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1. BEVEZETES

Az akut pancreatitis a hasnyalmirigy heveny gyulladdsos betegsége, mely még
napjainkban is nagy morbiditassal és elfogadhatatlanul magas mortalitassal jar. A korlefolyas
az esetek kozel 80 %-aban enyhe 6démas, 20 %-ban azonban sulyos nekrotizald, a beteg ¢letét
is veszélyeztet allapothoz vezethet. A pancreatitis sulyos forméja esetén a hospitalizacid
elhuzodik, gyakran jar fertézésekkel és mas szovodményekkel, beleértve a tobbszervi
elégtelenséget is. A betegség oki kezelése a mai napig megoldatlan.

Az akut pancreatitis kialakuldsdnak mechanizmusa - f6leg 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 kialakuldséban,
illetve, hogy milyen f6 triggerelé faktorok inditjak be a betegséget. Altalanosan elfogadott
azonban, hogy a stresszhatasok altal kivaltott acinaris toxikus Ca®" szignal kovetkeztében
1étrejovo korai tripszinogén aktivacionak, a proinflammatorikus citokinek szintéziséért felelds
transzkripcids faktornak, a nuklearis faktor-xB (NF-xB)-nek, az oxidativ stressznek és a
mitokondrialis kérosodasnak fontos szerepe van a pancreatitis kialakuldsdban. A folyamatok
1dobeli sorrendje és 0sszefliggése azonban mindmaig tisztazatlan.

Az akut pancreatitis kialakulasat szamos mechanizmus igyekszik megakadalyozni.
Ezek koziil igen fontosak a hd-sokk fehérjék (HSP-k). A HSP-k vagy mas néven dajkafehérjék
- mind a prokariota, mind az eukaridta él6lényekben megtaldlhaté konzervalt molekuldk,
melyeknek nélkiilozhetetlen szerepe van egyes stresszhatdsok, betegségek (igy az akut
pancreatitis) kivédésében, talélésében, ill. az okozott karosodds mérséklésében. A HSP-k
osztalyozasa kozelitdleges molekulatomegiik (kD) alapjan torténik.

Az allatkisérletes vizsgalatok lehetdséget nyujtanak a pancreas betegségek
modellezésére, a patomechanizmus tanulmanyozésara €s a pancreatitis kivédésében szerepet
jatszo vegyliletek tesztelésére. Talan nem nagy feleldtlenség kijelenteni, hogy az akut
pancreatitis patomechanizmusanak kozvetlen tanulméanyozéasara tobbnyire csak allatkisérletes
modellek soran van lehetdség. Az experimentalis modellek elénye, hogy tetszéleges szamban
ismételve, nagy egyedszamu homogén csoportokon vizsgalhatok az akut pancreatitis kivalto
faktorai, izolalt, 6nalld részletei a pancreatitis kivaltasat kovetd elso pillanattol kezd6déen. Az
akut pancreatitismodellek tobbsége invazivitasuk, kivitelezési nehézségiik (pl. retrograd
ductalis epesav injekcid, duodenum kacs lekotés), vagy nem megfeleld reprodukalhatdosaguk
miatt nehezen hasznalhatok. Rdadasul ahhoz, hogy egy modell megfelelden hasznalhatd

legyen, jol kell reprezentalnia a human betegség jellegzetességeit, laboratoriumi eltéréseit €s
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szovettani elvaltozéasait. A szakirodalomban hidnyzik egy olyan egyszerli, nem invaziv,
reprodukélhatd és homogén eloszlast nekrotizald pancreatitis allatmodell, amely hasonlit a
humén betegség laboratériumi ¢és morfoldgiai elvaltozasaira. Egy ilyen ,,ideélis” modell
kitlinden hasznosithatd lenne az akut pancreatitis patogenezisének vizsgalatara. Ezaltal olyan uj
gyogyszer tdmadaspontokat Iehetne azonositani, ahol beavatkozhatndnk a betegség
korlefolyasaba.

A bazikus aminosavak (L-arginin €s L-lizin) pancreast karosito hatasa régota ismert. Az
i.p. injektalt, nagy dozisu L-arginin akut pancreatitist valt ki patkdnyban és egérben. Az L-lizin
pancreast karosité hatdsardl joval kevesebb informécié van a szakirodalomban. Kitajima és
Kishino, illetve Kishino és mtsai. vizsgélata szerint az i.p. adott 4 g/kg L-lizin injekcio kiterjedt
szovetkarosodast, acindris mitokondriadlis duzzadast ¢és ellentmondasosan gyulladasos
beszlirddés nélkiili sejtnekrdzist okozott. Az L-arginin-indukélta pancreatitis vizsgalatanak
nagy hagyomanya van a SZTE, AOK, I sz. Belklinika Pancreas Laboratoriuméanak
kutatdsaiban. Az arginines pancreatitis indukcidjanak patomechanizmusa a mai napig sem
teljesen ismert, de feltételezhetd, hogy az oxigén szabadgyokok, a gyulladdsos faktorok, az
endoplazmatikus retikulum stressz, a nitrogén-monoxid (NO) ¢és a poliaminok egyarant fontos
szerepet jatszanak ebben. Az L-arginin tobb utvonalon keresztiil metabolizalédhat. E
folyamatok két kulcsenzime a NO szintetaz (NOS), illetve az arginaz. A NOS (melynek hdrom
izoformaja ismert: a konstitutiv endotelidlis és -neuronalis, illetve az indukalhat6 forma) az L-
arginin atalakulasat katalizalja L-citrulliné NO képzddésével. Az arginaz enzim az L-arginint
L-ornitinné és ureava hidrolizdlja. Az arginaz I izoforma a citoszolban talalhatd. Legmagasabb
szoveti expressziot a majban mutat, mig a mitokondridlis arginaz II szdmos extrahepaticus
szovetben megtalalhato.

Az L-ornitin a poliaminok (putreszcin, spermidin €s spermin) szintézisének a
prekurzora. A poliaminoknak nélkiilozhetetlen szerepiik van a sejtek normalis miikodésében és
tulélésében. Metabolizmusukat 3 f6 enzim szabéalyozza. A poliamin bioszintézist az ornitin
dekarboxildz (ODC) és az S-adenozil-metionin-dekarboxildz medialja, mig a poliamin
katabolizmus rate-limitalé kulcsenzime a spermidin/spermin N'-acetiltranszferaz (SSAT).
Erdekes modon emldsokben a pancreas tartalmazza a spermidint a legnagyobb
koncentracioban, de ennek jelentdsége nem igazan ismert. Mindenesetre a poliaminok
fontossagat a pancreasban jol mutatja az a tény, hogy a poliamin katabolizmus aktivacidja a
SSAT enzimen keresztlil stlyos akut pancreatitist hoz létre transzgenikus patkdnyban. A

pancreaticus SSAT-aktivaciot és az ennek kovetkeztében kialakuld poliamin katabolizmust
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tobb akut pancreatitismodellben és human akut pancreatitises hasnyalmirigy szovetbdl is

kimutattak.

2. CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn célul thztik ki az experimentalis akut pancreatitis
patomechanizmusédnak vizsgalatat, kiilonds tekintettel a bazikus aminosavak altal kivaltott

nekrotizald korformara. Célunk volt olyan kulcsfontossagt célpontok azonositasa 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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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkhez standard koriilmények kozott tartott 180-300 g tomegli him Wistar

patkanyokat hasznaltunk az allatvédelmi- és etikai szabalyoknak megfelelden.
3.1. Kisérleti protokollok

3.1.1. Az L-arginin és kozvetlen metabolitjainak ill. az L-hisztidin és L-lizin dozisfiiggo
hatasanak vizsgalata

A patkanyokat (n = 4-12) 1-5 g/kg L-arginin-HCl-dal, L-ornitin-HCl-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 6ra elteltével felaldoztuk.

3.1.2. Az L-arginin-, L-ornitin-, ill. L-lizin-indukadlta akut pancreatitis idobeli
lefolyasanak vizsgalata

Az eldz6 kisérlet eredményei alapjan az idébeli lefolyas vizsgalatdhoz a 3-4 g/kg
L-arginin-HCl, 3 g/kg L-ornitin-HCI, illetve 2 g/kg L-lizin dozist hasznaltuk az allatok (n = 5-
10) i.p. injekciojahoz. A méréseinkhez sziikséges mintavételt az allatok beoltasat kovetden 0,5-

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

3.1.3. Az irreverzibilis argindaz gatlo kezelés hatasa az L-arginin-indukalta akut
pancreatitisre

A patkédnyokat 15 mg/kg (+)-S-2-amino-6-jodoacetamido-hexdnsavval (AIHA) vagy
annak vivéanyagaval kezeltiik i.p. 1 o6rdval a fiziologids sdoldat vagy a 3,5 g/kg L-arginin-HCl

i.p. injekciodja eldtt (n = 6). A patkdnyokat az L-arginin injekcio utan 24 6raval dolgoztuk fel.

3.1.4. Az 1-metilspermidin hatdsa az L-ornitin-indukalta akut pancreatitisre

A patkényokat hat csoportra osztottuk. Az 024 csoportban (n = 8) a patkdnyokat 4
oraval az L-ornitin injeckcid (3 g/kg, i.p.) el6tt (n = 4) vagy utan (n = 4) fiziologias sooldattal
oltottuk i.p. Az MO24 csoportban (n = 6) a patkdnyokat 50 mg/kg I-metilspermidinnel
(MeSpd) kezeltiik ip. 4 6raval a 3 g/kg L-ornitin (i.p.) injekcio eloétt. Az OM24 (n = 6)
csoportban a patkanyok 50 mg/kg MeSpd-t kaptak i.p. 4 6rdval a 3 g/kg L-ornitin injekcid utan.
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Az 048 (n = 5) csoportban az allatokat 3 g/kg L-ornitinnel injektaltunk ip., és fiziologias
sooldattal kezeltiik 4 és 24 ordval a pancreatitis indukcidjat kovetden. Az OM48 csoportban (n
= 5) a patkanyokat az L-ornitin (3 g/kg) injekcio utdn 4 és 24 6raval i.p. 50 mg/kg MeSpd-nel
kezeltiink. A csoportok jel6lésében a 24 ¢és a 48 az L-ornitin injekciotol szamitott felaldozas

idépontjat jelenti draban.

3.1.5. A pirrolidin-ditiokarbamat és metilprednizolon elokezelés hatdasa az L-arginin-
indukalta akut pancreatitisre

Az allatokat pirrolidin-ditiokarbamattal (PDTC-tal) (1-, 10-, 100 mg/kg ip.) vagy
metilprednizolonnal (MP-nal) (1-, 10-, 30 mg/kg i.m.) kezeltiik 1 6raval az akut pancreatitis
indukcioja el6tt (3 g/kg L-arginin-HCl i.p.) (n = 6). A patkdnyok egy masik csoportja (n = 6) az
L-arginin injekcio el6tt fizioldgids sooldatot kapott i.p. a MP vagy a PDTC helyett. Teszteltiik
a PDTC és a MP hatasat is onmagaban (L-arginin kezelés nélkiil); ez esetben az allatok
fiziologias soéoldatot kaptak ip. L-arginin helyett. Az A4llatokat 24 o6raval az

L-arginin/fizioldgias sooldat injekcidja utan véreztettiik ki.

3.1.6. A metilprednizolon elokezelés hatisa a cholecystokinin-indukalta akut
pancreatitisre

A MP eldkezelés (2 x 30 mg/kg i.m. 12 6ras idokozzel adva) hatdsat cholecystokinin
(CCK)-indukalta akut pancreatitisben (2x100 pg/kg s.c. 1 o0Ords idokozzel adva) is
megvizsgaltuk (n = 6). Az éallatok masik csoportja a MP vivOanyagat kapta i.m. a CCK
injekciok eldtt (n = 6). Az allatokat a masodik CCK oltas utan 30 perccel, illetve 1-, 2-, 3- és 4

oraval aldoztuk fel.
3.2. Allatok felaldozdsa, 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 ip./s.c./i.m. fizioldgias soéoldat/vivoanyag
kezelésben részesiiltek (n = 6). Exsanguinalasuk 24 ora elteltével tortént. Az allatok
hasnyalmirigyét abdominalis feltaras utan kipreparaltuk, és 4 °C-on megtisztitottuk a
nyirokcsomoktdl és zsirtol. A pancreas tomegét megmértiik, majd folyékony nitrogénes

fagyasztas utan felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Egyes kisérletek esetén az allatok méajabol,



dc_256 11

ves€jébol és tiidejébdl is vettiink mintdkat. Az aorta abdominalisb6l nyert vérmintakat
2.500g-vel 20 percig centrifugdltuk, majd a szérumot -25°C-on taroltuk a mérések

elvégzéséig.
3.3. Laboratoriumi paraméterek

A pancreas tomeg/testtomeg hanyados (p.w./b.w.) a gyulladasos 6déma mértékérdl ad
informaciot. Az amildz-, lipaz- és aszpartat-aminotranszferaz (ASAT) aktivitast és a gliikoz-,
Ca®"-, triglicerid-, urea- és kreatinin koncentraciokat standard kitek segitségével hataroztuk
meg. A szérum arginin-, ornitin- és citrullin koncentracidkat Chase €s mtsai. mdodszere szerint
vizsgaltuk tomegspektrometrids eljarassal, sziir6papiron széritott szérum mintdkbol. A
pancreas tripszinogén tartalmat egy para-nitroaniliddel konjugélt szubsztrat felhasznalasaval
fotométerrel, tripszin aktivitasat egy 7-amino-4-metilkumarinnel konjugalt szubsztrat
segitségével fluoriméterrel mértiik. A pancreaticus mieloperoxiddz (MPO) aktivitds a
gyulladasos infiltracio6 mértékérél ad felvildgositdst. Utdbbi enzim aktivitdsanak
meghatarozasat egy mesterséges szubsztrat (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin) felhasznaldsaval
végeztilk. Az arginaz aktivitdst exogén L-arginin hozzdadasaval, kolorimetrids moddszerrel
mértiik. A pancreaticus HSP72, HSP27, IkB-a és IkB-B fehérje expresszio mértékét
kemilumineszcenciaval erdsitett Western blot analizis segitségével hataroztuk meg. A NF-«xB
DNS-k6to aktivitast nukledris fehérje extraktokbol elektroforetikus ,,mobility shift assay”-jel
detektaltuk.

A pancreas szovetbdl a NF-xB altal szabalyozott gének (pl. IL-1B, IL-6 és TNF-a)

crer

crcr

forgalmazott ELISA kittel mértiik.

A spermidin-, spermin-, putreszcin- és MeSpd szinteket magas nyomast folyadék
kromatografidval Hyvonen €és mtsai. modszere szerint hatdroztuk meg. A pancreaticus ODC és
a SSAT aktivitds meghatarozasat Janne ¢és Williams-Ashman, illetve Bernacki és mitsai.
modszere szerint végeztiik.

Az oxidativ stresszrdl informacidt add paraméterek koziil a kdvetkezOket mértiik:
pancreaticus nem-fehérje szulthidril-csoport (NSG) tartalom, glutation-peroxidaz (GSH-Px) és
Mn- és Cu/Zn-szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitas, malondialdehid (MDA) koncentracid és

karbonil-protein szint.
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Az apoptosis detektalasara a pancreasbol genomikus DNS-t izoldltunk és a DNS-t
agardz gélen futtattuk.

A patkany pancreas mitokondiumokat (RPM) és a -m4 mitokondriumokat (RLM)
fiziologias sooldattal kezelt, illetve 1 vagy 4 oraval a 2 g/kg L-lizin i.p. injekcidjat kovetden
izolaltuk Odinokova és mtsai. modszere szerint. A mitokondrialis membranpotencialt (A¥Wm)
¢s oxigénfogyasztast RPM és RLM szuszpenzioban tetrafenil-foszfonium-ion-, illetve Clark

elektrodak segitségével mértiik.

3.4. Szovettani vizsgalatok

Az akut pancreatitis soran bekovetkezd hisztopatologiai valtozasokat: az interstitialis
0démat, a vaszkuldris kongeszciot, a leukocita adhézidt és infiltraciot, az acinussejtek habos
degeneraciojat/vacuolumok képzOdését, az acinussejtek apoptosisdt ¢€s nekrozisat, a
regeneracio jeleit (mitdzis, ductuloacinaris struktirdk) patologus kollégak szemikvantitativan
értékeltek. Az apoptosis mennyiségi meghatarozasat TdT-mediated dUTP Nick-End-labeling
(TUNEL) technikaval végeztik. A NADH, diafordz enzimhisztokémiaval az acindris

mitokondriumok  morfologidjat vizsgaltuk. A transzmissziés elektronmikroszkopos

vizsgalatokhoz az 4llatokbol eltavolitott pancreas egy kis darabjat (kb. 1-1 mm®) hasznaltuk fel.

3.5. Statisztikai analizis

A statisztikai kiértékeléshez variancia analizist hasznaltunk. Szignifikdnsnak a p < 0,05

értéket fogadtuk el.
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4. EREDMENYEK

4.1. 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 dézisokban adva), illetve a 3 g/kg L-hisztidin-HCI és a 2 g/kg L-
lizin hatasat a szérum amiléz aktivitasra, a p.w./b.w.-ra, a pancreaticus MPO aktivitasra és a
hisztologiara 24 o6raval az injekciot kovetéen. A 2,8 g/kg L-ornitin-HCI ip. injekcidja
sulyosabb pancreatitist okozott az L-argininhez képest. A 2,8 g/kg L-ornitin-HCl-dal kivaltott
pancreatitis stlyossaga nem kiilonbozott szignifikdnsan 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 i.p. injekcidja az elobbiekkel szemben nem okozott pancreas karosodast. A 2,9 g/kg
L-citrullinnal, ill. 3 g/kg L-hisztidin-HCI-dal kezelt allatok labor- és szdvettani paraméterei
nem kiilonboztek szignifikdns mértékben a fiziologids sooldattal kezelt kontroll csoporttdl. A
natrium-nitroprussziddal ip. kezelt allatok (4,95 g/kg Onmagaban vagy L-citrullinnal
kombinalva) az injekcidot kovetden nem sokkal letargidssd valtak, €s masnap reggelig
elpusztultak. Ezekben a patkdnyokban a boncolas nem mutatott pancreatitisre utald
elvaltozasokat. Az allatok valdszinlileg a gyogyszer altal kivaltott vaszkularis komplikacidba
halhattak meg (hypotensio). Az L-argininhez és L-ornitinhez hasonldéan az L-lizin kezelés is
sulyos nekrotizalé akut pancreatitist valtott ki. Osszességében elmondhatjuk, hogy mig az
alifas oldallanccal rendelkezd bazikus aminosavak akut pancreatitist valtanak ki, addig az

imidazol oldallanccal rendelkezd L-hisztidinnek nincs ilyen hatasa.

4.2. Az intraperitonealis L-arginin-, L-ornitin- és L-lizin

injekcio dozis- és idofiiggésének vizsgalata

4.2.1. Az L-arginin hatasa

10
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A 3 g/kg L-arginin-HCI ip. injekcioja utdn 12-36 oraval IkB-a (mely a NF-«xB
parhuzamosan az eldbbi id6pontokban erés NF-«xB DNS-kotd aktivitads-fokozodast
tapasztaltunk. A 4 g/kg L-arginin-HC] nem okozott IkB-o degradaciot és NF-kB aktivaciot. A
nagy dozisu L-arginin-HCI (3 vagy 4 g/kg) a kezelést kovetd 1 6ra mulva szignifikdnsan
szintje szignifikansan emelkedett a kontrollhoz képest. Az IL-13 koncentraci6 24 ora elteltekor
volt a legmagasabb, ezutan csokkent. A pancreas TNF-o koncentracidja mar 6 oraval az
injekcid utan emelkedett volt, a csucsat 18 oraval a kezelés utan érte el, azutan nagyjabol egy
szinten stabilizalodott.

Az L-arginin adminisztracio dozisfiiggd HSP60 és HSP72 expresszido fokozdodast
okozott a pancreasban. A HSP72 expresszio 2 oraval a 3 g/kg L-arginin-HCI injekci6 utan mar
szignifikdnsan magasabb volt a kontrollhoz képest, csticsat a 18. 6ranal érte el és 96 o6raig
magas szinten maradt. A HSP60 szintje nem emelkedett meg ennyire, csticsat csak késobbi
idépontokban (48-60 h) érte el. A 4 g/kg L-arginin-HCI injekcié ugyan nagyobb mértékii
pancreas karosodast okozott, a HSP indukcidé mértéke azonban kisebb fokl volt a 3 g/kg dozis
esetén észleltekhez képest. A HSP60 expresszio a 12 — 48. o6raig szignifikansan magasabb volt
a kontroll csoporthoz képest. A HSP72 szintézis a 24. 6rdig enyhén emelkedett volt, majd a
csticsat 48 ora mulva érte el.

A 3,5 g/kg L-arginin-HCI i.p. injekciojat kovetden a szérum arginin-, citrullin- €s
ornitin koncentraciok szignifikdnsan emelkedtek a kontroll csoport értékeihez képest. Fontos
kiemelni, hogy a szérum ornitin koncentracid a szérum citrullin koncentraciohoz képest
szignifikdnsan nagyobb mértékben emelkedett. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az

L-arginin metabolizmuséban az arginaznak van f6 szerepe.
4.2.2. Az L-ornitin hatasa

Az 1- vagy 2 g/kg L-ornitin-HCI-dal oltott allatokban nem volt detektalhat6 pancreas
1€z16. A 3 g/kg L-ornitin-HCl-dal oltott allatokban stilyos akut pancreatitis alakult ki az alabb
részletezettek szerint. A 4-6 g/kg L-ornitin-HCl-dal beoltott patkdnyok (n = 6) az oltas utan
néhany oOraval letargidssd valtak, kiilonb6zé neurologiai és neuromuszkuléris tlineteket

produkaltak.
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A fenti eredmények figyelembevételével az L-ornitin-indukalta pancreatitis iddbeli
lefolydsanak vizsgalatdhoz a 3 g/kg dozist valasztottuk. 2 déraval az L-ornitin injekciojat
kovetden nem észleltiink mikroszkdpos elvaltozast a pancreasban. Négy oraval az oltas utan
enyhe interstitialis 6déma, az acinussejtek ,.habos degeneracidja” €s vasularis congestio volt
megfigyelhetd. A hatodik 6raban az apoptoticus testek szama jelentdsen nagyobb volt, és az
acinussejtek fokalis nekrozisat (<10 %) lattuk. A transzmisszids elektronmikroszkopos képen
ugyanebben az id6pontban zimogén granulumokat, myelin figurdkat és mitokondridlis
maradvanyokat tartalmazo nagy autofag vacuolumok voltak lathatok. A “habos” vacuolisatio a
kozepes denzitasti zsircseppeknek felelhet meg a sejtek bazélis részében. A mitokondrialis
krisztdk és a durva felszinli endoplazmatikus retikulum enyhén dilataltak voltak, a riboszomak
részben levaltak az utdbbi struktarakrol. A kilencedik oraban interstitialis 6démat, neutrofil és
monocita adherencidt és fokalis infiltraciot detektaltunk. A pancreas szdvetben nagyszamu
autofadg vacuolumot és apoptoticus testet taldltunk. Az acinus nekrozis mértéke 15-25 % kortil
volt. A tizenkettedik oraban diffuz kozepes foki monocita és neutrofil infiltraciot lattunk, az
acinussejt nekrézis mértéke 26-50 % volt. 18 éraval az L-ornitin beoltdsa utan a pancreaticus
0déma igen kifejezett volt, az autofdg vacuolumok szdma csokkent az el6z6 idéponthoz képest.
Az acinussejtek kb. 51-75 %-a nekrotizalt. A legsulyosabb 6démat a 24. éraban észleltiik.
Utobbi iddpontban az elektronmikroszkopos vizsgalat sulyos zondlis acinussejt karosodast
mutatott. A kéarosodott nekrotikus sejtek els6sorban az acinusok kozepére lokalizalddtak, az
acinusok bazalis részén kevésbé karosodtak a sejtek. A nagy autofdg vacuolumok zimogén
szemcseket, mylein figurdkat és/vagy granularis elektrondenz anyagot tartalmaztak. A zimogén
granulumok szdma jelentds mértékben, bizonyos teriileteken nullara csokkent. Alapvetden két
6 tipusu sejtkarosodds volt megfigyelhetd a metszeteken: a nukledris membran eltiinése az
egész nukleusz lizisével egyiitt, vagy a kromatin kondenzacidja a nuklearis membran alatt (az
utobbi ritkabban). A nukleoluszok eltlinése a citoplazma zsugorodasaval, vagy a nélkiil is
jellemzd volt. Az acinussejtek bazalis kompartmentjében kozepes denzitdsu lipid cseppek
voltak megfigyelhetok. A mitokondriumok nem tlintek korosnak, de a durva felszinli
endoplazmatikus retikulum kitagult, a riboszomak levaltak rola. Az interstitialis térben szadmos
neutrofil és monocita sejt volt megfigyelhetd. A 36. éraban a pancreas 6démaja még mindig
sulyos volt. A monocita és neutrofil sejtek adherencidja csokkent, de massziv neutrofil
infiltraciot lattunk; az acinussejtek nekrozisa 26-50 % volt. A pancreas lobularis struktardja
megbomlott. Az interstiumban fibroblasztok jelentek meg. Ezekben a metszetekben mar a
regeneracio jelei is megfigyelhetok voltak: a pancreas periférias zonajaban differencialatlan,

ductuloacinaris struktirdk szérvanyos citoplazmaval és bazofil nukleusszal. A 48. éraban a
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szovettani képet a diffuz, sulyos monocita/makrofdg, fibroblaszt és neutrofil granulocita
infiltraci6 uralta. A 72. 6raban mar nem volt interstitialis 6déma, de a diffiz gyulladdsos
infiltraci6 még mindig megfigyelhetdé volt. A lobulusokban és a ductuloacinaris struktarak
koriil enyhe foku kollagéndepozicid volt. A ductuloacinaris strukturak a tubularis luminabol
eredtek. A metszetekben mitotikus figurdkat és kisfok apoptoticus aktivitast lattunk. Egy
héttel az L-ornitin injekcié utdn még mindig diffuz, kdzepes mértéki fibroblaszt és makrofag
infiltracid volt megfigyelhetd, a neutrofilok szdma csokkent a pancreas szovetben. A
lobulusokon beliil és a ductuloacinaris struktirak koriil enyhe foku kollagén depoziciot lattunk.
A destrualt lobulusok egy részének helyét zsirszovet toltotte ki. A ductuloacinaris strukturakbol
ductulusok és acinusok képzddtek, néhany acinussejtben mar zimogén granulumok is voltak. A
kis ductusok és ductulusok dilataltak voltak, és olykor eozinofil anyagot tartalmaztak. Az
alacsony nagyitasu elektronmikroszkopos képeken tobb ductuloacinaris struktura, kapillaris,
mononukledris sejt és interstitialis kollagén depozicio volt lathatd. 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 toltotte ki. Az acinusban nagyfoku
mitotikus aktivitds és regenerativ atipia volt megfigyelhetd. A fibroblasztok és makrofagok
eltintek a pancreas szovetbdl. A 4 allatbol 1-nél fokalis limfocitakbdl, makrofagokbol és
eozinofilokbol allo 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 nagyfokt 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 id6-intervallumban a tiidében kis mértékii alveolaris megvastagodas volt lathatd neutrofil
infiltracioval, esetenkénti bevérzéssel. Utdbbi elvaltozadsok enyhe fokl 1€gzési disztressz
szindroOmara utalnak.

A szérum amildz aktivitasok a 9-24. oraig szignifikansan ndvekedtek, azutan (48
oranal) a kontroll érték alé csokkentek. A pancreas amildz aktivitdsa a 24. 6ratol szignifikansan
csOkkent, a 72. és a 168. ora kozott szinte alig volt detektalhatd. Az L-ornitin injekcié utan 24
oraval a hasiiregbdl kinyert ascites amildz aktivitdsa rendkiviil magas volt. A pancreaticus
tripszin aktivitds 9-48 o6raval a 3 g/kg L-ornitin-HCl beadasat kovetden szignifikdnsan

emelkedett. A gyulladdsos mediatorok hatdsdra a pancreasban megjelend leukocitdk
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crer

beszlirddésnek két jol elkiilonithetd fazisa volt. Az elsd fazis az amilaz aktivitas csticsaval (9-
36. h) esett egybe, a masodik joval késobb (a 72. 6ranal) kovetkezett be.

A fiziologias sooldattal kezelt kontroll csoportban nem lehetett HSP72 expresszidt
kimutatni. Az L-ornitin injekcidja utan 4 oraval a HSP72 expresszid szignifikdnsan nétt, a 18.
6ranal volt a csticsa, €s 1 honap elteltekor is emelkedett maradt.

Az L-ornitin injekcid hatdsdra a pancreaticus IkB szintek a 9. o6ratdél kezdve
szignifikansan csokkentek. Az IkB-o szintje 36 oOrdval az L-ornitin injekcidt kdvetden
normalizalddott, az IkB-f szintje azonban 168 6raval a beadas utan is alacsony maradt. Az IxB
degradacioval Osszhangban - ¢és a NF-kB aktivacio kovetkeztében - a pancreaticus IL-1(
szintézis a 9. 6ratol kezdve szignifikdnsan nott.

A szdvettani analizis szerint 6 o6raval az L-ornitin injekcidé utdn az apoptoticus sejtek
szama nagymeértékben fokozodott. A pancreaticus genomikus DNS analizis 9 oraval az
L-ornitin injekcidja utdn az agardz gélelektroforézis 1étra-mintdzatot mutatott, ami nagyfoka
apoptoticus aktivitasra utal. 24 6raval az L-ornitin injekcidt kovetden a DNS nem-specifikus
degradaciora jellemzd (smear) képet mutatott, ami nagymértékii nekrozis jelenlétére utal. Az
apoptosis mértékének pontos kvantifikalasdhoz TUNEL technikat hasznaltunk. Az apoptoticus
sejtek %-o0s aranya nagymértékben megnoétt az L-ornitin kezelés hatdsara. Az apoptosis rata 6-9
ordval a kezelés utan volt a legnagyobb.

A NSG tartalom a kontroll csoporthoz képest szignifikdnsan ndvekedett 6 oraval az
L-ornitin injekciot kovetden, majd fokozatosan csokkent. A GSH-Px- és Cu/Zn-SOD
aktivitasok a 24. ora utan sziginifikdsan emelkedtek. Ezzel ellentétben a Mn-SOD aktivitas a
24. ordban szignifikdnsan alacsonyabb, a 48. ordban szignifikdnsan magasabb volt a
kontrollhoz képest. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy az L-ornitin kezelés
hatdséara oxidativ stressz alakul ki a pancreasban.

A patkdnyok testtomege az L-ornitin injekciot kovetd elsd naptdél 1 hodnapig
szignifikansan csokkent a kontroll 4llatokéhoz képest. Az L-ornitin injekcidt kdvetden a 18-48.
oraig a p.w./b.w. szignifikdnsan emelkedett, majd a 168. 6rat6l 1 honap elteltéig szignifikdnsan
csokkent. A p.w./b.w. emelkedés az 6démanak, a csokkenés a nekrozisnak a kovetkezménye.

A szérum ASAT aktivitas 24 és 48 oraval az L-ornitin injekciot kovetden szignifkansan
nétt, ami maj-€rintettségre utal. A szérum gliikoz koncentracidja a 24. és a 72. ora kozott

szignifikansan csokkent (feltehetdleg az anorexia miatt), majd 1 héttel az L-ornitin kezelést
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kovetden a kontroll értékre tért vissza. A szérum triglicerid koncentracio csak a 72. dranal tért

el szignifikans mértékben a kontroll csoporttol (0,40 £ 0,03 mM/1 vs 0,71 £ 0,18 mM/1).

4.2.3. Az L-lizin hatasa

A 0-2 g/kg dozisu injekcio hatasara egyetlen allat sem pusztult el. A 2,5 g/kg-os dozis a
patkanyok 43 %-andl, a 3 g/kg-os 54 %-nal, a 3,5 g/kg-os 80 %-nal, a 4-5 g/kg-os dozis
valamennyi allatnal haldlos volt. Osszességében tehat megallapithatd, hogy patkdnyok esetén
az i.p. adott L-lizin LD50 értéke 2,5-3 g/kg kozott van. Az elhullott allatok neurologiai €s
neuromuszkuldris tiineteinek (letargia, konvulzid, remegés) megjelenését kdvetden az L-lizin
injekcid utan 2-3 oran belill pusztultak el. Post mortem feldolgozasuk soran kizarhat6 volt a
pancreatitis kialakulésa.

Az 1 g/kg L-lizin injekcid hatisara az allatok pancreasa teljesen ép maradt, mig a
nagyobb do6zisok morfoldgiai kdrosodast 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 nekrotizald pancreatitisre jellemzd elvaltozasokat mutatta. A 2-3,5 g/kg L-lizin hatasara
a pancreatitises allatokban a prepardlds soran az id6 eldrehaladtaval fokozatosan valtak
lathatova a betegség jelei. A pancreas mérete megnagyobbodott, a szerv koriil foltos
kalcifikaciot észleltiink, a hastliregben ascites képzddott.

Eredményeink alapjan az L-lizin indukélta akut pancreatitis idébeli lefolyasanak
vizsgalatdhoz a 2 g/kg dozist valasztottuk. A 2 g/kg L-lizin ip. injektdlasat kovetden a
patkanyok hasnyalmirigyében zajlé gyulladas 1épései leglatvanyosabban a H&E-os szdvettani
képeken kovethetok nyomon. 2 draval az L-lizin injekcid utdn az acinussejtek szerkezete
megvaltozott, vacuolisalodtak. Az id6 eldrehaladtaval a vilagosan festddé vacuolumok mérete
egyre nagyobb lett és tobb acinussejtben is megjelent. Az L-lizin kezelést kovetd 6. éraban a
,habos degeneracio” mar az acinusok zomét érintette, €s néhany apoptoticus test is lathato volt.
Az apoptosis mértéke 6 oraval az L-lizin injekciot kdvetden (0,44 + 0,07 %) szignifikansan
n6tt a kontroll értékhez (0,13 £ 0,01 %) képest. A szdveti hyperaemia, és a leukocitdknak a
kapillarisok faldra valo kitapadasa egyarant fokozodott. 12 6raval az L-lizin injekcid utdn a
sejtek ,,habos degeneracioja” megsziint, de az apoptoticus testek szama nétt (1,02 + 0,19 %), az
acinusok kozel 25 %-a nekrotizalt. A 24. érara a nekrotizalt acinussejtek aranya mar 50-75 %-
o0s, az apoptosis mértéke 0,58 + 0,05 % volt. Az interstitialis 6déma kiterjedése fokozodott, a

gyulladasosos sejtek (monocitdk és neutrofil granulocitak) szama is nétt. 48 oéraval az injekciod
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utan a leukocita infiltracié mértéke elérte maximumat. Az apoptoticus testek €és a nekrotizalo
acinussejtek szama, tovabba az 6déma mértéke csokkenést mutatott. Ugyanekkor a regeneracid
jeleként az interstitiumban fibroblasztok és a pancreas periféridjan ductuloacinaris struktarak
jelentek meg. 72 oraval az injekcio utan 6déma mar nem volt megfigyelhetd a pancreasban. Az
apoptosis még sok sejtet érintett (1,59 + 0,05 %), a gyulladasos sejtek szama is magas volt. A
fibroblasztok diffuzan infiltraltdk a szdvetet, a ductuloacinaris struktarak koril kollagén
depozitumok alakultak ki. 1 héttel az injekcié utdn még mindig diffaz, mérsékelt foku
gyulladasos besziirddés volt lathato; egy-egy ductuloacinaris struktirabol 0j acinusok és
ductusok képzddtek. Az apoptosis mértéke 1,39 £+ 0,18 % volt. A kdrosodott parenchyma egy
részét zsirsejtek foglaltak el. 1 honappal az L-lizin kezelést kovetden a pancreas hisztologiai
képe a fizioldgidshoz volt hasonld. Fibroblasztok és gyulladasos sejtek mar nem voltak jelen, a
parenchyma struktiraja rendezetté valt, benne tobb ép és regenerativ atipiat mutatd acinussal.
A kérosodott acinusok egy részének helyét zsirszovet foglalta el.

Fontos megemliteni, hogy a Langerhans szigetekben és a koriilottik elhelyezkedd
acinusokban nem taldltunk jelentds patomorfoldgiai eltérést a betegség lefolyasa alatt. A
betegség a ductusok morfoldgiai képét sem befolyasolta.

A H&E képek alapjan felmeriilt, 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 szovetben
a mitokondriumok sotétkéken festddtek, féleg perinuklearisan helyezkedtek el. Formajuk aprd
palcikdhoz hasonld, hosszuk 0,94 = 0,03 um. Két 6raval az ip. L-lizin injekcido utan a
mitokondriumok nagy része vilagoskék vezikula lett, a hosszuk megnétt (1,45 £ 0,06 um). A
H&E-os metszeteken ugyanebben az id6pontban észleltik a vildgosabban fest6dd
vacuolumokat. Valdszinli tehat, hogy az acinusok ,,habos degeneracidja” a mitokondriumok
duzzadasaval (hidropikus degenerdcid) magyarazhatd. 24 oraval az L-lizin injekcié utan az
acinussejtekben mar alig taldltunk mitokondriumot, az apoptosis jeleként tobb sejtmag is
Osszezsugorodott.

A pancreas mintak elektronmikroszkopos képén 6, 24 ora és 1 hét mulva a 2 g/kg
L-lizin injekcid utan bekovetkezd mikroszkopos elvéltozasok lathatok. Az L-lizin kezelés utan
6 oraval az acindris mitokondriumok megduzzadtak, hosszuk 2-4 pm volt. Néhanynak a
mérete a nukleuszét is megkozelitette. TObb sejtmag széli részében az apoptosis jeleként a
kromatindllomany kondenzalddott. Az endoplazmatikus retikulum és a zimogén granulumok

szerkezete viszont intakt maradt. A rutin hisztologianal jobb felbontast elektronmikroszkopos
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kép megerdsitette a H&E-os metszeteken latott acinaris vacuolisatiot és a diafordz
enzimhisztokémiaval késziilt mintakon észlelt vildgoskék gdombszerli vezikuldk eredetét. Ezek
az acinusok sulyosan karosodtak. A sejtek zsugorodtak, kromatindllomanyuk tomoriilt, a
nukleoluszok eltlintek, a mitokondriumok szama lecsokkent. A citoplazmat mielin figurakat-,
zsircseppeket- és zimogén szemcséket tartalmazo nagy autofdg vacuolumok toltotték ki. A
durva felszinli endoplazmatikus retikulum ciszternai kitagultak, a feliiletét kevesebb riboszéma
boritotta. Az interstitialis teret gyulladasos sejtek sziirték be. Az injekciot kovetd 1. héten a
pancreasszdvet regeneracidja megkezddédott. A sejtek kozott kollagén-depozitumok, néhdny
mononukledris sejt és tekervényes ductuloacinaris struktira volt megtaldlhatd, melybdl ép
acinusok és ductusok differencidlodtak.

Az L-lizin hatasara a p.w./b.w. kétfazisi emelkedést kovetden a kontroll érték ala
csokkent. A p.w./b.w. kezdetben (2-9. h) fokozddott, majd (12. h) visszatért a kontroll szintre.
megjelenésével és eltlinésével. A p.w./b.w. ezutdn (18-48. h) szignifikansan nétt a pancreas
0déma kovetkeztében, majd (az acinusok szinte teljes destrukcidja miatt) a kontroll érték ala
csokkent.

Az emésztdenzimek 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 lipaz aktivitas szignifikansan
megemelkedett (a kontroll allatok értékeihez képest). Az injekcid utan 24 o6raval — 1 héttel a
pancreasban az amilaz aktivitasa a nagyfoku acinussejt nekrozis miatt szignifikansan csokkent
a kontrollhoz képest.

Erdekes, hogy az akut pancreatitis egyik f6 patogenetikai tényezéjeként ismert
pancreaticus tripszin aktivitds a betegség korai fazisdban nemhogy nem ndétt, hanem 0,5-2
oraval az L-lizin injekciot kovetden szignifikdnsan csokkent. Ezutan a tripszin aktivitas 12-24
oraval a kezelés utan szignifikans ndvekedést mutatott.

A MPO aktivitas az L-lizin kezelést kovetGen lassan emelkedett, és a 24-72. o6raban
valt szignifikdnsan magasabbd. A regeneracio soran csokkent a gyulladdsos besziirédés, a
MPO aktivitas a 168. orara visszatért a kiindulasi szintre.

A pancreaticus SSAT aktivitds az L-lizin kezelés hatasara bifdzisos emelkedést
mutatott. Az elsd csucsot a 12. 6ranal, a masodikat a 48-72. o6ranal lattuk. Ezzel parhuzamosan

24-168 oraval az L-lizin injekciot kovetéen a spermidin szint szignifikdnsan csokkent a
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kontroll értékhez képest. A spermin szint nem véltozott az L-lizin kezelés hatdsara; putreszcint
nem tudtunk kimutatni.

A kontroll allatokbol izolalt pancreasban nem volt detektalhatdé HSP72 expresszio, mig
a pancreatitis kialakuldsaval parhuzamosan a HSP72 szintézise fokozodott. A 2 g/kg L-lizin
injekcid utan 4 6raval a HSP72 kifejez0dése szignifikansan ndtt, maximumat az injekcié utan
12-18 oraval érte el és a 72. draig emelkedett maradt.

A pancreas [kB-a mennyisége az L-lizin injekciot kovetd 24-168. 6éradban a kontrollhoz
képest szignifikansan csokkent. Ezzel parhuzamosan az L-lizin injekcid utdn 24-72 oraval a
pancreaticus IL-1pB expresszio szignifikdnsan nétt. Oszességében ezek az eredmények fokozott
NF-«kB aktivéciora utalnak.

A NSG tartalom, a GSH-Px- és a SOD aktivitds egyarant bizonyitjak az oxidativ stressz
kialakulasat a pancreasban. A NSG tartalom a 2 g/kg L-lizin injekci6 utan 24-48 oraval, mig a
GSH-Px aktivitds 24-72 oraval volt szignifikdnsan nagyobb a kontroll csoport értékeihez
képest. A Mn-SOD aktivitasa 18 oraval a L-lizin injekcid utan szignifikdnsan ndétt, mig 1 hét
mulva szignifikdnsan csokkent. A Cu/Zn-SOD aktivitasa a 18-24. o6ra kozott volt
szignifikdnsan magasabb. Az oxidativ stressz kialakulasa tehat ebben a pancreatitismodellben
is megfigyelhetd.

Az L-lizin hatdsanak izolalt pancreas és mdj mitokondriumok A¥m-janak valamint
oxigénfogyasztasanak vizsgalatara kétféle megkozelitést hasznaltunk. Eldszor nagy
allatokbol izolalt mitokondrium szuszpenziokon. Az el6bbi paramétereket 2 g/kg L-lizinnel i.p.
kezelt patkanyokbdl izolalt mitokondriumokon is megmeértiik.

A kontroll allatokbdl izolalt RPM és RLM stabil A¥Ym-t és oxigénfogyasztast mutatott.
Az exogén ADP hozzdadasaval stimulaltuk az oxidativ foszforilaciot RPM-ban és RLM-ban,
melynek hatdsara csokkent a AWm és fokozodott a 1égzési rata. Mikor az ADP elfogyott, a
AW¥m és az oxigénfogyasztas is visszaallt a kezdeti szintre. A DNP-t hozz4adva a rendszerhez
lecsokkent a A¥Ym. A 30-60 mM L-lizin nem befolyasolta a RPM és RLM oxigénfogyasztasat,
és csak kis mértékben csokkentette a A¥Wm-t. Az exogén adott L-lizin viszont az ADP
regeneracio-gatlas volt megfigyelhetd az ADP adésat kovetden RPM-ben 1 oraval és 4 oraval
az L-lizin injekciot kdvetden. 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,
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¢és zavart okoz mind az ATP szintézisében, mind a hidrolizisében. Fontos kiemelni, hogy az

L-lizin nem befolyasolta a RLM ADP adasat kovetd AWm ¢és oxigénfogyasztasanak

crer

4.3. Az arginaz-gadtlas hatisa az L-arginin-indukdlta akut

pancreatitisre

A patkanyok majaban mért argindz aktivitas kb. 3 nagysdgrenddel nagyobb volt a
vesében, a tiidoben €és a pancreasban mértekhez képest. Feltételezhetd, hogy az ip. adott
L-arginin nagy részét is a majban talalhatod argindz metabolizalja.

Az AIHA dozisfiiggd modon gatolta a patkdnymdj-homogendtum, illetve a tisztitott
marhaarginaz aktivitasat in vitro. A 60 uM AIHA (mely ekvimolaris az in vivo alkalmazott 15
mg/kg dozissal) a maj arginaz aktivitasat szignifikansan kb. 25 %-kal gatolta.

A p.w./b.w. szignifikansan nétt a 3,5 g/kg L-arginin adminisztracio hatasara. Az AIHA
elokezelés szignifikdnsan csokkentette ezt a p.w./b.w. emelkedést. A szérum amilaz aktivitas
egyik csoportban sem valtozott szignifikdns mértékben. A pancreas amildz aktivitdsa az
L-arginin kezelés hatasara szignifikansan csokkent. Az AIHA eldkezelés nem befolyésolta a
pancreas amilaz aktivitasat az L-argininnel oltott csoportokban. A pancreas tripszin aktivitasa
szignifikansan nétt az L-argininnel kezelt csoportban. Az AIHA eldkezelés szignifikdnsan
gatolta ezt a tripszin aktivitas-fokozodast.

A pancreaticus MPO aktivitas szignifikdnan nétt az L-arginin injekcid utan 24 oraval.
Az AIHA elokezelés szignifikdnsan csokkentette az MPO aktivitdst (ami kisebb foku
gyulladésos infiltraciora utal) az L-arginin-indukalta pancreatitises csoportban.

A NSG tartalom ¢és a GSH-Px aktivitds szignifikansan nétt 24 ordval az L-arginin
injekcioja utan. Az AIHA elOkezelés nem befolydsolta a NSG tartalom valtozasat, de
szignifikansan csokkenetette a GSH-Px aktivitast. A Cu/Zn- és Mn-SOD aktivitasok nem
valtoztak az AIHA elokezelés hatasara az L-arginin-indukalta akut pancreatitises csoportokban.

Az AIHA és/vagy L-arginin adminisztracié a pancreaticus HSP27 és HSP72 szintézist
fokozta a fizioldgias sdoldattal kezelt abszolut kontroll csoporthoz képest. Az AIHA kezelés
tehat onmagaban adva is stresszvalaszt okozott a pancreasban. Az AIHA kezelés nem
befolyasolta a HSP-k expressziojat az L-arginin-indukalta pancreatitises csoportokban.

A 3,5 g/kg L-arginin i.p. injekcidja stlyos akut nekrotizald pancreatitist hozott 1étre
patkdnyokban. Az AIHA injekcid6 Oonmagdban is enyhe hiperémiit és enyhe gyulladdsos

19



dc_256 11

reakciot okozott a pancreasban. Az AIHA elékezelés azonban szignifikdnsan csokkentette a

pancreas karosodasat L-arginin-indukalta pancreatitisben.

44. A poliaminok szerepe L-ornitin-indukalta akut

pancreatitisben

4.4.1. Poliamin homeosztazis L-ornitin-indukalta akut pancreatitisben

A pancreas spermidin tartalma szignifikansan csokkent 24-168 oraval a 3 g/kg
L-oritin-HCI i.p. injekciojat kovetden, mig a spermin tartalom a 72. oraban szignifikdns
mértékben emelkedett (1,6-szoroséara). Figyelembe véve a spermidin €s spermin mennyiségi
oraval az L-ornitin injekcioja utan.

A pancreas ODC aktivitasa a 24. oOrdban szignifikansan fokozodott a kontrollhoz
képest. A SSAT aktivitas az elébbi idépontban szintén magasabb volt a kontrollhoz képest és a
72. 6raban csucsosodott ki (a normalis kozel tizszeres aktivitasaval) és a 168. 6rdig emelkedett
maradt. Meglepé modon a pancreasban nem tudtunk putreszcint detektalni, noha az ODC és a
SSAT aktivitasfokozodasok kovetkeztében mindenképpen ez varhaté lenne (amennyiben a
poliamin szintézis nem mulja feliil a katabolizmust).

A hepaticus putreszcin szint a kontrollhoz képest 26-szor volt nagyobb 6 oraval az
L-ornitin injekciot kdvetden, azutan a kontroll szintre esett vissza. A hepaticus spermidin szint
a 6-72. oraig szignifikdnsan nagyobb volt. A spermin tartalom szintén magasabb volt a kontroll
értékhez képest a 24. és a 72. 6ra kdzott.

A majban észleltekhez hasonldan a tiid6é putreszcin-szint 6 6raval az injekciot kdvetden
csticsosodott, majd visszatért a kontroll szintre. A tiid6 spermidin tartalma szignifikdnsan
csokkent 6, 72 és 168 oraval az L-ornitin kezelést kovetden. A tiidé spermin tartalma viszont

egyik vizsgalt id6pontban sem valtozott szignifikans mértékben a kontroll csoporthoz képest.

4.4.2. A szintetikus poliamin analog [-metilspermidin hatisa az L-ornitin-
indukalta akut pancreatitisre

A MeSpd mind az eldkezelés (MO24: 4,53 = 1,79 nmol/mg protein), mind az
utokezelés (OM24: 10,42 £ 1,35 nmol/mg protein, OM48: 8,74 £ 1,18 nmol/mg protein)
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hatasara felhalmozddott a pancreas szovetben. A pancreas spermidin tartalma szignifikansan
csokkent az L-ornitinnel kezelt csoportokban, mig a spermin tartalom nem valtozott. A
pancreas SSAT aktivitdsa szignifikansan, négyszeresére emelkedett az L-ornitin injekcid
hatdséara a 24. 6raban €s tobb mint hétszeresére a 48. draban. Putreszcint egyik csoportban sem
tudtunk kimutatni. A MeSpd adminisztracié nem befolyéasolta ezeket a paramétereket.

Az L-ornitin injekciét kovetden 24 ¢és 48 oraval interstitialis 6déma, vaszkularis
congestio, leukocita adherencia ¢és infiltracid, valamint az acindris sejtek nekrdzisa volt
megfgyelhetd a pancreasban. A MeSpd adminisztracido nem befolydsolta a vizsgalt szovettani
paramétereket.

Ebben a kisérletsorozatban a szérum amildz aktivitds 24 6raval az L-ornitin injekcio
utan nem valtozott szignifikansan a kontrollhoz képest. A MeSpd utdkezelés hatasara az OM24
csoportban a szérum amildz aktivitas szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporthoz és az
024 csoporthoz képest. A pancreas amildz aktivitdsa az L-ornitinnel kezelt csoportokban
szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest, az OM24 csoportot kivéve. A szérum lipaz
aktivitds az OM24 csoportban szignifikdnsan magasabb volt az 024 csoporthoz képest. A
p.-w./b.w. szignifikansan emelkedett 24 oraval a 3 g/kg L-ornitin kezelést kovetéen. A MeSpd
adminisztracié a 24. és a 48 draban sem befolyésolta a pw./b.w. valtozasat.

A pancreaticus MPO aktivitds az L-ornitinnel kezelt csoportokban nagymértékben nétt
a kontroll csoporthoz képest. A MeSpd adminisztracid egyik csoportban sem befolyasolta a
MPO aktivitast (azaz a gyulladasos infiltracié mértékét).

A 3 g/kg L-ornitin i.p. injekcid szignifikansan fokozta a HSP72 szintézist 24 oraval a
betegség indukcioja utdn. Az IkB-a szint szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz képest
24 és 48 oraval az L-ornitin injekcio utan. A MeSpd kezelés nem befolyasolta a HSP72 és
IkB-a expressziojat. Az IkB degradacioval parhuzamosan - és a NF-xB aktivacid
kovetkeztében - a pancreaticus IL-1p szintézis szignifikdnsan fokozodott 24 és 48 oOraval az
L-ornitin injekciot kovetden. A MeSpd eld- és utokezelésnek nem volt hatdasa a gyulladasos
citokin szintekre. Bar a MeSpd utokezelés az IL-1B expressziot tendencidzusan csokkentette,

ez az eltérés azonban nem volt szignifikans.

4.5. Nukledris faktor-xB aktivdacio-gatlas hatdsa akut

pancreatitisben
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4.5.1. A pirrolidin-ditiokarbamat és metilprednizolon elokezelés hatasa az

L-arginin-indukdlta akut pancreatitisre

Az 1- és 10 mg/kg dozisban adott PDTC eldkezelés szinte teljesen kivédte az IkB-a
degradaciot és a NF-xB DNS-kotd aktivitas-fokozodast 24 ordval az L-arginin injekcidjat
kovetéen. A 100 mg/kg dozisban adott PDTC viszont nem védte ki a NF-xB DNS-koto
aktivitasat. Meg kell emliteni, hogy a PDTC-nak nagy dézisban mar toxikus hatasai voltak a
patkanyokban. A legtobb allat az injekcid utan letargiassa valt. Egy patkany el is pusztult nem
sokkal az injekcido beaddsa utan. Ezzel ellentétben a MP eldkezelésnek egyik alkalmazott
dézisban sem volt szembedtld toxikus mellékhatasa. Az IkB-a degradaciot és a NF-kB DNS-
koto aktivitdst a MP mindegyik dozisban csokkentette.

A nagy dozisu L-arginin kezelés szignifikansan fokozta a pancreaticus IL-1p és TNF-a
koncentraciokat a kontrollhoz képest. A proinflammatorikus citokin szinteket az 1- és 10
mg/kg PDTC vagy 1-, 10- és 30 mg/kg MP szignifikdnsan csokkentette a vivdanyaggal kezelt
L-arginines csoporthoz képest.

A 3 g/kg L-arginin-HCI adminisztracidja szignifikdnsan novelte a szérum amildz
aktivitast és a p.w./b.w.-t a kontroll csoporthoz képest. Az 1 mg/kg PDTC illetve 10- vagy 30
mg/kg MP szignifikdnsan csokkentette a p.w./b.w.-t (azaz a gyulladdsos 6déma mértékét) 24
oraval az L-arginin injekcidjat kovetden. Ugyan volt egy tendencia arra vonatkozdan, hogy a
PDTC-, illetve MP elokezelés L-arginin-indukalta akut pancreatitisben csokkentse a szérum
amildz aktivitast, ez azonban nem érte el a szignifikdns mértéket.

Az L-arginin injekcid szignifikansan csokkentette a pancreas amildz- és tripszinogén
aktivitasat, de nem befolyasolta a DNS tartalmat a kontrollhoz képest. A patkanyok PDTC-tal,
illetve MP-nal valo elokezelése szignifikdnsan mérsékelte ezeket a valtozasokat.

Az L-arginin injekciod szignifikdnsan fokozta a pancreas NSG tartalmat, a MDA ¢és a
karbonil-proteinek szintjét a kontrollhoz képest. A legtobb esetben ezek a valtozasok az 1-
vagy 10 mg/kg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy 30 mg/kg MP kezelés hatdsara szignifikansan
kisebbek voltak.

A pancreaticus MPO aktivitas L-arginin-indukalta akut pancreatitisben szignifikansan
nétt a kontrollhoz képest. Az 1- vagy 10 mg/kg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy 30 mg/kg MP
szignifikansan csokkentette ezt a paramétert.

A szoOvettani vizsgalat szerint a 3 g/kg L-arginin-HCI injekcio6 sulyos akut pancreatitist

okozott. A pancreas morfologiai karosodasa az 1- vagy 10 mg/kg PDTC, illetve az 1-, 10- vagy
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30 mg/kg MP kezelés esetén szignifikdnsan kisebb volt a fiziologids séoldattal kezelt

kontrollhoz viszonyitva.

4.5.2. A metilprednizolon el6kezelés hatasa cholecystokinin-indukalta akut

pancreatitisre

A 2 x 100 pg/kg CCK s.c. adminisztracioja a szérum amildz aktivitast, a p.w./b.w.-t €s a
MP kezelés szignifikansan csokkentette a p.w./b.w.-t (3 és 5 oraval az els§ CCK injekcid utan)

€s a szérum amilaz aktivitast (5 ordval az els6 CCK injekcio utdn). A MP dozisfiiggd modon

crer

crer

crer

csokkentette a pancreaticus proinflammatorikus citokinek szintjét CCK-indukalta
pancreatitisben a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest.

A CCK kezelés szignifikdnsan csokkentette a pancreas NSG tartalmat, és fokozta a
MDA ¢és a karbonil-protein szintjét. A MP adminisztracié 2 6raval a masodik CCK injekciod
utan szignifikansan mérsékelte a NSG tartalom csokkenését. A MP eldkezelés 2 és 4 oraval az
utols6 CCK injekcio utdn csokkentette az emelkedett MDA szinteket. A karbonil-proteinek
szintjének fokozddasat szintén mérsékelte a MP eldkezelés 2 oraval az utols6 CCK injekciot
kdvetden.

A pancreaticus MPO aktivitds CCK-indukalta akut pancreatitisben szignifikdnsan
megemelkedett a kontroll csoporthoz képest. A MP eldkezelés szignifikdnsan csokkentette a
MPO aktivitast 4 6rdval az utolsé CCK injekciot kdvetden.

A szdvettani vizsgalat igazolta a CCK-indukalta akut pancreatitis kialakulasat. A
pancreas morfoldgiai kéarosoddsa mindegyik MP-nal eldkezelt csoportban kisebb volt a
vivoanyaggal kezelt CCK-es csoporthoz képest.

NF-kB DNS kotédést a kontroll csoportokban szinte alig tudtunk kimutatni. A CCK
injekciok az id6 elérehaladtaval fokoztak a NF-xB DNS-kot6 aktivitast, melynek maximumat a
2. 6raban figyeltiik meg. A 2 x 30 mg/kg MP eldkezelés egyik id6pontban sem befolyasolta a
NF-xB DNS-k6t6 aktivitasat.
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A IkB-a expresszidja mar az elsé vizsgalt idopontban (30. perc) szignifikdnsan
csokkent, de 4 oraval az utols6 CCK injekci6é utdn mar visszadllt a kontroll szintre. A nagy

dozistt MP eldkezelés nem befolyasolta az IkB-o degradacid mértékét.

5. UJ MEGALLAPITASOK

5.1. Igazoltuk, hogy a bazikus aminosavak koziil az L-arginin mellett az L-ornitin és az L-lizin
is képes nagy dozisban nekrotizald akut pancreatitist kivéaltani patkanyban, mig a D-ornitinnek
¢és az L-hisztidinnek nincs gyulladast indukalo hatasa. A nagy dozisban i.p. adott equimolaris
L-ornitin az L-argininnél is stlyosabb pancreatitist valtott ki, ugyanakkor az L-citrullin és a

NO donor nitroprusszid-natrium nem okozott hasnyalmirigy kdrosodast.

5.2. Els6ként jellemeztiik az L-ornitin-, illetve az L-lizin-indukalta stlyos nekrotizal6 akut
pancreatitismodellt patkdnyban. A bazikus aminosavakkal kivaltott pancreatitis nem invaziv,
konnyen kivitelezhetd és jol reprodukalhatdo. A bazikus aminosavakkal kivaltott akut
pancreatitisben kimutattuk a betegségre jellemz6 fobb elvaltozasokat: a tripszinogén és NF-xB
aktivaciot, a citokinszintézist, a HSP expressziot, az oxidativ stresszt és a laborparaméterek
véltozasat. A patoldgiai vizsgalat szintén igazolta az akut pancreatitis jellegzetes szdvettani
eltéréseit (pl. interstitialis O0déma, gyulladdsos sejtek besziirddése ¢és acinussejtek

vacuolisatioja, nekrdzisa, apoptosisa).

5.3. 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-xB aktivaciojat.

5.4. Megallapitottuk, hogy az L-arginines pancreatitis kezdeti id0szakaban (2. h) a szérum
ornitin koncentracid nagyobb mértékben emelkedett az argininhez képest. Kisérleteink
felvetették az arginaz szerepét az L-arginin metabolizmusaban, melyet egy irreverzibilis
arginaz-gatlo felhasznalasaval igazoltunk. Az AIHA eldkezelés csokkentette az L-arginin-

indukalta akut pancreatitis sulyossagat.

5.5. Kimutattuk, hogy a pancreaticus SSAT aktivacido és a kovetkezményes spermidin

katabolizmus - mas pancreatitismodellekhez hasonléan - az L-ornitin- és az L-lizin-indukalta
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akut pancreatitisben is kialakul. Ezek az elvéltozasok azonban relative késéi események,
raadasul a stabil poliamin anal6g MeSpd adminisztracié sem eld-, sem utdkezelésben nem volt

hatdsos az L-ornitin-indukalta pancreatitis kivédésére/sulyossaganak csokkentésére.

5.6. Kisérleteink igazoltak, hogy az L-arginin-indukalta akut pancreatitisben aktivalodik a
NF-xB transzkripcids faktor. A NF-kB aktivacio gatlasa az antioxidans és gyulladasgatlo

PDTC, illetve MP el6kezeléssel jotékony hatasu volt L-arginin-indukalta akut pancreatitisben.

5.7. Vizsgalataink szerint a MP eldkezelés nem befolydsolta a pancreaticus NF-xB DNS
kotédését CCK-indukalta akut pancreatitisben, de csokkentette a gyulladasos valaszt és ezen
keresztiil a betegség kialakulasat. A MP jotékony hatasat valoszintlileg a NF-kB DNS-kotddése
utan fejti ki.

6. EREDMENYEK OSSZEGZESE ES MEGBESZELESE

6.1. A nagy dozisu i.p. adott bazikus aminosavak hatdsa a

patkany pancreasra

6.1.1. Dozis-hatas vizsgalatok

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

Vizsgalataink 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 indukél patkanyban. Az esetek egy részében
(17 %) az i.p. 2 g/kg L-lizin kezelés nem okozott pancreas karosodast. Utobbira nem tudjuk a
magyarazatot. Egyes patkdnyok hatékonyabban metabolizalhatjak az L-lizint, illetve technikai
probléma lehetdsége is felmeriil (pl. bélbe oltas). Eredményeinkkel 6sszhangban az L-arginin
nagy dozisa (>5 g/kg i.p.) hamar megélte a patkdnyokat. A haldlozas feltehetden valamilyen

metabolikus komplikaciobdl adodik.
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6.1.2. L-arginin-, L-ornitin-, illetve L-lizin-indukalta akut pancreatitis
idobeli vizsgalata

Az L-arginin, L-ornitin és L-lizin &ltal indukalt silyos akut pancreatitis modellekben
feltérképeztilk a betegség patogenezisében kulcsszerepet jatszo tényezoket: a gyulladasos
mediatorokat (pl. citokinek), illetve az azok szintéziséért felelds géneket szabdlyozd NF-xB
transzkripcids faktort, a HSP-ket, és a szabadgyokos mechanizmusokat. Az equimolaris dézist
(11,7 ml/kg 1,424 M/1) L-arginin metabolitok: az L-citrullin, L-ornitin és 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 kérforma, ami felvetette az arginaz és az L-ornitin szerepét az L-arginin-
indukalta akut pancreatitisben.

Az akut pancreatitis patomechanizmusardl leginkdbb elterjedt elmélet szerint a
betegség egyik inicidlo faktora a tripszinogén acinussejteken beliili aktivacidja és a pancreas
szovet kovetkezményes dnemésztddése. 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 utdn 9-48 Oraval
kovetkezett be. Eredményeinkkel 6sszhangban az L-argininnel kezelt ragcsalokban a pancreas
tripszin aktivitdsa csak a betegség kialakuldsdnak késObbi fazisaban ndtt meg szignifikansan.
Figyelemre mélt6 az is, hogy 0,5-2 o6raval az L-lizin ip. beaddsa utan a pancreas tripszin
aktivitasa szignifikansan kisebb volt a kontroll 4llatokban mért értékhez képest. A csokkenés

magyarazata lehet, hogy a fehérjék és aminosavak adagolasa elsdsorban a proteazok

crer

crer

szekrétumban.

A citoprotektiv HSP-k szintézise a sejteket karositd stresszhatasra fokozodik. Ez a
jelenség a nagy dozisu L-arginin, L-ornitin és L-lizin ip. adminisztracidja esetén is
megfigyelhetd volt. A HSP-k szintézise az alkalmazott dozis és az id6 fiiggvényében valtozott,
és mar a betegség korai fazisdban (a beoltdst kovetd 2-4. ordban) fokozodott. A HSP72
expresszidjanak fokozodasa tehat mar igen koran jelzi a pancreas valaszreakcidjat a karositd
agenssel szemben.

A human ¢és az experimentalis akut pancreatitis patomechanizmusadban szamos

gyulladdsos faktor vesz részt. E faktorok szabélyozéasaért nagyrészt a NF-«kB transzkripcids
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faktor a felelds. A pancreaticus IkB-a degradacid és ezzel parhuzamosan a NF-kB aktivacidja
proinflamatorikus citokinek (pl. IL-1B, TNF-o) szintéziséhez vezet. Osszességében
megallapithatd, hogy a bazikus L-arginin-, L-ornitin- és L-lizin-indukalta akut pancreatitisben
az emlitett gyulladdsos paraméterek valtozasa a betegség késobbi fazisdban (legkorabban a 9.
oratol) figyelheté meg.

A bazikus aminosavakkal kivaltott akut pancreatitismodellek egyik kozos jellemzdje az
oxidativ stressz kialakuldsa is. Nagy valdszinliség szerint ez inkabb kdvetkezménye, mint oka a
pancreatitisnek, hiszen jellemzden a pancreatitis kialakuldsa soran jott 1étre. Az oxidativ stressz
azonban sulyosbithatja a betegség lefolyasat, hiszen a sejtstrukturak karositasan kiviil NF-kB
aktivaciot okoz. A jelenségek sorrendisége az akut pancreatitis kutatasban is vita targya.

Eredményeink szerint az L-lizinnel kivaltott pancreatitis korai fazisdban (1 oraval 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 mintakban a mitokondriumok mérete €s morfologiaja megvaltozott, hidropikus
degeneraciojuk volt lathato. Ismert, hogy a mitokondrialis diszfunkcionak kiemelt szerepe van
a sejthalalban. A karosodas kovetkeztében a sejt kevesebb ATP-t termel az intracellularis
biokémiai folyamatok elvégzéséhez, ami sejtelhalashoz vezet. A labororatériumi eredményeket
0sszegezve elmondhatjuk, hogy az L-lizin-indukalta akut pancreatitisben a mitokondriumok
karosodasa megeldzte a korai acinaris tripszinogén- és NF-kB aktivaciot.

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
a 12-48. 6raban a nekrézis domindlt a pancreas szovetben, ezen kiviil szdmos apoptoticus testet
is megfigyeltink. FErdekes modon az acinussejtek nagyfoka apoptosisa (melyet
fénymikroszkopos, elektronmikroszkopos ¢és molekularis biologiai modszerekkel s
validaltunk) mér az L-ornitin €és az L-lizin injekcidt kovetden néhany oraval kimutathatd volt.
Az L-ornitinnel végzett kisérleteinkben az apoptosis az L-arginines kisérletekhez képest
hamarabb kimutathaté volt. Ez magyardzhatd azzal, hogy az apoptosist L-arginin-indukalta
pancreatitisben is az L-ornitin medialja (ugyanis az L-argininnek metabilizdlodnia kell). Az
L-ornitininnel, illetve az L-lizinnel kezelt allatokbol prepardlt pancreas mintak
elektronmikroszkopos képén dezorganizalt endoplazmatikus retikulumokat lattunk, melyhez
hasonlot az L-arginin-indukalta pancreatitisben is megfigyeltek. Kutatdsaink soran azt talaltuk,
hogy a 2 g/kg i.p. L-lizin kezelés a szérum amildz aktivitds megemelkedésével, pancreaticus
tripszinogén aktivacioval, gyulladasos besziirddéssel €s az acinusok apoptoticus és nekrotikus

sejtelhalasaval jar6 akut nekrotizalo pancreatitist valt ki. Ezzel ellentétben Kitijama és Kishino,
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illetve Kishino és mtsai. 4 g/kg dozis esetén csak acinussejt nekrozist lattak gyulladdsos
infiltracid nélkiil. Utobbi megfigyelésre nem tudunk magyarazatot adni.

Az L-ornitin- és L-lizin-indukalta akut pancreatitisben az extrapancreaticus karosodas
(a pancreas karosoddas mértékéhez képest) meglepd modon igen kisfoka volt, ami
morfologiailag féleg a vesét és a tiid6t (a majat nem) érintette. A laborparaméterekben az
ASAT aktivitas fokozodéas is megfigyelhetd volt. Elder ¢és mtsai. ugyantigy enyhe
tiidéelvaltozasokat talaltak L-arginin-indukalta pancreatitisben. A komolyabb tiidokarosodas
hidnya tobb (sulyos) akut pancreatitismodell esetén is megfigyelhetd. A pulmonadris
szovodmény human nekrotizald akut pancreatitisben igen 1ényeges ¢€s 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 talélte a betegséget.

6.2. A bazikus aminosavakkal kivalthato 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 kordbban is felmeriilt a szabadgyokok (beleértve az NO-
ot), a gyulladasos mediatorok (NF-kB, interleukinok), az endoplazmatikus retikulum stressz és
a poliaminok szerepe. Bar egy ideig azt gondoltuk, hogy az L-arginin esetleg az L-ornitinen
keresztiil fejtheti ki az exokrin pancreast karositd hatasat, mindennek ellentmond, hogy az
L-lizin (mely nem hozhat6 direkt kapcsolatba az el6bbi aminosavak metabolizmusaval) is
hasonlé karakterisztikdju betegséget indukal. A pancreas karosodas esetlegesen az L-arginin,
az L-ornitin és az L-lizin alifds oldallancanak tulajdonithatd, hiszen a hatdstalan L-hisztidin
egy imidazol gy(riit tartalmaz. Masrészrdl az sem zéarhato ki, hogy az L-arginin, L-ornitin és
L-lizin toxikus hatasa - legalabbis részben - erds pozitiv toltésiiknek is tulajdonithato, hiszen az

L-hisztidin az el6z6ekhez képest a legkevésbé bazikus hatasu.

6.3. A bazikus aminosavakkal kivalthato akut pancreatitis

hasznosithatosaga
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A Dbazikus  aminosavakkal kivaltott  pancreatitismodellek  tobbnyire  jol
reprodukéljdk/modellezik a human betegség soran is észlelhetd fobb laboratoriumi
elvaltozasokat (a szérum amilaz- és -lipaz aktivitds emelkedés mellett a tripszinogén- és a
NF-«xB aktivacio, a citokinszintézis, a HSP expresszio, az oxidativ stressz fokozddasa). A
patologiai vizsgalat szintén igazolta a human akut pancreatitis jellegzetes szovettani eltéréseit
(pl. interstitialis 6déma, gyulladdsos sejtek besziirddése ¢€s 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 kutatécsoportok is sikeresen
hasznaltdk. Reményeink szerint az altalunk vizsgalt/kifejlesztett experimentalis modellek
hasznéalata elterjed, hiszen ezeknek akar klinikai relevancidja is lehet, melyekkel
tanulmanyozhatjuk az akut nekrotizald pancreatitis molekuldris eseményeit. A modellek

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

A poliaminok szerepére akut pancreatitisben eldszor Alhonen és mtsai. altal kifejlesztett
transzgenikus patkédnyok vilagitottak rd, melyek overexpresszaljak a SSAT enzimet. A
pancreas poliamin szintjének csokkenése valoszinlileg 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
L-ornitin-, illetve L-lizin-indukalta akut pancreatitisben is fokozott pancreaticus spermidin
katabolizmust talaltunk, melyet valdsziniileg a SSAT aktivaci6 medidl. A poliamin
katabolizmus a pancreasra specifikus elvaltozas, hiszen a tiid6 spermidin szintjének
csokkenését kivéve az L-ornitin kezelés hatdsara a poliamin szintek altaldban néttek a majban
¢s a tiidében is. A stabil poliamin analég MeSpd kezelés nem befolyasolta a természetes
poliaminok szintjének valtozasat, a SSAT aktivacigjat és az L-ornitin-indukalta akut
pancreatitis sulyossagat. Ez annak is tulajdonithatd, hogy a pancreasban felhalmoz6dé MeSpd

nem tudta kompenzalni a spermidin depléciot.
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Fontos megjegyezni azt is, hogy a pancreas poliamin szintjeinek valtozésa csak a
hisztologiai karosodas elsé jelei utan jelentek meg. Mig a legkorabbi karosodés jelei
(vaszkularis congestio, vacuolisatio, mitokondrialis 1€zi6 €s 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 aktivacido 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.

A szintetikus o-metilalt poliamin analégok, mint pl. a MeSpd, a természetes
poliaminokhoz képest metabolikusan joval stabilabbak, mivel nem szubsztratja a SSAT-nak és
gyenge szubsztratja a spermin szintaznak. Mindezek mellett az analogok képesek ellatni a
természetes poliaminok cellularis funkcidit. A metilalt poliamin szdrmazékok a poliamin
transzportban szerepet jatszo proteinek szubsztratjai, és akkumulalodnak a pancreasban az i.p.
adminisztraciot kovetéen. A MeSpd eldkezelés teljesen kivédte a cink-indukalta akut
pancreatitis kialakulasat SSAT-t overexpresszald transzgenikus patkanyokban. A pancreas
spermidin szint csokkenés kompenzacidjaként az L-ornitin-indukalta akut pancreatitis
kivédésének céljabol a patkanyokat MeSpd-nel kezeltiik. Mind az el6kezelés, mind az
utokezelés hatastalan volt a pancreatitis kivédésére, illetve a betegség sulyossdganak
csokkentésére. A MeSpd-nel vald eldkezelés csokkentette a pancreas spermidin szintjét
L-ornitin-indukalta pancreatitisben. Ez arra utal, hogy a szintetikus poliamin analdg tovabb
fokozza a természetes poliaminok katabolizmusat, vagy az analdég vegyiilet elfoglalja a

spermidin kotOhelyét a pancreas szovetben.

6.5. Az argindz szerepe  L-arginin-indukadlta  akut

pancreatitisben

Az ip. injektdlt nagy dozisu L-arginin nagyrészt L-ornitinné konvertalodik
patkanyokban, ami az arginaz szerepére utal a bazikus aminosav katabolizmusaban, illetve
felvetik az L-ornitin szerepét az L-arginin-indukalta akut pancreatitis patogenezisében. A
legnagyobb argindz aktivitast a mdjban taldltuk. A pancreasban, a tiidoben és a vesében
nagysagrendekkel kisebb volt az aktivitds. Ez nyilvdn nem meglepd ¢és Gsszhangban van

korabbi eredményekkel is, hiszen az enzimnek kulcsszerepe van az ureaciklusban. Igy
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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, 60 pM AIHA (in vivo 15 mg/kg) a patkdnymadj-homogenatum arginaz és
tisztitott borju arginaz aktivitasat 25 %-kal csokkentette. Fontos megemliteni azonban, hogy az
AIHA nem csak az argindzra, de az ODC-ra is gatld hatassal van. Erdekes modon az AIHA
adminisztracidé Onmagaban is stresszvalaszt valtott ki a pancreasban, melynek hatasara

fokozddott a HSP27 és HSP72 expresszioja. Ez annak tulajdonithatd, hogy az arginazaktivitas

crer

crer

miatt nem tudjuk kizarni az AIHA kezelés hatasara indukal6ddé HSP-k sejtvédo hatdsat.

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 védd-, karosito- vagy semleges hatdsa van-e az akut
pancreatitis kialakuldsara. Fontos ilizenete a munkéanknak, hogy a NO 6nmagéban nem elég az
L-arginin (L-ornitin)-indukalta pancreatitis kialakulasdhoz. A 3,5 g/kg L-arginin i.p. injekcidjat
kovetden a szérum citrullin koncentracié emelkedés joval kisebb volt az L-ornitin koncentracid
valtozasahoz képest. Ezzel 6sszhangban vannak korabbi eredményeink is, melyek szerint a NO
képzddés gatlasa (NG-nitro-L-arginin-metilészterrel) L-arginin-indukélta akut pancreatitisben
csak egyes laborparaméterek valtozasat mérsékelte, és nem befolyasolta a panceas szovettani
karosodasat. Az L-ornitin-indukalta pancreatitismodell hasznélata jobb lehet az L-argininénél,
hiszen az eldébbi esetben nincsen jelentds NO képzddés, ami befolyasolhatja a pancreatitis

sulyossagat.

6.6. Nukledris faktor-xB aktivacio és annak gatlisa akut

pancreatitisben

Eredményeink szerint a szupramaximalis doézisban adott CCK és a nagy dozisu
L-arginin, L-ornitin és L-lizin i.p. injekcidja is NF-kB aktivaciot okoz. Irodalmi adatok szerint

mostanra mar elég egyértelmii, hogy az akut pancreatitis patogenezisében a NF-«kB igen fontos
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szerepet jatszik. A transzkripciés faktor aktivacidjanak idébeli lefutdsa viszont
pancreatitismodellenként valtozik, mint ahogy az ndlunk is megfigyelhetd volt. Mig a nagy
dozistt CCK- vagy cerulein kezelés egérben és patkanyban egészen korai (a kezelést kovetd
elsé 15 percben) pancreaticus NF-kB aktivaciot okoz, addig ez a bazikus aminosavakkal
kivaltott pancreatitis esetén joval késobb kovetkezett be.

A gliikokortikoidok igen potens gyulladasgatlo gydgyszerek. Vizsgalataink szerint a
MP eldkezelés CCK-, illetve L-arginin-indukalta akut pancreatitisben is jotékony hatdsu volt.
Az irodalmi adatok tobbsége szerint a proinflammatorikus transzkripcios faktor gatlasa hatasos
az akut pancreatitis kivédésére. Mindezek ellenére a szteroidok sulyos nekrotizald
pancreatitisben vald hasznélata a mai napig vitatott kérdés.

Az antioxiddns PDTC alacsonyabb dézisok (1- és 10 mg/kg) esetén szintén mérsékelte
az L-arginin-indukalta pancreatitis sulyossagat. A NF-kB aktivacio féleg az oxidativ stressz
altal érintett szovetteriiletek esetén mutathaté ki. Eppen ezért talan nem is olyan meglepd, hogy
a potens antioxidans hatassal bir6 N-acetilciszteint igen széles korben hasznéljdk a NF-xB
aktivacio ¢€s a kovetkezményes gyulladéasos citokinszintézis gatlasaira CCK-, taurokolsav- vagy
pancreas ductus ligatio-indukalta pancreatitisben. Eredményeinkkel Osszhanban a PDTC

szamos pancreatitismodellben gatolta a NF-kB aktivaciot.

7. VIZSGALATAINK JELENTOSEGE ES JOVOBENI
TERVEINK

Vizsgélataink sordn tobb olyan korélettani folyamatot is karakterizaltunk, amelyek
szerepet jatszhatnak az akut pancreatitis kialakulasdban. Eredményeink megnyitjak a
lehetOséget a betegség kezelésére. A HSP induktor vegyiiletek mindenképpen jotékony
hatasuak lehetnek pancreatitisben. A megfeleld idében és dozisban alkalmazott NF-xB gatlo
vegylletek alkalmazasa szintén igéretes lehet. Egy masik klinikai jelentdséggel bird potencialis
tdmadaspont az acinussejtek karosodott mitokondrialis funkcidjanak helyreallitasa.
Amennyiben sikeriilne a kédrosodott acinusok ATP tartalmat a pancreatitis soran valamilyen
modon normal-kozeli 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.

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 vizsgéalatok arra vonatkozdan, hogy olyan
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transzgenikus egerekben indukdljunk akut pancreatitist, melyeknek a ductalis HCOs
szekrécioja csokkent. Eldkisérleteink eredménye szerint az utdbbi egerekben a pancreatitis

sulyossaga nagyobb.

Reményeink szerint kisérletes eredményeink olyan gyoégyszerfejlesztések alapjat

képezhetik, melyek eldbb-utobb a betegdgy mellett is hasznosithatok lesznek.
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