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ROVIDITESEK JEGYZEKE

36B4: riboszomalis foszfoprotein PO

ABTS: 2,2'-azino-bisz(3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav)
Akt: Protein kinaz B

AP: akut hasnydlmirigy-gyulladas ,, acute pancreatitis”
ATP: adenozin-trifoszfat

BSA: szarvasmarha szérum albumin ,, bovine serum albumin”
CAMP: ciklikus adonozin-monofoszfat

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

CCK: kolecisztokinin

CCL5: ,,C-C Motif Chemokine Ligand 5”

CP: kronikus hasnyalmirigy-gyulladas ,, chronic pancreatitis”
CXCL10: ,, C-X-C motif chemokine ligand 10~

CXMP: ciklikus nukleozid monofoszfat

DAB: 3, 3'-diaminobenzidin

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid
DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

ER: endoplazmatikus retikulum

ERCP: endoszképos retrograd  kolangiopankreatografia
cholangiopancreatography ”

FBS: fotalis szarvasmarha szérum ,, fetal bovine serum”
PS: penicillin-streptomycin keverék

H,0,: hidrogén peroxid

HBSS: Hanks’ balanced salt solution

HCA: , high-content” analizis

HTAB: hexadeciltrimetilammonium-bromid

ICC: immuncitokémia

IFNy: interferon gamma

IHC: immunhisztokémia

IL1: interleukin 1 béta

IL6: interleukin 6

IL10: interleukin 10

Nagy-Pénzes Maté
Debrecen, 2023

,,endoscopic  retrograde
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IP3: inozitol-triszfoszfat

Jak/STAT: Janus kinaz/szignal transzducer és aktivator transzkripcios fehérje

LDH: laktat-dehidrogenaz

LPS: lipopoliszacharid

KEAP1: Kelch-szerit ECH-asszocialt fehérje 1

KTR: kontroll

MMP2: matrix metalloproteinaz

MPO: mieloperoxidaz

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazo6lium bromid

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NFxB: nuklaris faktor kappa B

NOS: nitrogén-oxid-szintaz

NSAIDs: nem szteroid gyulladascsdkkentdk ,, nonsteroidal anti-inflammatory drugs”
PAR: poli(ADP-riboz)

PARP: poli(ADP-rib6z) polimeraz

PARPI: PARP inhibitor

PARG: poli(ADP-ribose) glikohidrolaz

PARilacio: poli(ADP-ribozil)acid

PC: hasnyalmirigyrak ,, pancreatic cancer”

PD: , pancreas divisum”

PI: propidium-jodid

PMA: forbol 12-mirisztat 13-acetat

PSC: hasnyalmirigy csillagsejtek ,,pancreatic stellate cells”

rhEGF: rekombinans human epidermalis novekedési (,, growth ) faktor

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

RPS26: riboszomalis fehérje S26

RT-gPCR: Reverz transzkripciot kovetd valos ideji kvantitativ polimeraz-lancreakcio ,,Real-
Time Quantitative Polymerase Chain Reaction with Reverse Transcription”
SDS-PAGE: natrium dodecil szulfat — poliakrilamid gél elektroforézis ,,sodium dodecyl
sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis”

SLT: spilantol

TBST: 0,1 v/iv% Tween 20 tartalmu tris-pufferelt s6oldat ,, tris-buffered saline with 0.1 v/v%
Tween 20~

TCT: tricetin
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TGFp: transzformalé novekedési (,, growth ”) faktor béta

TNFa: tumornekrézis faktor alfa
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|. BEVEZETES

A hasnyalmirigy egy belso és kiils6 elvalasztasu mirigyként is miikodo szerv, mely elébbi
funkcidja révén a cukorhdztartdsban, utobbi altal pedig az emésztés folyamatdban jatszik
nélkiilozhetetlen szerepet. A szerv endokrin miikodését vizsgalva a Langerhans-szigetek altal
termelt hormonok egyenstlyaval, az exokrin funkciot tekintve pedig az emésztGenzimek
széles spektrumaval (kimotripszin, tripszin, amilaz, lipaz stb.) talalkozunk (Czaké és mtsai.,
2009). A hasnyalmirigy-gyulladas (akut pankreatitisz — AP, illetve a kronikus pankreatitisz —
CP) a kiils6 elvalasztasi mirigyrészekben meginduld karos, Onemésztd folyamatok
kovetkezményeként kialakuld korkép. Az exokrin mirigysejtek altal proenzim (zimogén)
formaban termelt emésztdenzimek autoaktivalodasat jellemzéen a  mértéktelen
alkoholfogyasztas, illetve a hasnyalmirigy- és az epevezeték terminalis szakaszat elzaro
epekovek képzddése valtja ki. (Hegyi és mtsai.,, 2013) Ezenkiviil a hipertrigliceridémia,
dohényzas, fertézések, toxinok, gyogyszerek, kiillonbozd vizsgalomodszerek (pl. endoszkdpos
retrograd kolangiopankreatografia — ERCP) és miitétek is Osszefliggésbe hozhatdéak az akut
hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaval, mely a kivalto okok megsziintetése és a beteg
kezelése nélkiil sokszor csak maradvanytiinetekkel gyogyul, vagy kronikus formaba csap at,
illetve hasnyalmirigy rak kifejlddésé¢hez is vezethet. Kialakulasaban kiilonb6z6 genetikai
tényezok is kozrejatszhatnak, az esetek pedig mintegy 10%-a idiopatiasnak mindsithetd.
(Parnichky és mtsai.,, 2016; Meczker és mtsai., 2020) Az AP sulyossagi spektruma
egyezményesen harom részre tagolt: enyhe, spontan gyogyuld (60-70%), mérsékelten stlyos
(20-30%) és sulyos, életveszélyes allapotot el6idéz6 forma (5-10%), mely halalozasi rataja
30% koriil mozog. (Mosztbacher és mtsai., 2020; Abu-El-Haija és mtsai., 2018; Hritz és
mtsai., 2015)

A globalis egészségiigyi adatelemzéssel is foglalkozé THME (Institute for Health Metrics
and Evaluation — healthdata.org) adatai alapjan az elmult 20 évben a hasnyalmirigy-gyulladas
incidenciaja a globalis atlagot tekintve 30-40 eset/100.000 f6/év kozott valtozott, egy lassu, de
novekvo tendenciat mutatva. Teriileti eloszlasat tekintve a betegségnek jellemzdéen a jobb
szocio-gazdasagi statusza orszagokban nagyobb az incidenciaja (2019-ben 53 eset/100.000
6, mely tobb mint kétszerese a fejletlenebb orszagokban tapasztaltnak) illetve a betegség
etiologiaja is eltér az alacsonyabb és a magasabb jovedelmii orszagokban. Mig az el6bbinél az
alkohol a leggyakoribb kivalté ok, addig az utobbinal az epekd. Ugyanez az incidencia-arany

¢s oki kiilonbség figyelheté meg a kdzépkoru és az iddsebb korosztaly, illetve a férfiak és a
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ndk tekintetében is. (Roberts és mtsai., 2017; Yadav és mtsai., 2013; Gullo és mtsai., 2002;
vizhub.healthdata.org) Az USA-ban 60-70, az Eurépai Unidban 40-45, Magyarorszagon 60-
65 eset/100.000 fo/év kozott alakult az elmult husz évben tapasztalhatd incidencia mértéke.

(vizhub.healthdata.org)

Bar a gyogyszerek hasznalatat a hasnyalmirigy-gyulladasban altalaban ttlzasba viszik,
(Parniczky ¢és mtsai., 2019; Demcsak és mtsai., 2020), a betegség kezelési lehetOségei
korlatozottak. A terdpia f6 pillére az intravénas folyadék és tapanyagellatassal biztositott
szigoru diéta altali nyugalomba helyezés (Hritz és mtsai., 2015). Megjegyzend6 viszont, hogy
a sulyos allapott betegek esetében az ellendrzott enteralis taplalas csokkenti a szovédmények
kialakulasanak esélyét a betegség korai szakaszaban (Marta és mtsai.,, 2016). Célzott,
specifikus terapiak sajnos nem allnak rendelkezésre, mindannak ellenére, hogy a tudomany
kiterjedt erdfeszitésekkel probalja azonositani az ,,AP” megfelelé molekularis célpontjait.
Habar a preklinikai vizsgalatok szdmos 0 kezelési lehetdségként hasznalhatd vegyiiletet
azonositottak, azonban ezeknek a Kklinikumba torténd atiiltetése tobbnyire nem hozott
eredményt. Az AP preklinikai modelljeiben megfigyelt, hatasos terapiak kozé tartoznak
tobbek kozott a NSAID-ok (pl. indometacin, diclofenac) (Patai és mtsai., 2017), a
pentoxifillin (Abdin és mtsai., 2010), a CM4620 kalciumcsatorna-gatlo (Waldron és mitsai.,
2019), a poli(ADP-rib6éz) polimeraz (PARP) gatlok (Mota ¢és mtsai.,, 2007), az
antikoagulansok (pl. antitrombin I1l) (Hagiwara és mtsai., 2009) a peptidhormonok (pl.
szomatosztatin) (Wang és mtsai.,, 2016), a hemin (Aziz és mtsai., 2017), a neostigmin
(Schneider és mtsai., 2014) az infliximab (Tekin és mtsai., 2015), illetve kiilonb6zé névényi
hatéanyagok (pl. rezveratrol) (Agah és mtsai., 2021). Szamos folyamatban 1évé klinikai
vizsgalat célja annak meghatarozasa, hogy ezen 1j terapias megkozelitések koziil melyeket
lehet hatékonyan atiiltetni a klinikumba. (Abu-El-Haija és mtsai., 2018; Moggia és mtsai.,
2017)

Habar a ,,nyugati” orvoslas jorészt kritikus a tradicionalis gyogyaszati modokkal szemben,
az ott hasznalt novényekben talalhaté hatdanyagok még mindig jelentds gyodgyszerjelolti
potenciallal birnak. A megfelelé novények és azok Kivonatainak hasznalata a népi orvoslas
részeként évezredes multtal rendelkezik a vilag szamos teriiletén. Ilyen ndvény az iskolavirag,
vagy abécéfii (Acmella oleracea, vagy Spilanthes acmella) is melynek viragat, leveleit és
szarat az Amazonas-medencétdl Indidig enyhe fajdalomcsillapitd hatisa miatt fogfajas,

szajgyulladas, inygyulladés és torokfajas kezelésére ragjak. Ezenkiviil a novényt fertotlenitd,
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vizelethajto, parazita- és virusellenes szerként, valamint sebgyogyitas céljabol is hasznaljak
(Prachayasittikul és mtsai., 2013; Dubey és mtsai., 2013). A névény 6 gydgyhatasu vegyiilete
a spilantol (SLT), mely tobbek kozott gyulladasgatld, fajdalomesokkentd hatassal is

rendelkezik. (Gerbino és mtsai., 2016; Savic és mtsai., 2021)

Az utobbi évek kutatdsaiban, az emberre kifejtett nagy biologiai aktivitdsuk miatt vizsgalt
polifenolok t6bb tagja is nagy potencialu vegyiiletnek mutatkozott a hasnyalmirigy betegségei
elleni harcban. (Gasi¢ és mtsai., 2020) A polifenolok egyik alcsoportja, a flavonoidok tobb
tagjanak akut gyulladési folyamatokban mutatott potencidlis véddhatasat is igazoltak mar.
Ilyen vegyiilet példaul a luteolin (Aziz és mtsai., 2018; Xiong ¢és mtsai., 2017), a fisetin (Ren
¢és mtsai., 2020), a naringenin (Hernandez-Aquino és mtsai., 2018), a heszperidin (Koksoy és
mtsai., 2013) és a genisztein (Siriviriyakul és mtsai., 2020). A tricetin (TCT) tobbféle
novényben is megtalalhaté flavonoid, amely tobb kutatas szerint antikarcinogén (Chies és
mtsai., 2017; Hsu és mtsai., 2009), gyulladascsokkent6 (Cai és mtsai., 2020) €s antidiabetikus
(Wang és mtsai., 2019) aktivitassal is rendelkezik. A legtobb elérheté tanulmany a szer

rakellenes potencidljara 6sszpontosit.

Kutatdsunkban a fentiek okan azt kivantuk megvizsgéalni, hogy az iskolavirdgbol 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 hiperszenszitivitasanak vizsgalataban (in vivo)

végeztik el.
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I1. IRODALMI ATTEKINTES

11.1. A hasnyalmirigy

A hasnyalmirigy vagy pankredsz a hasiireg fels6 részében, az Ll-es és L2-es csigolydk
magassagaban, a gyomor mogott harant elhelyezkedd, retroperitonealisan fekvd, mirigyes
szerv, melynek stlya egy felnétt férfiban nagyjabol 100 gramm, hossza pedig 14-23 cm. A
szerv egyfeldl a gasztrointesztinalis rendszer része, amely emésztéenzimeket allit eld és
valaszt ki a bélbe, valamint endokrin mirigyként is funkcional, amely hormonokat termel ¢és
valaszt ki a vérbe, ami altal szabalyozza az energia anyagcserét és -tarolast az egész

szervezetben. (Longnecker, 2021)

11.1.1. A szerv anatomiaja és fejlodéstana

A hasnyalmirigyet az irodalom harom, funkciondlisan nem elkiilonithetd részre tagolja,
melyek a fej, a test és a farok. (1. abra) A széles, feji rész (caput pancreatis) kotdszovetesen
Osszendtt a patkobéllel, melynek homorulataban fekszik. A szerv a fejet elhagyva a vena cava
inferior és az aorta adominalis el6tt elhelyezkedd, egyre vékonyuld testi részben (corpus
pancreatis) folytatodik, ami ezutan észrevehetd kiilonbség nélkiil végzodik a keskeny
farokban (cauda pancreatis), mely eléri a lépkaput. A processus uncinatus a szerv feji
részErdl eredd €s balra, a patkobél kanyarulatat kovetve halado nyulvanya, melynek eredetét a
feji részt6l egy incisura pancreatis nevii bevagas jelzi. A hasnyalmirigy ventro-dorzalis
iranyban lapitott szerv, ennek okan eliilsé és hatso felszinét kiilonboztethetjik meg. A mirigy
koriil vékony kotészovetes réteg képez egyfajta tokot, melybdl szeptumok nyomulnak be a
szervbe, azt kisebb, szabalytalan lebenyekre osztva. A hasnyalmirigy teljes hosszaban (a test
kozéptajan, de a hatso felszinhez kozelebb) végightzodik a ductus pancreaticus major, vagy
mas néven Wirsung-vezeték, mely a szerv altal termelt hasnyal f6 gyijté és elvezetd
csatornaja, ami a papilla duodeni majornal (Vater-papilla) szajadzik a duodénumba. Nem
sokkal a szajadzas el6tt a vezetékbe nyilik a majbol és az epeholyagbol érkezd (a korabban a
ductus hepaticus communis ¢és a ductus cysticus 6sszedmlésébdl kialakuld) kdzos epevezeték
(ductus biliaris communis vagy ductus choledochus), igy a két vezeték tartalma egyiitt, az
ampulla hepatopancreaticaban egyesiilve {iriil a patkobélbe. Az ampullat korbevevé Oddi
sphincter egyrészt szabalyozza az ampulla tartalmanak {tiriilését, tovabba megakadalyozza a
béltartalom visszafolyasat a vezetékekbe. Egyéni variacioként ritkan, de eléfordul, hogy a
kozos epevezeték kiilon bélbeszajadzassal rendelkezik, aminek az élettani jelentOségére a

késobbiekben még kitérek. Szintén egyéni varidcioként jelenhet meg (viszont az eldbbinél
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gyakrabban), hogy a hasnyalmirigy vezetékrendszere egy alternativ bélbeszajadzassal is
rendelkezik a Vater-papilla mellett, attol a gyomor iranyaban. Az alternativ szajadzast papilla
duodeni minornak, az odavezet6 csatornat pedig, mely a Wirsung-vezetékbol agazik le,
ductus pancreaticus minornak, ductus pancreaticus accessoriusnak vagy Santorini-
vezetéknek nevezzikk. Az alteracio fejlodéstani okokra vezethetd vissza (lasd késobb).
(Longnecker, 2021; Pin és mtsai., 2020; Szentagothai és mtsai., 2002; Michael és mtsai.,
2007)

Epehélyag Lép

Wirsung-vezeték

ductus hepaticus communis

ductus cysticus

Patkébél

Santorini-vezeték

Hasnyalmirigy

papilla duodeni

minor

papilla duodeni
major

Vékonybél

1. abra: A hasnyalmirigy f0bb részei

Forras: https://www.hopkinsmedicine.orq, 2022. december (magyaritott dbra)

A hasnyalmirigy endodermalis eredetii szerv, mely a primitiv el6bélb6l alakul ki, az ott
talalhaté ventralis €s dorzalis, azaz eliilso és hatso pankredsztelepek egyesiilésével. Az elobél
ventralis divetrikulumabol ered a kozos epevezeték, az epehdlyag, a maj és az eliilsé
hasnyalmirigytelep, amely késébb csatornarendszerével egyiitt a szerv fejének egy részévé
valik beleértve a processus uncinatust is. A hatsé hasnyalmirigytelep a hasnyalmirigy farkat,
testét és fejének egy részét adja, beleértve a harom teriileten keresztiil halado gytijtécsatornat
is. A két telep, a fejlodésiik soran dsszeolvad (gylijtdcsatornaikat is beleértve), mégpedig tgy,
hogy a ventralis rész vezetéke és bélszajadzasa adja a kialakuld Wirsung-vezeték disztalis
szakaszat. A dorzalis telep csatornajanak disztalis szakasza ezutdn vagy funkciovesztés miatt
eltinik, vagy a mar kordbban emlitett Santorini-vezeték néven marad meg sajat
bélbeszajadzassal, vagy anélkiil. A két pankredsztelep egyesiilésében megjelend defektusok

kovetkeztében kialakuld alteraciokat pancras divisumoknak (PD) nevezik, mely kifejezés
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szamos, eltérd jelentdségli anatdmiai variaciot foglal magaba, melyek a kivezetés nélkiili
mellékag-formalodasatol akar a papilla duodeni majoron keresztiili iiriilés teljes
megsziinéséig terjedhetnek (2. abra). A PD a tarsadalom nagyjabol 10%-at érinti és a
jelenséget rizikotényezoként tartjak szamon az idiopatias, az ERCP komplikacidjaként fellépo
az emlitett abra ,,D” paneljén lathaté divisum, amelynél a hasnyal csupan a Santorini-
vezetéken kereszll iirlil, mentesiill az epekd 4altali elzarodds okozta akut gyulladés

kialakulasatol. (Pin és mtsai., 2020; Gonoi és mtsai., 2011; Moffatt és mtsai., 2011)

Wirsung-vezeték

Santorini-
vezeték d .
\ H »
Vater- Y P ]
papilla
A B
"
o
. oy
- £
o') " 4
C D

2. ara: A leggyakoribb hasnydlmirigy divisumok

A: A Wirsung-vezetékbdl eredd, beszdjadzds nékiili Santorini-vezeték, B: A Wirsung-
vezetékbol eredo, beszdjadzassal rendelkezé Santorini-vezeték, C. A két pankreasztelep
vezetékrendszere nem egyesiilt, igy a fo elvezeto rendszer nem a Vater-papillan keresztiil tiriil,
D: Az elsé pankredsztelep vezetékrendszere hianyzik, igy Vater-papillan keresztiil nem iiriil
hasnyal.

Forras: Longnecker, Daniel S. 2021. Anatomy and Histology of the Pancreas

11.1.2. A hasnyalmirigy szovettana

A human gesztacié 26. napja koriil az elobél multipotens pankredsz progenitor sejtjei két
kitiiremkedés (els6 és hatsd pankreasztelepek) létrehozasaba kezdenek, melyekben azok
késébb differencialodnak endokrin-, acinaris-, és duktalis progenitor sejtekké. Az endokrin
pankreasz a szerven beliil elkiiloniilt, tobbségében amorf gdmb alakt, Gn. Langerhans-
szigetekbe (3. abra) tomoriilve miikddik. A szigetekben 6t sejttipust kiilonithetiink el, melyek
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koziil harom tipus a cukorhaztartasban szerepet jatszo, sokszor emlegetett hormonokat termel
(alfa-sejtek: gliikagon, béta-sejtek: inzulin, delta-sejtek: szomatosztatin), mig a gamma-
sejtek (nevezik Oket pankreasz polipeptid- illetve F-sejteknek is) polipeptideket termelnek,
melyek a visszafogjak epeszekréciot és a bélmozgast, tovabbd az exokrin Szervrészben az
sejttipus, az epszilon-sejtek, a ghrelin nevii peptidhormont szintetizaljak, melynek f6
funkcidja az ¢hségérzet kivaltasa és az energia zsirsavak és glikogén formdjaban torténd
raktarozasanak serkentése. (Ezen utdbbi sejtek a gyomor és a nyombél falaban nagyobb
szamban talalhatoak meg.) A Langerhans-szigetek vérellatasa utan, az onnan kilépd, nagy
efferens kapillarisok az acinusokat korbevevo kisebb kapillarishalozatra bomlanak,
lehetOséget teremtve ezzel az exokrin allomany endokrin szekrétumok altali szabalyozéasanak.
A hormonok koziil az inzulin és a ghrelin serkenti, a gliikagon, a szomatosztatin és a
pankreasz polipeptid pedig gatolja az exokrin szekréciot. (Longnecker, 2021, Pandol 2015;
Michael és mtsai., 2007)

Az exokrin pankredsz két meghatirozd sejttipusa a szoélofiirtszertien elhelyezkedd

acinusokba tomoriilt acinaris sejtek (vagy acinussejtek) és azok szekrétumait gyiijto, illetve
elvezetd csatornakat (duktuszokat) alkotd duktalis sejtek (3. abra). A centroacindris sejtek
(vagy centoracinussejtek) az acinusok lumenében elhelyezked6, duktalis sejtekhez hasonlatos
sejtek. Az acindris sejtek hematoxilin-eozinnal festett metszeteken tipusosan fest6do,
jellemzbéen kup alaku sejtek, melyeknek bazalis része a nagy mennyiségli RNS-t6] erésen
bazofil, apikalis felik pedig a nagy mennyiségii, fehérje tartalmu zimogén granulumtol
eozinofil. A gyljtovezetékeket hatarold duktdlis sejtek a centroacinussejtek folytatasaként
megjelend, lapitott, tipikus laphdmsejt kinézetli, komplex iontranszport-halézattal rendelkezo
sejtek. Az emésztéenzimek patkobélbe juttatasaért felelds vezetékrendszer kialakitasanak
feladata mellett nagy mennyiségii natrium- és bikarbonation-tartalmu folyadékot szekretalnak
a csatornak lumenébe, mely a hasnyal viszkozitdsanak és optimalis pH tartoméanyanak
beallitasaért felel. Ennek révén hozzajarulnak az emésztéenzimek id6 elétti aktivalddasanak
megakadalyozdsahoz. A sejtek duktalis felszinén, a fejlett transzportrendszer miikdésének
megfeleld méretii feliiletet add, nagyszamu mikrovillus taldlhat6. Az acinusok teriiletérdl
kilépé csatorndk, a ductus intercalarisok rovid idén beliil a ductus collectivus
intralobularisokban futnak 6ssze, melyek a lebenyek teriiletér6l gytijtik a szekretalt hasnyalat
(3. ébra). E csatornak komplex, eldgazd haldzata késdbb az alacsony hengerham altal bélelt

ductus interlobularisokon keresztiil a ductus pancreaticus majorba (illetve a PD allapottol és
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az adott interlobularis vezeték helyzetétdl fliggéen a ductus pancreaticus minorba) fut, mely
f6 vezeték (f6 vezetékek) a patkobél lumenébe juttatja (juttatjak) a hasnyalat. Az exokrin
hasnyalmirigynek van egy jellegzetes, negyedik sejttipusa is, melyek specialis kotészoveti
sejtekként mikodnek, a hasnydlmirigy csillagsejtek (PSC — ,pancreatic stellate cells”). A
szervben megtalalhaté extracellularis matrix szdmos komponensét szekretaljak, karos
talmikodésiiket pedig szamos faktor aktivalhatja: gyulladasos mediatorok, daganatos
sejtekbOl szarmazo faktorok, endotoxinok, illetve az alkohol és annak metabolitjai. Az
aktivalt PSC-k fibroblasztként mikodnek, igy hozzajarulnak a kronikus pankreatitisz
elhuzodasdhoz ¢és a hasnyalmirigy duktalis adenokarcindmajahoz tarsuld fibrozishoz.

(Longnecker, 2021; Pandol, 2015; Mekapogu és mtsai., 2020; Michael és mtsai., 2007)
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3. abra: A hasnyalmirigy szovetének fobb képletei

Forras: Logsdon és Ji,2013.

11.1.3. Az exokrin hasnyalmirigy funkcionalis miikodése

Az acinussejtek az emésztdenzimek szintetizalasara, tarolasara és szekretalasara
specializalodott, kiterjedt endoplazmatikus retikulummal (ER) rendelkezé sejtek. A
megtermelt enzimek a citoplazma zimogén granulumaiban tarolodnak, és innen
szekretalodnak az acinusok lumenébe. A szekrécidt hormonok és neurotranszmitterek
szabalyozzak. Az acinaris sejtek tobb fehérjét termelnek, mint az emberi test barmelyik masik
sejttipusa. Az ehhez sziikséges, fejlett endoplazmatikus retikulum rendszer nemcsak fehérjék

termelését €s érését biztositja, hanem kalciumraktarként is szolgal, melybdl az felszabadulva
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masodlagos hirvivoként szabalyozza az acinusok lumenébe torténd stimulélt exocitdzist. Az
ER-ben torténd fehérjeérést kedvezotleniil befolydsolhatjak tobbek kozott olyan kornyezeti
tényezok, mint az alkohol, a dohanyzds, a megvaltozott anyagcsere ¢és kiilonb6zo
gyogyszerek. A duktalis sejtekben ezzel szemben nagy mennyiségii mitokondrium talalhato,
melyek a sejtek altal végzett, jelentés iontranszporthoz sziikséges megnovekedett

energiaigényt hivatottak fedezni. (Pandol, 2015)

11.1.3.1. Az acinussejtek funkcionalis miikodése

A hasnyalmirigy acinaris Sejtjei egy izotonias, natrium-kloridban gazdag, az
emésztéenzimeket tartalmazo folyadékot valasztanak ki. A termelt emésztéenzimek négy 6
csoportba oszthatéak: fehérjék (proteolitikus), szénhidratok (amilolitikus), zsirok (lipolitikus)
és nukleinsavak (nukleolitikus) lebontasaért felelds enzimek. Ezen enzimek egy része
enzimatikus aktivitassal nem rendelkezd pro-enzim forméban szintetizalodik és tarolodik
granulumokban, a sejtek apikalis oldalan. Ez az egyik védelmi mechanizmus, ami 6vja az
acinussejteket az emésztéenzimek hatasatol. Emellett az enzimeknek a savas kozegli zimogén
szemcsékben torténd tarolasa és a szemcsék tripszinaktivitast gatlo anyagai (pl. az SPINK1
fehérje — lasd késébb) is hozzajarulnak az enzimek id6 el6tti aktivalodasanak elmaradasahoz
¢és ezaltal a sejtek védelméhez. A patkobélbe jutott emésztdenzimek aktivalasa a bélham
felszinén torténik, ahol az enterocitdk altal termelt enterokindz nevii glikoprotein peptidaz
eltavolitja a tripszinogén N-terminalis hexapeptid fragmentumat, ami igy az enzimatikusan
aktiv tripszinné valik, ami ezutan kaszkadszeriien aktivalja a tobbi inaktiv enzimet is. (Pandol,

2015; Chen, 2021)

Termelddésiik soran az emésztdenzimek végighaladnak a fehérjeszintézis €s -érés Iépésein
az ER-bAl kiindulva, majd a Golgi-késziilekbdl klatrin-medialt lefliz6dés utjan az éretlen
szekretoros granulumokba csomagolddnak, melyek érése sordn kondenzalt szekrécids
szemcsékké, zimogén granulumokka fejlédnek, és a szekrécidig taroljak az enzimeket. Az
érett zimogén szemcsék a szekrécids szignalok hatdsara, a citoszkeleton (aktin, dinein,
miozin) kozremiikodésével megérkeznek az apikalis sejtmembranhoz, ahol a SNARE-fiiggd
(,,soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein receptor proteins’)
membranfizié megtorténik. (Cooley és mtsai., 2020; Sans, 2021; Chen, 2021)

A zimogén granulumokban tarolt emésztéenzimek szekrécidja a granulumok

membranjanak a sejtmembrannal torténd Osszeflizddésén, majd a beolvadas kovetkeztében a
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granulum tartalmanak a lumenbe torténd kilokédésén keresztiil megy végbe. A folyamatot
tobb neurohumoralis agens is szabalyozza, melyek koziil a két legfontosabb az acetil-kolin
(ACh — , acetylcholine”) és a kolecisztokinin (CCK — ,,cholecystokinin”). Ezeken kiviil
megemlitendé még a gasztrint felszabadité peptid (GRP — |, gastrin releasing peptide”), a
vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) és a szekretin is. Mindegyik a sajat receptoran keresztiil
hat, megnovelve az intracellularis kalcium vagy cAMP/cGMP (ciklikus adenozin/guanin
monofoszfat) szintet, melyeken keresztiil serkentik az emésztéenzimek termelddését és
triszfoszfat (IP3) képzodését eredményezi, mely az ER €s a mitokondriumok receptorain hatva
kalcium kiaramlast indukal a citoszolba, vagy pedig aktivalja a ciklaz enzimeket, melyek
ATP-t vagy GTP-t alakitanak CAMP-vé vagy CGMP-vé, amely masodlagos hirvivok
stimulaljak tobbek kozott a protein kinaz A-t, ami az exocitotikus szabalyozd fehérjék
foszforilacidjaval beinditja az exocitozist. (Pandol, 2015; Cooley és mtsai., 2020; Sans, 2021;
Williams, 2010; Chnadra és mtsai., 2020; Yule, 2012; Albers és mtsai., 2020)

11.1.3.2. A duktalis sejtek funkcionalis miikodése

Az emberi hasnyalmirigy naponta 1-2 liter, emésztéenzimeket tartalmazo6 hasnyalat termel,
mely egy bikarbonat (HCO3') ion alapti puffer rendszer. A puffer fontos feladata, hogy
inaktivan tartsa az emésztOenzimeket, hogy azok csak a vékonybélbe keriilés utan
aktivalodjanak. Ezen feliil a gyomortartalom savas kémhatasat is a hasnyal semlegesiti a
patkobélben. A hasnyalmirigy csatorndinak duktalis sejtjei valasztjdk ki a hasnyal viz ¢és
iontartalmat (natrium, kalium, klorid és bikarbonat ionok). Az iontermelés folyamatat két f6
hormon, az acinusoknal is nagy szerepet jatszo kolecisztokinin és a szekretin, illetve az
acetilkolin neurotranszmitter szabalyozza. Az intracellularis térben a beérkezd szignalok
hatasara az acinussejtekhez hasonléan a duktalis sejtekben is cAMP és kalcium altal
kozvetitett jelatvitel zajlik le. A sejtekben a nagy mennyiségli bikarbonation két forrasbol
halmozaddik fel, mieldtt a duktalis lumenbe pumpalodna. Az egyik a vérbdl torténd kozvetlen
felvétel, mely natriumionnal torténd kotranszport tjdn megy végbe. A masik lehetdség, hogy
a veérbdl felvett vizet és szén-dioxidot felhasznalva a sejt maga allitja eld a bikarbonationt a
szénsav-anhidraz enzimek segitségével. Ezutan a sejtben felhalmozott kloridion ellenében
torténd antiporttal vagy az ATP fiiggé CFTR (cisztikus fibrozis transzmembran konduktancia
regulator) egységen keresztiil keriil a duktalis lumenbe, mely segitségével kloridion is jut ki a
sejtbdl. (Lee és mtsai., 2020; Venglovecz és mtsai., 22021; Pallagi és mtsai., 2015; Ishiguro
¢s mtsai., 2012; Hart és mtsai., 2021)
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11.1.3.3. A hasnyal termelésének szabalyozasa

A hasnyal szekrécioja az étkezésre adott valaszként harom (+1) fObb, egymast atfedd
fazisban zajlik. Az egyes fazisokat a bevitt taplalék aktualis helye alapjan (testen kiviil-
szajban, gyomorban, bélben) lehet elkiiloniteni. A fazisokhoz visszacsatolasos szabalyozas
tarsul, ezaltal biztositva a megfeleld, de nem tilzott enzim- €s bikarbonat szekrécidt. Az egyes
fazisokat neuralis, humoralis és parakrin visszacsatoldsi mechanizmusok Osszetett haldzata
szabalyozza, amelyek segitenek fenntartani a taplalék emésztéséhez és felszivodasahoz

sziikséges optimalis kornyezetet. (Chandra, 2014)

Az elsé fazisban latas, szaglas, izlelés és ragas ingerek is beinditjak a hasnyal
termelddését. A teljes szekrécid nagyjabol 20-25%-a ebben a szakaszban torténik meg. Az
ekkor keletkezett hasnyal enzimekben gazdag, de alacsony bikarbonat tartalmu, ami arra utal,
hogy az acinussejtek hamarabb/konnyebben stimulalodnak. A masodik fazist a taplalék
gyomorba érkezése inditja be. Ehhez a szakaszhoz a teljes szekrécid csupan mintegy 10%-a
kothetd. Az eldz6 fazishoz hasonldan itt is kisebb mértékii a duktalis szekrécio. Mind a két
fazis 0 szabalyozdja a bolygdideg dorzalis aga, igy az acetilkolin a szekrécid aktivalasaért
felelos f6 agens (a muszkarin M3 receptorokon keresztiil). (Anagnostides és mtsai., 1984;
Becker és mtsai., 1988; Cargill, 1979; Chandra és mtsai., 2014; Babic és mtsai., 2016)

A harmadik fazisban torténik a hasnyal termelésének nagy része (50-70%), melyben mar
a bikarbonat is nagyobb mennyiségben szekretdlodik, a szabalyozas folyamataban pedig a
bolygoideg mellett megjelennek a CCK (enteroendokrin I-sejtek termelik) és a szekretin
(enteroendokrin S-sejtek termelik) hormonok is. Az el6bbi az acinussejteken (CCK1
receptorokon), illetve a kozponti idegrendszerben (CCK2 receptorokon serkentve a
bolygoidegi folyamatokat), az utobbi pedig a duktalis sejteken fejti ki f6 hatasat. A szekretin
termelés beinditdsanak és igy a bikarbonat szekrécid serkentésének is a gyomorsav bélbe
torténd megérkezése a fo stresszora (Bilski és mtsai., 1992). A CCK termelését és igy a
zimogén szekrécid serkentését pedig a patkobélbe érkezé zsirsavak aktivaljak (Meyer és
mtsai., 1974). A duodenumba érkez6 fehérjék és aminosavak (Solomon, 1984) egyarant
serkentik mind a zimogén, mind pedig a bikarbonat szekréciot. (Dale és mtsai., 1989; Alcon

¢s mtsai., 1996; Baca és mtsai., 1983; Chandra és mtsai., 2020)
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Megemlitendd még egy negyedik fazis is, amikor a mar felszivodott tdpanyagok képesek

crer

idegi utvonalakon. (Konturek és mtsai., 1979; Chandra és mtsai., 2020)

A hasnyal termelésének {6 negativ regulatorai a patkébélben megjelend hasnyal proteazai,
melyek az enteroendokrin sejtek altal termelt proteazérzékeny, CCK-felszabadité faktoron
keresztiil képesek visszajelzést adni a hasnyalmirigynek. Ha a szabad proteazok lekotik a
faktort, a CCK termelése visszaszorul, és csokken a zimogén szekrécid. Ha viszont a bélben
nincs szabad protedz, a faktor serkenti a CCK kivalasztast, ami hat a zimogén szekréciora.
(Liddle, 1995) A hormonalis gatlast tekintve tobbek kozott a mar korabban emlitett
Langerhans-szigetsejtek altal termelt hormonok (az inzulint és a ghrelint kivéve) is negativan

befolyasoljak az exokrin szekrécidt. (Chandra és mtsai., 2020)

11.2. Az exokrin hasnyalmirigy megbetegedései

A szerv kettés funkcionalitasabol adoddan betegségei is két nagyobb csoportra oszthatoak;
az endokrin ¢és az exokrin szervrészeket érintéekre. Minthogy témam az exokrin
hasnyalmirigy egyik f0 Dbetegségével foglalkozik, az endokrin szovetdllomany
megbetegedéseinek taglalasa nem képezi a dolgozat targyat. Ebbdl kifolyolag ehelyiitt csupan
emlités szintjén szolnék tobbek kozott az egyes és kettes tipust diabéteszrdl, melyek a
cukorhaztartas zavarait okozzak a csOkkent inzulinszekrécio, illetve az inzulinhatas
célsejteken bekovetkezd elmaradasa okan. (Sapra és mitsai., 2021) Tovabbad megemlitendo,
hogy a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas talajan kialakulhat az agynevezett Illc tipust, azaz

pankreatogenikus cukorbetegség is. (Hart és mtsai., 2016)

11.2.1. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas

Az emésztéenzimek fiziologias milkodése soran, a tobbségében inaktiv pro-enzim
formaban szekretalt enzimek aktivacidja a patkobélbe torténd megérkezésiik utan zajlik le. Az
enzimek id6 el6tti aktivalodasa révén, torténjen az akar mar az acinussejtekben, a sejtek
kozott, vagy az elvezetd csatornak teriiletén, a hasnyalmirigy szévete karosodik. Ennek soran
az enzimek elkezdik felemészteni a szovetet, lokalis gyulladast hozva 1étre. (Aghani és mtsai.,

2014)

A betegség kivaltd okai széles skalan mozognak. A két leggyakoribb ok az epekd ¢€s a

nagyfoku alkoholfogyasztas. Az epekd képes eltomiteni a kozOs epevezetéket, ami
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megakadalyozza a hasnyal tavozasat, valamint az epe bearamlasat okozhatja a hasnyalmirigy
elvezetd csatornaiba. Az epe visszadramlds szerepére utal az a megfigyelés is, hogy azon
anatoOmiai varidnsok fennallasa esetén, melyekben az epevezeték nem kozlekedik a f6

hasnyalmirigy vezetékkel, az epekdvesség nem tarsul AP-vel. (Venglovecz és mtsai., 2016;

Lerch és mtsai., 2016) A masik gyakori kivaltdé ok a nagyfokul alkoholfogyasztds. A
mechanizmus pontos molekularis hattere még tisztazatlan, de nagyrészt az acinussejtekre
gyakorolt komplex (a kalcium haztartast, a mitokondriumokat, az endoplazmatikus
retikulumot, a zimogén szekréciot és az autofagias mechanizmusokat érintd) metabolikus
zavarok okozzak az enzimek sejten beliili aktivacidjat. Ezen feliil az alkohol az acinusokbol
kiindulo, kis elvezetd csatornak eltomdOdését, abnormalis véraramlast, az Oddi sphincter
miikodési zavarait €és a kolecisztokinin, illetve a szekretin termelddésének zavarat okozhatja,
mely folyamatok mind hozzajarulhatnak a gyulladas kialakulasahoz. (Lerch és mtsai., 2013;
Aghani, 2014; Rasineni és mtsai., 2020; Yadav és mtsai., 2009; Lugea és mtsai., 2017;

Samokhvalov és mtsai., 2015; Clemens és mtsai., 2014)

A fenti két 6 tényezon kiviil a hasnyalmirigy akut gyulladdsanak eléidézésében szerepet

jatszhat még az emelkedett trigliceridszint a kalcium haztartas zavaran és a mitokondriumok

diszfunkciojan keresztiil (Criddle, 2015). Tovabba a dohanyzas (Yuhara és mtsai., 2014),
gyogyszerek és drogok (Badalov és mtsai., 2007), kiilonféle fert6zések, példaul mumpsz,

vagy hepatitisz (Werge és mtsai., 2016), az invaziv mutéti és diagnosztikai beavatkozasok

(van Baal és mtsai., 2012; Tryliskyy és mtsai., 2018), illetve egyéb okok miatt pl. az Oddi
sphincter zavarai, anatomiai alteraciok is eldidézhetik a hasnyalmirigy akut gyulladasat (van

Brumelen és mtsai., 2003).

A betegség kialakuldsaban szerepet jatszo tényezok koziil, az emlitetteken kiviil nem
hagyhatok ki a genetikai okok sem. Leggyakrabban a PRSS1, a SPINK1, a CTRC és a CFTR
gének mutécioi taldlhatdéak meg az etiologiai faktorok sordban. A PRSS1 gén a tripszinogén
termelésért felelds, és mutacidoi az enzim i1d6 eldtti aktivaciojat okozzak, még az
acinussejteken beliil. A SPINK1 gén egy inhibitor fehérjét kodol, mely a tripszin aktivaciot
gatolja, mutacidja igy elésegiti a tripszin korai aktivalodasat. A CTRC gén a kimotripszin C
nevill enzimet kodolja, mely képes degradalni a tripszinogént és tripszint, segitve igy azok
szabalyozasi mechanizmusat, igy mutacidja ezt a szabalyozasi folyamatot akadalyozza. A
CFTR gén a cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator nevii fehérjét kodolja,

mely tobbek kozott a duktalis sejtekben felelds a natrium-, klorid- és bikarbonat iontranszport
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miikodéséért. A gén mutacidja kovetkeztében a csatorna miikodési hibdja miatt a duktalis
rendszerben képzodd hasnyal tal viszkozus és savas pH-ju lesz, ami a megfeleld elvezetést
akadalyozza. A gén mutéacidjakor kialakuld ordkletes korkép neve cisztas fibrozis, mely a
hasnyalmirigyen kiviil érinti egyebek mellett a tiid6t, és a mellékheréket is. (Raphael és
mtsai., 2016)

11.2.1.1. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak molekularis hattere

Az akut pankreatitisz molekularis etiologiai hatterét tekintve, a betegség harom f6

funkcionalis elvaltozas miatt alakulhat ki.

Az els6, amikor a hasnyal kiiirtilése (a szervbdl a patkobélbe) valamilyen oknal fogva (lasd
korabban) akadalyozott, €s a csatornakban felgyiilemlett emésztdenzimek aktivacidja az
elvezetés hianyaban a szervben torténik meg. Egy masik megkozelités feldl (mely Osszefiigg
az alabb kozolt masodik és harmadik tipust elvaltozassal is) a Vater-papilla kornyékén a
kozos epevezeték €és a fO 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-szignalizacié utjan indukalja az emésztéenzimek sejten beliili aktivacigjat. (Lerch és

mtsai., 2016)

A masodik a duktalis sejtek iontranszportjaban torténd zavar beallasa kiils6, vagy belso
behatas kovetkeztében. A kiilonboz6 inzultusok (pl. erds alkoholfogyasztas) karosithatjak a
duktalis sejtek ion- és viztranszport rendszerét, minek kovetkeztében a termelddd hasnyal
fluiditasa, illetve pH-ja nem lesz megfeleld az emésztéenzimek inaktiv allapotban tartasahoz,
igy azok a csatornarendszer teriiletén aktivalodhatnak. A defektus hatterében allhat a
mitokondriumok funkciovesztése, az ER karosodasa, az intracellularis kalcium és/vagy CAMP
egyensuly felborulasa, illetve a CFTR csatorna aktivitisiban keletkez6 zavar, példaul

orokletes okok miatt. (Maléth és mtsai., 2016; Venglovecz ¢és mtsai., 2016)

A harmadik elvaltozas az acinussejtekben bekovetkezd zavar, melynek soran az
emésztdenzimek az acinusokon belill aktivalodnak felemésztve a kornyezd sejteket. Ennek
molekularis oka lehet a lizoszomalis és zimogén granulumok destabilizacidja, mitokondrialis
diszfunkci6 (a mitokondridlis permeabilitas tranziciés porus —MPTP— nyitva tartdsan

keresztiil), ER stressz, kalcium és/vagy cAMP egyensuly felboruldsa, protein kindz C ¢és
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NFkB utvonalak aktivacigja, kozvetlen tripszinogén aktivacidé vagy vakuolizacio miatt. A
sejten beliili emésztdenzim-aktivacio mellett az apikalis citoszkeleton atépiilése miatt az
apikalis oldali exocitozis blokkolodasa is okozhatja a gyulladasos folyamatok indulasat.
Ebben az esetben megszakad a granulumok kotddése az apikalis citoszkeletonhoz, és azok a
bazalis felszin felé kezdenek vandorolni, ahol az egyik membranfehérje protein kinaz C altali
foszforilacidja lehetdvé teszi a granulumok bazolaterdlis exocitozisat az intersticiumba.
(Gorelick és mtsai., 2009; Apte és mtsai., 2016;Wen és mtsai., 2016; Waldron és mtsai., 2015;
Dixit és mtsai., 2016)

11.2.2. Kronikus hasnyalmirigy-gyulladas

A kronikus pankreatitiszt ugy definidlhatjuk, mint a szerv tartésan fennallé gyulladasat,
ami irreverzibilis morfologiai elvaltozasokkal jar egylitt, melynek soran az exokrin és
endokrin szovet egyarant karosodast szenved. A betegség soran a hasnyalmirigy atrofias,
fibrotikus szervvé alakul at, kitagult csatornarendszerrel és valtozd foku meszesedéssel. A
betegség akut formajaval ellentétben itt nem nekrdzis és 6déma figyelheté meg, hanem nagy
mennyiségll extracellularis matrix lerakodasaval €s erds fibroblaszt proliferacidval jaro,
kiterjedt szoveti atalakulds, ami funkciovesztést von maga utdn. A betegség kialakulasaban
feltehetéleg mind a harom fobb exokrin sejttipus (acindris-, duktalis- és csillagsejtek)
defektusa szerepet jatszik. A sejteket karositdé behatasok olyan citokinek ¢és kemokinek
felszabadulasat indukaljak a sejtekbdl, melyek eldsegitik a csillagsejtek aktivalodasat,
beinditva ezzel a fibroblaszt proliferaciot és az extracellularis fehérjék (pl. fibronektin,
szerepet jatszik az alkohol, illetve a csatornarendszer eltomddése. Ezen feliil az iszkémia,
relapszald akut hasnyalmirigy-gyulladds, a dohanyzas, az oxidativ stressz, toxinok ¢&s
autoimmun betegségek (pl. Sjogren szindroma). A genetikai okok koziil tobbségében az akut
hasnyalmirigy-gyulladas rizikotényezdiként is megjelend mutaciok emlithetéek meg (PRSS1
¢és 2, SPINK, CTRC, CFTR gének mutacioi). (Kleeff és mtsai., 2017; Aghdassi, 2016; Brock
¢és mtsai., 2013; Guda és mtsai., 2015; Hamada és mtsai., 2015; Mekapogu és mtsai., 2020)

11.2.3. Az exokrin hasnyalmirigy megbetegedéseinek diagnosztikai és kezelési lehetéségei

Az akut hasnydlmirigy-gyulladds jellemz6 tiinetei magukban foglaljak a hirtelen fellépd,
erdés, a has fels6 részén Ovszerlien sugarzd fajdalmat, mely puffadassal, hanyingerrel,
hanyassal, hasmenéssel jarhat egyiitt, mely tiinetek étkezés utan rosszabbodnak. A betegek

lazzal, 1égszomjjal, gyors vagy lassu szivveréssel és veseproblémakkal is kiizdhetnek, az
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epevezeték elzarodasakor pedig sargasag is kialakulhat. A sejtelhalas kdvetkeztében vériikkben
megemelkednek az emésztéenzimek szintjei, igy a komplexebb vizsgalati mddszerek (pl. CT,
hasi vagy endoszkopos ultraszonografia, retrograd kolangio-pankreatografia -ERCP-) mellett
egy vérvétellel is konnyen igazolhatd a betegség fennallasa. Az akut pankreatitisz f6 kezelési
lehetdsége a fajdalomcsillapitds mellett a hasnyalmirigy nyugalomba helyezése diétaval,
illetve antibiotikum profilaxis alkalmazisa, de egyes esetekben miitéti beavatkozésra is
sziikség (pl. a duktalis Ttriilést akadalyozd epekd eltavolitdsa, vagy fertézés esetén

nekrektomia). (Aghani, 2014)

A kronikus hasnydlmirigy-gyulladdsndal szintén hanyingerrel, hanyéssal, hasmenéssel
kisért erds hasi fajdalom jelentkezik, mely a hatba sugarzik, és étkezések utan sulyosbodik. A
betegség soran az emésztési folyamatok defektusa miatt sulyvesztés figyelheté meg, illetve az
endokrin allomany karosodasa miatt cukorbetegség is kialakulhat. Egyértelmii diagnézishoz a
meszesedést és a duktalis csatornatdgulatokat értékeld képalkoto eljarasokat (CT, MRI), vagy
endoszkopos ultraszonografiat alkalmaznak. Ezen feliil az ERCP, illetve a hasnyalminta
elemzés is alkalmazhaté a diagnozis felallitdisahoz. A betegség kezelése itt is a
fajdalomcsillapitésra, illetve a kivaltdé okok megsziintetésére dsszpontosit. Az étkezések soran
a szervezetbe vitt emésztéenzimek alkalmazasa sikerrel csokkenti a korral jard fajdalmat. A
meszesedés sordan a csatorndkban kialakult hasnyalmirigy-kovek endoszkopidval
eltavolithatoak, tovabba az esetleges csatornasziikiiletek sztentelése is javithat a beteg
allapotan. Végsziikség esetén pedig a disztalis, vagy teljes pankreatektomia soran tavolitjak el

az érintett teriiletet vagy az egész hasnyalmirigyet. (Aghani, 2015)

11.3. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas vizsgalati modellrendszerei

11.3.1. In vitro modellek
A hasnyalmirigy akut gyulladasanak in vitro modellezési lehetéségei kozott megemlitendd

az immortalizalt sejtvonallal (pl. AR42J) — patkany acindris sejtvonal és 266-6 — egér acindris

sejtvonal) torténd vizsgalatok végzése, illetve az €16 allatbol izolalt primer sejtek (acinaris és

duktalis egyarant) hasznalata a kisérletek soran. A sejtvonalak el6nye, hogy sokaig
fenntarthatoak, de fenotipusosan nem egyeznek meg az izolalt sejtekkel. Az AR42J sejtek
nem differencialt sejtek, melyeket dexametazon kezeléssel lehet fenotipusos acinussejtekké
érlelni, a 266-6 sejtekkel ellentétben, amelyek mar részlegesen differencialt fenotipussal

rendelkeznek. Az izolalt primer sejtek nagy elénye értelemszeriien a sejtazonossag, viszont
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korlatozott ideig lehet csak Oket fenntartani, illetve osztodasra sem képesek. Az izolalt
acinusok tovabbi hatranya, hogy kb. két-harom nap utan duktalis atalakulasba kezdenek.

(Mareninova és mtsai., 2015)

Tovabbi in vitro lehetéségek kozott szerepel a haromdimenzids organoidképzés, €16
allatbol vett hasnyalmirigy daganatsejtek felhasznalasaval, illetve egész lobulusok
peparatumanak par oOraig torténd fenntartasa ¢és vizsgalata, tovabba a hasnyalmirigy

szovetébdl egy kb. 100 um vastag szelet metszése és egy-két nap erejéig torténd fenntartasa,

melynél az ¢él6 szovetbe juttatott, melegitett agardz gél szilardulasa teremti meg a vagas
lehetdségét. Ezen miiveletek nagy eldnye, hogy a kiilonbozd tipusti sejtek interakcidjat

igényld vizsgalatokat is végezhetlink. (Mareninova és mtsai., 2015)

A sejteket a kiilonb6z6 vizsgalatok soran legtobbszor epesavakkal (taurokolat,
taurokenodezoxikolat), zsirsavakkal, alkohollal (illetve annak acetaldehid, vagy zsirsav-
etilészter metabolitjaival) és szekretagogokkal kezelik (pl. CCK, szekretin, VIP). Az utobbi
csoportbol kiemelném a cerulein nevii oligopeptidet (4. abra), ami az Osszetett
emésztOrendszeri hatasokkal rendelkezé kolecisztokinin (4. abra) mesterséges analdgja,
gyakorlatilag a hormon receptorhoz kot6do része, kisebb modositasokkal. A CCK fiziologias
mennyiségének megfelel6 koncentracioban (pM) a cerulein a CCK-val analog modon serkenti
a zimogén szekréciot az acinaris sejtekben, szupramaximalis dozisban adva (10-100 nM)
viszont akut gyulladas-szerli valaszt generdl a sejtekben (sejten beliili emésztdenzim-
aktivacio, NFkB aktivacio, vakudlum képzddés) és indukalja a sejtpusztulast. (Chandra és

mtsai., 2018; Mareninova és mtsai., 2015)

-23-



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

4. abra: A kolecisztokinin (A) és a cerulein (B) szerkezete

Forras: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, 2022. oktober

11.3.2. In vivo modellek

Az ¢él6ben torténd hasnyalmirigy vizsgalatokra foként ragesalokat hasznalnak, leginkabb
egereket vagy patkdnyokat. Az alkalmazott modelleket invaziv és nem invaziv csoportokba
lehet rendszerezni. A nem invaziv modellek ko6zé tartozik a szekretagdg analdgokkal
(cerulein, karbakol — kolinerg agonista) torténd parenteralis kezelés intraperitonealis
injekcio(k) utjan. A cerulein esetében 5-50 pg/ttkg drankénti i.p. oltast tartalmaz a modell, 4-
12 oran keresztiili ismétléssel. A karbakol modell esetében egy egyszeri 25-250 ng/ttkg
szertartalmu i.p. oltas hasznalatos. Kiilonbozé aminosavak nagy mennyiségben torténd i.p.
oltasa szintén indukalja az akut gyulladast. Az L-arginin esetében 2,5-5 g/ttkg, L-ornitinnal
1,5-3 g/ttkg, L-lizin esetében pedig 1-2 g/ttkg erés AP-t indukal. Szintén nem invaziv modell
a CDE (choline-deficient, ethionine-supplemented) diéta, ami kolin csokkentett és 0,5 m/m%
etionint tartalmazo diétat jelent. A diéta 2-3 nap leforgasa alatt kivaltja az akut hasnyalmirigy-
gyulladast. Az ad libitum hozzaférés a taplalékhoz viszont 4-5 nap alatt haldlos kimeneteld,

ezért egerek esetében 3 g/nap-ban kell maximalizalni a tap adagjat. (Hegyi és mtsai., 2013)

Az invaziv eljarasok kozé tartozik a retrograd duktalis infuzio, melynek soran a Vater-
papillan keresztiil a hasnyalmirigy vezetékrendszerébe epesav oldatot juttatunk. 3-5 m/v%-0s
Na-taurokolat esetében 1 ml/ttkg mennyiségben alkalmazzuk az oldatot, tigyelve arra, hogy a

bejuttatott oldat ne feszitse szét a vezetékrendszer falat (kb. 0,1 ml/perc sebességgel adva).
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Ritkabban alkalmazott eljards a biliopankreatikus csatorna ligdldsa és a hasnyalszekrécid
stimuldlasanak egyiittes alkalmazasa, mely patkdnyokban és oposszumokban szintén akut

gyulladast general. (Hegyi és mtsai., 2013)

Vizsgalataink soran az izolalt acinussejtek és az egerek in vivo kezelése alkalmaval is a

pankreatitisz ceruleinnel kivaltott modelljét alkalmaztuk.

I1.4. Gyulladasos mediatorok pancreatitisben

A szervezet karos hatdsok elleni védekezd mechanizmusainak fontos elemei a gyulladasos
folyamatok, melyek sordn testiink felszamolja a kivaltd okokat, tovabba elimindlja a sériilt
sejteket, szoveteket, hogy elkezdddhessen a gyogyulds folyamata. Mindemellett a
gyulladasban részt vevO agensek a kornyezd €p sejteket is karosithatjak. Sokszor maga a
tulzott gyulladas 1ép fel stlyos betegségek induktoraként. A folyamat sordn a megnovekedett
permeabilitast érfalon keresztiil a sériilt teriiletre jutod leukocytak és mediatorok hozzak létre a
gyulladas mar az 6korban is ismert 6t jellemz6jét: emelkedett hdmérséklet (calor), vords szin
(rubor), duzzanat (tumor), fajdalom (dolor) és funkcidvesztés (functio laesia). (Stanley és
mtsai., 2019.)

Molekularis folyamatokat kekintve a gyulladas szamos mediatora (Cavaillon, 2001) koziil
kiemelendé az IL1p (NFxB utvonalon keresztiil), az IL6 (Jak/STAT utvonalon keresztiil)
(Dmitrieva és mtsai., 2016) és a gyulladasos jelatviteli folyamatok széles spektrumaban
résztvevé tumornekrozis faktor alfa (TNFa) (Zelova és mtsai., 2013). Az anti-
inflammatorikus citoknek kozil az IL10 (Iyer és mtsai., 2012) emelendd ki, mely a
gyulladasok visszaszoritasaban jatszik szerepet a gyulladasos mediatorok termelédésének
gatlasa altal. A transzformald novekedési fakor béta 3 (TGFB3) (Kubiczkova és mtsai, 2012;
Stolfi és mtsai., 2020; Lutgens és mtsai., 2002), illetve az interferon gamma (IFNy) (Zhang és
mtsai., 2007) pedig kettds hatasuk révén a sejtek allapotatol fiiggé modon segithetik és

gatolhatjak is a gyulladasi folyamatokat.

Kemokinek koziil a foként T-sejtek €s monocytak altal termelt kemokin C-C motivum
ligand 5 (CCL5) a foszfatidilinozitol 3 kinazon (PI3K) és a protein kinaz B-n (PKB, Akt)
keresztiil jarul hozza a gyulladas folyamatahoz (Marques és mtsai., 2013; Zeng és mtsai.,

2022). A szintén gyulladast tamogaté kemokin C-X-C motivum ligand 10 (CXCL10) féként
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az IFNy hatédséra termelddik tobbek kozott monocitakban (Booth és mtsai., 2002; Luster és
mtsai., 1985).

A matrix metalloproteinazok (MMP) a gyulladas soran egyrészt segitik a fehérvérsejtek
kilépését az erekbdl a szovetekbe, masfeldl pedig az ECM komponensek bontasaval, illetve
tobbek kozott az IL1P és a TNFa aktivitdsdnak nodvelésével hozzajarulnak salyosabb
gyulladasok kialakulasahoz (Cui és mtsai., 2017). Tobb kutatds soran vizsgaltdk mar az
MMP2 zselatinaz szerepét a hasnyalmirigy-gyulladas folyamataiban (Kurzepa és mitsai.,
2014; Bisaro és mtsai., 2005).

11.5. Antioxidans mechanizmusok

A sejteket kiilsd €s belsd forrasbol egyarant folyamatosan bombazd szabadgyokokrol,
illetve egyéb, nagy reaktivitasi vegyiiletekre (pl. H,O,) sokaig csak negativ hatasu
anyagokként tekintettek, de valdjaban tobb molekularis folyamatban is fontos mediatorok (pl.
jelatvitel, proliferacid, autofagia, mikroorganizmusok elleni védkezés). Mindazonaltal nagy
mennyiségben torténd termelédésiik mindenképp karos kovetkezményekkel jar. Atfedd
kategoriaként sokszor hasznaljak egyiitt a ROS (reaktiv oxigén szarmazékok/spieces)
elnevezéssel. A ROS nagy reaktivitasii oxigéntartalmu vegyiileteket takar, melyek nem
feltétlen szabadgyokok, a szabadgyokok pedig nem feltétlen tartalmaznak oxigént igy
kiegészitd fogalmakként helyes a hasznalatuk, de a két fogalom nem egymas helyettesitdje.
Ezen vegyiiletek egyik leggyakrabban emlegetett negativ hatdsa a DNS karosito képességiik.
Eppen ezért a sejtek komplex mechanizmusokkal rendelkeznek annak érdekében, hogy a
keletkezd, illetve a kdrnyezetbdl érkezd nagy reaktivitasu vegyiiletek mennyiségét kordaban
tartsak, a felesleget pedig minél hatékonyabban elimindljak. Eme a folyamatok két alapra
(enzimek ¢és kismolekuldju antioxiddns vegyiiletek) €piilé rendszerét értjiik az antioxidans
mechanizmusok alatt. A résztvevd enzimek kozott megtaldlhatjuk pl. a katalazt, a
mieloperoxidazt, vagy a szuperoxid dizmutazt. Az ilyen hatasi, nem enzim molekulak
képesek elektronatadassal megsziintetni az oxidans hatasért felelds elektron parositatlan
allapotat anélkiil, hogy 6k maguk szabadgyokké valnanak. Ilyen molekula tobbek kozott a C-
vitamin (aszkorbinsav), E-vitamin (o-tokoferol), a karotinoidok €és a kés6bb részletesen
bemutatésra keriild flavonoidok tobb képviseldje is. Az emlitett nagy reaktivitdsu vegyiiletek
karos hatasainak kivédése érdekében tett elimindld 1épések mellett, a sejtek természetesen

nagy energiat fektetnek talzott képzodésiik elkeriilésébe (alternativ reakcid utak, kelatképzes),
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illetve értelemszerlien a bekovetkezett karosodasok kijavitdsaba is (hésokk fehérjék, DNS

javité enzimek). (Gulcin, 2020; Elias és mtsai., 2008)

A szobanforgd vegyiiletek kozott kiilonleges helyet foglal el a nitrogén-monoxid (NO),
mivel egyben kiemelten fontos neurotranszmitter és jelatviteli molekula is, melynek
termeléséért a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) enzimek feleldsek. Hatasai kozott fellelhetd a
fehérjék poszttranszlacios modositasai (nitrozilacio, nitrozalas), guanilat-ciklaz aktivacio
(cGMP — protein kinaz G), nagy mennyiségben pedig apoptodzist indukalhat. Mas
molekulakkal reagdlva RNSz (reaktiv nitrogén szarmazékok) vegyiileteket képezhet, példaul

peroxinitritet a szuperoxid anionnal torténd reakcio soran. (Nakamura és mtsai., 2016)

Az enzimatikus antioxidans Utvonalakat tanulmanyozva egy kozponti regulator
transzkripcids faktort talalhatunk, az Nrf2-t (az angol ,,nuclear factor E2-related factor 2”
kifejezésbdl), ami a megfeleld karos ingerek hatasara felszabadul a citoszolikus KEAP1 nevii
gatlo fehérjéhez kotott allapotabol, majd transzlokalodik a magba, ahol szamos antioxidans és
méregtelenitd hatdsu enzim génjérdl (pl. glutation termelést eldsegitd, detoxifikalo, NADPH
regenerald, hem és vas metabolizmust eldsegitd fehérjék génjei) indukal transzkripciot.

(Tonelli és mtsai., 2018)

11.6. Poli-ADP-ribozilacio

A DNS ¢épségének a megvédése kulcsfontossag az organizmusok szdmara. Ahogyan az az
eldzo fejezetben is emlitésre kertilt, a DNS folyamatos intrinszik és extrinszik inzultusoknak
van kitéve, melyek olykor komoly sériilésekhez és igy sejthalalhoz is vezethetnek. A DNS
torések érzékelésében a 17 tagh poli-ADP-ribéz polimeraz (PARP) enzimcsalad ,,alapito”
tagja, a 116 kDa méretli, 6 doménbdl all6 PARP-1 fehérje fontos szerepet jatszik. (Virag és
mtsai., 2002)
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5. abra: A poli ADP-ribdz polimerdz enzimek miikodése

Forrds: David és mtsai., 2009. (magyaritott dbra)

Az enzim a NAD" (nikotinamid-adenin-dinukleotid) felhasznalasaval ADP-rib6z
egységekbol poli-ADP-riboz (PAR) elagazo lancolatat polimerizalja az akceptor fehérjék (pl.
hisztonok) arginin, aszpartat, glutamat, szerin vagy lizin oldallancaira (5. abra). A fehérjék
PARilacioja a sériilés helyét megjeldlve biztositja a hibajavitasban részt vevé enzimek DNS-
hez torténé hozzaférését, illetve azok kihorgonyzasat. A polimereket késébb a PARG
[poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz] és az ARH3 (ADP-ribozil hidrolaz 3) enzimek bontjak le, a
fehérjéken maradt utols6 ADP-rib6z egységet pedig az ARH1 és az ARPL (ADP-ribozil
protein liaz) hasitjak le. A folyamat szabalyozasa foként a PARP1 gatld hatasu autoparilacioja
altal megy végbe, de tobb enzim is moddositani tudja a PARP aktivitasat (pl. a SIRT1, ami
deacetilalassal inaktivalja az enzimet). (Virag és mtsai., 2009; David és mtsai., 2009; Min és

mtsai., 2020)
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6. dbra: A parthanatosz sejthaldl folyamata

Forrds: David és mtsai., 2009 (magyaritott dbra)

A PARilacié folyamata tehat segiti a DNS-t ért karosodasok kijavitasat, ugyanakkor a
folyamat ,talporgése” (pl. nagy intenzitasi karosodas esetén) sejthalalt indukalhat. A
keletkezd nagyszamu PAR polimer kijuthat a sejtmagbdl a citoszolba, ahol az apoptdzis
a DNS fragmentécigjat idézi eld. A folyamat még részletesen fel nem térképezett eseményei
kozé tartozik a kalpain (egy cisztein proteaz) aktivalodasa és a Bax (Bcl-2 asszocialt X
fehérje) transzlokacidja a mitokondriumba, mely események szerepet jatszhatnak az AIF
felszabadulasdban. A PAR lancok citoszolikus megjelenése altal indukalt sejthalalt
parthanatosznak (PAR + Thanatosz, gorég halalisten) nevezik (6. abra). (Virag és mtsai.,
2009; David és mtsai., 2009; Min ¢és mtsai., 2020) A leirtakon feliil, mivel az apoptdzis

energiaigényes folyamat, igy a nagyfokl sériilések esetén létrejové magas szintli PARilacid
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soran a NAD" elhasznalasanak kovetkeztében kialakuld energiadepléci6 is hozzajarulhat a

nekrozis kialakulasahoz.

A PARilacio fontossagat a gyulladasban, (Cuzzocrea 2005; Martinez-Morcillo és mtsai.,
2021) igy a hasnyalmirigy-gyulladas folyamataban is (Mota és mtsai., 2007; Ahmad és mtsai.,
2020) mar tobben kutattak és bizonyitottak. Az enzim gatlasaval megtakaritott NAD”
mennyisége €s a citoszolba jutott PAR csokkenése mindenképp hozzéjarul a gyulladasi
folyamatok visszaszoritdsdhoz, hiszen igy a nekrotikus folyamatok helyett a gyulladassal nem
jaré apoptozis keriilhet eldtérbe. Ezen feliil valdsziniileg tobb pro-inflammatorikus mediator
expressziojanak modulécidja is kapcsolodik a gyulladas mértékének csokkentéséhez, hiszen
az a tény is ismert, hogy a PARP enzimek kromatinlazitdé funkcidjuk és NFkB/AP1
koaktivator funkcioik révén tobb, gyulladasban fontos gén expresszidjahoz is hozzajarulnak.

(Kim ¢és mtsai., 2004; Oliver és mtsai., 1999)

11.7. Novények és novényi kivonatok a gyulladasok kezelésében

Ismert, hogy a kiegyensulyozott taplalékosszetételt kovetd, feldolgozatlan, vagy
megfelelden feldolgozott novényi élelmiszereket nagyobb mértékben magaban foglalo
étrendek bevitele a kronikus betegségek alacsonyabb kockdzataval jar egyiitt. A ndvényi
¢lelmiszerekben gazdag taplalkozasi formak kulcsszerepet jatszanak a betegségek
megelozésében az immunrendszer serkentésére és a gyulladasos reakciok visszafogdsara
iranyuld sokrétii hatasuk révén. (Raskin és mtsai., 2002; Rates, 2001) Az utdbbi években a
ndvényi eredetll, természetes hatdéanyagokkal torténd kezelések iranti igény mindenki altal jol
megfigyelhetéen megnétt. Az in silico modszerek és a nagy ateresztoképességii szlirések
sz¢leskorli alkalmazésa ellenére is a népi gyogyaszat altal hasznalt hatdoanyagok kutatasa még
mindig jelentds forrasa az uj gyogyszerjelolteknek. A novényi eredetli gyogyszerek novekvod
népszerlisége, a dozisok csokkentése irdnti igény, valamint a hatékonysag és biztonsagossag
javitasat célzo, tobbcéli kezelési megkozelités legitiméalja a természetben eléforduld,
kiegészitd gyulladascsokkentd szerekként alkalmazhatd hatdanyagok keresését (pl. berberin,
gyombér, epigallokatechin, kapszaicin, resveratrol, kannabinoidok, kurkuminok ¢és kiillonb6z6
novényi polifenolok). (Cavalcanti és mtsai., 2021; Li és mtsai., 2018; Lin és mtsai., 2019;

Arunachalam és mtsai., 2021)
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I1.7.1. Novényi alkilamidok

Az alkilamidok a bioaktiv vegyiiletek egy csoportja, amelyek kiilonb6z6 novényekbdl is
kinyerhetéek. Az irantuk val6 érdeklddés az elmult években oOridsi mértékben megndtt, ami az
¢lelmiszerekben, kozmetikumokban é&s gyodgyaszatban felhasznalt szamos ndvénynek
koszonhetd. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a novényi alkilamidok szamos biolégiai
aktivitassal rendelkeznek, amelyek kozott megemlithetjiik antitrombotikus, antimikrobidlis,
antiviralis, antioxidans, gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapito, daganatellenes ¢és
immunrendszer tamogatd hatdsukat. A novényekbdl kinyert alkilamidok vagy zsirsavamidok
altalaban lipofil molekuldk, amelyek olyan savamid vegyiiletek, melyekben egy 8-18
szénatombol 4llo, telitett vagy telitetlen zsirsavlanchoz kovalans kotéssel egy alifas, ciklikus

vagy aromas amin vegyiilet kapcsolodik. (Elufioye és mtsai., 2020)

11.7.1.1. Spilantol

A bioaktiv splilantol (7. abra) a haromszorosan telitetlen dekansav (2,6,8-dekatriénsav) és
az izobutil amid savamidja, melyet affininnek is szokas nevezni (IUPAC név: (2E,6Z,8E)-N-
(2-metilpropil)deka-2,6,8-triénamid). Molekulatomege 221,34 g/mol, toxicitasa egérben
mérve: LDsg = 4378 mg/kg. Vizben rosszul oldodik, oldata szintelen (pubchem.ncbi).

Tobb tradiciondlisan fliszerként és/vagy gyogyndvényként is hasznalt ndvényben
megtalalhato, mint példaul a napszemvirag (Helopsis fajok, pl. H. longipes) vagy az Azsiaban
¢és Dél-Amerikaban Gshonos iskolavirag vagy abécéfii (Acmella fajok, pl. A. oleracea). Mint a
bevezetésben mar emlitettem, a novényt fajdalomcsillapitd hatasa miatt, illetve fertdtlenito,
vizelethajtd, parazita- és virusellenes szerként hasznaljak az alternativ népi gydgyaszatban.

(Savic és mtsai., 2021; Alan és mtsai., 2016; pubchem.ncbi)

Az irodalomban a spilantol kiilonb6zé bioldgiai aktivitdsainak széles spektrumat
vizsgaltak. Kimutattak gyulladasgatld (Wu és mtsai., 2008), antioxidans (Abeysiri €s mtsai.,
2013), antiproliferativ (Mishra és mtsai., 2015), érzéstelenitd (Chakraborty és mtsai., 2010) és
fajdalomcsillapitd hatasat (Rios ¢és mtsai.,, 2014). Ezen kiviil serkentheti kiilonb6z6
gyogyszerek boron at torténd felszivodasat (De Spiegeleer €s mtsai., 2013) és vazorelaxans
(Wongsawatkul és mtsai., 2008), diuretikus (Ratnasooriya és mtsai., 2004) és ranctalanitd
hatasai is ismertek (Dermane és mtsai., 2009). A spilantol molekularis szinti hatasait tekintve
gatolja a P450 enzimeket (Rodeiro és mtsai., 2009), csokkenti a megemelkedett TNFa szintet

(Dallazen és mtsai., 2018) és az NFxB ttvonal aktivaciojat (Mercurio és mtsai., 1999).
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7. abra: A spilantol szerkezete

Forras: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Spilanthol, 2022. szeptember

11.7.2. Flavonoidok

A ndvények masodlagos anyagcseretermékeiként megjelend polifenolok részt vesznek a
pigmentacioban, a szaporodasban €s a korokozok elleni védelemben is. A flavonoidok tobb,
mint 8000 tagot szamlalo csalddja az emberi taplalkozasban legnagyobb mennyiségben jelen
1év6 polifenol-félék, melyek a 15 szénatomos 2-fenilkroman (illetve 3-fenilkroman), vagy
mas néven flavan (illetve izoflavan) gerincszerkezeten osztoznak meg. A vaz szénatomjaihoz
(Manach és mtsai., 2004) A vegyiiletcsalad nevét a tagjai tobbségének sarga szine utan kapta
(flavus=sarga). A flavonoidok szinte minden ndvényben jelen vannak, megoszlasukat tekintve
mindegyik novényi részben megtalalhatoak. (Brouillard, 1988) Az emberi taplalkozas gyakori
Osszetevoi, tobbek kozott az olivaolaj, fekete és zold teadk, zdldségek és gylimolesok
fogyasztasa altal. Becslések szerint nagyjabol 23 mg/nap az atlagos beviteli mennyiségiik,
melyben foként a flavonol és a flavonon osztalyok tagjai jelennek meg. (Hertog és mitsai.,
1993) Egyre tobb tanulmany tamasztja ala azt a megfigyelést, miszerint a flavonoidokban
gazdag taplalkozas a kronikus betegségekre vald csokkent hajlammal tarsul. (Arts és mtsai.,
2005) A molekulacsalad Kkilenc alcsoportot foglal magaban, melyek koziil 6tben a flavan
(izoflavan) vaz 4-es pozicidban 1évd szénatomjahoz egy oxo-csoport kapcsolodik, kialakitva
igy a flavon (izoflavon), azaz a 2-fenil-1,4 benzopiron (3-fenil-1,4 benzopiron) vazat. (8.
abra) Az apolaris gerincen torténd hidroxilacio, metilacio, glikozilacié és szulfonacio szemi-
polaris vegyiiletekké teszik a flavonoidokat. A vegyiiletcsoport aromds gytirtii €s fenolos
hidroxilcsoportjai miatt a flavonoidok konnyen kimutatéak ultraibolya spektroszkopiaval

(UV) és tomegspektroszkopiaval (MS). (Lei és mtsai., 2018; Cook és mtsai., 1996)
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8. dbra: A flavan (A), a flavon (B), az izoflavan (C), és az izoflavon (D) vdzak szerkezete,

sajat munka

A legegyszeriibb felépitésii flavonoidok flavanolok, melyekben a flavan vaz 3-as és/vagy
4-es szénatomjahoz hidroxil csoport kapcsolodik. Ilyen vegyiilet példaul a katechin. A

flavonoidok masodik csoportja az antocianidinek, melyek alapvaza a flavilium kation,

melyben a flavan vaz oxigénatomja pozitiv toltéssel bir. llyen vegyiiletek tobbek kozott az
aurantinidin és a delfinidin. A harmadik vegyiiletegyiittes a flavonok csoportja, melyben
megjelenik a 4-es szénatomhoz kapcsolodd oxo-csoport (pl. apigenin, luteolin, tricetin). A
kovetkezé csoport, a flavonolok az el6z6 csoport harmas szénatomjahoz kapcsolt hidroxil
funkcids csoportot tartalmaznak (pl. fisetin, miricetin, quercetin). Az 6tddik csoportba

tartoznak a dihidroflavonolok, melyekben a flavonolvaz oxigént tartalmazo gytrlijének

aromas jellege megsziinik a 2-es és 3-as helyzetben 1év6 szénatomokhoz torténd tovabbi
hidrogénatomok bekapcsolodasaval (taxifolin, fusztin). A hatodik csoport a flavanonok
csoportja, melyekben szintén a vaz 2-es és 3-as helyzetben 1évd szénatomjaihoz kapcsolodnak
tovabbi hidrogénatomok (megsziintetve igy a gylirli aromas jellegét), de itt a flavonvaz 3-as
szénatomjahoz nem kapcsolodik hidroxil csoport (heszperidin, naringenin, szterubin). A
hetedik csoport, a flavanonolok, melyekben a flavonolok mintajara a flavanonok vazanak a
harmas szénatomjdhoz egy hidroxil csoport kapcsolddik (taxifolin, aromadedrin). A

flavonoidok utolsé két csoportja az izoflavanok és az izoflavonok, melyekeben a fenil csoport

a harmas szénatomhoz kapcsolodik, a kordbbi csoportok kettes szénatomi kapcsolddasi
pontja helyett. Az izoflavanokban a fenil csoport a falvainokhoz hasonldéan kroman vazhoz,
mig az izoflavonokban a fenil csoport 1,4-benzopiran (kromon) vazhoz kapcsolodik. Ilyen
vegyliletek példaul az equol (izoflavan) és a genisztein (izoflavon). (Serafini és mtsai., 2010;

Cook és mtsai., 1996).
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A flavonoidok gyulladdsgatld hatasanak a hatterében valoszintileg a proinflammatorikus
enzimek (pl. ciklooxigenaz-2, NO-szintdz) gatlasa, az NFkB gatlasa, kiilonb6zo citokinek
(TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-12) illetve a gyulladasos jelatvitelben szerepet jatszo enzimek
(pl. MAP-kinaz, protein-kinaz C, PI3 kinaz/Akt) termelédésének/aktivitasanak gatlasa all.
Daganatellenes hatasmechanizmusukat tekintve megemlitendd a proliferaciot (protein kinaz
C, c-FOS, JNK, c-Jun/AP-1 gatl6 hatasuk révén) és invaziot (a VEGF receptor, MMP enzim
¢s B-katenin fehérje gatlasa utjan) gatld, tovabba apoptozist indukald (p53, citokréom C és
kaszpaz-9 aktivacio) képességiik. A flavonoid tartalmu étrenddel végzett humdn vizsgélatok
eredményei Osszességében viszont ellenmondéasosak voltak, mivel a hatas nagyban fligg a
felszivodadsi mechanizmustél és a felszivodott hatdanyag mennyiségtdl, illetve a
metabolizmus gyorsasagatol, s igy attol, hogy milyen taplalékkal vissziik be a szervezetbe a
flavonoidokat, fiigg tehat azok biologiai hozzaférhetdségétél. Ezen felill felszivodaskor a
flavonoidok  konnyen  metabolizdlodnak a  bélsejtekben, ¢és  gliikuronid-  és
szulfatkonjugadtumokat képeznek, melyek bioaktivitdsa eltér az eredeti molekulakétol.
(Serafini és mtsai., 2010; Zeng ¢és mtsai., 2019; Peluso és mtsai., 2015; Romagnolo ¢€s mtsai.,

2012)

11.7.2.1. Tricetin

A tricetin (9. abra) vagy mas néven hieracin a flavonoidokon beliill a flavonok
alcsoportjanak tagja. A vegyiiletben a csoportot jellemzd flavon gerinchez az 5-0s, 7-es €s a
3’-s, 4’-s, 5’-s szénatomokhoz hirdoxil csoportok kapcsolédnak (UIPAC név: 5,7-dihidroxi-2-
(3,4,5-trihidroxifenil)kromén-4-on). Molekulatomege 302 g/mol, olvadaspontja 330°C,
vizben 486 mg/l-ig sarga szinnel oldodik. Jelenlétét leirtak mar tobbek kozott gabonakban
(Zhou és mtsai.,, 2006), ginkofélékben, hiivelyesekben (Ren ¢és mtsai., 2019),
eukaliptuszokban (Chien és mtsai., 2017) és mirtuszfélékben (Campos és mtsai., 2002).

A tricetin flavonoidnak az irodalomban szélesebb korben Ileirt daganatellenes és
attétképzést gatlo (Chang és mtsai., 2017; Chao és mtsai., 2015; Hung ¢és mtsai., 2015)
hatéasai, tovabba anti-inflammatorikus (Sun és mtsai., 2019; Cai és mtsai., 2020; Geraets és
mtsai., 2009) tulajdonsagai mellett, bizonyitott bioaktivitasa van a neurotoxicitas (Kuppusamy
¢s mtsai., 2017; Ren és mtsai., 2019), a cukorbetegség (Wang és mtsai., 2019; Ge és mtsai.,

2018) és a bakterialis fert6zések (Pistelli és mtsai., 2009) modelljeiben.
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9. dabra: A tricetin szerkezete

Forras: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tricetin, 2022. szeptember
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I11. CELKITUZESEK

A kiilonb6z0 novényi hatdanyagok felhasznalasa a modern kori gyogyaszati eljardsokban
egyre nagyobb teret hodit. Munkank sordn két, eltérd szerkezetii ndvényi hatdéanyag, a tricetin
¢s a spilantol hatasat vizsgaltuk akut hasnyalmirigy-gyulladas in vitro és in vivo

egérmodelljében.

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

mértékére.

2. A spilantol esetében a vizsgalatainkat az el6zetesen elvégzett in vitro kisérletek
eredményei alapjan in vivo vizsgalatoknak vetettiik ald, melyek soran arra kerestiik a valaszt,
hogy a spilantol hogyan befolyasolja az akut hasnyalmirigy-gyulladas stlyossagat, tovabba

milyen hatdsa van egy kevésbé komplex gyulladdsi modellben, a kontakt dermatitiszben.

-36-



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

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Anyagok

A Dulbecco's Modified Eagle's Medium-ot (DMEM), a f6talis szarvasmarha szérumot
(FBS), a szarvasmarha szérum albumint (BSA), a H,0,-ot, a P/S mixet, a DMSO-t, a HBSS
puffer eléallitasahoz sziikséges vegyszereket, a HEPES-t, a Triton-X reagenst, az MTT ¢és a
Griess modszerhez hasznalt reagenseket, a rekombinans human epidermalis ndvekedési
faktort (rhEGF) és a laminint Sigma-Aldrich Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.
A kollagenazt (NB 8 Broad Range — kollagenaz I és II) a Nordmarktél (Nordmark
Arzneimittel GmbH & Co. KG, Uectersen, Németorszag), a tripszin inhibitort a Gibco-tol
(Waltham, Massachusetts, USA) vasaroltuk meg. Az IFNy-t a Bio-Vision-t6l (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.

IV.1.1. Cerulein
A sejtek karositasahoz, illetve in vivo a szovet gyulladasanak kivaltasahoz hasznalt
ceruleint a Medchem Express-t6l (Monmouth Junction, New Jersey, USA) szereztiik be,

melyet a sejtes és az Aallatkisérletes vizsgalatokhoz DMSO-ban oldva, torzsoldatként,

crer

crer

végkoncentracidra torténd higitdskor a munkaoldatban a DMSO mennyisége maximalisan 1

vIv% legyen, mely a korabbi kisérleteink alapjan nincs hatassal az allatokra.

IV.1.2. Spilantol, tricetin

A sejteken okozott karosodas mértékében, illetve in vivo a szoveti gyulladas folyamataban
vizsgalt novényi hatdbanyagok koziil a tricetint az Extrasynthese-tol (Genay, Franciaorszag), a
spilantolt pedig a ChromaDex-t61 (Los Angeles, Kalifornia, USA) szereztiik be, melyeket a

sejtes ¢és az allatkisérletes vizsgalatokhoz szintén DMSO-ban oldva, torzsoldatként,

crer

be.
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IV.2. Médszerek

A fejezetben bemutatott modszerek / kisérletek tulnyomé tobbségét a mii szerzdje
onalléan hajtotta végre. A 1V.2.6.43. és 1V.2.6.4.4. fejezetekben leirt ,,High Content
Analysis” képalkotasi és képelemzési folyamatban a Szerzd segitséget vett igénybe, melyek
esetében a segitséget nyujtd személyek neve feltlintetésre keriilt az adott fejezet végén. Ezen
feliil a Szerz6 a 1V.2.6.9. fejezetben leirt metszetkészitési folyamatban is segitséget kért, mely

esetében a személyek az adott fejezet végén szintén megjelolésre kertiltek.

IV.2.1. Hasnyalmirigy acinussejtek izolalasa és tenyésztése

A kisérletek soran hasznalt acinussejteket 8-10 hetes, him ¢és ndstény nemi, C57BL/6]
torzsii egerekbdl, protokoll alapjan izolaltuk (Gout és mtsai., 2013). A szovetet a kivagas utan
HBSS pufferbe helyeztiik, majd olloval par milliméteres hosszusagu darabokra apritottuk. Ezt
kovetden a szovetet hisz perces kollagenazos emésztésnek tettiik ki 37°C-on, mikozben a
darabokat 10 ml-es szeroldgiai pipettaval 5 percenként szuszpendaltuk. Emésztéoldatként 200
U/ml kollagenazt, 0,25 mg/ml tripszin inhibitort és 10 mM HEPES-t tartalmazé HBSS puffert
hasznaltunk. A folyamat végeztével a szovetdarabok mikroszkép alatt jol megfigyelhetd,
maximum nagyjabol 100-200 sejtes klaszterekre estek szét. (10. abra) A sejteket ezutan 5
vIv% FBS-t és 10 mM HEPES-t tartalmazé HBSS pufferrel négy alkalommal mostuk. A
mosasok kozott a sejteket 450 g-n centrifugaltuk. A mosas utan a klasztereket 5 ml HBSS-ben
vettiik fel, és 100 pum-es szlirdn keresztiil sziirtiik azokat a nagyobb, nem megfeleléen

felemésztett klaszterek eliminalasa érdekében, majd a sziirét ijabb 5 ml HBSS-sel atmostuk.

Az egerenként 10 ml-nyi, sziirt klaszterhalmazt ezutan 5-5 ml-enként 5-5 ml, 80 mg/ml-es
BSA oldaton keresztiil 2 percig iilepitettiik. Ezzel a 1épéssel sikertilt kiszlirni a tulemésztett,
egyedi sejteket és a mar szintén talemésztett, csak par sejtbdl allo klasztereket, melyek a
tenyésztés ideje alatt karositdo kezelés nélkiil is meghalnanak. A 10-30 sejtes klasztereket
ezutan HBSS-sel mostuk, majd 10 v/v% FBS, 1 v/v% antibiotikum (penicillin, streptomycin)
A sejteket az ¢életképességi ¢és a citotoxicitasi esszékhez 96 lyuku, az immuncitokémidhoz 24
lyuku, az NFkB esszéhez, az RT-QPCR-hez és a western blot-hoz pedig 6 lyuku sejttenyésztd
edényben tenyésztettiik. A sejtek edényekbe torténd kirakasa elétt az edények aljat PBS-ben
100-szorozasa kihigitott laminin oldattal kezeltiik (legalabb 30 perc, 37°C), a sejtek
kitapadasat segitve ezzel el6. A laminin kezelés utan a lyukakat PBS-sel két alkalommal

mostuk, majd megszaritottuk azokat.
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10. abra: Hasnyalmirigy szovet emésztése kollagendz oldattal (250 x-es nagyitds). Az

emészitési folyamat elején (A) és az emésztési folyamat végén késziilt (B) képek.

IV.2.2. In vitro kezelések

Az izolalt sejteket kirakdsuk masnapjan kezeltik meg. A 3-10-30-100-300 uM
PMA-val, illetve a hidrogén-peroxiddal torténd kezelések eldtt. A kisérletekben a cerulein
(minden esetben 100 nM) kezelés rendre 24 o6ran keresztiil tartott, kivéve a kaszpaz esszét,
amikor is 18 oran keresztiil vizsgaltuk a kezelt sejteket. Az egy oras LPS (1 pg/ml) + IFNy
(20 ng/ml) kezelést, illetve a szintén 1 6ras PMA (1 uM) kezeléseket az NFxB p65-6s
alegységének DNS kotddési vizsgalatahoz hasznaltuk. PARilacio kivaltasahoz 7,5 perces
hidrogén-peroxiddal torténd kezelést alkalmaztunk, mely a kutatdcsoport korabbi tapasztalatai
alapjan megfelelden indukalja a PARilaciot. Ezeken feliil az életképességi vizsgalatok sordn

az izolalt sejteket 24 6ran at tartd hidrogén peroxidos kezelésnek is kitettiik.

IV.2.3. Allatok (C57BL/6j, BALB/c) tartasi koriilményei

Az allatkisérletek elvégzését a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
jovahagyta, mely szervezet a C57BL/6j egercken végzett hasnaylmirigy gyulladasi
vizsgalatok tekintetében a 25/2017/DEMAB szamon, a BALB/c egereken végzett kontakt
dermatitisz vizsgalatok tekintetében pedig a 15/2016/DEMAB szdmon tartotta nyilvan
kisérletek elvégzésére vonatkozo engedélyt. Az allatokat szabalyozott hémérséklet (22-24°C),
paratartalom (30-60%) és 12-12 o6ras nap-¢j ciklus mellett, Eurostandard Il-es tipusa
ketrecekben tartottdk a Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kozpont allathazaban. Az allatok
viz és étel (VRF1 (P) taplalék) hozzaférése ad libitum tortént. A vizsgalatok soran az egerek

rendre 10-12 hetes korukban keriltek felhasznilasra.
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IV.2.4. In vivo kezelések és szovetfeldolgozas (pankreatitisz modell)

A hasnyalmirigy-gyulladast C57BL/6j torzsii egerekben fiziologias sooldatban oldott
ceruleinnel (50 pg/ttkg) valtottuk ki. Kisérleteink soran a vizsgalt egereket (spilantol — 42 him
egér, tricetin — 18 him egér) randomizéalva 3 csoportba osztottuk: KTR — csak fiziologids
sooldatot kapd egereket, CERU — cerulein kezelésben részesiild egerek és N+CERU — a
cerulein mellett névényi hatéanyaggal is kezelt allatok. Az egerekbe 8 db, orankénti
intraperitonealis (i. p.) oltassal juttattuk be a ceruleint. (Malla és mtsai., 2016) A cerulein
oltasban nem részesiilé egerek azonos id6ben, megegyezé DMSO tartalma fiziologias
sooldatot kaptak. A munkéank soran a spilantol hatasat csak el6kezelés, a tricetinét pedig eld
¢és utokezelés formajaban is vizsgaltuk. A tricetin vizsgalatanal, az el6kezelés alkalmaval
kett6 i. p. oltas soran 10-10 mg/ttkg tricetint juttattunk be az egerek szervezetébe 12, illetve
egy oraval az els6 ceruleines oltas el6tt (11. abra). Az utdkezelés alkalmaval a tricetint a 4. és
az 5. cerulein oltas kozott 30 mg/ttkg dozisban, illetve az utols6d oltds utan 10 mg/ttkg
dozisban, szintén i. p. oltassal jutattuk be az allatok szervezetébe (12. abra). A spilantol
esetében 30 mg/ttkg szert jutattunk az egerekbe i. p. oltassal, egy oraval az elsé cerulein
kezelés eldtt (13. abra). A novényi hatdoanyag kezelésben nem részesiilo allatok az oltasokkal
egy idében megegyezé DMSO tartalmu fiziologids sdoldatot kaptak. Az allatoktol a spilantolt
vizsgald kisérlet sordn az elsd cerulein oltastdl szamitott 24 ora elteltével, a tricetint vizsgalo
kisérletek soran pedig 10 ora leteltével vért vettiink, majd a kisérletek terminalasat kovetden

eltavolitottuk a hasnyalmirigyiiket tovabbi vizsgalatok céljabol.

Az egerekbdl szivpunkcioval kinyert vért a megalvadas utdn 10 percig 5.000 g-n
centrifugaltuk, majd a szérum frakciot lefagyasztottuk. A hasnyalmirigy szévet kinyerésekor a
szovetet 3 részre vagtuk a szovettani mikroszkopos megfigyeléshez, a mieloperoxidaz enzim
szoveti szintjének meghatarozasahoz ¢s az RT-qPCR vizsgalat lefolytatdsahoz. A szdvettanra
szant részt 10 v/v%-os formalinba az enzimvizsgalatra szant részt folyékony nitrogénbe, az
RT-qPCR-re szant részt pedig TRIzol extrakcios reagensbe (Molecular Research Center,
USA, Ohio, Cincinnati) helyeztiik és lefagyasztottuk.
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13. abra: A spilantolt vizsealo AP egérmodell kezelési sémaja
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IV.2.5. In vivo kezelések és szovetfeldolgozas (fillgyulladas modell, spilantol esetében)

A BALB/c torzsti egrekben a kontakt flilgyulladast forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA)
kezeléssel valtottuk ki. (Bai és mtsai., 2009) A kisérletek soran a vizsgalt allatokat (18 him és
18 ndstény) randomizalva 3 csoportba osztottuk: KTR — csak DMSO-val kezelt egerek,
PMA — 0,05 v/v%-0s PMA kezelésben részesiil6 egerek ¢s 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 indukciodja el6tt az egerek fiilvastagsagat Mitutoyo vastagsagmérével (Sakado,
Takatsu-ku, Kawasaki, Kanagawa, Japan) mértilk meg. Ezutan az egereket DMSO-val vagy
DMSO-ban oldott PMA-val kezeltiik (20 ul/fiil, mikropipettas felvitel, 10-10 ul a fiil mindkét
oldalara). Hatvan perccel késobb 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
mindkét oldalara). A spilantol-koncentracié kivalasztasa a spilantol NO-termelésre gyakorolt
hatdsat vizsgalo eldzetes kisérleteken alapult. Hat 6rdval a PMA kezelés utdn ismét
megmértiik a fiilvastagsdgot, és az egereket izoflurdnnal elaltattuk. Az allatok fiilét
exterminalasuk utan szovettani- (HE festés) és MPO-vizsgalatok végett eltavolitottuk. A fiilek
szOvettanra szant részét 10 v/v%-os formalinba, az enzimvizsgilatra szant részét pedig

folyékony nitrogénbe helyeztiik a hasnyalmirigy metszetekhez hasonldan.

IVV.2.6. Vizsgalati médszerek

IV.2.6.1. Gyokfogé hatas vizsgalata ABTS dekolorizaciés modszerrel

Az ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsav) esszét gyokfogd képesség
vizsgalatara hasznaltuk. A moddszer alapja a kromogén ABTS szabadgyok, amely kalium-
perszulfattal eldallithatd, egy €jszakan at tartd reakcioval [7,4 mM ABTS (Merck Millipore,
USA, Massachusetts, Burlington) + 10 v/v% 245 mM K-perszulfat]. A vegyiiletek
antioxidans tulajdonsaga az ABTS gyok oldatanak intenziv zold szinének elszintelenedésébol
hatarozhaté meg. Az ABTS oldatot 50 mM Gly-HCI pufferrel agy higitottuk, hogy annak
abszorbanciaja A=1 legyen (1 cm fényut, 405 nm) Spark fotométerben mérve (Tecan Spark,
Svajc, Minnedorf). A tricetin mellett a vizsgalatban pozitiv kontrollként C-vitamint
hasznaltunk. A tricetin és a C-vitamin harmadolé higitasait a higitott ABTS oldatot tartalmazo

96 lyukt lemezekre pipettaztuk. 30 perc inkubacios idé utan 405 nm-en mértiik az oldatok
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abszorbancidjat, melynek csokkenésébdl kovetkeztethetiink a vizsgalt vegyiiletek gydkfogd

képességére (a gyokfogasi mechanizmus elszinteleniti a z6ld oldatot).

IVV.2.6.2. PARP inhibiciés esszé

A tricetin PARP enzim gatldo hatdsanak 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 PARilacié soran a PARP biotinnal
jelolt NAD-ot épit be a poli-ADP-rib6z lancba, melynek mennyiségét peroxidazzal jelolt
sztreptavidinnel detektaltuk. A rendszerhez adott PARP gatlé szerek gatoljak a PARP
aktivitasat, igy a szer hatdsossagatol fiiggden kevesebb PAR lanc keletkezik, ami kisebb jelet
fog generalni az esszé kiértékelésekor. A tricetin mellett az esszében 3-aminobenzamid (3-
AB) PARP gatlo szert hasznaltunk pozitiv kontrollként. Az esszé lyukaiba a két szer

harmadold higitési sorat helyeztiik el. A kisérletet a gyarto utasitdsai alapjan végeztiik.

IVV.2.6.3. NFkB aktivaciéo mérése

Az NFkB transzkripcids faktor aktivalodasanak vizsgalatdhoz az NFkB p65 Transzkripcios
Faktor Esszé Kitet (Abcam, Egyesiilt kirdylsdg, Cambridge) a gyartd utasitisai alapjan
hasznéltuk. Az esszéhez, annak végrehajtasa eldtt, a 6 lyuka platekben tenyésztett, izolalt

acinussejtekbdl magextraktumot izolaltunk a kithez mellékelt protokoll alapjan, mellyel a

crcr

crer

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
kotddnek a DNS-hez, majd a rendszerhez elsddleges anti-NFxB antitestet (kecske), illetve a
HRP-hez kotott masodlagos anti-kecske antitestet adunk, majd az enzimreakci6 lezajlasa utan
»platereader” segitségével (Tecan Spark, Svajc, Minnedorf) mértikk az oldatok

szinintenzitasat 450 nm-en.
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1V.2.6.4. Sejtéletképesség és citotoxicitas meghatarozasa

1V.2.6.4.1. Kalcein esszé

A Kalcein-AM (Sigma—Aldrich Kft, Magyarorszag, Budapest) torzsoldatot (4 mM,
DMSO-ban oldva) 1 puM-os végkoncentracioban adtuk a vizsgalt sejtekhez. A hidrofob
kalcein-AM konnyen bejut az €16 sejtekbe, ahol az intracellularis észterazok egy hidrofil,
fluoreszcens vegyiiletté (kalcein) alakitjak azt, ami mar nem jut ki a sejtekb6l. A 40 percen
keresztiil tartd, 37°C-os inkubacid utan a sejtek fluoreszcencia intenzitasat 485/535 nm-es
gerjesztési €s detektalasi hullamhosszparon olvastuk le mikroplate olvasod segitségével. A
sejtek életképessége a kontroll sejteknél kapott adatok szdzalékaban lett kiszdmolva és

bemutatva.

1VV.2.6.4.2. LDH esszé

A sejtek feliiliszojanak 50-50 pl-ét egy masik 96 lyukt sejttenyésztd edénybe helyeztiik,
majd hozza 50-50 ul LDH reagens mixet (G-Biosciences, USA, Missouri, St. Louis) adtunk.
Az essz¢é soran pozitiv kontrollként a 10 v/v%-0s Triton-X vegyiilettel lizalt sejtek feliiluszoja
szolgalt. A lemezek 20 perces, szobahomérsékleten torténd inkubacidja utan a lyukakban
talalhato elegyek abszorbancidjat mikroplate olvasé segitségével hataroztuk meg 490 nm-en.

Az LDH felszabadulasat a pozitiv kontroll szazalékaban mutatom be.

1V.2.6.4.3. Membranpermeabilizacio 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 upg/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 (Regdon ¢és mtsai., 2021). A kiértékelés soran a sejtklaszterekben talalhatdé magokat a
Hoechst342 altal adott jel alapjan detektaltuk, majd az igy beazonositott magokban
megvizsgaltuk a propidium-jodid altal adott jelet, mely csak a nekrotizalt sejtekben volt
megfigyelhetd. A nekrozist mutatd sejtek aranyat az Gsszes vizsgalt sejt szazalékaban adtuk

meg. A kisérletben dr. Regdon Zsolt segitsége lett igénybe véve.

-44 -



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

IV.2.6.4.4. Kaszpaz aktivitas mérése

Az izolalt sejteket a cerulein kezelés elinditasat kovetden 5 pg/ml Hoechst342 festékkel és
5 uM CellEvent Caspase-3/7 Green reagenssel kezeltiik (Thermo Fisher Scientific, USA,
Massachusetts, Waltham), melynek a sejtekben aktivalodott kaszpaz enzim altali haitasa
fluoreszcenciat eredményez. A sejtekben mutatkozo kaszpaz enzim aktivitasat a propidium-
jodid essz¢é soran is alkalmazott ,,HCA” eszkozzel vizsgaltuk meg. A 3 oranként késziilt
képek kiértékelése soran a CellEvent reagensbdl eredd fluoreszcens intenzitds mértékét a
Hoechst342 festék segitségével beazonositott sejtszamra korrigaltuk. A kisérletben dr.

Hegediis Csaba segitsége lett igénybe véve.

IV.2.6.5. Immunfluoreszcens festés és fluoreszcens mikroszkopia

A sejteket az izolalast kdvetden lamininnal bevont, 13 milliméter atmér6jii fedélemez
korongokra tettiik ki, 24 lyuku sejttenyészté edényben. A sejteket 7,5 percig 250 uM H,O, -
dal kezeltiik. A kezelés utan a sejteket 20 percig fixaltuk -20°C-0s metanolban, majd a PBS-es
mosast kovetdéen 10 v/v%-0s Triton-X (PBS-ben oldva) oldattal permeabilizaltuk azokat 20
percen keresztiil. Az 1 viv% BSA (PBS-ben oldva) felhasznalasaval torténd egy oOras
blokkolas utan a sejteket 10H hibridomabol hazilag eldallitott, egér monoklonalis poli(ADP-
riboz) (PAR) specifikus antitesttel (IgG3 izotipus) egy €jszakén at, 3 ug/ml koncentracioval,
4°C-on kezeltiik. Mosas utan a sejteket Alexa633 festékkel konjugdalt kecske, anti-egér
masodlagos antitesttel (1:1.000, 1 6ra) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és
DAPI festékkel (5 pg/ml, 10 perc) kezeltiik. Belsé kontrollként elsédleges antitesttel nem
kezelt lemezeket hasznaltunk. A feddlemezeken masnap SP8 Leica konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk meg a sejteket. A vizsgalat soran a klonb6zd korongok megfigyelése minden
tekintetben azonos standard protokollt kdvetve tortént, a felvételek teljesen azonos beallitasok
mellett késziiltek korongonként legalabb 25 latotérrél. A megfigyelhetd PAR jel intenzitasat

Image] szoftver segitségével értékeltiik ki.

IVV.2.6.6. RNS izolalas, RT-qPCR

A vizsgalathoz az izolalt sejteket 6 lyukl sejttenyészté edénybe helyeztiik ki. Az egy 6rés
30 uM-os tricetin el6kezelés, majd az azt kovetd 24 oras cerulein kezelés utan (illetve az in
vivo modellnél a szovet kinyerése utan) a sejtek/szovetek teljes RNS készlete keriilt izolalasra
TRIzol reagens felhasznalasaval a gyartd protokollja alapjan. Az izolalt RNS tisztasaganak
ellendrzése és az RNS tartalom megallapitasa 260/280 nm-en mért abszorpcié arany alapjan

tortént. A reverz transzkripcié sordn a Thermo Fishertdl vasarolt, random primereket
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tartalmazo 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 expressziéos mintazatok
megfigyeléséhez. A vizsgalt gének expresszios mintazatanak normalizalasa az izolalt sejtes és
szoveti mintaknal is a 36B4 és az RPS26 referencia gének kiértékelése soran kapott adatok
harmonikus kozepe alapjan tortént. A felhasznalt primerek szekvenciajat az 1. tablazatban

adjuk meg.

1. tablazat: Az RT-gPCR vizsgalatokhoz felhasznalt primerszekvenciak

Gene Forward primerek (5—3) Reverse primerek (5—3)

IL1B CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA
IL6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
IL10 GGCGCTGTCATCGATTTCTC ATGGCCTTGTAGACACTTTGG
TNFao CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC
TGFpB CCGCAACAACGCCATCTATG GTTCCACATGTTGCTCCACAC
IFNy GGAACTGGCAAAAGGATGGTG ATGTTGTTGCTGATGGCCTG
CCL5 TGCAGTCGTGTTTGTCACTC AGAGCAAGCAATGACAGGGA
CXCL10 GATGACGGGCCAGTGAGAAT CGTGGCAATGATCTCAACAC
MMP2 AACGGTCGGGAATACAGCAG GTAAACAACGCTTCATGGGGG
36B4 GGACCCGAGAAGACCTCCTT GCACATCACTCAGAATTCAATCC
RPS26 CCACAATTCAGACCTGCTG GGGTAATTTTCCTTCCGTCCT

IVV.2.6.7. SDS-PAGE és Western blot

A vizsgalathoz az izolalt sejteket 6 lyuku sejttenyészté edénybe helyeztiik Ki. Az egy oras
30 uM-os tricetin eldkezelés, majd az azt kdvetd 7,5 perces 250 uM-0s H,0, kezelések utan a
sejtekben talalhato teljes fehérje mennyiség lizalasa tortént meg. A fehérjéket 8 v/v%-0s SDS-
PAGE gélen 100 V-tal, 90 percen keresztiil futtattuk. A fehérjéket ezutdn nitrocelluloz
membranra transzferaltuk (100 V, 90 perc), majd a membranokat egy o6ran at PBST-ben
oldott, 5 m/v% BSA-val blokkoltuk szobahdn. A blokkolas utan a membranokat 4°C-on, egy
¢jszakan at a I1V.2.6.5. bekezdésben leirt anti-PAR antitesttel kezeltiik (3 pg/ml) majd PBST-
vel 3x10 percig mostuk. A mosas utin HRP-vel konjugalt nyual anti-egér masodlagos
antitesttel (1:1.000, 1 ora) ¢és anti-B-aktin (1:20.000, 1 ora) antitesttel kezeltik a

membranokat. Az Gjabb mosas utain a membranok el6hivasa WestFemto kemilumineszcens
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reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tortént, a Chemidoc Touch
géldokumentacios rendszert (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) hasznalva. Az aktin

altal adott jelre normalizalt denzitast az Image Lab software (BioRad) segitségével elemeztiik

ki.

IV.2.6.8. Szérum a-amilaz és lipaz esszé

A szérum a-amilaz €s lipaz aktivitast a Diagnosticum Zrt. (Budapest) enzimatikus essz¢
kitjét hasznalva, kinetikus reakcidban, 20 percen keresztiil mértiikk a gyarté utasitdsainak
megfelelden, ,,Spark multimode microplate reader” késziilékkel (Tecan, Mannendorf, Svéjc)

405 nm-en az a-amilaz esetében és 580 nm-en a lipaz esetében.

1V.2.6.9. Széveti mieloperoxidaz (MPO) aktivitas meghatarozasa

A szoveti mieloperoxiddz enzim aktivitasat a hasnyalmirigyben és a fiilmindkban a
neutrofil granulocita infiltracio indikatoraként mértiik. A folyékony nitrogénben lefagyasztott
szovetmintakat felolvasztottuk, és 1 mL 20 mM foszfat pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk,
majd 13 000 g-nél 30 percig 4°C-on centrifugaltuk. Az igy kapott pelletet 0,5 mL 50 mM
foszfatpufferben (pH 6,0) reszuszpendaltuk, amely 0,5 m/v% hexadecil-trimetil-ammonium-
bromidot (HTAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazott. A homogenizatumokat
ezutan ujra lefagyasztottuk, majd felolvasztottuk (ezt haromszor megismételve a sejtalkotok
tovabbi roncsolasa végett) a pulzalva szonikalas el6tt (20 kHz, 60 impulzus/perc, egy percen
keresztlil). A mintakat ezutan centrifugaltuk (13.000 g, 30 perc, 4°C), és a feliiliszokat
Osszegyljtottik. Az 0Osszfehérje-koncentraciot Direct Detect Spectrometerrel (Merck
Millipore, Burlington, MA, USA) mértiik. A feliiluszok 100 pl-jét megegyezd térfogatu
szubsztratoldattal kevertiik, amely 1,6 mM 3,3',5,5'-tetrametilbenzidint (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) és 1 mM hidrogén-peroxidot tartalmazott. Az elegyet 37 °C-on inkubaltuk
90 masodpercig, majd a reakciot 200 ul 2 M kénsavval allitottuk le. Az abszorbanciat

,platereaderrel” 450 nm-en mértiik, majd az 6sszfehérje-tartalomra normalizaltuk.

IVV.2.6.10. Szovettani vizsgalat és TUNEL festés

A hasnyalmirigy szoveteket ¢és fiilmintakat, az izolalasuk utan 48 o6ran keresztiil 10 v/v%-
os formalinban fixaltuk. A dehidratalast, beagyazast (paraffin), metszést (4um) és a
hematoxilin-eozinnal torténd festést a szovettani modszerekr6l sz6ld utmutatd szerint
végeztiik. (Kiernan, 2015) A hasnyalmirigy metszetekben megfigyelheté apoptotikus sejtek
jelolésére hasznalt TUNEL esszét (TUNEL Assay Kit - HRP-DAB, Abcam, Cambridge,
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Egyesiilt Kiralysag) gyarto utasitasai alapjan végeztiik el. Az essz¢é soran a metszetekhez adott
deoxinukleotidil transzferdz a fragmentalodott DNS egységek 3°-OH végéhez biotinalt
deoxinukleotidokat kot. Késobb a metszetekhez adott, HRP-vel konjugalt sztreptavidin a
rendszer 3,3'-diaminobenzidin tartalmat oxidalva, barna csapadékka alapitja azt, mely
megfigyelhet6. A hasnyalmirigy metszetek esetében festéseket rendre két asszisztens
(Herbaly Mihalyné és Tankéné Farkas Angdrea) készitette el, a metszeteket pedig egy
patologus (dr. Balazs Lidia) értékelte ki, aki szamara a kisérleti terv és a mintdk kezelési
el6zményei ismeretlenek voltak. Az 6déma, a leukocita infiltracio, a nekrozis és a TUNEL
festés tekintetében egy 0-t6l 3-ig terjedd pontozasi sémat alkalmaztunk, amelyet a 2. tablazat

mutat be.

2. tabldzat: Szovettani metszetek szemikvantitativ kiértékelése

0 1 2 3
Odéma nem figyelhetdé meg, | interlobularis interlobularis interlobularis
vagy elhanyagolhat6 ¢és mérsekelt ¢és nagy mértékil
intralobularis intralobularis
Infiltracié | nem figyelhetd meg, | alacsony szintli | mérsékelt nagy mértéki
vagy elhanyagolhatd | perivaszkuldris | perivaszkuldris | diffuz
¢s alacsony
szint( diffuz
Nekrozis | nem figyelheté meg, | a sejtek nagyjabol a a sejtek
vagy elhanyagolhatd | mintegy sejtek felében tobbségében
harmadaban megfigyelhetd megfigyelhetd
megfigyelhetd
TUNEL 0-5 atlag folt szam / | 6-15 atlag folt | 15-35 atlag folt | tobb, mint 35
latotér (400x-0s szam / latotér | szam / latotér atlag folt szam /
nagyitas) (400x%-0s (400x%-0s latotér (400x-0S
nagyitas) nagyitas) nagyitas)

IV.2.6.11. Hasnyalmirigy széveti metszet immunfluoreszcens festése

A hasnyalmirigy szovetek 4 um vastag metszeteit 1 m/v%-o0s BSA-val blokkoltuk PBS-
ben, 1 o6ran keresztiil, szobahdmérsékleten, majd a 1V.2.6.5. bekezdésben talalhatd leiras
szerinti anti-PAR antitesttel kezeltiik 3 pg/ml koncentracioban, egy €jszakan at, 4°C-on. A

szoveteket ezutan Alexa633-konjugalt kecske anti-egér Ig méasodlagos ellenanyaggal (Thermo
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Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (1:1000) és DAPI-val (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) (1:2.000) inkubaltuk szobahOmérsékleten. A metszeteket Leica Sp8
konfokalis mikroszképpal (Leica, Wetzlar, Németorszag) vizsgaltuk meg. A megfigyelhetd

PAR jel intenzitasat Imagel szoftver segitségével értékeltiik ki.

IV.2.7. Statisztikai elemzés

Az in vitro kisérleteket legalabb harom alkalommal megismételtiik és a bel6liikk 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 ndstény (csoportonként 6 him és 6
ndstény) egeret hasznalva végeztiik el, mely kisérletek adatait szintén azok atlaganak és
szorasanak bemutatasaval abrazoltuk. Az adatok kiértékelése el6tt elészor Kolmogorov-
Szmirnov tesztnek vetettiik ald a hasznalt folytonos valtozokat, normal eloszlasukat vizsgalva.
Ellendrzott adataink mindegyike normadl eloszlast mutatott. A folytonos valtozok
kiértékelésére Tukey post hoc probaval kombinalt egy-utas ANOVA elemzést alkalmaztunk.
A kapott diszkrét valtozokat (szOvettani kiértékelés) Fisher egzakt tesztnek vetettiik ala. A
statisztikai elemzéshez a Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Redmond, Washington, USA), a
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, California, USA) illetve a STATA
11 (StataCorp LLC, College Station, Texas, USA) programokat hasznaltuk. A statisztikai
tesztek mindegyike soran 5%-0s szignifikancia szintet alkalmaztunk. A kapott
eredményeinket a vizsgalatok atlagat és azoknak tapasztalati szorasat (SD) felhasznalva

mutatjuk be.
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V. EREDMENYEK

V.1. A tricetin flavonoid vizsgalatanak eredményei

V.1.1. In vitro eredmények

V.1.1.1. A tricetin jelentds antioxidans hatassal biré vegyiilet

Az irodalomban szamos flavonoid vegyiilet antioxidans hatassal bir. ABTS gydkfogo
vizsgalatban szerettiink volna bebizonyosodni arrél, hogy a tricetin is rendelkezik-e ezen
tulajdonsaggal. A tesztben a tricetin a kontrolljaként alkalmazott C-vitaminhoz hasonld
gyokfogo aktivitast mutatott (14. abra). A C-vitamin ECs értéke a vizsgalat soran 65,15 uM-
nak, a tricetiné pedig 49,64 uM-nak adodott.

100
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= —— C vitamin
= 50 o
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=
bé
= 25
=
<

| pr— — |

6 4 3 0 2 4 6
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14. dbra: A tricetin_antioxiddns hatdsa — A tricetin és a standardként hasznal C-vitamin
harmadolo higitdsi sorat alkalmaztuk (10 mM —> 1,5 uM + 0,1 nM) az ABTS gyokfogo
vizsgalat soran. A C-vitamin ECs értéke 65,15 uM-nak, a TCT ECs értéke pedig 49,64 uM-

nak adodott. — 3 méres atlaga tapasztalati szorassal (SD) dabrazolva —

V.1.1.2. 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
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nem toxikus a primer acinussejtekre 30 pM koncentracioig. (15. abra) 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 koncentracidoban
alkalmazott hidrogén-peroxid esetében tapasztalthoz képes. Ez mind a két vizsgalatban
megfigyelhetd volt (15. abra), ezért a késobbi sejtalapu kisérletekhez a 30 uM koncentraciot

valasztottuk ki.
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15. abra: A tricetin sejtéletképességre kifejtett hatasa (kalcein- és LDH -esszével vizsgalva) —

A 96 lyuku edényben tenyésztett izolalt sejteket 24 oran keresztiil, kiilonbozo koncentracioban
adott tricetinnel, illetve hidrogén-peroxiddal kezeltiik. A kalcein esszé esetében a kontroll
sejteknél tapasztalt életképességet 100%-nak, mig az LDH esszé esetében a kontroll sejtek
feliiluszojaban tapasztalhato LDH szintet 0-nak, a lizdlt sejtek feliiluszojaban tapasztaltat
pedig 100%-nak vettiik. — 3 mérés atlaga tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA +

Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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V.1.1.3. A4 tricetin megvédi a sejteket a cerulein dltal kivaltott sejthalaltol, de a H,0,-
indukalt sejthaldltol nem

A kolecisztokinin analdg peptid ceruleint széles korben hasznaljdk a talstimulacid altal
kivaltott acinaris sejtkarosodas modellezésére mind sejtalapu kisérletekben, mind in vivo. Azt
talaltuk, hogy 100 nM koncentracioban a cerulein csdkkenti a primer acinussejtek
¢letképességét, amit kalcein-teszttel vizsgaltunk (16. abra), és ez a hatdas az LDH-
felszabadulasi modszerrel is megfigyelhetd volt. A sejtek 30 uM tricetinnel torténd
elokezelése mindkét modellben szignifikansan megvédte az acinussejteket a cerulein altal
kivaltott karosodastdl (16. abra). Mivel a nekrotikus sejthalal és a kapcsolodd sejtmembran-
sériilés az AP kritikus jellemzdje, ez utdbbi eredményt egy alternativ modszerrel kivantuk
megerdsiteni. Ebb6l a célbol megvizsgaltuk a sejtek propidium-jodid (PJ) felvételét.
Eredményeink szerint megallapithato, hogy a PJ felvétel mérésével nyert adatok Gsszhangban
voltak mind a kalcein vizsgéalat, mind az LDH felszabadulési teszt eredményeivel, s6t ebben a
tesztben mar a 10uM tricetin kezelés is szignifikans javulast eredményezett a cerulein kezelés

okozta nekrozis mértékében. (16. abra)

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy cerulein kezelésben tapasztaltak a H,0O, kezelés altal
kivaltott sejtsériilés esetén 1is érvényesiilnek-e. Az oxiddldé H;O, koncentraciofiiggd
citotoxicitast okozott (17. &bra), a tricetin azonban nem volt hatdssal a H,0, sejtkarosito
hatasara, ami azt jelzi, hogy a flavonoid valosziniileg nem egyszerlien antioxidansként hat,

hanem specifikusan avatkozik be a cerulein 4ltal kivaltott acinaris sejtkarosodasi utvonalba.
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16. abra: A tricetin hatdsa a ceruleinnel kezelt sejtek életképességére (kalcein-, LDH- és P.J

modszerrel vizsgalva) — A 96 lyuku edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil,

kiilonbozé koncentracioban (0, 3, 10, 30 uM) adott tricetinnel kezeltiik a 24 ords cerulein
kezelés (100 nM) elott. A kalcein esszé esetében a kontroll sejteknél tapasztalt életképességet
100%-nak, mig az LDH esszé esetében a kontroll sejtek feliiluszojaban tapasztalhato LDH
szintet O-nak, a lizdlt sejtek feliiluszojaban tapasztaltat pedig 100%-nak vettiik. A propidium-
jodid esszé esetében mintakban detektalt nekrozist korrigaltuk a kontroll sejteknél megfigyelt
atlagos nekrozis mértékével. — 3 mérés atlaga tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA
+ Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a

cerulein kezelt sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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17. dbra: A tricetin hatisa a H,O, kezelt sejtek életképességére (kalcein-, LDH- és PJ esszén

vizsgalva)— A 96 Ilyuku edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil, 30 uM
koncentracioban adott tricetinnel kezeltiik a 24 oras H,O, kezelés (10 uM, 300 uM, 1 mM)
elott. A kalcein esszé esetében a kontroll sejteknél tapasztalt életképességet 100%-nak, mig az
LDH esszé esetében a kontroll sejtek feliiluszojaban tapasztalhato LDH szintet 0-nak, a lizalt
sejtek feliiluszojaban tapasztaltat pedig 100%-nak vettiik. A propidium jodid esszé esetében
mintakban detektalt nekrozist korrigaltuk a kontroll sejteknél megfigyelt atlagos nekrozis
mértéekeével. — 3 mérés atlaga tapasztalati szorassal (SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post hoc
proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés, ,,NS” a H,O, kezelt

sejtekhez képest nem tapasztalhato szignifikans eltérés —
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V.1.1.4. A tricetin gatolja az apoptozis mértékét a ceruleinnel kezelt acinussejtekben

A high-content analizissel mért, 18 oran keresztiil végzett, 3 Orankanti megfigyelés
eredménye azt mutatja, hogy az alkalmazott 100 nM-os cerulein kezelés mar 3 ora elteltével is
szignifikansan novelte a sejtekben talasztalhato kaszpaz aktivitast, melyet CellEvent reagens
fluoreszcenciaja mutat (18. abra). Ezt a megnovekedett kaszpaz aktivitast a 30 uM-0s tricetin
eldkezelés szignifikansan csokkentette mar az elsé megfigyelt idépontban, mely hatas a
késobbi id6pontok sordn is megmaradt és a szer a zard idopontban is majdnem harmadara

csokkentette a cerulein kezelés hatasara kialakult kaszpdz aktivitést.
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18. dbra: A tricetin hatdsa a cerulein kezeléssel kivaltott kaszpdz aktivaciora — A 96 lyuku

edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil, 30 uM koncentracioban adott tricetinnel
kezeltiik a 18 oran at tarto cerulein kezelés (100 nM) elott. A vizsgalat soran 3 oranként
fotoztuk a sejteket, majd azokon képelemést végeztiink. — 3 mérés atlaga tapasztalati szorassal
(SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt

szignifikans eltérés, # a cerulein kezelt sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —

A HCA” késziilékkel késziilt képeken (elsé és utols6 mérési idopont) jol lathatd a
sejtekben megfigyelheté CellEvent jel (19. abra). A nem fluoreszcens festék a kaszpaz altali
hasitast kovetden képes bekotddni a DNS-hez, amely folyamat utan a festék zold fluoreszcens
jelet general, melynek mértéke egyenesen aranyos a sejtekben megfigyelhetd kaszpdz enzim

aktivitasaval, melybdl kovetkeztethetiink az apoptozis mértékére.
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30 min CERU+TC 18h
: " ,&‘?’ & 19. dabra: A , HCS” vizsgalat reprezentativ képei az
(5o § “‘_.‘

elsd és az utolsé mérési idépontban (skala: 100 um) —

A 96 lyuku edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran

& B keresztiil, 30 uM koncentrdacioban adott tricetinnel

kezeltiik a 18 oran at tarto cerulein kezelés (100 nM)
elott. A vizsgalat soran 3 oranként fotoztuk a sejteket,
majd azokon képelemést végeztiink. (Zold szin: a

kaszpaz enzim altal hasitott festék fluoreszcens jele,

skala: 100 um)

V.1.1.5. A tricetin gatolja a ceruleinnel indukalt gyulladdsos 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 sejtkarosodas, €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 (20. abra). A cerulein kezelés
indukalta az IL1B, IL6 és MMP2 mRNS-ek expressziojat, mig a TNFa, [FNy, valamint a
CCLS és CXCL10 kemokinek expressziojat nem fokozta. Hasonloképpen a TGFp, és az IL10
expresszidja sem valtozott. A sejtek tricetinnel torténé el6kezelése szingifikansan

csokkentette az IL1PB, IL6 és MMP2 cerulein altal indukalt expressziojat (20. abra).
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20. dbra: A tricetin kezelés hatdsa a ceruleinnel kivdltott génexpressziora — A 6 lyuku

edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil, 30 uM koncentracioban adott tricetinnel
kezeltiik a 24 oran at tarto cerulein kezelés (100 nM) elott. Az RT-gPCR vizsgalat soran
megfigyelésre keriilt gének koziil megnovekedett expressziot mutattak az IL1pS, az IL6 és az
MMP?2 gének. — 3 mérés dtlaga tapasztalati szorassal (SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post
hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a cerulein kezelt

sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —

V.1.1.6. A tricetin visszafogja az NFkB p65-0s alegységének transzlokaciojat a
sejtmagba, de nem gatolja kotodését a DNS-hez

Az NF«B transzkripcios faktor nyugalmi allapotban a citoszolban, inaktivalt allapotban
talalhato. Kiilonb6z6 iniciald tényezok hatisara az NF«B 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 kotddési
esszéjének eredményi azt mutatjak, hogy mind az LPS (1 pg/ml) + IFNy (20 ng/ml) kezelés,
mind pedig a PMA (1 uM) kezelés szingifikansan megndvelte a transzkripcios faktor magi
transzlokaciojat, amit a magextraktumokban 1évé NFkB DNS probahoz torténd
bekdtodésének megnovekedett mértéke jelzett (21. A abra). Szintén megfigyelhetd, hogy az
egy oras tricetin elékezelés (30 uM) szignifikansan csokkentette a bek6todés mértékét.

Annak tisztdzasara, hogy a bekotddés csokkent mértéke a magi transzlokacid gatlasaban,

vagy maganak a DNS-hez torténé kapcsolodasnak az akadalyozasaban rejlik, tricetin-
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elokezelés nélkiili sejtek magextraktumat tricetin ,,utokezelésnek” vetettiik ald, mely vizsgalat
eredménye alapjan megallapithatd, hogy a gyulladast kivaltdé kezelések hatasara
megemelkedett magi NF«B szintbdl adodo megnovekedett DNS bekotddési ratat nem sikertilt

csokkentenie a tricetin ,,utokezelésnek” (21. B abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

crer
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crer

bekotodésére — A 6 lyuku edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil, 30 uM
koncentracioban adott tricetinnel kezeltiik a szintén 1 oran at tarto LPS (1 ug/ml) + IFNy
(20 ng/ml) vagy PMA (1 uM) kezelés eldtt, majd a sejtekbSl magextrakumot izolaltunk (A).

A tricetin elokezelésben nem részesiilo sejtek izoldlt magextraktumat szintén egy oran
keresztiil tarto, 30 uM koncentracioban adott tricetin kezelésnek vetettiik ala, 6sszehasonlitva
a TCT kezelésben egydltalan nem részesiilé magextraktumokkal (B). — 3 mérés atlaga
tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez
képest tapasztalt szignifikans eltérés, #/”NS” az NFkB aktivator vegyiiletekkel kezelt

sejtekhez/magokhoz képest tapasztalt szignifikdans eltérés, vagy annak hianya —

V.1.1.7. A tricetin gatolja a PARP1 enzim miikodését
A PARPI1 aktivacidja hozzajarul a szoveti sériiléshez és gyulladashoz akut és kronikus
pankreatitiszben (Martinez-Bosch és mtsai., 2016; El-Hamoly és mtsai., 2021). Ez alapjan

megvizsgaltuk, hogy a tricetin kedvezd hatdsaiban szerepet jatszhat-e a PARilacio gatlasa.
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Enzimaktivitasi vizsgalatban a tricetin a referencia vegyiiletként hasznalt 3-aminobenzamid

(3-AB) hatasahoz hasonléan PARP-gatl6 aktivitast mutatott (22. abra).

100+

PARP gatlas (%)

-6 -4 -2 0 2 4 6

Lg koncentracio (uM)

22. dabra: A tricetin PARP-gdtld hatasa — A TCT és a standardként hasznalt 3-AB harmadold

higitasi sorat alkalmaztuk (10 mM —> 1,5 uM + 0,1 nM-os végpont) a vizsgalat soran. A 3-AB
ICs értéke 25,34 uM-nak, a TCT ICxg értéke pedig 18,11 uM-nak adodott.

V.1.1.8. A tricetin csokkenti a hidrogén peroxid altal indukalt PARilacio mértékét izolalt
hasnyalmirigy acinussejtekben

Ezutan sejtes rendszerben vizsgéaltuk meg a tricetin PARilaciora gyakorolt hatisat. Az
izolalt acinussejteket 250 uM hidrogén-peroxiddal kezeltiik, amely az elvégzett IF és WB
vizsgalomoddszerek alapjan sikeresen indukalta a PARilaciot (23. A-B és 24. A-B abra). Az
egy oras elokezelésben alkalmazott 10 uM, illetve 30 uM tricetin, szignifikansan csokkentette
a PARilacio mértékét a vizsgalt sejtekben (23. A-B és 24. A-B abra).
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23. abra: PARilacio vizsgalata IF modszerrel, izoldlt acinussejteken. Kék szin: a DAPI festék

Magi jele, piros szin: PARilacio (A — reprezentativ konfokalis mikroszkopos kép (400 x-0S

nagyitas), B — az elvégzett képelemzés eredménye) — A 24 Ilyuku edényben, fedolemez

korongokon tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil 10 uM, illetve 30 uM koncentraciéban
adott tricetinnel kezeltiik a 7,5 percen at tarto HyO, (250 uM) kezelés elott. Kék szin:
sejtmagok, piros szin: a sejtmagokban megfestetr PAR polimerek, skdla: 50 um. — 3 mérés
dtlaga tapasztalati szorassal (SD) dbrdzolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll
sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a HyO,-dal kezelt sejtekhez képest tapasztalt

szignifikans eltérés —
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24. abra: PARilacio vizsgalata izoldlt acinussejteken WB mddszerrel

(A - reprezentativ_membrankép, B — az elvégzett denzitometria eredménye) — A 6 lyuku

edényben tenyésztett izolalt sejteket 1 oran keresztiil 30 uM koncentracioban adott tricetinnel
kezeltiik a 7,5 percen dt tarté HyO, (250 uM) kezelés elott. — 3 mérés dtlaga tapasztalati
szorassal (SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest
tapasztalt szignifikans eltérés, # a H,Op-dal kezelt sejtekhez képest tapasztalt szignifikans

eltéres —
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V.1.2. In vivo eredmények

V.1.2.1. A tricetin elokezelés egérmodellben csokkenti a ceruleinnel kivaltott AP
sulyossagat

A tricetin primer acinussejtekben mért citoprotektiv hatdsa alapjan €és a cerulein altal
kivaltott gyulladdsos mediatorok elnyomasa alapjan feltételeztiik, hogy a szer jotékony
hatéassal 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 darabos, orankénti i. p. injekciosorozaton
alapul. A tricetin dézisat (10 mg/ttkg) olyan in vivo vizsgalat alapjan valasztottuk ki,

amelyben egy hasonlo vegyiiletet, a fisetint (egy flavonolt) vizsgaltak (Jo és mtsai., 2014).

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy - az irodalmi adatokkal &sszhangban - a
cerulein a hasnyalmirigy acinussejtjeinek karosodasat okozta, amit az a-amilaz és lipaz
emésztOenzimek emelkedett szérumszintje jelzett (25. abra). Lathaté tovabba, hogy a
csokkent szérum enzimszintek alapjan a tricetin eldkezelés szignifikdnsan csokkentette az

acinussejtek karosodasat (25. abra).
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25. dbra: A tricetin csokkenti a pankredsz szovet sériilését az AP in vivo modelljében — A

tricetin kezelésben is részesiilo egerek 12 és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8 x 50
ug/ttkg) megkezdése elott kaptak TCT i.p. injekciot (10 mg/ttkg). Mindkét emésztoenzim-
vizsgalat eredményének abrazolasakor a kontroll allatok szérumdban tapasztalt enzimszintet
1-nek vettiik. — A csoportonkénti 6 him egér dtlaga tapasztalati szordssal (SD) abrazolva,
ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll dallatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés,

# a ceruleinnel kezelt egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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A H&E-festett metszeteken 6déma és neutrofil granulocita infiltracio, illetve nekrézis jelei
mutatkoztak a ceruleinnel kezelt egerek hasnyalmirigyében (26. A-B abra). A szoveti képeken
lathat6, hogy tricetin visszafogta mind az 6déma képzédését, mind pedig az infiltracio és a
nekrozis mértékét (26. A-B abra), amit a metszetek patologus altali szemikvantitativ elemzése

is igazolt (27. abra).

kontroll

26. abra: A tricetin szovettanilag is igazolhatéo mddon csokkenti a pankredsz szovet sériilését

az AP in vivo modelljében — A tricetin kezelésben is részesiilo egerek (6 him egér/csoport) 12

és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8 * 50 ug/ttkg) megkezdése eldtt kaptak TCT 1.p.

injekciot (10 mg/ttkg). — Hematoxilin-Eozin festés, A: 100x-os nagyitas, nyilak: édéma,
skdla: 200 um; B: 400 x-0s nagyitds, nyilak: infiltralodott leukocitdk, skdala: 50 um) —
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27. abra: A H&E festett metszetek szemikvantitativ kiértékelése: odema, granulocita

infiltrdcio és nekrozis — A tricetin kezelésben is részesiilé egerek 12 és 1 ordval a cerulein i.p.

oltassorozat (8 x 50 ug/ttkg) megkezdeése elott kaptak TCT i.p. injekciot (10 mg/ttkg). — A
csoportonkénti 6 him egér egyedi eredményei és azok atlaga, tapasztalati szordssal (SD)
abrazolva, Fisher egzakt teszt, * a kontroll allatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, #

a ceruleinnel kezelt egerekhez képest tapasztalt szignifikdns eltérés —

V.1.2.2. A tricetin in vivo csokKkenti a cerulein kezelés hatasara kialakult DNS torések
mennyiségét

A TUNEL essz¢ eredménye jol korreldl a korabban bemutatott H&E festés soran
tapasztaltakkal. A cerulein kezelés hatasara nagyszamu apoptotikus sejt megjelenése volt
megfigyelheté a hasnyalmirigy metszetekben. Az apoptozis intenzitasa a tricetinnel kezelt
metszetekben csokkent (28. A abra). A patologus altal elvégzett szemikvantitativ kiértékelés
szignifikans kiilonbséget mutatott mind a kontroll (KTR) és a ceruleinnel kezelt egerek
kozott, mind pedig a ceruleinnel kezelt és a cerulein kezelésen kivill tricetin elékezelést is

kapott egerek metszetei kozott (28. B abra).
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kontroll cerulein cerulein + tricetin

TUNEL esszé  28. dabra: A TUNEL festett metszetek reprezentatlv képei

4- (400 x-0s nagyitassal, ,,scale bar”: 50 um) (A) és a metszetek
= 5 % szemikvantitativ_kiértékelése (B) — A tricetin kezelésben is
§ részesiilo egerek 12 és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8
§_ o : # x 50 ug/ttkg) megkezdése elott kaptak TCT i.p. injekciot (10
..é 1 e ada mg/ttkg). Nyilak: téredezett DNS-ii, megfestett magok, skadla:
§ od T L 50 um — A csoportonkénti 6 him egér egyedi eredményei és

azok atlaga, tapasztalati szordssal (SD) dbrazolva; Fisher

Al ¥ o ow egzakt teszt, * a kontroll dllatokhoz képest tapasztalt

§ % %; szignifikans eltérés, # a ceruleinnel kezelt egerekhez képest

tapasztalt szignifikans eltérés —

V.1.2.3. A tricetin gatolja a granulocita infiltraciot 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
kiilonboz6 szovetek granulocita-tartalmanak. A hasnyalmirigy szovetben mért MPO-aktivitas
tobb mint hatszorosara nétt az AP indukcidjat kovetéen (29. abra). A tricetin kezelés
jelentésen csokkentette a szoveti MPO-szintet, ami a granulocitak szdvetbe torténd

crcr

tapasztaltakkal.
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29. dabra: Az egerek hasnyalmirigy szovetenek MPO aktivitasa (tricetin elokezeles) — A

tricetin kezelésben is részesiilo egerek 12 és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8 * 50
ug/ttkg) megkezdese elott kaptak TCT i.p. injekciot (10 mg/ttkg). — A csoportonkénti 6 him
egér dtlaga tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a
kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a ceruleinnel kezelt egerekhez

képest tapasztalt szignifikans eltérés —

V.1.2.4. 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 valtozott: az AP mintakban
megndvekedett expresszids szintet, de a tricetinnel eldkezelt egerek hasnyalmirigyében
csokkent kifejezodést tapasztaltunk (30. abra). Az acinussejteken kapott eredményekkel
ellentétben az MMP2 szintje nem valtozott in vivo az AP csoportban, és a tricetinnek sem volt
ra hatasa (30. abra). Bar a TNFa expressziojanak mértéke izolalt acinussejtekben nem
emelkedett meg a ceruleinnel kezelt mintakban, in vivo az — irodalmi adatokkal 6sszhangban
(Tasci és mtsai., 2019) — emelkedett a TNFa mRNS-szintje a ceruleinnel kezelt csoportban,

melynek mértékét a tricetin elokezelés szignifikansan gatolta (30. abra).
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30. dabra: A hasnydlmirigy szovetek génexpresszios mintazata — A tricetin kezelésben is

reszesiilo egerek 12 és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8 *x 50 ug/ttkg) megkezdése elott
kaptak TCT i.p. injekciot (10 mg/ttkg). Az RT-gPCR vizsgalat soran megfigyelésre keriilt
gének koziil megnévekedett expressziot mutattak az \L1S, az IL6 és a TNFa gének — A
csoportonkénti 6 him egér atlaga tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA + Tukey post
hoc proba, * a kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a ceruleinnel kezelt

egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —

V.1.2.5. A tricetin in vivo csokkenti a cerulein kezelés altal indukalt PARilacié mértékét
a hasnyalmirigy acinusaiban

A PARPI1 a gyulladas, valamint a programozott nekrotikus sejthaldl kézponti kozvetitdje.
A szoveti metszetekben, a cerulein kezelés hatasara 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 (31. A abra), ami az acinaris PARP
aktivalodasara utal az AP-ben. Ezzel szemben a tricetinnel is el6kezelt allatok hasnyalmirigye
alig tartalmazott PAR-polimert (31. A abra). A konfokalis mikroszoppal késziilt képek
elemzése igazolta, hogy a tricetin elokezelés szignifikansan csokkentette a PAR polimerek

képzodését az allatok cerulein altal karositott hasnyalmirigy szévetében (31. B abra).
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31. abra: PARilacio vizsgalata a hasnydlmirigy szovetben |F modszerrel. Kék szin: a DAPI

festek magi jele, piros szin: PARilacio a magban (A — reprezentativ konfokalis mikroszkopos

kepek (630%-0s nagyitas), B — az elvégzett képelemzés eredménye) — A tricetin kezelésben is

reszesiilo egerek 12 és 1 oraval a cerulein i.p. oltassorozat (8 *x 50 ug/ttkg) megkezdése elott
kaptak TCT i.p. injekciot (10 mg/ttkg). Kék szin: sejtmagok, piros szin: a sejtmagokban
megfestett PAR polimerek, skdala 20 um. — A csoportonkénti 6 him egér atlaga tapasztalati
szorassal (SD) abrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll allatokhoz képest
tapasztalt szignifikans eltérés, # a ceruleinnel kezelt egerekhez képest tapasztalt szignifikdins

elteres —

V.1.2.6. A tricetin utokezelésként alkalmazva is csokkenti az egerekben a ceruleinnel
kivaltott hasnyalmirigy-gyulladas sulyossagat

Az tricetin elokezelés pozitiv eredményei utdn azt is meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a
flavonoid utdkezelésként alkalmazva is csokkenti-e az AP lefolydsdnak sulyossagat. A

gyulladas kivaltasara itt is a mar korabban bemutatott metodust alkalmaztuk, de a tricetint a
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negyedik és 6todik cerulein injekcio kozott (30 mg/ttkg), illetve az utolsd cerulein injekcio

beadasa utan (10 mg/ttkg) jutattuk be az egerekbe.

Az utdkezelési modellt alkalmazva is azt talaltuk, hogy a tricetin kezelés jelentdsen
csokkentette az acinussejtek karosodasat, amint azt az o-amilaz és lipaz enzimek
szérumszintjének csokkenése mutatta (32. abra). Ezen feliil a tricetin utokezelésben
alkalmazva is szignifikansan csokkentette a szoveti MPO szintjét, ami ebben az esetben is a

granulocitak szovetbe torténd migracidjanak gatlasara utal (33. abra).
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4 * 25 - *
N N4
- S
2 1 E
E E 151 #
S 27 S I
[+P] [+P] 10 |
£ Z I
= 1 =
) ) 5 4
& &
0 T T 1 0 T 1
cerulein cerulein cerulein cerulein
+ tricetin + trietin

32. abra: Tricetin utdkezelés hatdsa a szérum a-amildz és lipaz aktivitasdra az AP in vivo

modelljében — A tricetin kezelésben is részesiilo egerek a cerulein i.p. oltassorozat (8 % 50
ug/ttkg) negyedik és otodik oltasa kozott, illetve az utolso oltas utan kaptak TCT i.p. injekciot
(30 molttkg és 10 mg/ttkg). Mindkét emésztéenzim-vizsgalat eredményének abrazolasakor a
kontroll allatok szérumaban tapasztalt enzimszintet 1-nek vettiik. — A csoportonkénti 6 him
eger dtlaga tapasztalati szorassal (SD) abrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a
kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikdans eltérés, # a ceruleinnel kezelt egerekhez

képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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33. abra: A vizsgalt egerek hasnyalmirigy szovetenek MPO aktivitdsa (tricetin utokezelés) — A

tricetin kezelésben is részesiilo egerek a cerulein i.p. oltassorozat (8 % 50 ug/ttkg) negyedik és
otodik oltaa kozott, illetve az utolso oltas utan kaptak TCT i.p. injekciot (30 mg/ttkg és 10
mg/ttkg). — A csoportonkénti 6 him egér dtlaga tapasztalati szordssal (SD) abrazolva, ANOVA
+ Tukey post hoc proba, * a kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a

ceruleinnel kezelt egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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V.2. A spilantol hatasa in vivo gyulladasi modellekben

V.2.1. A spilantol in vivo csokkentette a kontakt dermatitisz kovetkeztében kialakulo
o0démat, és a neutrofil infiltracié mértékét.

Korabbi kisérleteink (Bakondi és mtsai., 2019) megallapitottadk, hogy a spilantol gatolja az
INOS fehérje génexpressziojat és a NO-termelést, és megzavarja a gyulladasos transzkripcios
faktor aktivaciot a makrofagokban. Ezek alapjan érdemesnek talaltuk a szert az in vivo,
gyulladasi modellben torténd vizsgalatra. El6szor a gyulladasi folyamatok egyik
legegyszeriibb, helyi gyulladasi kisérleti modelljében, az irritativ kontakt dermatitiszben
folytattuk le a vizsgalatot, melyhez konnyen elérhetd, helyi kezelési lehetdséggel rendelkezd
allatmodellt hasznaltunk. (Renert-Yuval és mtsai.,, 2019) BALB/c egerek fililére PMA
felkenésével bdrirritaciot idéztiink eld, a kontroll egereket csak az oldoszerrel (DMSO)

kezeltiik.

A gyulladas kialakulasara utald duzzanatot az irritdloszer felvitelét kovetd 6. oraban
vizsgaltuk. A gyulladdsos valasz kovetése érdekében mikrométeres mérdmiuszerrel
megmértiik a flilek vastagsagat. A fiilek hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszetei

kimutattdk, hogy a PMA massziv gyulladast idézett el6 (34. abra).

KTR (DMSO)

34. abra: A kontakt dermatitisz in vivo modellje (spilantol utdkezelés) H&E festett

metszeteinek szoveti képe (100%-0s nagyitas) — A spilantol kezelésben is részesiilé egerek (6

him és 6 ndstény egér/csoport) 1 oraval a 0,05 VIV%-0os PMA kezelés utdn részesiiltek a SLT
kezelésben (10 uM). Nyil: kialakult odéma, skdla: 200 um. —

A spilantol-kezelés hatasara, a PMA kezelés altal megndvekedett atlagos fiilvastagsag 0,34
mm-r6l 0,26 mm-re csokkent, s igy a szer a gyulladas kdvetkeztében kialakuld fiillduzzadast
40%-kal fogta vissza. Kijelenthetjiik, hogy a spilantol gatolta az 6démas valaszt (35. abra),

mint ahogyan az a szoveti metszeteken is megfigyelheté (34. ara). Amint az a 36. abran
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lathatd a mintak myeloperoxidaz (MPO) szintjének valtozasait vizsgalva, a PMA kezelés

hatdsara kialakult leukocita infiltracié mértéke is jelentdsen csokkent a spilantollal is kezelt

csoportban.
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35. dbra: A kontakt dermatitisz in vivo modelljében a spilantol utdkezelés csokkenti a

gvulladas altal indukalt odémat — A spilantol kezelésben is részesiilo egerek (6 him és 6

néstény egér/csoport) 1 oraval a 0,05 VINY%-os PMA kezelés utan részesiiltek a SLT kezelésben
(10 uM). — A csoportok datlaga tapasztalati szordssal (SD) dbrdazolva, ANOVA + Tukey post
hoc proba, * a kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a PMA-val kezelt

egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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36. dabra: A kontakt dermatitisz in vivo modelljében a spilantol utokezelés mérsékli a

granulocita infiltraciot — A spilantol kezelésben is részesiilé egerek (6 him és 6 ndstény

egér/csoport) 1 oraval a 0,05 vIV%-os PMA kezelés utin részesiiltek a SLT kezelésben (10
uM). — A csoportok atlaga tapasztalati szordssal (SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post hoc
proba, * a kontroll dllatokhoz képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a PMA-val kezelt

egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —

V.2.2. A spilantol in vivo csokkentette a hasnyalmirigy-gyulladas kovetkeztében
kialakulo neutrofil infiltracio mértékét, de a sejtkarosodast nem

A kontakt dermatitisz vizsgalatainkban kapott pozitiv eredményeket kovetden, szerettiik
volna megvizsgalni a spilantol hatasat egy joval Osszetettebb gyulladasi folyamatban, mint a
milyen a hasnyalmirigy-gyulladas 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. oleracea virdga alkoholos extraktumanak i. p.
bejuttatasaval kezelték az egerecket (Nomura ¢és mtsai., 2013). A cerulein kezeléssel
szignifikans sejtkarosodast valtottunk ki, melyet az alkalmazott 30 mg/ttkg spilantol kezelés
nem csokkentett a vizsgalt a-amilaz és lipadz szérumszint alapjan (37. abra). Ezzel ellentétben
a cerulein kezelés kovetkeztében megndvekedett neutrofil infiltracidé mértékét a spilantol
kezelés a szdveti mieloperoxiddz szint alapjan szignifikdnsan csokkentette (38. abra). Az
enzimszintek eredményét megerdsiti a H&E festett szovettani metszetek képe is: a cerulein
altal kivaltott szovetkdrosodas mértékét a spilantol nem gatolta, a megndvekedett neutrofil

infiltraciot illetve a kialakult 6déma mértékét csokkentette (39. abra).
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37. dabra: A spilantol elbkezelés nem csokkenti a szérum a-amildz és lipdz aktivitast az AP in

vivo modelljében — A spilantol kezelésben részesiilo egerek a cerulein i.p. oltdassorozat (8 * 50

ug/ttkg) megkezdése elott egy ordaval kaptak SLT i.p. injekciot (30 mg/ttkg) Mindkét
emésztoenzim-vizsgalat eredményének abrazolasakor a kontroll dllatok szérumdban
tapasztalt enzimszintet 1-nek vettiik. — A csoportonkénti 14 him egér eredménye tapasztalati
szorassal (SD) dabrazolva, ANOVA + Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest

tapasztalt szignifikans eltérés —
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modelljében — A spilantol kezelésben is részesiild egerek a cerulein i.p. oltdssorozat (8 % 50
ug/ttkg) megkezdése elott egy ordaval kaptak SLT ip. injekciot (30 mg/ttkg). — A
csoportonkenti 14 him egeér eredménye tapasztalati szorassal (SD) dabrazolva, ANOVA +
Tukey post hoc proba, * a kontroll sejtekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés, # a

ceruleinnel kezelt egerekhez képest tapasztalt szignifikans eltérés —
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39. dbra: A spilantol eldkezelés védelmet nyujt a hasnydlmirigy szovetben tapasztalhato

leukocita infiltrdcio és odéma kialakuldsdaval szemben az AP in vivo modelljében — A spilantol

kezelésben részesiilo egerek (14 him egér/csoport) 1 oraval a cerulein i.p. oltdassorozat (8 X
50 ug/ttkg) megkezdése eldtt kaptak SLT ip. injekcior (30 mg/ttkg). H&E festett metszetek
szoveti képe (A — 100 %-o0s nagyitas skdla: 200 um; B — 400 x-o0s nagyitds, skdla: 50 um)
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VI. MEGBESZELES

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

crer

feltérképezetlenek.

A szamos novényben megtalalhatd 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 rendszer alkalmas az akut pankreatitisz kulcsfontossagii eseményeinek vizsgalatara
mind primer acinussejt-kultaraban, 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 (Kim és mtsai., 2008). A sériilt acinaris sejtek in vivo
kommunikéalnak a szoveti makrofagokkal, amelyek gyulladasos citokinek és kemokinek

termelésével hozzajarulnak az AP patogeneziséhez (Zhao és mtsai., 2016).

Kisérleteinkben a cerulein kezelés sejtpusztulast valtott ki az egerekbdl izolalt primer
acinussejtekben. A kezelt sejtek életképességének kalcein-tesztekkel értékelt csokkenése a
apoptézis €és a nekrozis jellemzdit egyarant hordozza, amint azt a kaszpdz aktivacio
(apoptozis), valamint az LDH felszabadulas és a propidium-jodid felvétel (nekrozis) jelezte. A
TCT jelentds citoprotektiv hatdsa mind az altalanos életképességi vizsgalatban, mind az

apoptozis és nekrozis vizsgalatokban megfigyelhetd volt.

Ezen tilmenden a TCT-kezelés az AP egérmodelljében is hozzajarult a sejtek
¢letképességének fenntartasdhoz, amit az allatok széruméabol mért csokkent amildz- és lipaz
szint jelzett. Erdekes modon a TCT hatasa kifejezettebb volt a szérum lipaz aktivitdsra, mint
az amilaz aktivitasra. Ez valoszinlileg a ceruleinnel kezelt allatoknal tapasztalt, kevésbé

kifejezett amildz-felszabaduldshoz képest erdteljesebb lipaz-felszabaduldsi valasznak
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tulajdonithato. Egy korabbi tanulmany szerint is a lipaz valdoban a hasnyalmirigy-gyulladas
érzékenyebb indikatora (Gwozdz és mtsai., 1990). Mindazonaltal mindkét szérummarker

megerdésitette a TCT in vivo citoprotektiv hatasat.

A TCT-vel kezelt allatok megtartott hasnyalmirigy-szoveti architektraja 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.

Az oxidativ stressz a gyulladds kiilonbozé formainak kozds jellemzdje, és az akut
hasnyalmirigy-gyulladas patomechanizmusaban is kulcsszerepet jatszik. Mivel szdmos
flavonoid antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik, feltételeztik, 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 koncentraciéban. Ezenkiviil pedig az antioxidansok a szabad
gyokok elimindladsa helyett elsdsorban a nukleofil tonus novelésével hatnak, tobbek kozott az
Nrf2 aktivalasan keresztiil indukéljdk az antioxiddns valaszt (Forman és mtsai., 2013). Hogy

ez a tricetin esetében is igy van-e, az tovabbi vizsgalatot igényel.

Mivel a ROS-termelddést mar kapcsolatba hoztak a cerulein altal kivaltott acinaris
sejtkarosodassal ¢s az AP-vel (Yu és mtsai., 2014; Dabrowski és mtsai., 1999), feltételeztiik,
hogy a TCT legalabb részben a PARPI1 altal kozvetitett, ROS-indukalt sejthalal utvonal
gatlasaval hathat. Megjegyzendd, hogy az oxidativ stressz altal kivaltott és a PARPI1 altal
kozvetitett sejthalal Gitja a nekrozis jellemzdit mutatja (leginkabb a membran permeabilizacio
révén) (Virdg ¢és mtsai., 2013), ami Osszhangban van az acinussejtek altalunk is kimutatott
részlegesen nekrotikus halalaval AP-ben. Egyes flavonoidokrol kimutattak, hogy DNS-
alkilacio hatasara PARP-gatld hatast fejtenek ki (Geraets és mtsai., 2007). Nem sejtes
rendszerben vizsgaltuk a tricetin PARP enzim aktivitdsara gyakorolt hatasat és azt talaltuk,

hogy a TCT a 3-aminobenzamidhoz hasonlé hatékonysaggal gatolja az enzimet.

Az oxidativ stressznek kitett primer hasnyalmirigy acinussejtekben PAR polimer

képzddést lehetett megfigyelni, ami a PARP aktivalodasara utal. A TCT in vitro megsziintette
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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. Kordbban kimutattdk, hogy a
PARP1 és a PARiléacio hozzajarul az AP patogeneziséhez (Berger és mtsai., 2017; Ahmad és
mtsai., 2020). Jelenlegi eredményeink megerdsitik, hogy a tricetin in vitro PARP-gatlé hatasa
in vivo koriilményekre is atiiltethetd, ami arra utal, hogy a PARP-gatlas kulcsfontossaga
tényezd lehet a TCT Aaltal akut pankreatitiszben nyujtott védelemben. Egyéb kutatdsokban
felmertilt, hogy a flavonoidok citoprotektiv hatdsaban az PI3K-Akt jelatvitelre gyakorolt

aktivalo hatasuk is szerepet jatszhat. (Williams és mtsai., 2004)

Adataink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a TCT elnyomja a gyulladast az AP-ben. A
csokkent 6déma, a visszafogott gyulladasos infiltracido €s a megdrzott szoveti architektira
mind alatdmasztja ezt az allitdst. A TCT gyulladdscsokkentd hatasanak hatterében a
gyullad4sos mediatorok termelésének gatlasa all. A sejtes kisérletekbdl meg tudtuk allapitani,
hogy a TCT gatolja gyulladasos mediator gének (IL1P, IL6, MMP2) aktivalodasat. In vivo
adataink kibdvitették ezt a listdit a TNFa-val, mint a cerulein altal kivaltott gyulladas kozponti
mediatoraval (Malleo és mtsai., 2007), melynek expresszidjat a TCT gatolta. A TNFa nem
indukalddott az acinussejteken végzett kisérletekben, ami 0Osszhangban van jelenlegi
ismereteinkkel, miszerint az AP-ben ennek a citokinnek a makrofagok a f6 forrasai (Gea-Sorli
¢és mtsa, 2010).

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 NFkB 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 transzkripcios faktor magba torténd belépését.

A tricetin NFkB-re gyakorolt, hatasa feltételezhetden a vegylilet PARP-gatlo hatasanak is
kdszonhetd, mivel a PARP1 az NFkB koaktivatoraként miikodik, és a PARP-gatlas/PARP1
knockout az NFkB aktivacié szuppresszidjat okozta kiilonbozé modellrendszerekben. (El-
Hamoly és mtsai., 2021; Bai és mtsai., 2012; Mabley ¢és mtsai., 2001; Demény és mtsai.,

2021)

-78-



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

Annak ellenére, hogy a hasnyalmirigy-gyulladas leginkabb vizsgalt oka az acinussejtek
karosodasa, €s a mi tricetinnel kapcsolatos vizsgélataink soran is 6ket taulmanyoztuk, nem
hagyhatjuk figyelmen kiviill azt a tényt, hogy a betegség nem csak ezeknek a sejteknek a
sériilése miatt alakul ki. A korai protedz-aktivacido és az NFxB-aktivacid az AP alapvetd
jellemzdi; mindkettd parhuzamosan zajlik a betegség manifesztacidja sordn, és erdsen
befolyasoljak egymast. Azonban nemcsak a proteaz és az NFkB aktivacio jatszik kritikus
szerepet, hanem az is fontos, hogy milyen sejttipusban torténik az aktivacidjuk. (Mayerle és

mtsai., 2019)

Bar e munka koézéppontjdban a TCT antioxidans és PARP-gatld hatasa allt, meg kell
jegyezni, hogy a TCT-nek tovabbi hatasai is hozzajarulhatnak a pankreatitisz elleni
védelemhez. A hasnyalmirigy iszkémidja dominans szerepet jatszik az AP kialakuldsaban,
valamint a betegség sulyos formakba val6 progresszidjaban (Gullo és mtsai., 1996; Lonardo
és mtsai., 1999; Dembinski és mtsai.,, 2001). Ezt az allitdst alatamasztjak azok a
megfigyelések, amelyek szerint a hasnyalmirigy vérellatasanak csokkenése noveli az akut
pancreatitis sulyossagat (Furukawa és mitsai., 1993), mig a hasnyalmirigy vérellatasanak
(Warzecha és mtsai., 2007; Maduzia és mtsai., 2020). Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a
flavonoid kvercetin (Vovkun és mtsai., 1994; Datsyuk, 2016) AP-ben novelte a hasnyalmirigy
véraramlasat, ami szovetvédo hatasban és a hasnyalmirigy gyorsabb felépiilésében nyilvanult
meg. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a tricetin hasnyalmirigyre gyakorolt védd
hatasa a cerulein altal kivaltott AP-ben legaldbbis részben a hasnyalmirigy véraramlasanak

javulasaval is 6sszefiigghet.
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Az iskolavirag (abécéfii, A. oleracea) legpotensebb sejtvédd hatasu vegyiilete, a spilantol
(Rondanelli és mtsai., 2019) korabbi Kkisérleteink alapjan RAW makrofag sejtekben
szignifikansan csokkentette az iNOS gén és fehérje expresszidjat és a sejtek altal termelt NO
mennyiségét, mely molekula tobbek kozott indukalhatja fehérjék poszttranszlacios
modositasait (nitrozalds, nitrozilacio, nitracid), cXMP jelatviteli folyamatokat indithat be (pl.
sejtproliferacid) és képezhet reaktiv nitrogén-szdrmazékokat (pl. peroxinitrit). E hatasok

eredményeként a szer szignifikdnsan ndvelte a kezelt sejtek életképességét is.

A makrofag sejtek vizsgalatabol szarmazd eredmények alapjan a spilantolt gyulladasi
folyamatokban is teszteltiikk (kontakt hiperszenzitivitas és akut hasnyalmirigy-gyulladas). A
spilantol — valdszinlileg iNOS-, s igy NO termelddés gatlo hatasaval Gsszefiiggésben — a
PMA-val indukélt kontakt dermatitisz egérmodelljében gyulladascsokkentd szernek
mutatkozott. A vegyiilet jelentésen csokkentette a fiillodémat és a szoveti neutrofil granulocita
infiltraciot. Korabbi vizsglatainkbol arra kdvetkeztethetlink, hogy a gyulladdsos transzkripcids
faktorok aktivacios tUtvonalainak atprogramozasa valoszinlileg dontdé fontossagu e
gyulladascsokkenté hatas mogottes mechanizmusaként. A szer granulocita infiltracio gatld
hatasa tekintetében, a spilantol gatolja az adhézidos molekuldk expresszidjat (Huang CH és
mtsai., 2018; Huang WC és mtsai., 2018) és tobbek kozott ezen események jarulhatnak hozzé

a gyulladasos sejtvandorlés csokkenéséhez a spilantollal kezelt egerekben.

A cerulein indukalta akut pankreatitisz modellben mar vizsgaltdk az iNOS aktivalodasat
(Choi és mtsai., 2016; Qui ¢és mtsai., 2001; Pan ¢és mtsai., 2018), és azt talaltak, hogy az
acindris sejtekbdl induld gyulladési folyamatokban is jellemzd az enzim emelkedett szintje. A
spilantol — habar kisérletileg nem igazoltan, de valdsziniisithetéen szintén az INOS-gatlo
hatdsaval Osszefiiggésben — a hasnyalmirigy teriiletére torténd granulocita infiltracidt és
ezaltal a kialakult gyulladas mértékét csokkentette. Ugyanakkor a sejteket nem védte meg a
cerulein kezelés karos kovetkezményeitdl, ami arra utalhat, hogy a sejtkdrosodas
kialakulasaban az iNOS emelkedett szintje ¢s igy a NO képzddése nem jatszik kardinalis
szerepet. A gyulladasos sejtvandorlas csokkenésének hatterében egyebek kozott itt is a

spilantol adhéziés molekulak expressziojat gatlo képessége allhat.
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Osszegzésképpen elmondhatd, hogy mig a megvizsgalt két ndvényi hatdéanyag koziil a
spilantol csupan a neutrofil infiltraciot és a kialakult 6déma mértékét csokkentette, addig a
tricetin a sejtkadrosodas mértékét is egyértelmiien visszafogta, s igy 0j jelolt lehet a betegség
utvonalat: az acinussejtek pusztuldsat és magat a gyulladast is. A TCT antioxidans és PARP-
gatld hatésa pedig kozponti szerepet jatszhat e flavonoid akut pankreatitiszben kifejtett védo

hatasaban.
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VIL. OSSZEFOGLALAS

Az akut hasnyalmirigy-gyulladds (AP) novekvd gyakorisadga, potencidlisan életveszélyes
lefolyésa és szovodményei miatt vilagszerte nagy kihivast jelent az egészségligyi rendszerek
szamara. Specialis célzott kezelési médok nem allnak rendelkezésre, ezért uj utak és Uj

terapias megkozelitések azonositasara kell torekedni.

Az alkilamidok ¢és flavonoidok a bioldgiailag aktiv vegyiiletek szdmos csoportjat foglaljak
magukban, amelyeknek széles korti hatdsai vannak. A spilantolt (alkilamid) és tricetint
(flavonoid) még nem vizsgaltak hasnyalmirigy-gyulladasban, de az irodalomban talalhato
beszamolok sokféle biologiai aktivitasukat, koztik gyulladdscsokkentd hatasukat mas
betegségmodellekben is kimutattak. Jelen tanulmanyban a spilantol (SLT) és a tricetin (TCT)

lehetséges terapias hatasait tanulmanyoztuk 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 valosziniileg nem kapcsolodtak
a szer antioxidans hatdsahoz, mivel gyokfogo aktivitasa ellenére nem nyujtott védelmet a
H,0; altal kivaltott acinaris sejthalallal szemben. Az IL1B, 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 pusztuldstol. A TCT ezen feliil gatolta az IL1B, IL6 és TNFa
expressziojat a hasnyalmirigy szovetben, és csokkentette az oxidativ DNS-karosodast, 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 gyulladasos 6démat és a szoveti granulocita infiltraciot, de nem nyujtott

védelmet a ceruleinnel kezelt egerek hasnyalmirigy acinussejtjeinek pusztulasaval szemben.

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

crer
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VIill. SUMMARY

With its growing incidence and potentially life-threatening course and complications, acute
pancreatitis (AP) poses a great challenge to the health systems worldwide. Specific targeted
therapies are not available prompting efforts to identify new pathways and novel therapeutic

approaches.

Alkylamides and flavonoids comprise several groups of biologically active compounds
with wide ranging effects. Spilanthol (an alkylamide) and tricetin (a flavonoid) have not yet
been investigated in pancreatitis, but reports in the literature have demonstrated a wide range
of biological activities, including anti-inflammatory effects. In the present study, we evaluated

the potential therapeutic effects of spilanthol (SLT) and tricetin (TCT) in acute pancreatitis.

Tricetin protected isolated primary acinar cells against the cytotoxic effect of the CCK-
analogue cerulein. The compound significantly reduced PARYylation in the cells exposed to
oxidative stress. The effects of TCT were probably not related to its potential antioxidant
activity, as it did not protect against H,O-induced acinar cell death despite its radical
scavenging activity. The cerulein-induced expression of IL1P, IL6 and matrix

metalloproteinase 2 (MMP2) was also significantly reduced by TCT treatment.

In vivo tricetin suppressed pancreatic edema formation, and protected pancreatic acinar
cells from death. In addition, TCT inhibited the expression of IL1B, IL6 and TNFa in
pancreatic tissue and restrained oxidative DNA damage, as indicated by a decrease in the
level of PAR, a product of the enzyme poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1). In vivo
spilanthol didn’t protect the pancreatic cells of cerulein-treated mice from cell death, but

significantly attenuated inflammatory edema and neutrophil granulocyte infiltration.

Our data suggest that tricetin can be considered as a potential adjuvant treatment option for
AP.
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Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetdmnek €s egyben a Debreceni Egyetem
Orvosi Vegytani Intézete igazgatdjanak, Prof. Dr. Virag Laszlonak, aki lehetové tette, hogy
kutatdsomat az intézetnél, a munkacsoportja tagjaként folytathassam, tovabba nagyon

koszonom a munkamban nyujtott szakmai segitségét és tamogatasat.

Kiemelt koszonetemet szeretném kifejezni munkatarsamnak és bardtomnak Hajnady
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