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A DOLGOZATBAN HASZNALT ROVIDITESEK

ASAT — aszparigansav-aminotranszferaz
BSA — borju szérum albumin

Cat-1 — kationos aminosav transzporter-1
cDNS — RNS-#l készult DNS-masolat

cn? - négyzetcentiméter

CO, — szén-dioxid

D3 — human agyi endotél sejtvonal

Da — dalton

DME médium — Dulbecco’s modified Eagle’s médium
EPA — endotélsejtek, pericitak és asztroglia sdjtaknas ko-kultaraja
FBS — magzati borjusavo

GLUT-1 — glukdz-transzporter-1

Hprtl — hipoxantin foszforiboziltranszferaz-1
IFNy — interferony

IL-1pB — interleukin-B

IL-6 — interleukin-6

IL-8 — interleukin-8

Lat-1 — L-tipusu aminosav transzporter-1
LiCl — litium-klorid

MCP-1 — monocita kemoattraktans fehérje-1
ml — mililiter

mM — milimél

MRI — magneses magrezonancia képalkotas
MRP — multidrog rezisztencia fehérje

Ms — molsuly

MV — agyi mikroér

nm - nanométer

PBS - foszfat puffer oldat

PCR — polimeraz lancreakcio

Pe — permeabilitasi egyutthatd

PS — adott felszinre vonatkozé clearance sebessége



Ry — hattér impedancia

Rnh— mért impedancia

SF — natrium-fluoreszcein

SLC (solute carrier) — oldott anyagot szallito igbésalad

TEER — transzendotelialis elektromos ellenallas

TJ — sejtkdzotti szoros kapcesolat, tight junctioorpula occludens
TNFo — tumor nekrozis faktos-

AACt — real time PCR kiszobciklusabdl szarmaztateéttékegyseg nélkili aranyszam
ug — mikrogramm

ul — mikroliter

Q —ohm



1. BEVEZETES
1.1. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas jellemai

A hasnyalmirigy gyulladasos rendellenessége évad@ 000 embedd 10-40
embernél jelentkézmegbetegedés, ami az Egyesiilt Allamokban mindbaré220 000 Uj
regisztralt beteget jelent. A gyulladas eredméngelodyan tiinetek jelentkeznek, mint a
has fel$ részén fellép hirtelen fajdalom, a laz, a gyorsabb szivverésaliba olyan
laborértékek megemelkedése, mint a fehérvérsejigkma (leukocitozis), illetve a
hasnyalmirigy altal termelt enzimek (pl. tripszamilaz) szérumszintje (Baron & Morgan,
1999; Whitcomb, 2006).

A betegség lefolyasa szerint két nagyobb csopostralhaté. Az enyhe akut
hasnyalmirigy-gyulladds a megbetegedések 80%-antjelés megfelél gydgykezelés
hatasara 3-5 nap alatt, komolyabb komplikaciok iéfyogyul. A sulyos akut pancreatitis
a betegek 20%-at érinti, és a nekrotizald sejtekztzk szervi diszfunkcio kébb a
kornyezd szervekre is kiterjedhet. A hasnyalmirigy-gyulladéilyos forméaja 30%-o0s
mortalitdst mutat, ami az 6sszes megbetegedés Géteati. Az elhalalozasok kdzvetlen
hatterében tobb tény&zis szerepet jatszhat, melyeket a pancreas gysltsda
megbetegedése indukal. A két hét alatt bekovétlgpmors, korai halalt legtobbszor a
hirtelen felszabaduld, nagymennyigégjtokin, el$sorban TNk és IL-13 okozza, mely
szisztémas gyulladasos valaszt indit be és tobly stégtelen mikddését eredményezi.
Mig a késbbi halal hatterében egyeértdlen olyan mikrobidlis feézések, illetve
szisztémas szepszis all, melyek a szisztémas gwshs valasz szégményeiként
foghatok fel (Ueda és mtsai, 1999; Carnovale égin2605).

Az akut hasnyalmirigy-gyulladas korfolyamata sokéitbnb62, eddig kozelebldt
nem meghatarozott hatasok kovetkeztében a panamasmogén éalak formajaban
termebdé emeészienzimek, kilondsképpen a tripszinogén, nem Urimegfelebképpen,

a szerven belll felhalmozédnak és aktivalodnak (&almtsai, 2012). Az disorban az
exokrin elvalasztasu mirigyeket éwnvaltozas eredményeként a sejtek megduzzadnak,
vakuolizalédnak, lokalis 6déma alakul ki. A kiszdbB enzimek szétemeésztik a
hasnyalmirigy sejtjeit, €s sejthalalt indukalnaknAgymennyiségszoveti nekrdzis olyan

komoly gyulladdsos folyamatot eredményez, amickbsa gasztrointesztinalis rendszer

//////



Az akut hasnyalmirigy-gyulladasnak olyan rizikbfaldi ismeretesek, mint az
epels, a talzott alkoholfogyasztas, metabolikus problgma bélelzarédas, bizonyos
gyogyszerek szedése, illetve a szervezetetraumak. Ezek mind-mind hozzajarulhatnak
ahhoz, hogy a pancreas kivestovén keresztil nem Urllnek a szekretalt enzimek
beinditva a kérfolyamatot. Ugyanakkor a megbetegekl®0%-a idiopatias, ismeretlen
eredell (Whitcomb, 2006).

1.2. A pancreaticus encephalopathia jellemzése

Mér koran megfigyelték, hogy egyes akut hasnyaggigyulladdsban szenvéd
betegek komoly kozponti idegrendszeri panaszokkatké (Rothermich & Von Haam,
1941). Mégis mai napig nem sikerult kideriteni, yiog sulyos akut pancreatitisben
szenvedk 18,2%-anal, minden gyogykezelés ellenére, mikkuh ki encephalopathia,
amiben a betegek 67%-a meg is hal (Ding és mteay)2

A hasnyalmirigy-gyulladas korai szakaszaban féllégyi elvaltozast mind a mai
napig elgsorban olyan neuropszichiatriai tlnetek alapjangrbaztizaljak, mint
dezorientaci6, nyugtalansag, hallucinaciok, bizalayisag vagy lassu reakciéjdapatia,
ill. depresszidé. A patoldgiai vizsgalatok soranfldif agyi demielinizacidé, a neuronok
toxikus 6démaban torténelhaldsa, illetve agyi vérzés figyelbhemeg. Mig az MRI-
vizsgalatok ramutattak a fehérallomany léziojarak@bo és mtsai, 2004).

Intenziv vizsgalatok folynak arra vonatkozéan, hagyhasnyalmirigy-gyulladas
miként befolyasolja a vér-agy géat permeabilitasént az encephalopathia kialakulasanak
egyik lehetséges kivaltojat.

A hasnyalmirigy-gyulladas korai fazisdban robbamégien megjelennek olyan
gyulladasos citokinek, igy a TNFIL-6, IL-8 és IL-18, melyek a vérarammal egyiitt az
agyba jutva fokozhatjak a vér-agy gat aterdsgpességétin vitro kisérletek mar
bizonyitottdk, hogy a makrofdgok és monocitak aggiedaséaért, valamint a limfocitdk
aktivalasért feldls monocita kemoattraktdns fehérje-1 (MCP-1) expiégs is
megemelkedik a vér-agy gatat alkotdé endotélsejiekitie asztrocitdkban gyulladasos
citokinek, TNFe, IL-1B, IFNy hatasara (Ding €s mtsai, 2012).

Ugyanakkor a nekrotizalé hasnyalmirigyba véraramba jutdé enzimek atjutnak a
vér-agy gaton és komoly problémakat okoznak a kitzpdegrendszerben. Az emelkedett
mennyiség foszfolipdz A az agyban talalhaté enkefalint és lecitint citdtas formava

alakitja, de karositja a véer-agy gat ill. a mitoddomok membranjainak integritasat is. A



foszfolipdz A &ltal aktivalt hemolitikus lecitin kiemelt szerepgitszik az idegsejtek
demielinizicidjdban, ami egyeértelen magyardzza a betegek viselkedésében
megfigyelhed tiineteket. Mindezekhez hozzajarul még a pancrigalskévalasztott lipaz,
tripszin, elasztin és amilaz enzimek aktivitasairaikelkedése is, melyekoéskgitik az
ddéma kialakulaséat (Zhang & Tian, 2007).

1.3. Avér-agy gat szerkezete és tikodése

A vér-agy gat a kozponti idegrendszert a szisztérk@sngeéssl elvalaszto
dinamikus hatarfelllet. A vér-agy gat morfologitamat képeé agyi mikroereket felépit
endotélsejtek k6zds bazalis membranon helyezkedhalpericitakkal (1. abra; Abbott és
mtsai, 2010), melyek 06sszehuzdédasuk és elernyedésign képesek szabalyozni a
mikroerekben tortéhvéraramlast, tovabba regulaljak a véredények rénéset és az erek
stabilitdsat. Az endotélsejteket és pericitdkatobigidk az asztrocitdk disztalis nyulvanyai,
a végtalpak, melyek a transzportfolyamatokat ésjiels kozotti kommunikaciot segitik.

Emellett részt vesznek a vér-agy gdikidéseben a mikroglia és az idegsejtek is.

1. abra. A vér-agy gat szerkezete sematikus abran (Deli1p0

A vér-agy gat el&dleges funkcioja az agyi folyamatokhoz szikségesdusztazis
fenntartasa, a megfeteltapanyagok bejuttatdsa, ugyanakkor a karos anyag@kasa
(Deli, 2011). Mindezeket egy igen jol szabalyozais harmonikusan felépitett
transzportrendszer latja el. A sejteket dsszelgiioros kapcsolatoknak (tight junctions,
vagy zonula occludentgs kdszbnheten a vér-agy gatat alkotd agyi mikroerek
endotélsejtjeinek agy f@i (abluminalis) és vér féli (luminalis) sejtmembranjan

kilonbd®d receptorok, ioncsatornak, transzporterek fe&jerk ki, azaz a sejtek



polarizaltak. Ennek fenntartasa a sejtek régagen nagy munka, a transzkriptom 11%-at
ezek a szdllitéfeheérjék teszik ki (Enerson & Drey&806). A kilonbo& agyi metabolitok
Uritéseét és a karos anyagok kivil tartasat spea@dfiux pumpak végzik, mint példaul a
P-glikoprotein, vagy a multidrog rezisztencia fgé€r(MRP). A sziikséges tapanyagok, a
glikdéz, aminosavak, purinok, kolin, vas, lipidek,itaminok bejutdsa specialis
transzportrendszereken keresztil torténik, mindodél a glikdz-transzporter-1 (GLUT-1).
Mindezekhez kapcsolodik egy metabolikus vér-agyigianely specifikus enzimek, mint a
monoamino oxidazok, endopeptidazok;glutamil-transzpeptiddz, aromas aminosav
dekarboxildz segitségével eliminaljak a karos, atgsleges anyagokat az agybdl.

A vér-agy gaton tobbféle mddon juthatnak at a nleffeanyagok. A lipofil
molekulak, példaul az alkohol vagy a koff@assziv lipid-mediélta diffazi@vén kerilnek
az agyba (2. abra, Deli, 2011). Ugyanakkor eélettediiimények kozétt a szoros
kapcsolatok megakadalyozzak a sejtek kop#ssziv paracellularis transzporévén
hidrofil molekulék atjutasat a vér-agy gaton.
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2. abra. A vér-agy gaton keresztlli transzportutak.

Elettani korulmények kozott aktiv transzportutak: dassziv diffGzio a lipidmembranon &t
(zsiroldékony vegyuletek); 3. Kkarrierfehérje koiteste transzport (tapanyagok: glukoz,
aminosavak, tejsav, nyomelemek); 5. adszorpcio-atetianszcitozis (szérumfehérjék: albumin).
Elettani korilmények kozott akadalyozott transzpiait: 2 paracellularis transzport (vizoldékony
molekulak); 4. efflux transzporterek (xenobiotikuknogydgyszerek); 6. receptor-medialt
transzcitdzis (peptidek, fehérjék, lipoproteinaizlilin, transzferrin, leptin).

A tapanyagok, mint a monokarbonsavak kétirankarrierfehérje kozvetitette
transzportrévén jutnak be az idegrendszerbe. A vér-agy ¢4# Banszporterei kdzé
tartoznak az aminosavak szallitéfehérjéi, mint @elda kationos aminosavakat szallitd
Cat-1 transzporter, vagy a nagy, semleges fibltésminosavakat bejuttatd Lat-1

transzporter.



Az ABC transzporter csaladba tartozé P-glikoprotésn MRP-fehérjék aaktiv
efflux transzpodt végzik a vér iranydba, ezzel tartjak tavol nesakc a toxikus
metabolitokat, de a gyogyszer-hatéanyagokat isomias peptidek és fehérjék, igy az
inzulin, a transzferrin vagy a leptin egy- vagy ik&@tyd, receptor-medialt transzcitozis
révén jutnak be a kodzponti idegrendszerbe.afigzorptiv transzcitoziéltal pedig nem
specifikus modon a szérumfehérjék, mint az albuotimak at a periférias endotélsejteken,
de fiziologias esetben a paracellularis Uuthoz hi@sonez is gatolt transzportut a vér-agy
gaton. Ugyanakkor patolégias esetekben, mint amify@asnyalmirigy-gyulladas is, ezek

a transzportfolyamatok aktivalédhatnak (2. abrdj,2€11).

1.4. A Cat-1 kationos aminosav transzporter

Az agy metabolikus folyamataihoz szikséges amiradsavspecifikus
karrierfehérjék révén jutnak a kézponti idegrendseeEzeket a karriereket két nagyobb
csoportra oszthatjuk attol fuggn, hogy N&ionnal egyiitt, kotranszportban torténik-e az
aminosavak szallitasa, vagy sem (1. tablazat; KalkudlacLeod, 1994; Mann és mtsai,
2003).

Na'-fliggé

B%*-rendszer ATB Ala, Lys, Arg
A-rendszer SAAT1 Ala, Gly
ASC-rendszer ASCT 1 Ala, Ser, Cys
N-rendszer SN 1 Gln, His

y'L-rendszer y'LAT1 Leu, Met
Na'-fliggetlen

b®*-rendszer b**-AT Lys, Leu, Trp, Met és cisztin
asc rendszer Asc-1 Ala, Ser, Cys, Gly, Thr
Xc -rendszer xCT Glu, cisztin

L-rendszer LAT1 Leu, lle, Val, Phe
y'L-rendszer y'LAT1 Lys, Arg

y'-rendszer CAT1 Arg, Lys, Orn

1. tAblazat. Az aminosavtranszportért fedsl fehérjék csaladjaik

Na'-figgs karrierfehérje a pozitiv és semleges tditésninosavakat (Ala, Lys,
Arg) szallitd6 B**-rendszer Semleges toltés vagy egyenes szénlancl, N-metilalt
aminosavak (Ala, Gly) szallitdsaért félelaz A-rendszer Az ASC-rendszeelsisorban



semleges tdltésaminosavakat (Ala, Ser, Cys) transzportal, mijaendszeglutamint és
hisztidint szallit az agyba. Ay’ L-rendszerNa'-fiiggé modon transzportélja a semleges
téltédi leucin és metionin aminosavakat, mig a kationdajdansagu lizin és arginin
aminosavakat Nafliggetlentil.

A Na'-fuggetlen karrierfehérjék kozé tartozik a semleges pozitiv toltés
aminosavakat (Lys, Leu, Trp, Met és cisztin) szalf *-rendszer A kisméreti semleges
téltédi aminosavak (Ala, Ser, Cys, Gly, Thr) transzportjagasc rendszefelelés, mig az
X -rendszeregy glutamat-cisztin antiportért. A NéiggetlenL-rendszerelagazé lancu és
aromas, semleges toltéaminosavak (Leu, lle, Val, Phe) transzportjaéelfes.

Az egyik legjobban ismert csoport a szintén'4flaggetleny”-rendszey mely a
tébbi rendszerrel ellentétben kizarélag kationosajdonsagu, azaz pozitiv toltes
aminosavak (Arg, Lys, Orn) transzportjaért féelA membranba agyazott karrierfehérje
14 transzmembran-doménnel rendelkezik, és mind, an@d az N-terminalis vége sejten
belll helyezkedik el. A fehérje pH-ra nem, de memnpotenciél-valtozasra igen érzékeny
(Mann és mtsai, 2003). Ennek a csoportnak egyilesjeképvisdlje a kationos
aminosavtranszporter-1 (Cat-1) fehérje is, melyek@izbi vizsgalodasaink targyat képezi.
A Kkarrierfehérje nikddése, kinetikai viselkedése jol definialt, mégjénkifejeddési
sajatossagai, szabalyozasa kevésbé ismertek. A @dtérje a legtobb sejtféleség altal
expresszalt molekula, kivéve a félh szervezet hepatocitait (Closs €s mtsai, 2004). A
karrier mMRNS-ének stabilitasa példaul rosszul lgajtddott fehérje okozta stressz esetén,
valamint aminosav-éhezéskor megemelkedik (Fernaésleatsai, 2003).

A lizin, arginin és ornitin aminosavak transzpdrtfdbb transzportercsalad is végzi
(y*, y'L, B b"), mégis a mar igen jol ismeyf -rendszeraz, amely kifejezetten és
egyedul azokat az aminosavakat szallita, melyekketdményesen lehet akut

hasnyalmirigy-gyulladast indukalni kisérleti allban.

1.5. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas modellezése

Az akut nekrotizadlo hasnyalmirigy-gyulladasrél egyrtobb adat A&ll
rendelkezéstinkre, ugyanakkor mind a mai napig istieer a megbetegedés hatterében
allé pontos folyamat, kilénos tekintettel a korseményekre. Az orvosbioldgiai kutatasok
soran elésorban patkany allatmodelleken végeztek és véganaek kisérleteket.

El6szor a betegség patomechanizmusahoz hasonléanbkisomitéti eljarasok

révén probaltak mimikalni az epekdves megbetegetégly megakadalyozni az enzimek
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urilését a hasnyalmiriggh Igy az egyik modellben egys#en elkototték a
hasnyalmirigy vékonybélbe vesekivezeticsovét, amely enzimfelhalmozodast okozott a
pancreasban és gyulladast eredményezett (Neval&irggppa, 1975). Hasonlo tlineteket
okozott a hasnyalmirigy twéti uton elzart kivezétsovébe fecskendezett taurokolsav is,
mellyel az epek okozta elzarédast utanoztak (Chetty és mtsai, ;]18B6 és mtsai, 1980).
A kutatécsoport kordbbi kisérletekben ezt a modgtiulmanyozta (Farkas és mtsai,
1998). A niitét utan néhany éran belll kialakult a pancreasnddéelvaltozasa, a vérben
megemelkedett a hasnyalmirigy altal szekretalt @mdéls a gyulladasos folyamatokra utalo
TNFa, ill. IL-6 szintje. El$ként irtak le, hogy ezekkel a valtozasokkal egib&h a vér-
agy gat permeabilitasa is mégn(Farkas és mtsai, 1998). Mindkét eljarasbansérldti
allatok mortalitasa is megtt a kontroll csoporthoz képest. Az invaziv panttisa
modellek hatranya, hogy komolyiitéti beavatkozast igényelnek, ditéti eljaras miatt a
reprodukélhatésag kisebb, és a pancreason okodétnds elvaltozasok sem annyira
homogének.

Az 1980-as években Mizunuma és munkatarsai aziargimorndvekedeést gatld
hatasat vizsgaltdk patkanyok tobb szervében is. oEkiedezték fel, hogy az
intraperitonealisan beadott nagymennyiséearginin akut hasnyalmirigy-gyulladast valt
ki (Mizunuma és mtsai, 1984). Az arginin tébb meldtus Utvonalban is részt vesz, de
elsssorban az urea-ciklusban és a nitrogén-monoxidézgeben fontos a szerepe, ezért
tovabbi metabolitokkal is elvégezték az indukcitsékieteket. Amig-argininkbl 3,5 g/kg
mennyiséget fecskendeztek az allatok hashartyajea dbetegség kivaltasahoz, addig az
urea-ciklus kovetkez tagja, azL-ornitin mar 3 g/kg mennyiségben is képes volt
hasnyalmirigy-gyulladast indukalni. Az igy kialakgyulladas kovetkeztében csdkkent a
testtbmeg, mig a testtdbmeg-hasnyalmirigytomeg agikjalakulé 6déma kdvetkeztében
megemelkedett. A pancreasban az amilaz, a trip8gira gyulladasos sejtek szoveti
migréaciojanak eredményeként terga#l mieloperoxidaz szintjedtt meg, a vérben pedig
az amilaz, a lipaz, az aszparaginsav-aminotraré&zféASAT) szintje lett magasabb
(Rakonczay és mtsai, 2008). A harmadik kationogjdohsagu aminosavbél, adizinbél
2 g/kg injektalasa révén sikerilt indukalni a hagdmyrigy akut gyulladasos elvaltozasat
(Bicz6 és mtsai, 2011).

Erdekes médon az urea-ciklus tovabbi intermedietjévcitrullinnal (Rakonczay
eés mtsai, 2008), valamint a szintén kationos tolagégll, de aromas funkcios csoporttal
rendelked hisztidinnel (Biczé és mtsai, 2011) nem sikertlkigant hatast kivaltani.

Osszefoglalva, a legsulyosabb nekrdzis 1aprnitin indukalta akut hasnyalmirigy-
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gyulladasban volt megfigyelhiet mellyel egy noninvaziv, kénnyen reprodukalhato,
homogén pathologiai képet mutaté pancreatitis mi@dled kutatok rendelkezésére.

1.6. Az L-ornitin hatas in vivo vizsgalata

Egyuttmikodésben az SZTE Pancreas munkacsoportjaval ésTdy Hisérletes
Orvostudomanyi Kutaté Intézetével munkacsoportunk laornitin indukalt akut
nekrotizald6 hasnyalmirigy-gyulladas vér-agy gatm mdas szervekre kifejtett hatasat
patkanyokon végzettin vivo permebilitasi és elektronmikroszk6pos morfoldgiai
kisérletekkel vizsgélta.

A parhuzamosan két jélanyaggal, fluoreszceinnel és Evans-kék festékkgt ett
in vivo permeabilitasi kisérletek eredményei alapjan ebthatjuk, hogy a pancreatitises
patkanyok majaban, tiidejében nem volt szignifikAnssegnovekedett festékatjutas a
kontroll allatokhoz képest. Ezzel szemben a pasb@a és az agykéregben jelean
megrbtt mind a paracellularis fluoreszcein-, mind a s&gellularis albumin-transzport. Az
eredmények arra utalnak, hogy az agykéregben aoeriket alkotd agyi endotélsejtek
kozotti szoros kapcsolatok kevésbé nyiltak megageltularis transzport), mig a sejteken

keresztili (transzcellularis) anyagszallitas foldtt

3. &bra. Patkany hasnyalmirigy transzmisszios elektonmikképos képe 24 éraval fiziologias so
(1., kontroll), illetve L-ornitin (2.) intraperitonealis beadasat k®est. Az erek luminalis és
abluminalis plazmamembranjat borité negativ tdltétikokalixot Alcian-kék festékkel tettiik
lathatova; A — acinussejt, ER — endoplazmatikuguketm, L — ér lumen, m — mitokondrium, TJ —
szoros kapcsolat (tight junction), fekete nyilaR.aabrdn — endotélsejt deformitdsok a luminalis
sejtmembranor(Kittel Agnes felvételei: MTA-KOKI, Budapest)
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Az L-ornitin beadasat kowet24 ora utdn a hasnyalmirigy mintakbol készult
elektronmikroszkoépos felvételek jol mutatjdk, hagyacinussejtek kozoétti térben talalhato
vérereket felépét endotélsejteket boritd glikokalix réteg f&i¢se nem egyenletes, a
luminalis membranon deformitasok, nyulvanyok jelekmmeg (3/2. abra, nyilak). Az
endotélsejtek ésen sériilnek, mitokondrium duzzadas és pusztu§gidéma, bazalis
membran emésadés figyelhet meg (3. abra).

4. abra. Patkany agyi mikroér transzmissziés elektonmikkopps képe 24 draval fizioldgias sé
(1., kontroll), illetveL-ornitin (2.) intraperitonealis beadasat kéeat. BM — bazalis membran, ER
— endoplazmatikus retikulum, G — mikroglia, L — lim m — mitokondrium, n — sejtmag, P —
pericita, TJ — szoros kapcsolat (tight junctiomkete nyilak a 2. 4bran — endotélsejtek lumindlis
sejtmembranjan a glikokalix fégtés megszakadasat és vezikulakKizédését mutatjak(Kittel
Agnes felvételei: MTA-KOKI, Budapest)

Az L-ornitin kezelés utan 24 O6raval a vér-agy gat pabiigasaért feldls
endotélsejtek elektronmikroszképos képén szetmbethogy a sejtek luminalis felszinét
borité glikokalix festdése egyenetlen, membrandefektusok alakultak kiatta). A
pancreas ereinek endotélsejtjeihez hasonléan nmithkam és bazalis membran karosodas
jott létre. A bazalis membran kiszélesedett, egfeneé Vvalt, a glia-végtalpak 6démasok
lettek. A lument kérilved endotélsejtekben megt a vezikulumok szama (4. abra).

Osszefoglalva munkacsoportunk allatkisérleteineltait) ebszor mutattuk ki,
hogy L-ornitin hatdsara létrejévakut hasnyalmirigy-gyulladasban mind a hasnyagyiri
mind a vér-agy gat mikroereinek endotélsejtjeibeasomlo sejtszerkezeti valtozasok,
karosodasok kovetkeznek be patkanyokban, melyekfalkamatok lefolyasaban szerepet
jatszhatnak (Kittel és mtsai, 2013 — kézirat od$ir@s alatt).
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1.7. Célkitiizéseink

Az akut hasnyalmirigy-gyulladas sulyos gyulladasosegbetegedés, mely
kilonbod szisztéemas hatasai mellett encephalopathia kisé&ban is szerepet jatszik.
Az utobbi években kidolgozott noninvaziv;ornitin kivaltotta akut hasnyalmirigy-
gyulladas modell segit a betegség kialakulasanaktopabb megértésében kulonos
tekintettel a korai allapotokra. A munkacsoportuakal végzett allatkisérletek is
kimutattak, hogy a betegséggel egghidn a vér-agy gat permeabilitasa is ntedginnek
hatterében egyrészt a gyulladas kovetkeztében lteroitokinek és a pancreasbol
kiszabadul6 enzimek, masrészt a betegség induk@lasimsznalt kationos aminosav,Laz
ornitin allhat. Mivel a sejtekbe az ornitint az Harrierfehérje csaladba tartoz6 Cat-1
(Slc7al) juttatja be, felmertlt, hogy ez a fehémgszt vehet a hatas kialakulasaban.
Hipotézisiink szerint a heterogén szoveti Cat-1 dejekodes allhat a heterogén szoéveti
érzékenység és festék-kiaramlas hatterében.

Ezért kutatdsaink kozéppontjdban az a kérdéshaltfy azL-ornitin indukalt akut
pancreatitis modellben az indukalészer milyen kdewe hatassal lehet a vér-agy gat
endotélsejtjeinek permeabilithsara, morfolégiajardovabba milyen expresszios
szintvéltozas figyelhét meg a kationos aminosavak transzportjdéridédgesen feléls
Cat-1 fehérje esetében a kulonb@ermeabilitast mutaté szévetekben.

Munkaink soran a kovetkéxeérdésekre keressik a valaszokat:

1. Milyen kodzvetlen hatassal van agyi endotélsejt ésagtek
életképességére és permeabilitasana@mitin?

2. Milyen mobdszerrel lehet eredményesen RNS-t izolalai
hasnyalmirigyl?

3. Milyen alap génkifeje@dési mintazat figyelhét meg patkany
agykéreg, agyi mikroér, pancreas, maj é$ ggbvetmintakon, valamint tenyésztett
patkany és human agyi endotélsejteken a Cat-1jé&bdronatkoz6an?
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Vegyszerek

Minden reagens beszerzési forrdsa, hacsak maskémranjeloltik, a Sigma-

Aldrich Kft., Magyarorszag.

2.2.  Sejttenyésztés, a vér-agy gam vitro modellezése

Kisérleteinkhez primer patkany agyi endotélsejéékpericitdkbol és gliasejtekb
allé in vitro ko-kultdra modellt hasznaltunk (Nakagawa és m&z09).

2.2.1. Agyi endotélsejt tenyésztés

Az agyi endotélsejt tenyésztés tobb mint hisz éwéltra tekint vissza a Szegedi
Bioldgiai Kutatokézpont Molekuléris Neurobiologieaboratériumaban, ahol a tenyésztési
maodszert mind a mai napig tokéletesitik (Deli ésantl996 és 1997). Primer patkany agyi
endotélsejtek izolalasa a korabban leirt protokedirint tortént (Veszelka és mtsai, 2007).
Két-harom hetes Wistar patkdnyok szarazjéggel néridtatasat kovéen az agyakat
sterilen eltavolitottuk és jéghideg foszfat pufferPBS) helyeztik. Steril g@papiron
gorgetve eltavolitottuk az agyhartyakat, a kisaggdehérallomany nagy részét, valamint a
plexus chorioideust.

A megmaradt szirkedllomanyt Dulbecco’s modified IEag medium (DME
médium) oldatba helyeztiik, szikével apréra daralBoinajd 37 °C-on 1,5 6ran at sikrazé
készluléken (OS10 orbital shaker, BioSan, Lettorsza@gatva kollagenaz és DNaz
enzimmel kezeltik. Ezt kowen 20%-0s szérum albumin (BSA) gradiens segitségéve
elvédlasztottuk a nagyobbiigisédi mikroereket az ideg- és gliasejteket tartalmazo,
mielingazdag rétegt. A masodik emésztés soran 37 °C-on razatva 1 hirsszan
kollagenaz-diszpaz és DNaz enzimekkel kezeltik mtakat, igy a mikroereket hatarold
bazalis membran felbomlik, a pericitak kiszabadkl@a mikroérfragmensekh Végul
percoll gradiens segitségével a pericitdk nagyétéisgs a vorosvérsejtaltelvalasztottuk
a mikroérfrakciot, és a sejteket DME médiumos meaassztitottuk.

Az endotélsejteket tenyégzinédiumban vettik fel, amely 85% DME meédium/F12
oldatot, 15 % borjuplazmabdl készitett savot (Fiistk Ltd., Nagy-Britannia), 1 ng/mi
bézikus fibroblaszt ndvekedési faktort (Roche), 1@0nl heparint és 100x-0s higitdsban

inzulin-transzferrin-szelenit meédium  kiegéstit tartalmaz. Mivel a tisztitott
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endotélfrakciéban kis szdmban mas tipusu sejteilathatok (pl. pericita, simaizomseit,
fibroblaszt), ezért az endotélsejt tenyészté$ &ldrom napjaban 4 pg/ml puromicint
adtunk a tapfolyadékhoz. A puromicint a séijtihatékonyan eltavolito P-glikoprotein
efflux transzporter csak az endotélsejteken tajdz ki magas szinten, igy
tenyészetinkben hatékony endotél szelekcids atikibio (Perriere és mtsai, 2005). A
sejteket fibronektinnel és IV. tipusu kollagénnelvbnt Petri-csészékbe szélesztettik és
CO, inkubatorba tettiik. A harmadik tenyésztési napbieien permeabilis poliészter
filterekre (0,4pum pérusméret, 1 chfelszin; Transwell clear, Costar) vagy 96 lyuku

tenyészi lemezekbe passzaltdket (Orange Scientific).

2.2.2. Pericita tenyésztés

A pericitak izoladlasa az endotélsejtekkel egyutR.a.1. pontban leirtak alapjan
tortént. Az utolsé lépésben a sejtszuszpenzié égyét 6 cm atméjii Petri csészébe
szélesztettitk 90 % alacsony glikéz tartalmi DME iomédt és 10% borjusavot
tartalmazo tapfolyadékba. A pericitakat haromspasszalast kovéen hasznalhattuk fel,

amikorra a tenyészet eléri a kivant tisztasagokéiyawa és mtsai, 2009).

2.2.3. Gliasejt tenyésztés

A vegyes gliatenyésztéshez Ujszulétt (1-2 napostadWipatkanyokat hasznaltunk.
Az endotél-tenyésztésnél ismertetett eljarashooriéan az agyakat jéghideg PBS-be
helyeztik, majd csipeszek segitségével eltavalitothz agyhartyat. Az agykéreg
szlrkeallomanyat 90 % DME médiumot és 10% borjusdatalmaz6 tapfolyadékba
gyijtottik, majd apré darabokra vagtuk. A szovetdakabasteril, 40um porusmerei
nylonsZirén (Millipore) préseltik at, ésegitve a szoveti disszociaciot. Az igy kapott
sejteket poli-lizinnel bevont 12-lyukld tenyéssdényekbe (Corning, Costar)
szétosztottuk. A gliatenyészetek atlagosan 2 hdétarkonfluenssé valtak, és a 3. hét utan
mar felhasznalhatdk voltak a ko-kultirdhoz (Nakagé@s mtsai, 2009).

2.2.4. Haromsejtes vér-agy gat modell

Az in vitro vér-agy gat modellezés soran a permeabilis Trdhsfivereket
hasznaltunk. A filter fel§, lumindlis oldalan endotélsejteket, also, ablunisn@szén pedig
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pericitakat tenyésztettiink, az inszertet a 12-lyd&mezekben talalhatdé gliasejtekre
helyeztik. A harom sejt egyittes tenyésztése sarmgyi endotélsejtek vér-agy gat
tulajdonsagai kifejezettebbekké valnak, a sejtelzOkd zarokapcsolatok szorosabbak
lesznek, a paracellularis barriebgddik (Deli és mtsai, 2005). Az igy kapott modeléen
endotél egysejtrétegek elektromos ellendllasédnaketmeabilitisanak mérése |ehvet
valik (5. abra).

endotél sejtek

.h{i

e

pericitak

Vér feldli oldal

/

\ asztrogliak Szoros kapesolatok

iAgy feldli olgal

5. abra. In vitro vér-agy gat modellezés: agyi endotélsejtek, pékceés asztroglia sejtek ko-
kultaraban.

2.2.5. Human agyi endotélsejt tenyészet

Génexpresszios vizsgalatainkhoz human agyi endgitélenalat (D3; Weksler és

mtsai, 2005) hasznaltunk a primer patkany endgtélde| tortéd dsszehasonlitashoz.

2.3. Tenyészetek kezelése

A kisérleteink soran primer sejttenyészeteinkeldgiailag aktivL-, illetve negativ
kontrollnak hasznalt, biolégiailag kevésbé aktiornitinnel (Fluka, Sigma) 1-40 mM
koncentricidtartomanyban kezeltik. A kontroll cstpoaltaldnosan hasznalt
tenyészémédiumot kapott, ornitinnel nem volt kezelve, azamb minden mas

kordlményben azonosan tenyésztett és vizsgalkeejtartalmazta.

2.4.  Toxicitasi vizsgalat valos idefi sejtanalizissel

Az XxCELLigence rendszer (Roche Applied Science, Y}agrszag) a kilonbéz
sejttenyészetek bioldgiai allapotanak (ndvekedéstképesség, adherencia) f@Enyag
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nélkali, valésideli nyomon kovetésére alkalmas (6.abra). Asper nem invaziv, a sejtek
vizsgélata fiziologias korilmeények kozott zajlik. Fejteket egy specialis 96-lyuka steril
tenyészilemezbe (E-plate, Roche) szélesztettik, amelyn@k a@rany mikroelektromos
szenzorok, mikroelektrodak vannak, melyek impedamoérésére alkalmasak.6Btor a
hattér meghatarozasa torténik, ehhez Ures, sejpmeapfolyadékot hasznalunk. A sejtek
szélesztése utdn a mérés soran a sejtek noveketlésgvletapadasaval aranyosan
emelkedik a mért impedancia is, amit a sejtindegkével fejeztink ki. Az xCELLigence
rendszer ezt az értéket az{R,)/15 formula segitségével hatarozza meg, ah@ Rejtek

és az elektrdd kdzott mért impedancia, ap&ig a hattér impedancia.

6. abra. Impedancia mérés XCELLigence rendszerrel és a hEzészikséges specialis,
elektrédakat tartalmazo 96-lyuku steril lemez.

Az impedancia méréséhez a specialis 96 lyuku leked¢zidoronektinnel és IV.
tipusu kollagénnel vontuk be, majd 100 ul/lyuk ejhtes tapfolyadékkal megmeértik a
hattér impedanciat. Ezt kowen 100 pl sejtszuszpenziét adtunk lyukanként (80% 1
sejt/lyuk) és a lemezt 37 °C-os inkubéatorba helylezAz izolalt agyi endotélsejteket a
kirakast kovet harmadik napon 1-40 mM- és D-ornitinnel kezeltik. A riszer a
sejtindexet a sejtek kezeléséig 5 percenként, alészket kovéen pedig 48 6ran

keresztil 2 percenkeént regisztralta.

2.5. Transzendotelidlis elektromos ellenallas mérése

Az agyi endotélsejteket szoros kapcsolatok (TJ)kkéssze, amelyek gatoljak
anyagok paracellularis, sejtek kozotti transzpgrtjgy a sejtek kozott nincs szabad
anyagatjutas. Az agyi endotélsejtek szoros kaptzokk natrium ionnal (a tenyéézés

pufferoldatokban a legnagyobb, 150 mM koncentrédlelen 1é% kation) szembeni
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ateresziképességét tukrozi am vitro mért transzendotelidlis elektromos ellendllas
(TEER) értéke. Az elektromos ellenallast primerkpaly agyi endotélsejt, pericita és
primer patkany glian vitro ko-kultra modellen EVOM rezisztencia rieel és STX
elektréddal (WPI Inc., USA) vizsgaltuk.

A TEER értékeketQ@ x cnf) atlagoltuk, és az tires filteren mért értékekgitlg90-
100 Q x cnf) levontuk beble. A konfluens egysejtrétegek ellenallasa 260-808 cnf

k6zott mozgott.

2.6. Permeabilitasi vizsgélat

Az agyi endotél egysejtréteg permeabilitasanak mgbzasahoz natrium
fluoreszcein (SF, Ms. 376 Da) és szerum albumidinédtt Evans-kék festék (Ms. 67 kDa)
markereket hasznaltunk (Kis és mtsai, 2001). Arflsacein paracellularis marker, tehat a
sejtek kozotti szoros kapcsolatokon keresztili madoilitast mutatja, mig az albumin a
transzendotelialis, vagy transzcellularis transtiqgeloli (Deli és mtsai, 2005). A vér-agy
gat ateresdképessége fiziologias korilmények kozott mindkélzégnyagra igen
alacsony.

A 24 6rds 20 mM.- ésD-ornitinnel tortént kezeléseket kdgen a filtereket 12-
lyuka steril tenyés#lemezekbe helyeztik, amely lyukanként 1,5 ml st8il °C-os
Ringer-Hepes oldatot tartalmazott. A filter felsldalan Ié¥ endotélsejtekil a kezeb
médiumot lecseréltilk a mindkét markert tartalmazidg&-Hepes oldatra (10g/ml SF,
167,5ug/ml Evans kék, 1 mg/ml BSA). A filtereket a 20Q.4s 60. percben atraktuk a
lemez kovetkez lyukaba. A permeabilithis mérése alatt a lemez&®t°C-on CQ
inkubatorban tartottuk, sikrazo készuléken (10Qddtat/perc). Ezzel biztositottuk az
oldatok folyamatos, nagyon enyhe mozgatasat, grermeabilitds méréséhez szikseges.

A markerek koncentraciéjat a lemez lyukaiban mamdatokbdl (20., 40., 60.
perces mintak) hataroztuk meg mikroplate leolvas@@MG Fluostar Optima, BMG
Labtech, Németorszag). Az Evans-kék elnyelésétréen vettik fel 584 nm-en tortént
gerjesztés utan, mig a fluoreszcein emisszi6jat B@&Ben hataroztuk meg 485 nm
hullamhosszon torténexcitaciot koveien.

Az endotélsejtréeteg permeabilitasi  koefficiense, , Pegy felszindl és
koncentracioktol fliiggetlen adat (Deli és mtsai,®0@melyet Fick torvénye alapjan a vese
koncentraciok és az ismert adatok (térfogatok, m#éhis koncentraciok) birtokaban,

elészor clearance értékeket szamolunk, amelyek ad&atérfogatot adjak meg mikroliter
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mértékegységben, amebilba marker az adott &kgység alatt teljesen kitral (7. abra, 1.
képlet). Ezutdn az Osszesitett clearance adatakdtiéafiiggvényéban abrazoljuk, és
megallapitjuk az egyenesek meredekségét, amelyn¥gge adott felszinre vonatkozé
clearance sebességével (mértekegysdigerc). Ezt az értéket "permeability surface area
product”, adott felszinre vonatkoz6 clearance ssdges (PS) néven is hivjak, ezért a 7.
abra 2. képletében PSe-nek jeldljuk. Az endotékmgt jutd clearance sebességet Ugy
kapjuk meg, ha a teljes PS értékkivonjuk az ures filterre vonatkozo PS értéket. igy
kapott PS értéket elosztottuk a filter felszinéwaehi kisérleteinkben 1 cmvolt. Minél
kisebb a Pe érték a permeabilitasi markerekre, |asrtaosabbak a TJ strukturak, annél
jobb az endotélsejt rétegek barrier funkcidja ([@slimtsai, 2005).

L g 2 e .
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\ clearance (ul) = i = — || Pe(cm/fs) = =——— |
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7. abra. Az endotélsejtréteg permeabilitasi koefficiensésekmolasahoz hasznélt matematikai
képletek (Deli és mtsai, 2005) [£]abluminalis koncentracio; ¥ ablumindlis térfogat; [C]
lumindlis koncentracio; PSe, adott endotelidlisZ@ire vonatkozé clearance sebessége; PSt, total
PS (filter + sejtréteq), PS, Ures filterre vonatdS; Pe, permeabilitasi koefficiens; A, felszin.

2.7.  Agyi mikroér izolalas

A génexpressziés mérésekhez &inWistar patkanyokbdl agyi mikroereket
izolaltunk. Az allatok cervikalis diszlokaciojat kétoen agyukat steril kbrualmények kozott
eltavolitottuk. A kisagy, a fehérallomany és a sk levalasztasa utan az agyhartyat
szirépapiron valdé gorgetéssel eltavolitottuk, majd arlszdilomanyt apré darabokra
vagtuk. Szukréz pufferben tori@nsorozatos szdveti homogenizalasi és centrifugalasi
lépésekkel elvalasztottuk a mikroereket, amely &kat RNS-izolalasig -70°C-on taroltuk
(Tontsch és Bauer, 1989).

2.8. TagMan array vizsgalatok

Génexpresszios vizsgalatokhoz total RNS-t izol&typatkany agyi mikroéd,

primer patkany endotélsejt tenyészgtles human D3 agyi endotélsejt tenyéséetb
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RNAqueous-4PCR Kit (Ambion, Applied Biosystems) iseggével. A sejttenyészetéka
tenyészb médiumot eltavolitva gyors jéghideg PBS-es mogas steril sejtkaparokkal
0sszegyjtottik a sejteket és 13 000 g-n, 10 percig cargéftuk 4 °C-on. Az igy kapott
sejtpellet6l a PBS-t eltavolitottuk és -70 °C-on taroltuk akiRizolalasig. A tisztitott
RNS mintaink koncentracidjat és tisztasagat 30 Rar¢C-on tortééh DNasel (RNase-
free, Ambion) kezelést kouen Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies) meértik meg. Az RNS-mintak épségét réagagélelektroforézissel
ellerdriztuk.

A teljes RNS-mintakbdl cDNS-szintézishez pbBes reakciokat mértiink dssze
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Apgi Biosystems) segitségével. A
reakcié random hexamer primereket, MultiScribe reveanszkriptazt és RNaz gatlészert
tartalmazott. A cDNS szintézis két Iépésben, 250ACL0 percig, 37 °C-on 120 percig
tartott, majd 85 °C-on 5 percig inaktivaltuk a rev&ranszkriptazt.

A génexpressziot kvantitativ PCRuszerrel mértik meg TagMan Low Density
Array (Applied Biosystems) segitségével. A 384-lyukikrofluid lapok ebre tartalmaztak
patkany ill. human génekre specifikus probakat gMan Gene Expression AssagjtbA
real-time PCR pedig ABI TagMan Universal Master magszemérésével futott ABI Prism
7900 rendszerben. Az adatok ABI SDS 2.0 szoftve(Pgdplied Biosystems) lettek
feldolgozva. A real-time PCRACt adatai a 18S riboszomalis génre normalizaltugdm
az igy kapott relativ expresszios adatok kdzubkisebb expresszidju génre normalizaltuk

a tobbi gén kifejegdésének mértékét.

2.9. Patkany szervekldl torténé RNS izolalas és cDNS-szintézis

Tovabbi génexpressziés vizsgalatainkhoz harom figyge kisérletben
megkozelibleg 250 grammos egészséges, kontroll him Wist&apsiokbdl agy, tid, maj
és hasnyalmirigy szerveket kulonitettiink el RNSé&lés céljabol. Az allatok cervikalis
100 mg-os darabokat. Ezutan a majbol esshéid hasitottunk ki szdvetmintakat. A
koponya kibontasat kouwetn a kisagy és a fehérallomany eltavolitasa utan a
szurkedllomanybdl vagtunk kisebb szdvetdarabokateAvikalis diszlokacié és az agy
kiemelése kozti idt stopperdraval mértik és rogzitettik.

Az agykérglél, a tudbsl és a majbol szarmazd szovetdarabokat folyékony

nitrogénben tortéh azonnal fagyasztast koven homogenizaltuk. Mig a proteazokban,
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DNazokban, RNazokban gazdag hasnyalmirigy esetét tisérleti elrendezést is
Kiprébaltunk az egyes Aallatok esetében: (1) egyéstakat azonnal 75 °C-os TRI
reagensben (Molecular Research Center, Inc.) hongtuk, (2) mas mintakat jéghideg
TRI reagensben dolgoztuk fel, és (3) voltak mintak]yeket a tobbi szévethez hasonloan
azonnal folyékony nitrogénben fagyasztottuk. A fagptast kovéen az 6sszes fehérjét,
igy az RNéazokat is denaturdld TRI reagenst hozzéikérs motoros homogenizatorral
(T8.01, IKA Labortechnik, Stauffen, Germany) a szié@ket feldolgoztuk. Az izolalt agyi
mikroereket TRI reagensben Giveg homogenizatorigbdtuk fel.

Az egyes szovetekb TRI reagens hozzaadasaval a gyarté altal megadatibkoll
szerint RNS-t tisztitottunk. Az RNS izopropanoli@ttérs kicsapasat kovéen beiktattunk
egy litium-kloriddal (LiCl) tortén tisztito lépést is. A kicsapott RNS centrifugaval6
Ulepitése utan 20@l steril vizben visszaoldottuk az RNS-eket és 808M LiCl-ot
hozzamérve 30 percet jégen inkubdltuk. A LiCl kitdg az RNS-ekkel Iép
kolcsbnhatasba, azok precipitaciojat végzi. A Ldal- tortéd kicsapas utan szintén
centrifugaltunk, és kétszer 80% etanollal mostukiatakat. Szobain tortéré szaritast
kovetben az RNS-eket 4 steril vizben feloldottuk, és NanoDrop 1000 spelitométer
(Thermo Fisher Scientific, Inc.) hasznélataval mégik a mintak koncentraciojat és
ellendriztik tisztasagukat. Az RNS-mintak épségét agargelelektroforézissel
ellerdriztuk.

A teljes RNS-mintdkbdl cDNS-szintézishez pBes reakciokat mértink 6ssze
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermenteafe LSciences) hasznélataval. A
reakciopuffer random hexamer és oligo @pyimereket, valamint hozzaadott RiboLock
RNaz gatlészert (Fermentes Life Sciences) tartattha& cDNS szintézis két lépésben, 25
°C-on 10 percig, 60 °C-on 60 percig tartott, maje\gerz transzkriptazt 85 °C-on 5 percig

inaktivaltuk.

2.10. Real-time PCR

A kulénb6ad szovetekBl szarmazo mintak kvantitativ PCR alapu analiziX @6
Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboresoinc.) segitségével tortént. A
detektadlashoz a Roche Applied Science prébakomgédr(UPL) rendeltiink specifikus,
exon-exon hatarra tervezett probakat, egyrészesgalt Cat-1 transzporterre (prébaszam
#20), valamint a referenciagénként szolgalé hiptrarioszforiboziltranszferaz-1-re

(Hprtl; probaszam #95). A PCR-reakciok iQ superifBio-Rad Laboratoires Inc.) és
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Roche Universal ProbeLibrary prébaival és primezklettek 6sszemérve 96 lyuku platen
20-20 pl-re, amidl 1 ul a templét. A reakciokkal parhuzamosan mindegyiktanmellé
helyeztiink RNS-kontrollt, illetve génekként egy-agmplat nélkili kontrollt.

A detektalashoz a kovetkéPCR-programot futtattuk: 95 °C 3 perc, majd a @3 °
30 masodperc, 60 °C 1 perc ciklust ismételtiik 49-sklinden mintdbol minden génre
harom-harom parhuzamost futtattunk.

Az adatok CFX Manager szoftverrel (Bio-Rad Labora® Inc.) lettek
feldolgozva. A real-time PCRACt adatai a Hprtl génre lettek normalizalva, majdgy
kapott relativ expresszios adatok kdzil a legkiselgiresszioju méj mintara normalizaltuk
a tobbi szdvet Cat-1 expresszids szintjét.

2.11. Statisztikai kiértékelés

Minden adatot atlag + S.E.M. értékként adtunk mi&gkilonbdz adatsorokon
variancia analizist kovéeén Dunnett és Bonferroni teszteket végeztink GragHprism
program (GraphPad Software Inc., USA) segitségédeP<0.05 értékeket tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. A parhuzamos nkntgzama 3-8 volt kisérletenként.

Minden kisérletet kullon izolalt primer tenyészgtlegaldbb haromszor megismételtiink.

23



3. EREDMENYEK
3.1.  L-ornitin hatdsa a sejtek életképességére

Primer agyi endotélsejteken XCELLigence rendszerégzitett sejtindexeki
szamolt életképesség alapjan kijelenthetjik, hdggsanyabb koncentraciobaniazsp-
ornitin nem volt toxikus a sejtekre a kontrollhoZpkest. Azonban az-ornitin a
pancreatitisben relevans 20 mM koncentraciObanng#gnsan csokkentette a sejtek
életképességét a kontrollként haszndlt bioldgiakagésbé aktip-ornitinhez képest. A
legnagyobb kezelési koncentracibban azonban mireetben jeletis sejtkarositd hatast

figyeltiink meg, és a két enantiomer kozotti kild@wogt is szignifikans (8. abra).
125 ’—‘

B L-ornitin
100t R = St l .......... 3 D-ornitin
75+

501

sejtek életképessége a
kontroll %-aban

251

20 40

8. abra. L- és D-ornitin dozisflgg hatdsa tenyésztett agyi endotélsejtek életképésség
(atlagtS.E.M.; n=6-8; P<0,05; *** P<0,001)

3.2. L-ornitin hatadsa a transzendotelialis rezisztenciara

Az in vitro vér-agy gat haromsejtes modelljén 20 mM-eaxrnitin kezelés hatasara
155-179Q x cnf transzendotelidlis elektromos ellenallast mértiiBk. az érték jéval
alacsonyabb, mint a kontroll 273-295x cnf, illetve a 20 mMb-ornitin kezelés hatasara
mért 224-28M x cnt értékek. Tehat-ornitin kezelés hatasara a sejtek transzendadgelial

rezisztenciaja lecsokken (9. abra).
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9. 4bra. L- ésD-ornitin hatdsa tenyésztett agyi endotélsejtekszandotelidlis rezisztenciajara
(&tlagtS.E.M.; n=3; ***P<0,001)

3.3.  L-ornitin hatasa agyi endotélsejt tenyészetek perméeditasara

A transzendotelidlis ellenallas mérése utan fluarem és Evans-kék konjugalt
albumin markerekkel az agyi endotélsejtek kozdattaésejteken keresztili transzportutak
valtozasat vizsgaltuk. Kezeletlen kontrollhoz visyibva 24 6ras 20 mM- ésD-ornitin
kezelés hatasat vizsgaltuk permeabilitasi koeffisimeghatarozasavatornitin hatasara a
paracellularis és a transzendotelialis marker mo&k permeabilitasa tobbszorosére, a
kontrollhoz képest szignifikansan mégn(10. abra). Sem az albumin, sem a fluoreszcein
esetén ab-ornitin kezelés nem valtoztatia meg a §elmyagok egysejtrétegeken valo

atjutasat (10. abra).

104 Evans kék albumin 20 Fluoreszcein
*k*

—~ & s —~
% w 154
e e
o 61 o
S % 1]
— 4 —
N—r N
D:D D_m 5+

2.

e e C ' e ' e
kontroll L-ornitin D-ornitin kontroll L-ornitin D-ornitin

10. &bra. 20mM L- és D-ornitin hatdsa tenyésztett agyi endotélsejtek Evégak-albumin
(transzcelluléris transzport) és fluoreszcein (paltalaris transzport) markerekre vonatkozé
permeabilitdsara (atlag+S.E.M.; n=3; *P<0,001)

3.4.  Agyi endotélsejtek Cat-1 expresszidja TagMan arraylsérletekben

Frissen izolalt patkany agyi mikroélh(MV), primer endotél, pericita €s asztrocita

harmas ko-kultirdban tenyésztett patkany agyi eétslgtidl (EPA) és D3 human agyi
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endotélsejt vonalbdl RNS-izolalast és cDNS-szisteziveten TagMan array kisérletben
vizsgaltuk tobb szallitofehérje expressziojat, kéza kationos aminosavak transzportjaért
felelos Cat-1 (Slc7al) fehérjéét is.

A relativ expresszidos szinteidb a legkisebb expresszioju génre normalizalt
expresszios szintek alapjan az 1000-szeres expiesszntet magasszinexpresszionak
tekintettik. A haromféle minta Cat-1 expresszid@aszehasonlitva szemtied, hogy a
transzporter magasan expresszalt az 6sszes miatanéb jelerds eltérés nem mutathaté

ki a csoportok kozott (11. abra).

10000

NN

Y,

1000t

1007

Cat-1 mRNS
expresszios szint

10+

17 //%

1 - : ]
D3 EPA

11. &bra. Tenyésztett human agyi endotélsejtvonal (D3), éemiett primer patkany agyi
endotélsejt (EPA) és izolalt patkany mikroér (MVat€l expresszidja TagMan array kisérletben.
(atlag+S.E.M.; n=3)

3.5. RNS izolalas

A kulonb6z patkanyszerveldd tortént RNS izolalast kovéen a mintak épsegét
gélelektroforézissel (12., 13. abra), tisztasagakancentracidjat NanoDrop segitségével

hatéroztuk meg (2. tablazat).
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12. &bra. Patkany agykéredb (1,2), tudbdl (3,4), majbdl (5,6), agyi mikroédb (7,8,9) izolalt
RNS mintak 1% agardz gélen futtatva.
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13. abra. Patkany hasnyalmirigyth izolalt RNS mintdk 1% agaréz gélen futtatva. 757@I
reagensben (1,2), jéghideg TRI reagensben (3,45joékony nitrogénben tortént hirtelen
fagyasztast (6,7,8) kovehomogenizalas esetén.

agykéreg/1. 181,84 1,95 2,50
agykéreg/2. 250,22 1,92 2,45
t0do/3. 117,11 1,88 2,41
tudo/4. 539,37 1,93 2,39
maj/5. 2345,95 1,97 2,39
maj/6. 4580,65 1,31 1,22
mikroér/7. 57,9 1,75 2,05
mikroér/8. 20,8 1,80 0,36
mikroér/9. 12,6 1,86 2,38
pancreas/6. 3886,58 1,90 1,84
pancreas/8. 4632,58 1,55 1,51

2. tblazat. A kilonbdz szervekBl tisztitott RNS-ek NanoDrop 1000-rel mért adatai

Nem degradalddott RNS-ek esetén a 18S és 28S oilbddz RNS-eket a
gélelektroforézisen két hatarozott savban kelludkn A 260/280 abszorbancia-hanyados
az RNS tisztasagat mutatja. Ha 2,0 koruli, akkoista mentes minden fehérje, vagy DNS
szennye&déstl. A 260/230 abszorbancia-hanyados azt jelzi, hagyintank mennyi
szerves oldészermaradvanyt tartalmaz, ami @i@senzimreakcidkat befolyasolhatja
(2,0-2,2 érték kozott tisztanak tekinthetjuk a r@iptA gélképek, a mért koncentraciok és
abszorbancia-hanyadosok meigggtették, hogy az agykéregbés a tudbdl j6 minésédi,
tiszta RNS-eket tudtunk izolalni. Az agyi mikroebékkis mennyisédi, szennyezett RNS-t
sikeriilt kitisztitani. A majb6l szarmaz6 mintakonama gélképen is lathatd6 RNS-
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degradacio, amit a mért adatok is visszaigazolngkanakkor a degradacié nem olyan
szinti, hogy a tovabbi munkat hatraltatna. Tovabba széimbehogy az ugyanabbdl a
szovetldl szarmazo kulonbdmintak kozott jelerdis eltérés lehet.

A hasnyalmirigyldl tortérs RNS-izoladlas soran tdbbféle modon prébaltuk a

mintakat feldolgozni (3. tdblazat).

cervikalis diszlokacio 0s 0s 0s
pancreas kivevg 98 s 104 s 86 s
homogenizalas vége 260 s 193 s -
agy kivéve| 340s 306 s 334's

3. tAblazat. A hasnyalmirigy-mintak kilénb@zizolalasi korilményeinek tdartamai

A 75°C-os TRI reagenssel val6 azonnali homogersta$sorban sejtfallal
rendelked éllények esetén alkalmazzak. Hasnyalmirigy esetén taicélra vezéinek
a modszer alkalmazasa. A gélkép is jol mutatja,yhogm maradt ép RNS. Mivel a
guanidium-hidrokloridot és fenolt tartalmaz6 TRlagens a sejtbe jutva azonnal
denaturalja az 6sszes enzimet, ezért kézebfekviint a jéghideg TRI reagenssel toéen
azonnali homogenizalas. Azonban ezzel a modszeseeh sikerilt ép RNS-eket
kinyernink. A szovetek folyékony nitrogénben val@omnali fagyasztasa ellenben
hatékony cDNS-szintézisre hasznélhaté preparaturszitéséhez. A szOvetminta
kivételének ideje kulcsfontossagunak bizonyult. Aashél perces ittartam bizonyult
kritikusnak, az ennél hosszabb ideig tartdo kivételn eredményezett sikeres RNS

izolalast.

3.6. Real-time PCR

A real time PCR adatai alapjan a CFX Manager progralativ expressziot
szamitott a referenciagénként hasznalt Hprtl-reeMirett felidtt hepatocitakban a Cat-1
fehérje nem expresszalédik (Closs és mtsai, 2@t ehhez viszonyitvérttettik fel a
tobbi szbvet expresszios szintjét (14. abra).
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14. 4bra Real-time PCR eredménye: rCat-1 (Slc7al) génessaidjara vonatkoztatva kilonlsoz
patkany szovetekben. (atlagtS.E.M.; n=3)

A real-time PCR soran kapott eredmények alapjanattegjthaté, hogy a Cat-1
fehérje a majban alulexpresszalt, mig aéhah, pancreasban jelen van. Normal
korilmények kozoétt a patkany agykérgében aiblal szovetekhez képest kétszeres a
transzporter expressziés szintie, mig a vér-agy Bpatrier funkciojaért feléks

mikroerekben a tdbbi szovet kifefalesi szintjének sokszorosat figyeltilk meg.
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4. MEGBESZELES
4.1. L-ornitin hatasa agyi endotélsejtek életképességére

Elvardsainknak megfel@n a vizsgalatok sordn megfigyelheatolt, hogy azL-
ornitin jobban befolyasolja a sejtek életképessdgétogiailag aktivabb, mint a tikérképi
parja. Sem az-, sem ap-ornitin nem toxikus a sejtekre egészen a 20 mMc&ntracioig.
Ef6lott a dozis folott azonban azornitin jelents sejtpusztulast okozott agyi endotélsejt
tenyészetekben, ami kozvetlen toxikus hatést jeleihtatds mechanizmusanak tisztdzasara
tovabbi kisérleteket végzink. A folyamatbandéwunkak soran nitrogén-monoxid és
szabad oxigéngyok felszabadulast, intracelluladdcibkm valaszt és mitokondrionalis

véltozasokat viszgalunk.

4.2.  L-ornitin hatdsa agyi endotélsejtek barrier funkcibjara

A Kkisérleteink soran hasznalt agyi endotélsejtggkemagas transzendotelialis
ellenallasa és alacsony permeabilitasa a para@efiuiharkerként hasznalt fluoreszceinre
és transzcellularis jefanyagként hasznalt Evans kék-albuminra (Deli ésaim005;
Abbott és mtsai 2006) azt jelzi, hogy a sejtek ktizzoros kapcsolatok épek, jol zarnak.
Adataink jol egyeznek a korabbi kdzlemeényekbert Eedményekkel (Veszelka és mtsai,
2007), és alatamasztjak, hogy a tenyészetes mpididlasznalhatd a vér-agy gat barrier
funkcidjanak tanulmanyozasara.

Elsoként mutattuk ki, hogy a sulyos akut pancreatitfiidézs L-ornitin az
endotélsejtek transzendotelidlis rezisztencigjatvitienil csokkenti, permeabilitAsukat
fokozza: tobbszoroséredmind a transzcellularis, mind a paracellularisi$mzport. AzL-
ornitin hatadsara a vér-agy gat funkciok sérilnekgyis az endotélsejtek atjarhatébba
valhatnak patogenetikus faktorok, igy gyulladasosdidtorok és pancreas enzimek
szamara, melyek addig nem tudtak atjutni. Az agysthi bejutott citokinek és enzimek
hozzajarulhatnak a munkacsoport altal korabban rpatitisben leirt agyddéma
sulyosbodasdhoz (Farkas és mtsai, 1998), és a egadicas encephalopathia
kialakulasahoz.

4.3. A hasnyalmirigybél torténé RNS izolalas optimalizalasa

A modellként hasznalt patkany kulontéézzerveildl sikeresen izolaltunk RNS-t. A
hasnyalmirigy esetében a protedzokban, DNazokb&N&zokban gazdag szetibgen
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nehéz ép RNS-preparatumot késziteni. A mintakész#@@ran hasznalt guanidium-
hidrokloridot és fenolt tartalmazd TRI reagens ko hémérséklei valtozataiban
tortérd azonnali szévethomogenizalas nem volt sikereseagens nem kénnyen jut at a
szOvetdarab meélyebb rétegeibe és a sejtek apritasakimogén granulumokban tev
enzimek elszabadulnak és lebontjak az RNS-eket.

Az izoldlas kulcslépése a hasnyalmirigy hasudegtdrtérs minél gyorsabb
kiemelése és folyékony nitrogénben valo lefagyaszta -195,8 °C-os folyékony nitrogén
megallitia az enzimaktivitast a sejtekben, majd @&gmfagyott, szilard szovetet
homogenizalva admérséklet emelkedésével nincs ideje aktivalédnyaRiNaznak, hogy
teljes degradacio torténjen. Az altalunk alkalmbzaobtdszer sarkalatos pontjai tehat a
minél ebbbi szervkivétel, a folyékony nitrogénben tokészovetfagyasztas és fagyott
allapotban tortéh homogenizalas. Kisérleteink alapjan kritiku$ndk az allat halalat
koveb 1,5 percet talaltuk: ezen azidbelll kell fagyasztani a pancreas szévetdarabokat
és a folyékony nitrogéri kivéve a TRI reagens hozzaadasat késetazonnal el kell

kezdeni a sz6vet apritasat az RNS izolalashoz.

4.4.  Agyi mikroerek és tenyésztett agyi endotélsejtek Gd kationos aminosav

transzporter expresszidja

Mivel az ornitint Bképpen a Cat-1 karrier szdllitja, ezt az aminosanstzportert
vizsgaltuk modelliinkon, tenyésztett agyi endotéden. Osszehasonlitasképpen frissen
izolalt agyi mikroér frakciot, és egy human agyidetélsejtvonalat hasznéltunk.
Szakirodalmi adatoknak megfeleh (Enerson és Drewes, 2006) frissen izolalt pgtkan
agyi mikroérisl, primer patkdny agyi endotélsejtékb és D3 human agyi
endotélsejtvonalbdl magas Cat-1 expressziét mutatki TagMan array segitségével.
Nem talaltunk eltérést a patkany és human agyi télsgtek kozott, ami azt jelenti, hogy
nincs fajspecifikus expresszids kulonbség ennéaraidenél. Fontos megésitése volt a
primer tenyészetek kisérleti alkalmassaganak, hodyissen izolalt agyi mikroerekkel
azonos expresszids szintet mertink. Feltételezhtlgy azL-ornitin altal kézvetlendl
kivaltott vér-agy gat permeabilitads-fokozodasbaerepe lehet az altalunk vizsgalt Cat-1
transzporternek.

A kulénboz patkany szoveteken végzett Cat-1 expresszidsalasmegefsitette,

hogy az agykéreggel, a thkl, a mgjjal és a pancreasszal szemben az agyoendken
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nagysagrendekkel magasabb a Cat-1 alapexpressaitek Efunkciondlis jeledségét

tovabb vizsgaljuk.

45. Osszegzés és tovabbi kutatasi leléségek

Eddigi kutatasi eredményeink azt igazoljdk, hogytk@ayokban az akut
hasnyalmirigy-gyulladds kivaltasdhoz hasznalornitin kdzvetlendl is képes jeldist
mértékben befolyasolni a vér-agy gat barrier fudjéti Kisérleteinkben romlott a barrier
miikodése: megemelkedett a transz- és a paracellul@mszport szintje, csokkent a
rezisztencia.

A hasnyalmirigyll torténs RNS-izolalds korilményeit vizsgalva megéallapitiottu
a szerv kivételének, darabolasanak gyorsasagafagékony nitrogénben valé azonnali
fagyasztasa, fagyott allapotban valé homogenizdakasfontossagu a sikeres izolalashoz.

lgazoltuk, hogy a vér-agy gat barrier funkciojaéetelos agyi mikroerek falat
felépit endotélsejtek magasszintCat-1 expressziét mutatnak, mely transzporter
elsbdlegesen felék a kationos tulajdonsagu aminosavak, igy-amitin transzportjaért is.

Tovabbi vizsgalatainkban szeretnénk feltarni, hagyL-ornitinnel kivaltott akut
hasnyalmirigy-gyulladas soran az érintett szoveteklvajon miként valtozik a Cat-1
expreszid. Emellett tovabbi permeabilitasi vizsg@itat folytatunkin vitro vér-agy gat
modellinkén: hogy komplexebb képet kapjunk a pajaidvaltozasokrol, teszteljik, hogy
akut hasnyalmirigy-gyulladasos allatok vérszérurkamailyen hatasa van az agyi
endotélsejtek barrier funkciojara.

Kisérleteinkkel reményeink szerint hozzajarulhatunlbetegség soran kialakuld
vér-agy gat valtozasok és a pancreaticus enceptalagobb megértésehez, és asjimli

sikeresebb kezeléséhez.

32



5. IRODALOMJEGYZEK

Abbott NJ, Romero IA (1996) Transporting therapesutacross the blood-brain barrier.
Mol Med Today. 2: 106-13.

Abbott NJ, Rénnback L, Hansson E (2006) Astrocytdeghelial interactions at the blood-
brain barrier. Nature Rev. Neurosci. 7: 41-53.

Aho HJ, Koskensalo SM, Nevalainen TJ (1980) Expental pancreatitis in the rat.
Sodium taurocholate-induced acute haemorrhagicrpatitis. Scand J Gastroenterol.
15: 411-6.

Baron TH, Morgan DE (1999) Acute necrotizing paatites. N Engl J Med. 340: 1412-7.

Bicz6 G, Hegyi P, Désa S, Balla Z, Venglovecz Varlyi B, Wittmann T, Takacs T,
Rakonczay Z Jr (2011) Aliphatic, but not imidazddasic amino acids cause severe
acute necrotizing pancreatitis in rats. Pancres486-7.

Bicz6 G, Hegyi P, Désa S, Shalbuyeva N, Berczi iBeSirta R, Hracskd Z, Siska A,
Kukor Z, Venglovecz V, Varga IS, Ivanyi B, Alhonén Wittmann T, Gukovskaya
A, Takacs T, Rakonczay Z Jr (2011) The crucial aflearly mitochondrial injury in
L-lysine-induced acute pancreatitis. Antioxid Redignal. 15: 2669-81.

Carnovale A, Rabitti PG, Manes G, Esposito P, Baceluomo G (2005) Mortality in
acute pancreatitis: is it an early or a late evé@P, 6: 438-44.

Chetty U, Gilmour HM, Taylor TV (1980) Experimentatute pancreatitis in the rat — a
new model. Gut. 21: 115-7.

Closs EI, Simon A, Vékony N, Rotmann A (2004) Plasmembrane transporters for
arginine. J Nutr. 134: 2752-9.

Deli MA Blood-brain barrier models. In: Handbook Bfeurochemistry and Molecular
Neurobiology, Neural Membranes and Transport, \Ial. Lajtha A (Ed.), Springer,
New York, pp. 29-56, 2007.

Deli MA Drug transport and the blood-brain barrigr. Solubility, Delivery and ADME
Problems of Drugs and Drug Candidates. Tihanyi lastdg M. (Eds), Bentham
Science Publishers Ltd., pp. 144-165, 2011.

Deli MA, Abraham CS, Kataoka Y, Niwa M (2005) Peabdéity studies on in vitro blood-
brain barrier models: physiology, pathology andrptecology. Cell Mol Neurobiol.
25:59-127.

Deli MA, Jo6 F (1996) Cultured vascular endothekalls of the brain. Keio J Med.
45:198-9.

Ding X, Liu CA, Gong JP, Li SW (2004) Pancreaticcephalopathy in 24 patients with
severe acute pancreatitis. Hepatobiliary Pancreatrid 3: 608-11.

33



Ding Z, Liu J, Lin R, Hou XH (2012) Experimentalrgaeatitis results in increased blood-
brain barrier permeability in rats: a potentailerof MCP-1. J Dig Dis. 13: 179-85.

Enerson BE, Drewes LR (2006) The rat blood—bramidyatranscriptome. J. Cereb. Blood
Flow Metab. 26: 959-973.

Farkas G, Marton J, Nagy Z, Mandi Y, Takacs T, DelA, Abrahdam Cs (1998)
Exprerimental acute pancreatitis results in inedddood-brain barrier permeability
in the rat: a potential role for tumor necrosistéa@nd interleukin 6. Neurosci Lett.
242:147-50.

Fernandez J, Lopez AB, Wang C, Mishra R, Zhou Lin#a I, Snider MD, Hatzoglou M
(2003) Transcriptional control of the arginine/lysi transporter, cat-1, by
physiological stress. J Biol Chem. 278: 50000-9.

Kakuda DK, MacLeod CL (1994) Na(+)-independent $g@ort (uniport) of amino acids
and glucose in mammalian cells. J Exp Biol. 196108.

Kittel A, Walter FR, Veszelka S, Otrokocsi L, Hed¥i Takacs T, Rakonczay Z, Deli MA
(2013) Blood-brain barrier changes in pancreatais: electron microscopic study.
Kézirat dsszedllitas alatt.

Mann GE, Yudilevich DL, Sobrevia L (2003) Regulatiof amino acid and glucose
transporters in endothelial and smooth muscle.déhlgsiol Rev. 83: 183-252.

Mizunuma T, Kawamura S, Kishino Y (1984) Effectsifecting excess arginine on rat
pancreas. J Nutr. 114: 467-71.

Nakagawa S, Deli MA, Kawaguchi H, Shimizudani T,i8bno T, Kittel A, Tanaka K,
Niwa M (2009) A new blood-brain barrier model uspigmary rat brain endothelial
cells, pericytes and astrocytes. Neurochem Int253:63.

Nevalainen TJ, Seppa A (1975) Acute pancreatitissed by closed duodenal loop in the
rat. Scand J Gastroenterol. 10: 521-7.

Ohkubo T, Shiojiri T, Matsunaga T (2004) Severdudié white matter lesions in patient
with pancreatic encephalopathy. J Neurol. 251: &76-

Perriere N, Demeuse P, Garcia E, Regina A, DebrayAldreux JP, Couvreur P,
Schermann JM, Temsamani J, Couraud PO, Deli MA xRe{2005) Puromycin-
based purification of rat brain capillary endothklcell cultures. Effect on the
expression of blood-brain barrier specific propetiJ. Neurochem. 93: 279-89.

Rakonczay Z Jr, Hegyi P, Désa S, Ivanyi B, JarmayBKz6 G, Hracské Z, Varga IS,
Karg E, Kaszaki J, Varro A, Lonovics J, Boros I, kBusky I, Gukovskaya AS,
Pandol SJ, Takadcs T (2008) A new severe acute tigog pancreatitis model
induced by L-ornithine in rats. Crit Care Med. 2617-27.

Rothermich NO, Von Haam E (1941) Pancreatic endephthy. J Clin Endocrinol.
1: 873-81.

34



Sah RP, Garg P, Saluja AK (2012) Pathogenic meshaniof acute pancreatitis. Curr
Opin Gastroenterol. 28: 507-15.

Tontsch U, Bauer H-C (1989) Isolation, Charactéigea and Long-Term Cultivation of
Porcine and Murine Cerebral Capillary Endotheliall€ Microvasc Res. 37: 148-61.

Ueda S, Nishio K, Minamino N, Kubo A, Akai Y, Kanga K, Matsuo H, Fujimura Y,
Yoshioka A, Masui K, Doi N, Murao Y, Miyamoto S (29) Increased plasma levels
of adrenomedullin in patients with systemic inflaatory response syndrome. Am J
Respir Crit Care Med. 160: 132-6.

Veszelka S, Paszt6i M, Farkas AE, Krizbai I, Dungk\ Niwa, M, Abraham CS, Deli
MA. (2007) Pentosan polysulfate protects brain émel@l cells against bacterial
lipopolysaccharide-induced damages. Neurochem5Mt219-228.

Weksler BB, Subileau EA, Perriere N, Charneau PjoMday K, Levegue M, Tricoire-
Leignel H, Nicotra A, Bourdoulous S, Turowski P, RI®K, Roux F, Greenwood J,
Romero IA, Couraud PO (2005) Blood-brain barrieeeific properties of a human
adult brain endothelial cell line. FASEB J. 19: 28¥.

Whitcomb DC (2006) Clinical practise. Acute pantitea N Engl J Med. 354: 2142-50.

Zhang XP, Tian H (2007) Pathogenesis of pancreaicephalopathy in severe acute
pancreatitis. Hepatobiliary Pancreat Dis Int. 64-48.

35



6. KOSZONETNYILVANITAS

Halasan kdsz6ndm

Dr. Deli Marianak, az MTA-SZBK, Biofizikai Intézet,Neurobiolégiai Csoport
tudomanyos dmunkatarsanak, témaveéeinek, hogy lehéwvé tette a
munkacsoportban végzett kisérleteimet, hasznos cdaivl tamogatott és

0sztonzott;

Dr. Tubak Vilmosnak, az MTA-SZBK, Biokémiai Intézetkutatdorvosanak,
témavezdimnek, hogy lehévé tette kisérleteim elvégzését, szakmai tamogatasa
és batoritasat;

Dr. Rakhely Gébornak, az SZTE-TTIK, BiotechnologiBanszék tanszékvesdginek,
belss konzulensemnek tAmogataséat és megértését;

Dr. Veszelka Szilvianak, az MTA-SZBK, Biofizikai tézet, Neurobiolégiai Csoport

tudomanyos munkatarsanak kisérleteimhez nyujtotbtmtasat;

Dr. Rakonczay Zoltannak, az SZTE-AOK, |. sz. Belgydszati Klinika tudoméanyos
féomunkatarsanak kisérleteimhez nyujtott segitséglhaganos tanacsait;

Dr. Kittel Agnesnek, az MTA-KOKI tudomanyosériunkatarsanak az elkészitett
elektronmikroszkopos felvételeket;

Dr. Téth Andrédsnak, az MTA-SZBK, Biofizikai IntézeEnergiaatalakito Redoxenzimek
Laboratorium tudoméanyos munkatarsanak TagMan akiagrletekben nydjtott
hathatds segitségeét;

Toth Andreanak és Walter Fruzsinanak, az MTA SZBHfiBikai Intézet Neurobioldgiai
Csoport munkatarsainak kisérleteim végzéséhez dgozitom megirdsahoz
nyujtott segitségeit, tanacsait;

Vaczi Balazsnak, munkatarsamnak kisérleteim sadatt Aasznos tanacsait.

36



NYILATKOZAT

Alulirott, Harazin Andras biologus MScszakos hallgatd, kijelentem, hogy a
Tudoméanyos Diakkdri Konferenciara készitett dolgozeénoz azin vivo permeabilitasi
kisérletek Rakonczay Zoltdn és munkatarsainak mankaz elektronmikroszképos
felvételeket pedig Kittel Agnes készitette. Az vitro haromsejtes modellen végzett
toxicitasi és permeabilitasi vizsgalatokat VeszeBalvia és Walter Fruzsina végezte. A
TaqgMan array vizsgalatok Téth Andras és munkat&sgitségével valositottuk meg. A
dolgozatban szerapkisérletek kézil az RNS izolalast és a real-tilERPvizsgalatokat
sajat magam veégeztem. Tovabba segédkeztenn aztro kisérletek 6sszeallitasahoz
szlikséges primer sejtizolalasban, agyi mikroéraiasban, a haromsejtes modellen végzett
toxicitasi és permeabilitdsi vizsgélatokban, illTagMan array kisérletekben, és az RNS
izolalashoz szilkséges szovetmintaitéti eltavolitasaban.

A dolgozat készitésekor csak a hivatkozott szakirdforrasokat hasznaltam fel.

Szeged, 2012. november 5.

Harazin Andras

37



