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OTKA ZAROJELENTES (2003-2005)
Szam: 42589

Cim: Intracellularis védekezé mechanizmusok akut pancreatitisben:
Kisérletes és klinikai vizsgalatok

(Vizsgalataink folytatasat képezik a korabbi OTKA (T29697) tadmogatas segitségével
megkezdett kutatasoknak)

A gyulladdsos megbetegedések (artritisek, gyulladasos bélbetegségek,
sclerosis multiplex, stb.) soran létrejové intracellularis folyamatok részleteinek
megismerése az elmult években jelentésen felgyorsult. Az hasnyalmirigy heveny
gyulladasanak specifikuma, hogy a minden sejtre jellemzé kdrnyezet-cytoplazma-
sejtmag interakciék mellett az acinussejt olyan inaktiv emésztéenzimeket
(proteazok, lipolyticus enzimek, amylase, stb) termel, melyek a gyulladas
kivaltasanak korai fazisdban fontos szerepet jatszanak. Az intracellularis torténések
kozponti szerepl6i azok a transzkripcios faktorok (pl. NF-kB), proteoszomak,
hésokk fehérjék, oxigén-eredetd szabadgytkok és cytokinek, melyek
experimentalis vizsgalataval kapott eredményeink az acut pancreatitis kialakulasat 0
megvildgitasba helyezték. Az eredmények alapjdn az acut pancreatitis Klinikai/
gyogyszeres kezelésére is szamos Uj lehetéség kinalkozik. Human vizsgalataink a
fenti tényez6k genetikai hatterének megismerését céloztak.

Kisérletes vizsgalatok:

Az NF-xB transzkripciés faktor szerepe a Kkisérletes pancreatitis
patogenezisében:

A gyulladas soran aktivalédé és fokozottan expresszaldédo proinflammatorikus
gének (interleukinek, kemokinek, adhéziés molekulak, ezek receptorai és enzimek)
szabalyozasaban szerepet jatsz0 egyik legfontosabb pluripotens intracellularis
transzkripcidés faktor az un. nuklearis faktor kappa B (NF-xB). A legtobb sejt
citoplazmajaban inaktiv formaban talalhaté gatlé fehérjekhez (IkB -k) kotédve.
Gyulladasos stimulura az kB foszforilalodik, a proteoszomakban degradalddik,
ilymédon felszabadul az NF-xB nuklearis lokalizaciés szignal, ami a nukleusba jutva
a gyulladasos gének promoter régidjahoz kotédik és aktivalja azt. Vizsgalataink az
NF-kB meghatarozas metodikajanak kidolgozasat, a kisérletes pancreatitis
modellekben az NF-xB szerepének felterképezését, és az aktivacidjat gatlé anyagok
vizsgéalatat, szintetikus eldallitasat céloztak.

Eredmeények:

° Arginin  (Arg)-indukélta kisérletes pancreatitis soran /hasonléan a
taurokolsavval (Na-Tc) és cholecystokininnel (CCK) kivaltott pancreatitishez/
az Arg specifikus és dozis-fliggé NF-xB aktivaciot okoz (2,5).

° Az NF-xB aktivacio elektroforetikus mobility shift (EMSA) mddszerrel direkt
maodon, valamint a kdvetkezményes cytokin és hésokk fehérje (HSP) szintézis
kimutatasaval indirekt modon is jellemezhet6 (2)

° Pyrrolidin dithiocarbamat (PDTC) és methylprednisolon (MP) el6kezelés
blokkolja az NF-kB aktivaciot (2).
° MP el6kezelés nem volt hatassal az NF-xB DNS kotédésére, igy hatasa ettdl

downstream valoszinisithetd (1).
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° Az NF-kB aktivacié gatlasdval mérsékelhet6k a pancreatitis laboratoriumi és
morfologiai jelei is (1,2)

° Hydrocortison (HC) és dexamethazon (DX) kis dozisai ugyancsak
csokkentették a Na-Tc-kivaltotta pancreatitis laboratoriumi és morfoldgiai jeleit.
A steroid receptor antagonista RU-38486 fokozta a pancreatitis indukalta
gyulladasos jeleket (1,2,7).

° Peptidszintézis soran NF-«kB géatl6 peptidet (PN50) ill. ezt a sejtbe
transzportalé penetratin analégot allitottunk eld, melyek alkalmazaséaval mind
az el6- mind pedig az utokezelés jelentdsen csokkentette a CCK-indukalta
kisérletes pancreatitis sulyossagat (12). A PN50 hatdsara a pancreatitis soran
az apoptozis/necrosis arany az el6bbi felé tolédott, ami a pancreatitis elleni
védelem fontos eleme (12).

° Az Aaltalunk szintetizalt MG132 tripeptid (Z-Leu-Leu-Leu-aldehyd)
eés a kovetkezmeényes NF-xB aktivaciot. Ez a magyarazata annak, hogy az
MG132 el6- és utdkezelés egyarant jelentésen cstkkentette a CCK-kivaltotta
kisérletes pancreatitis sulyossagat (14).

° Igazoltuk, hogy az Arg nagy dozisaval kivaltott acut pancreatitis és a CCK-
indukalta acut pancreatitis kialakulasaban is intenziv szabadgydkos reakciok
jatszanak kulcsszerepet. Scavenger hatasu anyagokkal (melatonin,
resveratrol) jelentésen csokkenthetd volt mind a pancreatitis mortalitdsa mind
pedig annak laboratériumi és szdvettani jelei. Ismeretes, hogy a szabadgyokok
képesek direkt moédon az NF-xB aktivalasara, igy vegsé soron a fenti
molekuldk is a transzkripcids faktor gatlasa réven fejtik ki protektiv hatasukat
(15,16).

Hdésokk fehérjék szerepe a kisérletes pancreatitis elleni védelemben:

A hésokk fehériek (HSP-k) a sejtek intracellularis védekezd rendszerének
egyik legfontosabb tényezéi. A sejt fehérjéinek szallitAsaban, térszerkezetének
létrehozasaban és fenntartasaban, lebontasaban jatszanak szerepet a sejt nyugalmi
allapotaban is, de kiuléndsen stressz hatasat kovetéen. HO, kémiai, fizikai stb.
ingerekre a HSP-k szintézise jelentésen megemelkedik ami fontos védelmet jelenet
a sejt szamara. A HSP-ket molekula témegtk szerint csoportosithatjuk. Az el6z6
OTKA tamogatas folytatasaként vizsgaltuk a HSP-k szerepét a kisérletes pancreatitis
elleni védelemben, 0Osszefliggéseit a gyulladasos mediatorok (cytokinek,
szabadgyokok) valtozasaval és a HSP-indukcié termikus és gydgyszeres
lehetdsegeit.

Eredmények:

° A glucocorticoidok és a steroid receptor antagonista (RU-34486) hatasat
vizsgalva a kisérletes acut pancreatitisben megallapitottuk, hogy a korai
fazisban a steroidok meérsékelik a pancreatitis silyossagat, késébb novelik a
betegség tulélését. Az RU-34486 hatasa ezzel ellentétes (7). lgazoltuk, hogy a
steoidok fenti hatdsat a HSP szintézis (féként HSP60, HSP72) fokozasa révén
fejtik ki: a steroid adagolassal kivaltott fokozott HSP szintézist soran a CCK-
indukalta pancreatitisben is csokkent a kovetkezményes cytokin és
szabadgyok termelés és a pancreatitis sulyossaga (1,7).

° A human acut pancreatitis kivaltdsdban az alkohol kdzponti szerepet jatszik.
Kisérletes korilmények kozott patkanyban modelleztik az alkohol hatasat és
vizsgaltuk osszefiiggését a HSP termeléssel. Megallapitottuk, hogy mind az
acut mind pedig a chonicus alkohol adagolas szabadgyokos reakcidkat indukal



a majban ill. a pancreasban. Az alkohol azonban nem befolyasolja a sejtek
HSP szintetikus kapacitasat (4).

° A HSP-k jelentéségét a pancreas ép és kéros mikddése soran osszefoglald
k6zleményben adtuk kozre (3).

Gyulladasos mediatorok szerepe kisérletes acut pancreatitisben
A pro-inflammatorikus mediatorok szerepe az acut pancreatitis kialakuladsaban

és lefolydsaban intenziven tanulmanyozott tertlet, hiszen kidertlt: a betegség

prognézisa a mediatorok A&ltal kivaltott gyulladdsos valaszreakcido szindroma

intenzitasatol és a kovetkezményes tobbszervi elégtelenség kialakulasatol figg. A

genetikusan determinalt gyulladasos valaszreakcié a fentiekben mar érintett

intracellularis tényez6k révén jut kifejezésre. Vizsgalataink a gyulladds soran létrejott
cytokin- és szabadgyok felszabadulas, az apoptosis kialakulasa és az ezeket
befolyasol6 gyégyszeres kezelés lehetéségeinek feltérképezését céloztak.

Eredmények:

° A Kkisérletes acut pancreatitis szamos tipusaban (CCK-, Arg-, ischemia-
reperfazidé, Na-Tc-kivaltotta) igazoltuk a cytokinek (TNF-a, 1I-6) és
szabadgyokok (malonyl-dyaldehid /MDA/, carbonyl proteinek, stb.)
felszabaduldsanak dozis- és idéfuggeéseét (1,2,4,5,6,7,9,11,12,14,15,16).

° Na-Tc intraduktalis adagolasanak és ischemia-reperfuzié kivaltasanak
kombinaldsaval patkanyban létrehozott nekrotizalé pancreatitis kialakulasaban
igazoltuk a gyulladasos cytokinek, a nitrogén monoxid patogenetikai
szerepét. lgazoltuk, hogy a fenti modellben is megfigyelheté az apoptozis és a
necrosis kozotti forditott aranyossag: az apoptosis fokozasaval mérsékelhet6
a necrosis mértéke (9).

° Na-Tc-kivaltotta pancreatitisben nyulban az octreotid el6kezelés jelentésen
csokkentette a betegség sulyossagat. Ebben a kedvezé hatasban az octreotid
pro-inflammatorikus cytokinek szintézisét gatlo hatasa lehetett igazolni (6).

° Az Oddi sphincter (OS) pancreatitist kivaltd szerepét vizsgalva
megallapitottuk, hogy az alkohol dozisfiiggéen gatolia a nyul bazalis,
carbachol, erythromycin és CCK-stimulalta OS motilitasat. Ez a helyzet
lehetéséget teremt a bilio-pancreaticus reflux kialakulasara (10).

° Megallapitottuk, hogy a CCK-val kivaltott pancreatitist kdvetd regeneracio
diabeteses patkanyban jelentésen elmarad a kontrollhoz képest. A
regeneracié folyamata exogén inzulin adasaval meggyorsithatd, azaz a peptid
jelenléte elengedhetetlen a normalis regeneracio folyamataban (8).

Klinikai vizsgalatok:

Az human acut pancreatitis lefolyasaban a kisérletes vizsgalatokban igazolt
tényezdk, igy a gyulladasos mediatorok kozil a cytokinek (pl. TNF-a), az ezek
felismerését lehetévé tevé receptorok (pl. CD14) és a hdsokk fehérjék is fontos
szerepet jatszanak. Felmerllt, hogy genetikai vizsgalatokkal tanulmanyozzuk a fenti
fehérjéket kodolé gének polymorfizmusat, mely magyaradzhatja a pancreatitis
lefolyasdban észlelheté egyedi killonbségeket. Eredményeink arra utalnak, hogy a
human acut pancreatitis sulyossagat a TNF- a gén polymorfizmusa, és a CD14 LPS
receptor polymorfizmusa lényegesen nem befolyasolia. A HSP70-2G allél
elé6fordulasa azonban jelentésen gyakoribb volt a sulyos nekrotizald formakban, ami
az intracellularisan csokkent védekezé mechanizmus koroki szerepére utal (11). A
modositott gének pancreasba juttatasa U) lehetéséget nyithat a gyulladasos



betegségek kezelésében. Az erre vonatkozo kisérletes vizsgalataink soran elészor
sikerult genetikailag moédositott pseudorabies virust (PSV) juttatni patkany
pancreas ductus epithél sejtekbe anélkil, hogy az a ductus mikodését
befolyasolta volna. A virus a kés6bbiekben egyéb gének bejuttatdsanak vektorakéent
szerepelhet (13).
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