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1. Bevezetés

1.1. A pankreasz anatomiai attekintése

A pankredsz a gyomor-bélrendszer része és a has felsérészénél taldlhat6 (Longnecker 2014).
A humén pankredsznak 3 kiillonb6z6 részét kiilonboztetjiik meg: a fejét, a testét és a farkat (1.
abra). Feje C-alaku morfoldgiat mutat, ami illeszkedik a felette 1évé duodenumhoz. A pankreasz
keskeny testi része a hasliregben a gyomor mogétt horizontdlisan, medidlis irdnyban
helyezkedik el és keresztezi az alsé6 mezenterikus vénat, artériat, abdomindlis aortat, véna cava
inferiort és a portalis vénat. A pankreasz farki része pedig érintkezik a 1ép hilussal. A human
pankreasz egy 14-23 cm hosszl, 2-9 cm széles, 2-3 cm vastag 100 g koriili tomegl szerv. A
pankredszon beliil szoveti valaszfalakat taldlhatunk, amelyek behalozva kiilonallo lebenyeket
majd tovabb halozva kisebb 1-10 mm atmérdjii lobulusokat alkotnak. A pankreasz sejtek altal
szekretalt enzimek az acinus lumenébe, majd az interkaldris duktuszba jutnak. Az interkalaris
duktalis csatorndk kicsi intralobuldris, majd nagyobb atmérdjli interlobuldris csatornakba
szedddnek Ossze. Tovabba a nagyobb atmérdjli interlobularis duktalis csatornak a {6 duktalis
csatornaba a (Wirsung duktus) szdjadzanak be, ami az egész pankredszon végig halad. A 6
duktalis csatorna beszajadzik a kozds epecsatornaba, ami a Vater-papillan keresztiil csatlakozik
a duodenumhoz. A human pankredszban néha taldlhaté egy masik duodenumba szajadzo
csatorna is, amit Ductus Santorininek neveziink. Ez a kivezetd csé a kozos epevezetektol
fliggetleniil a proximalis duodenumba fog vezetni a pankredsz dorzélis részébdl (Dolensek,

Rupnik, és Stozer 2015).
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1. abra: Pankreasz anatomiaja (Dolensek, Rupnik, és Stozer 2015)

1.2. A pankreasz sejtjeinek attekintése

1.2.1. Endokrin sejtek altalanos jellemzése

A pankreaszban megkiilonboztetiink exokrin és endokrin elvalasztast sejteket. Ezek a sejtek
kiilonb6z6 funkcidkat latnak el a szervezeten beliil. Az exokrin része emésztdenzimeket valaszt
ki a tapcsatornaba, az endokrin része hormonokat szekretal a vérbe. A pankredsz 1-4%-at az
endokrin szekréciot végzd Langerhans-szigetek teszik ki (Longnecker 2014). Ezek a sejtek
ovalis, kor vagy szabalytalan morfologiat mutatnak €és egy Langerhans-szigetben tobb ezer is
megtalalhat6 (Dolensek, Rupnik, és StoZer 2015). A szigetek legalabb 5 féle polipeptid hormont
képesek szekretalni endokrin modon: inzulint, gliikkagont, szomatosztatint, ghrelint és
pankreasz polipeptidet (Longnecker 2014). A legnagyobb szamban a béta sejtek talalhatdak
meg, melyek inzulint termelnek és a Langerhans-szigetek 50-70%-at teszik ki. Az alfa sejtek
20-40%-ban talalhatoak meg és gliikagont, a delta sejtek és az F-sejtek kevesebb mint 10%-ban
vannak jelen és szomatosztatint, illetve pankreasz polipeptidet, az epszilon sejtek pedig ghrelint
szintetizalnak és kevesebb mint 1%-ban taldlhatdak meg a Langerhans-szigetekben (Dolensek,
Rupnik, és Stozer 2015). A gliikagon €s az inzulin a vércukorszintet szabalyozza, mig a ghrelin
a szervezet energia homeosztazisaért felel (Yanagi és mtsai. 2018; Zhou és Melton 2018). A
szomatosztatin a gyomor-bél hormonok iiriilését, a pankredsz enzimek felszabadulasat és a
bélrendszer mozgasat regulélja (Tulassay 1998). A pankreasz polipeptid pedig fontos szerepet
jatszik a gyomorban taplalék iiriilésének modulalasdban, mivel gatolja az epeszekréciot és

jelentds gliikkdzszabalyozo funkcioval is rendelkezik (Banerjee és Onyuksel 2012).
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1.2.2. Exokrin sejtek altalanos jellemzése

A pankreaszt korilbeliil 96%-at exokrin elvalasztasu mirigy sejtek teszik ki. A szdvet
exokrin allomanyéanak csoportjaba tartozo f6 sejtek az acinus és a duktalis sejtek, melyek az
idegrendszer és hormonok szabdlyozasa alatt allnak (Longnecker 2014). Az acinus sejtek
csonka piramis alaki morfologiat mutatnak és a pankredsz funkciondlis egységeiként
proenzimeket szekretalnak, amik a duodenumban aktivalodnak (Leung és Ip 2006). A duktalis
karbonatban gazdag folyadékot szekretalni, ami semlegesiti az erdsen savas pH-t és
megakadalyozza a korai tripszinogén aktivaciot a duodenumban. A duktélis sejtek bikarbonat
CFTR-csatorna (Barreto és mtsai. 2021). Ennek a csatornanak hidnya vagy koéros mitkddése
fontos szerepet jatszik egyes betegségek kialakulasaban és fokozottan tanulményozzak az akut

pankreatitiszt kivaltd okaiban (Pallagi, Hegyi, és Rakonczay 2015).

1.3. A pankreasz exokrin sejtjeinek fo feladata

A pankreasz exokrin sejtejeinek egyik fO feladata az emésztdenzimek kivélasztasa a
duodenumba és a bevitt taplalékok emésztése. A pankredsz kiilonboz6 tapanyagokra specifikus
enzimeket tud elvalasztani. A fehérjéket a protedzok hidrolizaljak, a nukleinsavakat nukledzok
¢s a szénhidratokat gliikozidazok. Megkiilonboztetiink az enzimeken beliil kézvetlen modon
aktivalodo emésztdenzimeket, melyek enzim hasitas nélkiil képesek aktivalodni. Illetve vannak
enzim dependens zimogén enzimek, melyek mdas enzimek segitségével aktivalodnak. Az
utobbiaknak két osztalyat kiilonboztetjiik meg, a szerin proteazokat és a metalloproteinaz tipusu
enteropeptidazokat. A szerin protedzok csaladjaba tartoznak tobbek kozott a tripszinek, a
kimotripszinek és elasztazok, melyek kiilonb6zd specifikus aktiv centrumot hordoznak. A
tripszin koOzponti szerepet jatszik a tobbi emésztéenzim szabalyozasaban. A tripszin a
legnagyobb mennyiségben taldlhatd meg €s az emésztdenzimek mintegy 19%-at teszi ki a
hasnyalnak. Az aktivalddott tripszin bazikus helyen hidrolizalja a peptideket, amelynek hasitasa
torténhet arginin €s lizin mentén (Whitcomb és Lowe 2007). Az aktivalasaban fontos szerepet
jatszik az enterokindz, ami az enzimet a hasitas soran tripszinné alakitja. A doudenumban az
aktivalt tripszin tovabbi proenzimek (pl.: kimotripszinogén, prokarboxipeptidaz, proelasztaz)

aktivacidjat eredményezi (Hoyle 1997). A kimotripszin a masodik leggyakoribb szerin proteaz,
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9%-ban taldlhatd6 meg a pankreasz altal szekretdlt enzimek kozott. A kimotripszin aromas
aminosavak mentén hidrolizal, mint példaul a triptofan, fenil-alanin és tirozin. A harmadik 6
enzim a mar emlitett szerin protedzok f6 osztalyaba tartozé elasztaz. Ezt az enzimet a tripszin
aktivalja a duodenumba és a szerin, glicin, alanin elagazé aminosavaknal képes hasitani. A
karboxipeptidazok a masik f6 osztalyba, a cinket tartalmazo metalloproteazok osztalyaba
tartoznak. Ezen enzimeknek tovabbi alosztdlyait kiilonboztethetjiik meg, melyek kozott
vannak, amelyek a fehérje utols6 savas, aromas, semleges aminosav oldallancat tamadjak,
ezeket a karboxipeptidaz A alosztalydba soroljuk. Illetve vannak, amelyek bazikus oldallancu
aminosavak mentén hasitanak, dket a karboxipeptiddz B enzimek kozé soroljuk. A zsirok
emésztéséért a pankredsz altal termelt lipazok feleldsek. A lipazok koziil az egyik legismertebb
a pankreatikus lipaz, ami egy karboxil-észteraz és acilglicerideket képes bontani (Whitcomb ¢és
Lowe 2007). A kolipdz koenzimként nélkiilozhetetlen a pankreatikus lipdz megfeleld
miikodéséhez (Lowe 1994). A legspecifikusabb lipaz a karboxil észter lipaz, ami képes
triglicerideket, ceramidokat, foszfolipideket, vitaminésztereket és galaktolipideket bontani. A
hasnyalat tartalmaz6 4. zsirsav bont6é enzim a foszfolipdz A2, amely dontd szerepet jatszik a
foszfolipidek emésztésében és metabolizmusaban. A pankredsznak egyetlen szekretalt
szénhidratokat bont6 gliilkoziddz enzime van, az a-amildz. Az enzim kozvetleniil aktivalodik és
képes a poliszacharidokat oligoszacharidokkd €és monoszacharidokkd bontani, melynek f6
hasitasi helye a keményitd 1-4 a-D-gliikoz glikozidos kdtéseinek bontasa (Whitcomb és Lowe
2007). Tovabba a pankreasz nedvnek elkiilonitiink DNS-t és RNS-t bontdéenzimet, a DNaz 1-et
¢és az RNaz A-t (Williams 2021; 2018). Az RN4z A katalizalja az egyes szalt RNS-ben 1év6 3°-
5’-foszfodiészter kotések hidrolizisét, ha a 3’ végen pirimidin vaz talalhato (Williams 2018). A
DNaz 1 egy kétértéki kation fiiggd endonukledz, amely képes a DNS 3’ és 5’ végén talalhato
foszfodiészter kotéseket bontani (Williams 2021).

1.4. A pankredasz acinus sejtjeinek miikodése fiziologiai

koriulmények kozott

Az acinus sejteken beliili szignalizacid fiziologiai koriilmények kozott fontos szerepet tolt

crer

patologias AP-t kivaltd tényezdiben (Maléth és Hegyi 2016). A pankreasz enzimeinek
szekrécidja neuro-hormonalis szabalyozas alatt all (2. abra). A szekrécid az acinus sejteken és

duktilis sejteken keresztiil valosul meg. A Ca®" megemelkedését a citoszolban a nervus vagus
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¢s a kolecisztokinin (CCK) tudja serkenti (Petersen és mtsai. 2021). A nervus vagus acetilkolin
felszabadulas altal aktivalja a metabotropikus-acetilkolin 3 receptorokat és elinditja a
szignaltranszdukcios utat a sejtekben. A receptor Gg-proteinhez kapcsolt és aktivalja a
foszfolipaz C-t, ami a foszfatidil-inozitol-4-5-biszfoszfatot hasitja diacil-glicerinné és inozitol-
3-trifoszfattd (IP3). A magas IP3 szint kovetkezménye, hogy a molekula a citoszolban
hozzakotddik a simafelszinii-endoplazmatikus retikulum (ER) IP;-receptoraihoz (IPsR) és Ca®*
kiaramlast okoz (Maléth és Hegyi 2016; Petersen és mtsai. 2021). A Ca*" kidramlas hat az ER-
ben talalhatoé Ryanodin-receptorokra és az IPsR-ra, aminek eredményeként még tobb Ca?* fog
kiaramlani a citoszolba (Pandol és Gottlieb 2022). Ez a szignaltraszdukcids Ut endokrin modon
is egyarant létre tud jonni kolecisztokinin altal CCK-1 receptorokhoz kotve (Biczo és mtsai.

2018).

Basolateralis membran Apikilis membrin
Ang Il —= Ca2*
=22
Secretin ‘ o Regulalt
X . _ szekrécid
- cAMP | = PKA O s 0@
VIP T Y (oo °o9°
0®
ACh S
Ca?* o
IP3 T A
DAG PKC
cCK

Szekréciés granulum

srers

Roviditések: Ang II: Angiotenzin II, VIP: Vazointesztinalis polipeptid, ACh: Acetil-kolin, CCK:
Kolecisztokinin, cAMP: Ciklikus-adenozin-monofoszfat, PKA: Protein kinaz A, DAG: Diacilglicerin
IPs: Inozitol-3-trifoszfat, PKC: Protein kinaz C

A magas Ca**jelek a sejtek apikalis részére korlatozodnak, aminek oka a zimogének apikalis
részen torténd szekrécidja és az IP3R érzékenysége citoszolba (Gerasimenko, Gerasimenko, és
Petersen 2014; Saluja és mtsai. 2019). A Ca?>" homeosztazis fenntartasaban fontos szerepet
jatszanak az ATP-fiiggd "stored-operated” Ca®" (SOCE) csatornak, mint péld4ul a tranziens
receptor potencidl csatorna 3 (TRPC3), a ,,calcium release-activated calcium channel protein
17 (Orail) és az ER-ben talalhat6 ,,Stromal interaction molecule 17 (STIM1) (Maléth és Hegyi
2016). A citoszolbdl a Ca?" visszatdltését az ER-ben talalhato simafelszinti endoplazmatikus-

retikulum Ca®>" (SERCA) csatorna biztositja, illetve a citoplazma talzott mértékii Ca®"



crcr

fent. Ha az ER-raktarak kezdenek kimeriilni, akkor a plazmamembranban 1évé STIM-1 Ca**
szenzorok érzékelik és indukaljak nyitasra a SOCE-csatornakat, amik a plazmamembranhoz
kozelebb 1évo ER-ciszternakon helyezkednek el. Ennek kovetkeztében a csatorndk kinyilnak és

biztositjak a Ca** bearamlast az extracellularis térbdl az ER-be (Pandol és Gottlieb 2022).

1.5. A pankreasz betegségei

1.5.1. Az akut pankreatitisz

A pankredsznak szamos betegsége ismert, ezek koziil az egyik az akut pankreatitisz (AP),
ami a szerv heveny gyulladdsos allapotat jelenti (Saluja és mtsai. 2019). AP az egyik
leggyakoribb kérhazi kezelést igényld gasztroenterologiai betegség, amely egyarant érint fiatal
gyermekeket, iddseket, férfiakat és ndket (Szatmary és mtsai. 2022). Noveli a gyulladas
kialakuldsanak kockazatat az alkohol fogyasztas, a dohanyzas, illetve a magas zsirbeviteli
étrend €s az epekd okozta duktalis csatorna elzarddas (Barreto €s mtsai. 2021). A gyulladas
diagnosztizalasa 3 kritériumon alapszik: tartos, gyakran hatba sugarzo6 epigrasztikus fajdalom;
az amilaz vagy lipaz 3-szoros szintje a normal értékhez képest; a képalkoto eljarasok diagnozisa
(Méagneses magrezonancia képalkotas-MRI, Ultrahang-UH, Kontrasztanyagos
Computertomografia-CECT). Ha a tlinetek koziil legalabb kettd teljesiil, akkor nagy
valoszinliséggel akut AP all fenn. Az AP-nek a szoveti vizsgéalatok alapjan két tipusa van, az
interstitialis 6démas pankreatitisz €s a nekrotizald pankreatitisz. Az interstitialis AP-ra jellemz6
a pankredsz diffuz megnagyobbodésa, amely 6démaban jelenik meg, és altalaban a klinikai
tiinetei egy héten belill elmulnak. A nekrotizal6 pankreatitisz sokkal stulyosabb az 6démésnal,
mert a peripankreatikus tér és a pankreasz szévete is sériil, ami szervi diszfunkciot is okoz. A
sulyossagot a 2013-as feliilvizsgalt atlantai klasszifikacid alapjan 3 csoportra osztottak: enyhe
AP, kozepesen sulyos AP és stlyos AP. Az enyhe AP-re jellemzd, hogy nincs szervi elégtelenség
¢s lokalis szovédmény. Ellenben a kdzepesen sulyos gyulladas szervi elégtelenséggel és szervi
nekrozissal jarhat. Hosszantartd beteg ellatast nem igényel, de vannak egyes esetek, amikor
kronikus szovodmény alakul ki, mint példaul kronikus szivelégtelenség. A sulyos AP jellemzdje
a tobb mint 48 oran at tartd tartds szervi elégtelenség, amit kisérhet fokozott szisztémas
gyulladésos valasz szindroma (SIRS), és akut 1égzési diszstressz szindroma (ARDS). Ebben a

csoportban a mortalitdsa elérheti akar az 50%-ot is (Banks és mtsai. 2013).



1.5.2. Az AP pathomechanizmusa acinus sejtekben

Az AP pathomechanizmusiaban nagyon fontos szerepe van a pathologidsan magas
intracellularis Ca** koncentracionak. A gyulladast kivaltd egyik legfébb tényezd, hogy Ca**
koncentracié felborul és pathologids Ca®' szignalok alakulnak ki a citoszolban (3. 4bra). A
magas Ca®’ szint kdvetkezménye, hogy a mitokondrilis permeabilitdsi tranzicids porus
(MPTP) miatt a mitokondrium membran atjarasa nagyobb lesz, igy emelkedik a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) szintje az intracellularis térben. Az MPTP-n keresztiil viz aramlik a
mitokondrium matrixaba és fesziilést indikal a bels6 membranra, ami kihat az intermembranban
kialakul6 elektrokémiai gradiensre (Maléth és Hegyi 2016). Ennek hatasara a mitokondriumban
talalhatd 1€gzési lanc szétkapcsolodik és a fesziilés hatdsdra a mitokondrium kippukad, majd
sériilés-asszocialt molekularis mintazatokat (DAMP) szabadit fel a citoszolba (Pandol és
Gottlieb 2022). Mivel a mitokondriumok miikodése lecsokken, igy az ATP képzés is, ezért az
ATP-dependens pumpdak, amik az intracellularis Ca** homeosztazis fenntartisaban jatszanak
szerepet elvesztik aktivitdsukat (Maléth és Hegyi 2016). Ezek a valtozasok korai tripszinogén
aktivaciohoz vezethetnek az acinus sejtekben €s a tobbi proenzim aktivaciojat fokozzak, majd
a sejtek karosodasat vonjak maguk utan. Az intracellularis térben 1évd lizoszomak és zimogén
granulumok kolokalizacioja az egyik fobb oka a korai tripszinogén aktivacionak. Az AP sordn
az autofagiat végz0 lizoszomak is zavart szenvedhetnek, ami altal csokken a lizoszomalis
membran fehérjék (LAMP) mennyisége. Ezek a fehérjék erésen glikolizalt molekula
szerkezetiik miatt védik a lizoszoma membrant és a citoplazmat a savas hidrolazoktol. Fontos
szerepet toltenek be még fiziologias koriilmények kozott a proenzim aktivitdsaban a savas
hidrolazok, ilyen példaul a katepszin L és a katepszin D. A katepszin L képes lebontani a
tripszint és a tripszinogént, mig a katepszin D fontos szerepet tolt be a katepszin B aktivitdsanak
mechanizmusdban. Ha a LAMP fehérjék zavart szenvednek vagy mennyiségiik csokken, illetve
a katepszin L és a katepszin B egyensulya felborul akkor kdrosodott korai autofagia torténik az
acinus sejtekben. Ennek eredménye, hogy a lizoszomak és az autofagolizoszomak fuzionalnak
a zimogén granulumokkal és a benniik talalhaté savas hidrolazok (katepszin B) aktivaljak a
tripszinogént tripszinné. Ezaltal a tripszin miikodésbe hozza a tobbi granulumban talalhato
proenzimet, ami az acinus sejtek ,,0nemésztésevel” majd pusztulasaval fog jarni (Saluja és

mtsai. 2019).
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3. abra A patholégidsan magas intracellularis Ca?" hatasai a pankredsz acinus és duktusz
sejtekre, aminek a kovetkezménye az AP kialakuldsa. Az AP-t okozo6 toxikus stresszfaktorok
hataséra az intracellularis Ca?*felszabadulhat az endoplazmatikus retikulumbol (ER) vagy savas
organellumokbdl. Azonban a toxinok allando jelenléte tobb mechanizmuson keresztiil megnyujtja a
Ca*'jeleket, ami az ER Ca’" kimeriilését és az extracellularis Ca*" bearamlasat fogja eredményezni. A
stresszfaktorok (példaul epesavak vagy nem oxidativ etanol-metabolitok) kozvetleniil karosithatjak a
mitokondriumokat, novelve a reaktiv oxigénfajok termelését, ami hosszu tavon az MPTP
megnyitasahoz és a mitokondrium pusztuldsahoz vezet. Az intracellularis ATP hidnya zavarja a Ca>*
visszavételi pumpék, példdul a PMCA vagy a SERCA miikodését. Ezek a véltozasok egylittesen

IRV

intracellularis aktivaciojahoz, valamint a duktalis folyadék ¢s HCO;™ szekrécio karosodasahoz vezet.
Osszességében ezek a véltozasok sejtnekrozist és AP-t valtanak ki (Maléth és Hegyi 2016).
Roviditések: ER: Endoplazmatikus retikulum, MPTP: Mitokondrialis permeabilitasi tranzicids porus,
PMCA: Plazma membran Ca**, CypD: Ciklofillin-D, CFTR: Cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia regulator, SLC26A6: Solute carrier family 26 member 6 anioncseréld csatorna.

Az acinus sejtek pusztuldsa sordn pro-apoptotikus és pro-inflammatorikus faktorok
szabadulnak fel a citoszolban. A pro-apoptotikus fehérjék, mint példaul a kaszpaz 3 és citokrém
C a citoszolba apoptozist indukalnak. A pro-inflammatorikus faktorok, mint példaul
mitokondrialis DNS (mtDNS), heat shock protein 60 (HSP60) és a kardiolipin, gyulladast
indukdlnak ¢és serkentik a velesziiletett immunvalaszt (Pandol és Gottlieb 2022). Ezek a
mitokondrialis molekuldk hozzakotddnek a sejt citoplazmatikus ,,Nukleotid-oligomerization-
domain-like” receptoraihoz (NLR), aminek soran a sejt fokozza a gyulladdsos medidtorok
felszabaduléasat a nuklearis faktor-kappa B-n (NF-kB) és a NLRP3 inflammoszéman keresztiil.
Az NLRP3 inflammoszoma az egyik legjobban tanulmanyozott gyulladasi faktor, ami inaktiv
NLRP3-bodl, ,,apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD”-bél (ASC),
prokaszpaz 1-b6l és ,NIMA-related kinase 77 (NEK-7) fehérjébol all. Az NLRP3
inflammoszoma aktivalasahoz két aktivalo jelre van sziikség. Az els6 aktivalo jelet altaldban a

sejteken talalhato citokin-receptorok (IL-1R, TNF-aR) vagy Toll-like receptorok (TLR) fogjak
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biztositani, ami gyulladdsos mediatorok expresszojat eredményezik az NF-xB altal. A
receptorok egy szignaltranszdukcion keresztiil aktivaljdk az Ik-B kinazt a sejtben, ami
foszforilalja az Ik-B-NF-kB komplexet. Az Ik-B konformécioja megvaltozik, majd disszocial
az NF-kB-rdl és az NF-«B a citoplazmabol transzlokalddik a sejtmagba. Ennek hatasara az NF-
kB kiilonb6z6 gyulladasos mediatorokat fog expresszalni, mint példaul a pro-IL1-B, pro-IL-18
¢s az inaktiv NLRP-3 fehérjét. A gyulladds masodik aktivald jele az intracelullaris térben 1évo
mitokondrialis és lizoszomalis karosodasok, melyek olyan intracellularis DAMP-kat
szabaditanak fel, amik aktivaljak az NLRP3 inflammoszoma kialakuldsit. Az NLRP3
inflammoszoma képes lesz aktivalni pro-inflammatorikus medidtorokat, amik ezaltal eldsegitik
a kemotaxist és novelik a szovetek €s a leukocitak kozotti adhézidt (Liu és mtsai. 2017). A
leukocitak a gyulladasos citokinek hatdsara jelatviteli itvonalakat nyitnak meg, ami tovabbi
kemokin felszabaduléssal jar, ilyen példaul az IL-6, IL-1, és a TNF-a. Az els6 legfontosabb
leukocita, ami megtalalhat6 a gyulladas soran a szovetek kozott az a neutrofil granulocita. A
granulocitak citokineket termelnek, amik tovabb indukaljak a makrofagok és dendritikus sejtek
toborzasat, tovabba ndvelik kornyezd szoveti intercellularis adhéziés molekula 1 (ICAM-1)
expresszot. A toborzast kdvetden a sejtek a sériilt pankredsz szovetet eliminaljak és fokozzak a
helyi ROS képzddést a szovetben (Barreto és mtsai. 2021).

Az AP-t kisérletesen allatokban is ki lehet valtani, példaul a CCK hormon analdgjaval
(cerulein), epesavakkal (pl. kenodezoxi-kolat), L-argininnel ¢€s etanol nem-oxidativ
metabolitjaival (pl. palmitoleinsav etil észter) (Maléth és Hegyi 2016; Petersen és mtsai. 2021;
Biczo és mtsai. 2018). A kenodezoxikolsav az epekd elzarddas okozta pankreatitiszt tudja
modellezni. A hosszantarté mechanikai nyomas eldidézésével a Piezol-csatornak aktivalédnak
és ennek kovetkeztében Ca®" dramlik be a citoplazmaba (Pandol és Gottlieb 2022). A CCK
analogok, mint példdul a cerulein képesek hiperstimuldciot eléidézni, amelynek soran
pathologiasan magas Ca”* jeleket okoznak a citoplazmdba. Kimutattak, hogy az oxidativ etanol
metabolizmus gétlasa vagy a nem oxidativ etanol metabolizmus novelik az AP kialakulasanak
a kockazatat. A pankredsz duktalis sejtjei alacsony alkohol koncentracié (1 mM) esetén
fokozzék a folyadék szekréciot, mig magasabb koncentracional a folyadékszekrécio csokken

(Maléth és Hegyi 2016).

1.5.3. Kronikus pankreatitisz

A pankreasz masik sulyos megbetegsége a kronikus pankredtitisz (KP), ami egy

multifaktoridlis, fibroinflammatorikus szindréma, ami epizddikusan kialakuldé gyulladast
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indukal a szovetben (Beyer és mtsai. 2020; Hart és Conwell 2020). A gyulladés kovetkeztében
a pankredsz parenchima helyét fibrotikus szovet fogja fokozatosan atvenni. Ennek
kovetkeztében kialakulhat exokrin és endokrin pankreasz elégtelenség, ami soran nagy
mértékben csokken az emésztéenzimek €és a hormonok szekrécioja. Végiil a betegség csokkent
¢letmindséget ¢és rovidebb élettartamot eredményez paciensek szamara. A KP klinikai
megjelenése hasonld az AP-hez, ami epigrasztikusan hatba sugarzo hasi fajdalmat és a
pankredsz anatomiai elvaltozasait eredményezi, amit képalkotd eljarasokkal (CT, MRI, UH)
diagnosztizalnak (Beyer és mtsai. 2020). A legfobb kockézati tényez6i, melyek hajlamosak a
KP kialakuldsdra a kovetkezok: 1. toxikus-anyagcsere, 2. idiopatia, 3. genetika, 4.
autoimmunitas, 5. visszatérd sulyos vagy obstruktiv AP (Etemad és Whitcomb 2001). A KP
kezelése jelenleg kihivast jelent, és bar nincs olyan terdpia, amely képes lenne teljesen
megallitani vagy visszaforditani a betegség folyamatat, azonban mar folynak kutatdsok a
betegség mechanizmusainak jobb megértése ¢s lefolyasanak befolyasolasa érdekében (Hart és

Conwell 2020).

1.6. A hidrogén-szulfid hatasa az é16 szervezetekre

1.6.1. Endogén modon felszabadulo H.S

Az emberiség a hidrogén-szulfid (H2S) €10 szervezetekre gyakorolt hatasat mar kozel 300
éve ismeri (Bhatia és mtsai. 2005). El0szor kornyezeti, mérgezd géazként tekintettek ra és
toxikologiai hatdasmechanizmusaira Gsszpontositottak. Az elmult két évtizedben azonban
kideriilt, hogy a H2S endogén mddon is termelddik és fontos hatasai vannak a sejtekre (Dilek
¢s mtsai. 2020). A HoS egy lipofil jellegli molekula, ami lehetdvé teszi az akadalytalanul torténd
diffazot a sejtekben. Szamos emlds szovetben termelddik, mint példaul szivben, agyban,
pankredszban, vesében és majban (Bronowicka-Adamska és mtsai. 2019). A H»S a nitrogén-
monoxid (NO) ¢és szén-monoxid (CO) mellett egy endogén gazotranszmitter, amely
szervezetben piridoxal-foszfat fliggd enzimek segitségével tud 1étrejonni a metionin €s cisztein
aminosavakbol (4. abra) (Magierowski és mtsai. 2017). A folyamat katalizalasaban foként a
kovetkezd enzimek vesznek részt: cisztationin-f-szintaz (CBS), 3-merkaptopiruvat-S-
transzferdz (MPST), cisztationin-y-liaz (CSE). Az L-homociszteinbdl L-cisztationinnd vald

atalakulast a CBS biztositja, melynek melléktermékeként H,S szabadul fel. Ezt kovetden a CSE
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katalizélja a cisztation atalakulast L-ciszteinné és végiil az utolsé 1épéseket az MPST fogja
katalizalni, melynek végén HzS fog termelddni (Bronowicka-Adamska és mtsai. 2019). A HoS
katalizalasaban fontos szerepet jatszanak a szulfid oxidéacios egység (SOU) mitokondrialis
enzimei, amik sorozatosan oxidaljak a H»S-t. A SOU enzimei kozé tartozik a szulfo-kinon-
oxidoreduktaz (SQR), szulfid-dioxigenaz (SDO) és a tioszulfat-kéntranszferaz (TST). Az els6
reakcioban az SQR 4atalakitja a HoS-t a glutation (GSH) segitségével glutation-perszulfidda
(GSST), majd a kovetkezd 1épésben az ,,ethylmalonic encephalopathy protein 1” (ETHEI)
katalizalja a GSST atalakulasat szulfittda és GSH-va. Az utolsé reakciot a TST és SDO

katalizalja szulfatta és tioszulfitta, ami vissza alakulhat H»S-¢é (Marutani és Ichinose 2020).
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4. abra A H.S endogén bioszintézise. Az abran lathatjuk az emlds pankredszbol endogén mddon
felszabadulo H»S folyamatat (Bronowicka-Adamska és mtsai. 2019).

Roviditések: CAT: Cisztein aminotranszferaz; CBS: Cisztation B-liaz; CTH: Cisztation y-liaz; GSSG:
Glutation oxidalt forma; DAO: D-aminosav oxidaz; MPST: 3-merkaptopiruvat kéntranszferaz; 3MP:
3-Merkaptopiruvat; PA: piruvat; SQR: Szulfid kinon oxidoreduktaz; SDO: Kén-dioxigenaz; TST:
Rodanaz.

A H>S egyik fontos tulajdonsaga, hogy bimodalis a hatismechanizmusa. Altalaban alacsony
H>S koncentrécio esetén fizilogiai koriilmények kdzott szabalyozo, citoprotektikus €s gyulladas
csokkentd hatdsa van. Ezzel szemben magas koncentracidban prooxidans, citosztatikus,
valamint citotoxikus hatasokat valthat ki (Dilek ¢és mtsai. 2020). A H>S molekula
elektrondonorként funkciondl a mitokondriumban és noveli az ATP-szintadz aktivitasat
(Szczesny és mtsai. 2014) . Egyes kutatdsok szerint a HoS fontos szerepe van a kardio-
vaszkularis rendszerben a simaizomsejtekre (Drucker és mtsai. 2018). A H,S kapcsolatban

allhat a nitrogén-szintdz enzimmel, ami altal serkentheti a NO termelést és igy a vazodilataciot,
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¢s ez csokkenti a vérnyomdst és modulalja a bélrendszeri véraramlasat. Nekrotizalo
enterokolitisz egér modelljében kimutattak, hogy a H»S segitette a sulygyarapodast, javitotta a
bélperfuzidt és szignifikdnsan csokkentette egyes gyulladas keltd citokinek mennyiségét

(Drucker és mtsai. 2018).

1.6.2. Az organoszulfur vegyiiletek hatasai a gyulladasban

Az organoszulfur vegyiiletek a ként tartalmazo szerves vegyiiletek alosztalyaba tartoznak,
amelyek valtozatosan fordulnak eld. Eléfordulhatnak az 6cednok mélyén, vulkanok belsejében
¢s akar Foldon kiviil, mas bolygdkon is. Ezeket a vegyiileteket eldszeretettel alkalmazzak a
gyogyaszatban antibiotikumként, iparban inert polimerként, a mezdgazdasagban novényvédo
szerként ¢és feltlintek hdbortikban vegyifegyverként. Valgjaban a legfontosabb szerepiik az
¢lovilag felépitésében van €s megtaldlhatjuk dket fehérjék aminosavaiban (cisztein, metionin),
vitaminokban (pl. biotin, tiamin), hormonokban (pl. inzulin, oxitocin) és energiatermeld
folyamatokban (pl. acetil-koenzim A). Ezeket a szerves kénvegyiileteket rendkiviil kis
koncentracioban is fel lehet ismerni jellegzetes szaguk miatt. Szamos zdldségben
megtalalhatoak, igy példaul a fokhagymaban, poréhagymaban, kaposztaban, brokkoliban és
karfiolban (Eric Block 2023). Mivel ezek a fitonutriensek nagymértékben legfoképpen a
(Brassicaceae, Allium) novényekben ¢s gylimolcsben taldlhatoak meg, igy alapvetd
taplalkozasbol szarmazd pozitiv hatdsokkal rendelkeznek ¢és a kiilonféle betegségek
kialakuldsanak kockazatat is csokkentik (Ruhee és mtsai. 2020). A szerves kénvegytileteknek
kiilonféle csoportjat kiillonboztetjiik meg szerkezetiik alapjan. Tartalmazhatnak heteroatomokat,
amelyek a kén mellett oxigén és nitrogén atomot is magukba foglalnak. Kiilonféle szerkezeteket
¢s kotéseket tudnak kialakitani a szén atomokkal. A tiolokban -SH csoportok kapcsolodnak a C
atomokhoz, és szerkezetileg hasonldak az alkoholokhoz. A tioészterekben viszont C—S—CO—C
kotés 1étesiil, ilyen példaul az acetil-koenzim, ami kiemelt szerepet jatszik az energiatermeld
folyamatokban. A funkcids csoport alapjan a kénorganikus vegyiiletek kozé tartoznak az
izotiocianatok, az allil- és szulforafan-vegyiiletek (Eric Block 2023). Az allil-vegyiiletek, mint
példaul a diallil-szulfid (DAS), diallil-diszulfid (DADS), diallil-triszulfid (DATS) legféképpen
az allium nemzetségben a hagymakban taldlhatéak meg. Ezek a vegyiiletek a hagymak
jellegzetes izét €s aromajat adjak, amik vizben nem, de olajban kivaléan oldodnak. Kutatasok
altal bizonyitottak, hogy a fokhagyma szerves kénvegyliletei szamos kronikus betegség,
szivelégtelenség, cukorbetegség és fertdzések ellen pozitiv hatasai vannak. Kimutattak, hogy a

hagymaban talalhaté DATS csokkenti a gram-negativ baktériumok fala (lipopoliszaharid - LPS)
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okozta makrofag aktivaciot a gyulladas soran. A kisérletekben bebizonyosodott, hogy
csokkentette a nitrogén-monoxid szintdz és a ciklooxigendz II aktivitdst, aminek hatisara
lecsokkentek a fobb gyulladast keltd mediatorok, a nitrogén-monoxid (NO) és a prosztaglandin
gatolja az NF-kB aktivaciot és az Ik-B degradaciot a proteoszomaban, ami az NF-xB
transzlokacidé blokkolasaval jar (LEE ¢és mtsai. 2015). Ezen molekularis mechanizmusok
Osszességében csokkenthetik a gyulladds mértékét a szovetekben. A fokhagymaban a DATS
mellett megtaldlhatbak mas organoszulfur vegyiiletek, mint példdul a dimetil-triszulfid
(DMTS). Kimutattak, hogy a DMTS képes a tranziens receptor potencial anikrin 1 (TRPA1)
receptorokra hatni tigy, hogy az aktivalt TRPA1 receptorokon keresztiil Ca** aramot valtanak
ki, ezaltal depolarizalddik az érz6 idegsejt és szomatosztatin szabadul fel a szinaptikus térbe.
Ennek eredményeként kotddik a szomatosztatin  4-es tipusi receptorokhoz, ami

fajdalomesillapitast idéz eld a szervezetben (Pozsgai és mtsai. 2017).

1.6.3. Exogén mddon felszabadulé H,S

1.6.3.1. A H:S hatasai az AP-ban

A kén tartalmu szerves vegyiiletekbdl felszabaduld H»S fontos szerepet jatszhat az AP
pankredsz sejtekre nézve (Sidhapuriwala €s mtsai. 2012; Orjan és mtsai. 2023; Bronowicka-
Adamska és mtsai. 2019; Rao és mtsai. 2015). Ellenben egyes kutatdsok alapjan a HoS
felszabadulasat katalizalo enzimek (pl.: CSE) génjeinek torlése vagy gatldsa (propargilglicin
még nem nagyon tisztazott, mivel sok egymasnak ellentmond6 adat all rendelkezésre (Bhatia

2010).

1.6.3.2. AP39 szerepe a gyulladasban

A H2S nem csupan endogén uton lehet jelen a szervezetben, hanem exogén Uton bevitt
organoszulfur (H2S donor) vegyiiletekbdl is felszabadulhat. Az organoszulfur vegyiileteken
beliil a HoS felszabadulasanak sebessége alapjan megkiilonboztetiink gyors (NaHS, NaxS), és a
lasstt (GYY4137, DMTS, AP39, ATB-346) H»S felszabadito vegyiileteket (Dilek és mitsai.
2020). Az AP39 egy mitokondriumokat célzd és lassa H»S-t felszabadité donor molekula.
Szerkezetét tekintve trifenil-foszfoniumbol (TPP+) all, amely egy alifas linkerrel H2S donor

csoporthoz kapcsolodik. Ennek a szerkezetnek célja, hogy specifikusan a mitokondriumhoz
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iranyitsa a molekulat, mivel a TPP+ képes a mitokondriumban felhalmozodni. Kutatasok altal
igazoltak, hogy az oxidativ stressz hatdsara az AP39 antioxidans hatast mutatott, fenntartotta a
sejtek €letképességét, a mitokondridlis 1égzési lancot és a mtDNS integritasat (Szczesny és
mtsai. 2014).

1.6.3.3. ATB-346 szerepe a gyulladasban

Az exogén HoS donorok koziil a masik altalunk vizsgalt molekula az ATB-346. Ez a
molekula egy naproxen analdg, ami egy H»S-t felszabaditd nem szteroid tipusu gyulladas
csOkkentd molekula (NSAID) (De Cicco és mtsai. 2016). Az NSAID-ok gyulladascsokkentd,
fajdalomesillapité és kemoprevencialis hatést fejtenek ki, de az alkalmazasuk a klinikumban
sulyos mellékhatasokat okozhat a gasztrointesztinalis rendszerben (Magierowski és mitsai.
2017). Ugyanis gatoljak a prosztaglandinok szintézisét, ezaltal csokkentve a gyulladas
mértékét, de ez a bélbarrier meggyengiilését okozza, mivel ott a prosztaglandinoknak protektiv
hatasai vannak (Van Dingenen és mtsai. 2019). Jelenleg az ATB-346 kutatasi fazisban van,
gyulladascsokkentd, valamint gyomor- és nyombélfekéllyel szemben mutatott protektiv

hatésait vizsgaljak (Campolo és mtsai. 2014).

Az ATB-346 molekulét tanulmanyoztak posztoperativ ileuszban, ami egy gyomor-bélrendszeri
motilitdsi megbetegedés. Jellemzdje, hogy a miitéteket kovetden jelentkezik és egy fokozott
gyulladasos reakciodval jar a gasztrointesztinalis rendszerben, ami a bélrendszer simaizmait
érinti. Ebben a megbetegedésben kimutattdk a kisérlet soran, hogy az ATB-346 képes volt
naproxennel szemben csokkentette a nitrogén monoxid-szintdz aktivitasat €s csokkentette a
bélnyalkahartya karosodast a posztoperativ ileusz betegségben szenvedd egerekben (Van
Dingenen ¢és mtsai. 2019). M. Magierowski és mtsai. is igazoltak a gyomor nyalkahartyajanak
ATB-346-tal kezelt protektiv hatdsat patkanyokban. A kisérlet soran kivaltottak egy akut
gyomorseériilést az allatokban és vizsgaltak a naproxent (NSAID tipusu hatdéanyag) és az ATB-
346 szisztémas gyulladascsokkentd hatdsat. A vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy
csOkkenti egyes gyulladdsos valasz markerek mennyiségét a vérben, illetve nem befolyasolta
negativan a mikrocirkulaciét €s nem valtott ki gyomor elvaltozasokat a stressz 4altal
(Magierowski ¢és mtsai. 2017). Az ATB-346 hibrid molekulat nem csak gasztrointesztinalis
megbetegedésekben vetették Ossze a naproxennel, hanem osteoarthritis modelljében is.
Felfedezték, hogy az ATB-346 molekula kondroprotektiv hatdsokkal bir, mig a naproxen
apoptozist indukal a porcsejtekben. A tanulmanyban kimutattak, hogy az ATB-346 képes a
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crer

porcokban. A gyulladas kdzben az ATB-346 csokkentette a makrofagok altal termelt TNF-a
citokin mennyiségét a szovetben és ezaltal képes volt csillapitani az iziileti hipernocicepciot és
fokozni a kondroprotektiv hatast (Dief és mtsai. 2015). Az ATB-346 molekula hatasat
alkalmaztak még human melanoma sejtek osztédasara és ndvekedésére is. A kisérlet soran
kimutattdk, hogy ez az organoszulfur vegylilet a kaszpaz-3 molekulan keresztiil képes volt
alapult ¢és az anti-apoptikus faktorok expresszojanak redukalasan keresztiil valosult meg (De

Cicco és mtsai. 2016).

2. Célkituzeés

Kutatasunk {6 célja, hogy feltarjuk az AP39 és az ATB-346 hatasat az experimentélisan
kivaltott AP-re. Ezekbdl a vegyiiletekbdl kiillonbozd terdpids dozisokat és koncentracidkat
hasznaltunk in vivo és in vitro koriilmények kozott. Az in vivo kisérletek soran vizsgaltuk az
AP39 és ATB-346 hatasait az AP sulyossdgara egérmodellen azaltal, hogy meghataroztuk a
pankredsz  6démat, leukocita infiltraciot, mieloperoxiddz aktivitdsat, a szoveti
sejtkarosodasanak a mértékét és a szérum amildz aktivitasokat. Az in vitro vizsgéalataink soran
célunk volt izolalt egér pankredsz acinus sejten meghatarozni az AP39 és ATB-346 citoprotektiv

hatésait az AP-t kivaltani képes vegyiiletek kezelése soran.
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3. Anyagok és modszerek

Az anyagokat a Merck Life Science Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszadg) vasaroltuk.

Amennyiben egy anyag mashonnan kertiilt beszerzésre, azt a szovegben kiilon feltiintettiik.

3.1. Oldatok

AP39 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) oldat (fiziologias sdoldatban): in vitro 300
nM, in vivo 20 uM. ATB-346 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) oldat (Polysorbate 80
[Poly80] és dimetil szulfoxidban [DMSO] oldva): in vitro 30 uM, in vivo 5 mM. Propidium-
jodid torzszsoldat (desztillalt vizben) 1 mg/mL. H33342 torzsoldat (bis-benzimid/ Hoechst
33342; desztillalt vizben) 1 mg/mL.

3.1.1. Az acinus izolalashoz hasznalt oldatok

Base Médium: DMEM/F12-ben (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
oldunk fel 0,25 mg/mL tripszin inhibitort (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY.,
USA) és 2 mM L-glutamint.

Digest Médium: Base Médiumban feloldunk 2,5 mg/mL borju szérum albumint (BSA) és
4500 Uenzim/ gpankreasz type IV kollagendzt (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood,
NJ, USA)

Rinse Médium: Base Médiumban feloldunk 5% magzati szérum albumint (FBS, Biosera,
BioTech Hungary Kft)

Acinus Sejtkultira Médium (ACCM): Medium-199-ben (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, oldunk fel 5% magzati szérum albumint (FBS), majd 2 mM L-glutamint és 0,25
mg/mL tripszin inhibitort.

3.2. Allatok

A kisérletekhez FVB/N tipusu him és ndstény egereket hasznaltunk fel. Az allatok szamara
optimalis koriilményeket biztositottunk (standard laboratoriumi tapanyag, allandd 23 °C-os

hémeérséklet, megfeleld paratartalom, vizhez vald szabad hozzaférés) és 12 6rds mesterséges
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szort fényli megvilagitast kaptak. Kisérleteinket az Eurdpai Unio 2010/63/EU iranyelvének €s
a 40/2013 (II.14.) Kormanyrendeletnek megfelelden végeztiik. Emellett a kisérleteket a helyi
(Szegedi Tudomanyegyetem) és az orszagos etikai bizottsagok is jovahagytak (X./1714/2020).

3.3. In vivo egér Kkisérletek

Az in vivo kisérletekhez him FVB/N egereket hasznaltunk. Az AP kivaltasa orankénti
10x50 pg/kg intraperitonedlis (ip.) cerulein injekcioval tortént. A kezelési csoportok az AP39-
cel végzett kisérletek soran a kdvetkezdk voltak: (1) kontroll csoport (fiziologias sooldat); (2)
vehikulum; (3) ip. cerulein és vehikulum csoport; (4) ip. cerulein és 2x0,125 pmol/kg ip. AP39
csoport; (5) ip. cerulein és 2x0,25 umol/kg ip. AP39 csoport; (6) ip. cerulein és 2x0,5 pmol/kg
ip. AP39 csoport. Az ATB-346 kezeldoldattal végzett in vivo egér kisérleteket kiilon végeztiik,
hasonléan FVB/N tipust him egereken. Az allatokat a kdvetkezd csoportokra osztottuk: (1)
kontroll csoport (fizioldgias sooldat); (2) vehikulum; (3) ip. cerulein és vehikulum csoport; (4)
ip. cerulein és 2x20 umol/kg per os (po.) ATB-346-tal kezelt csoport; (5) ip. cerulein és
2x40 pmol/kg po. ATB-346-tal kezelt csoport; (6) ip. cerulein és 2x80 umol/kg po. ATB-346-
tal kezelt csoport. A vehikulum csoportok olyan kontrollcsoportok, amelyeknél az AP39 és
ATB-346 oldoszereit alkalmaztuk dnmagukban. Az ATB-346 esetén ez a DMSO ¢és Poly80
elegye volt, mig az AP39 esetén ez DMSO ¢és fiziologias sdoldat volt. Az ATB-346 és az AP39
kezelések az elsd cerulein injekciot (0. ora) kdvetden a 2. és 5. orakban lettek beadva.

Az egerek testsulyat kezelés elott €s a kisérlet végén, a vagasok elétt megmértiik. Az
esetleges sulyvesztés, amit igy meg tudunk hatdrozni a gyulladés jelenlétére utalhat. A kezelés
és a testsuly lemerése utan az allatok terminélasa 12 6raval az els6 cerulein injekcid utan tortént
tulaltatassal (45 mg/kg ip. natrium-pentobarbital injekcid). Ezt kovetden a pankreédszt kivettiik

az allatokbol és transzkardidlisan vért gytijtottiink a tovabbi vizsgalatokhoz.

3.4. Az in vivo egér Kkisérleteket koveto vizsgalatok

Az in vivo kisérleteket kovetéen a gyulladas mértékét kiilonb6zé paraméterek
meghatdrozasaval vizsgaltuk. Szovettani metszetek hematoxilin-eozin festését kovetden
értekeltiik a szovetkarosodast, a leukocita infiltraciot, és az 6démat. Mértiik a pankredsz szoveti

viztartalmat, ami az 6déma sulyossagara utal; valamint a szdveti mieloperoxiddz (MPO)
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aktivitast, ami a leukocitak mennyiségével jol korreldl. Tovabba a szérumbodl az amilaz

aktivitast is mértiik, ami a pankredsz gyulladdsanak egyik markere.

3.4.1. Szovettani értékelés

A pankreész szovettani értékelése sordn a szovetkarosodast, leukocita infiltraciot és 6démat
pontoztuk. A szoveteket a metszésig €és a bedgyazasig 8%-os formalinban taroltuk. A parafinba
torténd bedgyazas utan a szovetekbdl 3 um-es metszeteket készitettliink és hematoxilin-eozinnal
festettiik meg. A hematoxilin egy bazikus festék, amely a sejtmagban 1év6 nukleinsavhoz valo
nagyobb affinitast és lilas szint mutat, mig az eozin savas kémhatésa révén rozsaszinre festi a
citoplazmat, extracellularis matrixot és a kollagént. Az eredmények szemikvantitativ pontok
alapjan és szazalékban kifejezett értékek szerint lettek meghatdrozva. A leukocita infiltracio
sulyossaganak mértéke 0-4-es skalan lett birdlva (0 — nincs leukocita infiltracio; 1 — infiltracio
néhol, interlobularisan; 2 — diffiz mérsékelt infiltracio interlobularisan; 3 — diffuz mérsékelt
infiltraci6 inter- és intralobuldrisan; 4 —difftiz stlyos infiltracio inter- és intralobulérisan). A
pankredsz 6déma stlyossdganak pontozasa 0-3-as skélan lett pontozva (0 — nem lathatdé 6déma;
1 — 6déma néhol, interlobularisan; 2 — diffuz és mérsékelt 6déma inter- és intralobularisan; 3 —
diffuz sulyos 0déma inter- és intralobularisan). A szdvetkarosodas mértéke szézalékban

kifejezett értékekben lett meghatarozva.

3.4.2. Pankreatikus mieloperoxidaz aktivitas mérés

Az in vivo kisérlet soran kivett és a mérésig —80 °C-on tarolt pankredsz szdveteket
hasznaltuk az MPO aktivitdsanak vizsgalatdhoz. Az eltett szoveteket felolvasztottuk, apro
darabokra vagtuk, majd tomegnek megfeleléen homogenizald puffert (A oldat, 5 mM
jodacetamid, 1 mM ditrioteitol, 4 mM benzamidin-hidroklorid, I mM fenilmetilszulfonil-
fluorid) adtunk hozza. A mintakat folyamatosan jégen tartva foszfatpufferben (KH>PO4 20 mM
¢s KoHPO4 20 mM buffer, pH = 7,4) homogenizaltuk Miccra D-9 Digitronic (Art-moderne
Laborteknik, Miillheim, Germany) szonikdlé eszkozzel. A szonikalas utdn a mintékat
lecentrifugaltuk (20000 RCF 4°C-on, 20 perc) és az iiledéket foszfat pufferben (50 mM KH2PO4
¢s 50 mM K,HPOj, pufter, pH = 6.0) felszuszpendaltuk, ami 0,5% hexadecil trimetilammonium
bromid detergenst (1 mL puffer/minta) is tartalmazott. Ezt kovetéen a mintdkat Gjra
homogenizaltuk 3 korben 10 masodpercig és Gjra lecentrifugaltuk (20 perc, 4000 RCF, 4 °C-
on). A feliiluszot eppendorf csovekbe helyeztiik és —80 °C-on taroltuk felhasznalasig. A
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kiolvasztast kovetoen a mintak MPO aktivitdsanak mérését 3,3°5,5’-tetrametil-benzidin-H,O»
szubsztrattal végeztiik, amely szinreakcid altal mutatta az MPO jelenlétét. A reakcidkat 96
lyuka sejttenyésztd lemezeken végeztilk szobahdmérsékleten és a mintdk 620 nm-en lettek

lemérve FLUOstar OPTIMA plate readerrel.

3.4.3. Pankreasz viztartalom meghatarozas

Az in vivo kisérleteket kovetden a szdveti viztartalom vizsgalatahoz mértiik a mintak nedves
és szaraz tOmegét. A kivett és megtisztitott pankredsz szovetdarab nedves tomegét Ohaus
Adventurer analitikai mérlegen (Parsoppany, NJ, USA) meghataroztuk, majd a mintakat
48 orara egy 100 °C-os Labnet Dry Bath blokktermosztatba (Labnet, Edison, NJ, USA)
helyeztiik. Ezt kovetden a kiszaradt szoveteket megmértiik mérlegen, igy tudtunk a
nedves/szdraz anyag tomegére kovetkeztetni a kdvetkezd egyenlet segitségével:

nedves tOmeg — szaraz tomeg

" x 100
nedves tomeg

3.4.4. Szérum amilaz aktivitas meghatarozas

Az in vivo egér kisérlet utan a koagulalt vérbdl centrifugélassal 6sszegytijtottiik a szérumot.
A szérum amildz aktivitdas meghatarozasat Alfa-amildz reagens kit (Diagnosticum Zrt.
Budapest, Hungary) segitségével végeztiik. A kit tartalmazott egy R1 reagenst (50 mM pH=7,15
HEPES puffer, 70 mM NaCl, 10 mM MgCl, >4 kU/L a-gliikozidaz) és egy R2 reagenst (3
mmol/L 4,6-etilidén-gliikkoz-7-nitrofenol (EPS), 50mM pH=7,15 HEPES puffer), amit 5:1
aranyban kevertiink 0ssze. A mérés 96 lyukt lemezben tortént, amibe eldszor 4 pL szérum
mintat pipettaztunk, majd a FLUOstar OPTIMA plate reader hozza adagolta az dsszeallitott
reagenst (300 pL/lyuk). A reagens hozzaadéasat kovetden a szérumban taldlhat6d alfa-amilaz
hatasara a 4,6-etilidén-Gliik6z-7-nitrofenolbol-bol kiilonb6zo melléktermékek keletkeztek.
Ennek kovetkeztében a koztes termékeket az alfa-glikoziddz bontotta tovabb gliikkozza és
nitrofenolla. A wellekben keletkez6 elegy abszorbancidjat a FLUOstar OPTIMA plate reader
segitségével mértiik 405 nm-en. A kiértékelést a gyarto altal javasolt mddon végeztiik egy eldre,
a gyart6 altal meghatarozott faktor (7280) segitségével:

Aabszorbancia

ilaz aktivitas (U/,) = X 7280
amilaz aktivitas (V/;) erc
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3.5. Pankreasz acinus sejtek izolalasa

Az in vitro kisérletekhez FVB/N him és ndstény egerekbdl izolalt pankreasz primer acinus
sejteket hasznaltunk. Az egerek talaltatasa 45 mg/kg (ip.) natrium-pentobarbital (Bimeda MTC,
Cambridge, Kanada) injekcioval tortént, a szakmai és etikai szabdlyzatnak megfeleléen. A
pankredsz kivételét kovetden a szovetet a tisztitdsi folyamat megkezdéséig hitott foszfattal
pufferolt sooldatban (PBS) taroltuk (5. dbra). A pankredszt megtisztitottuk a nyirokcsomoktol,
1éptdl, zsirszovettdl és az esetleges béldaraboktol, majd a tiszta szovet sulyat analitikai
mérlegen lemértiik. A kapott stly alapjan megfeleld mennyiségii kollagenazt adtunk a Digest
M¢édium oldathoz, ami a sejtek extracelluldris matrixanak (ECM) bontasat és kisebb
sejtcsomokra torténd szovetszétesést segiti eld. Az enzimatikus emésztés megkezdéséhez
fecskendd segitségével a szovetbe tobb helyen Digest Médium oldatot juttattunk, majd szikével
2-3 mm-es darabokra vagtuk. A kapott szovetdarabokat szeroldgiai pipetta segitségével egy
Erlenmeyer-lombikba helyeztiik és eldemésztettiik a szovetet 10 percig 37 °C-os vizflirdében
150 rpm razatas mellett. Az 1d6 letelte utan leszivtuk a feliiliszot és a szovetdarabokra ijabb
kollagenaz enzimet tartalmaz6 Digest Médiumot mértiink. A lombikot ijra 37 °C-os vizfiirddbe
helyeztiik és 50 percen keresztiil 150 rpm-en razattuk. A 30. perctdl kezd6dden az emésztés
elésegitése érdekében 5 percenként szerologiai pipettaval fel-le szivtuk a szovetdarabokat, hogy
mechanikailag is segitsiikk a sejtek levalast a szovetrdl. A szétvalt sejteket ezt kovetden
100 um-es sejtszlirOn centrifugacsdbe atsziirtiik €s Rinse Médium segitségével mostuk a szliron
fennakadt sejteket. Az atsziirt acinusokat ezt kovetden lecentrifugaltuk (Ohaus FC5718R,
Parsippany, USA) 2 percig 4 °C-on 42 RCF-en, majd a feliiliszot leszivtuk és 1 Rinse
Médiumot mértiink a sejtekre. Masodik centrifugalast (2 perc, 4 °C, 42 RCF) kovetden a
letilepedett sejtekrdl a feliiluszot ismételten leszivtuk, megmértiik a sejtek tomegét és annyi
ACCM-et adtunk hozza, hogy a sejtkoncentracid 15 mg sejt/mL ACCM legyen.

Az izoladlas sikerességének ellendrzésére éEletképesség mérést végeztiink Tripan-kék
festékkel. A vizsgélat sordn 200 pL sejtmintdhoz 100 pL 0,4%-o0s Tripan-kék festéket adtunk,
majd 2 perces inkubacid utan a sejteket 1500 uL PBS hozzdadaséaval 1 percig, 21 °C-on, 100
RCF-en centrifugaltuk. A leiilepedett sejtekrdl a feliiliszot dvatosan leszivtuk és 100 uLL PBS-
t adtunk a sejtekhez. Ezt kdvetden pipetta segitségével mintat vettlink a sejtszuszpenziobol,
racsepegtettilk egy targylemezre ¢s mikroszkdp ala helyeztiik. A Tripan-kék festék a mar
elpusztult sejtek membranjan képes athatolni, ezért a nem €16 sejteket kék szinnel lathattuk a
fénymikroszkop alatt. Az in vitro kisérletekhez akkor hasznaltuk fel a sejteket, ha az izolalas

utan a sejtek 90%-a €16 volt.
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5. abra A primer acinus sejtizolalas folyamata. A kivett pankredszt megtisztitottuk majd aprobb
darabokra vagtuk. A nagyobb pankreasz darabokat kollagenazt tartalmazé Digest Médium
segitségével kisebb sejtcsomokra emésztettilk. Az emésztés utan az emésztdenzimet centrifugalassal
kimostuk ¢és a feliiluszot leszivtuk.

3.6. Pankreasz acinus sejtek ¢letképességének vizsgalatai

3.6.1. Propidium-jodid mérés

A kisérlet végrehajtasahoz egy 8 lyuku sejttenyésztd lemez (Thermo Fisher Scientific,
Rochester, NY, USA) minden zsebébe azonos mennyiségli sejtszuszpenzidt raktunk. A
sejtekhez a kovetkezd kezel6oldatokat vagy ezek kiilonb6zé kombindcidit adtuk: 60 mM L-
arginin-HCI (L-arg); 1 nM cerulein; 0,5 mM néatrium-kenodezoxikolat (CDC); 30, 100, 300, és
1000 nM AP39; 10, 30, 100, és 300 uM ATB-346. Pozitiv kontrollként 10 mg/mL Triton-X
100-at alkalmaztunk, amely a sejtek lizisét és nekrotikus halalat okozta. A negativ
kontrollcsoportokhoz csak ACCM-et hasznaltunk, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le a terapias
oldatok hatasossagarol. Az életképességet propidium-jodid és H33342 DNS festékek
hozzdadéasaval vizsgaltuk. A H33342 az Osszes sejt magjat megfesti (€16 és elpusztult sejteket
egyarant), mig a propidium-jodid csak membran karosodott és nekrotizal6 sejtek membranjan
képes atjutni és megfesteni a nukleuszt. A festések vizsgalatdhoz Axio Observer 7 (Carl Zeiss,
Németorszag) fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk, miutdn hozzdadtuk a megfeleld
kezelboldatokat a sejtszuszpenziokhoz. A mikroszkdp irdnyitasa és a fényképezés Zen 2.6 Pro
programmal tortént, csoportonként 4 fényképet készitettiink kiilonb6zoé idépontokban. Az elsé

fotdzas a sejtek kirakasa utdn 4 6réval, a masodik 6 6rdval, az utolso pedig 8 oraval tortént. A
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PI interkalal6 festéket 533-558 nm hulldamhosszusagt fénnyel vilagitottuk meg és 570-645 nm
tartomanyba es6 emissziot mértiink. A H33342-t 365 nm-en vilagitottuk meg és a 420-470 nm-
es tartomanyban detektaltuk az emisszidt. A mintdkat a mérések kozott 37 °C-os inkubatorban

taroltuk, hogy biztositsuk a sejtek szamara az optimalis homérsékletet.

3.6.2. MTT-teszt

Az i1zolalt primer acinus sejteket 96 lyuku sejttenyésztd lemezre (Corning, Glendale, AZ,
USA) raktuk. A sejtszuszpenzidhoz hozzdadtuk a kezeldoldatokat, melyekkel sejtkarosodat
idéztiink el6 (60 mM L-arg; 0,1, 0,3 és 0,5 mM CDC, valamint 1 nM cerulein) és a vizsgalt
organoszulfur vegyiileteinket, melyek végkoncentracioi ezek voltak: 30, 100, 300, és 1000 nM
AP39; valamint 10, 30, 100, és 300 uM ATB-346. A pozitiv kontrollcsoporthoz 10 mg/mL
Triton X-100 adtunk, amely a sejtek lizise altal azok nekrotikus halalat okozta. Negativ kontroll
esetén ACCM-et alkalmaztunk, amely biztositja a sejtek szdmara az optimalis koriilményeket.
Az elkészitett mintakat 37 °C-on inkubaltuk 5 6ran keresztiil a kezelésekkel. Az inkubécios 1d6
letelte utan 0,5 mg/mL MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5 diphenyl tetrazolium bromide)
oldatot adtunk a sejtekhez, amit a sejtekben talalhato NADPH dependens oxidoreduktazok
formazan kristalyokka redukalnak, vagyis a sejtek metabolikus aktivitasat méri. Ezt kdvetden
inkubatorba helyeztiik a sejteket és tovabbi 3 orat inkubaltuk 37 °C-on. A kisérlet végén a
képzodott kék formazan kristalyokat DMSO-ban (Fisher scientific, Loughborough, UK)
oldottuk fel folyamatos, 20-25 perces razatas mellett. Végezetiil a mintak abszorbancijat
FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) plate readerrel mértiik le 595

nm-es hullamhosszon.

3.6.3. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag £ SD (standard deviacid) abrazoltuk. A kisérleti eredmények
statisztikai elemzése egy-utas ANOVA-val tortént, amit Dunnett post-hoc teszt kovetett. Azon
esetekben, amikor nem-paraméteres modszer hasznélata volt sziikséges, a statisztikai elemzést
Kruskal Wallis teszttel végeztiik, amelyet Dunn post-hoc teszt kdvetett. Szignifikans eltérésnek

tekintettiik azokat a kiilonbségeket, ahol a p érték kisebb volt mint 0,05 (p<0,05).
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4. Eredmények

4.1. Az AP39 hatasa a cerulein altal kivaltott akut pankreatitisz

sulyossagara egerekben

A reprezentativ szovettani metszetek alapjan a kontroll csoport morfologidja normalis, mig
AP-ben a pankredsz szovet kdrosodott, amely hatéast az ip. AP39 kezelések dozisfiiggd moédon
enyhiteni tudtak (6. abra).

Cerulein éltal indukalt AP
.’_* ";‘, oy

e - 9 s Vi ——
F a8l ¢ ‘ i W 100 pm

6. Abra Reprezentativ hematoxilin-eozin festett pankreasz szovettani képek. /n vivo kisérleteink
soran az AP-t ceruleinnel indukéaltuk, majd 2x0,125; 2x0,25; 2x0,5 umol/kg AP39 doézisokkal
kezeltiik az allatokat. Az abran a kezelt allatokbol szarmazé szovettani metszetek hematoxilin és eozin
festései lathatoak. Roviditések: AP: akut pankreatitisz.

4.1.1. A pankreasz szovet 6démajanak és viztartalmanak meghatarozasa

Ceruleinnel kivaltott AP-ben szignifikdnsan megemelkedett az 6déma ¢és a szoveti
viztartalom mértéke a kontroll csoporthoz képest (7. abra). Az AP39 2x0,25 umol/kg ¢és
2x0,5 pmol/kg doézisokban képes volt szignifikansan csokkenteni az AP okozta 6démat a
pankredszban. Az 6déma mértéke szorosan Osszefligg a szoveti viztartalom mennyiségével.
Megfigyelhetd, hogy a kizardlag ceruleinnel kivaltott AP csoportban a szdveti viztartalom elérte
a 85 £ 2,7%-ot, mig a kontroll csoport 72 + 1,5%-0s viztartalmat mutatott a kisérlet soran. A
legnagyobb AP39 dozis (2x0,5 umol/kg) képes volt szignifikdnsan csokkenteni a szdveti

viztartalmat az AP soran.
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7. abra A pankredasz szovet 6démajanak és viztartalmanak meghatirozasa. Az AP-t
intraperitonealis cerulein injekcidval valtottuk ki. Az AP39 kezelési dozisai a kovetkezok voltak:
2x0,125 umol/kg, 2x0,25 umol/kg, 2x0,5 umol/kg. Az adatok abrazolasa: atlag + SD. A statisztikai
vizsgalat soran Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy Dunnet post
hoc teszt kovetett. Mindegyik csoportot a csak ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a
p<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségeknek és a kovetkezé mddon jeldltiik oket:
*E* p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05. Roviditések: Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.

4.1.2. A szoveti leukocita infiltracio és MPO mennyiségének meghatarozasa

A cerulein kezelés kovetkeztében a leukocita infiltracié mértéke és a pankreatikus MPO
aktivitas szignifikdns emelkedést mutatott (8. dbra). Alacsony dozisban (2x0,125 pmol/kg) az
AP39 nem csokkentette szignifikdnsan a leukocita infiltracidt, azonban a 2x0,25 umol/kg és
2x0,5 pmol/kg dozisok esetén szignifikans az eltérés a csak ceruleines csoporthoz képest. Akut
gyulladasban a sériilés helyére vandorl6 neutrofil granulocitakbol tobbek kozott MPO szabadul
fel, amely ezéltal a leukocita infiltracio egyik markere. Az AP sordn megemelkedett MPO
aktivitast az AP39 legnagyobb, 2x0,5 pmol/kg dézisa szignifikdnsan csokkentette, mig az
alacsonyabb dozisok (2x0,25 pmol/kg és 2x0,125 umol/kg) nem bizonyultak hatdsosnak.

26



Kruskal-Wallis Teszt
4 - Dunn post hoc
GOsszehasoniitds

Kruskal-Wallis Teszt

Dunn post hoc
+ | + | + | +

dsszehasonlitds

*

Leukocita infiltracio
(pont)
N

*
MPO
(U/g szbvet)
o [

1 4
ok *ksk
0 - =
Cer | - | + + + | Cer - |
(uﬁzl?;fg)- - 2x0.125 | 2x0.25 | 2x0.5 (uﬁsl?;fg)_ - | - 2x0.125 | 2x0.25 | 2x0.5

8. abra A szoveti leukocita infiltracié és MPO aktivitas vizsgalata. Az AP-t intraperitonedlis
cerulein injekcidval valtottuk ki. Az AP39 kezelési dozisai a kdvetkezok voltak: 2x0,125 pmol/kg,
2x0,25 pmol/kg, 2x0,5 umol/kg. Az adatok abrdzoldsa: atlag + SD. A statisztikai vizsgalat soran
Kruskal-Wallis tesztet végeztiink, amit Dunn post hoc teszt kdvetett. Mindegyik csoportot a csak
ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk a p<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans
kiilonbségeknek és a kovetkez6 mddon jeloltiik oket: *** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések:
Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.

4.1.3. A szoveti sejtkarosodas és szérum amilaz aktivitas

AP-ben szignifikdnsan megemelkedett a sejtkarosodas és szérum amilaz aktivitds mértéke

(9. abra). 2x0,25 pmol/kg és 2x0,5 umol/kg dozisokban az AP39 szignifikdnsan csokkentette

ezeket a paramétereket a csak ceruleinnel kezelt csoporthoz képest. Az AP39 legkisebb

alkalmazott dozisa (2x0,125 pmol/kg) nem volt hatassal egyik mért értékre sem.
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9. abra A szoveti sejtkarosodas és szérum amilaz aktivitis mértékének meghatirozasa. Az AP-t
intraperitonedlis cerulein injekcidval valtottuk ki. Az AP39 kezelési dozisai a kovetkezok voltak:
2x0,125 umol/kg, 2x0,25 umol/kg, 2x0,5 umol/kg. Az adatok abrazolasa: atlag + SD. A statisztikai
vizsgalat soran Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy Dunnett post
hoc teszt kovetett. Mindegyik csoportot a csak ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk a p<0,05
alatti értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségeknek és a kovetkez6 modon jeloltiik Oket: ***
p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések: Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.
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4.2. Az ATB-346 hatasa a cerulein altal kivaltott akut pankreatitisz
sulyossagara
A reprezentativ szovettani metszetek alapjan a kontroll csoport morfoldgiaja normalis, mig

AP-ben a pankredsz szovet karosodott, amely hatast a po. ATB-346 kezelések dozisfiiggd
moédon enyhiteni tudtak (10. abra).

Cerulein altal indukalt AP
ATB-346: _ 2x20 p.mol/kg 2x40 umol/kg 2x80 umol/kg

10 abra Reprezentatlv hematoxﬂm-eozm festett pankreasz szovettani képek. /n vivo kisérleteink
soran az AP-t ceruleinnel indukaltuk, majd 2x20; 2x40; 2x80 pmol/kg ATB-346 dézisokkal kezeltiik
az allatokat. Az abran a kezelet allatokbol szdrmazo szovettani metszetek hematoxilin és eozin festései
lathatoak. Roviditések: AP: akut pankreatitisz.

4.2.1. A pankreasz 6démajanak és viztartalmanak meghatarozasa

A cerulein adminisztracio AP-t valtott ki, amely az 6déma és a szoveti viztartalom
mértékének megemelkedését eredményezte (11. dbra). Az ATB-346 legmagasabb alkalmazott
dozisa (2x80 umol/kg) szignifikansan csokkentette mindkét mért paramétert a csak ceruleinnel
kezelt csoporthoz képest. A 2x40 pmol/kg ATB-346 dozis szintén szignifikdnsan mérsékelte az

0déma mértékét, mig a 2x20 pmol/kg ddzis esetén nem tapasztaltunk szignifikans eltérést.
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11. abra A pankredsz 6démajanak és viztartalmanak meghatarozasa. Az AP-t intraperitonealis
cerulein injekcidval valtottuk ki. Az ATB-346 kezelési dozisai a kovetkezok voltak: 2x20 pmol/kg,
2x40 pmol/kg, 2x80 umol/kg. Az adatok abrazolasa: atlag + SD. A statisztikai vizsgalat soran egyutas
ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunnet post hoc teszt kovetett. Mindegyik csoportot a csak
ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a p<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans
kiilonbségeknek és a kovetkez6 mddon jeloltiik oket: *** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések:
Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.

4.2.2. A szoveti leukocita infiltracio és MPO mennyiségének meghatarozasa

AP-ben mind a leukocita infiltracié mértéke, mind pedig a pankreatikus MPO aktivitas
megnovekedett, amely értékeket az ATB-346 2x80 pumol/kg dozisban torténd alkalmazasa
szignifikansan lecs6kkentett (12. dbra). A leukocita infiltraciot tekintve a 2x40 umol/kg ATB-
346 dozis szintén szignifikans kiillonbséget eredményezett a csak ceruleines csoporthoz képest,
mig a legkisebb adminisztralt dézis (2x20 pmol/kg) esetén nem taldltunk szignifikéns eltérést

egyik mért érteknél sem.
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12. abra A sziveti leukocita infiltracio és MPO aktivitas meghatarozasa. Az AP-t intraperitonealis
cerulein injekcioval valtottuk ki. Az ATB-346 kezelési dozisai a kdvetkezOk voltak 2x20 umol/kg,
2x40 pmol/kg, 2x80 umol/kg. Az adatok abrazolasa: atlag £ SD. A statisztikai vizsgalat soran
Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy Dunnet post hoc teszt
kovetett. Mindegyik csoportot a csak ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a p<0,05 alatti
értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségeknek és a kovetkezé modon jeloltiik oket: *** p<0,001;
** p<0,01; *p<0,05. Roviditések: Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.
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4.2.3. A szoveti sejtkarosodas és szérum amilaz szintje

Ceruleinnel kivaltott AP-ben megemelkedett a sejtkarosodds mértéke, amit az ATB-346
kezelések 2x40 umol/kg és 2x80 umol/kg dozisokban szignifikansan mérsékeltek (13. abra). A
legkisebb dozis (2x20 umol/kg) nem befolyasolta szignifikdnsan ezt az értéket a ceruleines
csoporthoz képest. A szérum amildz aktivitast a legnagyobb alkalmazott ATB-346 dozis
(2x80 umol/kg) csokkentette szignifikansan, mig a kisebb doézisok (2x20 umol/kg ¢és
2x40 umol/kg) esetén nem tapasztaltunk eltérést a mért paraméterben a ceruleinnel kezelt

csoporthoz viszonyitva.
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13. abra A szoveti sejtkarosodas és szérum amilaz aktivitas mértékének meghatarozasa. Az AP-
t intraperitonealis cerulein injekcioval valtottuk ki. Az ATB-346 kezelési dozisai a kdvetkezok voltak:
2x20 umol/kg, 2x40 pmol/kg, 2x80 umol/kg. Az adatok abrazolasa: atlag + SD. A statisztikai
vizsgalat soran Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy Dunnet post
hoc teszt kovetett. Mindegyik csoportot a csak ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a
p<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségeknek és a kovetkezé modon jeloltiik dket:
*** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések: Cer: cerulein, AP: akut pankreatitisz.

4.3. Az AP39 ¢és az ATB-346 hatasa primer acinus sejtek

életképességére

A frissen izolalt primer acinus sejtek életképességét propidium-jodid és MTT technikékkal
mértiik. Az MTT-teszttel a sejtek metabolikus aktivitasat, a propidium-jodid méréssel pedig a
sejtnekrdzist tudtuk nyomon kovetni kiilonb6zd idépontokban. El6szor megvizsgaltuk az AP39
¢és ATB-346 kiilonb6z6 koncentracidinak acinus sejtek életképességére gyakorolt hatasat 8 ora
kezelést kovetden. A kisérletekhez a kovetkezd AP39 és ATB-346 koncentracidkat alkalmaztuk:
30, 100, 300 és 1000 nM AP39; valamint 10, 30, 100 és 300 uM ATB-346. Az MTT-tesztek
soran a viszonyitasi alap, amelybdl kovetkeztettiink, a kezeletlen negativ kontroll csoport volt,

amelynek az életképességét 100%-nak tekintettiik. Pozitiv kontrollként mindkét modszernél
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Triton X-100 oldatot hasznaltunk, ami teljesen elpusztitotta a sejteket. Az ATB-346 esetén,
annak legmagasabb altalunk alkalmazott koncentracioja (300 uM) szignifikdnsan csokkentette
az acinus sejtek életképességét és toxikus hatast fejtett ki, igy a késdbbiekben ezt a
koncentraciot mar nem hasznaltuk (14. B és D éabra). Az AP39 azonban egyik hasznalt
koncentracioban sem bizonyult toxikusnak és a sejtek metabolikus aktivitasat sem befolyasolta
(14. A és C abra). Az eredmények alapjan a tovabbi in vitro vizsgalatokhoz az ATB-346 esetén
30 uM, az AP39 esetén pedig 300 nM koncentraciokat valasztottuk.
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14. abra Az ATB-346 és AP39 hatasa kiilonb6zé koncentraciokban a primer acinus sejtek
életképességére. (A, B) Az ATB-346 és az AP39 hatdsanak vizsgalata a sejtek életképességére
kiilonb6z6 koncentraciokban MTT-teszttel, 8 oras kezelést kovetden. (C, D) Az ATB-346 és az AP39
kiilonb6z6 koncentracid okozta toxicitas vizsgalata propidium-jodid méréssel, 8 oras kezelést
kovetden. Az ATB-346 koncentracidi a kdvetkezok: 10 uM, 30 uM, 100 uM, 300 uM. Az AP39
koncentracioi a kovetkezok: 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1000 nM. Pozitiv kontrolként 1%-os Triton-X
oldatot alkalmaztunk, amely a sejtek pusztulasat eredményezte. Az adatok abrazolasa: atlag + SD. A
statisztikai vizsgalat soran Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy
Dunnet post hoc teszt kdvetett. Mindegyik csoportot a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitottunk,
ap<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségeknek és a kovetkez6 modon jeloltiik ket:
*** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések: TX: Triton-X, PI: propidium-jodid.

4.3.1. Az AP39 és az ATB-346 hatasa a CDC altal indukalt sejtkarosodasra

Az AP indukalésara alkalmas CDC szignifikansan csokkentette az acinus sejtek metabolikus
aktivitasat és sejtnekrozist okozott (15. abra). Az MTT-teszt alapjan a CDC toxikus hatasat

egyik kénorganikus vegyiilet sem tudta befolydsolni az alkalmazott koncentraciokban. Ezzel
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szemben a propidium-jodid mérés esetén mind az AP39, mind pedig az ATB-346 szignifikansan

csOkkentette a CDC altal kivaltott nekrdzis mértékét.
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15. Abra Az AP39 és az ATB-346 hatasa a CDC altal indukalt sejtkarosodasra. A CDC, valamint
a CDC meg az ATB-346 vagy az AP39 kombinaciok acinus sejtekre gyakorolt hatasdt MTT és
propidium-jodid modszerekkel vizsgaltuk. A kénorganikus vegyliletek koncentracioi a kovetkezok:
30 uM ATB-346; 300 nM AP39. Pozitiv kontrolként 1%-os Triton-X oldatot alkalmaztunk, amely a
sejtek pusztuldsat eredményezte. Az adatok 4brdzoldsa: atlag + SD. A statisztikai vizsgalat soran
Kruskal-Wallis vagy egyutas ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunn vagy Dunnet post hoc teszt
kovetett. Mindegyik csoportot a csak CDC-vel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a p<0,05 alatti
értékeket tekintettiik szignifikans kiillonbségeknek és a kovetkezd modon jeloltiik oket: *** p<0,001;
** p<0,01; *p<0,05. Roviditések: CDC: natrium-kenodezoxikolat, PI: propidium-jodid.

4.3.2. Az ATB-346 és az AP39 hatasa az L-arginin HCIl altal indukalt
sejtkarosodasra

Sejtkarosodast indukaltunk AP kivaltasara is hasznalt L-arg segitségével, ami az acinus

sejtek ¢letképességének a csokkenését eredményezte (16. abra). Mindkét kénorganikus

vegyiilet novelte a sejtek metabolikus aktivitasat és csokkentették az L-arg toxikus hatasat az

alkalmazott koncentracidokban.
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16. abra Az ATB-346 és AP39 hatasa az L-arginin altal indukalt sejtkarosodasra. Az L-arg,
valamint az L-arg meg ATB-346 vagy AP39 kombinacioinak acinus sejtekre gyakorolt hatasat MTT
és propidium-jodid modszerekkel vizsgaltuk. A kénorganikus vegyiiletek koncentracioi a kovetkezok:
30 uM ATB-346; 300 nM AP39. Pozitiv kontrolként 1%-o0s Triton-X oldatot alkalmaztunk, amely a
sejtek pusztulasat eredményezte. Az adatok abrazolasa: atlag = SD. A statisztikai vizsgalat soran
Kruskal-Wallis tesztet végeztiink, amit Dunn post hoc teszt kdvetett. Mindegyik csoportot a csak L-
argininnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk, a p<0,05 alatti értékeket tekintettilk szignifikans
kiilonbségeknek és a kovetkez6 mddon jeloltiik oket: *** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések:
L-arg: L-arginin, PI: propidium-jodid.

4.3.3. Az ATB-346

sejtkarosodasra

és

az AP39 hatasa a cerulein altal indukalt

A primer acinus sejtek karosodasat AP indukalasra alkalmas ceruleinnel is kivaltottuk (17.

abra). Mivel a cerulein fokozza a sejtek metabolikus aktivitasat, ezért ezesetben csak

propidium-jodid mérést végeztiink. A cerulein altal kivaltott sejtnekrézist mind az AP39, mind

pedig az ATB-346 szignifikdnsan csdkkentette az acinus sejtekben.
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17. abra Az ATB-346 és az AP39 hatasa a cerulein altal indukalt sejtkarosodasra. A toxicitas
vizsgalat propidium-jodid méréssel tortént. A kénorganikus vegyiiletek koncentracioi a kdvetkezok:
30 uM ATB-346; 300 nM AP39. Pozitiv kontrolként 1%-o0s Triton-X oldatot alkalmaztunk, amely a
sejtek pusztulasat eredményezte. Az adatok 4brdzoldsa: atlag + SD. A statisztikai vizsgalat soran
ANOVA tesztet végeztiink, amit Dunnet post hoc teszt kovetett. Mindegyik csoportot a csak
ceruleinnel kezelt csoporthoz viszonyitottunk a p<0,05 alatti értékeket tekintettiik szignifikans
kiilonbségeknek és a kovetkez6 mddon jeloltiik oket: *** p<0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Roviditések:
Cer: cerulein, PI: propidium-jodid.
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5. Diszkusszio

A kisérleteinkben megvizsgaltuk az ATB-346 ¢és az AP39 hatasait az experimentalisan
kialakitott AP sulyossagara. Az in vivo €s in vitro vizsgalatok alapjan kovetkeztettlink a terapias
oldatok hatékonysagara. In vivo koriilmények kozott megvizsgaltuk a szoveti 6déma
sulyossagat, szOveti viztartalmat, leukocita infiltraciot, MPO mennyiségét, szoveti
sejtkarosodast, illetve a szérum amildz szintet. In vitro vizsgalatokat MTT ¢és propidium-jodid
¢letképesség méréssel végeztiink, melybdl megbizonyosodtunk, hogy az ATB-346 és AP39
milyen protektiv hatést fejtenek ki az izolalt primer acinus sejtekre.

In vivo kisérleteink altal bizonyitottuk, hogy az ATB-346 és az AP39 egyarant képes volt a
maximalis dozisban 2x0,5 pmol/kg, 2x80 umol/kg csokkenteni a cerulein altal kivaltott AP
sulyossadgainak paramétereit. Ennek hatdsmechanizmusai még tisztazatlanok, de egyes
irodalmakbdl kovetkeztethetlink az ATB-346 és AP39 folyamataira. Valosziniisithetd, hogy az
ATB-346 képes a szervezetben disszocidlodni, ami HoS felszabadulast és naproxen analdgot
eredményez. A hatasaik potencialisan elkiiloniilnek, a naproxen egy ciklooxigendz-inhibitor
mely gétolja a sejtek prosztaglandin szintézisét €s csokkenteni a lokalis gyulladast. A H>S
mediatorok TNF-a és IL-1f proinflammatorikus faktor expresszidjat csokkenti. Gyulladasban
a HoS képes lehet nitrogén-monoxid szintaz expresszojara hatni, ami a NO szintézisét serkenti,
majd a simaizom elernyedését okozza (Campolo és mtsai. 2014). A gyulladdsban névelheti az
NRF-2 expresszidjat, ami fokozza a sejtek oxidativ stresszre adott protektiv valaszat és
egyensulyban tartja a ROS képzddést, a redox potencialt, illetve mérsékli a gyulladast és ndveli
az apoptozist (Magierowski és mtsai. 2017). Az AP39 szerkezete TPP+ csoportbol és dition-
etionbdl all, amit egy alifas linker kapcsol Ossze. Az AP39 a TPP+ csoport szerkezete miatt
képes a mitokondrium matrixaban felhalmozddni és ott a ditio-etion csoportbol HzS-t
felszabaditani. Bartos Szczesny és mtsai. megvizsgaltdk, hogy oxidativ stresszt indukalva,
hogyan valtozik a mitokondrium redox potencidlja az AP39 hozzaadésat kovetden. Kimutattak,
hogy az AP39 csokkentette az mitokondriumokban az oxidativ stresszt, fenntartotta a sejtek
¢letképességét, és a mitokondrium DNS integritasat (Szczesny és mtsai. 2014). A kutatdsunk
soran feltételezhetd, hogy az AP-t kivaltott egerekben az AP39 mitokondriumokban
felhalmozodva, fenntartotta a 1égzésilancot, csokkentette az oxidativ stresszt és az mtDNS
karosodasat. Azonban ezeket a feltételezéseket a késObbi vizsgalatok soran még sziikséges

igazolni.
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In vitro kisérleteinkben eldszor megvizsgaltuk MTT és propidium-jodid méréssel az acinus
sejtek életképességét. Meghataroztuk, hogy az ATB-346 30 uM-os, mig az AP39 300 nM-os
koncentracidban nem csokkenti szignifikdnsan a sejtek viabilitdsat. Ezen koncentracidkat,
kiilonbozdé AP-t kivalto toxikus oldatokkal kezeltiik (L-arginin, CDC, cerulein). Kisérleteink
altal bizonyitottuk, hogy az ATB-346 ¢s az AP39 citprotektiv hatasokat fejtenek ki az AP
indukciora alkalmas toxikus vegyiiletekkel szemben.

Osszességében az AP39 és az ATB-346 kisérleti AP-ben kimutathaté gyulladascsokkentd
hatassal rendelkeznek, ami indokolja tovdbbi vizsgdlatainkat az organoszulfur vegytiletek

valodi hatdsmechanizmusanak feltarasa érdekében.

6. Osszefoglalas

Az akut pankreatitisz (AP) az exokrin pankreédsz akut gyulladésos allapota. A betegségnek
még nincs specifikus kezelése €s viszonylag magas a haldlozési ardnya. Korabbi vizsgalatok
leirtdk, hogy egyes kénorganikus vegyliletek, melyekbél H>S szabadulhat fel,
gyulladdscsokkentd hatassal birnak szamos betegségben. A munkank soran célunk volt két
kénorganikus vegyiilet, az AP39 és az ATB-346, in vivo és in vitro hatdsainak vizsgalata
kisérletes AP-ben és izolalt pankredsz acinus sejteken. Az AP-t FVB/n egerekben 10x50 ng/kg
cerulein 6rankénti intraperitonealis injekcidval valtottuk ki. Az AP39 kezelést
intraperitonedlisan (2x0,125, 2x0,25, 2x0,5 umol/kg); mig az ATB-346-ot per os (2x20, 2x40,
2x80 umol/kg) adtuk. A kontroll allatok vehikulumot kaptak. Az AP stlyossaganak becslése a
szovetek hisztoldgiai kiértékelésével (0déma, leukocita infiltracid, sejtkarosodas), a szoveti
viztartalom, valamint a pankreatikus mieloperoxidaz ¢és a szérum amildz aktivitasanak
meghatarozasaval tortént. A primer pankreasz acinus sejteket in vitro vizsgalatokhoz hasznaltuk
(Tripan-kék, MTT és propidium-jodid [PI]) a sejtek életképességének meghatarozasara.
Mindkét kénorganikus vegyiilet dozisfiiggden enyhitette a cerulein altal kivaltott AP
sulyossagat azaltal, hogy csokkentette a szoveti viztartalmat, a leukocita infiltracidt, a
sejtkarosodast, a pankreatikus mieloperoxidadz és a szérum amilaz aktivitast. In vitro az AP39
(£300 nM) és ATB-346 (< 30 uM) kezelések dnmagukban nem befolyasoltak a primer acinus
sejtek ¢€letképességét. Az AP-t indukalo toxikus vegyiiletek (cerulein, kenodezoxikolat, L-
arginin-HCI) az acinus sejtek nekrozisat (Pl-teszt) és a sejtek metabolikus aktivitdsanak
csokkenését (MTT-teszt) okoztak. A kénorganikus molekulakkal torténd kezelések (300 nM
AP39 wvagy 30 puM ATB-346) azonban szignifikdnsan csokkentették a cerulein,
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kenodezoxikolat, vagy az L-arginin-HCI okozta toxikus hatasokat. Mind az AP39, mind pedig
az ATB-346 szignifikansan enyhitette az AP stlyossagat és védte a primer acinus sejteket az AP
kivaltasara képes kezelésekkel szemben. Eredményeink azt mutatjak, hogy ezek a molekuldk
gyulladascsokkentd ¢€s citoprotektiv hatassal rendelkeznek, €s érdemes tovabbi, a pontos

hatdsmechanizmus feltarasara irdnyul6 vizsgalatokat végezni.
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