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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A¥Ym
ADP
AIHA
Arg
ASAT
ATP
CCK
Citr
COX-2
DNP
DTT
EDTA
ELISA
GSH-Px
H&E
His
HSP
ICAM-1
IKK

IL

i.m.

Lp.

L.
LD50
Lys
MDA
MeSpd
MP
MPO
NF-xB
NO
NOS

mitokondrialis membranpotencial
adenozin-difoszfat
(+)-S-2-amino-6-jodoacetamido-hexansav
L-arginin
aszpartat-aminotranszferaz
adenozin-trifoszfat
cholecystokinin

L-citrullin

ciklooxigenédz-2

dinitro-fenol

ditiotreitol
etilén-diamin-tetraecetsav
enzyme-linked immunosorbent assay
glutation-peroxidaz

hematoxilin és eozin

L-hisztidin

ho-sokk fehérje

inter-cellularis adhézids molekula-1
IkB-kinaz

interleukin

intramuscularis
intraperitonealis(an)
intravénds(an)

letalis dozis, 50 %

L-lizin

malondialdehid

1-metilspermidin
metilprednizolon

mieloperoxidéaz

nuklearis faktor-xB
nitrogén-monoxid

nitrogén-monoxid szintetidz
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NSG nem-fehérje szulthidril-csoport

ODC ornitin-dekarboxilaz

Orn L-ornitin

PAF trombocita-aktivalo faktor

PAGE poliakrilamid gél-elektroforézis
PAO poliamin-oxidaz

PAP pancreatitis-asszocialt protein

PBS foszfat pufferelt s6oldat

PDTC pirrolidin-ditiokarbamat

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PPARy peroxiszoma proliferator—aktivalt receptor y
p.w./b.w. pancreas tomeg / testtomeg hanyados
RLM patkany m4j mitokondriumok

RPM patkany pancreas mitokondriumok
SAM S-adenozil-metionin

SAMDC S-adenozil-metionin-dekarboxilaz

s.c. subcutan

SDS natrium-dodecil-szulfat

SEM standard hiba

SOD szuperoxid-dizmutaz

SSAT spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz
TAP tripszinogén aktivacids peptid

TNF-a tumor nekrozis faktor-o

TPP" tetrafenil-foszfonium-ion

TUNEL TdT-mediated dUTP Nick-End-labeling
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2. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az akut pancreatitis incidencidja, korlefolydsa

Az akut pancreatitis a hasnyalmirigy heveny gyulladdsos betegsége, mely mas tavoli
szerveket (tiid6, vese, m4j) is érinthet. A betegség incidenciaja 5-80/100.000 lakos/év . A
korlefolyas az esetek kozel 80 %-aban enyhe, 20 %-ban azonban a pancreatitis stlyos, a beteg
¢letét is veszélyeztetd allapothoz vezethet @ A pancreatitis mortalitdsa interstitialis
pancreatitis esetén kb. 3 %, nekrotizalo korforma esetén viszont joval magasabb, akar 20 % is
lehet. A betegség mortalitdsa joval kedvezdtlenebb, ha a betegnek infektalt, és nem steril
nekrozisa van. Szerencsére az utdobbi években a fertézott nekrozis prevalenciaja 15-20 %-ra
csokkent. A szervelégtelenség eléforduldsa nekrotizald pancreatitis esetén gyakoribb (50 %),
mint az interstitialis pancreatitis esetén (5-10 %). Nekrotizalé pancreatitisben, ha nincs
szervelégtelenség — a mortalitds 0 %-hoz kozeli érték, egyszervi elégtelenség esetén <10 %-
nal, tobbszervi elégtelenség esetén viszont mar 35-40 %. A haldlozasnak kb. a fele az akut
pancreatitis elsd napjaiban kovetkezik be, ami a heveny szervelégtelenségnek kdszonhetd. A
halalozas tobbi része hetekkel ezutan torténik, ami a fertézott nekrdzis miatti
szervelégtelenségnek, ritkdbban a szovddményes steril nekrdzisnak tulajdonithatd. A fenti
adatokbdl is latszik, hogy a betegség oki kezelése (foként, ami a nekrotizald pancreatitist illeti)

a mai napig megoldatlan.
2.2. Az akut pancreatitis etiologidja

Az akut pancreatitis kialakulasaért nagyrészt (70-80 %-ban) az alkoholfogyasztas €s az
epekovesség felel, de szamos mas etioldgiai tényezd (pl. gyogyszerek, hipertrigliceridémia,
pancreas vagy ampulla tumor, trauma, kiilonb6z6 mumps-, HIN1-, Coxsackie virus, bakterialis
infekciok) is ismert @. Az esetek 10-20 %-aban nem tudunk kivéltd okot azonositani. Utobbi
hatterében sokszor microlithiasis vagy genetikai mutaciok allhatnak (pl. a tripszinogén vagy a
cisztds fibrozis transzmembran konduktancia regulator génben). Epekovesség esetén az
epeholyagbol kimozduld epekdvek migraciojuk soran elakadhatnak az epevezeték rendszerben.
Ez leggyakrabban a Vater-papillanal fordul eld. Az obstrukcié a pancreas vezetékben
megemelkedd intraductalis nyomds révén jarul hozzé az akut pancreatitis kivaltasahoz. Az

alkoholfogyasztas pontos pathogenetikai szerepe még nem teljesen tisztazott. Egyes kisérletek
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szerint az etanol az Oddi sphincter spazmusat valtja ki, illetve ndveli az acinussejtek
cholecystokinin (CCK) iranti érzékenységét . Sajat in vitro eredményeink az elébbieket nem
tamasztjak ala @ Az etanol és metabolitjai serkentik az inaktiv zimogének korai, még az
acinuson beliili aktivalodasat. Ezen kiviil acindris hiperszekrécidt indukal, €s befolyasolja a
pancreasnedv Osszetételét. A viszkozus valadék miatt fehérjedugdk alakulhatnak ki a kis
vezetékekben, amelyek elzarodasa hozzdjarulhat a betegség kialakulasahoz. Megfigyelések
szerint azonban az alkoholistak kozott csak kis szdzalékban fordul elé akut pancreatitis.
Feltételezhetd, hogy ezeknél a betegeknél egyéb kornyezeti tényezok, illetve genetikai

eltérések is szerepet jatszhatnak a betegség patomechanizmusaban ©,
2.3. Az akut pancreatitis patomechanizmusa

Az akut pancreatitis kialakuldsdnak mechanizmusa - féleg ami a kezdeti folyamatokat
illeti - igencsak vitatott. Az eddigi kutatasi adatok alapjan még nem ismert teljeskdriien, hogy
milyen molekuldris mechanizmusok jatszanak szerepet az akut pancreatitis kialakuldsaban,
illetve, hogy milyen f6 triggerelé faktorok inditjak be a betegséget. Altaldnosan elfogadott
azonban, hogy a stresszhatasok altal kivaltott acinaris toxikus Ca®" szignal kovetkeztében
1étrejové korai tripszinogén aktivaciénak 7, a proinflammatorikus citokinek szintéziséért
felelos transzkripcios faktornak, a nuklearis faktor-xB (NF-kB)-nek ® ¢s a mitokondrialis
karosodasnak © fontos szerepe van a pancreatitis kialakuldsdban. A folyamatok iddbeli
sorrendje €s Osszefliggése azonban mindmaig tisztazatlan. A patomechizmusban résztvevo

(agressziv- és védd-) faktorokat az aldbbiakban részletezem.
2.3.1. Agressziv faktorok

2.3.1.1. A tripszinogén korai aktivdcidja

Elettani koriilmények kozott a pancreas enzimek szintézise és tarolasa a citoplazmatol
teljesen elkiiloniilve, inaktiv formaban, granulumokban, protedz inhibitorok jelenlétében
torténik. E tényezdk barmelyikének karosoddsa pancreatitis kialakuldsat eredményezheti. A
jelenleg legszélesebb korben elfogadott tedria szerint az acinust ért karosodéas hatdsara gatlodik
a zimogén granulumok kiiiriilése a ductalis térbe "*'Y. A granulumok felhalmozodnak a
sejtben, fuziondlnak a lizoszomakkal, majd a granulumokbol tripszinogén, mig a

lizoszomakbol katepszin B kertil a citoplazmaba. Ezt kovetden a katepszin B hidrolizdlja az
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inaktiv proteazt, azaz a tripszinogénbdl aktiv tripszin keletkezik. Az aktiv tripszin mar 6nmaga
is képes tripszinogént aktivalni (autoaktivacd). Ezt kovetden a tripszin aktivalja a tobbi
pancreas enzimet is (pl. elasztaz, lipaz). A tripszinogén katepszin B-vel torténd aktivacidjdhoz
nélkiilézhetetlen az alacsony pH (acidozis). Ennek legfébb oka, hogy a pancreaticus tripszin
inhibitorok aktivitisa alacsony pH-n jelentésen csokken. Az acidézis mellett a Ca*
autoaktivaciojaval, azonban a mai napig vitatott, hogy a Ca’" szignal gatlasa Gnmagéaban
kivédi-e a pancreatitis kialakulasat (12) Ugyanakkor meg kell jegyezni azt is, hogy katepszin B
,knock-out” egerekben az akut pancreatitis indukcidja sordn a korai tripszinogén aktivaciod
elleni védettség nem teljes V). A katepszin B mellett tehat mas tényez6k is szerepet jatszanak
az intrapancreaticus tripszinogén aktivacioban (pl. a tripszinogén autoaktivacid, vagy mas

lizoszomalis proteazok szerepe is szOba johet).

2.3.1.2. Nuklearis faktor-xB aktivacio

Az eddigi kutatasok alapjan vilagosan latszik, hogy a NF-xB fontos szerepet tolt be az
akut pancreatitis patomechanizmusaban ®. A NF-«xB egy pluripotens transzkripcios faktor,
mely szamos proinflammatorikus gén szabalyozasaban vesz részt . E gének kozé tartoznak
az interleukinek, a kemokinek, az adhézidos molekuldk, a receptorok és az enzimek, melyek
termékei hozzajarulnak a gyulladisos betegségek patogeneziséhez (°). A NF-kB
fehérjecsaladnak o6t ismert képviseldje van: NF-xB1 (p50/p105), NF-xkB2 (p52/p100), RelA
(p65), RelB, ¢és c-Rel. A legtobb sejtben a NF-kB fiziologias koriilmények kozott a
citoplazmaban szekvesztralt gatld fehérjékhez (IkB-k) asszocidlva, inaktiv formaban van jelen
13 Stimulacié hatasara az IxB-k (pl. IkB-a ¢és IkB-B) az IkB-kinazok (IKK-ok) révén
foszforildlodnak, ubiquitindlodnak és a 26S proteaszomak altal degradaldédnak. E folyamat

soran felszabadul a NF-kB nukleéris lokalizacios szignalja, lehetdvé téve a transzkripcids

crer

crer

[pl. interleukin-1f (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), tumor nekrozis faktor-a (TNF-a), trombocita-
aktivalo faktor (PAF), inter-cellularis adhézids molekula-1 (ICAM-1)]. A TNF-a a lokalis és a
szisztémas akut gyulladasos valasz egyik f& medidtora. Foéleg makrofagok, neutrofil
granulocitak és endotélsejtek termelik, de az acinussejtek is képesek TNF-a szintézisére 4. A
NF-kB aktivacio két {6 intracellularis jelatviteli utat aktival. Az egyik folyamat eredményeként

beindul a citokin kaszkdd, a masik soran pedig a sejt apoptosisa. A szérumban illetve
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apancreasban talalhato TNF-o- és az IL-1P koncentracid aranyos az akut pancreatitis

sulyossaganak fokéval.

2.3.1.3. A gyulladasos infiltracio kialakulasa a pancreasban

Az acinussejtek az Oket ért stresszhatdsra citokineket és kemokineket termelnek,
melyek neutrofil granulocitdkat és makrofagokat vonzanak a pancreasba. A leukocitdk
vandorlasat a kapillaris endotéliumon keresztiil a cellularis adhézios molekuldk (pl. P-szelektin,
ICAM-1) medialjak. A gyulladasos sejtek ,recruitment”-je tovabbi acinus karosodast és
proinflammatorikus citokin szintézist fog eredményezni. A pancreaticus mieloperoxidaz
(MPO) aktivitas a leukocita infiltracid6 mértékére jellemzd paraméter, és a gyulladasos sejtek
szamanak megfelelden valtozik.

A PAF kozponti szerepet jatszik a vaszkularis permeabilitas fokozasdban és a
gyulladésos infiltracio kialakitasban. Konturek és mtsai. a CCK-indukalta 6démas pancreatitis

modellen vizsgilta a PAF patomechanizmusban betdltott szerepét >, Eredményeik szerint a

crer

crer

PAF antagonistakkal ‘"'¥] csokkentette az akut pancreatitis sulyossagat. A PAF antagonista
lexipafant allatokban hatasosnak bizonyult, azonban a klinikai kisérletekben nem mérsékelte a

pancreatitis stlyossagat (19,

2.3.1.4. Mitokondrialis karosodas

Ismert, hogy a mitokondrialis funkci6 (legféképpen az ATP szintézis) nélkiilozhetetlen
a sejtek integritdsanak fenntartdsaban. E mellett, ezek az igen fontos organellumok a sejthalal
medialdsaban is részt vesznek. ATP hidnyaban a sejt nekrozissal pusztul el.

A szupramaximalis koncentracioban adott CCK kifejezett mitokondrialis

(20)

membranpotencial (AWm) depolarizacidt okoz pancreas acinussejtekben ', melynek hat4sara

valoszinileg csokken az ATP szintézis. A CCK altal kivaltott AWm depolarizaciét a

@D Paradox médon a Ca’'-t

citoszolikus Ca>" koncentracio-emelkedés medialhatja
felszabadito szekretagdgok (mint pl. a cerulein) fokoztdk az ATP szintet a citoszolban és az
egér acinussejtjeibél izolalt intakt mitokondriumban “?. A ceruleinnel kezelt patkanyokbol
izolalt mitokondriumokban a mitokondrilis 1égzés gatlodott, és csokkent a A¥m Y. Ezek a

valtozasok azonban visszafordithatok voltak extramitokondrialis ADP adasaval.
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Mitokondrialis diszfunkci6 esetén az acinussejtek intracelluldris szignalizacios
rendszere is zavart szenved. Az intracellularis Ca”>" szignal tovaterjedésének utjaban a sejt
retikulum egyfajta gatként szerepelnek: "felveszik" az arra haladé Ca®’-t **. Amennyiben a
mitokondriumok karosodnak, Ggy a sejtek intracellularis ATP koncentracidja is lecsokken.
Ezaltal gatlodnak az ATP dependens folyamatok, mint pl. a Ca®" endoplazmatikus
retikulumba- (a SERCA pumpa 4altal), illetve mitokondriumba vald visszavétele, valamint a
Ca”" plazma membranon keresztiili kipumpalasa (a plazma membran Ca*"-aktivalta ATP-4z
altal). Ezek a folyamatok mind szerepet jatszhatnak a toxikus intracellularis Ca®" szignal

kialakulasaban .

2.3.1.5. Oxidativ stressz

A szervezet milkddéséhez nélkiilozhetetlenek az oxigén molekuldk, azonban ezek
konnyen sejtkarositd hatastiak is lehetnek. A reaktiv oxigén-gyokok az oxigénmolekula
redukcigjaval enzimatikus (pl. NADPH oxiddz hatdsira makrofagokban), vagy nem-
enzimatikus aton (pl. a 1égzési lanc ,,melléktermékeként”™) képzédhetnek ?¢. Biologiailag a
szuperoxid-anion-, a hidroxil-, és a nitrogén-monoxid (NO) gyokoknek van jelentdsége. A
reaktiv oxigén metabolitok erdsen citotoxikus hatastak; karositjak a sejtmembrant (a lipidek,
illetve glikoproteinek peroxidacidja), a sejtfehérjéket (karbonil-proteinek képzddése), a DNS-t,
fokozzak a szervezet gyulladasos reakciojat. Az eukariota sejtek (beleértve a pancreas
acinusokat is) szamos enzimatikus ¢és nem-enzimatikus (C- és E-vitamin, glutation,
metallotionein, stb.) antioxiddns rendszerrel rendelkeznek. Eldbbiek koziil az endogén
metalloprotein-szuperoxid-dizmutazok (SOD, a mitokondridlis Mn-SOD ¢és a citoplazmaban
elhelyezked6 Cu/Zn-SOD) az O, semlegesitésében, a kataldzok és a glutation-peroxidaz
(GSH-Px) enzimek pedig a H,O, lebontasaban jatszanak dontd szerepet. Amennyiben a
gyulladas és az oxidativ stressz sulyos, a pancreaticus antioxidans enzimek aktivitdsa is
megemelkedik. Az akut pancreatitis kezdeti szakaszaban kimutattdk, hogy a pancreasban
lecsokken az endogén védo-hatdsu dizmutazok szintézise, illetve megnd a lipidek
peroxidaciojanak végterméke (azaz megemelkedik a szabadgyokok szintje) ¢”. Nemrégiben
fejeztek be egy kettds vak, randomizalt, prospektiv klinikai tanulmanyt, melyben az
antioxidans hatasu N-acetilcisztein, a szelén, és a C-vitamin terapiat vizsgaltdk akut

pancreatitisben ®®. Sajnos a kezelés nem eredményezett szignifikans javulast a betegekben. A
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sikertelen probalkozasok azt igazoljak, hogy a pancreatitis egy multifaktoridlis megbetegedés,

melyben egyes karos reakciok szeparalt gatlasaval nem feltétleniil lehet eredményt elérni.

2.3.1.6. Az acinuskarosodas és a sejthalal

Az acinussejtek elhalasa kulcsfontossagu szerepet tolt be a nekrotizald akut pancreatitis
lezajlasdban “”. A folyamat végbemehet spontan (nekrozis), vagy a sejt altal programozott
uton (apoptosis ¢€s autofagia). A pancreas nekrozis mértéke meghatiroz6 a betegség
kimenetelében. A sejt apoptoticus elhaldsa (a nekrozissal szemben) csokkenti a pancreatitis
stlyossagat. Az apoptosis soran az endogén protedzok hatisdra a sejt zsugorodni kezd,
kromatin 4allomanya kondenzalédik és elhal, de az organellumok nem jutnak ki az
extracellularis térbe. Az elhalt sejteket a makrofagok bekebelezik. Kiemelendd, hogy az
apoptosist csak minimalis gyulladas kiséri. Az apoptosis kialakuldsdban az egyik
legjelentdsebb endogén proteaz a kaszpaz. Kisérletes akut 6démads pancreatitisben kimutattak a
kaszpaz-3 és a kaszpaz-8 aktivitds fokozodasat @9 Ezen protedzok csokkentik a nekrozist,
illetve az intracellularis tripszinogén aktivaciot. Egyes transzkripcids faktorok intraacinaris
aktivacidja (pl. NF-xB, p53) szintén fokozza az apoptosist @9 Ezzel ellentétben a neutrofil
granulocitak aktivacidja elsdsorban a nekrozis felé tolja el a sejthalalt. A sejthalal tipusa
alapvetden a sejt ATP koncentracidjatol fiigg, amit nagyrészt a mitokondridlis diszfunkcid
befolyasol. A mitokondrium a sejtet éré direkt stresszhatisok vagy kaszpdzok rendszerén

keresztil is sériilhet.

2.3.2. Veédo faktorok

2.3.2.1. Tripszin inhibitorok

Fizioldgidsan szamos mechanizmus akadalyozza a pancreas Gnemésztédését V. Az
emésztéenzimek - igy a tripszin is - inaktiv zimogénként termelddnek. A tripszin inhibitorok
semlegesitik az aktiv termékeket. Egészséges emberben a pancreas enzimek tobbnyire a
duodenumban aktivalodnak enterokindz hatasara. A pancreasban termel8dd tripszin inhibitoron
kiviil a szérumban és a szovetekben is talalhatok egyéb gatlo faktorok (al-antitripszin, o2-
makroglobulin, antikimotripszin), melyek megkdtik és komplexet alkotnak a feleslegben
aktivalodott enzimekkel. A komplexeket a retikuloendotelialis rendszer fagocitalja és vonja ki

a keringésbol.
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2.3.2.2. Anti-inflammatorikus medidtorok: interleukin-10, szolubilis tumor nekrozis
faktor-a receptor, interleukin-1 receptor-antagonista

Az interleukin-10 (IL-10, kordbbi elnevezés szerint: citokinszintézis gatld-faktor)
elsésorban a gyulladéasos sejtek (monocitak, B €s T lymphocytak) éltal termelt mediator, mely
gatolja mas citokinek szintézisét @D Az anti-inflammatorikus mediatorok koziil eddig csak az
IL-10-r61 sikertilt kétséget kizarolag kimutatni, hogy csdkkenti az akut pancreatitis sulyossagat
(32.33.34)

A gyulladasos kaszkadban fontos szerepet jatszo TNF-o-nak és az IL-1-nek 1étezik a
szervezetben természetes gatloszere is (a szolubilis TNF-a receptor, illetve az IL-1 receptor-
antagonista). A szolubilis TNF-a receptor megkéti a TNF-a-t, igy az nem tud a
sejtmembranban talalhatd aktiv TNF-a receptorhoz kapcsolodni. Az IL-1 receptor antagonista
pedig elfoglalja a citokin kotéhelyét a receptoron. Mind a TNF-a receptor, mind az IL-1
receptor-antagonista alkalmazésa szignifikdnsan javitotta a talélést kisérletes akut

pancreatitisben ©7.

2.3.2.3. Pancreatitis-asszocidlt protein

A pancreatitis-asszocialt protein (PAP) egy 16 kD molekulatomegl szekretoros fehérje,
mely strukturalisan a C-tipust lektinekkel mutat rokonsagot ®®. A PAP az acinussejteket ért
karosodas hatasara fejezddik ki. Expresszidjanak gatlasa rontja, mig indukcidja javitja a

pancreatitis stlyossagat.

2.3.2.4. Poliaminok

A poliaminoknak (putreszcin, spermidin és spermin) nélkiilozhetetlen szerepiik van a
sejtek normalis miikodésében és tulélésében 6D A poliaminok pozitiv toltéssel rendelkeznek,
melyek a DNS-sel, az RNS-sel, a fehérje- ¢és foszfolipid strukturakkal is képesek
vesznek, mint példdul az ioncsatorndk és az adenilat cikldz esetén. Ezen kiviil antioxidans
hatéassal is rendelkeznek. Fiziologidsan a poliaminok L-argininbdl (L-ornitinen keresztiil) és
L-metioninbdl (S-adenozilmetioninon keresztiil) szintetizalédnak. Metabolizmusukat 3 6
enzim szabalyozza G% (1. abra). A poliamin bioszintézist az ornitin-dekarboxilaz (ODC) és az
S-adenozil-metionin-dekarboxilaz (SAMDC) medialja, mig a poliamin katabolizmus rate-

limitalé kulcsenzime a spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz (SSAT).
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SAM L-ornithin
l SAMDC l oDC
DcSAM Putreszcin \P A0
N'-Acetilspermidin
Spermidin /SSAT
DcSAM p o
T SAMDC N'-Acetilspermin
SAM Spe rmin SSAT

1. abra. A poliamin metabolizmus fo6bb enzimei. Az ornitin-dekarboxilaz (ODC) és az S-adenozil-
metionin (SAM)-dekarboxildz (SAMDC) a poliamin bioszintézist medidljak, mig a poliamin
katabolizmust a spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz (SSAT) szabélyozza. DcSAM: dekarboxilalt
SAM; PAO: poliamin-oxidaz.

Erdekes modon emlésdkben a pancreas tartalmazza a spermidint a legnagyobb
koncentracioban, de ennek jelentdésége nem igazan ismert 3940 Mindenesetre a poliaminok
fontossagat a pancreasban jol mutatja az a tény, hogy a poliamin katabolizmus aktivacioja a
SSAT enzimen keresztiil sulyos akut pancreatitist hoz létre transzgenikus patkanyokban “V. A
pancreaticus SSAT-aktivaciot és az ennek kovetkeztében kialakuld poliamin katabolizmust
tobb akut pancreatitismodellben €s human akut pancreatitises hasnyalmirigy szovetbdl is

kimutattak ¢>#4

2.3.2.5. H6-sokk fehérjek

A ho-sokk fehérjék (HSP-k) - vagy mas néven dajkafehérjék - mind a prokariota, mind
az eukaridta ¢lolényekben megtalalhatok, melyek nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a
kiilonb6zé organizmusok tualélésében. A HSP-k neviiket onnan kaptdk, hogy a sejtek
novekedési hdmérsekletétdl eltérd hé-sokk hatisra termelddésiik szignifikdnsan nd. Fontos
megjegyezni, hogy a hé-sokkon kiviil még szamos behatas indukélja e fehérjék szintézisét 4.
A HSP-k osztalyozasa kozelitdleges molekulatomegiik (kD) alapjan torténik, igy emlésokben a
f&bb HSP-k koz¢ tartozik a HSP110, -90, -70, -60, -47, -32, -28 és -10 “°.

A HSP-knek nélkiilozhetetlen szerepilk van egyes stresszhatdsok, betegségek

kivédésében, tulélésében, ill. az okozott karosodas mérséklésében. A HSP-k felismerik a

karosodott, részben vagy teljesen denaturalodott fehérjéket. Hozzajuk csatlakozva stabilizaljak
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Oket, és visszaallitjdk nativ konformdciojukat. Az irreverzibilisen roncsolodott fehérjéket
megjelolik, és a proteoszomakba ,,irdnyitjak”. A HSP-k sejtvédd szerepét tamasztja ala, hogy
mennyiségiik novelésével (pl. indukcioval, tultermeléssel) a sejtek stressztiird képessége
javithato, mig génjeik teljes vagy részleges delécidja esetenként a sejtek halalahoz, de
mindenképpen csokkent stressz tolerancidhoz vezet “**. Fontos megemliteni, hogy a HSP-k a
normadl koriilmények kozott novekvd sejtek fehérjéinek is 5-10 %-at teszik ki. Az eldbb

emlitetteken  kivil a  kiilonbozé  fehérjék  bioszintézisében, transzportjdban és

crer

crer

meglévo adatok is ellentmondésosak. A pancreasban a fébb HSP-k koziil a HSP90, -70, -60 és
-20 4llanddan jelen van vagy indukéalhaté (pl. hé-sokkal) “7*®. Az alapvetden mitokondrialis
fehérjének tartott HSP60-at a pancreasban az acinussejtek szekretoros granulumaiban is
kimutattak “”. A HSP60 valdszinlileg a szekretoros fehérjék idé eldtti autoaktivacidjat
akadalyozza meg “*°?. Hasonlo tripszinogén aktivaciogatlé hatast mutattak ki a HSP72 esetén
is. Ez igen kiilonos, hiszen a HSP72 egy citoplazmatikus fehérje © 2

Irodalmi adatok alapjan nem teljesen egyértelmii a HSP-k expresszidjanak valtozasa
akut pancreatitisben. Cerulein-indukalta pancreatitisben a HSP60 és HSP72 szint fokozddasat

(52:53,54) (3339 s leirtak. Weber és mtsai. szerint a szupramaximalis dozisi

¢és csokkenését
ceruleinnel indukalt pancreatitis €s a hyperthermia is fokozza a HSP70 szintézisét a
pancreasban © Y. A cerulein-indukalta pancreatitisben képz6dé HSP72 sejtvédd hatasat Bhagat
és mtsai. antiszenz HSP72 oligonukleotidok felhasznalasaval bizonyitottak ©”. Strowski és
mtsai. a HSP60 és -70 szintek csokkenését észlelték cerulein stimulaciot kovetden ©. Ethridge
¢s mtsai. kimutattak, hogy ceruleines pancreatitisben a HSP-k szintézisének szabdlyozasaért
felelos transzkripcidos faktor: a hd-sokk faktor. Ennek aktivacioja a HSP27 és -70

(53)

indukci6jahoz vezet egerekben . O’Reilly és mtsai. kimutattdk, hogy a hd-sokk faktor

(csakugy, mint a NF-kB) human akut pancreatitisben is szisztémasan aktivalodik ©*. Nagy
pancreatitisben tobb HSP expresszidja is fokozodik. Ezek koziil az acinus-karosodas
legérzékenyebb indikatoranak a HSP72 bizonyult “”. A HSP72 fontos szerepére utal Balog és
mtsai-nak vizsgéalata is, mely szerint a HSP70 gén polimorfizmusa fokozta a stlyos akut
pancreatitis eléfordulasanak gyakorisagat *.

Wagner és mtsai. ©" igazoltdk, hogy amikor a patkanyok testhémérsékletét fokozatosan
42 °C-ra emelték, és ezen a héfokon tartottdk 20 percig, akkor tobb kiilonbozé

molekulatdmegili pancreas fehérje szintje is emelkedett (90-, 72-, 59-, 58- és 30 kD). A 72 kD
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méretll protein a HSP70 indukalhaté formajanak bizonyult. Az indukalhaté HSP70 (HSP72)
mellett a konstitutiv HSP70 forma (HSP73) szintén jelen volt, és hypertermids kezeléssel a
szintje emelkedett. Wagner és mtsai. (61), Lee és mtsai. (50), Frossard és mtsai. (62’63), Otaka és

(52,57)

mtsai. ©**” Bhagat és mtsai. és sajat kisérleteink is ©® bizonyitottak, hogy a hé-sokk

elokezelés (prekondicionalas), és ezaltal a HSP indukcid csokkenti az ezutdn létrehozott

(64,65)

ceruleines/CCK-es pancreatitis sulyossagat. A protektiv hatist a japan , ill. amerikai

(52,57,62,63) kutatécsoport a hidegvizes eldkezeléssel indukalt HSP60-nak, mig a német

kutatocsoport ©1)

a teljestest melegités utan szintetizalédott HSP70-nek tulajdonitotta.
Szerintiik a HSP70 expressziojanak idébeli lefutasa jol korrelélt a ceruleines pancreatitis elleni
védo hatassal. A vita még korantsem eldontott, abban viszont minden kutatdcsoport egyetért,
hogy a HSP60 és HSP70 protektiv hatasa valdsziniileg a fehérjék chaperon funkciojanak
tulajdonithatd. Frossard €és mtsai. azt is kimutattdk, hogy a jotékony hatdsu hyperthermias
elékezelés a HSP70 indukcid mellett NF-kB aktivacid gatlast is eldidézett cerulein-indukalta
akut pancreatitisben 62 Weber és mtsai-nak vizsgalatai szerint a HSP70-nek a ceruleines
pancreatitismodell mellett a dibutilin-dikloriddal kivéltott panreatitisben is védd hatasa van ©7,

Az allatok testhdmérsékletének mesterséges valtoztatisa a HSP-ken kiviil mas
faktorokat is befolyasolhat, éppen ezért fontos kiemelni, hogy a nem-termalis HSP indukcionak

1s védé hatdsa van az akut pancreatitisszel szemben (63.68)

. A HSP-k sejtvédd szerepét
bizonyitjdk Kubisch és mtsai-nak eredményei is, akik kimutattdk, hogy a HSP27-et
overexpresszald egerekben kisebb foku volt a cerulein-indukalta akut pancreatitis sulyossaga
(69)

A HSP-k expresszigdjat tobbnyire karos behatasok indukaljak. Az igazi kihivas abban
rejlik, hogy oly modon fokozzuk a HSP-k szintézisét, hogy az a lehetd legkevésbé legyen
toxikus a szervezetre. Az elébbiekbdl kovetkezéen nem nehéz belatni, hogy a HSP termelést
indukald gyodgyszerekben Gjszer(i terapias lehetdségek rejlenek. Nem véletlen, hogy szdmos
nagy gyogyszergyar is jelentOs energiat és pénzt aldoz e vegyiiletek kutatasara.

A HSP indukcié lehetséges terapias alkalmazasat pancreatitisben a Ph.D.

79 &5 az ahhoz kapcsolodd kozleményekben 0571727 korabban mar

disszertacidmban
részletesen diszkutaltam, éppen ezért jelen dolgozatban ezzel a témaval nem kivanok bévebben

foglalkozni.

2.3.2.6. Pancreas ductalis HCOj3™ és folyadék szekrécio
A ductalis HCO3™ ¢és folyadék szekrécio alapvetd fontossdgu a pancreas integritdsanak

megOrzésében %) Az intakt ductalis ham fontos szerepet tolt be a pancreas enzimek kéros
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crer

pancreasvezeték-obstrukcié megemelkedett intraductalis nyomast okozva hozzajarul a ductalis
barrier sériiléséhez. Ennek kovetkeztében az aktiv emésztéenzimek szétterjednek a pancreas
szovetben, €s tovabb stlyosbitjak a kérfolyamatot.

A ductalis szekrécid karosoddsa (pl. cisztas fibrozis esetén) Onmagaban is képes
pancreatitist indukalni. Az utobbi években dertilt ki, hogy az akut pancreatitis kialakuldsaban
szerepet jatszo faktorok (pl. epesavak, etanol) fokozzak a pancreas ductalis sejtek HCO3; ¢és

crer

pancreasbol a toxikus faktorokat (pl. aktivalodott emésztdé enzimeket). A hiperszekrécio a
Vater papilla obstrukcio miatt visszadramlo epesavak kérosité hatasa ellen is véd 7”. A HCOs
szekrécio alkalizalja a lument, csokkenti a tripszinogén aktivaciojat, patologias koriilmeények
kozott az aktiv tripszin kimosasaban jatszhat szerepet. A luminélis pH jelentdségére Freedman

és mtsai. ¥

, illetve Noble és mtsai. " kitiin6en ravilagitottak. A luminalis pH korrekcioja
cisztds fibrozisos egerekben helyredllitotta az acinussejtek membran-transzportjanak
defektusait ¥, A poszt-endoszkopos retrograd cholangiopancreatographia-indukalta akut
pancreatitis sulyossdga szignifikansan nagyobb volt a pH 6-os kontrasztanyag hasznalata
esetén a pH 6,9-es vagy a 7,3-as oldatokhoz képest 7. Osszességében tehat megéllapithato,

hogy a fokozott ductalis HCO5 ™ és folyadékszekrécid védd hatasu lehet akut pancreatitisben.
2.4. Experimentalis akut pancreatitismodellek

Az allatkisérletes vizsgalatok lehetdséget nyujtanak a pancreas betegségek
modellezésére, a patomechanizmus tanulmédnyozésara €s a pancreatitis kivédésében szerepet
jatszo vegyliletek tesztelésére ®9  Talan nem nagy felel6tlenség kijelenteni, hogy az akut
pancreatitis patomechanizmusanak kozvetlen tanulméanyozéasara tobbnyire csak allatkisérletes
modellek soran van lehetdség. Az experimentalis modellek elénye, hogy tetszdleges szamban
ismételve nagy egyedszami homogén csoportokon vizsgalhatok az akut pancreatitis kivaltd
faktorai, izolalt, 6nall6 részletei a pancreatitis kivaltasat kovetd elsé pillanattdl kezdddden.
Ahhoz, hogy egy modell megfelelden hasznalhaté legyen, jol kell reprezentdlnia a human
betegség jellegzetességeit, laboratdériumi eltéréseit és szovettani elvaltozésait. Fontos
megemliteni, hogy az elérhetd akut pancreatitismodellek nem teljes egészében reprezentaljak a
human betegséget. Példaul ismert az a tény, hogy az akut pancreatitis leggyakoribb etiologiai

tényezdje az alkoholfogyasztds és a choledocholitiasis. Ezért elséként alkohollal és
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epesavakkal folytak kisérletek az akut pancreatitis kivaltdsdra. Azonban az etanol tartds
¢s/vagy nagy dozisu adagolésaval ragcsalokban nem lehet pancreatitist indukalni.

Az enyhe 6démas akut pancreatitis patomechanizmusa jol vizsgalhatd az altalanosan
elfogadott CCK-es/ceruleines-modellben patkanyban. A nekrotizdld6 akut pancreatitis
patomechanizmusanak- és a kezelési alternativdk tanulméanyozéasara tobb allatmodell is
rendelkezésiinkre all. Ezek nagy része invaziv (pl. epesavak retrograd injekcidja a
hasnyalmirigy vezetékbe ®', illetve a zart duodenum kacs modszer ), vagy a pancreas
karosodasanak mértéke nem jol reprodukalhato, illetve inhomogén eloszlast (pl. a kolin-
deficiens etioninnal kiegészitett diétaval kivaltott pancreatitis esetén ). A nem-invaziv
beavatkozas, a reprodukalhatosag vagy a homogenitds ugyanakkor kivanatos kritériumok egy
experimentalis dllatmodell esetén.

Az akut pancreatitismodellek indukcioja invaziv és nem-invaziv modszerekkel torténik.
A betegség indukcidjdhoz szamos éllatfaj (pl. patkany, egér, kutya, oposszum), anyag és
technika bizonyult hasznalhatonak. A nagyszama modellre valo tekintettel a kdvetkezékben

csak a fontosabb invaziv és nem-invaziv pancreatitismodelleket tekintem at.

2.4.1. Invaziv modellek

Invaziv modellek esetén a pancreatitis-indukcidé minden esetben mitéti eljarés
segitségével torténik. A ductus choledochusban elakadt epekd obstrukciojat (ami az epe és a
pancreas emésztéenzimek elfolydsi akadalyat, megemelkedett intraductalis nyomast és
esetlegesen biliopancreaticus refluxot eredményez) a duodenum lekotésével Pfeffer és mtsai.
modellezték elsdként kutyakban @9 A duodenum zart kaccsé alakitasa utan 24 6ran beliil akut
hemorrhagias pancreatitis alakul ki patkanyokban ®2) A zart duodenumkacs képzésen alapuld
invaziv modellekben a korkép jellegzetességei nagyon hasonlitanak a Billroth II. tipust

® A technikat Chetty és mtsai. azzal

gyomormiitéten atesett betegek pancreatitiséhez
egészitették ki, hogy az elzart bélkacsba epesavat injektaltak (86), Eredményeik alatamasztottak,
hogy a biliaris reflux is szerepet jatszik az akut pancreatitis kialakulasaban. Tobb kisérlet soran

81) £

és ujabban egerekben ¥ i

kutyékban ®7, patkanyokban is megfigyelhetd a retrograd ductalis
injekcid nekrotizald akut pancreatitist kivalto hatasa. Leggyakrabban epesavakat hasznalnak az
injekcidhoz, de epével vagy aktivalt pancreas enzimekkel is kivalthaté a betegség. Az akut
pancreatitis sulyossdga az injektalt anyag természetétdl, az oldat koncentraciojatol,
volumenétdl és az injektalasi nyomastol fiiggden valtozik. Ujabban a G-proteinhez kapcsolt

sejtfelszini epesav receptor, a Gpbarl kritikus szerepét is leirtak a betegség patogenezisében
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#9 A vascularis modellekben a pancreas artérias vagy vénas keringésének akadalyozasa vezet

a gyulladas kialakulasghoz ©*°V.

2.4.2. Nem-invaziv modellek

Az akut pancreatitis kutatisban talin a leggyakrabban hasznalatos akut
pancreatitismodellt CCK-nel, illetve annak analdgjaval, ceruleinnel valtjak ki. A parenteralisan

[intravéndsan (i.v.), intraperitonealisan (i.p.) vagy szubkutan (s.c.)] adott CCK/cerulein

crer

mér gatolja a szekréciot, és akut pancreatitist okoz. A cerulein patkanyban enyhe 6démas- ©2,

(93), malacokban viszont nem indukal

egerekben sulyos nekrotizaldé pancreatitist indukal
betegséget 69,

fgéretes modellnek indult egerekben a kolin-hidnyos etionin-kiegészitett diétaval
kivaltott sulyos haemorrhagias akut pancreatitis ®. A mortalitas 0-100 %-ig valtozik a kolin-

deficiens diéta hosszusagatol fiiggden ©3)

. A modell a human pancreatitishez hasonlo
korszovettani képpel, ascitessel, aciddzissal €s hipoxidval jar. Komoly hatranya a modellnek,
hogy csak a ndstény allatokban okoz elvaltozasokat, és nem jol reprodukalhatd. A
reprodukélhatésaghoz fontos az allatok korat, testtomegét és az ételbevitel mennyiségét minél
pontosabban egyeztetni 3 Tovabbi hatranya a modellnek, hogy a specidlis diéta a parotist, a
majat és az agyat is karositja.

Béar onmagéaban az alkoholfogyasztds nem indukal pancreatitist, egyes kisérletek
alapjan az alkohol (mintegy szenzitizdlva a pancreast) mas modszerekkel kombindlva
hozzajarul a betegség kivaltasahoz. Wedgwood ¢€s mtsai. szerint a pancreas ductus
permeabilitasat a per os adagolt alkohol noveli ®®. Vizsgalataik szerint az etanolos tejjel itatott
macskakban a pancreaskaniilon bejuttatott aktiv emésztéenzimek hatasara 6démas pancreatitis
alakult ki, mig a kontroll allatokban nem taldltak gyulladasos jeleket a pancreasban.
Patkdnyokban az etanolos eldkezelés utdn alkalmazott CCK sulyosabb pancreatitist
eredményezett a kontroll csoportban (csak CCK-nel kezelt allatok) kialakuldo betegséghez
képest. Ennek hatterében az etanoldiéta altal kivaltott fokozott acinaris CCK érzékenység allhat

OD Tovabbi kisérletek szerint az iv. adott alkoholos infuzi6 csokkenti a hasnyalmirigy

(93)

vérellatasat kutyakban . Weber és mtsai. elképzelése szerint a pancreasban keletkezd

szabadgyokok és aktivalt antioxidans rendszerek ardnytalansdga fontos szerepet jatszik a

dibutiltin-diklorid/etanol-indukélta interstitialis pancreatitis patomechanizmusaban ©”.
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A bézikus aminosavak (L-arginin és L-lizin) pancreast karositd hatdsa régdta ismert

©9100.19D " A7 jp. injektalt nagy dozisti L-arginin akut pancreatitist valt ki patkanyokban

09.102.103) o5 egerekben 109 Az L-arginin-indukalta pancreatitis vizsgéalatanak nagy
hagyomanya van a SZTE, AOK, I. sz. Belklinika Pancreas Laboratériuméanak kutatasaiban (Id.
pl. 1019197 " A7 arginines pancreatitis indukciéjanak patomechanizmusa a mai napig sem
teljesen ismert, de feltételezhetd, hogy az oxigén szabadgyokok %V, a gyulladasos faktorok
199" az endoplazmatikus retikulum stressz 198 a NO 9 ¢s a poliaminok “2) i egyarant fontos
szerepet jatszanak ebben. Az L-arginin tobb utvonalon keresztiil metabolizal6dhat (19 Ezen
folyamatok két kulcsenzime a NO szintetaz (NOS), illetve az argindz (2. abra). A NOS
(melynek harom izoformdaja ismert: a konstitutiv endotelidlis és -neurondlis, illetve az
indukalhaté forma) az L-arginin 4talakulasat katalizalja L-citrulliné NO képzédésével V. Az
arginaz enzim az L-arginint L-ornitinné €s ureava hidrolizélja. Az argindz | izoforma a
citoszolban taldlhatd. Legmagasabb szdveti expresszidt a majban mutat, mig a mitokondrialis
argindz I szamos extrahepaticus szovetben megtalalhato.

Az L-lizin pancreast karositd hatasardl igen kevés informécio van a szakirodalomban.

(101), illetve Kishino és mtsai. %

Kitajima ¢és Kishino vizsgélata szerint az i.p. adott 4 g/kg L-
lizin injekcid kiterjedt szovetkdrosodast, acindris mitokondridlis duzzadast és

ellentmondasosan gyullad4sos besziirddés nélkiili sejtnekrdzist okozott.
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2. abra. Az L-arginin metabolizmusa. A nitrogén-monoxid (NO) szintdz az L-arginin konverziojat
katalizalja NO-da és L-citrullinné. Az arginaz az L-arginint L-ornitinné és ureava hidrolizalja.

Az akut pancreatitismodellek tobbsége invazivitasuk, kivitelezési nehézségiik (pl.
retrograd ductalis epesav injekcid, duodenum kacs lekotés), vagy nem megfeleld
reprodukalhatésaguk miatt nehezen hasznalhatok. A szakirodalomban hianyzik egy olyan
egyszerli, nem invaziv, reprodukalhato ¢és homogén eloszldsu nekrotizald pancreatitis
allatmodell, amely hasonlit a human betegség laboratoriumi és morfologiai elvaltozasaira. Egy
ilyen ,,idealis” modell kitinden hasznosithaté lenne az akut pancreatitis patogenezisének
vizsgalatara. Ezaltal olyan 1) gyogyszer tamadaspontokat Ilehetne azonositani, ahol

beavatkozhatnank a betegség korlefolyaséaba.
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3. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran célul tlztik ki az experimentdlis akut pancreatitis
patomechanizmusédnak vizsgalatat, kiilonds tekintettel a bazikus aminosavak altal kivaltott

nekrotizalé korformara. Célunk volt olyan kulcsfontossagl célpontok azonositésa is, melyek a

crer

Részletesebb céljaink a kovetkezdek voltak:
Megvizsgalni:

A.) a nagy dozisban i.p. adott L-arginin és kiilonb6z6 metabolitjainak, valamint az L-lizin

és az L-hisztidin hatasat a pancreasra.

B.) az akut pancreatitis patogenezisében részt vevo
a.) NF-xB transzkripcios faktor,
b.) HSP-K,
c.) poliaminok
d.) arginaz és

e.) szabadgyokos mechanizmusok szerepét.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Anyagok

4.1.1. Allatok

Kisérleteinkhez standard koriilmények kozott tartott 180-300 g tomegli him Wistar
patkanyokat hasznéltunk az allatvédelmi- és etikai szabalyoknak megfelelden. Az allatokat a
Szegedi Tudoméanyegyetem, AOK, Domaszéki Allathazatol szereztiik be. A kisérletek kezdete
el6tt legalabb egy hétig az 1. sz. Belgyogyaszati Klinika Allathazaban szobahSmérsékleten, 12
oras sotét-vilagos ciklusokkal tartottuk dket. A patkanyoknak szabad hozzaférésiik volt vizhez
¢s standard laboratériumi taphoz (Biofarm, Zagyvaszantd). Az allatkisérleteket a SZTE,
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag és a Csongrad Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatési
Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosaganak engedélye alapjan

végeztiik.

4.1.2. Vegyszerek és oldatok

A laboratoriumi vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag)
rendeltiik. A (+)-S-2-amino-6-jodoacetamido-hexdnsavat (AIHA) az Alexis Biochemicals-t6l
(San Diego, CA, USA), a Boc-Gln-Ala-Arg-7-amino-4-metilkumarint a Bachemtél (Weil am
Rhein, Németorszag) vasaroltuk. A nyual anti-HSP72 ellenanyagot Dr. Kurucz Istvantol, a nyul
anti-IkB-a, a kecske anti-IkB-f3 és anti-HSP27 ellenanyagot a Santa Cruz Biotechnology-t6l
(Santa Cruz, CA, USA), a tormaperoxiddz enzimmel konjugélt masodlagos ellenanyagokat a
Dako-t6] (Glostrup, Dénia) szereztiik be. A poli(dIdC)-t az Amersham Pharmacia-tol, a [y->P]-
ATP-t az Izotop Intézet Kft.-t6]l (Budapest, Magyarorszag) vettiikk. Az aprotinint (Gordox) a
Richter Gedeon NyRt.-t6]1 (Budapest) kaptuk ajandékba. A poliamin analog 1-metilspermidint
(MeSpd) 3-aminobutanolbél egy orosz kutatocsoport szintetizalta szamunkra ', Az
aminosavak tobbségét (L-arginin-HCI, L-ornitin-HCI, L-citrullin és L-lizin) 1,424 M/l
koncentracioban, fiziologias sdoldatban oldottuk fel. Az oldatok pH-jat 7,4-re allitottuk be
NaOH-dal vagy HCl-val. Az L-hisztidin-HCI az el6bbi aminosavakhoz képest fiziologias
sooldatban joval kisebb mértékben oldodik, igy azt alacsonyabb koncentracioban (61 mg/ml,

pH = 7,4) tudtuk csak oldani.
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4.2. Modszerek

4.2.1. Kiserleti protokollok leirdsa

4.2.1.1. Az L-arginin és kozvetlen metabolitjainak, valamint az L-hisztidin és L-lizin
dozisfiiggo hatasanak vizsgalata

A patkényokat (n = 4-12) 1-5 g/kg L-arginin-HCl-dal, L-ornitin-HCI-dal, D-ornitin-
HCl-dal, L-citrullinnel és/vagy a NO donor nitroprusszid-natriummal, illetve L-hisztidin-HCI-

dal vagy L-lizinnel oltottuk be i.p., majd 24 o6ra elteltével felaldoztuk Sket.

4.2.1.2. Az L-arginin-, L-ornitin-, ill. L-lizin-indukdlta akut pancreatitis idobeli
lefolyasanak vizsgalata

Az el6z6 kisérlet eredményei alapjan az iddbeli lefolyas vizsgalatdhoz a 3-4 g/kg
L-arginin-HCl, 3 g/kg L-ornitin-HCI, illetve 2 g/kg L-lizin ddzist hasznaltuk az allatok (n = 5-
10) i.p. injekcidjahoz. A méréseinkhez sziikséges mintavételt az allatok beoltasat kdvetden 0,5-

96 oraval, 1 héttel, illetve 1 honappal végeztiik el.

4.2.1.3. Az irreverzibilis arginazgatlo kezelés hatdsa az L-arginin-indukdlta akut
pancreatitisre

A patkanyokat 15 mg/kg AIHA-val vagy annak vivéanyagaval kezeltiik i.p. 1 6réval a
fiziologias sooldat vagy a 3,5 g/kg L-arginin-HCIl i.p. injekcidja elott (n = 6). A patkdnyokat az

L-arginin injekci6 utan 24 o6raval dolgoztuk fel.

4.2.1.4. Az I-metilspermidin hatdsa az L-ornitin-indukadlta akut pancreatitisre

A patkanyokat hat csoportra osztottuk. Az 024 csoportban (n = 8) a patkdnyokat 4
oraval az L-ornitin injeckcio (3 g/kg, i.p.) eldtt (n = 4) vagy utan (n = 4) fiziologias sdoldattal
oltottuk i.p. Az MO24 csoportban (n = 6) a patkdnyokat 50 mg/kg MeSpd-nel kezeltiik i.p. 4
oraval a 3 g/kg L-ornitin (i.p.) injekcid eldtt. Az OM24 (n = 6) csoportban a patkanyok 50
mg/kg MeSpd-t kaptak ip. 4 6raval a 3 g/kg L-ornitin injekcid6 utdn. Az 048 (n = 5)
csoportban az allatokat 3 g/kg L-ornitinnel injektaltunk i.p., és fiziologias sooldattal kezeltiik 4
¢és 24 oraval a pancreatitis indukciojat kovetden. Az OM48 csoportban (n = 5) a patkdnyokat az
L-ornitin (3 g/kg) injekcid utan 4 és 24 oraval i.p. 50 mg/kg MeSpd-nel kezeltiik. A csoportok

jelolésében a 24 és a 48 az L-ornitin injekciotol szamitott felaldozas iddpontjat jelenti draban.
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4.2.1.5. A pirrolidin-ditiokarbamat és metilprednizolon elokezelés hatdsa az L-arginin-
indukalta akut pancreatitisre

Az Aallatokat pirrolidin-ditiokarbamattal (PDTC-tal) (1-, 10-, 100 mg/kg i.p.) vagy
metilprednizolonnal (MP-nal) (1-, 10-, 30 mg/kg i.m.) kezeltiik 1 6raval az akut pancreatitis
indukcidja eldtt (3 g/kg L-arginin-HCl i.p.) (n = 6). A patkdnyok egy masik csoportja (n = 6) az
L-arginin injekcio eldtt fizioldgids sooldatot kapott i.p. a MP vagy a PDTC helyett. Teszteltiik
a PDTC ¢és a MP hatéasat is dnmagaban (L-arginin kezelés nélkiil); ez esetben az allatok
fiziologias soéoldatot kaptak ip. L-arginin helyett. Az allatokat 24 o6raval az

L-arginin/fiziologiés sooldat injekcidja utan véreztettiik ki.

4.2.1.6. A metilprednizolon eldkezelés hatasa a cholecystokinin-indukalta akut
pancreatitisre

A MP elékezelés (2 x 30 mg/kg i.m. 12 6ras 1d6kozzel adva) hatdsat CCK-indukalta
akut pancreatitisben (2x100 pg/kg s.c. 1 ords id6kozzel adva) is megvizsgaltuk (n = 6). Az
allatok masik csoportja a MP vivdanyagat kapta i.m. a CCK injekciok eldtt (n = 6). Az

allatokat a méasodik CCK oltas utan 30 perccel, illetve 1-, 2-, 3- és 4 oraval aldoztuk fel.
4.2.2. Allatok feldldozdsa, mintavétel

Az allatok feladldozasa minden esetben i.p. adott 44 mg/kg pentobarbitallal val6 altatas
utan az aorta abdominalison keresztiili exsanguindcioval tortént. Az abszolit kontroll
csoportokban a patkdnyok minden esetben i.p./s.c./i.m. fizioldgids sdoldat/vivéanyag
kezelésben részesiiltek (n = 6). Exsanguinalasuk 24 ora elteltével tortént. Az allatok
hasnyalmirigyét abdominalis feltaras utan kipreparaltuk, és 4 °C-on megtisztitottuk a
nyirokcsomoktol és a zsirtdl. A pancreas tomegét megmértiik, majd folyékony nitrogénes
fagyasztas utan felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Egyes kisérletek esetén az allatok majabol,
ves€jébol és tiidejébdl is vettiink mintdkat. Az aorta abdominalisbdl nyert vérmintakat 2.500g-

vel 20 percig centrifugaltuk, majd a szérumot -25 °C-on taroltuk a mérések elvégzéséig.
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4.2.3. Laboratoriumi paraméterek mérése

4.2.3.1. Pancreas tomeg/testtomeg hanyados
A pancreas tomeg/testtomeg hanyados (p.w./b.w.) a gyulladdsos 6déma mértékérdl ad
informaciot. A hanyadost a kipreparalt, megtisztitott hasnyalmirigy és az allatok tomegének

lemérésése utan hataroztuk meg.

4.2.3.2. Amiliz-, lipdz- és aszpartit-aminotranszferdz aktivitds és ghikéz-, Ca’'-,
triglicerid-, urea-, kreatinin-, arginin-, ornitin- és citrullin koncentraciok

A fenti laboratoriumi paramétereket - az aminosavak kivételével - standard kitek
segitségével hataroztuk meg (Dialab, Bécs, Ausztria illetve Diagnosticum, Budapest,
Magyarorszag). Az aminosav koncentraciokat Chase és mtsai. modszere alapjan hataroztuk

o Ly cror e ’ S r s 1 (113
meg tomegspektrometrias eljarassal, sziirpapiron széritott szérum mintakbol .

4.2.3.3. Pancreaticus tripszinogén és tripszin aktivitas

A pancreas tripszinogén mennyiségét Nagy €s mtsai-nak a modszere szerint hataroztuk
meg Y. A pancreast 9-szeres térfogatn jéghideg 0,02 M Tris-HCI (pH = 7,8), 0,15 M NaCl és
0,1 % Triton X-100 pufferben homogenizaltuk. Az enzimaktivitds mérését a szupernatins
frakciobdl centrifugéalas (20.000g, 30 perc) utan végeztiik. A tripszinogén aktivitast 200-szoros
higitast homogenatumbol enterokindzzal valo aktivaciot kovetéen 80 mM Tris-HCI (pH = 8),
25 mM CaCl, és 100 ug/ml bovin szérum albumin oldatban (37 °C, 120 perc) hataroztuk meg
egy para-nitroaniliddel konjugalt szubsztrat segitségével.

A pancreas tripszin aktivitisat fluoriméterrel mértik !'>. Réviden Ssszefoglalva: a
pancreas mintakat eldszor jégen homogenizaltuk 5 mM MES-t (pH = 6,5), 1 mM MgSOs-ot, és
250 mM szukrozt tartalmazo pufferben. 25 pl homogenizatumot 37 °C-on 5 percig inkubaltuk
a kovetkezd Osszetételll puffer hozzdadasaval: 50 mM Tris (pH = §), 150 mM NaCl, 1 mM
CaCl,, 0,1 mg/ml marhaszérum albumin és 0,1 mM Boc-Gln-Ala-Arg-7-amino-4-metilkumarin
(utobbi anyag a tripszin specifikus szubsztratja). Az aktiv tripszin a szubsztratot hasitja,

melynek kovetkeztében 440 nm-en emittald 7-amino-4-metilkumarin termék keletkezik.

4.2.3.4. Pancreaticus mieloperoxiddz aktivitas

A pancreaticus mieloperoxidaz (MPO) aktivitds vizsgalata Kuebler és mtsai. leirasa

(116)

alapjan tortént A méréshez mesterséges szubsztratot (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin)
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hasznaltunk, ami az MPO 4ltal katalizalt redoxireakcid sordn kék szintivé valt. Az egységnyi
id6 alatt keletkezett termék mennyiségét Hitachi U-2900-as spektrofotométer segitségével

hataroztuk meg, igy kovetkeztettiink a MPO aktivitas mértékére.

4.2.3.5. Arginaz aktivitds

A kontroll allatokbdl nyert maj, pancreas, vese és tidd egy részét 9-szeres térfogata
(tomeg/térfogat) jéghideg pufferben [S0 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM fenil-metil-szulfonil-
fluoriddal (PMSF), 4 mM benzamidin, 100 U/ml aprotinin] Ultra-Turrax homogenizal6 (IKA-
Labortechnik, Staufen, Németrorszag) segitségével 2 x 30 masodpercig homogenizaltuk. A
homogenatumokat 25.000g-n 30 percig (4 °C-on) centrifugaltuk, és a szupernatansokbol hé-
aktivalast (60 °C, 20 perc) kovetden az arginaz aktivitist exogén L-arginin hozzaadasaval
kolorimetrids modszerrel mértiik az urea felszabadulas mennyiségi meghatarozasaval (.
Roviden: 20 mM L-arginin-HCl szubsztrat- (pH = 9,7), 0,2 mM MnCl,—ot €s a mintat 250 ul
Ossztérfogatban vegyitettiik, és 37 °C-on 5-15 percig inkubaltuk. A reakciokat 250 ul 1 M
HCIO4 hozzaadasaval allitottuk le. A centrifugalast kovetden az urea meghatarozashoz 140 pl
feliiliszot hasznaltunk 1,36 ml diacetil-monoximetio-szemikarbazid reagens hozziadasaval
Coulombe és Favreau modszere szerint ''®. A 0-120 uM AIHA arginaz aktivitas gatlo hatasat

patkanymaj-homogenatumon, illetve tisztitott marhamaj arginazon néztiik. A patkdnyok teljes

viztér nagysagat 80 %-nak véve, a 60 uM AIHA 15 mg/kg in vivo ddzissal equimolaris.

4.2.3.6. Pancreaticus ho-sokk fehérje és IkB fehérje expresszio

A pancreaticus HSP72, HSP27, IkB-a ¢és IxB-B fehérje-expresszid6 mértékét Western
blot analizis segitségével hatdroztuk meg. A pancreas mintdkat Dounce homogenizatorral
lizaltuk, centrifugéltuk, majd meghataroztuk a homogenizatumok citoplazmatikus frakcidjanak
fehérjét vittiink fel, és a mintakat elektroforetizaltuk ''”. A fehérjemennyiség ellenérzésére a
gélt Coomassie Brilliant Blue R250-nel festettik meg. A gélen megfuttatott fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk (1 6ra alatt 100 V-on). A membrant Ponceau S oldattal
festettiik (a transzfer ellendrzésére), majd 1 oran keresztiil 5 % zsirmentes tejben (Biorad, Bécs,
Ausztria) inkubaltuk. Ezt kovetéen a membrant 1 oran at, szobahdmérsékleten 1:10.000

higitasi nyal anti-HSP72 (2

, 1:500 higitast nyul anti-IkB-o vagy kecske anti-IxB-3
ellenanyaggal hibridizaltuk. A membranhoz 1:10.000 higitdsban tormaperoxiddz enzimmel

konjugalt nytl- vagy kecske-ellenes immunglobulint adtunk, és egy 6rdn 4t inkubaltuk. Az
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immunreaktiv fehérjéket erdsitett kemilumineszcencids modszerrel Fuji RX rontgenfilmen
detektaltuk. A fehérjecsikok mennyiségi elemzését ImagelJ software (NIH, Bethesda, MD,
USA) segitségével végeztiik.

4.2.3.7. Nuklearis fehérje extrakcio és elektroforetikus ,, mobility shift assay”

A sejtmagi fehérjéket lényegében Dignam és mtsai. modszere alapjan preparaltuk (2.
250-300 milligramm pancreas mintat hipotonias 4 pufferben [kiegészitve 1 mM PMSF-dal 4
mM benzamidinnel, 100 IU/ml aprotininnel és 1 mM ditiotreitollal (DTT)] iiveg Dounce
homogenizaloban lizaltunk. Ezt kovetéen a homogenatumot 25 percig 4 °C-on rotaltuk, majd
0,3-0,4 %-o0s végkoncentracioban Nonidet P-40-et adtunk hozz4. A mintat roviden vortexeltiik,
¢és 2 percig jégen inkubaltuk. A nuklearis pellet-et centrifugédlassal 6sszegytjtottiik (13.000g,
50 s, 4 °C). A feliiluszot (citoszolikus frakcid) megtartottuk Western blot analizisre (HSP60,
HSP72, IkB-a ¢és IkB-f), valamint IL-1B és TNF-o meghatarozasra. A pelletet 1 mM DTT-
vel, 1,5 mM PMSF-dal, 4 mM benzamidinnel, és 100 IU/ml aprotininnel kiegészitett C
pufferben szuszpendaltuk. A mintdk rotalasa utan (4 °C, 30-45 perc) a nuklearis membranokat

mikrocentrifugaval iilepitettilk (20.000g, 10 perc), majd a feliillisz6t (nuklearis extrakt)
hataroztuk meg (122)

crer

oligunukleotid szekvencidjat 5’-GGCAGAGGGGACTTTCCGAGA-3’ a komplementer

oligonukleotiddal (az 5° végeken egy tilnyuld G bazissal) hibridizaltuk, hogy egy kétszalu
DNS probat kapjunk. A DNS végeit T, polinukleotid kindz segitségével [7-32P]-zal jeloltik. Az
izotoppal jelolt oligonukleotidokat a [y->’P]-ATP—tSl poliakrilamid —elektroforézissel
valasztottuk el. A NF-kB DNS-koté aktivitasat 15 pg nukleéris protein felhasznéalasaval, 10
mM HEPES (pH = 7,9), 50 mM KCI, 1 mM etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA), | mM DTT, 10
% glicerin és 4,5 pg poli(dl/dC) oldatban hataroztuk meg. A kotési reakciot 5-8.000 cpm
aktivitast duplaszalo DNS hozzaadasaval inditottuk el, és az elegyet 30-40 percig jégen
inkubaltuk. A NF-kB ko6tédés specificitasat kompeticios kisérletekben teszteltiik. A “hideg”
kompeticids kisérletekben a jelolt proba mellé 20- vagy 100-szoros mennyiségili specifikus
jeloletlen vad-tipusu vagy mutans oligonukleotidot adtunk a reakcidelegybe. A mutans
oligonukleotidban a kB szekvenciat GGecACTaaC-ra cseréltiik. A DNS-fehérje komplexeket
gélelektroforézissel valasztottuk szét 4 °C-on nem-denaturalé 4,5 %-os poliakrilamid gélen, 6,7

mM Tris-bazis (pH = 7,5), 3,3 mM natrium-acetat, ¢s 1| mM EDTA puffer felhasznalasaval. A
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géleket vakuummal kiszaritottuk, és a fehérje-DNS komplexeket Fuji RX filmeken tettiik
lathatova egy er6sit6 ernyd felhasznalasaval -70 °C-on. A csikok denzitasat Scanpack Image

Analysis Program (Biometra GmBH, Gé6ttingen, Németorszag) segitségével hataroztuk meg.

4.2.3.8. Interleukin-1p, interleukin-6, tumor nekrozis faktor-a és tripszinogén aktivacios
peptid koncentracio

A pancreas IL-1B, IL-6 ¢és TNF-o koncentraciojat a homogenizalt mintak
citoplazmdjabol enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kittel (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA ¢és Bender Medsystems, Bécs, Ausztria) hatdroztuk meg a gyartd

crcr

(Dublin, frorszag) altal forgalmazott ELISA kittel mértiik.

4.2.3.9.  Poliaminszintek,  spermidin/spermin  N'-acetiltranszferdz —és  ornitin-
dekarboxilaz aktivitdas

A spermidin-, spermin-, putreszcin- és MeSpd szinteket magas nyomasu folyadék-
kromatografiaval Hyvonen és mtsai. modszere szerint hataroztuk meg '*”. A pancreaticus

(124)

ODC ¢és a SSAT aktivitds meghatarozasat Jinne és Williams-Ashman *“", illetve Bernacki €s

mtsai. 12%

modszere szerint végeztik.

4.2.3.10. Pancreaticus genomikus DNS analizis

Az apoptosis egyik jellegzetessége a DNS szabalyszeri degradalodasa az
internukleoszomalis helyeken, mely a DNS létraszerli mintazatat (180 bazispar és annak
tobbszorose) eredményezi az agardz gélelektroforézis soran. A genomikus DNS degradécio
kvalitativ meghatdrozasara a patkany pancreas egy részét folyékony nitrogén alatt poritottuk,
majd Dounce homogenizaloban 1,5-4-szeres térfogatu extrakcids pufferben (50 mM Tris-HCl
[pH = 8], 50 mM EDTA, 0,5 % SDS és 0,2 mg/ml proteindz K) homogenizaltuk. A
homogenatokat Eppendorf csébe helyeztiik at, és 55 °C-on egy éjszakan keresztiil rotaltuk. A
DNS-t Tris-EDTA-val telitett fenollal kétszer, 1:1 Tris-EDTA-telitett fenol-kloroform eleggyel
valamint kloroformmal egyszer extrahaltuk. A DNS-t 0,1-szeres térfogati 3 mol/l natrium-
acetat (pH = 5,5) és kétszeres térfogatu 96 % etanol hozzdadasaval extrahaltuk. A DNS
precipitaitumot centrifugalassal gytjtottiik ossze (13.000g, 10 perc), majd 70 %-os etanollal
mostuk. Ezt kdvetden vakuum alatt szaritottuk, 100-200 pl Tris-EDTA pufferben oldottuk fel,
majd a mintakat 1 éran keresztiil 37 °C-on DNéaz-mentes RNézzal inkubaéltuk. 15-20 ng DNS-t

elektroforetikusan frakcionaltunk 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazo 1,8 %-os agardz
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gélen. Az apoptosis mennyiségi meghatdrozasat TdT-mediated dUTP Nick-End-labeling
(TUNEL) technikaval végeztiik (1d. kés6bb).

4.2.3.11. Pancreaticus nem-fehérje szulfhidril-csoport tartalom, glutation-peroxidaz,
Mn- és Cu/Zn-szuperoxid-dizmutdz aktivitas, malondialdehid koncentracio, karbonil-protein
szint

Az oxidativ stresszre jellemzd laborparaméterek méréséhez a pancreas mintadkat 4-
szeres térfogati jéghideg 100 mM K,HPO4, 150 mM KCI, 100 mM EDTA (pH = 7.4)
pufferben homogenizaltunk Ultra-turrax homogenizator (IKA-Labortechnik, Staufen,
Németrorszag) segitségével. A homogenatumbol a malondialdehid (MDA) koncentraciot
tiobarbitursavas reakcidéval hataroztuk meg Placer és mtsai. modszere szerint korrigdlva a
szbvet fehérjetartalmara '?®. A maradék homogenatumot 3.000g-vel 10 percig centrifugaltuk.
A pancreaticus nem-fehérje szulthidril-csoport (NSG) tartalmat, a GSH-Px, illetve a Mn- és

¢ (127)

Cu/Zn-SOD aktivitast ' valamint a karbonil-protein szinte a felliluszobol mértiik.

4.2.3.12. Mitokondrium izolalas, mitokondrialis membranpotencidl és oxigénfogyasztds

A patkany pancreas mitokondiumokat (RPM) és a -mdj mitokondriumokat (RLM)
fiziologias sooldattal kezelt, illetve 1 vagy 4 oraval a 2 g/kg L-lizin i.p. injekcidjat kovetden
izolaltuk Odinokova és mtsai. médszere szerint "*®. A mitokondrialis membranpotencialt
(A¥m) és oxigénfogyasztast RPM és RLM szuszpenzidban tetrafenil-foszfonium-ion (TPP")-,
illetve Clark elektrodak segitségével mértilk. A A¥m emelkedése mitokondrialis TPP™ felvételt
és ezaltal TPP" koncentricid csokkenést eredményez a médiumban. A mitokondridlis
oxigénfogyasztds mérésénél a szubsztrat 10 mM szukcinat volt. Az izolalt mitokondriumok
mindségére az oxigénfelvétel mértékébdl 20 uM adenozin-difoszfat (ADP) hianyaban ¢és
jelenlétében kovetkeztettiink [normadlisan az oxigénfogyasztasi rata megemelkedik az ADP
adasanak hatasara az adenozin-trifoszfat (ATP) szintézis kovetkeztében]. A mitokondriumok
elektrokémiai gradienst hasznalnak energiaként a AWm-on keresztiil, hogy ATP-ot tudjanak
termelni. Més sz6val a mitokondriumok AWm-t hasznalnak az ATP szintéziséhez ADP-bdl. A

folyamat lezajlasa utdn a AWm visszatér az eredeti szintre.
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4.2.4. Szovettani vizsgalatok

4.2.4.1. Fenymikroszkopia
4.2.4.1.1. Hisztopatologiai vizsgalat
A szovettani mintdkat 6 (V/V) %-os formaldehid oldatban fixaltuk. Paraffinos
bedgyazast kdvetden 4 um-es metszetek késziiltek, festésiikhoz hematoxilint ¢és eozint (H&E)
hasznaltunk. A pancreatitis soran bekdvetkezd hisztopatologiai valtozasokat: az interstitialis
0démat, a vaszkularis kongeszciot, a leukocita adhézidt €s infiltraciot, az acinussejtek ,,habos
degeneraciojat’/vacuolumok képzdédését, az acinussejtek apoptosisat ¢és nekrozisat, a

regeneracio jeleit (mitozis, ductuloacinaris struktirdk) patologus kollégak szemikvantitativan

értékelték. A pontozasi rendszer a kiértékelt pancreatitismodell fliggvényében valtozott
(129,130,131,132)

4.2.4.1.2. NADH, diaforaz enzimhisztokémia

crer

vizsgaltuk (***

). A vizsgalathoz fagyasztott pancreasokbdl 10 pm vastag metszeteket
készitettiink. A szdvetek szobahOmeérsékletre vald felmelegedését kovetden 40 percen
keresztiil, 37 °C-on inkubéltuk 0,2 mg/ml nitro-blue-tetrazoliumot, 0,125 mg/ml NADH,—t és
1,4 mg/ml KCN-ot tartalmazo6 0,1 M Tris-HCI pufferben (pH = 7,0). Az eljaras 1ényege, hogy a
mitokondrialis 1égzési lanc ,,melléktermékeként” képzdddé szuperoxid-anion reakcioba 1ép a
nitro-blue-tetrazolium festékkel, melynek sordn a kicsapddott kék farmazansdé megfesti a

mitokondriumokat.

4.2.4.1.3. TdT-mediated dUTP Nick-End-labeling technika
Az apoptosis mértékének kvantifikalasat a TUNEL technikdn alapul6é a Roche In Situ
Cell Death Detection Kit-jének segitségével végeztiik. Az apoptoticus sejteket egy 0,5 mm>—es
pancreas szovetdarabon szamoltuk meg. Az eredményeket a kontroll metszet azonos méretii
teriiletén talalhatd Osszes nukleuszok szdmara vonatkoztatva adtuk meg. Ez a fajta szamitasi

moddszer 6démas pancreas szovetben alulbecsiili az apoptosis ratat.
4.2.4.2. Transzmisszios elektronmikroszkopia
Az elektronmikroszkopos vizsgélatokhoz az éllatokbol eltavolitott pancreas egy kis

darabjat (kb. 1-1 mm’®) azonnal 3 %-os foszfat-pufferelt glutaraldehid oldatban fixaltuk, majd 1
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%-0s OsO4-ban utofixalast végeztiink. A preparatumokat desztillalt vizes 6blités és alkoholos
dehidratalast kovetden TAAB miigyantaba (TAAB Laboratories, Reading, Anglia) agyaztuk
be. A mikrotommal készitett ultravékony metszeteket uranil-acetat- és 6lom-citrat oldatokkal

kontrasztoztuk, €és Philips elektronmikroszkoppal vizsgéltuk.

4.2.5. Statisztikai analizis
A dolgozatban bemutatott adatokat 4tlag + standard hiba (SEM) forméjaban tiintettem
fel (n = kisérletek szama). A statisztikai kiértékeléshez variancia analizist hasznaltunk.

Szignifikdnsnak a p < 0,05 értéket fogadtuk el.
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5. EREDMENYEK

5.1. A nagy dozisu bazikus aminosavak és az L-arginin
metabolitok  intraperitonealis  injekcidojanak  hatisa a

pancreasra

Egy eldkisérletben megvizsgaltuk az ip. adott 3,5 g/kg L-arginin-HCI és kozvetlen
metabolitjainak (ekvimolaris do6zisokban adva), illetve a 3 g/kg L-hisztidin-HCI és a 2 g/kg L-
lizin hatdsat a szérum amildz aktivitasra, a p.w./b.w.-ra, a pancreaticus MPO aktivitasra (3.
abra) €s a hisztologiara (4. abra, 1. tablazat) 24 6raval az injekciot kovetden (n = 3-5). A 2,8
g/kg L-ornitin-HCl i.p. injekcidja sulyosabb pancreatitist okozott az L-argininhez képest. A 2,8
g/kg L-ornitin-HCl-dal kivaltott pancreatitis stlyossaga nem kiilonbozott szignifikansan a 3
g/kg L-ornitin-HCl-dal kivaltottétol, igy az egyszerliség kedvéért a késdbbiekben az utobbi
dozist hasznaltuk. A 3 g/kg D-ornitin ip. injekcidja az elébbiekkel szemben nem okozott
pancreas karosodast (n = 5, ezen eredményeket nem demonstraltam az abran). A 2,9 g/kg L-
citrullinnal, ill. 3 g/kg L-hisztidin-HCI-dal kezelt allatok labor- és szdvettani paraméterei
szintén nem kiilonboztek szignifikans mértékben a fizioldgias sdoldattal kezelt kontroll
csoporttol (3-4. abra, 1. tdblazat). A natrium-nitroprussziddal ip. kezelt allatok (4,95 g/kg
onmagaban vagy L-citrullinnal kombinalva) az injekciot kovetden nem sokkal letargiassa
valtak, és masnap reggelig elpusztultak. Ezekben a patkdnyokban a boncolds nem mutatott
pancreatitisre utald elvaltozasokat. Az allatok valdsziniileg a gyogyszer altal kivaltott
vaszkularis komplikdcioba halhattak meg (hypotensio). Az L-argininhez ¢és L-ornitinhez
hasonldéan az L-lizin kezelés is sulyos nekrotizald akut pancreatitist valtott ki (3-4. abra, 1.
tablazat). Osszességében elmondhatjuk, hogy mig az alifas oldalldnccal rendelkezd bazikus
aminosavak akut pancreatitist valtanak ki, addig az imidazol oldallanccal rendelkezd

L-hisztidinnek nincs ilyen hatasa.
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3. abra. Az intraperitonealis nagy dézisu
L-hisztidin, L-arginin, L-ornitin, L-citrullin ill.
L-lizin Kezelés hatiasa a szérum amilaz
aktivitasra, a  pancreas  tomeg/testtomeg
hanyadosra és a pancreaticus mieloperoxidaz
aktivitasra. A patkanyokat intraperitonealisan (i.p.)
fiziologias sooldattal (kontroll, 0), L-hisztidin-HCI-
dal (His, 3 g/kg), L-arginin-HCl-dal (Arg, 3,5 g/kg),
L-ornitin-HCl-dal (Orn, 2,8 g/kg), L-citrullinnal
(Citr, 2,9 g/kg) vagy L-lizinnel (Lys, 2 g/kg)
kezeltiink, majd 24 6ra mulva feldldoztuk oket. Az
oszlopdiagramokon a (A) szérum amilaz aktivitast, a
(B) pancreas tomeg/testtomeg hanyadost (p.w./b.w.)
¢s a (C) pancreaticus mieloperoxiddz (MPO)
aktivitast abrazoltuk. Az adatokat atlag = SEM
forméaban tiintettik fel (n = 3-5). Szignifikans
kiilonbség (p < 0,05) a * kontroll csoporthoz (0)
illetve az ** L-argininnel kezelt csoporthoz képest.

1. tablazat. A patkanyok pancreas kiarosodasanak szovettani értékelése 24 oraval a fiziologias
sooldat (kontroll, 0), az L-hisztidin-HCI (His, 3 g/kg), az L-lizin (Lys, 2 g/kg), ill. equimolaris L-
citrullin (Citr, 2,9 g/kg), az L-arginin (Arg, 3,5 g/kg) vagy az L-ornitin (Orn, 2,8 g/kg) i.p.
injekcidja utan. A pontszamok 3-5 allat atlagat reprezentaljak.

Interstitialis 6déma
Vascularis congestio
Leukocita adherencia
Leukocita infiltraciod

Vacuolisatio

Apoptosis
Nekrozis

Kontroll
0

SO OO OO

His Citr Arg Om Lys

0 0 1 3 3
0 0 1 1 1
0 0 1 3 3
0 0 1 3 3
0 0 1 1 0
0 0 1 2 2
0 0 3 4 4
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4. 4abra. Az L-ornitin intraperitonealis
adminisztraciéja sulyosabb nekrotizaléo akut
pancreatitist valtott ki, mint az L-arginin. A
patkdnyokat a 3. abra leirdsa szerint kezeltiik. Az
abran a (A) kontroll, (B) Citr vagy His, (C) Arg,
(D) Om, ill. (E) Lys kezelésben részesiilt
patkdnyok pancreasabol késziilt metszetek
reprezentativ  fénymikroszkopos képe (H&E
festés) lathato (n = 3-5).
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5.2. Az intraperitonealis L-arginin-, L-ornitin- és L-lizin

injekcio dozis- és idofiiggésének vizsgalata
5.2.1. Az L-arginin hatasa

5.2.1.1. Pancreaticus nuklearis faktor-kB aktivdcio
HCI i.p. injekcidja utan 12-36 oréval IkB-o degradaciot figyeltiink meg a pancreasban (5/A.
abra). Ezzel parhuzamosan az el6bbi idépontokban erés NF-xB DNS-kot aktivitas-
fokozddast tapasztaltunk (5/B. abra). A 4 g/kg L-arginin-HCI nem okozott IkB-o degradaciot
¢s NF-kB aktivaciot (az adatokat nem mutatom be az abran). Az L-arginin kezelés tehat
dozisfiiggd modon befolyasolta a NF-kB aktivacidjat. A NF-xB kotés specificitasat hideg-

kompeticids kisérletekben mutattuk ki vad-tipust €s mutans oligonukleotidok segitségével. Az

crer

csokkent a DNS-kot6 aktivitas, a mutans oligonukleotidnak viszont nem volt ilyen hatasa (5/C.

abra).

5.2.1.2. Pancreaticus proinflammatorikus citokin koncentraciok

A nagy dozisu L-arginin-HCl (3 vagy 4 g/kg) a kezelést kovetd 1 o6ra mulva
utan 12 oraval az IL-1PB szintje szignifikansan emelkedett a kontrollhoz képest. Az IL-1f
koncentraci6 24 ora elteltével volt a legmagasabb, ezutan csokkent. A pancreas TNF-a
koncentracioja mar 6 ordval az injekcid utan emelkedett volt, a cstcsat 18 oraval a kezelés utan
érte el, azutdn nagyjabol egy szinten stabilizalodott. Megjegyzendd, hogy a TNF-a
koncentracidja mar a NF-xkB DNS-kotd aktivitdsanak novekedése eldtt emelkedni kezdett.
Valészinli, hogy a TNF-a szintézisét a NF-kB-n kiviil mdas transzkripcids faktorok is

befolyéasolhatjak, illetve nem csak transzkripcids szinten szabéalyozddik a citokin expresszidja.
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5. abra. A 3 g/kg L-arginin-HCI injekci6 hatasa a pancreaticus IkB-a szintekre és a nuklearis faktor-xB (NF-
kB) DNS-koto aktivitasara. A patkanyokat i.p. oltottuk be L-arginin-HCl-dal (3 vagy 4 g/kg), majd az allatokat
0,5-96 oraval az injekcié utan az aorta abdominalison keresztiili exsanguinatioval felaldoztuk. A kontroll allatokat

fehérjék regulaljak. (A) A pancreaticus citoszolikus frakcid IkB-a analizisét Western blot segitségével vizsgaltuk.
A 3 g/kg L-arginin-HCI 12-36 oraval az injekcio beadasa utan IkB-a degradaciot okozott. (B) A nuklearis protein
extraktokat elektroforetikus ,,mobility shift assay”-jel (EMSA) vizsgaltuk. Az abran egy reprezentativ EMSA kép
lathato. A NF-kB csikok denzitasat Scanpack Image Analysis Program (Biometra GmBH, Goéttingen, Germany)
segitségével hataroztuk meg. Az értékeket (dtlag = SEM, n = 4) a vonaldiagramon tiintettiik fel. Az L-arginin
kezelés szignifikansan ndvelte a pancreaticus NF-kB DNS-kot6 aktivitast 12-48 oraval az injekci6 utan. (C) A NF-
kB kotés specificitasat hideg-kompeticids kisérletekben mutattuk ki vad-tipustt és mutans oligonukleotidok
segitségével. A nuklearis extraktok inkubélasa izotoppal jelolt vad-tipusu kétszalu oligonukleotiddal, illetve 20-
vagy 100-szoros mennyiségii jelletlen oligonukleotiddal géatolta a DNS-koté aktivitast, mig a mutans
oligonukleotidnak nem volt ilyen hatdsa. * Szignifikans eltérés (p < 0,05) a fiziologias sdoldattal kezelt kontroll
csonorthoz (0 h) képest.
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6. abra. A 3 és 4 g/kg L-arginin-HCl injekcio hatisa a pancreaticus IL-1f és TNF-a
koncentraciéora. Az (A) IL-13- és a (B) TNF-a koncentraciokat a pancreaticus citoszol frakciokbol
hataroztuk meg ELISA kitek segitségével. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 4). *
Szignifikéans eltérés (p < 0,05) a fiziologias sdoldattal kezelt csoporthoz képest.

5.2.1.3. Pancreaticus ho-sokk fehérje expresszio

Az L-arginin adminisztracié dozisfiiggd HSP60 és HSP72 expresszid fokozodast
okozott (7. dbra). A HSP72 expresszio 2 oraval a 3 g/kg L-arginin-HCI injekcid utan mar
szignifikdnsan magasabb volt a kontrollhoz képest, a csucsat a 18. o6ranal érte el és 96 Oraig
magas szinten maradt. A HSP60 szintje nem emelkedett meg ennyire, a csucsat csak késobbi
idépontokban (48-60. h) érte el. A 4 g/kg L-arginin-HCI injekcié ugyan nagyobb mértékii
pancreas karosodast okozott, a HSP indukcié mértéke azonban kisebb foku volt a 3 g/kg dozis
esetén észleltekhez képest. A HSP60 expresszio a 12 — 48. ordig szignifikansan magasabb volt
a kontroll csoporthoz képest. A HSP72 szintézis a 24. 6raig enyhén emelkedett, majd a csticsat

48 6ra mulva érte el.
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7. abra. Az L-arginin-HCI kezelés hatasa a pancreaticus HSP60 és HSP72 szintézisre. Az abran
reprezentativ Western immunoblot analizisek képei lathatok. (A, C) HSP60 és (B, D) HSP72 expresszio
a (A, B) 3- vagy (C, D) 4 g/kg L-arginin-HCI i.p. injekcidja utan az eltelt id6 fiiggvényében (0-96. h).
Az L-arginin adminisztracio dozisfiiggé modon fokozta a pancreaticus HSP60- és HSP72 expressziot.

5.2.1.4. Szérum arginin-, citrullin- és ornitin koncentraciok valtozdasa 3,5 g/kg L-
arginin-HCl-dal i.p. injektalt patkanyban

A 3,5 g/kg L-arginin-HCI ip. injekcidjat kovetden a szérum arginin-, citrullin- és
ornitin koncentraciok (n = 5) szignifikdnsan emelkedtek a kontroll csoport értékeihez képest (8.
abra). Fontos kiemelni, hogy a szérum ornitin koncentracié a szérum citrullin koncentracidhoz
képest szignifikansan nagyobb mértékben emelkedett. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az

L-arginin metabolizmusaban az arginaznak van {6 szerepe.
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8. abra. A 3,5 g/kg L-arginin-HCl-dal i.p.
kezelt patkinyok szérum  arginin-,
citrullin- és ornitin koncentracidja az idé
fiiggvényében. Az L-arginin injekcio utan 2
oraval a szérum (A) arginin koncentracio6 kb.
25-sz0rosére, a (B) citrullin koncentracio kb.
3-szorosara, az (C) ornitin koncentracié kb.
54-szeresére nétt. Az adatokat atlag =+ SEM
formaban tiintettiik fel (n = 5). * Szignifikans
kiilonbség (p < 0,05) a kontroll csoporthoz
(0) képest.

Ornitin (uM/1)

1dé (h)

5.2.2. Az L-ornitin hatasa

5.2.2.1. 1-6 g/kg L-ornitin i.p. injekcidjanak hatasa patkanyokban

Az 1- vagy 2 g/kg L-ornitin-HCl-dal oltott allatokban nem volt detektalhatd pancreas
1€zi6 (n = 6, ezen eredmények nincsenek bemutatva az 4bran). A 3 g/kg L-ornitin-HCI-dal
oltott allatokban sulyos akut pancreatitis alakult ki az alabb részletezettek szerint: a 4-6 g/kg L-
ornitin-HCl-dal beoltott patkanyok (n = 6) az oltds utan néhany oraval letargidssa valtak,
kiilonb6zé neuroldgiai és neuromuszkularis tlineteket produkaltak (tremor, konvulzid és

koziiliik néhanyan 0ssze-vissza ugraltak a ketrecben).
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9. 4bra. A pancreasban észlelheté hisztopatologiai elvaltozasok 3 g/kg L-ornitin-HCI
intraperitonealis adagolasanak hatasara. (A) 2. ora: nincs jelentdsebb elvaltozas. (B) 6. dra: az
acinussejtek “habos degeneracidja” (csillag); a nyilhegyek apoptoticus testekre mutatnak. (C) 24. ora:
az acinussejtek jeletds foku nekrézisa (csillag) és sok apoptoticus test (nyilhegy) lathato. (D) 72. éra: az
elpusztult acinusok helyén ductuloacinaris strukturak (nyil) jelentek meg; fibroblasztok, makrofagok és
néhany neutrofil granulocita lathat6 az interstitiumban. (E) 1. hét: néhany regeneralodott acinus (nyil)
mitotikus figurdkkal (+). (F) 1. honap: az acinusok esetén mitotikus figurdk (+) és regenerativ atipia
¢észlelhet6. Néhany ductuloacinaris struktira atrofizalt (nyil), a karosodott sejtek egy részét zsirsejtek
foglaltak el (csillag).
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5.2.2.2. 3 g/kg L-ornitin i.p. hatasanak vizsgalata
5.2.2.2.1. Makroszkopos elvaltozasok
A patkanyok hasiiregében 4-6 ora elteltével hastiri folyadék ¢és adhéziok voltak
megfigyelhetok. Az allatok pancreasa a 18-36. oraig kifejezetten 6démassa valt, mely a 24.
ordban volt a legkifejezettebb. A 24-72. oOrdban esetenként a belek kozott és a
retroperitoneumban zsirnekrézisra utaldo fehéres plakkok jelentek meg. A vékony- és

vastagbelek dilatacidja a 72. oratol 1 hétig volt megfigyelhetd, ami paralyticus ileusra utalt.

2. tablazat. A szovettani karosodas kiértékelése 2-168 oraval illetve 1 honappal a 3 g/kg L-ornitin-
HCI intraperitonealis injekcioja utan. A pontértékek 4 allat atlagabol adodtak.

2h 4h 6h 9h 12h 18 h 24 h 36h 48 h 72h 168 h 1 heé

Hyperemia 0 0 1 1 1 2 3 2 1 0 0 0
Interstitialis ddama 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Leukocita adherencia 0 0 0 1 3 3 3 2 1 0 1 0
Leukocita infiltracia 0 0 0 1 3 3 3 4 4 4 3 0
Vacuolisatio 0 1 2 3 2 1 1 0 0 0 0 0
MNekrazis 0 1 3 3 3 3 2 2 1 1 0 0
Apoptosis 0 0 | 2 3 4 4 3 3 0 0 0
Regeneracio 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1

5.2.2.2.2. Mikroszkopos elvaltozasok

0-6. h. A pancreasban nem ¢észleltiink valtozast 2 ordval az L-ornitin injekciojat
kovetden (9/A. abra, 2. tablazat). Négy oraval az oltds utan enyhe interstitialis 6déma, az
acinussejtek ,,habos degeneracidja” €s vasularis congestio volt megfigyelhet6. A hatodik
ordban az apoptoticus testek szdma jelentdsen nagyobb volt, és az acinussejtek fokalis
nekrozisat (<10 %) lattuk (9/B. abra). A transzmisszios elektronmikroszkdpos képen
ugyanezen idOpontban zimogén granulumokat, myelin figurdkat ¢és mitokondrialis
maradvanyokat tartalmaz6 nagy autofag vacuolumok voltak lathatok (10. abra). A “habos”
vacuolisatio a kozepes denzitasi zsircseppeknek felelhet meg a sejtek bazalis részében.
Osszességében a ,tight junction”-ok, mitokondriumok és az endoplazmatikus retikulum
megtartottak voltak. Néhany acinussejtben a kromatin kondenzalodott a nuklearis membran
alatt, a nukleoluszok eltlintek, a citoplazma pedig zsugorodott (zajlé apoptosis). Ezekben a
sejtekben a mitokondridlis krisztdk és a durva felszinli endoplazmatikus retikulum enyhén
dilataltak voltak, a riboszomak részben levaltak az utobbi struktarakrol.

9-12. h. A kilencedik oraban interstitialis 6démat, neutrofil és monocita adherenciat és
fokalis infiltraciot detektaltunk. A pancreas szdvetben nagyszdmu autofdg vacuolumot ¢és

apoptoticus testet taldltunk. Az acinus nekrozis mértéke 15-25 % koriil volt. A tizenkettedik
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oraban diffaz kozepes fokii monocita és neutrofil infiltracidt lattunk, az acinussejt nekrozis
mértéke 26-50 % volt.

18-24. h. Tizennyolc oOraval az L-ornitin beoltdsa utdn a pancreaticus 6déma igen
kifejezett volt, az autofag vacuolumok szama csokkent az el6zé idoponthoz képest. Az
acinussejtek kb. 51-75 %-a nekrotizalt. A legstlyosabb 6démat a 24. oranal észleltiik (9/C.
abra). Utobbi idépontban az elektronmikroszkopos vizsgalat sulyos, zondlis acinussejt
karosodast mutatott (10. abra). A karosodott, nekrotikus sejtek elsésorban az acinusok
kozepére lokalizalodtak, az acinusok bazalis részén kevésbé karosodtak a sejtek. A nagy
autofdg vacuolumok zimogén szemcséket, mylein figurdkat és/vagy granuléris elektrondenz
anyagot tartalmaztak. A zimogén granulumok szdma jelentds mértékben, bizonyos teriileteken
nullara csokkent. Alapvetden két fo tipusu sejtkdrosodas volt megfigyelhetd a metszeteken: a
nukleédris membran eltiinése az egész nukleusz lizisével egyiitt, vagy a kromatin kondenzacidja
a nukledris membran alatt (az utobbi ritkdbban). A nukleoluszok eltlinése a citoplazma
zsugorodasaval, vagy anélkiil is jellemzd volt. Az acinussejtek bazalis kompartmentjében
kozepes denzitasu lipid cseppek voltak megfigyelhetok. A mitokondriumok nem tlintek
korosnak, de a durva felszinli endoplazmatikus retikulum kitagult, a riboszomak levaltak rola.
Az interstitialis térben szdmos neutrofil és monocita sejt volt megfigyelhetd.

36-48. h. A harminchatodik 6rdban a pancreas 0démaja még mindig sulyos volt. A
monocita €s neutrofil sejtek adherenciaja csokkent, de massziv neutrofil infiltraciot lattunk; az
acinussejtek nekrozisa 26-50 % volt. A pancreas lobularis struktirdja megbomlott. Az
interstiumban fibroblasztok jelentek meg. Ezekben a metszetekben mar a regeneracio jelei is
megfigyelhetok voltak: a pancreas periférids zondjaban differencialatlan, ductuloacinaris
struktirdk szorvanyos citoplazmaval és bazofil nukleusszal. A negyvennyolcadik ordban a
szovettani képet a diffuz, sulyos monocita/makrofag, fibroblaszt és neutrofil granulocita
infiltraci6 uralta.

A 72. éraban mar nem volt interstitialis 6déma, de a diffuz gyulladdsos infiltracié még
mindig megfigyelhetd volt (9/D. abra). A lobulusokban és a ductuloacinaris strukturak kortl
enyhe foku kollagéndepozicid volt. A ductuloacinaris struktarak a tubularis luminabol eredtek.
A metszetekben mitotikus figurakat és kisfoku apoptoticus aktivitast lattunk.

Egy héttel az L-ornitin injekcid utan még mindig diffiz, kézepes mértékii fibroblaszt-
¢s makrofag infiltracid volt megfigyelhetd, a neutrofilok szama csdkkent a pancreas szdvetben
(9/E. abra). A lobulusokon beliil és a ductuloacinaris struktarak koriil enyhe foku kollagén
depoziciot lattunk. A destrudlt lobulusok egy részének helyét zsirszovet toltotte ki. A

ductuloacinaris strukturakbol ductulusok és acinusok képzddtek, néhany acinussejtben mar
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zimogén granulumok is voltak. A kis ductusok és ductulusok dilataltak voltak, és olykor
eozinofil anyagot tartalmaztak. Az alacsony nagyitasu elektronmikroszkopos képeken tobb
ductuloacinaris struktira, kapillaris, mononuklearis sejt és interstitialis kollagén depozicid volt
lathato (10/G., H. abra). Néhany megnagyobbodott sejt sok kicsi elektrondenz granulumot
tartalmazott, ami ductoendokrin proliferaciora utal.

1 honappal az L-ornitin kezelés utdn a pancreas-szovet mar hasonlitott a kontrollhoz, a
karosodott parenchyma egy részét azonban zsirszovet toltdtte ki (9/F. ébra). Az acinusban
nagyfoku mitotikus aktivitds és regenerativ atipia volt megfigyelhetd. A fibroblasztok és
makrofagok eltlintek a pancreas szovetbdl. A 4 allatbol 1-nél fokalis limfocitakbdl,
makrofagokbol és eozinofilokbdl alld periductalis infiltraciot lattunk.

A pancreas ductalis sejtjeiben, a Langerhans szigetek sejtjeiben és a majban nem
lattunk elvaltozast a H&E metszeteken. Egy allatban azonban igen nagyfoku Langerhans sziget
hiperplaziat észleltiink egy honappal az L-ornitin kezelés utan. A vesében a 9-36. 6rdban a
egylitt. Egyes esetekben a microvillusok levalasat talaltuk enyhe peritubularis capillaritis
kiséretében. Az utobbi elvaltozasok enyhe foku akut tubularis nekrdzisra utalnak. Ugyanebben
az id6é-intervallumban a tiidében kismértékli alveolaris megvastagodas volt lathaté neutrofil
infiltracioval, esetenkénti bevérzéssel. Utobbi elvaltozasok enyhe foki 1égzési disztressz

szindroémara utalnak.
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10. abra. A patkany pancreas elektronmikroszképos vizsgalata 0- (A, B), 6- (C, D), 24 éraval (E,
F) és 1 héttel (G, H) az L-ornitin-HCI (3 g/kg i.p.) adminisztraciojat kovetoen. A képen a kdvetkezo
struktardk figyelhetok meg: (A) sejtmag (nyilhegy) és nukleolusz (csillag). (B) Mitokondrium
(nyilhegy), durva felszinti endoplazmatikus retikulum (csillag) és zimogén granulumok (kereszt) (skala
=1 um). (C) A mitokondriumok nem tiintek karosodottnak (betét); autofag vacuolumok (nyilak) és
zsircseppek (nyilhegy) jelentek meg. (D) Autofdg vacuolumok zimogén granulumokkal (nyilak),
myelin figurdk (csillag) és mitokondrialis maradvanyok (nyilhegy). (E) Nukleusz lizise (nyilak); a
mitokondriumok nem voltak érintve (betét). Helyenként kromatin kondenzaciot figyeltiink meg a
citoplazma zsugorodasaval (nyilhegy) (skala = 5 pm). (F) Kitagult az endoplazmatikus retikulum
(csillag); periféridsan kompaktalodott a kromatin (nyil). (G) A kapillarisok (csillag) és fibroblasztok
korlil ductuloacinaris strukturak (nyilak) jelentek meg (skala = 10 um). (H) A ductuloacinaris
struktarak (nyil) zimogén granulumokat tartalmazé acinussejtekké differencialodtak (nyilhegy) (skala =
5 um). A skalak mérete 2 pm, kivéve, ahol masként tiintettiik fel.

45



dc_256 11

5.2.2.2.3. Laborparaméterek valtozasa

A szérum amildz aktivitasok a 9-24. ordig szignifikdnsan novekedtek, azutan (48.
oraban) a kontroll érték ald csokkentek (n = 4-10, 11/A. abra). A pancreas amilaz aktivitisa a
24. oratol szignifikansan csokkent, a 72. és a 168. ora kozott szinte alig volt detektalhatd (n =
4-8, 11/B. éabra). Az L-ornitin injekcid utdn 24 oraval a hasiiregbdl kinyert ascites amilaz
aktivitasa rendkiviil magas (98.096 £ 25.590 U/I, n = 7) volt. A pancreaticus tripszin aktivitas
9-48 oraval a 3 g/kg L-ornitin-HCI beadasat kovetden szignifikansan emelkedett (11/C. 4bra).
mértekét a MPO aktivitas meghatarozasaval kvantifikaltuk (11/D. é&bra). A gyulladasos
besziirddésnek két jol elkiilonithetd fazisa volt. Az els6 fazis az amilaz aktivitas cstcsaval (9-

36. h) esett egybe, a masodik joval késébb (a 72. 6raban) kovetkezett be.
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11. abra. A szérum amilaz aktivitas és a pancreas amilaz-, tripszin- és mieloperoxidaz aktivitas
alakuladsa az ido fiiggvényében 3 g/kg L-ornitin-HCI i.p. injekciojat kovetden. A vonaldiagramok a
(A) szérum amilaz- és pancreaticus (B) amilaz-, (C) tripszin- és (D) MPO aktivitast dbrazoljak. Az
adatokat atlag = SEM formaban tiintettiik fel (n = 4-10). * Szignifikans kiilénbség (p < 0,05) a kontroll
csoporthoz (0) képest.
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5.2.2.2.4. Pancreaticus hé-sokk fehérje 72 expresszid
A fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoportban nem lehetett HSP72 expressziot
kimutatni (12/A. é&bra). Az L-ornitin injekcidja utan 4 O6raval a HSP72 expresszid
szignifikdnsan nétt, a 18. ordban volt a csucsa, €és 1 honap elteltekor is emelkedett maradt. A
HSP72 expresszidjanak fokozodasa mar igen korédn jelzi a pancreas valaszreakcidjat a karosito

agenssel szemben.

5.2.2.2.5. Pancreaticus IkB-a és IkB-f degradacid, interleukin-1f3 koncentracid

Az L-ornitin injekcid hatdsdra a pancreaticus IkB szintek a 9. o6ratdél kezdve
szignifikansan csokkentek (12/B-C. dbra). Az IkB-a szintje (12/B. dbra) 36 6raval az L-ornitin
injekciot kovetden normalizélodott, az IkB-f szintje azonban 168 6raval a beadas utan is
alacsony maradt (12/C. abra). Az IkB degradacioval 0sszhangban - és a NF-kB aktivacid

kovetkeztében - a pancreaticus IL-1p szintézis a 9. oratdl kezdve szignifikdnsan nétt (12/D.

abra).

5.2.2.2.6. A pancreaticus apoptosis kvalitativ €s kvantitativ meghatarozasa
Genomikus DNS analizis. A pancreasbol 0-, 9- ¢és 24 oraval az L-ornitin
adminisztracidja utan genomikus DNS-t izolaltunk. A 13/A. &bréan lathato, hogy 9 oréval az
L-ornitin injekcidja utdn az agardz gélelektroforézis létraszerli mintdzatot mutatott, ami
nagyfoku apoptoticus aktivitasra utal. 24 6rdval az L-ornitin injekciot kovetden a DNS nem-
specifikus degradaciora jellemz6 (smear) képet mutatott, ami nagymértékii nekrozis jelenlétére
utal. A 24. éraban a sejtek apoptosisa helyett a nekrdzis uralta a képet, mely egybevag a

szovettani vizsgalatnal tapasztaltakkal.
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12. abra. Az L-ornitin-HCI adminisztracié (3 g/kg i.p.) hatasa a pancreas HSP72-, az IkB-a-, az
IkB-B- és az IL-1P expressziéjara az idé fiiggvényében. (A-C) Pancreas protein lizatumok
reprezentativ Western immunoblot analizise 0-168 oréval és 1 honappal az L-ornitin injekcid utan. Az
abran a (A) HSP72-, az (B) IkB-a- és az (C) IkB-p expresszié lathato. (D) A vonaldiagram a citoszol

fel (n = 4-6). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0) képest.
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13. abra. A pancreaticus apoptosis jelentosen né 3 g/kg L-ornitin-HCl-dal (i.p.) kezelt
patkanyokban. A patkdnyok hasnyalmirigyébdl genomikus DNS-t izoldltunk 0-, 9- és 24 oraval az
L-omitin injekciot kovetden (n = 3). (A) 15-20 pg DNS-t elektroforetikusan frakcionaltunk 1,8 %
agar6z gélen. MSM: molsuly marker, bp: bazispar. (B) Az apoptoticus sejtek %-os aranyat a pancreas
metszeteken TUNEL technikaval hataroztuk meg. Az adatokat atlag £+ SEM formaéban tiintettiik fel (n =
4). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0) képest.

TUNEL technika. A szdvettani analizis szerint 6 oraval az L-ornitin injekcio utan az
apoptoticus sejtek szdma nagymértékben fokozodott. Ahhoz, hogy ezt pontosan kvantifikalni
tudjuk, megszamoltuk az apoptoticus sejteket 0 és 48 draval az L-ornitin injekciot kdvetden.
Ahogy az a 13/B. abran is latszik, az apoptoticus sejtek %-o0s aranya nagymértékben megnott
az L-ornitin kezelés hatdsara. Az apoptosis rata 6-9 6raval a kezelés utan volt a legnagyobb (n

= 4).

5.2.2.2.7. Pancreaticus nem-protein szulthidril-csoport tartalom, a glutation-

peroxidaz- €s a szuperoxid-dizmutaz aktivitasok
A NSG tartalom a kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan ndvekedett 6 6raval az
L-ornitin injekcidt kdvetden, majd fokozatosan csokkent (14/A. dbra). A GSH-Px- (14/B. 4bra)
¢s Cu/Zn-SOD (14/C. é&bra) aktivitdsok a 24. ora utan sziginifikdsan emelkedtek. Ezzel
ellentétben a Mn-SOD aktivitas (14/D. abra) a 24. 6rdban szignifikdnsan alacsonyabb, a 48.
oraban szignifikansan magasabb volt a kontrollhoz képest. Osszességében ezek az eredmények

arra utalnak, hogy az L-ornitin kezelés hatdsara oxidativ stressz alakul ki a pancreasban.
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14. abra. Az L-ornitin-HCl (3 g/kg i.p.) injekcio oxidativ stresszt valt ki a pancreasban. A
vonaldiagramok a pancreaticus (A) nem-fehérje szulfhidril-csoport (NSG) tartalmat, a (B) glutation-
peroxidaz (GSH-Px)-, a (C) Cu/Zn- és a (D) Mn-szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitasokat abrazoljak.
Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiikk fel (n = 5-6). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a
kontroll csoporthoz (0 h) képest.

5.2.2.2.8. Testtdmeg, pancreas tomeg/testtomeg hanyados
A patkédnyok testtomege az L-ornitin injekciét kovetd elsd naptél 1 honapig
szignifikansan csokkent a kontroll allatokéhoz képest (n = 5-10, 15/A. abra). Az L-ornitin
injekciot kovetden a 18-48. o6rdig a p.w./b.w. szignifikansan emelkedett, majd a 168. 6ratdl 1
honapig szignifikdnsan csokkent (15/B. abra). A p.w./b.w. emelkedés az O6déménak, a

csOkkenés a nekrézisnak a kovetkezménye.
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15. dbra. A testtomeg, pancreas tomeg/testtomeg hanyados, a szérum aszpartat-aminotranszferiaz
aktivitas és a gliikéz koncentriacié valtozasa i.p. adott 3 g/kg L-ornitin injekciot kovetéen. (A)
Testtomeg (b.w.), (B) p.w./b.w., a szérum (C) aszpartat-aminotranszferaz (ASAT) aktivitas és a (D)
gliikoz koncentracié. Az adatokat atlag £ SEM formdban tiintettilk fel (n = 4-10). * Szignifikans
kiilonbség (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0) képest.

5.2.2.2.9. Szérum aszpartat-aminotranszferaz aktivitds és a glikoz-, Ca®'-,

triglicerid-, urea- €s kreatinin koncentraciok
A szérum aszpartat-aminotranszferdz (ASAT) aktivitas 24 és 48 oOraval az L-ornitin
injekciot kovetden szignitkdnsan nétt (15/C. dbra), ami méj-€rintettségre utal. A szérum gliikkdz
koncentraci6 a 24. ¢és a 72. 6ra kozott szignifikansan csokkent (feltehetdleg az anorexia miatt),
majd 1 héttel az L-ornitin kezelést kovetéen a kontroll értékre tért vissza (15/D. abra). A
szérum triglicerid koncentracid csak a 72. 6ranal tért el szignifikdns mértékben a kontroll
csoporttdl (0,40 £ 0,03 mM/1 vs 0,71 £ 0,18 mM/1). A Ca’'-, urea- és kreatinin koncentracio
nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll csoporthoz képest (ezeket az eredményeket nem

mutatom be az abran).
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5.2.3. Az L-lizin hatasa

5.2.3.1. 1-5 g/kg L-lizin i.p. injekciojanak hatdsa patkanyokban
g/kg-os dozis a patkanyok 43 %-anal (n = 7), a 3 g/kg-os 54 %-nél (n = 13), a 3,5 g/kg-ps 80
%-nal (n = 5), a 4-5 g/kg-os dozis valamennyi allatnal (n = 4-9) haldlos volt. Osszességében
tehat megallapithatd, hogy patkanyok esetén az i.p. adott L-lizin LD50 értéke 2,5-3 g/kg kdzott
van. Az elhullott allatok neuroldgiai és neuromuszkularis tiineteinek (letargia, konvulzio,
remegés) megjelenését kovetden az L-lizin injekcid utdn 2-3 o6rdn beliil pusztultak el. Post
mortem feldolgozéasuk soran kizarhat6 volt a pancreatitis kialakulasa.

Az 1 g/kg L-lizin injekcié hatisara az allatok pancreasa teljesen ép maradt, mig a
nagyobb dozisok morfoldgiai karosodast eredményeztek. A szovettani kép az 1,5 g/kg dozis
esetén 6 allatbol 1, 2 g/kg-os injekcional 12-bdl 10, mig 3-3,5 g/kg hasznalata sordn mindegyik
az akut nekrotizal6 pancreatitisre jellemz0 elvaltozasokat mutatotta.

A 2-3,5 g/kg L-lizin hatdséra a pancreatitises allatokban a prepardlds soran az idd
elérehaladtaval fokozatosan valtak lathatova a betegség jelei. A pancreas mérete
megnagyobbodott, a szerv koriil foltos kalcifikaciot észleltiink, a hasiiregben ascites képzodott.

Eredményeink alapjan az L-lizin indukélta akut pancreatitis idébeli lefolyasanak

vizsgalatahoz a 2 g/kg dozist valasztottuk.

5.2.3.2. 2 g/kg L-lizin injekcio (i.p.) hatasanak idobeli vizsgalata
5.2.3.2.1. Makroszkopos elvaltozasok

A 2 g/kg L-lizin ip. injekciojat kovetden az allatok vizsgdlata elére meghatarozott
idépontokban tortént. A kisérlet kozben megfigyeltiik az allatok viselkedését. Az oltas utan a
legfeltiindbb valtozds az volt, hogy a fiziologidsan nagy mozgésigényli patkdnyok egyre
kevesebbet mozogtak, és nem taplalkoztak. Az id6 eldrehaladtaval aktivitasuk egyre csokkent,
egymastol elkiiloniiltek, a szdriik felborzolodott. Az elaltatott allatok hasiiregének
megnyitasaval a pancreatitis soran kialakult jellegzetes szervi elvaltozasok voltak
megfigyelhetok. Az L-lizin injekcié utan 18-24 6raval a hasnyalmiriggyel érintkezd szervek
kozott adhézidk alakultak ki, majd a 24-72. oOrdban olykor a szervek felszinén, a
mesenteriumban ¢€s a retroperitonealis zsirszovetben kalcifikaciot lattunk. A pancreas tdmege
megnagyobbodott, az 6déma mértéke az injekciot kovetd 24. 6rdban volt a legkifejezettebb. A
vékony- és vastagbelek dilatacidja a 48. 6ratol 1 hétig volt megfigyelhetd, ami paralyticus
ileusra utal.
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5.2.3.2.2. Mikroszkopos elvaltozasok

A 2 g/kg L-lizin ip. injektalasat kovetden a patkdnyok hasnyalmirigyében zajlo
gyulladas 1épései leglatvanyosabban a H&E-os szovettani képeken kovethetdk nyomon (16.
abra). A szOvettani pontértékek a 3. tdblazatban lathatok. 2 éraval az L-lizin injekci6 utan az
acinussejtek szerkezete megvaltozott, vacuolisalodtak (16/B. abra.). Az id6 eldrehaladtaval a
vildgosan fest6dd vacuolumok mérete egyre nagyobb lett, és tobb acinussejtben is megjelent.
Az L-lizin kezelést kdvetd 6. 6raban a ,,habos degeneracid” mar az acinusok zomét érintette, €s
néhany apoptoticus test is lathatd volt (16/C. abra). Az apoptosis mértéke 6 6raval az L-lizin
injekciot kovetéen (0,44 + 0,07 %) szignifikdnsan nétt a kontroll értékhez (0,13 £ 0,01 %)
képest. A szoveti hyperaemia és a leukocitaknak a kapillarisok faldra valo kitapadasa egyarant
fokozddott.

12 oraval az L-lizin injekcid utan a sejtek ,,habos degeneracioja” megsziint, de az
apoptoticus testek szama nétt (1,02 + 0,19 %), az acinusok kozel 25 %-a nekrotizalt. A 24.
orara a nekrotizalt acinussejtek ardnya mar 50-75 %-os, az apoptosis mértéke 0,58 + 0,05 %
volt. Az interstitialis 6déma kiterjedése fokozodott, a gyulladasos sejtek (monocitdk és

neutrofil granulocitak) szama is nétt (16/D. ébra).
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16. abra (az el6zoé oldalon). Hisztopatolégiai valtozasok 2 g/kg ip. L-lizinnel indukalt akut
pancreatitisben. A 2 g/kg i.p. L-lizinnel kezelt patkanyok hematoxilinnel és eozinnal (H&E) festett
pancreas metszetei: (A) 0. dora: kontroll pancreas. (B) 2. ora: az L-lizin injekcid utan az acinussejtek
,habos degeneracioja” lathatod (csillag). (C) 6. 6ra: masszivabb ,,habos degeneracio” (kinagyitva a bal
fels6 sarokban lathatok az acinusokban képzddott vilagosabban festdddé vacuolumok) és apoptoticus
testek (nyil). (D) 24. 6ra: az acinussejtekben nekrézis (csillag) és nagyfoku apoptosis (nyil) van jelen.
(E) 48. ora: sulyos nekrozis, gyulladasos sejtes besziirddés és kiterjedt interstitialis 6déma lathato. (F)
72. ora: a karosodott acinusok helyén a regeneracio jeleként ductuloacinaris struktura jelenik meg
(nyil). (G) 1. hét: ductuloacinaris struktarak (csillag) mellett néhany mitotikus aktivitast mutatd
(haromszog), regeneralddott acinus (nyil) talalhato. (H) 1. hoénap: regeneraldodott acinusok (nyil)
mitoézissal (haromszog). A karosodott acinusok egy részének helyét zsirsejtek (csillag) foglaljak el. A
skala mérete 100 pm.

3. tablazat. A szovettani karosodas kiértékelése 2-168 oraval, illetve 1 honappal a 2 g/kg L-lizin
intraperitonealis injekcioja utan. A hisztopatologiai pontértékek két patologus konszenzusabol
adodtak (n = 5-6). A kontroll allatok (melyek fiziologids sooldattal voltak beoltva L-lizin helyett)
értékei 0-k voltak.

2h 4h 6h 9h 12h 18h 24h 48h 72h  168h 1 ho

Hyperemia 0 1
Interstitialis 6déma 1 1
Leukocita adherencia 0 1
Leukocita infiltracio 0 0
Vacuolisatio 3 4
Nekrozis 0 0
Apoptosis 0 0 1
Regeneracié 0 0 0
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48 oraval az injekcido utdn a leukocita infiltraci6 mértéke elérte maximumat. Az
apoptoticus testek €s a nekrotizalod acinussejtek szama, tovabba az 6déma mértéke csokkenést
mutatott. Ugyanekkor a regeneracio jeleként az interstitiumban fibroblasztok és a pancreas
periféridjan ductuloacinaris struktarak jelentek meg (16/E. dbra).

72 oraval az injekcid utdn 6déma mar nem volt megfigyelhetd a pancreasban. Az
apoptosis még sok sejtet érintett (1,59 £ 0,05 %), a gyulladasos sejtek szdma is magas volt. A
fibroblasztok diffuzan infiltraltdk a szovetet, a ductuloacinaris struktardk koriil kollagén
depozitumok alakultak ki (16/F &bra).

1 héttel az injekcid utdn még mindig diffiz, mérsékelt foku gyulladisos besziirddés
volt lathato; egy-egy ductuloacinaris strukturadbdl 0j acinusok és ductusok képzddtek (16/G.
abra). Az apoptosis mértéke 1,39 £ 0,18 % volt. A kérosodott parenchyma egy részét zsirsejtek
foglaltak el.

1 hénappal az L-lizin kezelést kdvetden a pancreas hisztologiai képe a fiziologidshoz
volt hasonl6. Fibroblasztok és gyulladdsos sejtek mar nem voltak jelen, a parenchyma
struktirdja rendezetté valt, benne tobb ép €s regenerativ atipidt mutat6 acinussal. A karosodott

acinusok egy részének helyét zsirszovet foglalta el (16/H. abra).
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Fontos megemliteni, hogy a Langerhans szigetekben és a koriilottik elhelyezkedd
acinusokban nem talaltunk jelentds patomorfologiai eltérést a betegség lefolydsa alatt. A

betegség a ductusok morfologiai képét sem befolyasolta.

A H&E képek alapjan felmertilt, hogy az L-lizines pancreatitismodellben a ,habos
degeneraci6” mitokondriumoknak felelhet meg. Ismert, hogy a NADH, diaforaz
enzimhisztokémiaval ezek a sejtstrukturak jol megjelenithetdk. A kontroll pancreas szévetben
a mitokondriumok sététkéken festédtek, foleg perinukleédrisan helyezkedtek el. Formajuk apro
palcikahoz hasonl6, hosszuk 0,94 + 0,03 um (n = 43) (17/A. &bra). Két 6raval az i.p. L-lizin
injekcid utan a mitokondriumok nagy része vilagoskék vezikula lett, a hosszuk megnétt (1,45 +
0,06 um, n = 42) (17/B. &bra). A H&E-os metszeteken ugyanebben az idépontban észleltiik a
vilagosabban fest6dd vacuolumokat. Valoszinti tehat, hogy az acinusok ,,habos degeneracidja”
a mitokondriumok duzzadéasaval (hidropikus degeneracid) magyarazhatd. 24 o6raval az L-lizin
injekcid utan az acinussejtekben mar alig talaltunk mitokondriumot, az apoptosis jeleként tobb

sejtmag is 0sszezsugorodott (17/C. abra).

csillagok az acinussejtek nukleuszat, a nyilak a mitokondriumokat jelzik. (A) A kontroll szovetben a
mitokondriumok sotétkéken festodtek, és foleg perinuklearisan helyezkedtek el. (B, C) A 2 g/kg L-
lizinnel (i.p.) kezelt allatbol szarmazd mintak. (B) 2 6raval az injekcid utan vildgosabb, megduzzadt
mitokondriumok is latszanak. (C) A 24. o6raban olyan kiterjedt volt a pancreas karosodas, hogy alig
talaltunk a metszeten mitokondriumot. A skala mérete 6 um.

A pancreas mintak elektronmikroszkdpos képén 6-, 24 6ra és 1 hét milva a 2 g/kg
L-lizin injekcid utan bekdvetkezd mikroszkopos elvaltozasok lathatok (18. ébra). Az L-lizin
kezelés utan 6 oOraval az acindris mitokondriumok megduzzadtak, hosszuk 2-4 pum volt.
Néhanynak a mérete a nukleuszét is megkozelitette (18/C-D. dbra). Tobb sejtmag széli
részében az apoptosis jeleként a kromatinadllomany kondenzalodott. Az endoplazmatikus

retikulum és a zimogén granulumok szerkezete viszont intakt maradt. A rutin hisztologianal
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jobb felbontast elektronmikroszkopos kép megerdsitette a H&E-os metszeteken latott acinaris
vacuolisatiot ¢és a diafordz enzimhisztokémidval késziilt mintdkon észlelt vilagoskék
gombszeri vezikuldk eredetét. Ezek az elvaltozdsok a mitokondriumok hidropikus
abra). A sejtek zsugorodtak, kromatinidllomanyuk tomoriilt, a nukleoluszok eltiintek, a
mitokondriumok szdma lecsokkent. A citoplazmat mielin figurdkat-, zsircseppeket- és zimogén
szemcséket tartalmazdé nagy autofadg vacuolumok toltotték ki. A durva felszinll
endoplazmatikus retikulum ciszternai kitdgultak, a feliiletét kevesebb riboszoma boritotta. Az
interstitialis teret gyulladasos sejtek szlirték be. Az injekciot kovetd 1. héten a pancreas-szovet
regeneracidja megkezdddott (18/G-H. éabra). A sejtek kozott kollagéndepozitumok, néhany
mononukledris sejt és tekervényes ductuloacinaris struktira volt megtalalhat6, melybdl ép

acinusok és ductusok differencialddtak.
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18. abra (az el6zé oldalon). A 2 g/kg L-lizin i.p. injekcié az acinussejtek karosodasat, a

srer

képeken a kontroll (A, B), illetve az L-lizinnel kezelt patkanyok pancreas elvaltozasait lehet
megfigyelni 6- (C, D), 24 6raval (E, F) ¢s 1 héttel (G, H) az injekciot kovetden. (A) Az acinusok
zimogén granulumokat (nyil) tartalmaznak, sejtmagjuk ép szerkezetli (nyilhegy) (skala = 2 um). (B)
Nagyobb nagyitasban az ép mitokondriumok (nyil), zimogén granulumok (kereszt) és durva
endoplazmatikus retikulum (csillag) (skdla = 0,2 pm). (C) A mitokondriumok hidropikusan
degeneralodnak (nyil), néhanynak (nyilhegy) a mérete a nukleoluszét (csillag) kozeliti meg. (skala = 2,5
um) (D) Durva endoplazmatikus retikulum (csillag). A duzzadt mitokondriumokban (kereszt) a krisztak
(nyilhegy) is sériilnek. (skala = 0,4 um) (E) Az Osszetomoriilt kromatin (csillag) a sejtmag szélére
szorul. Az autofag vacuolumokban mielin (nyilhegy) és lipidcseppek (nyil) lathatok. (skala = 2,5 um)
(F) Nagyobb nagyitasban lipidcseppek (nyil) és a durva endoplazmatikus retikulum kitagult ciszternai
(csillag) latszanak. (skala = 0,6 um) (G) Az 0j acinussejtek a ductuloacinaris struktirakbol (nyil)
alakulnak ki. Kapillaris az interstitiumban (csillag). (skala = 7 um) (H) A regeneralt acinusban tobb 1
zimogén granulum (kereszt) is lathato (skala =3 um).

5.2.3.2.3. L-lizin-indukalta laborparaméter valtozasok

Az L-lizin hatisara a p.w./b.w. kétfazisu emelkedést kovetden a kontroll érték ala
csOkkent (20/A. ébra). A p.w./b.w. kezdetben (2-9. h) fokozddott, majd (12. h) visszatért a
(mitokondridlis duzzanat) megjelenésével ¢€s eltinésével. A p.w./b.w. ezutan (18-48. h)
szignifikdnsan nétt a pancreas 6déma kovetkeztében, majd (az acinusok szinte teljes
destrukcidja miatt) a kontroll érték ald csokkent.

Az emésztdéenzimek akut pancreatitisben kijutnak a karosodott acinussejtekbdl, ezért a
szérum amilaz- és szérum lipaz aktivitdsa a betegség kezdetén megnd. Kisérletiinkben 12-24
oraval az ip. L-lizin injekcid utdn a szérum amildz- és -lipdz aktivitas szignifikdnsan
megemelkedett (a kontroll allatok értékeihez képest) (20/B-C. abra). Az injekci6 utan 24 6ra —
1 héttel a pancreasban az amildz aktivitasa a nagyfoku acinussejt nekrozis miatt szignifikansan
csokkent a kontrollhoz képest (20/D. abra).

Erdekes, hogy az akut pancreatitis egyik f6 patogenetikai tényezdjeként ismert
pancreaticus tripszin aktivitds a betegség korai fazisdban nemhogy nem nétt, hanem 0,5-2
oraval az L-lizin injekcidt kovetden szignifikansan csokkent. Ezutan a tripszin aktivitas 12-24
oraval a kezelés utan szignifikdns novekedést mutatott (20/E 4bra).

A MPO aktivitas az L-lizin kezelést kovetoen lassan emelkedett, és a 24—72. éraban
valt szignifikdnsan magasabba (20/F. abra). A regeneracié soran csdkkent a gyulladasos

besziir6dés, a MPO aktivitas a 168. orara visszatért a kiindulasi szintre.
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20. abra. A 2 g/kg L-lizin kezelés a siilyos akut nekrotizdlé pancreatitisre jellemz6
laborparaméterek valtozasat eredményezi. (A) A p.w./b.w. a 2 g/kg L-lizin ip. beaddsa utin
bifazisosan nott, legmagasabb értékét 24 6ra mulva érte el. A kiterjedt pancreas szdvetpusztulas
kovetkeztében a 168. orara a kontroll érték ala csdkkent. A szérum (B) amilaz- és (C) -lipaz aktivitas
szignifikansan megemelkedett a 12-24. 6rdban, mig a (D) pancreas amilaz aktivitdsa a 24. oratol
szignifikansan csokkent. (E) A tripszin aktivitas 0,5-2 d6ra kozott a betegség kezdetén szignifikdnsan
csokkent, majd a 12. 6ratol nétt. (F) A pancreaticus MPO aktivitas a 24—72. oraban szignifikdnsan
fokozodott, majd a 168. dorara visszatért a kontroll szintre. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik
fel (n = 5-6). * Szignifikans eltérés (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0 h) képest.

5.2.3.2.4. Pancreaticus spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz aktivitds és
poliaminszintek

A pancreaticus SSAT aktivitas az L-lizin kezelés hatasara bifazisos emelkedést mutatott

(21/A. ébra). Az elsé csticsot a 12. ordnal, a masodikat a 48-72. oranal lattuk. Ezzel

parhuzamosan 24-168 oraval az L-lizin injekciot kdvetden a spermidin szint szignifikansan

csOkkent a kontroll értékhez képest (21/B. abra). A spermin szint nem valtozott az L-lizin

kezelés hatasara; putreszcint nem tudtunk kimutatni (ezeket az eredményeket nem mutatom be

az abran).
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21. abra. Az intraperitonealis L-lizin kezelés (2 g/kg) poliamin katabolizmust okoz a pancreasban.
A vonaldiagramok a pancreaticus (A) spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz (SSAT) aktivitast és a (B)
spermidin szinteket mutatjak. Az adatokat atlag £ SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-6). * Szignifikans
eltérés (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0 h) képest.

5.2.3.2.5. Pancreaticus h6-sokk fehérje72 €s [kB-a expresszio

A kontroll allatokbdl izolalt pancreasban nem volt detektalhato HSP72 expresszio, mig
a pancreatitis kialakulasaval parhuzamosan a HSP72 szintézise fokozodott (22/A. abra). A 2
g/kg L-lizin injekci6 utan 4 oraval a HSP72 kifejezddése szignifikansan nétt, maximumat az
injekci6 utdn 12-18 oraval érte el és a 72. oraig emelkedett maradt.

A pancreas [kB-o mennyisége az L-lizin injekciot kovetd 24-168. draban a kontrollhoz
képest szignifikdnsan csokkent (22/B. dbra). Ezzel parhuzamosan az L-lizin injekcié utan 24-
72 6raval a pancreaticus IL-1B expresszid szignifikansan nétt (22/C. dbra). Oszességében ezek

az eredmények fokozott NF-xB aktivaciora utalnak.
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22. abra. A 2 g/kg L-lizin ip. injekciéja pancreaticus HSP72 és IL-1P expresszié fokozdédast,
illetve IxB-a degradaciét okoz. (A) A reprezentativ Western blot képen latszik, hogy a HSP72
expresszioja €p €s a regeneralodott pancreas szovetben (0. 6ra, 1. hd) nem detektalhaté. Az L-lizin
injekcidjat kovetéen a HSP72 expresszidja a 4. 6ratol nétt, maximumat a 12-18. orara érte el. (B) Az
IkB-a szintje a 18-168. ora kozott csokkent, mellyel parhuzamosan a 24-72. éra kozott az (C) IL-1P
szintézise is szignifikansan megemelkedett. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 6). *
Szignifikans eltérés (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (0 h) képest.

5.2.3.2.5. A pancreas oxidativ stresszére jellemzd paraméterek
A NSG tartalom, a GSH-Px- és a SOD aktivitas egyarant bizonyitjak az oxidativ stressz
kialakuldsat a pancreasban (23. édbra). A NSG tartalom (23/A. abra) a 2 g/kg L-lizin injekcio
utan 24-48 oréaval, mig a GSH-Px aktivitds (23/B. abra) a 24-72. o6rdban volt szignifikdnsan
nagyobb a kontroll csoport értékeihez képest. A Mn-SOD aktivitdsa (23/C. dbra) 18 6raval a
L-lizin injekci6 utan szignifikansan nétt, mig 1 hét mulva szignifikansan csokkent. A Cu/Zn-
SOD aktivitasa (23/D. abra) a 18-24. 6ra kozott volt szignifikdnsan magasabb. Az oxidativ

stressz kialakuldsa tehat ebben a pancreatitismodellben is megfigyelhetd.
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23. abra. A 2 g/kg L-lizin injekcié (i.p.) oxidativ stresszt okoz a pancreasban. Az L-lizin kezelés
hatasara a patkdnyok pancreasaban a (A) NSG koncentracio, a (B) GSH-Px aktivitas, a (C) Mn-, illetve
a (D) Cu/Zn-SOD aktivitasanak valtozdsa az oxidativ stresszre jellemzO eltéréseket okozott. Az
adatokat atlag £+ SEM formaban tiintettiik fel (n = 6). * Szignifikans eltérés (p < 0,05) a kontroll
csoporthoz (0 h) képest.

5.2.3.3. Izolalt pancreas és maj mitokondriumok A¥im-janak és oxigénfogyasztasanak

vizsgalata

Az L-lizin hatdsanak vizsgalatara kétféle megkozelitést hasznaltunk. Eldszor nagy

allatokbol izolalt mitokondrium szuszpenzidkon. Az el6bbi paramétereket 2 g/kg L-lizinnel i.p.
kezelt patkanyokbdl izolalt mitokondriumokon is megmértiik.

A kontroll allatokbol (n = 3) izolalt RPM és RLM stabil A¥m-t és oxigénfogyasztast
mutatott (24. abra). Az exogén ADP hozzaadasaval stimulaltuk az oxidativ foszforilaciot RPM-
ban (24/A. abra) és RLM-ban (az eredményeket nem mutatom be az abran), melynek hatasara
csokkent a AWm és fokozodott a légzési rata. Mikor az ADP elfogyott, a A¥Ym és az
oxigénfogyasztas is visszaallt a kezdeti szintre. A DNP-t hozzdadva a rendszerhez lecsokkent a
A¥Ym. A 30-60 mM L-lizin nem befolydsolta a RPM (24/B. abra) és RLM (24/C. abra)

oxigénfogyasztasat, és csak kismértékben csokkentette a AWm-t. Az exogén adott L-lizin
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(24/B. éabra). Hasonlo AWm regeneracio-gatlas volt megfigyelhetd az ADP adésat kovetden
RPM-ben 1 o6réval (24/D. ébra) és 4 oraval (24/E. dbra) az L-lizin injekciot kovetden. A hatas
kifejezettebb volt az L-lizin kezelés utdn 4 6raval. Az oxigénfogyasztas még az ATP szintézis
befejezése utan is magas szinten maradt az L-lizinnel kezelt RPM-ban. Az adatok arra utalnak,
hogy az L-lizin gatolja az elektrontranszport lancot, és zavart okoz mind az ATP szintézisében,
mind a hidrolizisében. Fontos kiemelni, hogy az L-lizin nem befolyasolta a RLM ADP adasat

crer

szelektiv karosodasara utal.
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24. abra. Az L-lizin gatolja a pancreaticus mitokondriilis membranpotencial regeneracigjat az
ADP adasa utan. A patkany pancreas mitokondriumokat (RPM) és a -mdj mitokondriumokat (RLM)
(A-C) 0-, (D) 1- vagy (E-F) 4 6raval a 2 g/kg L-lizin i.p. injekciojat kovetéen Odinokova és mtsai.
moédszere szerint izolaltuk *?*. A mitokondriumok membranpotencial valtozasat (A¥m, piros vonal) és
oxigénfogyasztasat (zold vonal) RPM és RLM szuszpenzioban tetrafenil-foszfonium-ion (TPP')- és
Clark elektrodakkal mértiik. A mitokondriumokat (RPM vagy RLM), ADP-t (20 uM), L-lizint (30-60
mM) és a mitokondridlis szétkapcsoloszer dinitro-fenolt (DNP, 5 uM) a jeldlések szerint adtuk a
rendszerhez. A mitokondriumok stabil AYm-t és oxigénfogyasztast mutattak. Az ADP hozzaadasa a
(A) RPM-hoz és RLM-hoz csokkentette a A¥Wm-t, fokozta az oxigénfogyasztast, melyek iddvel
visszatértek a kontroll szintre. A (B) 2x30 mM vagy (C) 1x60 mM L-lizin nem befolyasolta az
oxigénfogyasztast (B) RPM-ban és (C) RLM-ban, de kicsit csokkentette a A¥Ym-t. Az L-lizin
szignifikansan gatolta a A¥Y'm regenerdcios ratajat (B) RPM-ban, de nem befolyasolta azt (C) RLM-ban.
2 g/kg L-lizinnel oltott patkanyokbol az injekciot kdvetd (D) 1- vagy (E) 4 o6raval izolalt RPM-ban a
A¥m regeneracios rataja 20 pM ADP hozzaadésat kdvetden szignifikdnsan csokkent. (F) A A¥Ym
regeneracio normalisan lezajlott RLM-ban 4 6raval az L-lizin injekciot kdvetden. A gorbék 3 fiiggetlen
kisérlet eredményeit reprezentaljak.
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5.3. Az arginaz-gatlas hatisa az L-arginin-indukdlta akut

pancreatitisre

5.3.1. A maj-, a pancreas-, a vese- és a tiido arginaz aktivitasa

A legmagasabb argindz aktivitds a majban volt megfigyelhetd, de a tobbi szervben is

tudtunk detektalni aktivitast (25. abra). Feltételezhetd, hogy az i.p. adott L-arginin nagy részét

is a majban taldlhato argindz metabolizélja.
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25. abra. Arginaz aktivitas a patkiny maj-, pancreas-,
tiido- és vese szovetében. A kontroll allatokbol (n = 6)
eltavolitott szoveteket homogenizaltuk, majd az argindz
aktivitast exogén L-arginin hozzdadasaval —mértiik
kolorimetrias modszerrel, az urea felszabadulas mennyiségi
meghatarozasaval.
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(+)-S-2-amino-6-jodoacetamido-hexansav (AIHA) gatolja a patkianymaj-

homogenitum-, illetve a tisztitott marhaarginaz aktivitasat. Kisérleteinkben a 0-120 uM AIHA
hatasat vizsgaltuk (A) patkanymaj-homogenatumon, ill. (B) tisztitott marhamaj arginazon. A 60-120
uM AIHA szignifikansan (*, p < 0,05) gatolta az argindz aktivitast a vivoanyaggal kezelt (0 uM)

mintakhoz képest (n = 5-6).
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5.3.2. A (+)-S-2-amino-6-jodoacetamido-hexansav hatasa az argindz
aktivitasra

Az AIHA dozisfiiggd modon gatolta a patkdnymadj-homogendtum, illetve a tisztitott
marhaarginaz aktivitasat in vitro (26. abra). A 60 uM AIHA (mely ekvimolaris az in vivo

alkalmazott 15 mg/kg dozissal) a mdj arginaz aktivitasat szignifikansan kb. 25 %-kal gatolta.
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27. abra. Az AIHA elokezelés hatiasa a laborparaméterekre L-arginin-indukailta akut
pancreatitisben. A patkanyokat 15 mg/kg AIHA-val (AIHA, +) vagy annak vivéanyagaval (AIHA, -)
kezeltiik i.p. 1 oraval a fizioldgias sooldat (Arg, -), vagy 3,5 g/kg L-arginin-HCI (Arg, +) injekciot
megel0zden. Az allatokat 24 oraval az L-arginin vagy fizioldgias sooldattal vald kezelés utan aldoztuk
fel. Az oszlopdiagramok a (A) p.w./b.w.-t, a (B) szérum amilaz-, a pancreas (C) amilaz-, illetve a (D)
tripszin aktivitast mutatjdk. Az adatokat atlag = SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-8). Szignifikéns
kiilonbség (p < 0,05) a * kontroll illetve ** AIHA-val nem kezelt L-arginines csoporthoz képest.
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5.3.3. Pancreas tomeg/testtomeg hanyados, szérum- és pancreas amildz- és

pancreas tripszin aktivitas

A p.w./b.w. szignifikdnsan nétt a L-arginin adminisztracié hatdsara (27/A. ébra). Az
AIHA eldkezelés szignifikansan csokkentette ezt a p.w./b.w. emelkedést. A szérum amilaz
aktivitds egyik csoportban sem valtozott szignifikdns mértékben (27/B. abra). A pancreas
amildz aktivitdsa az L-arginin kezelés hatdsdra szignifikansan csokkent (27/C. dbra). Az AIHA
elékezelés nem befolyasolta a pancreas amildz aktivitasat az L-argininnel oltott csoportokban.
A pancreas tripszin aktivitdsa szignifikdnsan ndtt az L-argininnel kezelt csoportban (27/D.

abra). Az AIHA eldkezelés szignifikansan gatolta ezt a tripszin aktivitas-fokozodast.

5.3.4. Pancreatius mieloperoxidaz aktivitds

A pancreaticus MPO aktivitds szignifikdnsan nott az L-arginin injekci6 utan 24 o6raval
(28. abra). Az AIHA eldkezelés szignifikdnsan csokkentette az MPO aktivitast (ami kisebb

foku gyulladésos infiltraciora utal) az L-arginin-indukalta pancreatitises csoportban.

2] *
- T
£ 28. abra. Az AIHA el6kezelés hatisa a
= pancreaticus mieloperoxidiaz aktivitisra
% 3 4 &% L-arginin-indukalta akut pancreatitisben. A
a * patkanyokat a 27. abra leirasa szerint kezeltiik.
E" -|- Az adatokat atlag £ SEM forméban tiintettiik
5.4 fel (n = 5-8). Szignifikans kiilonbség (p < 0,05)
E a * kontroll, ill. ** AIHA-val nem kezelt
=, L-arginines pancreatitises csoporthoz képest.
D —_ L] L L] 1
AlHA & + i =4
Arg - -+ 4+

5.3.5. Pancreas nem-protein szulfhidril-csoport tartalom, glutation-
peroxidaz- és szuperoxid-dizmutdz aktivitas
A NSG tartalom ¢és a GSH-Px aktivitds szignifikansan nott 24 ordval az L-arginin

injekcidja utan (29/A-B. abra). Az AIHA eldkezelés nem befolyasolta a NSG tartalom
véltozasat, de szignifikdansan csokkentette a GSH-Px aktivitast. A Cu/Zn- és Mn-SOD
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aktivitasok nem valtoztak az AIHA el6kezelés hatasara az L-arginin-indukalta akut

pancreatitises csoportokban (29/C-D. abra).

A 14 « B 14 « *
* * T
© 124 i T T 124
x -
£ 10 : 10 4
8 ®
g 3
o 8! a 8 <
g o -
=
T 6 5 6 4 .|.
£ X
E 4. q 49 = T
©® -+
I T 0
Z 24 1 QO 24
0 r . 0 r
AlHA - + - + - + - +
Arg - - + + - - + +
C 15, D 1.00
1504
DE —
] e J
0 1254 o 078 I
> & I L
£ 1.004 T = T
=) £ 0504
a 0754 T 2
0 - - a
(g 0.50 2
N ? o251
3 =
O 925
0.00 v . . . 0.00 . v v
AlHA - <+ - + - + - +
Arg - - + + - - + +

29. abra. Az AIHA el6kezelés hatasa a pancreaticus oxidativ stresszre L-arginin-indukalta akut
pancreatitisben. Az abran a pancreas (A) NSG tartalom, a (B) GSH-Px-, a (C) Cu/Zn- és a (D) Mn-
SOD aktivitasokat tiintettiik fel. A patkanyokat a 27. dbra leirasa szerint kezeltiik. Az adatokat atlag &
SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-8). Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a * kontroll illetve ** AIHA-
val nem kezelt L-arginines csoporthoz képest.
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5.3.6. Pancreaticus ho-sokk fehérje expresszio

Az AIHA és/vagy L-arginin adminisztraci6 a pancreaticus HSP27 és HSP72 szintézist
fokozta a fizioldgias sdoldattal kezelt abszolut kontroll csoporthoz képest (30. dbra). Az AIHA
kezelés tehat 6nmagédban adva is stresszvalaszt okozott a pancreasban. Az AIHA kezelés nem

befolyésolta a HSP-k expresszidjat az L-arginin-indukalta pancreatitises csoportokban.

H3P72 30. abra. Az AIHA el6kezelés hatasa a
pancreaticus hé-sokk fehérjék szintézisére
L-arginin-indukalta akut pancreatitisben.

HSP27 A reprezentativ Western blot analizis képe a
HSP27 és a HSP72 expresszidjat mutatja. A
patkanyokat a 27. d&bra leirdsa szerint
kezeltiik.

AlHA - + -

Arg - - +

5.3.7. Hisztopatologiai vizsgdlat

A 3,5 g/kg L-arginin i.p. injekcidé sulyos akut nekrotizaldé pancreatitist hozott 1étre
patkanyokban (31. abra, 4. tablazat). Az AIHA injekcid dnmagaban is enyhe hiperémiat és
enyhe gyulladdsos reakciét okozott a pancreasban. Az AIHA eldkezelés azonban

szignifikansan csokkentette a pancreas karosodasat L-arginin-indukalta pancreatitisben.
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“ M, a2

AIHA-+L-Arginin

31. abra. Az AIHA el6kezelés hatisa a pancreaticus morfologiai karosodasira L-arginin-
indukalta akut pancreatitisben. A H&E-nal festett pancreas metszetek kontroll, illetve AIHA-val (15
mg/kg i.p.), L-argininnel (3,5 g/kg i.p.) vagy AIHA ¢és L-arginin kombinéciojaval kezelt patkanyokbol
késziiltek. Az eredeti nagyitas 200-szoros volt. A szovettani paraméterckre adott pontértékek a 4.
tablazatban talalhatok meg.

4. tablazat. Az AIHA elokezelés hatdsa a szovettani paraméterekre L-arginin-indukalta akut
pancreatitisben. A patkanyokat a 27. 4bra leirasa szerint kezeltiik. Az adatokat atlag £ SEM formaban
tiintettiik fel (n = 5-8). Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) az * abszolut kontroll (a tablazatban nincs
feltiintetve) vagy az + L-argininnel kezelt csoporthoz képest.

AIHA L-Arginin AIHA + L-Arginin

Hyperemia 0.0 +0.0 1.0 + 0.0* 1.0 £ 0.0*
Leukocita adherencia 0.0+0.0 25+ 0.3* 1.5+ 0.3*'
Interstitialis 5déma 0.0 £0.0 2.3+ 0.5* 1.7 £ 0.4*
Leukocita infiltracio 0.3+0.2 2.7 +02* 1.7 + 0.2+
Vacuolisatio 0.0 £ 0.0 1.5+ 0.3* 0.5+ 04’

Nekrozis 0.3+0.2 35+ 0.4* 1.5 + 0.4%"
Apoptosis 0.0 £ 0.0 1.0 £ 0.0* 1.0 £ 0.0*
Regeneracio 0.0 £ 0.0 05+03 02+02

Ossz karosodas 0.5+0.4 15.0 + 1.5% 9.0 + 1.3*

70



dc_256 11

54. A poliaminok szerepe L-ornitin-indukalta  akut

pancreatitisben

5.4.1. Poliamin homeosztazis L-ornitin-indukalta akut pancreatitisben
Pancreas: a spermidin tartalom szignifikansan csokkent 24-168 oraval a 3 g/kg L-ornitin-HCl
i.p. injekciot kovetden, mig a spermin tartalom a 72. éraban szignifikans mértékben emelkedett
(1,6-szorosara) (32/A-B. 4abra). Figyelembe véve a spermidin és spermin mennyiségi

crcr

oraval az L-ornitin injekcidja utan.
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32. adbra. A pancreas poliamin homeosztizis valtozisa a 3 g/kg L-ornitin-HCl ip.
adminisztraciojat kovetden. Az oszlopdiagramok a pancreas (A) spermidin- és (B) spermin szinteket,
az (C) ornitin-dekarboxilaz (ODC)- és a (D) SSAT aktivitasokat abrazoljak az injekcié utan eltelt id6
fliggvényében. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-6). * Szignifikans kiilonbség (p
< 0,05) a kontroll csoporthoz (0 h, sziirke oszlop) képest.
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Az ODC aktivitas a 24. oraban szignifikansan fokozddott a kontrollhoz képest (32/C.
abra). A SSAT aktivitas az el6bbi id6pontban szintén magasabb volt a kontrollhoz képest, a 72.
oraban csucsosodott ki (a normalis kozel tizszeres aktivitasaval) és a 168. oraig emelkedett
maradt (32/D. abra). Meglepé médon a pancreasban nem tudtunk putreszcint detektalni, noha
az ODC- ¢és a SSAT aktivitas-fokozddasok kovetkeztében mindenképpen ez vérhatd lenne

(amennyiben a poliamin szintézis nem mulja feliil a katabolizmust).

Madj: a hepaticus putreszcin szint a kontrollhoz képest 26-szor volt nagyobb 6 6raval az L-
ornitin injekciot kdvetden, azutdn a kontroll szintre esett vissza (33/A. dbra). A hepaticus
spermidin szint a 6-72. oraig szignifikdnsan nagyobb volt (33/B. abra). A spermin tartalom

szintén magasabb volt a kontroll értékhez képest a 24. és 72. 6ra kozott (33/C. abra).

Tiido: a majban észleltekhez hasonloan a tiidd putreszcin szint 6 6rdval az injekciot kovetden
csucsosodott, majd visszatért a kontroll szintre (33/D. abra). A tiid0 spermidin tartalma
szignifikdnsan csokkent 6-, 72- és 168 oraval az L-ornitin kezelést kovetéen (33/E. abra). A
tiidé spermin tartalma viszont egyik vizsgalt id6pontban sem valtozott szignifikdns mértékben

a kontroll csoporthoz képest (33/F. abra).
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33. abra. Poliaminszintek valtozasa a majban és tiidében 3 g/kg L-ornitin-HCI intraperitonealis
injekciot kovetéen. Az oszlopdiagramok a hepaticus (A) putreszcin-, (B) spermidin- és (C) spermin
szinteket, valamint a tiid6 (D) putreszcin-, (E) spermidin- és (F) spermin szintjeit abrazoljak. Az
adatokat atlag £ SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-6). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a kontroll
csoporthoz (0 h, sziirke oszlop) képest.
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5.4.2. Az I-metilspermidin hatdsa az L-ornitin-indukalta akut pancreatitisre

5.4.2.1. Pancreas spermidin/spermin N'-acetiltranszferdz —aktivitds, putreszcin-,
spermidin-, metilspermidin-, és spermin tartalom

A MeSpd mind az eldkezelés (MO24: 4,53 £+ 1,79 nmol/mg protein), mind az
utdkezelés (OM24: 10,42 £ 1,35 nmol/mg protein, OM48: 8,74 + 1,18 nmol/mg protein)
hatasara felhalmozodott a pancreas szovetben. A pancreas spermidin tartalma szignifikansan
csokkent az L-ornitinnel kezelt csoportokban (34/A. &bra), mig a spermin tartalom nem
véltozott (34/B éabra). A pancreas SSAT aktivitasa szignifikdnsan, négyszeresére emelkedett az
L-ornitin injekci6 hatasara a 24. drdban ¢€s tobb mint hétszeresére a 48. draban (34/C. é&bra).
Putreszcint egyik csoportban sem tudtunk kimutatni. A MeSpd adminisztraci6 nem

befolyasolta ezeket a paramétereket.

5.4.2.2. Hisztopatologiai vizsgalat

Az L-ornitin injekciot kovetden 24 és 48 oraval interstitialis 6déma, vaszkularis
congestio, leukocita adherencia ¢€s -infiltrdcio, valamint az acindris sejtek nekrdzisa volt
megfgyelhetd a pancreasban (35. dbra). A MeSpd adminisztracié nem befolydsolta a vizsgalt

szOvettani paramétereket (35. 4bra, 5. tablazat).
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34. abra. Az 1-metilspermidin
C 18001 * adminisztracié hatasa a pancreas poliamin
homeosztazisara L-ornitin-indukalta akut
E 1600+ pancreatitisben. A patkanyokat i.p. oltottuk 3
g . * g/kg L-ornitinnel (Orn +) vagy fizioldgias
s sooldattal (Orn -), és nem kezeltiik (MeSpd -),
% 1200+ elékezeltiik (MeSpd EK) vagy utokezeltiik
£ (MeSpd UK) 50 mg/kg 1-metilspermidinnel
=, 1000+ * (MeSpd-nel) ip.. Az oszlopdiagramok a
%D 00 pancreaticus (A) spermidin-, (B) spermin
= szinteket és a (C) SSAT aktivitasokat mutatjak
g €00+ a kiillonb6z6é csoportokban. A fehér és sziirke
o 4004 oszlopok az L-ornitin vagy a fiziologias sooldat
% injekcio utdn 24 vagy 48 oraval levagott allatok
@ 200+ értékeit mutatjdk. A részletes protokoll a
_. 4.2.1.4. fejezetben talalhatd meg. Az adatokat
o 04 T d ¥ T atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-8). *
- * * ¥ * * Szignifikans kiilsnbség (P < 0,05) a kontroll
MaSpd - - EK UK - UK

csoporthoz (Orn -, MeSpd -) képest.
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35. abra. A MeSpd hatiasa a pancreas morfolégiai karosodasara L-ornitin-indukalta akut
pancreatitisben. Az abran reprezentativ H&E-nal festett pancreas metszetek szovettani képe lathato. A
patkanyokat (A) fizioldgias sooldattal vagy (B-F) 3 g/kg L-ornitinnel oltottuk be, amelyeket (A, B, E)
nem kezeltiink, (C) eldkezeltiink vagy (D, F) utdkezeltiink (F esetén kétszer) 50 mg/kg MeSpd-nel i.p..
A patkanyokat az L-ornitin vagy a fiziologias sooldat injekcid utan (A-D) 24 oraval vagy (E-F) 48
oraval aldoztuk fel. Eredeti nagyitas: 200-szoros.
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5. tablazat. Az MeSpd kezelés hatisa a szovettani paraméterekre L-ornitn-indukalta akut
pancreatitisben. A patkanyokat a 34. abra leirasa szerint kezeltiik. Az adatokat atlag £+ SEM formaban
tintettiik fel (n = 5-8). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a megfeleld kontroll csoporthoz képest.

MeSpd EK UK UK
Felaldozas, h 24 48

Hyperemia 0.6 +02* 1.0 + 0.0* 0.8 +£0.2% 0.8 £ 0.2* 1.0+ 0.0*
Leukocita adherencia 3.0+00* 3.0+0.0* 2.7+0.2% 2.8+0.2* 28+0.2*
Interstitialis ddéma 28+02* 3.0+ 0.0* 2.8 £0.2% 3.0 £ 0.0* 28+ 0.2*
Leukocita infiltracio 29+0.5* 2.840.3*% 3.5+0.3" 4.0 £ 0.0* 34+0.2*
Vacuolisatio 0.3+0.2 0.0 £ 0.0 0.0+ 0.0 0.0 + 0.0 02+0.2
Nekrézis 4.0 + 0.0* 4.0 +0.0* 3.8 +0.2% 0.0 + 0.0 0.0+ 0.0
Apoptosis 1.8 + 0.5* 1.7 £ 0.4* 1.3 £ 0.5* 0.0+ 0.0 02+0.2
Regeneracié 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 £0.0 1.8 £ 0.2* 2.0+ 0.0*
Ossz karosodas 15.3 + 0.5* 155 +0.6* 15.0 + 0.8* 124 + 0.2* 124 + 0.5*

A 12000+ - B 301
* 3+
100004 @ 257
= =
E 8000+ léﬂ 204
] -—
3 s . 1
£ o0 3 15
= =
g - *
5 40004 w 101
] ]
b2 2
=
2000+ 54
gl ¢ -
0 L] L L J L] u L] L L L ’J-_| L ,__| L
Orn - + + + + - + + + + +
MeSpd - EK UK - UK - - EK UK - UK
C N Tk D 1.50-
*
3004 *
1,25+ * l
—_ *
= 2504 l
=, S 1.004 1
[} -
'S 2005 X
= 2
= g 0759
S £ o504 I
2 1004 Bl
504 ak 0,25+
o — - | ] v —— . 0,00 v - -
Orn - + + + $+ - + + + + +
MeSpd . EK UK . UK - - EK UK - UK

77



dc_ 256 11

36. abra (az el6z6 oldalon). A MeSpd hatasa a szérum- és pancreas emésztoenzimek aktivitasara
és a pancreas tomeg/testtomeg hanyadosra L-ornitin-indukalta akut pancreatitisben. Az
oszlopdiagramok a (A) szérum- és (B) pancreas amilaz, (C) a szérum lipaz aktivitasokat és a (D)
p.-w./b.w.-t abrazoljak a kiillonb6z6 csoportokban. Az oszlopok jelolése a 34. abra leirasaban talalhato
meg. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-8). Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a *
kontroll (Orn -, MeSpd -) vagy az ** Orn 24 (Orn +, MeSpd -, fehér oszlop) csoporthoz képest.

5.4.2.3. Szérum és pancreas amilaz-, szérum lipaz aktivitas, pancreas tomeg/testtomeg
hanyados

Ebben a kisérletsorozatban a szérum amildz aktivitds 24 6raval az L-ornitin injekcio
utan nem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest. A MeSpd utdkezelés hatdsara az OM24
csoportban a szérum amilaz aktivitas szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporthoz és az
024 csoporthoz képest (36/A. abra). A pancreas amilaz aktivitdsa az L-ornitinnel kezelt
csoportokban szignifikdnsan csdkkent a kontrollhoz képest, az OM24 csoportot kivéve (36/B.
abra). A szérum lipaz aktivitds az OM24 csoportban szignifikdnsan magasabb volt az 024
csoporthoz képest (36/C. abra). A p.w./b.w. szignifikdnsan emelkedett 24 6raval a 3 g/kg L-
ornitin kezelést kovetden (36/D. abra). A MeSpd adminisztraciéo a 24. és a 48. ordban sem

befolyasolta a pw./b.w. valtozasat.

HSP72

KBt

Orn - + + + - +

MeSpd - - EK UK - UK
Felaldozas (h) 48 24 24 24 48 48

37. abra. A MeSpd kezelés hatiasa a pancreaticus HSP72- és IkB-a expressziora L-ornitin-
indukalta akut pancreatitisben. Az abran a fiziologids sooldattal, L-ornitinnel és/vagy MeSpd-nel
kezelt patkanyok pancreas extraktjabol késziilt reprezentativ Western blot analizis eredményei lathatok.
A csoportok jelolése a 34. abra leirdsa szerint tortént. Az allatokat a fiziologias sooldat vagy az
L-ornitin kezelés utan 24 vagy 48 6ra utan aldoztuk fel.
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5.4.2.4. Pancreaticus ho-sokk fehérje72 és IkB-a expresszio

A 3 g/kg L-ornitin i.p. injekcid szignifikdnsan fokozta a HSP72 szintézist 24 oraval a
betegség indukcidja utan (37. abra). Az IkB-a szint szignifikansan csokkent a kontroll
csoporthoz képest 24 ¢s 48 6raval az L-ornitin injekcid utan (37. dbra). A MeSpd kezelés nem

befolyésolta a HSP72 és IkB-a expresszidjat.

5.4.2.5. Pancreaticus mieloperoxidadz aktivitas

A pancreaticus MPO aktivitds az L-ornitinnel kezelt csoportokban nagymértékben nott
a kontroll csoporthoz képest (38/A. abra). A MeSpd adminisztracidé egyik csoportban sem
befolyasolta a MPO aktivitast (azaz a gyulladasos infiltracid mértékét).

5.4.2.6. Pancreas interleukin-1,[ koncentracio

Az IkB degradacioval parhuzamosan ¢és a NF-kB aktivacido kovetkeztében a
pancreaticus IL-1p szintézis szignifikdnsan fokozodott 24 és 48 o6raval az L-ornitin injekciot
kovetden (38/B. abra). A MeSpd eld- és utdkezelésnek nem volt hatdsa a gyulladasos citokin
szintekre. Bar a MeSpd utokezelés az IL-1p expressziot tendencidozusan csokkentette, ez az

eltérés azonban nem volt szignifikans.
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38. abra. A MeSpd hatasa a pancreaticus gyulladast illetve extrapancreaticus-érintettséget jelzo
paraméterekre L-ornitin-indukalta akut pancreatitisben. Az oszlopdiagramok a pancreaticus (A)
MPO aktivitasokat, az (B) IL-1 szinteket, a szérum (C) kreatinin koncentraciokat és az (D) ASAT
aktivitdsokat mutatjak. Az oszlopok jelolése a 34. abra leirdsdban talalhaté meg. Az adatokat atlag +
SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-8). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a kontroll csoporthoz (Orn -,
MeSpd -) képest.

5.4.2.7. Szérum kreatinin koncentracio és aszpartdt-aminotranszferdz aktivitds

A szérum kreatinin koncentracid szignifikdnsan magasabb volt az 024 és OM24
csoportokban a kontroll csoporthoz képest (38/C. abra). A szérum ASAT aktivitdsok
szignifikansan magasabbak voltak 24 ¢és 48 6raval az L-ornitin injekciot kovetden (38/D. abra).

A MeSpd adminisztracidé nem befolyésolta az ASAT aktivitast.
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5.5. Nukledris faktor-xB aktivdacio-gatlas hatdsa akut

pancreatitisben

5.5.1. A pirrolidin-ditiokarbamat és metilprednizolon elokezelés hatdisa az

L-arginin-indukalta akut pancreatitisre

5.5.1.1. Pancreaticus IkB-a degraddcio és nuklearis faktor-xkB DNS-koto aktivitas

Az 1- ¢és 10 mg/kg ddzisban adott PDTC eldkezelés szinte teljesen kivédte az IkB-a
degradaciot és a NF-xB DNS-kotd aktivitas-fokozodast 24 ordval az L-arginin injekcidjat
kovetden (39. dbra). A 100 mg/kg dozisban adott PDTC viszont nem védte ki a NF-kB DNS-
koté aktivitasat. Meg kell emliteni, hogy a PDTC-nak nagy do6zisban mar toxikus hatasai
voltak a patkanyokban. A legtobb allat az injekcid utdn letargiassa valt. Egy patkany el is
pusztult nem sokkal az injekcido beaddsa utdn. Ezzel ellentétben a MP elSkezelésnek egyik
alkalmazott dozisban sem volt szembed6tld toxikus mellékhatasa. Az IkB-a degradaciot és a

NF-kB DNS-kot6 aktivitast a MP mindegyik dozisban csokkentette.

5.5.1.2. Pancreas citokin koncentracio

A nagy dozisu L-arginin kezelés szignifikansan fokozta a pancreaticus IL-1p3 és TNF-a
koncentraciokat a kontrollhoz képest (40. dbra). A proinflammatorikus citokin szinteket az 1-
¢s 10 mg/kg PDTC vagy 1-, 10- és 30 mg/kg MP szignifikansan csokkentette a vivéanyaggal

kezelt L-arginines csoporthoz képest.
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39. abra. A pirrolidin-ditiokarbamat (PDTC) és metilprednizolon (MP) elokezelés hatisa a
pancreaticus IkB-a szintekre és a NF-xB DNS-koté aktivitasra L-arginin-indukalta akut
pancreatitisben. A patkanyokat PDTC-tal (1-, 10-, 100 mg/kg i.p.) vagy MP-nal (1-, 10-, 30 mg/kg
i.m.) kezeltik 1 oréval az akut pancreatitis indukcidja el6tt (3 g/kg L-arginin-HCl i.p.) (n = 6). Mas
patkanyok az L-arginin injekcid el6tt fiziologias sooldatot kaptak a MP vagy a PDTC helyett
(sotétsziirke oszlop). A PDTC és a MP hatdsat 6nmagaban (L-arginin kezelés nélkiil) is teszteltiik; ez
esetben az allatok fiziologias sdoldatot kaptak i.p. az L-arginin helyett. Az abszolut kontroll allatok a
MP vagy a PDTC és az L-arginin helyett fiziologias sooldatot kaptak (vilagossziirke oszlop). Az
allatokat az L-arginin/fiziologias sdinjekcio utan 24 oraval aldoztuk fel. A PDTC dozisfiiggé modon
gatolta a (A) pancreaticus IkB-a degradaciét és a (B) NF-kB DNS-koto aktivitasat L-arginin-indukalta
pancreatitisben. A MP elékezelés mindegyik dozisban hatdsosan csokkentette a vizsgalt paraméterek
valtozasat. Az oszlopdiagram a NF-kB csikok optikai denzitasat mutatja. Az adatokat atlag + SEM
formajaban tiintettiik fel.
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40. abra. A PDTC és a MP elokezelés hatisa a pancreas IL-1B- és TNF-a koncentricidjara
L-arginin-indukalta akut pancreatitisben. A patkdnyokat a 39. dbra leirdsa szerint kezeltiik. A 3 g/kg
L-arginin-HCl-dal (Arg) oltott allatok pancreaticus (A) IL-1B- és (B) TNF-a koncentracioi
szignifikansan ndttek a kontroll csoporthoz képest. A proinflammatorikus citokin koncentraciok
szignifikansan csokkentek a 1- vagy 10 mg/kg PDTC illetve 1-, 10- vagy 30 mg/kg MP elokezelés
hatasara. Az adatokat atlag + SEM formajaban tiintettiikk fel (n = 5-6). A fekete csillag a kontroll
csoporthoz képest, a fehér csillag a fiziologias sooldattal elokezelt pancreatitises csoporthoz képest jelol
szignifikans (p < 0,05) eltérést.

5.5.1.3. Pancreas tomeg/testtomeg hanyados és szérum amildz aktivitds

A 3 g/kg L-arginin-HCI adminisztracidja szignifikansan novelte a szérum amildz
aktivitast és a p.w./b.w.-t a kontroll csoporthoz képest (41. dbra). Az 1 mg/kg PDTC illetve 10-
vagy 30 mg/kg MP szignifikansan csokkentette a p.w./b.w.-t (azaz a gyulladasos 6déma
mértékét) 24 oraval az L-arginin injekcidjat kovetden. Ugyan volt egy tendencia arra
vonatkozoan, hogy a PDTC illetve a MP el0kezelés L-arginin-indukalta akut pancreatitisben

csokkentse a szérum amildz aktivitast, ez azonban nem érte el a szignifikdns mértéket.
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41. abra. A PDTC és MP elokezelés hatiasa a p.w./b.w.-ra és a szérum amilaz aktivitasra
L-arginin-indukalta akut pancreatitisben. A patkanyokat a 39. abra leirasa szerint kezeltiik. A 3 g/kg
L-arginin-HCI ip. adminisztracidja szignifikansan novelte a (A) szérum amilaz aktivitast és a (B)
p.w./b.w.-t a kontroll csoporthoz képest. Az 1 mg/kg PDTC illetve a 10- vagy 30 mg/kg MP
szignifikansan csokkentette a p.w./b.w.-t 24 draval az L-arginin injekcidjat kdvetden. Az adatokat atlag
+ SEM formajaban tiintettiik fel (n = 5-6). A fekete csillag a kontroll csoporthoz képest, a fehér csillag a
fizioldgias sooldattal eldkezelt pancreatitises csoporthoz képest jelol szignifikans (p < 0,05) eltérést.

5.5.1.4. Pancreas amilaz-, tripszinogén és DNS tartalom

Az L-arginin injekcio szignifikdnsan csokkentette a pancreas amildz- és tripszinogén
aktivitasat (42. abra), de nem befolyasolta a DNS tartalmat (utobbi eredményeket nem
mutatom az abran) a kontrollhoz képest. A patkdnyok PDTC-tal, illetve MP-nal vald

elékezelése szignifikansan mérsékelte ezeket a valtozasokat (42. 4bra).
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42. abra. A PDTC és a MP elokezelés hatisa a pancreas amilaz- és tripszinogén aktivitisra
L-arginin-indukalta akut pancreatitisben. A patkdnyokat a 39. 4bra leirdsa szerint kezeltik. Az
L-arginin injekcioé az abszolut kontroll csoporthoz képest szignifikansan csokkentette a pancreas (A)
amildz- és (B) tripszinogén aktivitasat. A PDTC, illetve a MP el6kezelés szignifikdnsan mérsékelte az
aktivitas csokkenéseket. Az adatokat atlag =+ SEM formaban tiintettiik fel (n = 5-6). A fekete csillag a
kontroll csoporthoz képest, a fehér csillag a fiziologias sooldattal elokezelt pancreatitises csoporthoz
képest jelol szignifikans (p < 0,05) eltérést.

5.5.1.5. Pancreaticus nem-protein szulfhidril-csoport tartalom, lipid peroxiddcio és
karbonil-protein szintek

Az L-arginin injekci6 szignifikansan fokozta a pancreas NSG tartalmat, a MDA ¢és a
karbonil-proteinek szintjét a kontrollhoz képest (43. dbra). A legtobb esetben ezek a valtozasok
az 1- vagy 10 mgkg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy 30 mg/kg MP kezelés hatisara

szignifikansan kisebbek voltak.
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5.5.1.6. Pancreaticus mieloperoxiddz aktivitas
A pancreaticus MPO aktivitas L-arginin-indukélta akut pancreatitisben szignifikansan
nétt a kontrollhoz képest (44. abra). Az 1- vagy 10 mg/kg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy 30

mg/kg MP szignifikdnsan csokkentette ezt a paramétert.
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5.5.1.7. Hisztopatologiai vizsgalat

A szdvettani vizsgalat szerint a 3 g/kg L-arginin-HCI injekci6 sulyos akut pancreatitist
okozott. A pancreas morfologiai kdrosodasa az 1- vagy 10 mg/kg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy
30 mg/kg MP kezelés esetén szignifikdnsan kisebb volt a fiziologids sooldattal kezelt
kontrollhoz viszonyitva (45. é&bra). A szdvettani kdrosodas pontértékeit a 6. tablazat

tartalmazza.

45. abra. A PDTC és a MP el6kezelés hatasa a pancreaticus morfoldgiai kirosodasra L-arginin-
indukalta akut pancreatitisben. A patkanyokat a 39. 4bra leirdsa szerint kezeltiik. A 3 g/kg L-arginin-
HCI adminisztracidja stlyos nekrotizaldé pancreatitist okozott. A pancreaticus morfologiai karosodas
(interstitialis 6déma, leukocita infiltracio és az acinussejtek nekrdzisa) mértéke szignifikansan csokkent
az (A) 1- vagy 10 mg/kg PDTC-vel, illetve az 1-, 10- vagy 30 mg/kg MP-nal el6kezelt csoportokban (n
= 5-6) a (B) fiziologias sooldattal eldkezelt L-arginines csoporthoz (n = 6) képest. A szdvettani
paraméterekre adott pontértékeket a 6. tablazatban tiintettem fel. (H&E festés, eredeti nagyitas 400-
SZOros).
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6. tablazat. A PDTC és a MP elokezelés hatasa a pancreas morfologiai karosodasara L-arginin-
indukalta akut pancreatitisben. A patkanyokat fiziologias sooldattal (PS) i.p./i.m., PDTC-tal i.p. vagy
MP-nal i.m. kezeltiik 1 oraval a 3 g/kg L-lizinnel vald ip. oltas utdn. Az adatokat atlag =+ SEM
formajaban tlintettiik fel (n = 5-6). * Szignifikéns kiilonbség (p < 0,05) a PS-tal eldkezelt csoporthoz
képest.

Eldkezelés

Ps PDTC (mgkg) MP (mgkg)

0 1 10 100 1 10 30
Interstitialis ddéma 133 =012 083 +012* 1.00 = 0.16 125 +0.13 1.00 = 0.20 090 = 0.10* 083 =0.12*
Yascularis congestio 075 =0.19 0.67 =012 0.70 = 0.12* 092 = 0.09 0.75 = 0.13 0.80 = 0.12 0.75 = 0.13
Gyulladas 1.67 = 0.24 0.75 = 024~ 1.00 = 0.16* 133034 092 = 0.30* 0.80 = 0.12* 083 =024
Mekrozis 217 =042 092 = 034* 1.30 = 020" 167 = 0.51 1.17 = 0.31* 1.10 = 0.24* 1.00 = 0.14*
Ossz karosodas 584 =081 3.17 = 0.69* 4.00 = 0.71* 525+ 0.94 383 > 0.85* 360 =037 342 =039

5.5.2. A metilprednizolon eldkezelés hatasa cholecystokinin-indukalta akut

pancreatitisre

5.5.2.1. Pancreas tomeg/testtomeg hanyados, szérum amildz aktivitas és tripszinogén
aktivacios peptid koncentracio

A 2x 100 pg/kg CCK s.c. adminisztracioja a szérum amilaz aktivitast, a p.w./b.w.-t és a
plazma TAP koncentraciojat szignifikdns mértékben fokozta a kontroll csoporthoz képest
(46/A,B. ébra). A MP kezelés szignifikansan csokkentette a p.w./b.w.-t (3 €s 5 oraval az elso
CCK injekcid utdn) és a szérum amilaz aktivitast (5 6raval az elsé CCK injekcié utdn). A MP

crer

kovetden (46/C. abra).
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70 - 46. abra. A MP elokezelés hatiasa a (A)
pancreas tomeg/testtomeg hanyadosra

60 4 * (p-w./b.w.), a (B) szérum amilaz aktivitasra és

a (C) plazma TAP koncentraciokra
cholecystokinin(CCK)-oktapeptiddel-indukalt

50 4 akut pancreatitisben. Him Wistar patkanyokat
o 12 6ras id6kozzel 2 x 30 mg/kg MP-nal (+) vagy
E 40 a vivOoanyagaval (-) kezeltiink i.m., majd 12 6ra
z mulva az Aallatokat 2 x 100 pg/kg CCK-nel
o 30- * *x oltottuk be s.c. 1 oras idokozzel. Az allatokat az
s * ff els6 CCK injekcio utdn 3 (vildgossziirke
2. oszlopok) vagy 5 oraval (fekete oszlopok)
aldoztuk fel. A kontroll allatokat (iires vagy

szlirke oszlopok) MP-nal vagy a vivoanyagaval

10 4 oltottuk be i.m., illetve fiziologias sdoldattal s.c.
Az eredményeket atlag + SEM forméban

0 [ ,_m -l v tintettiik fel (n = 6). A fehér csillag szignifikans
MP - + - + - + valtozast (p < 0,05) jelez a megfeleld

CCK - = + + + + vivoanyaggal kezelt csoporthoz-, a fekete csillag
pedig a kontroll csoporthoz képest.

5.5.2.2. Pancreaticus tumor nekrozis faktor-a és interleukin-6 koncentraciok

crer

crer

csOkkentette a pancreaticus proinflammatorikus citokinek szintjét CCK-indukalta

pancreatitisben a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest.
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47. abra. A MP hatasa a pancreas tumor nekrozis faktor-a és interleukin-6 koncentracidjara
cholecystokinin-indukalta akut pancreatitisben. A patkanyokat a 46. dbra leirdsdban részletezettek
szerint kezeltilk. A pancreas (A) TNF-a és (B) IL-6 koncentraciokat a citoszolikus frakciobol
hataroztuk meg ELISA kitek segitségével. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik fel (n = 6).
Szignifikéns eltérés (p < 0,05) a fiziologias sooldattal kezelt- (sziirke csillag), a vivoanyaggal kezelt-
(fehér csillag), illetve a kontroll csoporthoz képest (fekete csillag).

5.5.2.3. Pancreaticus nem-protein szulfhidril-csoport tartalom, lipid peroxiddcio és
karbonil-proteinek szintje

A CCK kezelés szignifikansan csokkentette a pancreas NSG tartalmat és fokozta a
MDA ¢és a karbonil-protein szintjét (48. abra). A MP adminisztracié 2 éraval a masodik CCK
injekcid utdn szignifikdnsan mérsékelte a NSG tartalom csokkenését (48/A. éabra). A MP
elékezelés 2 ¢és 4 oraval az utols6 CCK injekcid utan csokkentette az emelkedett MDA
szinteket (48/B. &bra). A karbonil-proteinek szintjének fokozodasat szintén mérsékelte a MP

elékezelés 2 oraval az utolsd6 CCK injekcidt kdvetden (48/C. dbra).
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5.5.2.4. Pancreaticus mieloperoxidadz aktivitas
A pancreaticus MPO aktivitdas CCK-indukalta akut pancreatitisben szignifikansan
megemelkedett a kontroll csoporthoz képest. A MP eldkezelés szignifikdnsan csokkentette a

MPO aktivitast 4 6rdval az utolsé CCK injekciot kdvetden (49. abra).
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5.5.2.5. Hisztopatologiai vizsgadlat

A szovettani vizsgalat igazolta a CCK-indukalta akut pancreatitis kialakuldsat. A
pancreas morfologiai karosodasa mindegyik MP-nal el6kezelt csoportban kisebb volt a
vivéanyaggal kezelt CCK-es csoporthoz képest. A pontértékek a 7. tabldzatban vannak

feltiintetve.

7. tablazat. A metilprednizolon elokezelés hatasa a CCK-indukalta akut pancreatitisre.
Az adatokat atlag = SEM formaban tiintettiik fel (n = 6). * Szignifikans kiilonbség (p < 0,05) a respektiv
vehikulummal (Veh) kezelt csoporthoz képest.

Feléldosds 20 CCK 2 2 2 £ 4 4
Injekcid utan ()
Ka7rlések Yeh+COK 30 maike MP Z¢A0 mokg MP VentCOK 30 mgflrg WP 2230 mgflg WP
+ K + K +C K + K
I lerslliaglis Oderma 144 =023 0.73+0.12* 104 =0.12¢ 1.50+0.13 0.96 + 0.0%* 0.71 +0.12*
Leukocita 1Mt tracio 035+007 0.15+ 0.0 023 +007 1.38+0.39 0.68 + 038" 0.37+0.20°
Hypzaremia 044 +0.10 0.27+0.06 0.13 +0.04* 0.63+0.25 0.70 £ 0.16 D.60+0.13
WVac iolisatin 038+ 005 0.21 +0.03* 023 +007 0.46+0.10 027+ 00T 0.40+0.11
Mzkeézis (0 4) 056 +0.09 0.21 + 0.08* 021 + 007 0.48+0.10 027 +007 0.23 + 0.08*
Aaootosis 042 +007 0.15+0.02* 029+0.16 0.67 + 0.00 023 + 006" 0.21 or
Eazofi lamellatio 035 +0.08 0.33+0.12 021 +0.06 0.54 + 0.09 0.17 £ 0.05* 0.25 + 0.05*
557 kdrosodds 394 + 047 2.04 + 0.26" 248 + 043" 5.65+0.79 238 + 025" 2,50+ 0.31*

5.5.2.6. Nuklearis faktor-xB DNS-koto aktivitas
NF-«B DNS kd&todést a kontroll csoportokban szinte alig tudtunk kimutatni (50. &bra).
A CCK injekciok az id6 eldrehaladtaval fokoztdk a NF-kB DNS-koto aktivitast, melynek
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maximumat a 2. éraban figyeltiik meg. A 2 x 30 mg/kg MP eldkezelés egyik id6pontban sem
befolyésolta a NF-kB DNS-ko6t6 aktivitasat.

ds() 2 05 05 1 1 2 2 3 3 4 4
MP

+ - + - - - + - + +
CCK . - - S T . + *
-
A . 2 7.
- o |B-o
. - “ - -

—— \F

o »« 38 % &

Optikai denritas (6nkényes egység)

L= L 4

05 1 2 3 4
1d6 (h)
50. abra. A MP el6kezelés hatisa a pancreaticus NF-xB DNS-kot6é aktivitasra és az IxB-a
szintekre CCK-indukalta akut pancreatitisben. Az (A) dbran egy reprezentativ pancreaticus NF-xkB
EMSA képe lathat6. NF-kB DNS-kot6 aktivitast alig tudtunk kimutatni a kontroll csoportban. A CCK
injekciok az id6 elérehaladtaval fokoztak a NF-xB DNS-koté aktivitast. A MP eldkezelés nem
befolyasolta a NF-xB DNS-koto aktivitasat. (B) Az IkB-o expresszid meghatarozdsa Western blot
technikaval tortént. Az IkB-o mennyisége mar 30 perccel a masodik CCK injekcid utan szignifikansan
csokkent, de 4 ora elteltével visszatért a kezdeti szintre. (C) Az A. panelen lathatd NF-xB csikok
intenzitasat denzitometrias eljarassal hataroztuk meg. Az értékeket atlag + SEM formaban tiintettiik fel

(n = 3-06).

5.5.2.7. IkB-a expresszio

A IkB-a expresszidja mar az elsd vizsgalt idépontban (30. perc) szignifikdnsan
csokkent (50/B. abra), de 4 oraval az utols6 CCK injekcid utdn mar visszaallt a kontroll szintre.

A nagy do6zisi MP eldkezelés nem befolyasolta az IkB-o degradacié mértékét.
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6. UJ MEGALLAPITASOK

(102,130,134)

6.1. Igazoltuk, hogy a bazikus aminosavak koziil az L-arginin mellett az L-ornitin

(BL139) 45 az L-lizin %%

is képes nagy dozisban nekrotizald akut pancreatitist kivaltani
patkanyban, mig a D-ornitinnek "*" és az L-hisztidinnek "*® nincs gyulladést indukal6 hatésa.
A nagy dozisban i.p. adott equimoléris L-ornitin az L-argininnél is stlyosabb pancreatitist
valtott ki, ugyanakkor az L-citrullin és a NO donor nitroprusszid-natrium nem okozott

hasnyalmirigy karosodast.

6.2. Elsoként jellemeztik az L-ornitin-, illetve az L-lizin-indukalta stlyos nekrotizalé akut
pancreatitismodellt patkdnyban. A bazikus aminosavakkal kivaltott pancreatitis nem invaziv,
kénnyen kivitelezhetd és jol reprodukélhato *""*?. A bazikus aminosavakkal kivaltott akut
pancreatitisben kimutattuk a betegségre jellemz6 fobb elvaltozasokat: a tripszinogén- és NF-kB
aktivaciot, a citokin szintézist, a HSP expressziot, az oxidativ stresszt és a laborparaméterek
véltozasat. A patoldgiai vizsgalat szintén igazolta az akut pancreatitis jellegzetes szdvettani
eltéréseit (pl. interstitialis O0déma, gyulladasos sejtek besziirddése ¢és acinussejtek

vacuolisatioja, nekrdzisa, apoptosisa).

6.3. Kimutattuk, hogy az L-lizin kezelés a pancreas acinaris mitokondriumok szelektiv és korai
funkcionalis és morfologiai karosodasat okozza. A mitokondridlis karosodas megeldzte a

pancreaticus tripszinogén- és NF-kB aktivaciojat 2.

6.4. Megallapitottuk, hogy az L-arginines pancreatitis kezdeti idészakaban (2. h) a szérum
ornitin koncentracio nagyobb mértékben emelkedett az argininhez képest *". Kisérleteink
felvetették az arginaz szerepét az L-arginin metabolizmusaban, melyet egy irreverzibilis
argindz-gatlo felhaszndlasaval igazoltunk. Az AIHA elOkezelés csokkentette az L-arginin-

indukalta akut pancreatitis sulyossagat 37,

6.5. Kimutattuk, hogy a pancreaticus SSAT aktivacio és a kovetkezményes spermidin

(131)

katabolizmus — mas pancreatitismodellekhez hasonléan — az L-ornitin- ¢s az L-lizin-

indukalta 32

akut pancreatitisben is kialakul. Ezek az elvaltozasok azonban relative késoi
események, rdadasul a stabil poliamin analdg MeSpd adminisztracidé sem elé-, sem
utokezelésben nem volt hatdsos az L-ornitin-indukélta pancreatitis kivédésére/sulyossdganak

. ;7 135
csdkkentésére (129,
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6.6. Kisérleteink igazoltdk, hogy az L-arginin-indukalta akut pancreatitisben aktivalodik a
NF-«B transzkripciés faktor (139 A NF-kB aktivacid gatlasa az antioxidans és gyulladasgatld
PDTC, illetve a MP eldkezeléssel jotékony hatasu volt L-arginin-indukalta akut

pancreatitisben.

6.7. Vizsgalataink szerint a MP eldkezelés nem befolydsolta a pancreaticus NF-kB DNS
kotédését CCK-indukalta akut pancreatitisben, de csokkentette a gyulladdsos vélaszt és ezen
keresztiil a betegség kialakulasat 129 A MP jotékony hatasat valészintileg a NF-xB DNS-

kotddése utan fejti ki.
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7. MEGBESZELES

7.1. A nagy dozisu i.p. adott bdzikus aminosavak hatasa a

patkdny pancreasra

7.1.1. Dozis-hatds vizsgalatok

Az i.p. adott bazikus aminosavak pancreast karosit6 hatasa dozisfliggd: kisebb dozisban
(1 g/kg) nem valtanak ki pancreas karosodast, mig egy viszonylag szlik tartomanyban
(aminosavtol fiiggden 2-4 g/kg) sulyos akut nekrotizald pancreatitist okoznak. Ennél nagyobb
dézisban (4-6 g/kg) néhany 6ran beliil megolik az allatokat.

Vizsgélataink szerint az L-arginin 3-4 g/kg-os, az L-ornitin 3 g/kg-os, az L-lizin pedig 2
g/kg-os dozisban alkalmazva akut pancreatitist indukal patkdnyban. Az esetek egy részében
(17 %) az i.p. 2 g/kg L-lizin kezelés nem okozott pancreas karosodast. Utobbira nem tudjuk a
magyardzatot, bar technikai probléma lehetdsége is felmeriil (pl. bélbe oltas). Hasonld
jelenséget észleltek azonban Bohus és mtsai. L-arginin-indukalta akut pancreatitisben is %, A
Sprague-Dawley patkanyok kb. 15 %-a csak gyengén ,,valaszolt” a nagy dozisu L-arginin
kezelésre, ¢s nem fejlodott ki benniik pancreatitis. Ezekben az allatokban az L-arginin
kivalasztasa a vizeletben joval kisebb volt a reszponderekhez képest. Mindez arra utalhat, hogy
a non-reszponderek hatdsosabban detoxifikalhatjdk az aminosavakat az urea cikluson ¢és
transzaminazokon keresztiil.

Eredményeinkkel 6sszhangban az L-arginin nagy do6zisa (>5 g/kg i.p.) hamar megolte a
patkanyokat 1*'%_ A halalozas feltehetéen valamilyen metabolikus komplikaciobol adodik.
Az ip. adott L-lizin hatasat korabban Kitijama és Kishino "°", illetve Kishino és mtsai. !**
mar vizsgalta patkdnyokon. A japan kutatocsoport mtsai. 4 g/kg L-lizin-HCI injekciot kovetden
a pancreasban gyulladasos sejtes besziirddés nélkiili acinussejt nekrozist figyeltek meg (100,101)
Ez nem csak azért furcsa, mert jelen tudasunk szerint sejtnekrozis nem alakulhat ki gyulladas
nélkiil, hanem azért is, mert a mi kisérleteink szerint ez a d6zis mindegyik patkdnyt megolte. A
kisérleti elrendezésekben minddssze annyi kiillonbséget tudtunk felfedezni, hogy Kitajima és
Kishino a him Wistar patkdnyok ip. beoltasahoz 20 %-os L-lizin-HCI oldatot hasznalt, mi

pedig 30 %-os L-lizin oldatot. Ezért jelen tudasunk szerint nem tudunk magyarazatot adni az

¢észlelt eredmények kiilonbozdségére.
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7.1.2. L-arginin-, L-ornitin-, illetve L-lizin-indukalta akut pancreatitis
idobeli vizsgalata

Az L-arginin, L-ornitin és L-lizin altal indukalt stlyos akut pancreatitismodellekben
feltérképeztilk a betegség patogenezisében kulcsszerepet jatszo tényezdket: a gyulladasos
mediatorokat (pl. citokinek), illetve az azok szintéziséért felelds géneket szabdlyozdé NF-xB
transzkripcids faktort, a HSP-ket, és a szabadgyokos mechanizmusokat. Az equimolaris dézist
(11,7 ml/kg 1,424 M/I) L-arginin metabolitok: az L-citrullin, az L-ornitin és a nitroprusszid-
natrium koziil az L-ornitin okozott pancreas karosodast, mig a masik kettd nem. Fontosnak
tartom kiemelni, hogy az L-ornitin-indukalta pancreatitis szignifikdnsan sulyosabb volt, mint
az L-arginin indukalta korforma, ami felvetette az arginaz és az L-ornitin szerepét az L-arginin-
indukalta akut pancreatitisben.

Sokaig ugy tlint, hogy bazikus aminosavakkal egérben nem lehet akut pancreatitist
kivaltani. Az utébbi idében kideriilt, hogy joval nagyobb (a patkdnyok esetén mar haldlos)
dozisok felhasznalédsaval egerekben is indukalhatd a betegség. ElsOként Dawra és mitsai.
igazoltak egereken az ip. adott L-arginin akut pancreatitist kivalté hatasat '°Y. Ezt azota tobb
tanulmany is igazolta. Az egy Oras idOkozzel beadott 2 x 4 g/kg ip. L-arginin injekcid
nekrotizalé pancreatitist indukalt az allatokban. Erdekes modon az egy oras id6kozzel kétszer
i.p. injektalt 4 g/kg L-lizin oldat viszont nem okozott pancreas karosodast az egerekben.

Elképzelheto, hogy nagyobb L-lizin dozisokkal kivalthato lenne a pancreatitis.

7.1.2.1. Pancreaticus tripszinogen aktivacio

Az akut pancreatitis patomechanizmusarol leginkabb elterjedt elmélet szerint a
betegség egyik iniciald faktora a tripszinogén acinussejteken beliili aktivacioja és a pancreas
szovet kovetkezményes onemésztddése. Bazikus aminosavakkal kivaltott pancreatitis esetén ez
nem feltétleniil van igy. Az L-ornitin-, illetve az L-lizin-indukalta akut pancreatitisben *''*» a
pancreas tripszin aktivitds szignifikdns novekedése csak az injekcid utan 9-48 oraval
kovetkezett be. Eredményeinkkel 6sszhangban az L-argininnel kezelt ragcsalokban a pancreas
tripszin aktivitdsa csak a betegség kialakuldsdnak késobbi fazisaban nétt meg szignifikansan
199 Figyelemre mélto az is, hogy 0,5-2 6raval az L-lizin i.p. beadasa utan a pancreas tripszin
aktivitasa szignifikansan kisebb volt a kontroll 4llatokban mért értékhez képest. A csokkenés
magyarazata lehet, hogy a fehérjék és aminosavak adagoldsa elsésorban a protedzok

crer

rdaadasul a CCK ¢és a kolinerg reflexek utjan novelik a proteazok szintézisét, transzportjat €s
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crer

szekrétumban.

7.1.2.2. A ho-sokk fehérjéek és a nuklearis faktor-xB aktivacio

A citoprotektiv HSP-k szintézise a sejteket karositd stresszhatasra fokozodik “%. Ez a
jelenség a nagy dozisu L-arginin, L-ornitin és L-lizin ip. adminisztricidja esetén is
megfigyelhetd volt. A HSP-k szintézise az alkalmazott dozis és az 1d6 fiiggvényében valtozott,
€s mar a betegség korai fazisdban (a beoltast kovetd 2-4. oraban) fokozddott. A HSP-k
expresszidjanak valtozasardl mas akut pancreatitismodellekben mar a bevezetésben részletesen
emlitést tettem.

A human ¢és az experimentdlis akut pancreatitis patomechanizmusadban szamos
gyulladasos faktor vesz részt. Ezen faktorok szabalyozéasaért nagyrészt a NF-kB transzkripcios

faktor a felelés ®

. A pancreaticus IkB-o degradacido és ezzel parhuzamosan a NF-xB
aktivacioja proinflamatorikus citokinek (pl. IL-1B, TNF-a) szintéziséhez vezet. Osszességében
megallapithatd, hogy a bazikus L-arginin-, L-ornitin- és L-lizin-indukalta akut pancreatitisben
az emlitett gyulladasos paraméterek valtozasa a betegség késobbi fazisdban (legkorabban a 9.

oratol) figyelhetd meg (1d. még késébb).

7.1.2.3. Oxidativ stressz a pancreasban

A bazikus aminosavakkal kivaltott akut pancreatitismodellek egyik kozos jellemzdje az
oxidativ stressz kialakulasa is. Nagy valosziniiség szerint ez inkédbb kovetkezménye, mint oka a
pancreatitisnek, hiszen jellemzden a pancreatitis kialakuldsa soran jott 1étre. Az oxidativ stressz
azonban sulyosbithatja a betegség lefolyasat, hiszen a sejtstruktarak karositasan kiviil NF-xB

aktivaciot okoz. A jelenségek sorrendisége az akut pancreatitis kutatasban is vita targya !,

7.1.2.4. Acindris mitokondridlis kdarosodas

Eredményeink szerint az L-lizinnel kivaltott pancreatitis korai fazisaban (1 6raval az
L-lizin injekcid utan) mitokondrilis diszfunkcio jon létre a pancreasban. Két oraval az L-lizin
kezelést kovetden az acinusokban vacuolumok jelentek meg. Az elektronmikroszkdppal
vizsgalt mintdkban a mitokondriumok mérete és morfologidja megvaltozott, hidropikus
degeneraciojuk volt lathatd. Ismert, hogy a mitokondrialis diszfunkcionak kiemelt szerepe van
a sejthaldlban. A kérosodas kovetkeztében a sejt kevesebb ATP-t termel az intracellularis
biokémiai folyamatok elvégzéséhez, ami sejtelhalashoz vezet. Kitajima ¢és Kishino

vizsgalataban az L-lizin injekciot kovetd 1-6. oOrdban az acinaris mitokondriumokban
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megemelkedett a Ca>" koncentracio, tovabba a matrixban Ca*" depozitumok alakultak ki V.

A mitokondriumok megduzzadtak, de gyulladdsos sejtek a pancreas karosodasanak késdbbi
fazisaiban sem jelentek meg. A labororatériumi eredményeket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy
az L-lizin-indukalta akut pancreatitisben a mitokondriumok kéarosodasa megelézte a korai

acindris tripszinogén- és NF-«kB aktivaciot.

7.1.2.5. Az acinussejtek apoptosisa és nekrozisa

Az L-arginin, az L-ornitin és az L-lizin a ductusokat és a Langerhans szigeteket
megkimélve szelektiven csak az acinusokat karositotta. A bazikus aminosav kezelést kovetden
12-48 oréaval a nekrdzis domindlt a pancreas szovetben, ezen kiviil szamos apoptoticus testet is
megfigyeltink. Erdekes modon az acinussejtek nagyfoki  apoptosisa  (melyet
fénymikroszkopos, elektronmikroszkopos ¢és molekularis biologiai modszerekkel s
validaltunk) mar az L-ornitin és az L-lizin injekciot kdvetden néhany oraval kimutathatd volt.
Az apoptosis rata szintén emelkedett volt L-arginin-indukalta (2,5 vagy 4 gkg ip.)
pancreatitisben (1% Kubish és mtsai-nak vizsgélata szerint az apoptosis hatterében (legalabbis
részben) az endoplazmatikus retikulum stressz allhat ‘. Az L-ornitinnel végzett
kisérleteinkben az apoptosis az L-arginines kisérletekhez képest hamarabb kimutathat6 volt. Ez
magyarazhatd azzal, hogy az apoptosist L-arginin-indukélta pancreatitisben is az L-ornitin
medialja (ugyanis az L-argininnek metabilizdlodnia kell). Az L-ornitininnel, illetve az
L-lizinnel kezelt allatokbol preparalt pancreas mintdk elektronmikroszkopos képén
dezorganizalt endoplazmatikus retikulumokat lattunk, melyhez hasonldt az L-arginin-indukalta
pancreatitisben is megfigyeltek '°®. Kutatasaink soran azt talaltuk, hogy a 2 g/kg i.p. L-lizin
kezelés a szérum amilaz aktivitds megemelkedésével, pancreaticus tripszinogén aktivacioval,
gyulladasos beszlirddéssel és az acinusok apoptoticus €s nekrotikus sejtelhalasaval jaré akut

(101), illetve Kishino és

nekrotizald pancreatitist valt ki. Ezzel ellentétben Kitijama és Kishino
mtsai. 1° 4 g/kg dozis esetén csak acinussejt nekrozist lattak gyulladasos infiltracié nélkiil.

Utobbi megfigyelésre nem tudunk magyaréazatot adni.

7.1.2.6. Extrapancreaticus szervek karosodasa

Az L-ornitin- és L-lizin-indukalta akut pancreatitisben az extrapancreaticus karosodas
(a pancreas karosodds mértékéhez képest) meglepd modon igen kisfoka volt, ami
morfologiailag féleg a vesét és a tiid6t (a majat nem) érintette. A laborparaméterekben az
ASAT aktivitds-fokozddas is megfigyelhetd volt. Elder ¢és mtsai. ugyanugy enyhe

tiiddelvaltozasokat taldltak L-arginin-indukélta pancreatitisben "*”. A komolyabb
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tiidokarosodas hianya tobb (sulyos) akut pancreatitismodell esetén is megfigyelhetd. A
pulmonéris sz6védmény human nekrotizalé akut pancreatitisben igen l1ényeges ¢és jellegzetes
komplikacio, ami a betegek haldlozasanak is a nagy részét okozza. Mindezek tiikrében talan
nem meglepd, hogy a bazikus aminosavakkal beoltott pancreatitises allatok (a nagyfoku

pancreas nekrozis ellenére) szinte mindegyike tilélte a betegséget.

7.2. A badzikus aminosavakkal kivadlthato akut pancreatitis

patomechanizmusa

A bazikus aminosavak altal kivaltott akut pancreatitis patomechanizmusa nem ismert,
bar reményeim szerint a dolgozatban foglaltak hozzdjarultak a folyamat megértéséhez. Az
L-arginines pancreatitismodell esetén korabban is felmertilt a szabadgyokok (beleértve az NO-

) (130)

ot) 103) 4 gyulladasos mediatorok (NF-kB, interleukinok , az endoplazmatikus retikulum

(19%) ¢s a poliaminok “? szerepe. Bar egy ideig azt gondoltuk, hogy az L-arginin esetleg

stressz
az L-ornitinen keresztlil fejtheti ki az exokrin pancreast karositd hatdsat, mindennek
ellentmond, hogy az L-lizin (mely nem hozhat6 direkt kapcsolatba az elébbi aminosavak
metabolizmusaval) is hasonld karakterisztikdju betegséget indukdl. A pancreas karosodas
esetlegesen az L-arginin, L-ornitin €s L-lizin alifas oldallancénak tulajdonithato, hiszen a
hatastalan L-hisztidin egy imidazol gylrit tartalmaz. Mdasrészrdl az sem zarhat6 ki, hogy az
L-arginin, az L-ornitin és az L-lizin toxikus hatasa - legaldbbis részben - erds pozitiv
toltésiiknek 1s tulajdonithato, hiszen az L-hisztidin az el6z6ekhez képest a legkevésbé bazikus
hatast.

Erdekességképpen emlitenék egy human esettanulmanyt, mely szerint egy fiatal
sportolo férfinél nagy mennyiségii (taplalékkiegészitokkel bejuttatott) arginin elfogyasztisa
utan az akut pancreatitisre jellemzd klinikai tiinetek jelentek meg 4D A per os bevitt bazikus
aminosavak akut pancreatitist kivaltd hatdsa azonban nem bizonyitott. A bélbe (véletleniil)
oltott L-arginin nem okoz betegséget (nem publikalt adat). Magam részérdl inkabb azt tartom
valészintinek, hogy az emlitett betegnél valamilyen genetikai eltérés jatszhatott szerepet a

korkép kialakuldsaban.
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7.3. A bazikus aminosavakkal kivalthato akut pancreatitis

hasznosithatosaga

Osszefoglaloan, a bazikus aminosavakkal kivéltott pancreatitismodellek tobbnyire jol
reprodukéljdk/modellezik a human betegség soran is észlelhetd fobb laboratoriumi
elvaltozasokat (a szérum amilaz- és -lipaz aktivitas-emelkedés mellett a tripszinogén- és a NF-
kB aktivacio, a citokin szintézis, a HSP expresszid, az oxidativ stressz fokozodasa). A
patologiai vizsgalat szintén igazolta a human akut pancreatitis jellegzetes szovettani eltéréseit
(pl. interstitialis 6déma, gyulladdsos sejtek beszlirddése és acinussejtek vacuolisatioja,
nekrozisa, apoptosisa). Az L-lizin i.p. adagolésa korai, szelektiv mitokondrialis kdrosodast is
eredményez a pancreasban. Fontos megemliteni, hogy a bazikus aminosavakkal kivaltott
pancreatitis esetén az elsé szovettani elvaltozasok mar a tripszinogén és a NF-kB aktivacio
elott megjelentek. Azt is meg kell jegyeznem, hogy ezek a pancreatitismodellek nem idealisak
az extrapancreaticus szovédmények vizsgalatara.

Az L-ornitin-indukalta akut pancreatitismodellt mar mas kutatocsoportok is sikeresen
hasznaltak **. Reményeink szerint az altalunk vizsgalt/kifejlesztett experimentalis modellek
hasznéalata elterjed, hiszen ezeknek akdr klinikai relevancidja is lehet, melyekkel
tanulmanyozhatjuk az akut nekrotizald pancreatitis molekuldris eseményeit. A modellek

lehetdséget biztositanak tovabba potencidlis terapids eljarasok kifejlesztésére is.
7.4. A poliaminok szerepe akut pancreatitisben

A poliaminszintek fokozodéasa és csokkenése egyarant apoptosist okozhat a sejtekben
(49 " A poliaminok szerepére akut pancreatitisben elészor Alhonen és mtsai. altal kifejlesztett
transzgenikus patkanyok vilagitottak r4, melyek overexpresszaljak a SSAT enzimet “V. A
pancreas poliaminszintjének csokkenése valdszinlileg a DNS- és a fehérjeszintézis gatlasat
okozza, ami hozzajarul az acinussejtek haldlahoz. Mindezek alapjan felmeriilt benniink a
poliaminok lehetséges szerepének vizsgalata is a betegség kialakulasaban. Erdekes modon
fokozott pancreaticus spermidin katabolizmust talaltunk L-ornitin-, illetve L-lizin-indukalta

akut pancreatitisben, melyet valosziniileg a SSAT aktivacio medial 3''?

. A poliamin
katabolizmus a pancreasra specifikus elvéaltozds, hiszen a tiid0 spermidin szintjének

csokkenését kivéve az L-ornitin kezelés hatasara a poliaminszintek altalaban néttek a majban
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¢s a tiidoben is. A stabil poliamin analég MeSpd kezelés nem befolyasolta a természetes
poliaminok szintjének valtozasat, a SSAT aktivaciojat és az L-ornitin-indukélta akut
pancreatitis sulyossagat. Ez annak is tulajdonithato, hogy a pancreasban felhalmoz6dé MeSpd
nem tudta kompenzalni a spermidin depléciot.

Fontos megjegyezni azt is, hogy a pancreas poliaminszintjeinek valtozdsa csak a
hisztologiai karosodas elsé jelei utan jelentek meg. Mig a legkorabbi karosodés jelei
(vaszkularis congestio, vacuolisatio, mitokondrialis 1ézi6 és az acinussejtek apoptosisa) mar 2-
4 ora elteltével jelen vannak a bazikus aminosavak altal indukalt akut pancreatitisben, addig a
poliamin katabolizmus csak a 6-12. 6ratol volt megfigyelhetd. Ezek az eredmények azt
sugalljék, hogy a spermidin katabolizmus és a SSAT aktivaciéo nem vesznek részt az L-ornitin-
¢s az L-lizin-indukalta pancreatitis inicidciojdban. A pancreas karosodas csucsan (24-72. 6ra)
igen kifejezett poliamin katabolizmus volt megfigyelhetd. Az L-arginin-indukalta
pancreatitisben legkorabban a 24. d6rdban vizsgaltak a pancreaticus poliamin pool-okat és a
SSAT aktivitast, de ott is az eredményeinkkel Gsszhangban 1évé véltozasokat kaptak “2. A
taurokolsavval-indukalt pancreatitisben a pancreaticus SSAT aktivitds mar valamivel
korabban, a 3-6. oratdél megfigyelhetd volt @9, Erdekes kiilonbség az el6zd tanulmanyhoz
képest, hogy az L-arginin, L-ornitin vagy L-lizin-indukélta modellekben sem spermin
katabolizmus, sem putreszcin akkumulaci6 nem volt megfigyelheté a pancreasban. Nem
szabad azonban elfelejteni, hogy a poliamin homeosztazis nem csak a metabolizmus, hanem a
poliamin transzport (szekrécid és felvétel) altal szabalyozott (37.38) Egy masik magyardzat

t (144) __

szerint — ahogy a SSAT transzgenikus egerekben megfigyelhetd vol , a poliamin

metabolikus ciklus felgyorsul, és a poliamin szintézis dominalja a poliamin katabolizmust. A
spermin €s spermidin deplécido human nektrotizald akut pancreatitisben is kimutathat6 volt “3),
A szintetikus o-metilalt poliamin analogok, mint pl. a MeSpd, a természetes
poliaminokhoz képest metabolikusan joval stabilabbak, mivel nem szubsztratja a SSAT-nak és
gyenge szubsztratja a spermin szintaznak (49 Mindezek mellett az analogok képesek ellatni a
természetes poliaminok cellularis funkcioit '*. A metilalt poliamin szirmazékok a poliamin
transzportban szerepet jatszo proteinek szubsztratjai, és akkumulalédnak a pancreasban az i.p.
adminisztraciot kovetden. A MeSpd eldkezelés teljesen kivédte a cink-indukalta akut
pancreatitis kialakuldsat SSAT-t overexpresszalé transzgenikus patkanyokban ‘*”. A pancreas
spermidinszint-csokkenés kompenzacidjaként az L-ornitin-indukélta akut pancreatitis
kivédésének céljabol a patkanyokat MeSpd-nel kezeltik. Mind az eldkezelés, mind az
utokezelés hatastalan volt a pancreatitis kivédésére, illetve a betegség sulyossaganak

csOkkentésére. A MeSpd-nel vald eldkezelés csokkentette a pancreas spermidin szintjét
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L-ornitin-indukalta pancreatitisben. Ez arra utal, hogy a szintetikus poliamin analog tovabb
fokozza a természetes poliaminok katabolizmusat, vagy az analdog vegylilet elfoglalja a
spermidin kotéhelyét a pancreas szovetben. A dolgozatban ismertetett eredmények részben
ellentmondanak az L-arginin- és taurokolat-indukalta akut pancreatitisben tapasztalt MeSpd
hatasokhoz képest. A MeSpd eldkezelés szignifikansan csokkentette az L-arginin-indukalta
(2,5 g/kg i.p.) akut pancreatitis sulyossagat anélkiil, hogy befolyésolta volna a SSAT aktivaciot
és az azt kovetd poliamin katabolizmust “?. Ezzel ellentétben (és az eredményeinkkel
Osszhangban) a MeSpd eldkezelés nem befolyasolta a cerulein-indukalta (7x50 pg/kg)
pancreatitis stlyossagat “?. A biszmetilspermin kezelés (de nem az el8kezelés) csokkentette a
taurokolat-indukalta akut pancreatitis sulyossagat a 24. o6ranal, de nem befolyasolta az acinus
nekrozis mértékét 72 oraval a betegség indukcidjat kovetden “Y. Tovabba a biszmetilspermin
kezelés elhaldlozast is okozott 72 6raval a pancreatitis indukciojat kovetden “9), Meg kell
jegyezniink, hogy a natrium-taurodezoxikolsav (2 %) infizidja a pancreas vezetékbe €s a 2,5
g/kg L-arginin i.p. injekcidja kisebb stlyossadgl betegséget okoz a 3 g/kg L-ornitinnel kivaltott
pancreatitishez képest. Az ellentmond6 eredmények magyardzhatok azzal, hogy a stabil
poliamin analdgok csak kordbban adva és kevésbé sulyos nekrotizald akut pancreatitisben

hatasosak.

7.5. Az argindz  szerepe  L-arginin-indukalta  akut

pancreatitisben

Az ip. injektdlt nagy dozisu L-arginin nagyrészt L-ornitinné konvertalodik
patkdnyokban, ami az argindz szerepére utal a bazikus aminosav katabolizmuséaban, illetve
felvetik az L-ornitin szerepét az L-arginin-indukalta akut pancreatitis patogenezisében (131,148)
A legnagyobb arginaz aktivitdst a majban taldltuk, a pancreasban, a tiidoben és a vesében
nagysagrendekkel kisebb volt az aktivitds. Ez nyilvan nem meglepd, és Osszhangban van

1 U9 s, hiszen az enzimnek kulcsszerepe van az ureaciklusban. Igy

korabbi eredményekke
feltételezhetd, hogy a kisérleteinkben hasznélt nagy dézisu L-arginin metabolizmusa is
nagyobb részt a majban zajlik.

Kisérletiinkben az AIHA eldkezelés szignifikdnsan csokkentette az L-arginin-indukalta
(3,5 g/kg i.p.) pancreas karosodas mértékét. Osszességében tehat valoszinii, hogy az arginaznak
fontos szerepe van az L-arginin-indukalta pancreatitis kialakuldsdban. Az irodalmi adatoknak
megfeleld dozisu Y 60 uM ATHA (in vivo 15 mg/kg) a patkanyméj-homogenatum arginaz
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¢s tisztitott borju argindz aktivitasat 25 %-kal csokkentette. Fontos megemliteni azonban, hogy
az ATHA nem csak az arginazra, de az ODC-ra is gatlo hatassal van **'*Y Erdekes modon az
AIHA adminisztracié 6nmagaban is stresszvalaszt valtott ki a pancreasban, melynek hatésara

fokozodott a HSP27 és HSP72 expresszidja. Ez annak tulajdonithat6, hogy az arginaz aktivitas

preindukciéja védé hatassal rendelkezik az L-arginin-indukalta akut pancreatitisben ©°.
szérumban ?. Utobbiak miatt nem tudjuk kizarni az AIHA kezelés hatdsara indukalédod
HSP-k sejtvédo hatésat.

Eddig két tanulmany foglalkozott az arginaz aktivitasaval human akut pancreatitisben.

(152)

Sandstrom ¢€s mtsai. a szérum argindz aktivitdsat valtozatlannak talaltdk az akut

(153 ezzel ellentétben,

pancreatitis kialakuldsdnak kezdeti szakaszédban, mig Scibor és mtsai.
szignifikans arginaz aktivitas csokkenést figyeltek meg.

Fontos itt megemlitenem a NOS lehetséges szerepét az L-arginin-indukalta pancreatitis
1étrejottében, hiszen ez a masik kulcsenzim az L-arginin metabolizmusaban. Régota vita targya
ugyanis, hogy a NOS-nak / NO-nak védo- (ISHISS.156) " arosito- (197-158:159) vagy semleges (160)
hatasa van-e az akut pancreatitis kialakuldsara (1D Fontos iizenete a munkéanknak, hogy a NO
onmagaban nem elég az L-arginin-, ill. L-ornitin-indukalta pancreatitis kialakulasahoz. A 3,5
g/kg L-arginin i.p. injekciojat kdvetden a szérum citrullinkoncentracio-emelkedés joval kisebb
volt az L-ornitin koncentracido valtozdsdhoz képest. Ezzel Osszhangban vannak korabbi
eredményeink is, melyek szerint a NO képzdédés gatladsa (NG-nitro-L-arginin-metilészterrel)
L-arginin-indukalta akut pancreatitisben csak egyes laborparaméterek valtozasat mérsékelte, és
nem befolyasolta a panceas szovettani kérosodasat '°”. Eredményeinkkel ellentétben masok
azt talaltdk, hogy az aminoguanidin (egy iNOS specifkus inhibitor), csokkentette az L-arginin-
indukalta pancreatitis sulyossagat '°®. Ha megnézziik a NOS indukci6 lefutasat, jol latszik,
hogy a NO nem a kezdeti folyamatokban jatszik fontos szerepet L-arginin-indukalta
pancreatitisben. A pancreaticus konstitutiv NOS aktivitds erdteljesen csokkent 6 Oraval az
L-arginin injekciot kovetden, majd fokozatosan novekedett, mig a csticsat a 24. 6ranal érte el
19 Indukélhaté NOS aktivitas emelkedés csak a 24. éraban volt kimutathat6. A NO képzédést
gatld N-nitro-L-arginin-metilészter csak a laborparaméterek valtozasat csokkentette L-arginin-
indukalta pancreatitisben, a pancreas szovettani karosodasinak mértékét nem %%,
Mindenesetre az L-ornitin-indukalta pancreatitismodell hasznalata jobb lehet az L-argininénél,
hiszen az elébbi esetben nincsen jelentés NO képzddés, ami befolyasolhatja a pancreatitis

sulyossagat.
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7.6. Nuklearis faktor-kB aktivacio és annak gdtlasa akut

pancreatitisben

Eredményeink szerint a szupramaximalis doézisban adott CCK és a nagydézisu
L-arginin, L-ornitin és L-lizin i.p. injekcidja is NF-kB aktivaciot okoz. Irodalmi adatok szerint
mostanra mar elég egyértelmi, hogy az akut pancreatitis patogenezisében a NF-kB igen fontos
szerepet jatszik ®.

A transzkripcids faktor aktivacidjanak idobeli lefutdsa viszont pancreatitismodellenként
valtozik, mint ahogy az nalunk is megfigyelhetd volt. A nagy dézisi CCK- vagy cerulein
kezelés egérben és patkanyban egészen korai (a kezelést kovetd elsd 15 percben) pancreaticus
NF-kB aktivaciét okoz, ami a gyulladdsos mediatorok szintézisének emelkedéséhez vezet
(113.161.162.163.164.165) A NF-xB aktivacionak két fazisa van. Az els§ fazis (ami az IkB-a
degradacio kovetkeztében jon 1étre) a CCK adminisztraciot kovetden fél oraval bekovetkezik,
€s 90 perc utan a kezdeti szintre tér vissza (13 A masodik fazis (ami az IkB-B degradécio
kovetkeztében jon 1étre) 3 oraval a CCK injekcid utdn jon létre és a 6. Ordig tart. A ,,supershift”
analizis szerint a NF-kB komplexekben a p50-, p65-, és p52 fehérjék is megtalalhatok, viszont
c-Rel-t nem tudtak kimutatni ''>'%%,

A natrium-taurokolsav retrograd injekcidja a patkdnyok biliopancreaticus ductusaba
szintén viszonylag gyors (1 oOran beliill) NF-xB aktivitaciot és sulyos nekrotizalo akut
pancreatitist okoz (166.167.168.169.170) " A taurokolsavas pancreatitismodellben a NF-xB aktivacioja
foleg a pancreas fejre lokalizalodott '°”. Ez talan nem olyan meglepd, hiszen a pancreas
kéarosodas is a feji régidban volt a legstlyosabb, szemben az altalunk beéllitott modellekben
kialakuld, egész szervet érintd relative homogén gyulladdssal. A NF-kB p65 alegységének
nuklearis transzlokéicigja egyiitt jart a P-szelektin, az ICAM-1, és mas adhéziés molekuldk
expresszigjanak fokozddasaval acinus ¢és endotél sejtekben 1 o6raval a taurokolat

7D Ez végsé soron a polimorfonuklearis sejtek nagyfoku

oxigén-gyokok termelését, ami tovabbi NF-kB aktivaciot okoz 72, A forbol-mirisztat-acetat
altal aktivalt neutrofil granulocitdk fokoztak a NF-kB DNS-ko6t6 aktivitasat (p50/p50, p50/p65)
és a kovetkezményes citokin (IL-1B, IL-6, TNF-a) szintézist pancreas acinussejtekben 72

Ezek a valtozasok gatolhatok voltak kis molekulatdmegii antioxidans vegyiiletekkel 7+'7).
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A patkanyok biliopancreaticus vezetékének ligacidja fokozott protein kinaz (p38
mitogén-aktivalt protein kindz, Akt) és NF-xB aktivaciohoz vezet, ami emelkedett TNF-a
szintet eredményez az aloperalt kontroll csoporthoz képest (!"#!7>170177) " A NF-xB aktivécio
mar 1 oraval a lekotés utdn detektalhato volt, és a 24. draban kifejezetten emelkedett volt.
Supershift esszével ebben a pancreatitismodellben kimutathaté volt a NF-kB p65 alegysége.

Chen és mtsai. szellemes modon vizsgaltdk a pancreaticus NF-kB aktivaci hatasat 7).
Egy adenovirus konstrukcié segitségével aktiv RelA/p65 NF-kB alegységet juttattak be
intraductalis retrograd injekcidoval patkdnyba. Ebben a modellben a NF-kB aktivacio
szignifikansan emelkedett a kontroll AAGFP virussal transzfektalt allatokhoz képest. A NF-xB
aktivacio massziv MPO aktivitas-fokozodast okozott 16 oran beliil, és 48 oran keresztiil
emelkedett maradt. A neutrofil infiltrdcido nemcsak a pancreasban, de a tiidében is jelen volt, és
nagyfoku szovetkarosodashoz vezetett. A NF-kB aktivacio és a gyulladas stilyossaga csokkent,
ha az aktiv RelA/p65 mellett IkBa-t vittek be az adenovirus vektorral.

Vizsgalataink szerint a MP el6kezelés CCK-, illetve L-arginin-indukalta akut
pancreatitisben is jotékony hatdsu volt. A gliikokortikoidok igen potens gyulladasgatlo
gyogyszerek 7. Az irodalmi adatok tobbsége szerint a proinflammatorikus transzkripcios
faktor gatlasa hatasos az akut pancreatitis kivédésére. Eredményeinkkel 6sszhangban Paszt és
mtsai. kimutattdk a metilprednizolon eldkezelés NF-kB aktivacido gatld hatasat, illetve azt is
igazoltdk, hogy a szteroiddal vald eldkezelés csokkentette az L-arginin-indukalta akut
pancreatitis stlyossagat '*”. Ramudo és mtsai. szintén kimutattak a dexametazon j6tékony
hatésat taurokolsavval indukalt akut pancreatitisben '*". A dexametazon kezelés csokkentette
a pancreas ICAM-1 expresszidjat és a gyulladdsos infiltracidét. A hidrokortizon protektiv
hatasat tobb kutatocsoport is kimutatta sulyos nekrotizalé akut pancreatitisben (182.183.184) © A
giikokortikoidok csokkentik az acinussejtek apoptoticus elhalasat cerulein-indukalta akut
pancreatitisben '*>. Az eléz6ekkel ellentétben Manso és mtsai. a kolin-deficiens etioninnal
kiegészitett diéta-indukalta pancreatitis stilyosbodasat irta le hidrokortizon kezelés hatasara, bar
ebben a tanulméanyban a patkanyokat 7 napig eldkezelték a gydgyszerrel (1) " A hidrokortizon
adasa a betegség lefolyasa soran nem feltétleniil hatasos !5 8189 Gloor és mtsai. 10 mg/kg
hidrokortizont adtak 10 perccel a cerulein-indukélta pancreatitis kivaltasa utan, és nem talaltak
véd6 hatast '®%. Ezek az ellentmond6 eredmények a kiilonb6zé akut pancreatitismodellekkel
(6démas ¢és nekrotizald), idézitésekkel (elé vagy utdkezelés) és szteroid dozirozassal
magyarazhatok. Mindenesetre a MP eldkezelés jotékony hatisa a NF-xB aktivacio és a

kovetkezményes proinflammatorikus citokin expresszid gatldsanak tulajdonithatdo akut
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pancreatitisben. Utdbbi vegyiilet gyulladasgatld hatasat 6démads pancreatitisben valdsziniileg a
NF-kB DNS-kotédését kovetden fejti ki '*”. Mindezek ellenére a szteroidok sulyos
nekrotizald pancreatitisben val6 hasznalata a mai napig vitatott kérdés.

A szteroidokon kiviil mas gyulladasgatlo hatast vegyiiletek is hatasosnak bizonyultak a
pancreaticus NF-kB aktivaciéo gatlasara. A peroxiszéma proliferator—aktivalt receptor y
(PPARY) a ligandfiiggd nuklearis receptorok szupercsaladjaba tartozik, és gyulladasgatld
hatdsa van. A PPARy ligand 15d-prosztaglandin J,—vel torténd eldkezelés szignifikdansan
gatolta a pancreaticus IkB degradaciot és a NF-kB DNS-kot6 aktivitast, és szintén csokkentette
a proinflammatorikus gyulladdsos medidtorok [ciklooxigenaz-2 (COX-2), ICAM-1, IL-6]

szintjét, valamint a pancreatitis stlyossagat egérben (187)

. A gyulladasgatlo etil-piruvatnak
szintén jotékony hatasa volt akut nekrotizald pancreatitisben. A szer szignifikansan gatolta a
NF-kB aktivaciot és a proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-6) szintézisét '*. Az etil-
piruvat mindezeken felill a szisztémas (m4j, tiido, bélmucosa permeabilitds) szervkarosodast is
mérsékelte, és javitotta a hosszitava thlélést.

A COX-2 egy indukalhatdo enzim, melynek kozponti szerepet tulajdonitanak a
gyulladasos betegségek progresszidjaban. Akut pancreatitisben kimutattdk, hogy a COX-2
gatlas nem csak az altala eldallitott gyulladasos medidtorok szintjének csokkentésében, hanem
a NF-kB aktivacié masodik fazisanak gatlasaban is szerepet jatszik °>'®. Erdekes modon
azonban a COX-2 specifikus gatlasa SC-58125-nel ugy csokkentette a pancreatitis silyossagat,
mtsai. azt talaltak, hogy a COX-2 gatlasa (farmakologiai gatlo szerekkel és ,,.knock-out” egerek
hasznalataval) a pancreatitis sulyossaganak csokkentése mellett a pancreatitisszel asszocialt
tiidokarosodast is mérsékelte egerekben (162)

Az antioxidans PDTC alacsonyabb dozisok (1- és 10 mg/kg) esetén szintén mérsékelte
az L-arginin-indukélta pancreatitis stlyossagat. A NF-xB aktivacio foleg az oxidativ stressz
altal érintett szovetteriiletek esetén mutathat6 ki. Eppen ezért talan nem is olyan meglepd, hogy
a potens antioxidans hatassal biré N-acetilciszteint igen széles korben hasznaljak a NF-«xB
aktivacio és a kovetkezményes gyulladasos citokin szintézis gatlasaira CCK-, taurokolsav- vagy
pancreas ductus ligatio-indukalta pancreatitisben %*'%1771%) Bizonyos lipid peroxidaciogatlo
vegyiiletek (pl. a raxofelaszt) szintén gatoltdk a NF-kB aktivacigjat, és csokkentették a
cerulein-indukalta pancreatitis sulyossagat "°". Eredményeinkkel 6sszhanban a PDTC szamos

pancreatitismodellben gatolta a NF-«B aktivaciot (16710192199,
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Mint azt a bevezetdében emlitettem, akut pancreatitisben tobb protedz is aktivalodik, a
proteaz inhibitorok pedig csokkentik a pancreatitis silyossagat ¢s a NF-xB aktivacio mértékét.
A guamerin-szarmaztatott szintetikus peptid (pancreas ¢és leukocita elasztdz inhibitor), példaul
szignifikdnsan gatolta a cerulein-indukalta pancreatitis jellegzetes markereit: a neutrofil
infiltraciot és a NF-«xB aktivaciot *%. Hasonloképpen a kalpain I (tiol-protedz, ami az IxB-o
degredacioért is felelds) inhibitorral valo eldkezelés nagymértékben csokkentette a cerulein-
indukalta pancreas- és tiidékarosodast egerekben '*°. Ez egyiitt jart a NF-xkB aktivacid, az
ICAM-1 expresszié és a gyulladasos infiltracié gatlasaval °°. A patkanyok elékezelése a
sejtpermeabilis MG-132 tripeptiddel (ami egy proteoszéma inhibitor, mely mas protedzokat is
gatol, pl. a kalpainokat €s a katepszineket), szignifikansan csokkentette a CCK-indukalta NF-
kB activaciot és a pancreatitis sulyossagat (197, Mindenképpen fontos megjegyezni azonban,
hogy a tobbnyire nem-specifikus hatasti farmakoldgiai géatld szerekkel (antioxidans és/vagy
gyulladdsgatlo) vigyazni kell, hiszen ezek mas szignalizacios utakat is befolyasolnak, illetve
toxikus hatasuk is lehet.

A fenti, nem-specifikus hatdsokat elkeriilendd, tobb wjabb tanulméanyban is egyre
specifikusabb vegyiileteket, illetve Gjabban ,.knock-out” egereket hasznaltak a NF-xB aktivacio
vizsgalatara akut pancreatitisben. Letoha és mitsai. egy sejt-permedbilis NF-xB gatlo peptid
hatasarol szamoltak be **'*” A NF-kB p50 alegység nuklearis lokalizacios szignaljat egy
sejtpermedbilis penetratin peptid molekuldhoz konjugaltdk. Az inhibitor peptid (PN50) gatolta
a NF-kB aktivaciojat és védé hatast fejtett ki CCK-indukélta akut pancreatitisben "*®. Fontos
kiemelni azt is, hogy a PN50-nek még abban az esetben is kedvez6 hatdsa volt, ha a CCK
injekcidt kovetden adagoltak az allatoknak. Egy masik tanulmanyban egereket el0kezeltek egy
hexapeptiddel, ami szelektiven gatolja a NF-kB aktivaciot azéltal, hogy blokkolja a NEMO
kotddését az IKK-hoz “°”. A hexapeptid eziltal a pancreaticus- és tiidSkarosodast is
mérsékelte cerulein-indukalta akut pancreatitisben. Altavilla és mtsai. a cerulein-indukalta

20D " Ezekben az

pancreatitis stulyossagat vizsgaltadk NF-xB/p105 ,knock-out” egerekben
egerekben a pancreaticus NF-kB DNS-koté aktivitds, a TNF-a expresszio, a leukocita
akkumulacié és az oxidativ stressz mértéke is kisebb volt a vad-tipusu kontrollhoz képest.
Ezzel parhuzamosan a laboratoriumi és szovettani paraméterek szerint a ,,knock-out” egerek
pancreatitisének sulyossaga is kisebb volt. Aleksic és mtsai. a konstitutive aktiv IKK[
alegységgel rendelkezd egerekben fokozott leukocita inflitraciét és sulyosabb cerulein-

indukalta pancreatitist észleltek “°”. Baumann és mtsai. hasonlé eredményeket kaptak egy

masik transgenikus egér-modellben, ami lehetévé tette a IKKB/NF-kB szignalizacid acinussejt-
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specifikus kondicionalis aktivaciojat vagy gatlasat ®*. A konstitutive aktiv IKKp énmagaban
is massziv pancreas szovetkarosodast okozott, ami hasonlitott a cerulein-indukalta
pancreatitisre. A dominans-negativ  IKK2 expresszid szignifikdnsan javitotta a cerulein-
indukalta pancreatitis sulyossagat. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az acinaris NF-kB
aktivacio fontos szerepet jatszik az akut pancreatitis kialakuldsaban azaltal, hogy transzkripcios
szinten szabalyozza a proinflammatorikus géneket.

Bar a legtobben egyetértenek abban, hogy a NF-kB aktivacié gatlasa hasznos akut
experimentalis pancreatitisben, meg kell emliteni, hogy az elsé tanulméanyok egyikében pont az
ellenkezé hatast talaltak cerulein-indukélta akut pancreatitisben patkanyokban (%%, Steinle és
mtsai. szerint a PDTC ¢és az N-acetilcisztein sulyosbitjak az akut pancreatitist. A szerzok ezt
ugy magyaraztak, hogy a NF-kB-nek az apoptosis gatlasaban is szerepe lehet, igy a
transzkripcids faktor gatlasa fokozza az apoptosist és nekrozist. Emlitésre méltoak még Algiil
¢s mtsai-nak transzgenikus modellen kapott eredményei: a NF-xB DNS kotédésért és
RelA/p65 dimerizacioért felelds pancreas-specifikus RelA homoldgia domén delécidja stlyos
nekrotizald pancreatitist okozott “°”. Ezt a varatlan hatast - legalabbis részben - a PAP-1
indukcié hianyanak tulajdonitottak, aminek kozismerten védd hatdsa van az acinussejtekre

pancreatitisben.
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8. VIZSGALATAINK JELENTOSEGE ES JOVOBENI
TERVEINK

Vizsgalataink sordn tobb olyan korélettani folyamatot is karakterizaltunk, amelyek
szerepet jatszhatnak az akut pancreatitis kialakuldsdban. Eredményeink megnyitjdk a
lehetséget a betegség kezelésére. A HSP induktor vegyiiletek mindenképpen jotékony
hatasuak lehetnek pancreatitisben. A megfeleld iddben és dozisban alkalmazott NF-xB gatlo
vegylletek alkalmazasa szintén igéretes lehet. Egy masik klinikai jelentéséggel bird potencialis
tamadaspont az acinussejtek karosodott mitokondrialis funkcidjanak helyredllitasa.
Amennyiben sikeriilne a karosodott acinusok ATP tartalmat a pancreatitis soran valamilyen
moddon normal-kdzeli szinten fenntartani, az segithetne a sejteknek atvészelni a betegséget. Ez
a ductalis sejtek szempontjabdl is fontos lehet, hiszen kordbban kimutattuk, hogy az epesavak
nagy koncentracioban csokkentik az intracellularis ATP szintet.

Ahogy azt a bevezetOben emlitettem, a pancreas acinussejtek mellett a ductalis
sejteknek is fontos szerepiik van az akut pancreatitis patogenezisében. Ezt laboratériumunkban
mar tobb in vitro tanulmanyban is igazoltuk. Folyamatban vannak az in vivo vizsgélatok arra
vonatkozdan, hogy olyan transzgenikus egerekben indukaljunk akut pancreatitist, melyeknek a
ductalis HCOs™ szekrécioja csokkent. Elokisérleteink eredménye szerint az utobbi egerekben a
pancreatitis sulyossidga nagyobb.

Reményeink szerint kisérletes eredményeink olyan gyogyszerfejlesztések alapjat

képezhetik, melyek eldbb-utobb a betegagy mellett is hasznosithatok lesznek.
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11. SCIENTOMETRIAI ADATOK

MTMT tudomanymetriai tablazat
Rakonczay Zoltdn tudomanyos és oktatasi munkassaganak 6sszefoglaldsa
MTA V. Orvostudomanyi Osztdly (2011.09.30.)

Kozlemény tipusok Szama Hivatkozasok
Osszesen |Részletezve|Fliggetlen|Osszes
I. Tudomanyos folyoiratcikk 48 --- --- ---
teIJe,sl cikk, nemzetkdzi L 44 600 773
folyoiratban
teljes cikk, hazai idegen
nyelv(i folybiratban B 9 - :
teljes cikk, hazai magyar L 3 3 5
nyelv( folyoiratban = = =
cikk, tudomanyos levélként -—- 1 0 0
I1. Konyvek 0 --- ---
a) Szakkonyv 0 --- --- ---
Szakkonyv, kézikdnyv,
idegen nyelvii - 0 0 0
Szakkonyyv, kezikényv, L 0 0 0
magyar nyelvu
Tankonyv — 0 0 0
b) Szerkesztett kényv 0 --- - ---
Szerkesztett konyv, idegen L 0 L L
nyelv(i
Szerkesztett konyv, magyar L 0 L L
nyelv(
Szerkesztett tankdnyv --- 0 --- ---
II1. Konyvfejezet 0 --- -=- -
Kényvfejezet, idegen nyelvd --- 0 0 0
Kony\{fejezet, magyar L 0 0 0
nyelvu
Tankodnyvekbe irt fejezetek --- 0 0 0
IV. Proceedings® 1 25 1 S
V. Multicentrikus vizsgalat 0 --- --- ---
a) Szerzo --- 0 0 0
b) Szerepld --- 0 --- ---
Tudomanyos koézlemények
6sszesen\EI-V.) + . o 508 703
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VI. Egyéb tudomanyos

IN

Egyéb tudomdanyos mlvek,
ide értve a nem teljes
folyodiratcikkeket és a nem
ismert lektoraltsagu
folyodiratokban megjelent
teljes folyoiratcikkeket is

SzerkesztOségi levelezés,
hozzaszolasok, valaszok

IN
IN

=i
[¥9)

VII. Absztrakt

Osszesitett impakt faktor

Idézettség szama

Hirsch index

Specialis tudomanymetriai

adatok
Adat

Els6 szerz6s folydiratcikkek 13
szama (az Osszes %-ban) (27,08%)
Utolsd szerzés tudomanyos
cikkek szama (az Osszes %- 19 o
et} (20,83%)
Els6 és utolsd szerzésegu
folydiratcikkek impakt 84,10
faktorai
Az utolsé tudomanyos
fokozat (PhD) elnyerése
utani (2003 - ) tudomanyos 133,75
folydiratcikkek dsszegzett (40)
impakt faktora és szama
(zardjelben)
Magyar nyelven megjelent
tudomanyos teljes 3
folydiratcikkek szama
Az utolsdé 10 év (2002-
2011) tudomanyos teljes, 46
lektoralt folydiratcikkeinek e
szama

Osszesitett impakt faktora 145,02

hivatkozasok szama 736
A legmagasabb idézettsegli
kozlemeény idézettsége (az 69
Osszes idézettség (8,54%)
szazalékaban
Folydiratcikkek,15-nél tébb
szerzovel (nem 5
multicentrikus)
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lehetdséget biztositottak szamomra a tudomanyos munkara. Halaval tartozom Prof. Dr. Boros
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