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BEVEZETES

A hasnyalmirigy egy belso és kiils6 elvalasztasu mirigyként is miikodo szerv, mely elébbi
funkcidja révén a cukorhaztartasban, utobbi altal pedig az emésztés folyamataban jatszik
nélkiilozhetetlen szerepet. Az exokrin pankreasz két meghatirozd sejttipusa a
szOlofiirtszertien elhelyezkedd acinusokba tomoriilt acindris sejtek (vagy acinussejtek),

melyek az emésztGenzimek szintetizalasara, zimogén szemcsékben torténd tarolasara és
szekretalasara specializalddott, kiterjedt endoplazmatikus retikulummal (ER) rendelkezd
sejtek; tovabba pedig a szekrétumot gyijtd, illetve a patkobélbe elvezetd csatornakat
(duktuszokat) alkotd duktdlis sejtek. A szerv gyulladdsos megbetegedései (akut és kronikus
hasnyalmirigygyulladds) elsdsorban eme sejttipusok funkcionalitdsdban bekdvetkezd
defektusok okan, illetve a termelt hasnyalmirigy elvezetésének akadalyozottsaga okéan
alakulnak Ki.

Az emésztéenzimek fiziologias milkodése soran, a tobbségében inaktiv pro-enzim
formaban szekretalt enzimek aktivacidja a patkobélbe torténd megérkezésiik utan zajlik le. Az
enzimek ido6 elotti aktivalodasa révén, torténjen az akar mar az acinussejtekben, a sejtek
kozott, vagy az elvezetd csatorndk teriiletén, a hasnyalmirigy szovete karosodik. Ennek soran
az enzimek elkezdik felemészteni a szovetet, akut hasnyalmirigy gyulladast hozva létre. A
betegség kivalto okai széles skaldn mozognak. A két leggyakoribb ok az epekd és a nagyfoku
alkoholfogyasztas. Az epekd képes eltomiteni a kozds epevezetéket, ami megakadalyozza a
hasnyal tavozasat, valamint az epe bearamlasat okozhatja a hasnyalmirigy elvezetd
csatornaiba. A masik gyakori kivaltd ok a nagyfoku alkoholfogyasztds. A mechanizmus
pontos molekularis hattere még tisztazatlan, de nagyrészt az acinussejtekre gyakorolt komplex

(a kalcium haztartdst, a mitokondriumokat, az endoplazmatikus retikulumot, a zimogén
szekréciot €s az autofagias mechanizmusokat érintd) metabolikus zavarok okozzdk az
enzimek sejten beliili aktivacidjat. Ezen feliil az alkohol az acinusokbol kiinduld, kis elvezetd
csatornak eltomodését, abnormalis véraramlast és a kolecisztokinin, illetve a szekretin
termelddésének zavarat okozhatja, mely folyamatok mind hozzajarulhatnak a gyulladas
kialakuldsdhoz. Az elmult 20 évben a hasnyalmirigy gyulladas incidenciaja a globalis atlagot
tekintve 30-40 eset/100.000 f6/év kozott valtozott, egy lassu, de novekvod tendenciat mutatva.
Az Eurdpai Uniodban 40-45, Magyarorszagon 60-65 eset/100.000 fo/év kozott alakult az
elmult hiisz évben tapasztalhaté incidencia mértéke.

Az akut pankreatitisz molekularis etioldgiai hatterét tekintve, a betegség harom f6
funkcionalis elvaltozas miatt alakulhat ki.
Az els6, amikor a hasnyal kitiriilése (a szervbdl a patkobélbe) valamilyen oknal fogva
akadalyozott, és a csatorndkban felgyiilemlett emésztéenzimek aktivacidja az elvezetés

hidnyaban a szervben torténik meg. Egy masik megkozelités fel6l a Vater-papilla kornyékén a
kozos epevezeték €s a f6 hasnyalmirigy-csatorna 6sszedmlése utan, a jaratot elzard okok (pl.
epekd) miatt az epe visszafolyhat a hasnyalmirigy teriiletére, ahol az acinussejtek epesavakra
érzékeny sejtfelszini receptorai altal kozvetitve (vagy a sejtekbe kozvetleniil bejutva) kalcium
hiper-szignalizaci6 Gtjan indukalja az emésztéenzimek sejten beliili aktivaciojat.
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A masodik a duktalis sejtek iontranszportjdban torténd zavar bedlldsa kiils6, vagy belsd

behatas kovetkeztében. A kiilonbozé inzultusok (pl. erds alkoholfogyasztas) karosithatjak a
duktalis sejtek ion- €s viztranszport rendszerét, minek kdvetkeztében a termelddd hasnyal
fluiditasa, illetve pH-ja nem lesz megfeleld az emésztéenzimek inaktiv allapotban tartdsdhoz,
igy azok a csatornarendszer teriiletén aktivalodhatnak. A defektus hatterében allhat a
mitokondriumok funkcidvesztése, az ER karosodasa, az intracellularis kalcium és/vagy cAMP
egyensuly felborulasa, illetve a CFTR csatorna aktivitasdban keletkezé zavar, példaul
orokletes okok miatt.

A harmadik elvaltozds az acinussejtekben bekovetkezd zavar, melynek sordn az

emésztdenzimek az acinusokon belill aktivalodnak felemésztve a kornyezd sejteket. Ennek
molekularis oka lehet a lizoszomalis és zimogén granulumok destabilizacioja, mitokondrialis
diszfunkci6 (a mitokondridlis permeabilitas tranzicios porus —MPTP— nyitva tartdsan
keresztiil), ER stressz, kalcium és/vagy cAMP egyensuly felboruldsa, protein kinaz C és
NF«B utvonalak aktivacidja, kozvetlen tripszinogén aktivacid, vagy vakuolizdcid miatt. A
sejten beliili emésztéenzim-aktivacido mellett az apikalis citoszkeleton atépiilése miatt az
apikalis oldali exocitdzis blokkolddasa is okozhatja a gyulladéasi folyamatok indulasat. Ebben
az esetben megszakad a granulumok kotddése az apikalis citoszkeletonhoz €s azok a bazalis
felszin felé¢ kezdenek vandorolni, ahol az egyik membranfehérje protein kinaz C altali
foszforilacigja lehetévé teszi a granulumok bazolaterdlis exocitdzisat az intersticiumba.

Az akut hasnyalmirigy gyulladas jellemzd tiinetei magaban foglaljak a hirtelen fellépd,
erds, a has fels0 részén Ovszerlien sugarzé fajdalmat, mely puffadassal, hanyingerrel,
hanyassal, hasmenéssel jarhat egylitt, mely tiinetek étkezés utan rosszabbodnak. A betegek
lazzal, 1égszomjjal, gyors, vagy lassi szivveréssel és veseproblémakkal is kiizdhetnek, az
epevezeték elzdrodasakor pedig sargasag is kialakulhat. A sejtelhalas kovetkeztében vériikben
megemelkednek az emésztéenzimek szintjei, igy a komplexebb vizsgalati modszerek (pl. CT,
hasi, vagy endoszkdpos ultraszonogratia, ERCP) mellett egy vérvétellel is konnyen igazolhato
a betegség fennallasa. Bar a gyogyszerek hasznalatat a hasnyalmirigy gyulladasban altalaban
tulzasba viszik, a betegség kezelési lehetdségei korlatozottak. A terdpia fO pillére az
intravénas folyadék és tapanyagellatassal biztositott szigort diéta altali nyugalomba helyezés.
Célzott, specifikus terapiak sajnos nem allnak rendelkezésre, mindannak ellenére, hogy a
tudomény kiterjedt erdfeszitésekkel probalja azonositani az ,,AP” megfeleld molekularis
célpontjait. Szamos folyamatban 1év6 klinikai vizsgalat célja annak meghatarozasa, hogy ezen
Uj terapias megkdzelitések koziil melyeket lehet hatékonyan atiiltetni a klinikumba.

A hasnyalmirigy akut gyulladasanak in vitro modellezési lehetdségei kozott megemlitendd
az immortalizalt sejtvonallal (pl. AR42) — patkany acinaris sejtvonal) torténd vizsgalatok
végzése, illetve az €16 allatbdl izolalt primer sejtek (acinaris €s duktalis egyarant) hasznalata a

kisérletek soran. Az izolalt primer sejtek nagy eldnye értelemszerlien a sejtazonossag, viszont
korlatozott ideig lehet csak Oket fenntartani, illetve osztodasra sem képesek. Az izolalt
acinusok tovabbi hatranya, hogy kb. két nap utan duktalis atalakulasba kezdenek. A sejteket a
kiilonb6z6 vizsgalatok soran legtobbszor epesavakkal (taurokolét, taurokenodezoxikolat),
zsirsavakkal, alkohollal (vagy annak acetaldehid, vagy zsirsav-etilészter metabolitjaival),
tovabba normal miikddés soran a zimogén szemcsék iirtilését kivalto szekretagogok (pl. CCK,
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crer

a cerulein nevii oligopeptidet, ami az Osszetett emésztOrendszeri hatasokkal rendelkezd
kolecisztokinin, mesterséges analogja. Fiziologias mennyiségben (pM) a cerulein a CCK-val
analog modon serkenti a zimogén szekréciot az acindris sejtekben, szupramaximalis dozisban
adva (10-100nM) viszont akut gyulladas-szeri valaszt general a sejtekben (sejten beliili
emésztdenzim-aktivacio, NFkB aktivacio, vakuolum képzddés) és indukalja a sejtpusztulast.
In vivo torténd hasnyalmirigy vizsgalatokra foként ragesalokat hasznalnak, leginkabb egereket
vagy patkanyokat. Az alkalmazott modelleket invaziv €s nem invaziv csoportokba lehet
rendszerezni. A nem invaziv modellek koz¢ tartozik a szekretagdg analdgokkal (korabban
emlitett cerulein, vagy karbakol — ami egy kolinerg agonista) torténé parenteralis kezelés
intraperitonealis injekcio(k) utjan. A cerulein esetében 5-50 pg/ttkg orankénti i.p. oltast
tartalmaz a modell, 4-12 o6ran keresztiilli ismétléssel. Vizsgalataink soran az izolalt
acinussejtek és az egerek in vivo kezelése alkalmaval is a pankreatitisz ceruleinnel kivaltott
modelljét alkalmaztuk.

Habér a ,,nyugati” orvoslés jorészt kritikus a tradicionalis gyogyaszati modokkal szemben,
az ott hasznalt novényekben talalhaté hatéanyagok még mindig jelentds gyogyszerjeldlti
potenciallal birnak. A megfelel6 novények és azok Kivonatainak hasznalata a népi orvoslas
részeként évezredes multtal rendelkezik a vilag szamos teriiletén. Ilyen novény az iskolavirag,
vagy abécéfii (Acmella oleracea, Spilanthes acmella, Spilanthes oleracea) is melynek viragat,
leveleit és szarat az Amazonas-medencétdl Indidig enyhe fajdalomcsillapitd hatdsa miatt
fogfajas, szajgyulladas, inygyulladas ¢és torokfajas gyogyitasara ragjak. Ezenkiviil a novényt
fert6tlenitd, vizelethajto, parazita- és virusellenes szerként, valamint sebgyogyitas céljabol is
hasznaljak. A novény f6 gyodgyhatasu vegyiilete a spilantol (SLT), mely tobbek kozott
gyulladas gatlo, fajdalomesokkentd hatassal is rendelkezik.

Az utébbi évek kutatasaiban, az emberre kifejtett nagy bioldgiai aktivitdsuk miatt vizsgalt
polifenolok t6bb tagja is nagy potencialu vegyiiletnek mutatkozott a hasnyalmirigy betegségei
elleni harchan. A polifenolok egyik alcsoportja, a flavonoidok tobb tagjanak akut gyulladasi
folyamatokban mutatott potencialis védOhatasat is igazoltak mar. A tricetin (TCT) tobbféle
novényben is megtalalhatd flavonoid, amely tSbb kutatds szerint rakellenes,
gyulladascsokkentd ¢és antidiabetikus aktivitassal is rendelkezik. A legtobb elérhetd
tanulmany a szer rakellenes potencialjara 6sszpontosit.

Kutatasunkban a fentiek okan azt kivantuk megvizsgalni, hogy az iskolaviragbol kivont SLT,
illetve a TCT rendelkezik-e akut hasnyalmirigy-gyulladas elleni terapias potenciallal. A
vizgalatainkat izolalt acinussejteketen (in vitro) és az akut pankreatitisz egérmodelljében
illetve egy lokalis gyulladas, a bor kontakt hiperszenszitivitisinak vizsgalataban (in vivo)
vegeztiik el.
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CELKITUZESEK

A kiilénb6z0 novényi hatdanyagok felhaszndlasa a modern kori gyogyaszati eljarasokban
egyre nagyobb teret hodit. Munkank sordn két, eltérd szerkezetli ndvényi hatéanyag, a tricetin
és a spilantol hatasat vizsgaltuk akut hasnyalmirigy gyulladas in vitro és in vivo
egérmodelljében.

1. A tricetin esetében célul tiztik ki a szer életképességre és gyulladasi mediatorokra
kifejtett hatdsanak vizsgalatat, tovabba hogy sejteken eldidézett PARilacid mértékét hogyan
befolyasolja. Ezen feliil kivancsiak voltunk, hogy milyen hatassal bir az egerekben kivaltott
akut hasnyalmirigy gyulladas sulyossagara és az esetlegesen a sejtekben kialakulé PARilacio
mértékeére.

2. A spilantol esetében a vizsgalatainkat az elGzetesen elvégzett in vitro kisérletek
eredményei alapjan in vivo vizsgalatoknak vetettiik ala, melyek soran arra kerestiik a valaszt,
hogy a spilantol hogyan befolyasolja az akut hasnyalmirigy-gyulladas sulyossagat, tovabba
milyen hatdsa van egy kevésbé komplex gyulladasi modellben, a kontakt dermatitiszben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

A Dulbecco's Modified Eagle's Medium-ot (DMEM), a fotalis szarvasmarha szérumot
(FBS), a szarvasmarha szérum albumint (BSA), a H,0,-ot, a P/S mixet, a DMSO-t, a HBSS
puffer eldallitasahoz sziikséges vegyszereket, a HEPES-t, a Triton-X reagenst, az MTT ¢s a
Griess modszerhez hasznalt reagenseket, a rekombinans human epidermalis ndvekedési
faktort (rhEGF) és a laminint Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.
A kollagenazt (NB 8 Broad Range — kollagendz I és II) a Nordmarktdl (Nordmark
Arzneimittel GmbH & Co. KG, Uetersen, Németorszag), a tripszin inhibitort a Gibco-tol
(Waltham, Massachusetts, USA) vasaroltuk meg. Az IFNy-t a Bio-Vision-t61 (Waltham,
Massachusetts, USA) a PMA-t és az LPS-t a pedig szintén a Sigma-tol szereztiik be. A
magfestétsekhez hasznalt DAPI és Hoechst festékeket a Thermo Fisher-t6l (Thermo Fisher
Scientific, USA, Massachusetts, Waltham) vasaroltuk.
A sejtek karositasahoz, illetve in vivo a szovet gyulladasanak kivaltasahoz hasznalt ceruleint a
Medchem Express-t61 (Monmouth Junction, New Jersey, USA) szereztiik be.
A sejteken okozott karosodas mértékében, illetve in vivo a szoveti gyulladas folyamataban
vizsgalt novényi hatdéanyagok koziil a tricetint az Extrasynthese-tol (Genay, Franciaorszag), a
spilantolt pedig a ChromaDex-t61 (Los Angeles, Kalifornia, USA) szereztiik be.

Hasnyalmirigy acinussejtek izolalasa és tenyésztése

A Kkisérletek soran hasznalt acinussejteket 8-10 hetes, him és ndstény nemii, C57BL/6j
torzsi egerekbol, protokoll alapjan izolaltuk. A szovetet a kivagas utan HBSS pufferbe
helyeztiik, majd olloval par milliméteres hossziisaghi darabokra apritottuk. Ezt kovetden a
szovetet husz perces kollagenazos emésztésnek tettiik ki 37°C-on, mikézben a darabokat 5
percenként szuszpendaltuk. A sejteket HBSS pufferrel négy alkalommal mostuk. A mosasok
kozott a sejteket 450 g-n centrifugaltuk. A mosas utan a klasztereket HBSS-ben vettiik fel, és
100 um-es szlir6n keresztiil sziirtiik azokat a nagyobb, nem megfeleléen felemésztett
klaszterek eliminalasa érdekében, majd a sziirét &tmostuk.
A sziirt klaszterhalmazt ezutdn BSA oldaton keresztiil {ilepitettiik. Ezzel a 1épéssel sikertilt
kisziirni a tulemésztett, egyedi sejteket és a mar szintén tulemésztett, csak par sejtbol allo
klasztereket, melyek a tenyésztés ideje alatt karositd kezelés nélkiil is meghalnanak. A 10-30
sejtes klasztereket ezutan HBSS-sel mostuk, majd 10 % FBS, 1 % antibiotikum (penicillin,

s

tenyésztettiik.

In vitro kezelések

Az izolalt sejteket kirakdsuk masnapjan kezeltik meg. A 3-10-30-100-300 pM
PMA-val, illetve a hidrogén peroxiddal térténd kezelések eldtt. A kisérletekben a cerulein
(minden esetben 100 nM) kezelés rendre 24 6ran keresztiil tartott, kivéve a kaszpaz esszét,
amikor is 18 oran keresztiil vizsgaltuk a kezelt sejteket. Az egy 6ras LPS (1 pg/ml) + IFNy
(20 ng/ml) kezelést, illetve a szintén 1 ords PMA (1 uM) kezeléseket az NFkB p65-06s
alegységének DNS kotddési vizsgalatahoz hasznaltuk. PARilacid kivaltasahoz 7,5 perces



Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei Nagy-Pénzes Maté
Debreceni Egyetem - Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola Debrecen, 2023

hidrogén peroxiddal torténd kezelést alkalmaztunk, mely a kutatdcsoport korabbi tapasztalatai
alapjan megfeleléen indukalja a PARilaciot. Ezeken feliil az életképességi vizsgalatok soran
az izolalt sejteket 24 6ran at tartd hidrogén peroxidos kezelésnek is kitettiik.

In vivo kezelések és szovetfeldolgozas (pankreatitisz modell)

A hasnyalmirigy gyulladast C57BL/6j torzsii egerekben fiziologias sooldatban oldott

ceruleinnel (50ug/ttkg) valtottuk ki. Kisérleteink soran a vizsgalt egereket (spilantol — 42 him
egér, tricetin — 18 him egér) randomizalva 3 csoportba osztottuk: KTR — csak fiziologias
sooldatot kapd egereket, CERU — cerulein kezelésben részesiilo egerek és N+CERU — a
cerulein mellett novényi hatdéanyaggal is kezelt allatok. Az egerekbe 8 db, orankénti
intraperitonealis (i. p.) oltassal juttattuk be a ceruleint. A cerulein oltasban nem részesiild
egerek azonos idében, megegyezé6 DMSO tartalmu fiziologias sdéoldatot kaptak. A munkéank
soran a spilantol hatasat csak eldkezelés, a tricetinét pedig eld €s utdkezelés formajaban is
vizsgaltuk. A tricetin vizsgalatanal, az eldkezelés alkalmaval kett6 i. p. oltas soran 10-10
mg/ttkg tricetint juttattunk be az egerek szervezetébe 12, illetve egy ordval az els6 ceruleines
oltas elétt. Az utokezelés alkalmaval a tricetint a 4. és az 5. cerulein oltas kozott 30 mg/ttkg
dozisban, illetve az utolsé oltas utan 10 mg/ttkg doézisban, szintén i. p. oltassal jutattuk be az
allatok szervezetébe. A spilantol esetében 30 mg/ttkg szert jutattunk az egerekbe i. p. oltassal,
egy oraval az elsd cerulein kezelés eldtt. A ndvényi hatdanyag kezelésben nem részesiild
allatok az oltasokkal egy idében megegyez6 DMSO tartalmu fizioldgids sdoldatot kaptak. Az
allatoktol a spilantolt vizsgdlod kisérlet soran az elsd cerulein oltdstdl szdmitott 24 ora
elteltével, a tricetint vizsgalo kisérletek soran pedig 10 ora leteltével vért vettiink, majd a
kisérletek terminalasat kovet6en eltavolitottuk a hasnyalmirigyiiket tovabbi vizsgalatok
céljabol.
Az egerekbdl szivpunkcidval kinyert vért a megalvadds utdn 10 percig 5.000 g-n
centrifugaltuk, majd a szérum frakciot lefagyasztottuk. A hasnyalmirigy szovet kinyerésekor a
szovetet 3 részre vagtuk a szovettani mikroszkopos megfigyeléshez, a mieloperoxidaz enzim
szoveti szintjének meghatarozasahoz ¢s az RT-qPCR vizsgalat lefolytatdsdhoz. A szovettanra
szant részt 10 %-0s formalinba (formaldehid 4 %-os vizes oldata), az enzimvizsgalatra szant
részt folyékony nitrogénbe, az RT-qPCR-re szant részt pedig TRIzol extrakcids reagensbe
(Molecular Research Center, USA, Ohio, Cincinnati) helyeztiik és lefagyasztottuk.

In vivo kezelések és szovetfeldolgozas (fiilgyulladas modell, spilantol esetében)

A BALB/c torzsti egrekben a kontakt flilgyulladast forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA)
kezeléssel valtottuk ki. A kisérletek sordn a vizsgélt allatokat (18 him és 18 ndstény)
randomizalva 3 csoportba osztottuk: KTR — csak DMSO-val kezelt egerek, PMA — 0,05%-0s
PMA kezelésben részesiilé egerek és SLT+PMA —a PMA mellett 10 uM spilantollal is kezelt
egerek. A felhasznalt PMA és spilantol vegyiileteket DMSO-ban oldva vittiik fel az
egérfiilekre.

A gyulladas indukcioja elétt az egerek fiilvastagsagat Mitutoyo vastagsagmérdvel (Sakado,
Takatsu-ku, Kawasaki, Kanagawa, Japan) mértiik meg. Ezutan az egercket DMSO-val vagy
DMSO-ban oldott PMA-val kezeltiik (20 ul/fiil, mikropipettas felvitel, 10-10 ul a fiil mindkét
oldalara). Hatvan perccel késébb a kontroll és a PMA csoportot DMSO-val, az SLT+PMA
csoportot pedig 10 uM spilantollal kezeltiik (20 pl/fiil, mikropipettas felvitel, 10-10 pl a fiil
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mindkét oldalara). A spilanthol-koncentracio kivalasztasa a spilanthol NO-termelésre
gyakorolt hatasat vizsgalo eldzetes kisérleteken alapult. Hat 6raval a PMA kezelés utan ismét
megmértilk a flilvastagsagot, és az egereket izoflurannal elaltattuk. Az é&llatok fiilét
exterminalasuk utan szovettani- (HE festés) és MPO-vizsgalatok végett eltavolitottuk. A fiilek
szOvettanra szant részét 10 %-0s formalinba, az enzimvizsgalatra szant részét pedig folyékony
nitrogénbe helyeztiik a hasnyalmirigy metszetekhez hasonldan.

Gyokfogo hatas vizsgalata ABTS dekolorizaciés modszerrel

Az ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsav) esszét gyokfogd képesség
vizsgalatara hasznaltuk. A modszer alapja a kromogén ABTS szabadgydk, amely kalium-
perszulfattal eldallithatd, egy ¢éjszakdn at tartdé reakcioval. A vegyiiletek antioxidans
tulajdonsaga az ABTS gyok oldatanak intenziv z6ld szinének elszintelenedésébdl hatarozhatd
meg. A tricetin mellett a vizsgalatban pozitiv kontrollként C-vitamint hasznaltunk. A zold
szin intenzitasanak csokkenésébdl kovetkeztethetiink a vizsgalt vegyiiletek gyokfogd
képességére (a gyokfogasi mechanizmus elszinteleniti a z61d oldatot).

PAREP inhibicios esszé

A tricetin PARP enzim gatldo hatasanak vizsgalatahoz a Trevigen (USA, Maryland,
Gaithersburg) ,,PARP Activation Kit”-jét hasznaltunk, mely hisztonnal bevont feliiletii
lyukakat tartalmazo 96 lyukt lemezeket tartalmaz, és a reakcid soran a platekhez PARP
enzimet és biotinilalt NAD-ot tartalmazé puffert adtunk. A PARilacio soran a PARP biotinnal
jelolt NAD-ot épit be a poli-ADP-riboz lancba, melynek mennyiségét peroxidazzal jelolt
sztreptavidinnel detektaltuk. A tricetin mellett az esszében 3-aminobenzamid (3-AB) PARP
gatlo szert hasznaltunk pozitiv kontrollként.

NFkB aktivacio mérése

Az NF«B transzkripcios faktor aktivalodasanak vizsgalatdhoz az NFkB p65 Transzkripcios
Faktor Esszé Kitet (Abcam, Egyesiilt kiraylsdg, Cambridge) a gyarté utasitdsai alapjan
hasznaltunk. Az essz€hez, annak végrehajtasa eldtt, a 6 lyuka platekben tenyésztett, izolalt
acinussejtekbdl magextraktumot izolaltunk a kithez mellékelt protokoll alapjan, mellyel a

crer

c sy

szer p65-0s alegység DNS-hez torténd bekotddésére gyakorolt hatasat kivantuk megvizsgalni.
Az esszé soran a plate-hez rogzitett DNS-hez adott magextraktumban talalhato faktorok
kotédnek a DNS-hez, majd a rendszerhez elsddleges anti-NF«B antitestet (kecske), illetve a
HRP-hez kotott masodlagos anti-kecske antitestet adunk, majd az enzimreakcio lezajlasa utan
,platereader” segitségével mértiik az oldatok szinintenzitdsat.

Kalcein esszé

A Kalcein-AM (Sigma—Aldrich Kft, Magyarorszag, Budapest) térzsoldatot (4mM, DMSO-
ban oldva) 1uM-os végkoncentracidban adtuk a vizsgalt sejtekhez. A hidrofob kalcein-AM
konnyen bejut az €16 sejtekbe, ahol az intracellularis észterazok egy hidrofil, fluoreszcens
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vegyiiletté¢ (kalcein) alakitjak azt, ami mar nem jut ki a sejtekbdl. A sejtek életképessége a
kontroll sejteknél kapott adatok szazalékaban lett kiszamolva és bemutatva.

LDH esszé

A sejtek feliiluszojanak 50-50ul-ét egy masik 96 lyukua sejttenyésztd edénybe helyeztiik,
majd hozza 50-50ul LDH reagens mixet (G-Biosciences, USA, Missouri, St. Louis) adtunk.
Az esszé soran pozitiv kontrollként a 10%-0s Triton-X vegyiilettel lizalt sejtek feliiliszoja
szolgalt.

Membranpermeabilizacié kimutatasa propidium-jodid esszével

Az izolalt sejtek CellCarrier Ultra 96 lyuku sejttenyésztd edényben (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) tortént kezelése utan a sejteket 2,5 pg/ml propidium jodiddal (Sigma—
Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) és 5 pg/ml Hoechst342 (Sigma—Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag) festékkel 15 percig inkubaltuk. A sejtekrdl az Opera Phenix High-
Content Analysis System (,,HCA”; Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) segitségével képeket
készitettiink, majd azokat a Harmony szoftver (Waltham, MA, USA) segitségével értékeltiik
ki.

Kaszpaz aktivitas mérése

Az izolalt sejteket a cerulein kezelés elinditasat kovetéen Hoechst festékkel és CellEvent
Caspase-3/7 Green reagenssel kezeltik (Thermo Fisher Scientific, USA, Massachusetts,
Waltham), majd a propidium-jodid essz¢é soran is alkalmazott ,,HCA” eszkozzel vizsgaltuk a
sejtekben mutatkozo kaszpaz enzim aktivitasat.

Immunfluoreszcens festés és fluoreszcens mikroszkéopia

A sejteket az izolalast kovetéen lamininnal bevont, 13 milliméter atmér6jii fedélemez
korongokra tettiik ki, 24 lyuku sejttenyésztd edényben. A sejteket H,O, -dal kezeltiik. A
kezelés utan a sejteket fixaltuk, majd a PBS-es mosast kovetéen permeabilizaltuk azokat. A
blokkolas utan a sejteket 10H hibridomabol hazilag eléallitott, egér monoklonalis poli(ADP-
riboz) (PAR) specifikus antitesttel (IgG3 izotipus) egy éjszakan at, 4°C-on kezeltilk. Mosas
utan a sejteket Alexa633 festékkel konjugalt kecske, anti-egér masodlagos antitesttel Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és DAPI festékkel kezeltiik. A fedélemezeken masnap
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk meg a sejteket.

RNS izolalas, RT-gPCR

A vizsgalathoz az izolalt sejteket 6 lyukl sejttenyésztd edénybe helyeztiik ki. Az egy 6rés
30uM-os tricetin elékezelés, majd az azt kdvetd 24 oras cerulein kezelés utan (illetve az in
vivo modellnél a szovet kinyerése utan) a sejtek/szovetek teljes RNS készlete kertilt izolalasra
TRIzol reagens felhasznalasaval a gyartd protokollja alapjan. A reverz transzkripcid soran a
Thermo Fishert6l vasarolt, random primereket tartalmazé RT kitet hasznaltuk. A Roche
(Roche Applied Science, Penzberg, Németorszag) LightCycler 480 berendezésével mért real-
time PCR soran SYBR Green festéket (Institute of Applied Biotechnologies, Strasnice,
Csehorszag) alkalmaztunk az expresszios mintazatok megfigyeléséhez.
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SDS-PAGE és Western blot

A vizsgalathoz az izolalt sejteket 6 lyukl sejttenyészté edénybe helyeztiik ki. Az egy 6rés
30uM-os tricetin el6kezelés, majd az azt koveté H,O, kezelések utan a sejtekben talalhatod
teljes fehérje mennyiség lizalasa tortént meg. A fehérjéket SDS-PAGE gélen szeparaltuk. A
fehérjéket ezutan nitrocellul6z membranra transzferaltuk. majd a membranokat egy oran at
BSA-val blokkoltuk szobahdn. A blokkolas utdn a membranokat 4°C-on, egy ¢éjszakan at az
immunfluoreszcens festés soran leirt anti-PAR antitesttel kezeltiikk majd PBST-vel mostuk. A
mosas utdin HRP-vel konjugalt nyul anti-egér masodlagos antitesttel és anti-B-aktin antitesttel
kezeltiik a membranokat. A membranok el6hivasa WestFemto kemilumineszcens reagenssel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tortént, a Chemidoc Touch
géldokumentacios rendszert (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) hasznalva.

Szérum a-amilaz és lipaz esszé

A szérum a-amildz és lipaz aktivitast a Diagnosticum Zrt. (Budapest) enzimatikus esszé
kitjét hasznalva, kinetikus reakcioban, 20 percen keresztil mértiik a gyartd utasitdsainak
megfelelden, ,,platereader” késziilékkel 405 nm-en az a-amilaz esetében és 580 nm-en a lipaz
esetében.

Szoveti mieloperoxidaz (MPO) aktivitas meghatarozasa

A szoveti mieloperoxiddz enzim aktivitdsat a hasnyalmirigyben és a fiilmindkban a
neutrofil granulocita infiltracio indikatoraként mértiik. A folyékony nitrogénben lefagyasztott
szovetmintikat felolvasztottuk, és foszfat pufferben homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. Az
igy kapott pelletet foszfatpufferben reszuszpendaltuk és szonikaltuk. A mintakat ezutan
centrifugaltuk és a feliiliszokat Osszegyljtottik ész Gsszfehérje-koncentraciot mértiink. A
feliiluszok 100 pl-jét megegyezd térfogat szubsztratoldattal kevertiik. Az elegyet 37 °C-on
1,5 percig inkubaltuk, majd a reakciot kénsavval allitottuk le.

Szovettani vizsgalat és TUNEL festés

A hasnyalmirigy szoveteket és fiilmintakat, az izolalasuk utdn formalinban fixaltuk. A
dehidratalast, beagyazast (paraffin), metszést (4pum) és a hematoxilin-eozinnal torténd festést
a szOvettani modszerekr6l szold Gtmutatd szerint végeztiik. A hasnyalmirigy metszetekben
megfigyelheté apoptotikus sejtek jelolésére hasznalt TUNEL esszét (TUNEL Assay Kit -
HRP-DAB, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) gyart6 utasitasai alapjan végeztiik el. A
hasnyalmirigy metszetek esetében festéseket egy patologus értékelte ki, aki szdmara a
kisérleti terv és a mintak kezelési elézményei ismeretlenek voltak. Az 6déma, a leukocita
infiltracio, a nekrozis és a TUNEL festés tekintetében egy 0-tl 3-ig terjedé pontozasi sémat
alkalmaztunk.

Hasnyalmirigy szoveti metszet immunfluoreszcens festése

A hasnyalmirigy szovetek 4um vastag metszeteit 1%-0s BSA-val blokkoltuk PBS-ben, 1
oran keresztiil, szobahdmérsékleten, majd a immunfluoreszcens festésrdl szolo leiras szerinti
anti-PAR antitesttel kezeltik egy éjszakan at, 4°C-on. A szoveteket ezutan Alexa633-
konjugalt kecske anti-egér Ig masodlagos ellenanyaggal (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) és DAPI-val (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inkubaltuk
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szobahdmérsékleten. A metszeteket konfokalis mikroszkoppal (Leica, Wetzlar, Németorszag)
vizsgaltuk meg.

Statisztikai elemzés

Az in vitro kisérleteket legalabb harom alkalommal megismételtiik és a beldliik szarmazo
eredményeket a harom kisérlet atlagaval és tapasztalti szorasaval (SD) abrazoltuk.

Az AP in vivo kisérleteit rendre 18 (csoportonként 6) him egeret hasznalva, a kontakt
hiperszenitivitas in vivo kisérleteket pedig 18 him és 18 néstény (csoportonként 6 him és 6
ndstény) egeret hasznalva végeztikk el, mely kisérletek adatait szintén azok atlaganak és
szérasdnak bemutatdsaval abrazoltuk. A folytonos valtozok kiértékelésére Tukey post hoc
probaval kombinalt egy-utas ANOVA elemzést alkalmaztunk. A kapott diszkrét valtozokat
(szovettani kiértékelés) Fisher egzakt tesztnek vetettilk ala. A statisztikai elemzéshez a
Microsoft Excel, a GraphPad, illetve a STATA programokat hasznaltuk. A statisztikai tesztek
mindegyike soran 5%-0s szignifikancia szintet alkalmaztunk.

-11 -



Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei Nagy-Pénzes Maté
Debreceni Egyetem - Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola Debrecen, 2023

EREDMENYEK

A tricetin flavonoid vizsgalatanak eredményei

A tricetin jelent6s antioxidans hatassal biro vegyiilet

Az irodalomban szadmos flavonoid vegyiilet antioxidans hatassal bir. ABTS gydkfogo
vizsgalatban szerettiink volna bebizonyoSodni arrdl, hogy a tricetin is rendelkezik-e ezen
tulajdonsaggal. A tesztben a tricetin a kontrolljaként alkalmazott C-vitaminhoz hasonld
gyokfogo aktivitast mutatott. A C-vitamin ICs értéke a vizsgalat soran 65,15 uM-nak, a
tricetiné pedig 49,64 uM-nak adodott.

A tricetin alacsonyabb dézisban nem toxikus az izolalt sejtekre

Az izolalt acinussejtek jo sejtmodellt jelentenek az exokrin hasnyalmirigy
tanulmanyozasara. Ezért egerekbdl izolaltunk primer acinussejteket, és alkalmazasukkal
megvizsgaltuk a tricetin toxicitasat. A sejtek ¢életképességét kalcein-teszttel, mig a
plazmamembran-karosodast LDH-felszabadulasi teszttel értékeltiik. Azt talaltuk, hogy a TCT
nem toxikus a primer acinussejtekre 30 uM Kkoncentracidig. Haromszor nagyobb
koncentracioban (100 uM) a tricetin kis mértékben, de szignifikans toxikus hatast gyakorolt a
sejtekre, viszont ez elhanyagolhatd volt a pozitiv kontrollként 1 mM koncentracioban
alkalmazott hidrogén-peroxid esetében tapasztalthoz képes. Ez mind a két vizsgalatban
megfigyelheté volt, ezért a késObbi sejtalapu kisérletekhez a 30 pM koncentraciot
valasztottuk ki.

A tricetin megvédi a sejteket a cerulein altal kivaltott sejthalaltél, de a H,O,-indukalt
sejthalaltél nem

A kolecisztokinin analég peptid ceruleint széles korben hasznaljdk a tGlstimulacio altal
kivaltott acinaris sejtkarosodas modellezésére mind sejtalapu kisérletekben, mind in vivo. Azt
talaltuk, hogy 100 nM koncentracioban a cerulein csokkenti a primer acinussejtek
¢letképességét, amit kalcein-teszttel vizsgaltunk és ez a hatas az LDH-felszabadulasi
modszerrel is megfigyelheté volt. A sejtek 30 uM tricetinnel torténd eldkezelése mindkét
modellben szignifikansan megvédte az acinussejteket a cerulein altal kivaltott karosodastol.
Mivel a nekrotikus sejthalal €s a kapcsolodo sejtmembran-sériilés az AP kritikus jellemzdje,
ez utobbi eredményt egy alternativ modszerrel kivantuk megerdsiteni. Ebbol a célbol
megvizsgaltuk a sejtek propidium-jodid (PJ) felvételét. Eredményeink szerint megallapithato,
hogy a PJ felvétel mérésével nyert adatok dsszhangban voltak mind a kalcein vizsgalat, mind
az LDH felszabadulési teszt eredményeivel, sot ebben a tesztben mar a 10uM tricetin kezelés
1s szignifikans javulast eredményezett a cerulein kezelés okozta nekrozis mértékében.
Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy cerulein kezelésben tapasztaltak a H,O; kezelés altal kivaltott
sejtsériilés esetén is érvényesiilnek-e. Az oxidaldé H,O, koncentraciofiiggd citotoxicitast
okozott, a tricetin azonban nem volt hatassal a H,O, sejtkarositd hatasara, ami azt jelzi, hogy
a flavonoid valésziniileg nem egyszeriien antioxidansként hat, hanem specifikusan avatkozik
be a cerulein altal kivaltott acinaris sejtkarosodasi utvonalba.
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A tricetin gatolja az apoptozis mértékét a ceruleinnel kezelt acinussejtekben

A high-content analizissel mért, 18 oran keresztil végzett, 3 Orankanti megfigyelés
ereménye azt mutatja, hogy az alkalmazott 100 uM-os cerulein kezelés mar 3 ora elteltével is
szignifikansan novelte a sejtekben talasztalhato kaszpaz aktivitast, melyet CellEvent reagens
fluoreszcencidja mutat. Ezt a megndvekedett kaszpaz aktivitast a 30 uM-os tricetin elékezelés
szignifikansan csokkentette mar az els6 megfigyelt id6pontban, mely hatds a késObbi
idépontok soran is megmaradt €s a szer a zard idépontban is majdnem harmadara
csokkentette a cerulein kezelés hatasara kialakult kaszpéaz aktivitast.
A ,HCA” késziilékkel késziilt képeken (els6 és utolsd mérési idépont) jol lathato a sejtekben
megfigyelhetdé CellEvent jel. A nem fluoreszcens festék a kaszpaz 4ltali hasitast kdvetden
képes bekotddni a DNS-hez, amely folyamat utdn a festék zold fluoreszcens jelet generdl,
melynek mértéke egyenesen aranyos a sejtekben megfigyelhetd kaszpaz enzim aktivitasaval,
melybdl kdvetkeztethetlink az apoptdzis mértékére.

A tricetin gatolja a ceruleinnel indukalt gyulladiasos génexpressziot izolalt
acinussejtekben

A gyulladdsos komponens egyértelmiien hozzajarul az AP kialakulasdhoz. Az AP
korélettananak egyik kiilonlegessége a legtobb akut gyulladassal szemben, hogy itt az
elsddleges esemény a sejtkarosodds, €és a gyulladds a szovetkdrosodas kovetkezményeként,
masodlagosan alakul ki. Ennek ellenére a sériiléssel kapcsolatos gyulladas gatlasa jotékony
hatassal van az AP lefolyasara. Ezért Osszeallitottunk egy gyulladasos mediator panelt, és
megvizsgaltuk a tricetin hatasat e gének expresszidjara. A cerulein kezelés indukalta az IL1J,
IL6 és MMP2 mRNS-ek expresszidjat, mig a TNFa, I[FNy, valamint a CCL5 és CXCL10
kemokinek expressziojat nem valtotta ki. Hasonloképpen a TGFp, és az IL10 expresszidja
sem valtozott. A sejtek tricetinnel torténd el6kezelése szingifikansan csokkentette az ILI1J,
IL6 €és MMP2 cerulein altal indukalt expresszidjat.

A tricetin visszafogja az NFkB p65-0s alegségének transzlokaciojat a sejtmagba, de nem
gatolja kot6dését a DNS-hez

Az NFkB transzkripcios faktor nyugalmi allapotban a citoszolban, inaktivalt allapotban
talalhat6. Kiilonb6zo iniciald tényezok hatdsara az NFkB transzlokalodik a magba, ahol a
legtipusosabb komplexében a p50 alegységgel heterodimert alkotva kotédik a gyulladasos
célgének promoteréhez, beinditva a génexpressziot. A p65-0s alegység DNS kotodési
esszé¢jének eredményi azt mutatjak, hogy mind az LPS (1 ug/ml) + IFNy (20 ng/ml) kezelés,
mind pedig a PMA (1 uM) kezelés szingifikansan megnovelte a transzkripcios faktor magi
bekotdédésének megnovekedett mértéke jelzett. Szintén megfigyelhetd, hogy az egy oOras
tricetin elokezelés (30 uM) szignifikansan csokkentette a bekdtddés mértékét.
Annak tisztdzasara, hogy a bekotddés csokkent mértéke a magi transzlokaciod gatlasaban, vagy
maganak a DNS-hez torténdé kapcsolodasnak az akadalyozasaban rejlik, tricetin-elékezelés
nélkili sejtek magextraktumat tricetin ,,utdkezelésnek” vetettiik ald, mely vizsgalat
eredménye alapjan megallapithatd, hogy a gyulladast kivaltdé kezelések hatdsara
megemelkedett magi NFkB szintb6l adoddé megnovekedett DNS bekotddési ratat nem sikeriilt
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csokkentenie a tricetin ,,utokezelésnek”. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a tricetin csak az

crer

A tricetin gatolja a PARP1 enzimet

A PARPI1 aktivacidja hozzdjarul a szoveti sériiléshez és gyulladdshoz akut és kronikus
pancreatitisben. Ez alapjan megvizsgaltuk, hogy a tricetin kedvezd hatasaiban szerepet
jatszhat-e a PARilacioés gatlasa. Enzimaktivitdsi vizsgalatban a tricetin a referencia
vegyiiletként hasznalt 3-aminobenzamid (3-AB) hatasahoz hasonléan PARP-gatld aktivitast
mutatott.

A tricetin csokkenti a hidrogén peroxid altal indukalt PARiliacié mértékét izolalt
hasnyalmirigy acinussejtekben

Ezutan sejtes rendszerben vizsgaltuk meg a tricetin PARilaciéra gyakorolt hatasat. Az
izolalt acinussejteket 250uM hidrogén-peroxiddal kezeltiik, amely az elvégzett IF és WB
vizsgalomodszerek alapjan sikeresen indukalta a PARilaciot. Az egy oras eldkezelésben
alkalmazott 10uM, illetve 30uM tricetin, szignifikansan csokkentette a PARilacio mértékét a
vizsgalt sejtekben.

A tricetin elokezelés egérmodellben csokkenti az akuthasnyalmirigy gyulladas
stlyossagat

A tricetin primer acinussejtekben mért citoprotektiv hatasa alapjan és a cerulein altal
kivaltott gyulladdsos medidtorok elnyomasa alapjan feltételeztilk, hogy a szer jotékony
hatéssal lesz az AP cerulein altal kivaltott allatmodelljében is. A cerulein altal kivaltott AP in
vivo modelljét a tricetin esetében is egerekben allitottuk be az anyagok és modszerek
fejezetben leirtak szerint. Ez a protokoll egy 8 oran at tarto, orankénti i. p. injekci6sorozaton
alapul. A tricetin dozisat (10 mg/ttkg) olyan in vivo vizsgalat alapjan valasztottuk ki,
amelyben egy hasonld vegyiiletet, a fisetint (egy flavonolt) vizsgaltak.
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy - az irodalmi adatokkal &sszhangban - a
cerulein a hasnyalmirigy acinussejtjeinek karosodasat okozta, amit az a-amilaz és lipaz
emésztdenzimek emelkedett szérumszintje jelzett. Lathato tovabba, hogy a csokkent szérum
enzimszintek alapjan a tricetin el6kezelés szignifikansan csokkentette az acinussejtek
karosodasat.
A H&E-festett metszeteken 6déma és neutrfil granulocita infiltracid, illetve nekrozis jelei
mutatkoztak a ceruleinnel kezelt egerek hasnyalmirigyében. A szdveti képeken lathato, hogy
tricetin visszafogta mind az 6déma képzOodését, mind pedig az infiltracié és a nekrdzis
mértékét, amit a metszetek patologus altali szemikvantitativ elemzése is igazolt.

A tricetin in vivo is csokkenti a cerulein kezelés hatasara kialakult apoptotikus testek
mennyiségét

A TUNEL essz¢ eredménye jol korrelal a kordbban bemutatott H&E festés soran
tapasztaltakkal. A cerulein kezelés hatasara nagy szamu apoptotikus sejt meglejenése volt
megfigyelheté a hasnyalmirigy metszetekben. Az apoptozis intenzitasa a tricetinnel kezelt
metszetekben csokkent. A patologus altal elvégzett szemikvantitativ kiértékelés szignifikans
kiilonbséget mutatott mind a kontroll (KTR) és a ceruleinnel kezelt egerek kdzott, mind pedig
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a ceruleinnel kezelt és a cerulein kezelésen kiviil tricetin elOkezelést is kapott egerek
metszetei kozott.

A tricetin gatolja a granulocita infiltraciét akut pancreatitis egérmodelljében

A gyulladas egyik jellemzdje a fehérvérsejtek, kiilondsen a granulocitak megjelenése az
érintett szovetben. A szdveti myeloperoxiddz (MPO) szintjének mérése jo indikatora a
kiilonb6z6 szovetek granulocita-tartalmanak. A hasnyalmirigy szovetben mért MPO-aktivitas
tobb mint hatszorosara nétt az AP indukcidjat kovetéen. A tricetin kezelés jelentésen

crer

gatlasara utal. Ez az eredmény korrelal a H&E-festett metszetek esetében tapasztaltakkal.

A tricetin in vivo is csokkenti a cerulein altal indukalt gyulladasos génexpressziot

Hasonldan a ceruleinnel kezelt izolalt acinussejtekben tapasztaltakhoz, az IL1P és IL6
gyulladasos citokinek mRNS mennyisége in vivo is hasonldan valtozott: az AP mintakban
megndvekedett expresszids szintet, de a tricetinnel eldkezelt egerek hasnyalmirigyében
csokkent kifejezodést tapasztaltunk. Az acinussejteken kapott eredményekkel ellentétben az
MMP2 szintje nem valtozott in vivo az AP csoportban, és a tricetinnek sem volt ra hatasa. Bar
a TNFa expresszidjanak mértéke izolalt acinussejtekben nem emelkedett meg a ceruleinnel
kezelt mintakban, in vivo az — irodalmi adatokkal 6sszhangban — emelkedett a TNFo mRNS-
szintje a ceruleinnel kezelt csoportban, melynek mértékét a tricetin el6kezelés szignifikansan
gatolta.

A tricetin in vivo csokkenti a cerulein kezelés altal indukalt PARilacié mértékét a
hasnyalmirigy acinusaiban

A PARP1 a gyulladas, valamint a programozott nekrotikus sejthalal kdzponti kozvetitdje.
A szoveti metszetekben, a cerulein kezelés hatdsara kimutattuk a PARP1 termékét, a
poli(ADP-rib6z) (PAR) polimert. Az exokrin hasnyalmirigyben a kezelés kovetkeztében a
sejtmagok nagy szama volt immunpozitiv a PAR-ra, ami az acinaris PARP aktivalodasara utal
az AP-ben. Ezzel szemben a tricetinnel is elokezelt allatok hasnyalmirigye alig tartalmazott
PAR-polimert. A konfokalis mikroszoppal késziilt képek elemzése igazolta, hogy a tricetin
elokezelés szignifikansan csokkentette a PAR polimerek képzddését az allatok cerulein altal
karositott hasnyalmirigy szovetében.

A tricetin utokezelésként alkalmazva is csokkenti az egerekben a ceruleinnel kivaltott
hasnyalmirigy gyulladas sulyossagat

Az tricetin elokezelés pozitiv eredményei utan azt is meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a
flavonoid utokezelésként alkalmazva is csokkenti-e az AP lefolydsanak sulyossagat. A
gyulladas kivaltasara itt is a mar korabban bemutatott metodust alkalmaztuk, de a tricetint a
negyedik és 6tddik cerulein injekcid kozott (30mg/ttkg), illetve az utolsd cerulein injekcio
beadasa utan (10mg/ttkg) jutattuk be az egerekbe.
Az utdkezelési modellt alkalmazva is azt taldltuk, hogy a tricetin kezelés jelentOsen
csokkentette az acinussejtek karosodasat, amint azt az o-amilaz ¢és lipaz enzimek
szérumszintjének csokkenése mutatta. Ezen feliil a tricetin utokezelésben alkalmazva is
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szignifikansan csokkentette a szoveti MPO szintjét, ami ebben az esetben is a granulocitak

crer

A spilantol hatdsa in vivo gyulladasi modellekben

A spilantol in vivo csokkentette a kontakt dermatitisz kovetkeztében kialakulo 6démat,
és a neutrofil infiltracio mértékét.

Korabbi kisérleteink megallapitottak, hogy a spilanthol gatolja az iINOS fehérje
génexpressziojat és a NO-termelést és megzavarja a gyulladasos transzkripcids faktor
aktivaciot a makrofagokban. Ezek alapjan érdemesnek talaltuk a szert az in vivo, gyulladasi
modellben torténd vizsgalatra. Elészor a gyulladasi folyamatok egyik legegyszertib, helyi
gyulladasi kisérleti modelljében, az irritativ kontakt dermatitiszben folytattuk le a vizsgalatot,
melyhez konnyen elérhetd, helyi kezelési lehetdséggel rendelkez6 allatmodellt hasznaltunk.
BALB/c egerek fiilére PMA felkenésével bdrirritaciot idéztiink eld, a kontroll egereket csak
az oldoszerrel (DMSO) kezeltiik.

A gyulladas kialakulasara utalé erythemat és duzzanatot az irritaloszer felvitelét kovetd 6.
ordban vizsgaltuk. A gyulladasos valasz kovetése érdekében mikrométeres mérémiiszerrel
megmértiik a fiilek vastagsagat. A fiilek hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszetei
kimutattak, hogy a PMA massziv gyulladast idézett elo.

A spilantol-kezelés hatasara, a PMA kezelés altal megnovekedett atlagos fiilvastagsag 0,34
mm-rdl 0,26 mm-re csokkent, s igy a szer a gyulladas kovetkeztében kialakul6 fiilvastagodast
40%-kal fogta vissza. Kijelenthetjiik, hogy a spilantol gatolta az 6démas valaszt, mint
ahogyan az a szOveti metszeteken is megfigyelhetd. A mintdk myeloperoxidaz (MPO)
szintjének valtozasait vizsgalva, a PMA kezelés hatasdra kialakult leukocita infiltracio
mértéke is jelentésen csokkent a spilantollal is kezelt csoportban.

A spilantol in vivo csokkentette a hasnyalmirigy gyulladas kovetkeztében kialakulé
neutrofil infiltracié mértékét, de a sejtkarosodast nem

A kontakt dermatitisz vizsgalatainkban kapott pozitiv eredményeket kdvetden, szerettiik
volna megvizsgalni a spilantol hatasat egy joval Osszetettebb gyulladasi folyamatban, mint a
milyen a hasnaylmirigy gyulladds is. A pankreatitisz cerulein kezeléssel kivaltott
egérmodelljét az anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint allitottuk be egy 8 oran at
tartd, orankénti intraperitonealis (i. p.) injekcidsorozat formajaban. A spilantol dézisat olyan
kutatas alapjan valasztottuk, ahol az A. olerachea virdga alkoholos extraktumanak i. p.
bejuttatasaval kezelték az egereket.

A cerulein kezeléssel szignifikdns sejtkarosodast valtottunk ki, melyet az alkalmazott
30mgl/ttkg spilantol kezelés nem csokkentett a vizsgalt a-amilaz és lipaz szérumszint alapjan.
Ezzel ellentétben a cerulein kezelés kovetkeztében megndvekedett neutrofil infiltracid
mértékét a spilantol kezelés a szoveti mieloperoxiddz szint alapjdn szignifikansan
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csokkentette. Az enzimszintek eredményét megerdsiti a H&E festett szovettani metszetek
képe is: a cerulein altal kivaltott szovetkarosodas mértékét a spilantol nem gatolta, a
megnovekedett neutrofil infiltraciot viszont csokkentette.
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MEGBESZELES

A hasnyalmirigy-gyulladas a fejlettebb tarsadalmak egyre gyakoribb megbetegedése, amire
még mindig nem rendelkeziink specifikus terapidval. Tobb ndvényr alkilamidrol és
flavonoidrol kimutattdk mar, hogy enyhitik a gyulladdsos folyamatok lefolyasat. Az
iskolaviragbdl izolalt spilantol alkilamid, illetve a tricetin nevii flavonvegyiiletet gyulladdsos

crer

feltérképezetlenek.

A szamos ndvényben megtalalhato tricetin flavonoid akut hasnyalmirigy gyulladasban
kifejtett hatdsdnak vizsgalatdhoz a cerulein kezelés altal kivaltott sejt-, és szovetkarositasi
modszert valasztottuk az in vitro és in vivo vizsgalatainkhoz egyarant. Ez a sokak altal
hasznalt rendszeralkalmas az akut pankreatitisz kulcsfontossagu eseményeinek vizsgalatara
mind primer acinussejt-kultiraban, mind pedig in vivo allatmodellben. Szuprafizioldgias
dozisban ez a kolecisztokinin (CCK) analdg peptid stimuldlja mind a CCK1, mind a CCK2
receptorokat. Ezek a G-protein-kapcsolt receptorok inozitol-triszfoszfaton keresztiil
kalciumszignalizaciot inditanak el, ami reaktiv oxigéngyokok termelddését, gyulladasi
folyamatokat és sejthalalt eredményez. A sériilt acinaris sejtek in vivo kommunikalnak a
szoveti makrofagokkal, amelyek gyulladasos -citokinek ¢és kemokinek termeléssével
hozzajarulnak az AP patogeneziséhez.

Kisérleteinkben a cerulein kezelés sejtpusztulast valtott ki az egerekbdl izolalt primer
acinussejtekben. A kezelt sejtek életképességének kalcein-tesztekkel értékelt csokkenése a
apoptozis €és a nekrozis jellemzoit egyarant hordozza, amint azt a kaszpar aktivacio
(apoptozis), valamint az LDH felszabadulas és a propidium-jodid felvétel (nekrozis) jelezte. A
TCT jelent6s citoprotektiv hatasa mind az altalanos életképességi vizsgalatban, mind az
apoptozis és nekrozis vizsgalatokban megfigyelhetd volt.

Ezen tulmenden a TCT-kezelés az AP egérmodelljében is hozzijarult a sejtek
¢letképességének fenntartasdhoz, amit az allatok szérumabol mért csokkent amildz- és lipaz
szint jelzett. Erdekes modon a TCT hatasa kifejezettebb volt a szérum lipaz aktivitdsra, mint
az amildz aktivitasra. Ez — véleményiink szerint - valdsziniileg a ceruleinnel kezelt allatoknal
tapasztalt, kevésbé kifejezett amilaz-felszabadulashoz képest erételjesebb lipaz-felszabadulasi
valasznak tulajdonithat6. Egy korabbi tanulmény szerint is a lipdz valoban a hasnyalmirigy-
gyulladas érzékenyebb indikatora. Mindazonaltal mindkét szérummarker megerdsitette a TCT
in vivo citoprotektiv hatasat.

A TCT-vel kezelt allatok megtartott hasnyalmirigy-szoveti architektiraja szintén arra utal,
hogy a cerulein hatisara kevésbé stlyos szoveti karosodas kovetkezett be, tovabba a
metszeteken végzett TUNEL-festés is azt mutatja, hogy a TCT megakadalyozza az
apoptotikus sejthalalt in vivo.
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Az oxidativ stressz a gyulladas kiilonbdz6 formainak kozos jellemzdje, és az akut
hasnyalmirigy gyulladas patomechanizmusaban is kulcsszerepet jatszik. Mivel szamos
flavonoid antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik, feltételeztiik, hogy a TCT AP-ben
kifejtett védohatasahoz antioxidans mechanizmus is hozzdjarulhat. A TCT valdban
rendelkezik gyokfogéd aktivitissal, amint azt az ABTS teszt is kimutatta. Erdekes médon
azonban a TCT nem védett a hidrogén-peroxid altal kivaltott acinaris sejtkarosodassal
szemben. Ennek oka lehet a hidrogén-peroxid-specifikus antioxidans aktivitds hianya a
vizsgalatban hasznalt TCT koncentracioban. Ezenkiviil pedig az antioxiddnsok a szabad
gyokok eliminalasa helyett elsdésorban a nukleofil tonus novelésével hatnak, tobbek kdzott az
Nrf2 aktivalasan keresztiil indukaljak az antioxidans valaszt. Hogy ez a tricetin esetében is igy
van-e, az tovabbi vizsgalatot igényel.

Mivel a ROS-termelddést mar kapcsolatba hoztdk a cerulein altal kivaltott acinaris
sejtkarosodassal és az AP-vel, feltételeztiikk, hogy a TCT legalabb részben a PARP1 altal
kozvetitett, ROS-indukalt sejthalal utvonal gatlasaval hathat. Megjegyzendd, hogy az oxidativ
stressz altal kivaltott és a PARP1 altal kozvetitett sejthalal utja a nekrozis jellemzo6it mutatja
(leginkabb a membran permeabilizacio révén), ami 6sszhangban van az acinussejtek altalunk
is kimutatott részlegesen nekrotikus halalaval AP-ben. Egyes flavonoidokrdl beszamoltak,
hogy DNS-alkilaci6 hatasara PARP-gatlo hatast fejtenek ki. Nem sejtes rendszerben
vizsgaltuk a tricetin PARP enzim aktivitasara gyakorolt hatasat és azt talaltuk, hogy a TCT a
3-aminobenzamidhoz hasonl6 hatékonysaggal gitolja az enzimet.

Az oxidativ stressznek Kkitett primer hasnyalmirigy acinussejtekben PAR polimer
képzbdést lehetett megfigyelni, ami a PARP aktivalodasara utal. A TCT in vitro megsziintette
a PAR-szintézist, amint azt az immunfluoreszcens festés és Western blot is kimutatta. Az
acinaris sejtmagok a ceruleinnel indukalt in vivo AP modellben is tartalmaztak PAR polimert,
mig a TCT-vel is kezelt csoportban a PAR képzddés elmaradt. Korabban kimutattak, hogy a
PARP1 ¢és a PARilacio hozzijarul az AP patogeneziséhez. Jelenlegi eredményeink
megerdsitik, hogy a tricetin in vitro PARP-gatld hatasa in vivo koriilményekre is atiiltethetd,
ami arra utal, hogy a PARP-gatlas kulcsfontossagii tényezé lehet a TCT altal akut
pankreatitiszben nyujtott védelemben. Egyéb kutatisokban felmeriilt, hogy a flavonoidok
citoprotektiv hatasaban az PI3K-Akt jelatvitelre gyakorolt aktivaldo hatasuk is szerepet
jatszhat.

Adataink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a TCT elnyomja a gyulladast az AP-ben. A
csokkent 6déma, a visszafogott gyulladasos infiltracio €s a megdrzott szoveti architektira
mind aldtdmasztja ezt az allitast. A TCT gyulladascsokkentd hatdsanak hatterében a
gyulladdsos mediatorok termelésének gatlasa all. A sejtes kisérletekbdl meg tudtuk allapitani,
hogy a TCT gatolja gyulladasos mediator gének (IL1pB, IL6, MMP2) aktivalodasat. In vivo
adataink kibdvitették ezt a listat a TNFa-val, mint a cerulein altal kivaltott gyulladas kdzponti
mediatoraval, melynek expressziojat a TCT gatolta. A TNFa nem indukalodott az
acinussejteken végzett kisérletekben, ami 0sszhangban van jelenlegi felfogasunkkal, miszerint
az AP-ben ennek a citokinnek a makrofagok a 6 forrasai.
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A leirtak alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a TCT képes gatolni a gyulladdsos
génaktivaciot mind az acinussejtekben, mind pedig a makrofagokban. Feltételezésiink szerint
az NFkB géatlasa allhat e hatas hatterében, eredményeink pedig valoban azt mutatjak, hogy a
TCT gatolja az NF«xB aktivalodasat az acinussejtekben. Ugyanakkor a szernek nem volt
kozvetlen hatdsa a transzkripcids faktor konszenzus szekvenciajahoz torténd kotddésére, ami
arra utal, hogy a TCT az NF«B jelatviteli itvonal egy proximalis 1épésénél hat, ami csokkenti
a transzkripcids faktor magba torténd belépését.

A tricetin NFkB-re gyakorolt, hatasa feltételezhetéen a vegylilet PARP-gatld hatasanak is
kdszonhetd, mivel a PARP1 az NFkB koaktivatoraként miikodik, és a PARP-gatlas/PARP1
knockout az NFkB aktivacio szupresszidjat okozta kiilonb6z6 modellrendszerekben.

Annak ellenére, hogy a hasnyalmirigy-gyulladas leginkabb vizsgalt oka az acinussejtek
karosodésa, és a mi tricetinnel kapcsolatos vizsgalataink soran is 6ket taulmanyoztuk, nem
hagyhatjuk figyelmen kiviil azt a tényt, hogy a betegség nem csak ezeknek a sejteknek a
meghibasodasa miatt alakul ki. A korai proteaz-aktivacié és az NFxB-aktivaci6 az AP
alapvetd jellemz6i; mindkettd parhuzamosan zajlik a betegség manifesztacidja soran, €s
erdsen befolyasoljdk egymast. Azonban nemcsak a protedz ¢€s az NFkB aktivacid jatszik
kritikus szerepet, hanem az is fontos, hogy milyen sejttipusban torténik az aktivaciojuk.

Bar e munka kozéppontjaban a TCT antioxidans és PARP-gatld hatasa allt, meg kell
jegyezni, hogy a TCT-nek tovabbi hatasai is hozzajarulhatnak a pancreatitis elleni
védelemhez. A hasnyalmirigy iszkémidja dominans szerepet jatszik az AP kialakulasaban,
valamint a betegség stlyos formakba val6 progresszidjaban. Ezt az allitast alatdmasztjak azok
a megfigyelések, amelyek szerint a hasnyalmirigy vérellatasanak csokkenése noveli az akut
pancreatitis sulyossadgat, mig a hasnyalmirigy vérellatasanak javuldsa csokkenti az akut
kimutattak, hogy a flavonoid kvercetin AP-ben ndvelte a hasnyalmirigy véraramlasat, ami
szovetvédd hatasban €s a hasnydlmirigy gyorsabb felépiilésében nyilvanult meg. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy a tricetin hasnyalmirigyre gyakorolt védd hatdsa a cerulein
altal kivaltott AP-ben legaldbbis részben a hasnyalmirigy véraramldsanak javulasaval is
Osszefligghet.
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Az iskolavirag (abécéfii, A. oleracea) legpotensebb sejtvédd hatasu vegyiilete, a spilantol
korabbi kisérleteink alapjan RAW makrofag sejtekben szignifikdnsan csokkentette az iNOS
gén ¢és fehérje expresszidjat és a sejtek altal termelt NO mennyiségét, mely molekula tobbek
kozott indukalhatja fehérjék porsztranszlaciés modositasait (nitrozalds, nitrozilacid, nitracio),
cXMP jelatviteli folyamatokat indithat be (pl. sejtproliferacio) és képezhet reaktiv nitrogén-
szarmazékokat (pl. peroxinitrit). E hatdsok eredményeként a szer szignifikdnsan ndvelte a
kezelt sejtek életképességét is.

A makrofag sejtek vizsgalatabol szarmazé eredmények alapjan a spilantolt gyulladasi
folyamatokban is teszteltiik (kontakt hiperszenzitivitas és akut hasnyalmirigy gyulladas). A
spilantol — valdsziniileg iNOS-, s igy NO termel6dés gatld hatasaval osszefiiggésben — a
dermatitisz egérmodelljében gyulladascsokkentd szernek mutatkozott. A vegyiilet jelentdsen
kovetkeztethetlink, hogy a gyulladasos transzkripcidés faktorok aktivaciés utvonalainak
atprogramozasa valoszinlileg dontd fontossaghh e gyulladascsokkentd hatas mogottes
mechanizmusaként. A szer granulocita infiltracio gatld hatasa tekintetében, a spilanthol
gatolja az adhézids molekulak expressziojat és tobbek kozott ezen események jarulhatnak
hozza a gyulladasos sejtvandorlas csokkenéséhez a spilantollal kezelt egerekben.

A cerulein indukalta akut pankreatitisz modellben mar vizsgaltdk az iNOS aktivalodasat, és
azt talaltdk, hogy az acinaris sejtekbdl indul6d gyulladéasi folyamatokban is jellemz6 az enzim
emelkedett szintje. A spilantol — szintén az INOS-gatldo hatasaval Osszefiiggésben — a
hasnyalmirigy teriiletére torténd granulocita infiltraciot és ezaltal a kialakult gyulladas
mértékét csokkentette. Ugyanakkor a sejteket nem védte meg a cerulein kezelés karos
kovetkezményeitdl, ami arra utalhat, hogy a sejtkarosodas kialakuldsdban az iNOS emelkedett
szintje €s igy a NO képzodése nem jatszik kardinalis szerepet. A gyulladasos sejtvandorlas
csokkenésének hatterében egyebek kozott itt is a spilantol adhéziés molekulak expresszidjat
gatld képessége allhat.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a megvizsgalt két novényi hatdanyag kozil a
spilantolt kevésbé hatdsos vegyiilet az AP kezelésében, a tricetin viszont 10j jelolt lehet a
kdzponti Gtvonalat: az acinussejtek pusztulasat és magat a gyulladast is. A TCT antioxidans és
PARP-gatl6 hatasa pedig kozponti szerepet jatszhat e flavonoid akut pankreatitiszben kifejtett
védo hatdsaban.
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Az akut hasnyalmirigy-gyulladas (AP) novekvd gyakorisaga, potencialisan életveszélyes
lefolyasa €s szovodményei miatt vilagszerte nagy kihivast jelent az egészségiigyi rendszerek
szamara. Specialis célzott terapiak nem allnak rendelkezésre, ezért j utak és Uj terdpias
megkozelitések azonositasara kell térekedni.

Az alkilamidok és flavonoidok a biologiailag aktiv vegyliletek szamos csoportjat foglaljak
magukban, amelyeknek széles kori hatdsai vannak. A spilantolt (alkilamid) és tricetint
(flavonoid) még nem vizsgaltdk hasnyalmirigy gyulladdsban, de az irodalomban talalhato
jelentések sokféle biologiai aktivitasukat, koztik gyulladdscsokkentd hatdsukat mas
betegségmodellekben is kimutattak. Jelen tanulmanyban a spilantol (SLT) és a tricetin (TCT)
lehetséges terapids hatdsait tanulméanyoztuk akut hasnyalmirigy gyulladasban.

A tricetin védelmet nyujtott az izolalt primer acinussejteknek a CCK-analog cerulein
citotoxikus hatisaval szemben. A szer szignifikdnsan csokkentette a sejtekben az oxidativ
stressz hatasara kialakult PARilacié mértékét. A TCT hatasai valoszinliéeg nem kapcsolodtak
a szer antioxidans hatdsahoz, mivel gyokfog6 aktivitasa ellenére nem nyqjtott védelmet a
H,0, altal kivaltott acinaris sejthalallal szemben. Az IL1J, IL6 és a matrix metalloproteinaz 2
(MMP2) cerulein altal kivaltott expresszidjat a TCT kezelés szintén szignifikansan
csokkentette.

Az in vivo kisérletek soran a tricetin gatolta a hasnyalmirigyben az 6déma képzodését,
valamint megvédte a sejteket a pusztulastol. A TCT ezen feliil gatolta az IL1PB, IL6 és TNFa
expressziojat a hasnyalmirigy szovetben, és csokkentette az oxidativ DNS-karosodést, amit a
poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARP1) enzim termékének, a PAR szintjének csokkenése
jelzett. A spilantol in vivo vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a szer szignifikdnsan
csokkentette a gyulladdsos 6démat és a szdveti granulocita infiltraciét, de nem nyujtott
védelmet a ceruleinnel kezelt egerek hasnyalmirigy acinussejtjeinek pusztuldsaval szemben.

Adataink arra utalnak, hogy a tricetint potencialis kezelési lehetdségként érdemes lehet

crer
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