a Langerhans-szigetek béta-sejt
gazdag centralis régidit izolaltuk PixCell II LCM mikroszkdoppal
(Arcturus, Mountain View, CA). A 1ézersugar segitségével mintankét
10-20 szeletbdl, szeletenként 2-5 szigetbdl vagtuk ki a béta-sejteket,
melyekb6él RNS izolaltunk, majd amplifikdltunk a microarray
elvégzéséhez.

3. Microarray hibridizacio

Négy felndtt és négy neonatalis patkdnybol szadrmazo, lézeres
mikrodisszekcioval izolalt, RNS-bol késziilt biotinilalt cDNS mintat
hibridizaltattunk Affymetrix GeneChip Rat Genome U34A chiphez
(Affymetrix, Sanata Clara, CA). A chip analizishez DNA-Chip
Analyzer szoftvert hasznaltunk (Harvard School of Public Health,
Boston, MA). Als6 konfidencia hatarértékek, és a p-értékek alapjan
elemeztiilk az eltéréen expresszaldodd géneket neonatalis és felnott
patkanyokban. A gének funkciondlis csoportositasahoz a DAVID
programot hasznaltuk.

4. Adenovirus infekciok

Transzkripcios  faktorok  béta-sejtekben  torténd  iranyitott
expressziojadhoz rekombindns adenovirusokat hoztunk létre az
AdEasy rendszer segitségével (Stratagene, La Jolla, CA). A
kovetkezd virusokat hasznaltam vizsgalataim sordn: AdMafA, mely a
teljes human MafA kodold szekvenciat tartalmazza; AdDN-MafA,
mely egy domindns-negativ MafA mutans fehérjét kodol, az N-
terminalis transzkripciot aktivald domén hianyéaval; AdNeuroDl1,
mely a horcsog NeuroD1 kodold szekvenciat tartalmazza; valamint
AdGFP, mely a GFP zo6ld fluoreszcens proteint kodold szekvenciat
tartalmazza, és kontrollként szolgalt a kisérletek soran. Az AdPdx1
virust Dr. Melton kutatocsoportjatol kaptuk. A virusokat Ad293
sejtekben amplifikaltam, és Vivapure AdenoPACK 100 Kkittel
izolaltam (Sartorius, Gottingen), majd plakk formacios képesség
alapjan hataroztam meg a virustitereket. A béta-sejtek fert6zéséhez a
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patkanybol izolalt szigeteket eldszor egyediilalldo  sejtekké
diszpergaltam tripszines emésztéssel, hogy egyenletes fertdzést
biztositsak, majd egy éjszakan at tartd virusinfekciot kovetden
reaggregaltattam a sejteket.

5. RNS izolalas és reverz transzKkripcio

Izolalt Langerhans-szigetekbdl és diszpergalt, majd reaggregalt,
virusinfektalt szigetsejtekb6l RNS-t az RNeasy Plus Mini Kit
segiségével izolaltam (Qiagen, Germantown, MD). Ezt kdvetden a
cDNS eldallitdsahoz Superscript 11 reverz transzkriptazt hasznaltam
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

6. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (qPCR)

A gPCR kisérletek soran a SYBR Green detektaldsi modszert
hasznaltam, ABI7300 Real-time PCR gépet alkalmazva (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A reakcidhoz sziikséges primereket
Primer Express programmal terveztem. Komparativ Csy
(kiiszobciklus) metodust alkamaztam a relativ  génexpresszid
szamitasara, normalizalashoz riboszomalis géneket (S25, L32)
hasznaltam.

7. In vitro inzulinszekrécio

Adenovirus  infekciot kovetden reaggregaltatott — szigetsejtek
inzulinszekrécid  kapacitdsat vizsgaltam. Az aggregatumokat
kezdetben alacsony (2,8mM), majd magas (16,7mM) glukdz
felilliszoba szekretadlt inzulin mennyiségét mértem ELISA
modszerrel (Insulin Rat EIA kit, Alpco, Salem, NH).

8. In vivo inzulinszekrécié: intra-peritonealis glukoz tolerancia
teszt (IPGTT)

Az IPGTT tesztet megelézden a patkdnyok egy éjszakat ¢heztek,
majd intraperitonealisan 10%-os gluk6z oldatot injektaltam 2 g/kg
dozisban. A farokvénabol sorozatos vércukorérték meghatarozasokat



végeztem 2 oOran keresztiil fél oranként, OneTouch Ultra
vércukormér6t hasznalva (LifeScan, Milpitas, CA).

9. Western Blot

Fehérje mennyiségi meghatarozasokhoz Western Blot analizist
hasznaltam. AdMafA és AdDN-MafA infekciét kovetGen, a
szonikacioval destrualt szigetsejt aggregatumokbdl, merkaptoetanol
jelenlétében, hdvel kicsapott fehérjekoncentratumot SDS-PAGE
elektroforézissel  futattam meg, majd PVDF membranra
transzferdltam, és MafA (Nishimura és mtsai altal fejlsztett antitest)
ill. HSV antitesttel (Abcam, Cambridge, MA) detektaltam (a DN-
MafA-val fert6zott sejtekben a viruskonstrukcidoban jelenlévé HSV
jelolés is expresszalodott). Masodlagos antitestként
tormaperoxiddzzal =~ konjugalt  antitestet  hasznaltam, majd
kemilumineszcencia alapjan detektaltam a fehérjemennyiséget
(SuperSignal West Dura reagens, Thermo Fisher, Waltham, MA).

10. Immunohisztokémia

Paraffinba agyazott pancreas metszeteket altalanos
immunohisztokémiai protokollt kévetve festettem meg piruvat-kindz
és glicerin-3-foszfat-dehidrogenaz ellenes antitesttel (US Biological,
Swampscott, MA ¢s Dr. M. MacDonald altal fejlesztett antitestek).
Masodik 1épésként biotin-streptavidin rekcion alapuld amplifikéciot
alkalmaztam, majd a fehérjemennyiséget a piruvat-kinaz esetében
peroxidaz enzimreakcion alapuld modszerrel, a glicerin-3-foszfat-
dehidrogenaz esetében pedig fluoreszcens modszerrel detektaltam.
Tovabbi kisérletek soran anti-inzulin ill. nem béta-sejt hormon
ellenes koktél antitesteket hasznaltam, a Goto-Kakizaki és Wistar
patkany Langerhans-szigetek béta-sejt mennyiségének
meghatarozasara. A szovettani metszetekrol felvételeket Olympus
BH2 és Zeiss 710 LSM mikroszkopokkal készitettem.

11. Statisztikai elemzés
Két csoport Osszehasonlitdsdhoz Student-féle t probat alkalmaztam,

tobb csoport dsszehasonlitdsdira ANOVA tesztet hasznaltam, Tukey-
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féle post hoc teszttel kiegészitve. Sziginifikancia szintet 0.050-nek
hataroztam meg.

Eredmények

A neonatalis és az érett béta-sejtek génexpresszids mintazata
eltér6, szamos, az inzulinszekrécioban szerepet jatszo
metabolikus enzim szintje alacsonyabb neonatalis korban.
Kutatasaim els6 fazisaban az éretlen, neonatalis béta-sejtek
génexpresszidos — mintdzatat  tanulmanyoztam. Kordbban az
irodalomban tobb kozlemény foglalkozott a neonatalis béta-sejtekben
egy-egy alacsonyabban expresszalodd génnel, azonban hipotézisiink
szerint a glukoz-stimulusra adott elégtelen inzulinszekrécids valasz
hatterében egy komplexebb génexpresszids mintazat all. Microarray
modszerrel 6sszehasonlitottam a neonatalis, éretlen és a feln6tt, érett
béta-sejtek génexpresszios profiljat patkanybol izolalt Langerhans-
szigeteken. Eredményeim szerint szamos béta-sejtre karakterisztikus
enzim (piruvatkarboxilaz, GLP1-receptor, mitokondrialis
membranon keresztiili redukald ekvivalens transzportban szerepet
jarsz6 enzimek, pl. malatdehidrogendz, glicerin-3-dehidrogendz,
almaenzim) mMRNS-e szignifikansan alacsonyabban expresszalodik
neonatalis korban, mely magyarazatul szolgalhat az elégtelen glukoz-
stimulalt inzulinszekrécidra ebben az életkorban. Az eredményeket
valos idejli PCR modszerrel megerdsitettem, majd
immunohisztokémiai festéssel fehérjeszinten is bizonyitottam az
eltéré expressziot néhany metabolikus enzim esetében (piruvat-kindz,
glicerin-3P-dehidrogenaz). A patkany béta-sejtek érését kovetve az
¢let els6 4 hetében a vizsgalt fehérjék expresszids szintje fokozatosan
emelkedik, a glukéz-stimuldlt inzulinszekrécid megjelenésével
parhuzamban.

Transzkripciés faktorok szintjeinek valtozasa a neonatalis
idoszakban. A MafA indukcios szerepe az inzulinszekrécio
kialakulasaban.
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A génexpresszios mintazat Osszehangolt valtozasa a neonatalis
idészakban egy vagy akar tobb reguldtor-fehérje miikodését
feltételezi. Az ismert béta-sejt specifikus, inzulingént szabalyozo
transzkripcids faktorok koziil tanulmanyoztam a Pdx1, NeuroD1 ill. a
MafA mRNS szintek alakulasat, valamint 6sszehasonlitottam ezeket
a vizsgalt metabolikus enzimek ¢és az inzulin expresszids
mintazataval a patkanyok els6 4 élethete soran. A Pdx1, a NeuroD1
¢s a MafA glukoéz altal szabalyozott transzkripcios faktorok, a Pdx1 a
korai, a NeuroD1 a késo6i endokrin differencidcioban jatszik szerepet,
mig a MafA hipotézisiink szerint a béta-sejtek érésének, valamint az
inzulinszintézis és -szekrécid folyamatanak regulatora. A vizsgalt
gének koziil a MafA expresszios mintazata hasonlitott legjobban a
metabolikus enzimekére, mely tehat életkorral fokozatosan novekvd
tendenciat mutatott. Ezt kovetéen a MafA fehérje szinteket Western
blot analizissel vizsgaltam, és igazoltam, hogy a postnatalis 1. napon
igen alacsony szinten detektalhato MafA fehérje szintje a 10.
¢letnapra jelentdsen emelkedik, de még mindig nem ¢éri el a
felnéttkorban mérhetd szinteket. Kisérleteim masodik szakaszanak
eredményei szerint, a 2. életnapos patkany szigetsejtekben az exogén
moédon, adenovirus infekcid  segitségével bejuttatott MafA
kifejezédése fontos metabolikus enzimek indukcidjdhoz vezet.
Mindemellett a MafA  bejuttatdsaval a  glukoz-stimulalt
inzulinszekrécidés valasz szignifikdnsan ndvekedik a kontroll
neonatalis sejtekben mértekhez képest. Ezzel szemben az exogén
moddon bejuttatott, magas szinten expresszalt Pdx1 nincs hatdssal az
inzulinszekréci6 alakulasara. Mindezek alapjan bizonyitottnak tlinik,
hogy a béta-sejtérés MafA-expresszioval meggyorsithato.

MafA transzkripciés faktor regulacios szerepe felnétt, érett béta-
sejtekben.

Kisérleteim harmadik szakaszdban a MafA reguldcios szerepének
megismerését tlztem ki célul, ill. arra kerestem valaszt, hogy mi
torténik, ha az érett béta-sejtekben meggatoljuk a MafA miikodését.
A MafA-funckciot szelektiven kikapcsoltam egy “dominans negativ”’
MafA konstrukciéval (DN-MafA), mely egy MafA mutans fehérjét
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kodol, az N-terminalis transzkripciot aktivaldé domén hianyaval. A
DN-MafA a sejtekben jutva az endogén MafA-hoz kapcsolodik, és
meggatolja annak transzkripcios aktivitasat. A DN-MafA-t ezattal is
adenovirus segitségével juttattam be a patkdny pancreasbol izolalt
primer béta-sejtekbe. A DNMafA-val torténé infekciot kovetéen az
endogén MafA mRNS- és fehérjeszint kozel 10%-ra csokkent a
kontroll béta-sejtekhez képest, mely a MafA autoregulacios
folyamataira utal. Az alacsony MafA-szint szamos metabolikus
enzim, béta-sejt specifikus gén ¢és egyéb transzkripcids faktor
expressziojanak  valtozasat eredményezte. A génexpresszios
valtozasokat 72 oOran at kovettem, melynek sordn tobbek kozott a
glukokinaz, a GLUT2 glukdztranszporter, az inzulin, a PCSK enzim,
a GLP1- receptor és a Kir6.2 kaliumcsatorna, valamint a redukalo
ekvivalens transzportban résztvevé enzimek mRNS szintje
szignifikansan csokkent. Az érett béta-sejtben gyakorlatilag hidnyzo
laktatdehidrogendz enzim mRNS-szintje viszont szignifikdnsan
megemelkedett a DN-MafA infekciot kovetben. Funkcionalis
vizsgalatok szerint mar a DN-MafA infekcidt kovetd 36. ordban
csokken a glukoz-stimulalt inzulinszekrécids valasz, mely idépont
egybe esik a Dbéta-sejtfunkcié szempontjabol fontos gének
expresszidjanak csokkenésével. Eredményeim szerint a béta-sejtek a
MafA kikapcsolasaval egy éretlenebb allapotba jutnak, mintegy
dedifferencidlodnak, a neonatalis, ¢értelen sejtekhez hasonlo
fenotipust vesznek fel.

MafA transzkripcios faktor bejuttatasaval a diszfunkcionalis,
diabeteses  béta-sejtek  glukéz-stimulalt inzulinszekrécidja
novelheto.

Az irodalombdl ismert, hogy a kronikus hyperglykaemia, mint a
diabetesre jellemzO patologias allapot is a fentickhez hasonld
atalakulast, dedifferencialodast eredményez béta-sejtekben. A
diabeteses béta-sejtek glukoz-stimulalt inzulinszekrécigja karosodott.
Egy nemrégiben megjelent kozlemény szerint, allatkisérletes
modellen a hyperglykaemia hatidsara a MafA expresszids szintje is
csokken a béta-sejtekben. Mindezek alapjan kisérleteim negyedik
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részében arra kerestem valaszt, hogy diabeteses patkanyokbol izolalt,
alulmiikodé béta-sejteken a MafA-expresszio novelésével javithato-e
a glukéz-stimulalt inzulinszekrécio. A vizsgalatokhoz a Goto-
Kakizaki patkanytorzset hasznaltam, mely a spontan kialakulé 2-es
tipusu diabetes allatmodellje. Az adenovirus infekcio segitségével
bejuttatott MafA az inzulinszekrécidos valaszt varakozasainknak
megfelelden 48-72 oran beliil javitotta.

Erett béta-sejt
(glukoz-stimulalt
inzulinszekrécio)

* Funkcionadlis érés * Glukotoxicitas
L)
Specializalt g A Specializalt metabolikus
metabolikus 0l - utak kikapcsoldsa,
utakkialakuldsa / & L “dedifferencialodas”

Eretlen béta-sejt

(glukdz stimulusra nincs/
gyenge Inzulinvalasz)

Diszfunkciondlis béta-sej

(inzulinszekrécio csokkenése)

2. dbra: Béta-sejt fenotipus viltozdsa. Eretlen béta-sejtekben a MafA-expresszio
fokozodasaval a glukoz-stimulalt inzulinszekrécio megjelenik. Glukotoxcitas
hatasara a MafA-expresszio csokken, ezzel pdrhuzamosan az érett béta-Sejtek
specializaltsaga megsziinik, mely az inzulinszekrécio elégtelenséget okozza.

Kovetkeztetések

Eredményeimet 0Osszefoglalva megallapithatd, hogy az alacsony
MafA-szint  szamos  fontos  béta-sejt  génexpresszidjanak
csokkenésével és a glukdz-stimulalt inzulinszekrécio gatldsaval jar.
Ez az allapot jellemzi a neonatdlis, éretlen, valamint a diabeteses,
dedifferencialodott béta-sejteket (2. abra). A MafA-funkcid
helyredllitdsaval az inzulinszekréciés valasz javul. A MafA
transzkripcids faktor tehat az inzulingén szabdlyozasan til szamos
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fontos béta-sejt génexpressziojat hatarozza meg direkt vagy indirekt
modon, ezért a MafA jelenléte elengedhetetlen az érett béta-sejtek
mukodéséhez, a fiziologias glukdz-stimulalt inzulinszekrécidhoz.

A MafA transzkripcios faktor potencialisan
gyogyszerfejlesztések célpontja lehet, ugyanis egy MafA-expressziot
vagy fehérjestabilitast fokozé hatdanyag a 2-es tipusu diabetesben
szenvedd betegekben a béta-sejt dedifferenciaciot megeldzheti, és
javithatja az inzulinszekrécios kapacitast.
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