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Irodalmi attekintés

Az AP incidencidja és etioldgiaja

Az akut pankreatitisz (AP) a hasnyalmirigy heveny gyulladasos betegsége, amelyet
szignifikans mortalitas jellemez. A betegség sugarzo hasi fajdalommal, hanyingerrel, hanyassal
jar, stulyosabb esetben laz, tachycardia, sokszervi elégtelenség alakulhat ki. A modositott
Atlantai klasszifikacié alapjan enyhe, kozépsulyos €s sulyos formajat kiilonboztetjiik meg. A
korlefolyas az esetek 80%-aban enyhe, amely koplalas és folyadékpotlas mellett egy héten beliil
meggyogyul; 20%-ban azonban a gyulladas stlyos, nekrotizalé formaja alakul ki, ami a beteg
¢letét veszélyeztetd allapothoz is vezethet.

Az AP éves el6fordulasi gyakorisaga orszagonként valtozo. Az egyik legfrissebb, 44
tanulmanyt atfogé6 meta-analizis alapjan novekvd tendenciat mutat a nyugati vilag legtobb
orszagaban. Magyarorszagon évente kb. 20-50 esetet regisztralnak 100.000 lakosra
vonatkoztatva.

Kialakuldsaért nagyrészben az epekd €s a kronikus alkoholfogyasztas felel, de szamos
mas etiologiai tényezd (virusfertdzés, gydgyszerhatas, hipertrigliceridémia, tumor, trauma) is
ismert. Az esetek 10-30%-aban nem lehet azonositani a kivalté okot (idiopatias AP). Biliaris
pankreatitisz esetén epekd Kkeletkezik, amely migracioja soran elakad az epevezeték és a
hasnyalmirigy-vezeték egyesiilésénél talalhatd Vater-papillanal. Az obstrukcid az epe
pankreaszba valo visszafolyasahoz és intraduktalis nyomasnovekedéshez vezet. Ennek
kovetkezménye a kalcium homeosztazis felborulasa €s az emésztdenzimnek mirigyen beliili
aktivacidja. Magyarorszagon a hasnyalmirigy-gyulladdas 50%-anak hatterében az
alkoholfogyasztas 4all, Eurdpaban hazankat csak Lettorszag, Finnorszdg, Romania ¢és
Oroszorszag elézi meg. Az alkohol fokozza az exokrin mirigy mitkodését, ami a fehérjegazdag
pankreasz-nedv bestirlisodéséhez és a duktusz elzarodasahoz vezet. Tovabba toxikus hatassal
van az acinus sejtekre, mivel az oxidativ metabolizmus soran reaktiv oxigén gyokok

keletkeznek, amelyek karositjak a sejt membranjat, fehérjéit, DNS-ét.



Az akut pancreatitis patomechanizmusa

Az AP kialakuldsanak patomechanizmusadban fontos szerepet jatszik a
proinflammatorikus citokinek szintéziséért felelds NF-kB, a tripszinogén korai aktivacioja, a
mitokondrium karosoddsa és az oxidativ stressz. A folyamatok Osszefiiggése ¢s iddbeli
sorrendje azonban a mai napig nem teljes mértékben tisztazott. Ezekrdl roviden az alabbiakban

ejtek szot, részletesen az értekezésem IV.5 fejezetében ismertetem.

A proenzimek intraacinaris aktivalodasa

A tudomany mai allasa szerint az egyik korai patologias esemény a proenzimek
transzportjanak zavara az acinus sejten beliil. Elettani koriillmények kozott az emésztéenzimek
az endoplazmas retikulumban tortént szintézisiiket kdvetden zimogén granulumokba
transzportalodnak és csak a szekréciot kovetden aktivaldédnak a vékonybél lumenében.
Patologias esetekben azonban el6fordul, hogy a proenzimek k6zds organellumba keriilnek a
lizoszomalis hidrolazokkal. A kolokalizacido soran egy lizoszomalis cisztein proteaz, a
katepszin B aktivalja a tripszinogén-tripszin 4talakulast, ami tovabbi proenzimek
aktivaciojanak kaszkadjat inditja el. Ez az acinus sejt karosodasahoz ¢és a mirigy

Onemésztodéséhez vezet.

A citokinek szerepe az AP-ben

Mar az 1990-es években rairanyult a figyelem az NF-xB szerepére a hasnyalmirigy-
gyulladasban. A kutatok kimutattak, hogy a transzkripcidés faktor a pankreatitisz korai
szakaszaban aktivalédik és szamos a gyulladasban szerepet jatszd6 mediatorok atirasat
indukalja. Ezek koz¢ tartoznak tobbek kozott a citokinek (tumor-nekrozis faktor, interleukinek,
kemokinek) és az adhézios molekulak. A citokinek kis molekulasulyt fehérjék, amelyeknek a
forrasai nemcsak az aktivalodott leukocitak lehetnek, hanem az acinus sejtek is. Az acinus
sejtek karosodasa és a citokinek képzddése helyi gyulladasos valaszhoz vezetnek, amit a
leukocitak infiltracidja kisér. Az immunsejtek vandorldsat a kapillarosok endotéliuman
keresztiil az adhézidos molekulak (pl. ICAM-1) segitik, melyek expresszidja az AP-ben
emelkedik. A citokinek koziil az egyik legszélesebb korben tanulmanyozott fehérje a tumor
nekrozis faktor-o (TNF-a), melyet foként a makrofagok termelnek, de az acinus sejtek is
képesek a szintézisére. A citokin az NF-kB aktivalasan keresztiil vesz részt a gyulladasos
folyamatok beinditdsaban. A gyulladasos kaszkadban fontos szerepet jatszik még az IL-1f és

az IL-6, melyek szintje a pankreaszban korrelal a hasnyalmirigy-gyulladas stlyossagaval.
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SIL-6 receptorhoz kotédve vesz részt a proinflammatorikus folyamatok indukalasaban (trans-
signaling wtvonal). Ertekezésemben a 1V.5.6 fejezetben targyalom a kemokinek szerepét is,

melyek koziil szamosnak a szintje jelentdsen emelkedik az AP-ben.

A kolecisztokinin szerepe az AP-ben

A Kkolecisztokinin (CCK) egy peptidhormon. Elsésorban a vékonybélben talalhato
enteroendokrin sejtek termelik, amelyek az emésztési folyamat beindulasaval stimulalodnak. A
felszabadul6 peptidhormon a véraramba jut és az epeholyag kontrakcidjat, valamint a pankreasz
(0.5-1 pmol/L); stimulacié hatasara 5-15 pmol/L-re n6 a mennyisége. A CCK-nak szamos
molekularis valtozata 1étezik, az emberben a CCK33 a legnagyobb mennyiségben eléforduld
csokkenésével a CCK szintje visszaall a kiindulasi koncentraciora.

Biliaris pankreatitisz esetén magas plazma CCK-szintet diagnosztizaltak a betegekben.
A kutatok ugy vélik, hogy az emelkedett hormon koncentracié tovabb sulyosbithatja a
gyulladast és az AP progndzisadt, mivel stimuldlja a sériilt pankreaszt. A CCK
hatasmechanizmusat allatkisérletekben is tanulmanyoztak, melyek sordn kimutattak, hogy a
szupramaximalis koncentracidban (maximalis amildz szekréciot eléidézé dozis feletti
koncentracié) alkalmazott CCK gatolta az enzimszekréciot, ami a zimogének
kisérleteinkben végzett ceruleinnel indukalt AP modellnek. A cerulein egy CCK analdg, ami
fiziologids mennyiségben a CCKI1R-hoz (magas affinitisui CCKR) kotédve valtja ki a
zimogének exocitozisat. Szupramaximalis koncentraci6 esetén a CCK1 receptorok telitddnek,
acerulein a CCK2R-hoz (alacsony affinitasi CCKR) is bekot6dik, amelynek szekrécioblokkold
hatdsa van. A modell elénye, hogy a human AP-ben leirt jelenségek (hiperamilazémia,

gyulladasos sejtek infiltracigja, 6déma) jol reprodukalhatok allatkisérletekben.



Az oxidativ stressz szerepe az AP-ben

Az elmult évtizedek kutatasainak egyik f6 iranyvonala a reaktiv oxigén gyokok (ROS)
AP-ben betoltott szerepének feltarasa volt. Kimutattak, hogy amig az oxigéngyokok forrasa a
pankreatitisz enyhébb formajaban az infiltralodott leukocitak, addig a nekrotizald AP esetén a
xantin oxiddz. Az acinus sejtek destrukcidja soran kiszabaduld proteolitikus enzimek
katalizaljak a xantin-dehidrogenaz — xantin-oxidaz konverziot. A xantin-oxidaz a hipoxantin
¢és xantin oxidacidja soran allit el szuperoxidot. Az oxigéngyokok mésik forrasa a granulocitak
NADPH oxidaza, azonban a kutatok leirtak az enzim expressziojat az acinus sejtekben is.

A reaktiv gyokok mar az AP korai szakaszaban felszabadulnak, amit az endogén
antioxidans enzimek (Szuperoxid-diszmutaz, kataldz, glutation-peroxidaz) mennyiségének
csOkkenése kisér. Ez a pro- és antioxidans folyamatok kozotti egyensuly felboruldsdhoz ¢és
oxidativ stresszhez vezet. A feleslegbe keriilt ROS tobbféle utvonalon hat az acinus sejtekre.
Egyrészt karositjak a sejtmembrant, mivel a zsirsavakkal reagalva a membranlipidek
rétegére is kiterjed, ennek kovetkeztében novekedik az erek permeabilizacidja, ami 6démat
okoz. Masrészt részt vesznek az NF-«kB aktivalasaban pl: a H20. IKK fliggetlen itvonalon
indukalja az NF-«xB aktivacigjat a hasnyalmirigy lobulusaiban.

A reaktiv oxigén gyokok altal kivaltott koros folyamatok kozé tartozik a kalcium
homeosztazis felborulasa is. Ennek magyarazata az acinus sejtek kalciumion-szint
szabalyozasban résztvevé csatornainak a modosulasaban keresendd. A rianodin receptor (RyR)
oxidacidja a csatorna aktivalasahoz vezet, a ROS pedig noveli az inozitol-1,4,5-triszfoszfat
receptor (IPsR) szenzivitasat az IPs-mal szemben. A Ca?*-ATPaz pumpék is szenzitivek a redox
kornyezet valtozasaira. A HoO»-vel kezelt acinus sejtekben a PMCA gatlas ala keriil. Tovabbi
fontos felfedezés volt, hogy a SERCA pumpak 6 redox-szenzitiv cisztein véget tartalmaznak,
melyek koziil a Cys674 szulfonilacidjat és ezaltal a SERCA gatlasat figyelték meg tartds
oxidativ stressz koriilmények kozott. Ezen folyamatok hatasara a citoszolikus Ca?* szint
tartosan megemelkedik, ami az emésztdenzimek sejten beliili aktivaciojat okozza. Az
intracellularis Ca?* tultelitddés tovabbi kovetkezménye a mitokondrium karosodasa. Az
emelkedett citoszolikus Ca?* hatasara kalciumionok 4ramlanak a mitokondriumba.
Amennyiben tartés mitokondridlis Ca?* szint alakul ki, kinyilik a mitokondrialis permeabilitasi
tranzicios porus (MPTP), ami a mitokondridlis membranpotencial csokkenéséhez, sériilt ATP

szintézishez és sejthalalhoz vezet.



PARP-1 szerepe az AP-ben

A gyulladas soran keletkezett reaktiv oxigén gyokok nemcsak a fehérjéket és a lipideket,
hanem a nukleinsavakat is karositjak. A DNS hibak javitasa alapvetd fontossagli a genom-
integritds meg6rzéséhez. Ebben jatszik szerepet a poli-ADP-rib6z polimeraz-1 (PARP-1)
enzim, amely a DNS torés hatasara a két Zn-ujj doménje segitségével hozzakotddik a DNS-
hez, majd a NAD" hasitasaval nikotinamidot és ADP-ribozt (ADPR) allit el8, és az utdbbi
molekulakat kovalens modon kapcsolja az akceptor proteinek oldallancara. Az elagazo6 lancu
PAR polimerek szignalmolekulaként szolgalnak a DNS hibajavitasdban résztvevo enzimek
szamara.

A PARP-1 enzim NAD" felhasznalasahoz kothetd az AP-ben bet6ltott egyik szerepe. A
gyulladas soran keletkez6 oxidativ stressz nagy mennyiségii DNS karosodast idéz el6, amely a
PARP-1 hiperaktivacidjahoz, ezaltal a NAD" molekula fogyasahoz és ATP depléciohoz vezet.
Az energiaegyensuly felborulasa végiil a sejt nekrotikus halalat okozza. Fontos megemliteni a
PARP-1-hez kotheté masik sejthalalformat is, mely soran a PAR polimer sejtmagbol a
mitokondriumokhoz torténd transzlokacioja, egy jellegzetes AIF fiiggd nekrotikus sejthalalt, a
parthanatost valtja ki.

A PARP-1 a transzkripcios folyamatok szabdlyozasan keresztiil is hozzajarul a
pankreatitisz kialakulasahoz. A hisztonok PARIilaciéja nagy negativ toltést kolcsondz a
fehérjének. Ennek kovetkeztében elektrosztatikus taszitas 1ép fel a DNS ¢és a hisztonok kozott,
ami konnyiti a transzkripcios faktorok DNS-hez valoé hozzaférését. Tovabba a PARP-1 a p300-
zal komplexet alkotva szinergikusan koaktivalja az NF-kB-t.

Az enzimnek a betegségben betoltott szerepét igazolja, hogy a pankreasz
pacienseknél, mikozben az egészséges egyénekben nem volt detektalhato PARilacio. Ezek a
megfigyelések iranyitottak ra a kutatok figyelmét a PARP gatloszerek hasznalatara, amellyel
igéretes allatkisérletes eredmények sziilettek. A PARP inhibitorok (PJ34, 3-AB, olaparib)
alkalmazasa csokkentette az amilaz, lipaz és citokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP-1)
mennyiségét a szérumban, ezen feliil csokkent az lipidperoxidacié mértéke és mieloperoxidaz
aktivitas is a pankreaszban. Tovabba a gatloszerek csokkentették a PAR és ICAM-1 szintjét is

a pankreaszban.



A 8-0x0G és az OGG1 szerepe a gyulladdasban

A ROS éltal okozott egyik leggyakoribb oxidativ DNS karosodas a 8-0x0-7,8-
dihidroguanin (8-0x0G). Ehhez a 1ézidhoz kothetd a redox-patobiokémia teriiletének egyik
legijabb fejleménye, amelyet Boldogh Istvan és kutatocsapata tart fel. Megfigyelték, hogy a
proinflammatorikus gének promoéterei magas GC tartalmuak és a gyulladas soran keletkezo 8-
ox0oG 1éziok mennyisége korreldl a transzkripcios aktivitdssal ezekben a génszabalyozo
régiokban. A folyamatban szerepet jatszik a 8-0xoG javitasaért felelés enzim, a 8-oxoguanin
DNS glikozilaz-1 (OGG1), amely annak érdekében, hogy hozzaférjen a 1ézidhoz, a DNS 70°-
os hajlasat indukalja a 8-0x0G:C bazispar sikjaban. Az oxidalt bazis eltavolitdsa utan a BER
hibajavito fehérjéi fejezik be a DNS szal helyreallitasat. Intenziv oxidativ stressz hatdsara
azonban az OGG1 cisztein-végei oxidalodnak, ami az enzim inaktivalodasahoz vezet. Habar
ebben az esetben az OGG1 nem rendelkezik katalitikus aktivitassal, ugyanakkor tovabbra is
képes az alabbi 1épésekre: (1) a karosodott bazis kiforditasa a DNS hélixbél (flip-out), (2) a 8-
0x0G szubsztrat kotése az enzim aktiv centrumaban, (3) a 8-0X0G-vel parban 1évé citozinnal
valé interakcio: a citozin ,,stacking” kolcsonhatasanak megbontasa a szomszédos bazisaival
(unstacking). Ezek a 1épések a DNS hajlasat eredményezik, eldsegitve az NF-kB bekotddését
¢s a proinflammatorikus gének atirasat mindaddig, amig a redox-egyensuly helyre nem all.
Ekkor az OGG1 visszanyeri enzimaktivitasat, ami a hibas bazis kivagasadhoz €s a transzkripcios
gépezet szétszerelodéséhez vezet.

Az OGG1 gyulladasban betdltott szerepét szamos experimentélis kutatds tdmasztotta
ala. Az OGG1l knockout egerek ellenallobbak voltak az LPS-sel, oxazolonnal vagy
ovalbuminnal kivaltott gyulladassal szemben. Tovabba az OGGl-csendesitett egerekben

csokkent a 1éguti gyulladas mértéke.



Ceélkituzések

Az akut hasnyalmirigy-gyulladds incidencidja az elmult évtizedekben novekvod
tendenciat mutat az életmoddal Osszefiiggésbe hozhatd rizikofaktorok (magas zsirtartalmi
taplalkozas kovetkeztében epekd kialakulasa, kronikus alkoholfogyasztas) egyre gyakoribba
valasa miatt. A betegség haldlozasi aranya — a gyors orvosi beavatkozas ellenére is —
elfogadhatatlanul magas, aminek az az oka, hogy a betegséget kivalto tényezd sok esetben nem
felderithetd. Az etiologiai tényezdk ismeretének hidnyaban a terapids torekvések a gyulladas
kezdeti fazisanak a megfékezésére iranyulnak.

Olyan molekulak vizsgalatat tiiztiik ki célul, amelyek hipotézisiink szerint a pankreasz
gyulladasos folyamataiban szerepet jatszhatnak. A patomechanizmus feltarasaval lehet6ség
nyilhat tovabbi terapiak kifejlesztésére és a mortalitas aranyanak csokkentésére.

Az elmult évtizedekben szamos tanulmdny szdmolt be arrdl, hogy a reaktiv
oxigéngyOokok mar az AP korai szakaszaban felszabadulnak és fontos szerepet jatszanak a
betegség kialakulasaban. Az oxidativ gyokokkel foglalkozd kutatdsok egyik legujabb
fejleménye, hogy a DNS-ben keletkezd 8-oxoG 1éziok kozvetleniil is hozzajarulnak a
gyulladésos folyamatokhoz. Ebben szerepe van az oxidalt guanin javitasat végzd enzimnek, az
OGG1l-nek is, melynek jelentésége az AP patomechanizmusédban még feltaratlan teriiletnek
szamit.

A DE AOK Orvosi Vegytani Intézet Oxidativ stressz és PARilaciés munkacsoportja
hosszu id6 ota kutatja a reaktiv oxigén tartalmu intermedierek altal kivaltott DNS-torés — PARP
aktivacios utvonal szerepét a sejthaldlban és kiilonbozd betegségek patomechanizmusaban.
Mivel a PARP-1 a sejt NAD" szintjének egyik f6 meghatarozo eleme, igy feltevésiink szerint

az enzim igéretes célpont lehet a nekrotizald pankreatitisz megeldzésében.

Munkam soran az alébbi célokat tliztem ki:
e az AP modell beallitasa C57BL/6 egerekben
e aprimer acinus sejtek izolalasi és kezelési protokolljanak optimalizalasa
e az OGGLl enzim szerepének a vizsgalata az AP-ben az OGG1 szelektiv inhibitoranak
(TH5487) alkalmazasaval in vitro és in vivo kisérletekben
e az OGGI gatlasanak PARilaciora és PARP-1 enzimre kifejtett hatdsanak a vizsgalata
e aPARP-1 enzim szerepének feltarasa az AP-ben PARP-1 knockout egerekben, és a

beldliik izolalt primer acinus sejtekkel folytatott kisérletekben



Modszerek

Az éllatkisérletek kivalo lehetdséget teremtenek a hasnyalmirigy-gyulladés
modellezésére, a patomechanizmus tanulmanyozasara €és kiilonbozé farmakologiai agensek
tesztelésére. Kisérleteinkhez a ceruleinnel indukalt AP modellt valasztottuk. Ez egy jol
reprodukalhatd, nem invaziv modell, mely megfeleléen reprezentdlja a human gyulladas
jellegzetességeit, szovettani elvaltozasait.

Kisérleteinkben harom kezelési csoportot kiilonitettiink el: kontroll, cerulein €s cerulein
+ TH5487. Utobbi csoportban az egereket 30 mg/kg TH5487-tel, amig az elsd két csoportban
a TH5487 vivoanyagéval kezeltiik el6. Ezutan a gyulladast 8 db, 50 pg/kg mennyiségii cerulein
intraperitonedlis injekcioval idéztiik eld, mialatt a kontroll egerek fizioldgias s6oldatot kaptak.
A vér és szovetmintak begytlijtése 10 ordval az elsd cerulein oltds utan tortént.

A TH5487 hatasat primer acinus sejteken is teszteltiik, melyek jo lehetdséget nytjtanak
az exokrin pankreaszban bekovetkezé ceruleinnel indukalt sejthalalnak az in vitro
tanulmanyozasara.

A munkank soran alkalmazott anyagokat és modszereket terjedelmi okok miatt a

tézisben nem ismertetem, az értekezés VI. fejezetében megtalalhato.

Eredmények

Az OGG1 gatlasa csokkenti az acinus sejtek kdrosoddsat és az inflammatorikus sejtek
extravazdciojat

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az OGGI1 inhibitor hatdsossagat az AP
modellben, elséként az a-amilaz és lipaz szintjét mértiik meg a szérumban, illetve az MPO
szintjét a szOvetben. A szérum-enzimek szintjének emelkedése az acinus sejtek karosodasat
pankreaszban. A cerulein kezelés 4-szeresére novelte a szérum a-amilaz, és 14-szeresére a
szérum lipaz szintjét. Az MPO szintje kozel 7-szeresére emelkedett. Az OGG1 inhibitor
elokezelés redukalta az cerulein injekciok altal kivaltott szérum-enzimek szintjének

emelkedését, illetve szigfinikdsan csokkentette a neutrofilek mennyiségét a szovetben.



Az OGG1 gatldsa csokkenti a pankreasz szoveti karosoddsanak mértékét

Az AP-re jellemz6 hisztologiai elvaltozasokat a hasnyalmirigy paraffinos metszetein
vizsgaltuk, melyet hematoxilinnel és eozinnal festettiink meg. A morfologiai valtozasokat a
Debreceni Egyetem Patologiai Intézetének munkatarsa értékelte ki és egy 0-t6l (nincs
patologiai elvaltozas) 3-ig (nagymértékii elvaltozas) terjed6 skalan pontozta. Az OGG1 gatlasa
szignikdnsan csokkentette az intersticidlis 6démat, az infiltralédott immunsejtek szdmat és a

nekrozis mértékeét.

Az OGG1 gatlasa csokkenti a sejtmagi PARildciot, viszont nincs hatdssal a PARP-1 enzim
expresszidjdra

Az OGGI1 gatlasanak PARilaciora kifejtett hatasat immunfluoreszcens kisérletben
vizsgaltuk. A PAR polimerek mennyisége szignifikansan emelkedett a ceruleinnel indukalt
gyulladdsban, amit a TH5487 kezelés csokkentett. Annak megallapitisara, hogy a redukalodott
PARilacio kotheto-e a PARP-1 enzim szintjének valtozasdhoz a pankreaszban, PARP-1
immunfestést végeztiink. A ceruleinnel kezelt egerekben kétszeresére nétt a PARP-1 enzim
mennyisége a kontroll csoporthoz képest, viszont a TH5487 kezelés nem volt hatassal az enzim
expressziojara. Az eredményekbdl azt a megallapitast vontuk le, hogy AP modelliinkben az

OGGI gatlasa a PARP-1 aktivitasara volt hatassal.

Az OGG1 gatlas hatasdra az acinus sejtek pusztuldsa a nekrozis iranyabol az apoptozis felé
tolodik, mikozben a sejtek életképessége no

Kisérletiinkben hasitott PARP-1 immunfestéssel kovetkeztettiink az apoptdzis
mértékére a pankreaszban. A ceruleinnel kezelt csoportokban szignifikansan nétt a hasitott
PARP-1 mennyisége a kontroll egerekhez viszonyitva, ugyanakkor a TH5487-tel kezelt
egerekben volt a legmagasabb az apopt6zis mértéke. Az OGG1 inhibitor sejtpusztulasra
kifejtett hatasat in vitro kisérletekben is tanulmanyoztuk. Ehhez C57BL/6 egérbdl izolalt primer
sejteket hasznaltunk. A sejtekhez kiilonb6z6 koncentracioja TH5487-tel kezeltiik el6, majd 24
oOras cerulein kezeléssel valtottuk ki a sejtpusztulast. A sejtek életképességét calcein esszével, a
nekrozist Sytox Green festéssel és a feliiluszo LDH szintjének a mérésével hataroztuk meg. A
TH5487 kezelés szignitkansan csokkentette a nekrozist és novelte a sejtek életképességét.
Kaszpaz 3/7 aktivacids esszével vizsgaltuk a sejtekben az apoptotikus sejthalal mértékét: 24
oran keresztiil végeztilk a mérést kornyezeti kontroll (5% CO2, 37 °C) mellett, 3 oranként
detektalva a fluoreszcens jel valtozasat 502/530 nm-en. A TH5487 szignifkansan novelte az

apoptozis mértékét a sejtekben.
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Az OGG1 gatlas csokkenti a gyulladdsos citokinek expressziojat az akut hasnydlmirigy-
gyulladasban

Az OGGI gatlasanak gyulladasra kifejtett hatasat a citokinek szintjének mérésével
vizsgaltuk a pankreaszban. A ceruleinnel kezelt egerekben a 40 vizsgalt citokin koziil 10 szintje
tobb mint haromszorosara novekedett a kontroll csoporthoz képest, melyek koziil szamosnak a
szintjét csokkentette a TH5487 kezelés. A citokin array-ben kapott eredmények megerdsitésére
gPCR-rel vizsgaltuk a gyulladasban novekedett fehérjeszintet mutato citokinek expressziojat.
A gyulladéds kialakuldsaban ¢€s progressziojaban szerepet jatszo 12 citokin koziil 10

expressziojat az OGG1 inhibitor szignifikansan csokkentette.

Az OGG1 gatlasa csokkenti az NF-kB DNS-koto aktivitasat

Mivel a gyulladasos citokinek és kemokinek szintje csokkent a TH5487-tel kezelt
egerekben, igy azt feltételeztilk, hogy az OGG1 gatlasa az NF-kB gyulladasos jelatviteli
utvonalat célozza meg. Intenziv oxidativ stressz koriilmények kozott az OGGl a DNS
allosztérikus modositasan keresztiil noveli az NF-kB kotodését a DNS-hez, és czaltal a
gyulladéasos gének atirasat. Hipotézisiink szerint ezt a folyamatot az OGGl1 szelektiv inhibitora
képes gatolni. Az OGGL1 inhibitor NF-kB DNS-kot6désre kifejtett hatasat EMSA kisérletben
erdsitettiik meg. A ceruleinnel kezelt egerekben mar 30 perccel az oltas utan detektaltuk az NF-
kB-t a magban. A 8-0xoG moédositas fokozta a transzkripcios faktor DNS-kot6 aktivitasat a 8-
0Xx0G-t nem tartalmazé duplaszali oligohoz (nativ) képest. A kisérlet mésodik részében az
OGG1 inhibitor NF-xB DNS-kotédésére kifejtett hatasat teszteltik. A TH5487
koncentraciofiiggd modon csokkentette az NF-kB DNS-kot6 aktivitasat a 8-0xoG probak
esetében, de nem volt hatdssal a transzkripcids faktor kotddésére a nativ probaval végzett

kisérletben.

Az OGGI gatlasa noveli a 8-0xoG akkumulaciojat a pankreaszban, viszont csékkenti az
egyszalu DNS torések szamat

A TH5487 sejthalalra és gyulladasra kifejtett hatasat allat- €s sejtes kisérletekkel is
igazoltuk, de érdekelt benniinket az is, hogy a hibajavit6 enzim gatlasa hogyan befolyasolja az
oxidativ. DNS karosodas mértékét a pankreaszban. Ennek vizsgéalatara 8-0X0G
immunfluoreszcens festést végeztiink. A sejtmagi 8-oxoG szint nétt a ceruleinnel kezelt

egerekben, aminek a mennyiségét tovabb novelte a TH5487 kezelés. Comet esszében
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kimutattuk, hogy cerulein kezelés altal kivaltott egyszalu DNS toérések mennyisége csokkent a
TH5487 kezelés hatasara.

A PARP-1 , kiiitése” csokkenti a gyulladas és az acinus sejtek karosodasanak mértéket

A PARP-1 enzim szerepét ceruleinnel indukalt AP modellben vizsgaltuk C57BL/6 him,
vad tipusu (WT) és azonos genetikai hatteri PARP-1 KO (KO) egerekben. Négy kezelési
csoportot kiilonitettiink el: WT kontroll csoport, WT ceruleinnel kezelt csoport, KO kontroll
csoport, és KO ceruleinnel kezelt csoport. Az egerekben a gyulladast a cerulein (50 ug/kg)
orankénti intraperitonealis injekcidival — Osszesen 8 oltas beadasaval — valtottuk ki. A kontroll
egerek fiziologids sooldatot kaptak. Az elsé oltastdl szdmitott 10. oraban tortént a vér és
szovetmintak begytljtése. A PARP-1 inaktivalasa csokkentette a szérum a-amilaz és lipaz,
valamint a szoveti MPO szintjét. A primer acinus sejteket 24 oran keresztil kezeltiik
ceruleinnel, majd MTT esszét és PI festést végeztiink. A KO sejtek életképessége nétt, a
nekrozis mértéke pedig csokkent a vad tipusi egérhez viszonyitva a ceruleinnel kezelt

csoportokban.
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Konkluzidok

Az OGGI1 és PARP-1 heveny hasnyalmirigy-gyulladas patogenezisében jatszott szerepének
tisztazasahoz allatkisérleteket végeztiink, amiket primer sejtes vizsgalatokkal egészitettiink ki.

Kisérleteinkbdl az alabbi megallapitasok vonhatok le:

1. A 8-0xoG mennyisége emelkedett a pankreaszban a hasnyalmirigy-gyulladés soréan.

2. Az oxidalt guaninhoz k6t6dé OGGI enzim noveli az NF-xB DNS-k6t6 aktivitasat, ami
szamos gyulladésos citokin és kemokin fokozott expresszidjat idézi eld.

3. Az OGGI1 a gyulladéasos folyamatok progressziojan keresztiil ndveli az immunsejtek
infiltraciojat és az 6démat a pankreaszban.

4. Az OGG1 hatassal van a PARP-1 aktivitasra, ami emelkedett PARilaciot okoz a
pankreaszban.

5. A PARP-1 fokozott miikkédése energia deplécidt idéz eld, ami az acinus sejtek
nekrézisahoz vezet a mirigyben.

6. A pankreasz szoveti sériilése az emésztdéenzimek szérumszintjének emelkedéséhez és a

crer

Bizom benne, hogy eredményeim alapjdul szolgalhatnak a jovébeni kutatasoknak és 0j terapias
modszerek kidolgozasanak, hogy az orvostudomdny ne csak palliativ modszerek
alkalmazasdhoz folyamodjon a heveny hasnyalmirigy gyulladas kezelésében, amelyek csupan

iddlegesen enyhitik a tiineteket.
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Osszefoglalas

Az akut pankreatitisz az egyik leggyakoribb gasztrointesztinalis korkép. Kialakulasanak
oka sok esetben nem ismert, patomechanizmusa pedig a mai napig nem teljesen tisztazott. Mar
a betegség korai szakaszaban felborul a pro- és antioxidans folyamatok kozotti egyensuly, ami
a reaktiv oxigén intermedierek fokozott termelddéséhez vezet.

Kutatdsunk soran az oxidativ stressz altal kivaltott DNS sériilések javitasaban résztvevo
OGG1 ¢és PARP-1 enzimek szerepét vizsgaltuk az akut hasnydlmirigy-gyulladasban.
Fiziologias koriilmények kozott az enzimek a sejtek tulélését segitik a DNS integritdsanak
fenntartdsa révén, intenziv oxidativ stressz esetén azonban hozzdjarulnak a gyulladésos
folyamatok progresszidjahoz.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az OGG1 gatlasa (TH5487-tel) csokkenti az acinus

crer

c ey

két lehetséges mechanizmus vizsgalataval tdmasztottuk ald. Az egyik magyarazat az, hogy az
OGG1 inhibitor cs6kkenti az NF-kB DNS-ko6t6 aktivitasat, ezaltal csokken a gyulladasos gének
expresszidja. A masik jelenség a sejthalalhoz kothetd. A TH5487 alkalmazasa indukalja az
apoptozist a sejtekben, ami csokkenti a szovetkarosodas mértékét. Tovabba, minthogy elmarad
a 8-oxoG eltavolitasa és az apurinikus/apirimidinikus endonukleaz (APE1) altal okozott
hasadas a DNS szalban, ezért csokken a PARP-1 aktivacio és a PARP-1 tilmikodéséhez
kothetd nekrozis. Az utobbi jelenség és a PARP-1 transzkripcios szabéalyozasban betoltott
szerepe lehet a magyarazat arra, hogy a PARP-17- egerekben csokkent a szérum amildz, lipaz
szint és a granulocitdk infiltraciodja, illetve az acinus sejtek nekrozisa.

Az eredményeink raviladgitanak az OGGI1 enzim jelentOségére, ami igéretes terapids
célpont lehet a hasnyalmirigy-gyulladas kezelésében. Miel6tt azonban az OGG1 inhibitor
alkalmazasa felmeriilne a klinikumban, tovabbi kisérletek sziikségesek az OGGI1 gatlas
esetleges, hosszatavli mutagén hatasainak a felderitésére. A PARP-1 akut pankreatitiszben
betoltott szerepére iranyuld kisérletek felhivjak a figyelmet a PARP gatloszerek terapias
alkalmazasanak lehetdségére is. A human terapiaban a BRCA mutaciohoz kothetd petefészek-
¢s emlddaganatok kezelésére mar hasznaljak a PARP inhibitorokat, de a nem onkologiai jellegli
betegségek kezelésében felmeriil néhany aggaly, elsdsorban a DNS-javitas gatlasa kapcsan, ami

noveli a mutagenezis kockazatat.
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