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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AP: akut hasnyalmirigy-gyulladas

BBB: vér-agy gat

bFGF: fibroblaszt novekedési faktor

BSA: szarvasmarha szérum albumin

DAF-FM diacetat: 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetat
DCF: diklorofluoreszcein

EBA: albuminhoz k&tott Evans-kék festék

ELISA: enzimkapcsolt immunoszorbens vizsgalatot
FBS: magzati szarvasmarha szérum

FITC-dextran: fluoroszcein izotiocianattal jelolt dextran
GFAP: glidlis-fibrillaris savas fehérje

H>,DCF-DA: 2’-7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetat
HC: hidrokortizon

IFN-y: interferon-y

IL-1B, -6, -8, -9, -17: interleukin-1p, -6, -8, -9, -17
ITS: inzulin-transzferrin-szelenit

LiCl: litium-klorid

NO: nitrogén-monoxid

NSE: neuron specifikus enolaz

PBS: foszfat puffer oldat

PDGFR-B: vérlemezke-eredetii névekedési faktor- 3
Pe: permeabilitési egylitthatd

PECAM: vérlemezke-endotél sejt adhézios molekula
P-gp: P-glikoprotein

PLAZ2: foszfolipaz A2

PS: permeability surface product

ROS: reaktiv oxigéngyokok

S100pB: S100 kalcium-koto fehérje-p

SNP: natrium-nitroprusszid

tBHP: tert-butil-hidroperoxid

TEER: transzendotelialis elektromos ellenallés
TNF-a: tumornekrozis-faktor-o

Z0O: zonula occludens



2. TUDOMANYOS HATTER
2.1. A hasnyalmirigy és az akut hasnyalmirigy-gyulladas (AP) jellemzése

A hasnyalmirigy egy koriilbeliil 15-25 cm hosszu, atlagosan 100-150 g sulyu Szivacsos
allagt, hosszikas és mirigyes Szerv. A hasiireg felsd részében a retroperitoneumban
helyezkedik el a gyomor és a gerinc kozott, az L1-L2 csigolyak magassagaban. Felépitése
szerint harom régiora bonthato: feji, testi és farki részre (1.A abra). Anatomiailag kapcsolatban
all a 1éppel, a gyomorral, az epével, valamint a patké -és vastagbéllel. Naponta koriilbeliil egy
kilogramnyi hasnyalat iirit a patkobélbe. Funkcionalitds szempontjabol a hasnyalmirigy ,,két
szerv egyben”, ugyanis egy exokrin és egy endokrin részbdl all. A kiils6 elvalasztasa (exokrin)
egység elsddleges feladata a normal emésztésért és az elfogyasztott élelmiszerek
felszivodasaért felelos emésztdenzimek kivalasztasa. Az exokrin mirigyek acinus sejtekbdl és
csatornasejtekbol allnak; elébbi emésztdenzimeket (azok aktivalatlan formait, pl. a tripszin),
utobbi pedig natrium-hidrogén-karbonatot termel (1.B abra). A belsé elvalasztasti mirigyek
elsddleges feladata ezzel szemben a gliikoz homeosztazis fenntartdsa. Ennek ellatdsara a
hasnyalmirigy peptidhormonokat termel, amelyhez 5 féle szekrécios szigetsejt dsszehangolt
munkaja sziikséges (Leung, 2010; Talathi és mtsai., 2023). Az a- és B-sejtek szabalyozzak a
gliik6z felhasznalasat a gliikkagon, illetve az inzulin termelésén keresztiil. A PP- és 3-sejtekben
termeldd6 hasnyalmirigy-polipeptid (PP) és szomatosztatin modositja a tobbi hasnyalmirigy-

sejttipus szekrécios tulajdonsagait (Leung, 2010).
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1. abra. A) hasnyalmirigy a testen beliili elhelyezkedése, fobb egységei és felépitésének sematikus
abraja. [Forrasok: A: Terese Winslow, link ,2009, letoltve: 2024.10.31. (mddositva); B) Betts és mtsai.,
2013, letoltve: 2024.10.31. (modositva).


https://www.teresewinslow.com/digestion/nt8w96o2mf5jlw3bqh0hfrxufz06dm

Az akut hasnyalmirigy-gyulladds (AP) az egyik leggyakoribb siirgds korhazi ellatast
igénylé emésztérendszeri gyulladasos rendellenesség, amely soran a szervben termel6dd
emésztdenzimek elbalakjai, kiilonosen a tripszin nem megfeleld iiriilése és rendellenes
aktivacidja miatt autoemésztés kovetkezik be. Ez a folyamat karositja a pankreasz szovetét,
illetve a mirigyek, valamint a tavoli szervek és szervrendszerek mikodési zavarahoz vezethet
(Petrov és Yadav, 2019; Boxhoorn és mtsai., 2020). A hirtelen kialakulé megbetegedést erds,
gyomor kornyéki vagy diffuz hasi fijdalom, hanyinger és hanyas, 1z, emelkedett pulzus,
valamint a fehérvérsejtek és a hasnyalmirigy altal termelt enzimek (pl. amilaz, lipaz, tripszin)
emelkedett szintje jellemzik. Stlyossagtol fliggden gyakran kisérheti még egy- vagy tobbszervi
diszfunkcio, valamint a hasnyalmirigy és a kortilotte 1év6 szovetek nekrozisa (Boxhoorn és
mtsai., 2020). Habar a betegek 6tode esetén a kivaltd ok ismeretlen (idiopatias), az AP
hatterében gyakran a kdzos epevezeték elzarodasa, tulzott alkoholfogyasztas allhat (Szatmary
¢s mtsai., 2022). Elobbi az esetek koriilbeliil 45%-4ért, utdbbi pedig 20%-aért felelés. A
rendellenességnek szamos ritkabb rizikofaktora is ismert, mint példaul a nem kiegyensulyozott
taplalkozas, metabolikus problémak (pl. hipertrigliceridémia, hiperkalcémia), genetikai hajlam,
fertézések, autoimmun betegség, bizonyos hatdanyagi (pl. azatioprin, tiazid, mezalamin,
furoszemid, azotioprin, lozartan) gyogyszerek szedése vagy a pankreatikus csatorna elzarédasa
(Whitcomb, 2006; Lee és mtsai., 2019; Boxhoorn és mtsai., 2020).

A betegség patogenezise soran az exokrin elvalasztast mirigyeket érintd sejten beliili és
sejteken kiviili valtozasok eredményeként a szovet megduzzad, a sejtek vakuolizalodnak és
lokalis 6déma alakul ki. Az emiatt kiszabadulé enzimek megtamadjak a hasnyalmirigy egyéb
sejtjeit, és sejthalalt indukalnak (Lee és Papachristou, 2019). Sulyos AP esetén a nagymértékii
szoveti nekrozis olyan komoly gyulladdsos kornyezetet hozhat Iétre, ami késébb a
gasztrointesztinalis rendszer tobbi szervére is atterjedhet és hosszutavh szisztémas hatasal is
lehetnek (Whitcomb, 2006). Ha a paciens allapota rohamosan romlik, és az AP végzetes lesz
két héten beliil, akkor ezt leggyakrabban a hirtelen, nagy mennyiségii gyulladast kivalto citokin
(tumor nekrozis faktor-a (TNF-a), interleukin-1p, -6 és -8 (IL-1p, IL-6 ¢s I1L-8)) felszabadulasa
okozza (Garg és Singh, 2019).

A betegséget stlyossag alapjan tobbféle modon rendszerezik. Munkank sordn a
legelterjedtebben hasznalt csoportositast hasznaltuk, az Atlanta Osztalyozast. Eszerint harom
csoportot kiillonboztetlink meg a lokalitds, a szervi elégtelenség és/vagy a szisztémas

szovodmények megléte alapjan (1. tablazat).



Atlanta Osztalyozas

— enyhe AP: nincs helyi (a hasnyalmirigy vagy a peripankreatikus folyadékgyiilem, 1ép és
portalis véna trombozis, bél ischaemia és gyomorkivezetési zavarok) vagy szisztémas (a
mar meglévo tarsbetegségek stlyosbodasa) szovédmény és szervi elégtelenség

— kozépsilyos AP: lokalis vagy szisztémas szovodmeények (esetleg mindkettd) és atmeneti
szervi elégtelenség (< 48 ora)

— stlyos AP: lokalis vagy szisztémas szovodmények (esetleg mindkettd) és tartds egy-

vagy tobbszervi elégtelenség (> 48 ora)

1. tablazat — az akut hasnyalmirigy-gyulladas (AP) Atlanta Osztalyozasi Rendszere és a kritériumok
(Boxhoorn és mtsai., 2020 alapjan)

Az AP tanulmanyozasa egyre fontosabba valt az elmult évtizedekben, ugyanis atlagosan
100 000 emberbdl 30-40 ot érint vilagszerte. (Roberts €s mtsai., 2017; Szatmary és mtsai.,
2022). Tovabba kimutattak, hogy az AP incidenciaja vilagszerte novekszik, féleg a jobb anyagi
helyzetli orszagokban (Iannuzzi és mtsai., 2022). A betegek 80%-a az enyhe AP osztalyba
sorolhatd, naluk megfelelé gyogyszeres kezelés mellett egy hét alatti felépiilés varhato
komolyabb komplikaciok nélkiil. A haldlozas az enyhe és kozépsulyos AP esetén elenyészo,
mindossze 1%. Azonban foként a betegség stlyos formajaban szenveddk esetén a korhazba
kertilok 20%-anal szovOdmények alakulnak ki. Naluk a nekrotizalo sejtek okozta gyulladas és
a szervi diszfunkcio a kornyez6 szervekre, szovetekre is kiterjedhet. A mortalitas a betegség
stilyos formajaban ~30%-0s. (Lee és Papachristou, 2019; Hagendorn és mtsai., 2020; Szatmary
¢és mtsai., 2022). Az orvosi ismeretek exponencialis ndvekedésével és a hatékonyabb kezelések
megjelenésével az AP kezelése egy multidiszciplindris, egyénre szabott terdpia, amelynek
kidolgozéasa nagy szakértelmet igényel (Boxhoorn és mtsai., 2020). Egyre tobb bizonyiték
mutat arra is, hogy azon betegek esetén, akik egyszer mar szenvedtek AP-ben jelentésen megnd
a kockazata a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas vagy a diabetes mellitus kialakulasanak (Xiao
¢s mtsai, 2016). Az AP pontos, részletes korfolyamata tehat még mindig feltrasra var

(Boxhoorn és mtsai., 2020).

2.2. A pankreatikus enkefalopatia jellemzése

Az AP-ban szenved6 betegek kozel 4%-anal alakul ki tudatzavar (Hagendorn és mtsai.,
2020), valamint a sulyos lefolyasu esetek 10-11%-anal lathatunk komoly neurologiai
érintettséget is, amely pankreatikus enkefalopatiaként jelentkezik (2. abra). Klinikali

megnyilvanulasa igen valtozatos, tobbnyire olyan neuropszichiatriai tiinetek alapjan



diagnosztizaljak, mint a térbeli dezorientacid, memoriazavar, zavartsag, delirium,
hallucinaciok, hiper -vagy hipoaktivitas, nystagmus, apatia, depresszid, valamint egyes
esetekben akar koma (Hagendorn és mtsai., 2020; Meng és mtsai., 2023). A pankreatikus
enkefalopatia az AP komoly, jelentds halalozasi arannyal (~40%) és kedvezdtlen progndzissal
jellemezhetd szovodménye. A betegség barmely szakaszaban kialakulhat, azonban a
jellemzden a sulyos AP korai szakaszaban jelentkezik és rovid idon beliil 1ényegesen romlik.
Habar a mar meglévo tobbszervi diszfunkcid és egyéb szovodmények egylittes eredménye is
lehet a magas haldlozasi arany, azonban az idegrendszeri sz6védmény megjelenése jelentésen
rontja a progndzist. A pankreatikus enkefalopatia pontos korfolyamata, klinikai kritériumai és
vizsgalati menete maig nem tisztazott. Ennek oka a jelenség azonositasanak nehézsége és annak

igen valtozatos klinikai megnyilvanulasa (Zhang és Tian, 2007; Meng és mtsai., 2023).
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2. abra. Akut pankreatitisz soran kialakulod pankreatikus enkefalopatia elézményei €s klinikai okai,
halalozasi rata (Meng és mtsai., 2023, modositva).

Az AP korai szakaszaban (<14 nap) kialakulé pankreatikus enkefalopatia szoros
Osszefiiggésben 4ll a vér-agy gat (BBB) permeabilitisanak megvaltozasaval ¢és a
hasnyalmirigyb6l a szisztémas keringésbe jutdé enzimek hatasaval (tripszin, amilaz, elasztin,
lipaz és foszfolipaz A2 (PLA2). A betegség korai szakaszaban jellemz6 a gyulladasos citokinek
¢s egyéb mediatorok megemelkedett termelddése, amelyek az agyba keriilve fokozhatjak a
BBB ateresztOképességét. Ilyen a TNFa, az IL-6, az IL-8 és az IL-1p is, a mediatorok koziil
pedig a vérlemezke aktivalo faktorok. A BBB fokozott atjarhatésaga miatt pedig a
hasnyalmirigybdl a véraramba keriild enzimek atjuthatnak a BBB-n és komoly karosodasokat
okozhatnak a kozponti idegrendszerben, mint példaul agyodéma vagy diffiz agyidegi
demielinizacid (Zhang és Tian, 2007; Garg és Singh, 2019; Meng és mtsai., 2023).



Az AP késObbi szakaszdban (14 nap utdn) jelentkezd pankreatikus enkefalopatia
jellemzGen a tartds hanyassal és hosszan tartd tapanyagbevitel-csokkenéssel van szorosabb
Osszefiiggésben. Kiilonosképpen a tiamin (B1-vitamin) hianyaval, ugyanis ez a vitamin szamos
a trikarbonsav-ciklusban részt vevd kulcsenzim aktivitasat befolyasolja. Ennek hianya
megzavarja az agyi sejtek energiahaztartasat, ami miikodési zavarokhoz vezethet az agyban
(Meng és mtsai., 2023). Az allapot javitasara legtobb esetben tiineti kezelést alkalmaznak,
amely soran tiamint, intrakranialis nyomascsokkentOket és antipszichotikus szereket

(benzodiazepinek) adnak a pacienseknek (Meng és mtsai., 2023).

2.3. A vér-agy gat (BBB) szerkezete és fiziologias, valamint patolégias miikodése

A BBB dinamikus hatarfeliiletet képez a vér és a kozponti idegrendszer kozott, illetve
dontd szerepet jatszik annak védelmében és homeosztazisanak fenntartasaban (3. abra, Abbott
és mtsai., 2010; Kadry és mtsai., 2020). A BBB funkcionalis alapjat az agyi mikroereket
felépité agyi endotélsejtek, és a kozottik huazddd interendotelialis szoros és adherens
kapcsolatok teremtik meg 3.B abra). A szoros kapcsolatok még a kisméretii, vizoldékony
molekuldk szamara sem atjarhatok. Olyan integrans membranfehérjék alkotjak oket, mint az
okkludin, a tricellulin, az endotelialis sejtadhézidos molekulak, a klaudinok és a junkcionalis
adhézios molekulak (Deli, 2009). Az integrans membranfehérjék olyan kapcsolo és szabalyozo
fehérjék segitségével csatlakoznak az aktin sejtvazhoz, mint a zonula occludens (ZO)
fehérjecsalad (ZO-1, -2, -3). A sejtkozotti kapcsolatok szorossagaért és a gatfunkcio ellatasaért
az adherens junkciok is felelosek, amelyeket tobbek kozt a vérlemezke-endotélsejt adhézids
molekula (PECAM-1), valamint a kadherinek és adaptereik a kateninek (a-, -, y-katenin)
hoznak 1étre (Deli, 2009). Emellett fizikai védelmi vonalat alkot az agyi endotélsejtek luminalis
¢s abluminalis felszinén egyarant huz6do, erés negativ toltéssel rendelkezé cukor-fehérje
halozat, a glikokalix. Specialis elhelyezkedése és szerkezete révén befolyasolja a toltéssel
rendelkez6 biomolekulak bejutasat az agyba. A glikokalix féként proteoglikanokbol,
glikoproteinekbdl és gliikozaminoglikanokbol all (Walter és mtsai., 2021).

Az agyi endotélsejteket kiviilrél a pericitdk, az asztrocita végtalpak, perivaszkuldris
mikroglidk és az idegsejtek veszik koriil, amelyek egyiitt alkotjdk a neurovaszkularis egységet
(3.A abra, Abbot és mtsai., 2010; Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Az endotélsejtek k6z0s
bazalis membranban helyezkednek el a pericitakkal, amelyek fontos szerepet toltenek be az
erek stabilitasaban és novekedésiik szabalyozasaban (vaszkulo- és angiogenezis). Tovabba
Osszehuzodasukkal ¢és elernyedésiikkel képesek szabalyozni a mikroerekben torénd

véraramlast. Az endotél- és pericita sejteket az asztrocitak végtalpai olelik koriil, amelyek a



transzport-, anyagcsere ¢s kommunikécios folyamatokat segitik mind a sejtek kozt, mind pedig

a vér és az idegszovet kozt (Abbott és mtsai., 2006).
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3. abra. A vér-agy gat elhelyezkedésének, szerkezetének és épitéelemeinek sematikus abraja; (ZO:
zonula occludens; JAM: junkcids adhézids molekula; ESAM: endotelialis adhézios molekula; PECAM:
vérlemezke-endotél sejt adhézids molekula; VE-kadherin: vaszkularis endotelialis kadherin); [Forrasok:
Andjelkovic és mtsai., 2023 alapjan; Deli, 2009 alapjan]

A BBB elsédleges funkcioja a kozponti idegrendszer megfeleld miikodéséhez
elengedhetetlen belsé homeosztazis fenntartasa €s szabalyozasa. Emellett védelmezi is az
idegszovetet az arra karos vagy toxikus vegyiiletekt6l és patogénektdl, valamint lehetévé teszi
a kommunikaciét az agy és a periféria kozt (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Az allando
kornyezet kialakitasaban és fenntartasaban az agyi endotélsejteknek kiemelten fontos szerepe
van. Specialis transzporter fehérjéik szabalyozzak a BBB-on keresztiili anyagmozgast, mint a
tapanyagok bejuttatasa, az idegrendszerre karos anyagok kizarasa, és az anyagcsere termékek
kijuttatasa. Ez szamos transzport utvonalon torténhet, mint a membranon keresztiili passziv
diffazio, a receptor-medialt és adszorptiv transzcitozis, a specialis szallitofehérjék altal medialt-
és az efflux transzport (Abbot és mtsai., 2010; Campos-Bedolla és mtsai., 2014).

Fiziologias koriilmények kozott a szoros kapcsolatok, a fenesztraltsig hianya és az
alacsony pinocitotikus vezikularis transzport gatolja az agyszOvet szamara karos
szérumfehérjék kozponti idegrendszerbe jutasat. Azonban a BBB védelmi funkcioi mind a
kozponti idegrendszert érintd, mind periférids korfolyamatokban sériilhetnek, ami
hozzajarulhat idegrendszeri tiinetek kialakulasdhoz vagy az idegrendszeri betegségek

sulyosbodasadhoz. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a kiilonb6z6 periférias gyulladasok



(autoimmun betegségek, fertdzések) karosithatjak a BBB-at kiillonboz6 utvonalakon keresztiil
(Profaci ¢és mtsai., 2020). Ezért az idegrendszeri érintettségii korfolyamatokban

kulcsfontossagu a BBB-on végbemend valtozasokat is kdvetni €s tanulmanyozni.

2.4. A BBB sériilésének kimutatasara szolgalo agyi eredetii szérum biomarkerek
Patologias allapotokban szamos vazoaktiv anyag, citokin €és kémiai mediator szabadul fel,
amelyek novelik a BBB permeabilitasat, ezzel lehetové téve az agyszovetre specifikus
markerek vérkeringésbe vald atjutasat (Kadry és mtsai., 2020; Janigro és mtsai., 2021). A
szisztémas keringésben megtaldlhatdé neurovaszkuldris egység karosoddsara utald
biomarkereket a klinikumban és a kutatasban is hasznaljak a neurologiai betegségek, sériilések
és a karosodas sulyossaganak jellemzésére, diagnosztizalasara (Dadas és mtsai, 2016). A
leggyakrabban alkalmazott biomarkerek a glialis-fibrillaris savas fehérje (GFAP), az S100p
kalcium-koto fehérje (S100pB), a neuron-specifikus enolaz (NSE), a mielin bazikus fehérje, a
neurofilamentum kénny lanca, az ubiquitin karboxil-terminalis hidrolaz izoenzim és az egyes
neurodegenerativ betegségekben megfigyelhetd, akkumulalodo fehérjék, mint példaul a tau.
(Mir és Chalak, 2014; Welch és mtsai., 2016; Dadas és mtsai., 2018; Janigro és mtsai., 2021).
A klinikai diagnozis sordn a biomarkerekbdl nyert adatok értelmezését megneheziti, hogy
Kimutatott fehérjék mennyisége a betegség és a sériilés allapotara és sulyossagara utal, de mas
valtozoktol is fiigg. Ilyen tényezok tobbek kozott az adott marker felezési ideje a vérben,
molekularis tdmege, marker-specifikus biofizikai tulajdonsagai és a vese altali kivalasztas
mértéke (Dadas és mtsai., 2016). A 2. tablazatban foglaltuk 6ssze, hogy az egyes korfolyamatok

soran kimutatott markerek milyen neuroldgiai folyamatokra utalhatnak.

biomarker | méret . ... becsiilt felezési
, jelzett neurologiai folyamat .,
megnevezése | (kDa) ideje vérben
GFAP 50 asztrocitak sériilése/karosodasa, asztrogliozis 48 ora
NFL 68 axon sériilés, idegsejtpusztulas 3 hét
NSE 47 idegsejtek karosodasa 30 ora
S1008 100 | BBB karosodasa, asztrocitak sériilése, asztrogliozis 2-6 Ora
UCH-L1 24 idegsejtek karosodasa 7-9 ora

2. tablazat. A szisztémas keringésben jelenlevd biomarkerek és az altaluk jelzett neurologiai
folyamatok, szinekkel a kisérleteinkben alkalmazottakat jeloltiik (Janigro és mtsai., 2020 alapjan,
modositva). GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje; NFL: neurofilamentum konnyii ldnca; NSE:
neuron specifikus enolaz; S1003: kalcium-kotdé fehérje S1008, UCH-L1: ubiquitin karboxil-
terminalis hidrolaz izoenzim L1.



Eredetileg az olyan molekulakrol, mint az NSE és az S100B azt gondoltak, hogy
kozvetleniil az agy traumas sériilésével vannak dsszefliggésben. Csak évekkel késObb mutattak
Ki, hogy ezek az agyi eredetii periférias biomarkerek a BBB integritasarol adhatnak informaciot
agyi sériilés hianyaban is (Dadas és mtsai.,, 2018). Az NSE neuronalis eredetii faktor,
vérszérumban mérhetd koncentracidja fiziologias koriilmények kozott atlagosan 10-15 ng/ml
nemtdl és kortdl fliggetleniil (Babkina és mtsai., 2024). Az NSE szintjének novekedését
tapasztaltak szamos olyan patologias allapotban, amelyek a BBB karosodasaval jarnak. Ilyenek
tobbek kozott traumds agysériilések, enkefalopatidk, agyvérzés, kiilonbozé neurodegenerativ
betegségek, idegrendszeri és neuroendokrin tumorok és az epilepszia. (Dadas és mtsai., 2018;
Polyakova ¢és mtsai., 2022; Yun és mtsai., 2022). Az S100B fehérjét asztrocita és
oligodendrocita sejtek termelik. Kiilonosen igéretes markerfehérjének tekintik, ugyanis
kimutattak, hogy a BBB kérosodés hatdsara a vérszérumban is gyorsan megemelkedik a szintje
¢s mérhetd koncentracidja jobban korrelal a BBB integritdsaval, mint az idegszdveti sériiléssel
(Janigro és mtsai., 2021). Az S100p fehérje megemelkedett koncentracioja a periférias vérben
szamos kozponti idegrendszeri rendellenességgel hozhato osszefliggésbe. Ide soroljuk tobbek
kozott a traumas fej- és agy sériiléseket, a neurodegenerativ betegségeket, az enkefalopatiakat,
a sztrokot, az epilepsziat és a pszichiatriai rendellenességeket (Yun és mtsai., 2022; Polyakova
és mtsai., 2022). Kisérleteinkhez a szakirodalomban elérhet6 adatok alapjan a két leginkabb
tanulmanyozott fehérjét, az NSE és az S100B biomarkereket valasztottuk a human

vérszérumokbol torténd BBB karosodas jellemzésére.
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3. CELKITUZESEK

Az AP hirtelen fellépd, stlyos gyulladasos emésztérendszeri megbetegedés, amely a
kiilonb6z6é szisztémas hatasok mellett enkefalopatia kialakulasaban is szerepet jatszhat.
Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a BBB sériil és ateresztoképessége megnovekszik
az AP patkany modelljében (Walter és mtsai., 2022). Hipotézisiink szerint az AP-ben szenvedd
paciensek esetén megfigyelhetd tudatzavar, és a sulyos esetekben megjelend enkefalopatia a
BBB karosodasara utalhat hasonléan mas szisztémas és idegendszeri betegségekhez. Jelenlegi
kutatasunk célja a BBB-on torténd valtozasok kimutatasa enyhe, kdzépsulyos és sulyos AP-ben
szenvedod betegek vérszérum mintainak elemzésével.

Ehhez munkank soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1. Megtalalhatok-e a vér-agy gat sériilésére utald markerek (NSE, S100B) akut

hasnyalmirigy gyulladasban szenvedé paciensek vérszérum mintaiban?

2. Milyen kozvetlen hatast fejt ki az enyhe, kozépsulyos és sulyos AP-es betegekbdl

szarmazo szérumokkal torténo kezelés tenyésztett human agyi endotélsejteken? Milyen
valtozasokat figyelhetiink meg a gat funkciokban, morfologiaban, reaktiv oxigén gyok

¢s nitrogén-monoxid termelésben?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Reagensek, vegyszerek
Minden vegyszer beszerzése a Sigma-Aldrich Kft.-tdl (Merck Life Sciences) tortént,
hacsak masképpen nem jeloltiik.

4.2. Akut pankreatitiszben szenvedo6 betegekb6l szarmazo6 vérszérum mintak

Munkank sordn a Szegedi Tudomanyegyetem Korélettani Intézetével és az MTA-SZTE
Lendiilet Gasztroenterologiai Multidiszciplinaris Kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben
human beteganyagbdl szarmazo vérszérumokat teszteltiink. Egyiittm{ikodé partnereink etikai
engedély birtokaban és minden kapcsolodo szabalyt betartva vért gyijtottek kiilonbozo
stlyossagu AP-ben szenvedd betegkbdl (enyhe, kdzépsulyos és sulyos). A vérvétel a bekeriilést
kovet6 1-3. és/vagy 4-7. napokon tortént, a vérmintakbol vérszérumot izolaltak. A szérumokat
-80 °C-on taroltuk felhasznalasig. Minden szérum mintat csak egyszer lehetséges kiolvasztani
¢s felhasznalni, ezért a kisérleteket mindig egymassal 0sszefiiggésben, komoly tervezés utan
tudtuk elvégezni. Felhasznalas eldtt a mintakat osztalyoztuk és a kisérleteknek megfeleléen
szortiroztuk a kdvetkezd szempontok alapjan: életkor €s a betegség sulyossagi foka.

A)
100
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80 S PPeRs 1NN 49000 0seNOTRIe s EerrIitiannaitng ._.l..."
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Betegek (enyhe) életkora
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1007 1007 & Enyhe
90+ 90+ B Kozépsilyos
4 + & Silyos
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-

- 40-49 50-59 60-69 70-
Paciensek atlag életkora az egves csoportokban

4. abra. Az akut pankreatitiszben szenvedd betegek kora a betegség sulyossaga szerinti csoportokban

és Osszesitve. A: enyhe lefolyasu AP paciensek életkora; B: kozépstlyos lefolyasi AP paciensek

¢letkora; C: sulyos lefolyasi AP paciensek életkora; D: a kiilonb6zd sulyossagu AP paciensek

szérumainak korcsoportokra vald bontasa és Osszevonasa a sejttenyészetes kisérletekhez: n = 3-8.

Az in vitro vizsgalatokhoz csak az els6 vérvételbdl szarmazo mintakat hasznaltuk.

Paciensek
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A kisérletekhez hasznalt mintak kozott minden stlyossagi- és korcsoport képviselve volt:
Osszesen 20 enyhe, 18 kozépsulyos és 18 sulyos AP-ben szenvedd beteg mintait vizsgaltuk (4.
abra, A-C). A sejttenyészeteken torténd kisérleteink soran a paciensek vérszérumait korcsoport
és sulyossag szerint Osszevontuk (4.D abra). Az in vitro vizsgalatokban csak az elsd
vérvételekbol szarmazo mintak szerepelnek, mivel a kdzépsulyos AP betegek esetében nem

tortént masodik vérvétel.

4.3.  Avér-agy gat sériilés jelzoanyagainak kimutatasa enzimhez kotott immunszorbens
(ELISA) vizsgalatokkal

A tartalmi bevezetOben leirtak alapjdn az AP soran az agyi endotélsejtek gat
tulajdonsagainak csokkenését és az agyi markerek a szisztémas keringésbe torténd keriilését a
vérszérum mintakban NSE és S100p fehérjék kimutatasaval szerettilk volna feltarni. Ehhez
enzimhez kotott immunszorbens vizsgalatot hajtottunk végre (sandwich ELISA Kkitek,
Elabscience, USA). Ehhez ¢l6sz6r megterveztiik a kitekhez tartozo 96-lyukti lemezek
beosztasat a gyarto leirasanak megfeleléen. A lemezekre a standard oldatok mellett a vérszérum
mintak keriiltek az Osszes sulyossagi csoportbol. A mintdkat nem kellett kihigitani, azok
fehérjetartalmanak megfeleld detekcios hatarral rendelkez6 kiteket vasaroltunk. A méréseket a

gyarto protokollja alapjan végeztiik el, 2. szintli biologiai biztonsagi koriilmények kozott.

4.4. A hCMEC/D3 human agyi endotél sejtvonal tenyésztése és kezelése

A BBB sejttenyészetes kisérletekhez a human immortalizalt agyi kapillaris endotél
sejtvonalat valasztottuk (hRCMEC/D3; Weksler és mtsai., 2013). A sejteket 35. passzalasig
hasznaltuk, mivel efelett elveszitik az agyi endotélsejtekre jellemz6 tulajdonsagaikat.

Az agyi endotélsejteket patkanyfarok kollagénnel (100 pg/ml) bevont sejttenyésztd
betétekbe (Corning Costar, 24-well PET, 0,4 um poérusméreti membran, Corning, USA)
szélesztettiik 4 x 10* sejt/cm? siirliségben a transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER) és
permeabilitas mérésekhez, valamint a morfologiai vizsgalatokhoz. A reaktiv oxigéngyok (ROS)
és nitrogén-monoxid (NO) szint méréshez pedig 5 x 10% sejt/cm? siirliségben fekete falu,
atlatszo alju 96-lyuku lemezbe (Corning Costar) keriiltek a sejtek. Emellett hasonléan bevont,
24-lyuktt lemezekbe helyezett kerek, iiveg feddlemezekre is szélesztettiink sejteket
1.5 x 10* sejt/cm? stirliségben a morfoldgiai vizsgalatokhoz. Az agyi endotélsejteket 37 °C-on
inkubaltuk és kétnaponta cseréltink médiumot a konfluencia eléréséig. A tapfolyadék
Osszetétele a kdvetkezd volt: MDCB131 bazalis médium (Pan Biotech, Németorszag), 50 pg/ml
gentamicin, 5% magzati szarvasmarha szérum (FBS), 10 mM GlutaMAX (100x, Life
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Technologies, USA), 10 mM lipid kiegészit6 (Life Technologies, USA), 1,4 uM hidrokortizon
(HC), 100 ug/ml heparin, 5 pg/ml aszkorbinsav, 1 ng/ml fibroblaszt névekedési faktor (bFGF,
Roche, USA), 5 ug/ml inzulin-transzferrin-szelenit kiegészité (ITS, 100x, Pan Biotech) és
10 mM Hepes (Life Technologies, USA). 24 oraval a kisérletek megkezdése el6tt 10 mM

crer

szoros kapcsolatok megerdsitéséhez jarul hozza (Weksler és mtsai, 2013).
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5. abra. A sejttenyészetes kisérletek folyamatabraja. A munka elején a hCMEC/D3 human agyi
endotélsejt vonalat kiilonb6z6 tenyésztd felszinekre szélesztettiik, majd konfluencidig novesztettiik
Oket. A 20%-o0s szérumot tartalmazo kezelést kdvetden a reaktiv oxigéngydk (ROS) és nitrogén-
monoxid (NO) felszabadulast mértiik, valamint transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER) és
permeabilitasi vizsgalatokat végeztiink, morfologiai jellemzés mellett. h: ora.

Az in vitro kisérletek soran a kezel6 médiumban 20% volt a szérum koncentracidja. A
kontroll csoportok tapfolyadékaba FBS-t raktunk, a kezelt csoportok folé pedig a 20%-0s
human vérszérumot tartalmazé médium keriilt (5. dbra). A vizsgalatok soran az alapvetd
Osszetevok koziil a sejtek nem kaptak lipidet, bFGF-et és HC-t, mivel ezek a potencialis, a
human szérumok gyulladasos hatasat lecsokkenthetik. A ROS és NO méréshez a sejteket 1 6ran
keresztiil inkubaltuk 37 °C-on a kezel6 médiumban. Majd a kezeldoldatot leszivtuk a sejtekrdl
¢és hozzaadtuk a sziikséges reagenseket, majd azonos hémérsékleten torténd inkubacio kézben
mértiik a keletkezd ROS és NO szintjét spektrofluoriméterrel. A tobbi esetben a kezeld médium

24 oran keresztiil volt a sejteken 37 °C-os inkubatorban és a méréseket ezutan hajtottuk végre

(5. abra).
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4.5. Transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER) mérése

Az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcesolatok gatoljak a paracelluléris, sejtek kozotti
anyagatjutast. Kisérletes koriilmények kozott a szoros kapcsolatok —erésségének
szamszerUsitésére TEER mérés hasznalhato. A rezisztencia értéke az agyi endotélsejtek Szoros
kapcsolatainak natrium-ionnal szembeni ateresztoképességét jelenti. Mind fizioldgias
koriilmények kozt, mind a sejttenyésztd puffer- és tapoldatokban a kationok koziil a natrium-
ion van jelen a legnagyobb koncentracidban az extracellularis térben (150 mM). Annal
erdsebbek a sejtkozotti kapcsolatok, minél magasabb a mért TEER érték (Vigh és mtsai., 2021).
A hCMEC/D3 egysejtrétegen torténd méréseinkhez kamraelektrodat hasznaltunk EVOM-2
késziilékhez kotve (WPI, USA). A Kkisérleteink soran az endotélsejt réteg szorossagat
folyamatosan kovettiik. A mérések alatt a sejttenyészté lemezeket flitdpadra helyeztiik, hogy a
hémérséklet ingadozasa ne befolydsolja a mért eredményt. Az enyhe, kdzépsulyos és stlyos
AP-ben szenvedd betegekbdl szarmazd szérumokkal 24 oran at kezeltiik a sejteket, majd
regisztraltuk a rezisztenciat. Kiértékeléskor a kapott ellenallas értékekbdl (mértékegysége:
Ohm, Q) kivontuk az iires, sejteket nem tartalmazo tenyésztGbetéteken mért eredmények
atlagat. A kapott Ohm értéket a tenyésztSbetétek felszinére normalizaltuk (Q x cm?) (Vigh és
mtsai., 2021; Santa-Maria és mtsai., 2022).

4.6. Permeabilitasi vizsgalat

Az agyi endotélsejtek barrier integritasanak vizsgalatara a rezisztencia mérések mellett
permeabilitasi vizsgalatok is alkalmasak. Munkank soran 10 kDa méretli fluoroszcein
izotiocianattal jelolt dextrant (FITC-dextran 10 kDa, FD10, 100 pg/ml; Sigma-Aldrich, USA)
és szérum albuminhoz (1% BSA) kotott Evans-kék festéket (EBA, 170 pug/ml, Sigma-Aldrich,
USA) hasznaltunk Ringer-Hepes permeabilitasi pufferben higitva (Ringer-Hepes dsszetétele:
118 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 2,5mM CaCl,, 1,2 mM MgSOs4, 55 mM D-gliikéz, 10 mM
Hepes, 1% ITS, pH 7,4). Az FD10 semleges t6ltésti, a paracellularis transzport valtozasainak
mérésére alkalmas. Az EBA egy 67 kDa nagysagu, er6sen negativ toltésii molekula, amely a
transzcellularis, vezikularis transzport vizsgalatara hasznalhat6. Fontos megjegyezni, hogy
mindkét marker agyi endotélsejteken keresztiili atjutasa fiziologias koriilmények kozott
alacsony (Deli és mtsai., 2005; Hiilper és mtsai., 2013).

Az enyhe, kozépsulyos €s sulyos AP-ben szenvedd betegekbdl szarmazd szérumokkal
24 6ran at kezeltiik a sejteket, majd a rezisztencia mérést kdvetden elvégeztiik az FD10 és EBA
permeabilitasi vizsgalatokat az agyi endotélsejtek paracellularis és transzcellularis gat

funkciodinak jellemzésére. Ehhez a TEER mérést kdvetden a tenyésztd betéteket athelyeztiik uj
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lemezekbe, amelyek lyukanként 900 pl jelzéanyag nélkiili permeabilitasi puffert tartalmaztak
(also-, abluminalis folyadéktér). A tenyésztébetétekben a kezelGoldatot lecseréltiik 200 pl,
jelzéanyagot tartalmazd permeabilitasi pufferre (felsd-, lumindlis folyadéktér). A kisérlet
egésze alatt a lemezeket COz inkubatorban, 37 °C-on tartottuk sikrazo késziiléken
(150 fordulat/perc, OS10 orbital shaker, BioSan, Lettorszag). A 60 percen keresztiil tartd
vizsgalat soran a tenyésztobetéteket 20 percenként (20., 40. és 60. perces mintak) athelyeztiik
4j, jelzéanyag nélkiili permeabilitasi puffert tartalmazo lyukakba. A kisérlet végén mintat
vettiink az abluminalis folyadékterekbdl, amelyekbél megmeértiik a jelzGmolekulak atjutasat az
agyi endotélsejt rétegen keresztiil. Az atjutott festékanyag mennyiségének meghatarozasahoz
spektrofotométert hasznaltunk (Horiba Fluorolog 3, Japan) az FD10 FITC-dextran esetében
490 nm gerjesztési és 516 nm emisszids hulldmhosszokon, az EBA esetében pedig 582 nm
gerjesztési €s 662 nm emisszios hullamhosszokon. (Veszelka és mtsai., 2007; Barna és mtsai.,

2020). A sejteket nem tartalmazo sejttenyészto betéteken is elvégeztiik a mérést.
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L) L)
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6. abra. Agyi endotélsejteken keresztiili permeabilitasi vizsgalatok. A) A festékanyagot a luminalis, vér
feloli oldalra helyezve megmérhetjiik az agyi endotélsejt réteg barrier tulajdonsagait. A tenyésztobetétek
athelyezhet6k csipesz segitségével. B) Kisérlet kezdete: a fluoreszcens festékoldatot a luminalis oldalra
helyeztiik (kék pottyok), az agyi endotélsejtek f61é (zold sejtek). C) A kisérlet vége: a jelz6anyagaink
atjutottak az abluminalis, agy fel6li oldalra. Innen mintat gyiijtve meghatarozhatjuk a réteg integritasat.
(Campos-Bedolla és mtsai., 2014, modositva)

A jelzdanyagok endotélsejt rétegen keresztiili atjutasanak jellemzésére az endotelialis
permeabilitasi egyiitthatot (Pe) hasznaljuk (3. tablazat). Az agyi endotélsejt réteg gat funkcioi
annal jobbak, minél alacsonyabb ez az érték (Deli és mtsai., 2005; Hiilper és mtsai., 2013).
Meghatarozasahoz els6ként a clearance értéket szamitjuk ki. A clearance az a luminalis
folyadék térfogat pl-ben, amelybdl a jelzéanyag egységnyi id6 alatt teljesen atjut az abluminalis
folyadéktérbe. Ezt kdvetden az Osszesitett clearance értékeket abrazoljuk az id6 fiiggvényében,
amibdl kiszamitjuk az egyenes meredekségét. Ez a permeability surface product (PS), amely

egyenld az adott felszinre vonatkoztatott clearance sebességével (mértékegysége pl/min).
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Ezutan a teljes PS értékbdl az iires filterre vonatkozo PS értéket kivonva megkapjuk az
endotelialis permeabilitasi egyiitthatot. A végsd értéket a sejttenyésztobetét membranjanak
felszinére is normalizaljuk (végs6 mértékegység: cm/s) (Deli és mtsai., 2005; Hiilper és mtsai.,

2013).

ey XV, Ca: az abluminalis folyadéktérbe jutott jelzdmolekula koncentracidja,
Va: az abluminalis folyadéktér térfogata
CL: a luminalis folyadéktérbe adott jelzomolekula koncentracidja

PS: az adott felszinre vonatkozo clearance sebessége
1 1 1 PSe: az endotél sejtréteg PS-e ~ az endotél sejtréteg permeabilitasa
PS., PSS, PS; PS:: 6sszes PS (tenyésztébetét + sejtréteg)
PSi: sejtnélkiili tenyésztobetétek PS-e
PS, Pe: endotelialis permeabilitasi egyiitthato
P, = PSe: az endotél sejtréteg permeabilitasa
A: a sejttenyésztobetét membranjanak felszine

3. tablazat. Az endotelidlis permebilitasi egyiitthatd kiszamitasahoz sziikséges egyenletek ¢és
jelmagyarazatuk (Deli és mtsai., 2005 alapjan)

4.7. Oxidativ stressz vizsgalata

A szérum kezelést kovetden kimértiik agyi endotélsejtekben az 6sszes ROS felszabadulasat
és a képzodott NO mértékét is. A hasznalt indikatorok az agyi endotél sejtekbe diffizioval
jutnak be, ahol a citoplazmaban megtalalhato €szterazok altal aktivalodnak. Az észterazok a
ROS kimutatasara hasznalt indikatorokon megtalalhat6 acetil csoportokat hasitjak le. Az
immaron toltéssel rendelkez6 molekulak a sejtbdl nehezebben tudnak kijutni, felhalmozodnak
és reakcioba 1épnek a kimutatni kivant oxigén gyokokkel. A reagensek onmagukban nem
fluoreszcensek, de a kivant célmolekulakkal kdlcsonhatva elnyerik fluoreszcens formajukat,
amelynek intenzitasa a mennyiséggel aranyos (Lénart és mtsai., 2015). Az egyes probakat
Ringer-Hepes oldatban higitva hasznaltuk. A sejtekre helyezett puffer 16 uM pluronsavat is

tartalmazott, amely elésegitette a ROS kimutatasara alkalmas reagensek sejtekbe valo bejutasat.

4.7.1. Reaktiv oxigéngyok (ROS) képzodés mérése

A ROS felszabadulasanak méréshez 2’-7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetatot
hasznaltunk (H.DCF-DA, Molecular Probes, Life Technologies). Ez a molekula a sejtben
kolcsonhatasba 1ép reaktiv oxigéngyokokkel és diklorofluoreszceinné (DCF) alakul, amely
fluoreszcenciat bocsat ki megfelelé hullamhosszi gerjesztés hatasara (Barna és mtsai., 2020).
Az elbzetesen 1 oran at, 37 °C-on 20% human szérummal kezelt hCMEC/D3 sejteket azonos

homérsékleten 2 uM H>DCF-DA-t tartalmazé Ringer-Hepes oldatban inkubaltuk 1 6ran
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keresztiil. Az inkubacié kozben fluoreszcens spektrofotométer (BMG Fluostar Optima
Multiwell Plate Reader, Németorszag) segitségével mértiik a keletkez6 reaktiv oxigéngyokok
mennyiségét 485 nm gerjesztési és 520 nm emisszids hulliamhosszokon 3 percenként. Pozitiv
kontrollként 250 uM terc-butil-hidroperoxid (tBHP) kezelést hasznaltunk, a hattér pedig
sejtmentes lyukba pipettazott festékprobat tartalmazo Ringer-Hepes oldat volt.

4.7.2. Nitrogén-monoxid (NO) felszabadulas mérése

Az intracellularis NO szint agyi endotélsejtekben valé meghatarozasahoz 4-amino-5-
metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetatot (DAF-FM diacetat) hasznaltunk. A molekula
észterazok altal aktivalt formaja képes kolesonhatni az NO-dal, valamint a termelédése soran
jelenlevé nitrozoniumionnal, ami hozzajarul a fluoreszcens forma létrejottéhez (Lénart és
mtsai., 2015).

Az eldzetesen 1 6ran at, 37 °C-on 20% human szérummal kezelt hCMEC/D3 sejteket
azonos homérsékleten 2 uM DAF-FM diacetatot tartalmazo Ringer-Hepes oldatban inkubaltuk
1 6ran keresztiil. Az inkubacié kdzben fluoreszcens spektrofotométer (BMG Fluostar Optima
Multiwell Plate Reader) segitségével mértiik a keletkez6 NO mennyiségét 485 nm gerjesztési
és 520 nm emisszios hullamhosszokon 3 percenként. Pozitiv kontrollként 100 uM natrium-
nitroprusszid (SNP) kezelést hasznaltunk, a hattér pedig sejtmentes lyukba pipettazott

festékprobat tartalmazo Ringer-Hepes oldat volt (Lénart és mtsai., 2015; Barna és mtsai., 2020).

4.8. Immunhisztokémia és képanalizis

Az enyhe, kozépsulyos és sulyos lefolyasu AP-ben szenvedd paciensek vérszérumaval
kezelt agyi endotélsejtek sejkozotti kapcsolatainak morfologiajat immunhisztokémiai festéssel
vizsgaltuk. Ehhez az intercellularis kapcsolatokban szerepet jatszo alkotoelemek koziil a
PECAM-1 adherens kapcsolatokat alkotd transzmembran fehérjéjét jeldltiik fluoreszcensen.
Valamint Hoechst 33342 magfestékkel a sejtmagokat. A kerek iiveg feddlemezeken tenyésztett
hCMEC/D3 agyi endotél sejtvonalat a kezeléseket kovetden, a kisérletek végén 2 percig -
20 °C-0s aceton-metanol 1:1 aranyt elegyével fixaltuk. A sejteket ezt kovetden az
immunhisztokémiai festésig 1% FBS-foszfat puffer oldatban (PBS) taroltuk. A jel6lés elején a
nemspecifikus kotdhelyeket 1% BSA-PBS oldattal blokkoltuk szobahdmérsékleten, 30 percen
keresztiil. A poliklonalis nyul anti-PECAM-1 antitestet (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
1:200 aranyban higitottuk ki a blokkolo pufferben, majd ezekkel 4 °C-on, egy éjszakan at
inkubaltuk a sejtrétegeket. Masnap PBS mosast kvetden PBS-ben higitott Cy3-jeldlt anti-nyul
masodlagos antitesttel (1:400) és Hoechst 33342 magfestékkel (1:1000) 1 6ran keresztiil
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szobahdmérsékleten inkubaltunk. Végiil PBS és desztillalt vizes mosast kovetden a sejtréteget
lefedtiik (Fluoromount-G, Southern Biotech, USA). Az sejtkozotti kapcesolatok morfologiai
analizisét konfokalis mikroszkoppal végeztiik (Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH,

Németorszag).

4.9. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékelésekhez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., USA)
programot hasznaltuk. A kisérleti eredményeket atlag + S.D. formaban adtuk meg. Az ELISA
mérések kiértékelésénél az 0sszevont adatok esetében egyutas ANOVA-t €s Dunnett poszt-
tesztet, a korcsoportok kozotti 0sszehasonlitas kiértékelésénél pedig kétutas ANOVA-t és
Bonferroni poszt-tesztet alkalmaztunk. A rezisztencia, a ROS termelés és a NO termelés
mérések, valamint a permeabilitasi vizsgalatok esetén egyutas ANOVA-t és Bonferroni poszt-

tesztet hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak a p < 0.05 értékeket tekintettiik.
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5. EREDMENYEK
5.1. Az ELISA vizsgalatok eredményei a vér-agy gat sériilését jelz6 molekulak
kimutatasara
5.1.1. NSE mennyiségének vizsgalata a human vérszérumokban

Az egylittmlik6do partnereink altal gylijtott AP-ben szenvedd paciensek vérszérumaiban
minden sulyossagi csoportban kimutattuk az NSE jelenlétét (7. abra, als6 detekcios limit
2,3 ng/ml). Szignifikansan tobb NSE-t tartalmazott a sulyos AP-ben szenvedd paciensek
vérszéruma a kozeépsulyos -és enyhe lefolyasu betegségben szenveddkhoz képest (7. ébra).

*

200

[
~J
i
|
|

NSE (ng/mL)
D
(=

o
o
o

100 - . :
Enyhe  Koézépsulyos  Sulyos

7. abra. A neuron specifikus enolaz (NSE) mennyiségének kimutatasa a paciensek vérszérumaban
ELISA kittel, sulyossag szerinti sszehasonlitasban; n = 20-30; atlag + SD; egyutas ANOVA, Dunnett
poszt-teszttel; * p < 0.05. Ezen az abran az Osszes korcsoport/stilyossagi fok és az elsé és masodik
vérvétel is kozdsen van abrazolva.

Ezeket az adatokat tovabb elemeztiik korcsoportokra lebontva, és kiilon vizsgalva csak
az elso (8.A abra) vagy az elsO és a masodik (8.B abra) vérvételt egyben. Erre azért volt sziikség,
mert a kozépsulyos csoportban masodik vérvételre nem keriilt sor. Csak az elsé vérvétel
eredményeit vizsgalva az 50-es korcsoportban az enyhe pankreatitiszben szenvedd betegekben
szignifikansan alacsonyabb volt az NSE szint a kdzépstlyos és a sulyos AP-es betegekhez
képest. A 70 évnél idésebb pacienseknél a betegség sulyos forméjaban szignifikansan
magasabb NSE szinteket detektaltunk. A 8.B dbra az elsé és masodik vérvételekbol szarmazo
mintdkat egylitt abrazolja, ezért csak az enyhe ¢és a stilyos AP csoportokat hasonlitottuk dssze.
Az els6 vérmintakat kiilon vizsgalva az NSE ugyanazt a trendet mutatta: az 50-es korosztalyban

magasabb szinteket mértiink a sulyos csoportban (8.B abra).
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8. abra. A neuron specifikus enolaz (NSE) jelenléte enyhe, kdzépsulyos és stilyos akut pankreatitiszben
szenvedb betegek vérében. Az eredményeket korcsoportok szerint hasonlitottuk ossze. A) Az elemzés
csak az 1. vérvétel mintait tartalmazza, n = 4-12; atlag + SD; kétutas ANOVA, Bonferroni poszt-teszttel;
*p<0.05; ***p<0.001; B) Az elemzés az 1. és 2. vérvétel mintait is tartalmazza, n = 3-10; atlag + SD;
kétutas ANOVA Bonferroni poszt-teszttel; ** p < 0.01.

5.1.2. S100p mennyiségének vizsgalata a human vérszérumokban

Az NSE marker fehérjéhez hasonloan az S100p jelenlétét is kimutattuk az egyiittmiikodo
partnereink altal gytijtott AP-ben szenvedd paciensek vérszérumaiban minden sulyossagi
csoportban (9. abra, detekcios limit: 31.3 pg/ml). Meglep6é modon az S100p szintje a betegség
enyhe, kdzépsulyos €s stlyos formajaban mindenhol jelen van a szisztémas keringésben, nincs

szignifikans kiilonbség a csoportok kozott (9. abra).
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9. abra. Az S100p kalcium-kot6 fehérje mennyiségének kimutatdsa a paciensek vérszérumaban ELISA
kittel, sulyossag szerinti 6sszehasonlitasban; n = 20-30; atlag + SD; egyutas ANOVA, Dunnett poszt-
teszttel. Ezen az abran az sszes korcsoport/stlyossagi fok és az elsd és masodik vérvétel is kdzdsen

van abrazolva.

Az S100p szintje a kiillonb6z6 korosztalyokban és stilyossagi csoportokban valtozatos volt,

mind csak az elsd (10.A abra), mind az elsd és méasodik (10.B dbra) vérmintakat elemezve. Az
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elsd vérvételbdl szarmazo vérszérumok eredményeit kiértékelve Szignifikans eltérés csak a
legidésebb korosztaly esetén volt a fehérje szintjében a szisztémas keringésben. A 70 év feletti
korosztalyban a sulyos AP-ben szenvedé betegek szérumaiban szignifikdnsan tébb S100p volt
jelen, mint a betegség enyhe formajaban. Az els6 és masodik vérvétel mintait elemezve a 60-69
éves korosztalyban a betegség enyhe formajaban szignifikansan tobb S100p volt detektalhato a
vérszérumokban, mint a sulyos lefolyas esetén. Ez ellenkez6 trendet mutat a 70 éves és ennél

1d6sebb korosztalyhoz képest.
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10. abra. Az S100p kalcium-kotd fehérje jelenléte enyhe, kdzépsulyos és stlyos akut pankreatitiszben
szenved6 betegek vérében. Az eredményeket korcsoportok szerint hasonlitottuk ossze. A) Az elemzés
csak az 1. vérvétel mintait tartalmazza, n = 4-12; atlag + SD; kétutas ANOVA, Bonferroni poszt-teszttel;
* p < 0.05; B) Az elemzés az 1. és 2. vérvétel mintait is tartalmazza, n = 3-10; atlag + SD; kétutas
ANOVA Bonferroni poszt-teszttel; ** p < 0.01.

5.2. A vérszérumokkal torténo kezelés hatasa tenyészett agyi endotélsejtekre
5.2.1. Barrier tulajdonsagok: rezisztencia

A konfluens hCMEC/D3 human agyi endotél sejtréteg rezisztencidja atlagosan
24.6 £ 1.4 Q x cm? (atlag + SD, n = 24) volt a kisérletek el6tt. A 20%-o0s vérszérummal térténd,
24 oras kezelést kovetéen majdnem minden kor -és sulyossagi csoportban szignifikans

csokkenést tapasztaltunk a mért és kiértékelt TEER értékekben a kontrollhoz képest (11. abra).
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11. abra. Transzendotelialis elektromos rezisztencia (TEER) mérés 20%-0s kontroll és enyhe vagy
sulyos AP-es betegekbdl szarmazo vérszérummal torténd kezelést kovetéen hCMEC/D3 human agyi
endotélsejteken; n(szérum) = 3-8; n(sejttenyésztd betét) = 3; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, a
kontrollhoz képest, atlag + SD; egyutas ANOVA, Bonfferroni poszt-teszttel. (K: kontroll csoport)

5.2.2. Barrier tulajdonsigok: permeabilitasi vizsgalatok
A transzendotelialis ellenallas mérések utan FD10 és EBA fluoreszcens markerekkel
vizsgaltuk a hCMEC/D3 human agyi endotél sejttenyészeten a sejtek kozotti és a sejteken
keresztiili permeabilitas valtozasait 20%-0s enyhe és sulyos AP-es betegekbdl szdrmazo
vérszérumokkal torténd kezelést kovetden. A 12.A dbran a FD10 Pe értékében megfigyelt
valtozasok szerepelnek. A paracellularis permeabilitas szignifikans novekedését a kontrollhoz
képest csak két esetben figyeltiink meg. Az enyhe lefolyasi AP paciensek koziil a 60-as
éveikben jard korosztaly, valamint a stilyos AP-ben szenvedo betegek koziil a 70 éves és ennél
1d6sebb korosztaly mintéival kezelt egysejtrétegnél. Eredményeink nem mutattak szignifikans
valtozast az EBA agyi endotél sejtrétegen valo atjutasaban a kontrollhoz képest (12.B abra).
A)
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12. abra. Permeabilitas mérés 20%-0s kontroll és enyhe vagy stlyos AP-es betegekbdl szarmazo
vérszérummal torténé kezelést kovetéen hCMEC/D3 huméan agyi endotélsejteken; n(szérum) = 3-8;
n(sejttenyésztd betét) = 3; * p < 0.05, ** p < 0.01; atlag = SD; egyutas ANOVA, Bonfferroni poszt-
teszttel; (Pe: endotelidlis permeabilitasi egyiitthatd, FD10: 10 kDa-os FITC-dextran, EBA: Evans-kék
jelolt albumin, K: kontroll csoport)

23



5.3. Az oxidativ stressz jellemzése a vérszérummal valé kezelés hatasara
5.3.1. A ROS mérés eredményei

Az agyi endotélsejtekben a ROS felszabadulast H-DCFDA reagenssel vizsgaltuk 20%-0s
human vérszérummal torténd, 1 oran at tartd kezelést kovetden (13. abra). A reagens
fluoreszcens intenzitasat spektrofotméterrel mértiik. A termelt szabad oxigéngyokdk szintjében
az enyhe AP-ben szenved6 paciensek mintaival kezelt sejtrétegek koziil a 40-es és a 60-as
korosztalyokbol szarmazé szérumokkal torténd inkubaciot kovetden szignifikans novekedés
volt tapasztalhat6 a kontrollhoz képest (13. abra). Ugyanezen sulyossagi csoportban a 70 éves
¢s annal idOsebb koru enyhe AP-ben szenvedd betegek mintdival kezelt sejtrétegek ROS

termelésében kismértékii csokkenés volt megfigyelhetd (13. abra).
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13. abra. Reaktiv oxigén gyok felszabadulas mérés 20%-0s kontroll és enyhe vagy stulyos AP-es
betegekbdl szarmazo vérszérummal torténd kezelést kovetden hCMEC/D3 human agyi endotélsejteken;
n(szérum) = 3-8; n(soklyuku lemez lyuk) = 5-8; * p < 0.05, *** p < 0.001; atlag = SD; egyutas ANOVA
Bonfferroni poszt-teszttel; (K: kontroll csoport, tBHP: tert-butil-hidroperoxid).

A betegség sulyos formajabol szdrmazo vérszérumokkal kezelt sejtrétegek koziil a 60-as
¢és a 70-es vagy annal idésebb korosztalyok mintaival tortént inkubacid esetén figyeltiink meg
szignifikans emelkedést a ROS termelésben a kontrollhoz képest. A referencia vegyiiletként
hasznalt tBHP kezelés hatasdra a ROS szintje kiugréan megemelkedett, ami bizonyitja a

reagens hatékonysagat (13. abra).

5.3.2. ANO mérés eredményei és kiértékelésiik

Az agyi endotélsejtekben a NO felszabadulast DAF-FM reagenssel vizsgaltuk 20%-0s
human vérszérummal torténd, 1 6ran at tartdo kezelést kovetéen. A reagens fluoreszcens
intenzitasat spektrofotméterrel mértik. A NO termelésében szignifikdns ndvekedést

tapasztaltunk a 2 sulyossagi csoport majdnem minden korosztalyanak mintaival kezelt
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sejtrétegek esetében. A referencia vegyiiletként hasznalt SNP kezelés hatasara bekovetkezé NO
termelés szintjének megemelkedése is szignifikans volt, ami bizonyitotta, hogy a reagens

miikodik és a sejtek reagalnak a kezelésre (14. abra).
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14. abra. Nitrogén-monoxid felszabadulas mérése 20%-os kontroll és enyhe vagy sulyos AP-es
betegekbdl szarmazo vérszérummal torténd kezelést kdvetéen hCMEC/D3 human agyi endotélsejteken;
n(szérum) = 3-8; n(soklyuku lemez lyuk) = 5-8; ** p < 0.01, *** p <0.001; atlag + SD; egyutas ANOVA
Bonfferroni poszt-teszttel; (K: kontroll csoport, SNP: natrium nitroprusszid).

sre s

A funkciondlis mérések — permeabilitds és TEER — mellett megvizsgaltuk, hogy milyen
hatdssal van az enyhe ¢€s sulyos AP-ben szenvedd paciensek vérszérumaval torténd kezelés a
human agyi endotélsejtek sejtkozotti kapcesolatainak morfologiajara. A hCMEC/D3 sejteken az
adherens junkciokat létrehoz6 PECAM-1-et jel6ltiik immunhisztokémiaval. Lathato, hogy a
kontroll sejtek kozott egyértelmii sejthatarok latszanak. A PECAM folytonossaganak
elemzéséhez komplex képanalizisre van sziikség (Matlab), de az elsé reprezentativ képek
alapjan sok esetben gyengiil a sejtek kozotti festés folytonossaga vagy teljesen el is tlinik

(15. abra, csillaggal jelolve). Néhany esetben megvaltozik a sejtek alakja (15. ébra).
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Enyhe AP
40-59 60 69

40-49 50-59 60-69
Sulyos AP

15. abra. Morfologiai analizis 20%-os kontroll és enyhe vagy sulyos AP-es betegekbdl szarmazo
vérszérummal torténd kezelést kdvetden hCMEC/D3 human agyi endotélsejteken. A sejtek kozotti
adherens  kapcsolatot alkoto6 PECAM-1 (vérlemezke-endotélsejt adhézidos molekula 1)
immunhisztokémiai festését végeztiik el. Csillag: sejtk6zotti kapcsolatok gyengiilése.
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6. MEGBESZELES

Az AP az egyik leggyakoribb, hirtelen fellépd, siirgés korhazi ellatast igényld
egyre fontosabba vélt az elmult évtizedekben. Atlagosan 100 000 emberbél 30-40 fét érint
vilagszerte és incidencidja novekszik, foéleg a jobb anyagi helyzetii orszagokban (Iannuzzi €s
mtsai., 2022). Féként a stlyos AP-ben szenvedé betegeknél sz6vodmények alakulnak ki magas
mortalitassal, ugyanis a korfolyamatban a nekrotizald sejtek okozta gyulladas és szervi
diszfunkcio a tobbi szervre is Kiterjedhet (Wang és mtsai., 2009; Lee és Papachristou, 2019;
Hagendorn és mtsai., 2020). Az orvosi ismeretek exponencialis ndvekedése és a hatékonyabb
kezelések megjelenése ellenére a hasnyalmirigy-betegségek pontos korfolyamata tovabbra sem
ismert teljeskortien A betegek terapiaja koltséges és bonyolult, zémében tiineti kezelés zajlik
(Boxhoorn és mtsai., 2021). Ezért sziikség van a pathomechanizmus részletesebb feltarasara,
¢s a kiilonb6z0, az AP kovetkeztében fellépo szervi, szoveti karosodasok azonositasara.

A stlyos AP-ben szenvedd betegek 10-11%-anal jelentkezik komoly neurologiai
érintettség, amely pankreatikus enkefalopatiaként nyilvanul meg. A klinikai tiinetegyiittes igen
valtozatos, a pontos korfolyamat nem ismert, igy a diagnozis sokszor nehéz, a kezelés tiineti.
Az idegrendszeri érintettség megjelenése jelentdsen ronthatja a betegek talélési esélyeit,
ugyanis a pankreatikus enkefalopatiaval diagnosztizaltak mintegy fele életét veszti (Zhang és
Tian, 2007; Hagendorn és mtsai., 2020; Meng és mtsai., 2023). Kialakulasahoz szamos
mechanizmus vezethet a jelenlegi hipotézisek alapjan (Zhang és Tian, 2007; Meng ¢s mtsai.,
2023). Az AP korai szakaszaban fellép6 pankreatikus enkefalopatianal a betegség hatterében a
korfolyamat soran termelddd, nagy mennyiségii gyulladasos citokin és a hasnyalmirigybdl a
véraramba jutd enzimek allnak, amelyek fokozhatjak a BBB ateresztOképességét (Zhang és
Tian, 2007; Garg és Singh, 2019; Meng és mtsai., 2023). Az AP-ben felszabadulo enzimek
kozil kiilonosen jelentés a PLA» hatasa, amely karositja a BBB-at alkoto agyi endotélsejtek
foszfolipid membranjat és a mitokondriumokat. A PLA? az agyba keriilve az ott megtalalhato
enkefalint és lecitint hemolitikus formakka alakitja és hozzajarul a demielinizadcidhoz. Az AP-
ben vérbe keriilé tobbi pankreatikus enzim — tripszin, amilaz, elasztin és lipaz — pedig
hozzajarulhat az agyi 6déma kialakuldsahoz (Zhang és Tian, 2007).

Csoportunk korabban két kiilonb6z6 in vivo AP modellben kimutatta a BBB érintettségét
a korfolyamat soran (Farkas és mtsai., 1998; Walter és mtsai., 2022). A szisztémas keringésbe
keriild gyulladdsos citokinek hozzdjarulhatnak a megemelkedett BBB permeabilitashoz
kiilonb6z6 agyi régidokban (Farkai és mtsai., 1998). Nem invaziv AP patkany modellen leirtuk

a BBB atjarhatosaganak novekedését és a sejtfelszini glikokalix sériilését, ami a barrier
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funkciok csokkenését idézte el (Walter és mtsai., 2022). A pankreatikus enkefalopatia soran
is ugy, mint mas kozponti idegrendszeri patologias folyamatban sériilhet a BBB atjarhatdsaga
és egy¢éb funkcioi (Profaci és mtsai., 2020). Ezért célul tiiztiik ki enyhe, k6zépsulyos és stlyos
AP betegekbdl szarmazé vérszérumok analizisét a BBB megnyildsara utalo markerekre, és a

szérumok kozvetlen hatdsanak vizsgalatat az agyi endotélsejtekre.

6.1. A BBB sériilés biologiai markereinek jelenléte a betegek vérszérumaban

Kisérleteink soran a BBB sériilésének kimutatasara két olyan markerfehérjét valasztottunk,
amelyeket a szakirodalomban leginkabb tanulmanyoztak (Lindblad és mtsai., 2020). A foként
sulyossagii AP-ben szenvedd paciensek vérszérumaban ELISA eljarassal vizsgéltuk, a
szakirodalomban elsdként. Eredményeink alapjan a human vérszérumokban, mind az NSE,
mind az S100B koncentracidja jelentésen magasabb a fiziologias értékeknél, amely az

attekintett irodalom alapjan a BBB karosodasara utalhat AP-ben (16. abra).

FIZIOLOGIAS PATOLOGIAS
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16. abra. A vér-agy gat valtozasai akut hasnyalmirigy-gyulladas gyulladas soran. Bal oldalon az
egészséges, fiziologias allapot lathatd, jobb oldalon pedig az AP-ben megfigyelt valtozasokat tiintettiik
fel. ROS: reaktiv oxigéngyokok, NO: nitrogén-monoxid, NSE: neuron-specifikus enolaz; S1008: S100p
kalcium-kot6 fehérje.
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Az NSE koncentracioja a vérszérumban egészséges felndttek esetében 10-15 ng/mL koriili
érték, ¢Eletkortdl és nemtdl fliggetleniil. Patoldgias esetekben azonban 18-45ng/mL a
jellemzdbb, de szamoltak be mar a 100 ng/mL-t meghalado értékekrol is (Vajtr és mtsai., 2009;
Dadas és mtsai., 2018; Lindblad és mtsai., 2020; Polyakova és mtsai., 2022; Yun és mtsai.,
2022; Babkina és mtsai., 2024). Az altalunk vizsgalt human vérszérumokban 150-170 ng/mL
koncentracioban volt megtalalhat6 az enzim, a betegség sulyossagaval 6sszefiiggésben, tehat a
sulyos AP-ben szenvedd betegeknél magasabb szintet mértiink az enyhe csoporthoz képest.
Eredményeink 6sszhangban vannak a szakirodalomi adatokkal, miszerint az NSE szintje az
¢letkorral korral nincs Osszefiiggésben, azonban a betegség sulyossagaval igen. Az NSE
megemelkedett szintje a vérben a BBB ¢és a neuronok sériilésére utalhat.

Az S100B koncentracidja a vérszérumban egészséges felnbttek esetében maximum
90 pg/mL kozti érték, szintje fiigghet az életkortol (Welch és mtsai., 2016; Janigro €s mtsali.,
2021). A fehérje megemelkedett koncentracidja a szisztémas keringésben szamos kdzponti
idegrendszeri rendellenességgel hozhato 6sszefliggésbe, kiilonos tekinettel a BBB megnyilassal
jaro allapotokra (Chmielewska €és mtsai., 2009). Patologias esetekben 140 és 710 pg/mL kozti
érték a jellemzobb (Vajtr és mtsai., 2009; Welch és mtsai., 2016), azonban sulyos traumas
agysériilést kovetden szintje elérheti akar a 2000-3000 pg/mL-t is (Vajtr és mtsai., 2009; Wu és
mtsai., 2020). Az altalunk vizsgalt human vérszérumokban 1500—2000 pg/mL koncentracioban
volt megtalalhatd a fehérje, amely az eddig a szakirodalomban leirt értékekkel korrelal és a
BBB sériilésére, megnyilasara utalhat. Esetiinkben a betegség sulyossagaval nem véltozott a
markerszint. Erdekes 6sszefiiggés, hogy a magas S100p szint és feltételezett BBB karosodas
mar az enyhe AP-ben szenvedd paciensek esetében is jelen van, azonban pankreatikus
enkefalopatia jellemzden a sulyos esetekben alakul csak ki. JovObeli terveink kdzott szerepel a
szérumok ismételt analizise, ahol a vizsgélatba egészséges donorokbol szdrmazo véreket is be

terveziink vonni.

6.2. A vérszérumokkal torténé kezelés hatasa tenyésztett human agyi endotélsejtekre

A kisérleteink masodik felében az enyhe, kdzépsulyos és sulyos AP-ben szenvedd betegek
vérszérumainak kozvetlen hatdsat teszteltiik tenyésztett agyi endotélsejteken. A barrier
integritasi vizsgalatok soran a rezisztencia méréseknél a kontroll csoporthoz képest majdnem
minden esetben tapasztaltunk szignifikans csokkenést a kiilonb6z6 sulyossagu AP-ben
szenvedd paciensek szérumaival vald kezelés hatdsara. A permeabilitasi vizsgalatok soran az
FD10 makerrel kimért paracelluléris permeabilitas két esetben mutatott szignifikans novekedést

a kontrollhoz képest. Az enyhe lefolyasi AP-ban szenvedd, 60-as éveiben jar6é korcsoportnal,
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valamint a betegség sulyos formdja esetében a legiddsebb korosztily esetében. Emellett a
transzcellularis permeabilitisban nem figyeltiink meg szignifikans valtozast csak egy trendet:
emelkedést a sulyos AP-ben szenvedd 70 éves és ennél idésebb paciensek szérumaval kezelt
sejtek esetén. A betegek szérumai altal kivaltott oxidativ stressz vizsgalatok kimutattak, hogy
a szérumokkal kezelt tenyésztett humén agyi endotélsejtek ROS ¢és NO termelése is
szignifikdnsan megemelkedett a kontroll csoportokhoz képest a legtobb stlyossagi ¢és
korcsoportban. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az AP betegek szisztémas
keringésében olyan faktorok keringhetnek, mint gyulladasos citokinek, hasnyalmirigy enzimek,
amelyek kozvetleniil érintkezve az agyi endotélsejtekkel stresszt valtanak ki: hozzajarulnak az
agyi endotélsejtek barrier integritdsanak csokkenéséhez, megemelik a bazalis NO termelést és
kivaltjadk oxidativ gyokok felszabaduldsat is. Ezek a gyulladdsos citokinek ¢és enzimek
csokkentik a gat szorossagat, valamint funkcionalis valtozasokat idézhetnek el6 (de Vries €s
mtsai., 1996; Farkas és mtsai., 1998).

Kutatocsoportunk korabban els6ként mutatta ki AP patkanymodelljeiben a BBB
ateresztOképességének szignifikans novekedését (Farkas és mtsai., 1998; Walter és mtsai.,
2022). A vérszérumokban jelenlevd gyulladasos citokinek és hasnyalmirigy enzimek karos
hatassal lehetnek az agyi endotélsejtekre és kovetkezésképpen a BBB-ra. Fiziologias
koriilmények kozott a két vizsgalt markerfehérje az ket termeld sejtek citoplazméjaban van
jelen talnyomo részt. Azonban korfolyamatokban a szisztémas gyulladas miatt a BBB
integritasa is sériilhet, aminek kovetkeztében az eredetileg neuronalis és glialis markerek a
vérkeringésbe juthatnak (16. abra). Jelenlegi vizsgalataink uttoréek, mivel elséként vizsgaltuk
AP korfolyamataban a BBB sériilésére utalo marker fehérjék — mint az NSE ¢és az S100p —

jelenlétét betegek vérszérumaiban, valamint teszteltiik a szérumok hatasat agyi endotélsejteken.

7. OSSZEGZES S TOVABBI CELJAINK

Eredményeink felhivjak a figyelmet az AP stlyos neurologiai mellékhatasaira és ezek
mélyrehatobb tanulmanyozasanak fontossagra. Adatainkkal hozzéjarulhatunk a vér-agy gatat a
hasnyalmirigy-gyulladas soran érinté valtozasok Osszetettebb megértéséhez és a korfolyamat
részletesebb leirdsdhoz, valamint tovabbi alapot adhatunk a pankreatikus enkefalopatiaban
szenvedd betegek hatékonyabb kezeléséhez. Tovabbi céljaink kozé tartozik az egyiittmiikodo
partnereinkt6l kapott vérszérumok eclemzése mas BBB megnyilasara utaldé biomarkerekre
(klaudin-5, GFAP). Terveziink egy human 0ssejt-eredetii BBB modellt felhasznalni a
sejttenyészetes vizsgalatokhoz. Célunk jellemezni a sejtfelszini glikokalix Osszetételét és

valtozasait a szérumokkal valo kezelés hatasara.
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