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BEVEZETES

1. A hasnyalmirigy élettana

A hasnyalmirigy a gasztrointesztinalis rendszer retroperitonealis mirigye, amely a has fels6 részén
helyezkedik el, és mind exokrin, mind pedig endokrin funkcidkat lat el. Az exokrin hasnyalmirigy
elsésorban acinus- ¢s duktalis epitélsejtekbdl all, és feladata emésztdenzimek és elektrolitokban gazdag
folyadék termelése. Az acinussejtek szintetizaljak, taroljak és kivalasztjak az emésztéenzimeket inaktiv
prekurzorok (zimogének) forméjaban, amelyek a duodenumban valnak aktivva. A zimogének szekrécidja
izotonias, NaCl-ban és H'-ban gazdag folyadékban torténik, amelybdl a duktélis epitélsejtek a CI™-t
HCO; -ra cserélik. Az igy kialakulé magas HCO; -koncentracio biztositja a szekrétum ligos pH-értékét,
ezaltal semlegesitve a gyomorsavat és optimalis pH-t biztositva a bél lumenében az enzimaktivitashoz. A
duodenumban az enterokindz katalizalja a tripszinogén tripszinné torténé atalakulasat, elinditva ezzel egy

aktivacios kaszkadot. A képz6do tripszin ezutan tovabbi tripszinogént, valamint mas proenzimeket aktival.
1I. Akut pancreatitis
II.1. Definicid, epidemiolégia, klasszifikacié, és etiologia

Az akut pancreatitis (AP) a hasnyalmirigy exokrin részének hirtelen fellépé gyulladasos betegsége
¢és a nem malignus eredetii gasztrointesztinalis panaszok miatti korhazi felvételek egyik vezetd oka. A
betegség éves incidencidja meghaladja a 30/100 000 lakost és a fejlett orszagokban emelkedd tendenciat
mutat. Sulyossaga széles spektrumon mozog és a Revised Atlanta Classification alapjan enyhe,
kozépsulyos vagy sulyos formakba sorolhatd. Az AP diagnoézisahoz a kovetkez6 harom kritérium koziil
legalabb kettd teljesiilése sziikséges: (i) jellegzetes tiinetek (epigasztrikus, felsé hasi fajdalom); (ii)
emelkedett szérum lipdz vagy amildz aktivitds, amely legalabb haromszorosa a normalérték felsd
hataranak; (iii) a diagnozissal 6sszhangban 4ll6 képalkoto vizsgalat. A biliaris pancreatitis és az alkohol
okozta AP az esetek koriilbeliil 60-80 %-at teszi ki, mig a 11,3 mM feletti szérumtrigliceridszinttel jard
hipertrigliceridémia altal kivaltott AP ritkdbban fordul eld (koriilbeliil 9 %). Az AP ritkabb kivalté okai

kozé tartozik az endoszkopos retrograd kolangiopankreatografia, a hiperkalcémia, toxinok és gyogyszerek.

I1.2. Patogenezis

A betegség patomechanizmusa 6sszetett és nem teljesen ismert. A normalis intracellularis Ca®'-
jelatvitel zavara az emésztéenzimek korai aktivalodasat eredményezi azaltal, hogy géatolja a zimogének
duktalis térbe torténd szekréciojat, valamint eldsegiti a proenzimek lizoszomalis enzimekkel (pl. katepszin
B) torténd kolokalizaciojat. A tripszinogén aktivaciojatol fiiggetleniil a koros Ca*'-jelatvitel indukélja a
interleukin-1 és -6, tumornekrozis-faktor o) felszabadulasahoz vezet, amelyek hozzajarulnak a leukocitak
toborzasahoz és fokozzak a gyulladasos valaszt. Emellett a reaktiv oxigén gyokok (ROS) acinussejtekben
torténd képzddése a szisztémas clearance csokkenésével parhuzamosan névekszik. Az AP soran fellépd
egy¢b cellularis folyamatok ko6zé tartozik a karosodott autofagia, az endoplazmatikus retikulum stressz,
valamint a csokkent duktalis HCO; és folyadék szekrécio. Bar az AP szamos kulcsfontossagu

mechanizmusa mar ismert, a betegség kezelése sajnos tovabbra is tiineti kezelésen alapul.
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11.3. A ferroptézis és annak szerepe AP-ben

A ferroptdzis egy vasfiiggd, nem-apoptotikus programozott sejthaldlforma, amelyet a vas
felhalmozodasa, valamint a ROS és a lipidperoxidok fokozott termelddése jellemez. A vas a Fenton-
reakcid elinditasaval kivalthatja a ROS képzédést és a lipid-peroxidaz enzimek kofaktoraként miikodik.
Az antioxidans rendszerek, mint példaul a glutation-peroxidaz 4 (GPX4) és kofaktora, a glutation (GSH),
a foszfolipid-peroxidokat nem toxikus lipid-alkoholokka alakitjak, ezaltal védelmet nyujtva a
ferroptozissal szemben. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a vas felhalmozodasa AP-ben fokozhatja a
ferroptozissal kapcsolatos fehérjék expresszidjat a hasnyalmirigyben, és hogy a korai tripszinaktivacio
képes lebontani a GPX4-enzimet. A szabalyozatlan autofagia szintén képes ferroptdzist indukalni a

ferritin, a f6 vasraktarozo fehérje lebontasan keresztiil, ezaltal oxidativ karosodashoz vezetve.

1. Endogén hidrogén-szulfid

A hidrogén-szulfid (H,S) olyan jelatviteli molekulaként ismert, amely szdmos sejtfiziologiai
folyamat szabalyozasaban vesz részt, és az endogén H,S szintézis megvaltozasa tobbféle betegség
kialakulasaval hozhato6 6sszefliggésbe. Eml6s sejtekben a H,S elsésorban L-ciszteinbdl és homociszteinbdl
képzbédik a kovetkezé harom enzim kozremiikodésével: cisztationin B-szintdz (CBS), cisztationin y-lidz
(CTH) és 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz. Az ujabb kutatasok arra utalnak, hogy a H.S csokkenti az
oxidativ stresszt és citoprotektiv hatast fejt ki a ROS semlegesitésével, valamint az antioxidans enzimek
aktivitasanak fokozasaval. A lipidperoxidokkal valo Osszetett kolcsonhatasa, illetve a GPX4
expressziojanak serkentése tovabb hangsulyozza szerepét a ferroptotikus folyamatok megelézésében.
Noha a H,S szintézis fokozasa vagy a H,S adminisztracidja védd hatast mutat gyulladasos allapotokban,
a H,S termelésért felelds enzimek tlzott expresszioja akar sulyosbithatja is a gyulladast. Bar a H»S élettani
¢és korélettani hatasait széles korben vizsgaltak, még mindig szamos kérdés és latszolagos ellentmondas

tisztazatlan maradt azzal kapcsolatban, hogy miként fejti ki hatasat az é16 szervezetekben.

Iv. Az organoszulfur molekulak

A kéntartalmu szerves vegyiiletek, az igynevezett organoszulfurok, nagy mennyiségben fordulnak
elé a természetben, de szintetikus formaik is 1éteznek. Szamos koziililk bioldgiailag aktiv és kiilonféle
jelatviteli utvonalakra képes hatni (pl. NF-kB, nuklearis faktor-eritroid 2-kapcsolt faktor 2 — Nrf2),
aktivélni ioncsatornakat (K, Ca®*, tranziens receptor potencial ankirin — TRPA), perszulfidacion keresztiil
modositani fehérjék mikodését, valamint antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Szamos
organoszulfur vegyiilet potencialis H,S donor és gyulladascsokkentd hatasuk nagy valosziniiséggel a H,S
felszabadulasaval fiigg 0ssze. Tobb organoszulfur, mint a dimetil-triszulfid (DMTS), a diallil-triszulfid
(DATS), a GYY4137, az AP39 és az ATB-346, gyulladascsokkentd és antioxidans hatast fejtenek ki
kiilonboz6 betegségek esetén, azonban az AP-re gyakorolt hatasukrol jelenleg nincs informacio.

IV.1. DMTS

A DMTS egy természetben eléforduld organoszulfur vegyiilet és a legegyszeriibb szerves triszulfid.
Reagal a hemoglobinnal, elésegitve a methemoglobin képzodését, tovabba hatékonyan csokkentheti a
cianmérgezést. Kimutattak tovabba, hogy a DMTS aktivalja a TRPAI ioncsatornat, modulalja a

fajdalomérzetet, valamint csokkenti a gyulladéast szérumtranszfer-arthritisben.
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IV.2. DATS
A DATS egy természetes H,S donor organoszulfur vegyiilet, amely gatolja az NF-xB jelatviteli
utvonal aktivaciojat és megakadalyozza a lipopoliszacharid Toll-like receptor 4-hez vald kotodését
makrofagokban. Emellett antioxidans hatast fejt ki az oxidativ stressz mérséklésével és az antioxidans

enzimek (pl. szuperoxid-dizmutaz) aktivitasanak fokozasaval.

IV3. GYY4137
A GYY4137 egy szintetikus, vizoldékony H,S donor organoszulfur molekula, amelyet ugy
terveztek, hogy a H,S-t fokozatosan és tartosan szabaditsa fel. Korabbi kutatasok kimutattak, hogy képes

csokkenteni a proinflammatorikus citokinek (pl. interleukin-1 és -6, tumornekrozis-faktor o) szintjét,

IV4. AP39
Az AP39 egy szintetikus, lassu felszabadulast H,S donor organoszulfur vegyiilet, amely képes a
mitokondrium célzott elérésére. Kimutattak, hogy oxidativ stressz soran védi az endotélsejteket és
hozzajarul a mitokondridlis DNS integritisanak megé6rzéséhez. Az AP39 tovabba mérsékelte a

nyalkahartya karosodast és modositotta a szoveti gyulladasos valaszt nekrotizalo enterocolitisben.

IV.5. ATB-346
Az ATB-346 egy hagyomanyos nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszert (NSAID), a
naproxent, valamint egy kovalensen kapcsolt H,S donor kémiai csoportot, a 4-hidroxi-tiobenzamidot
kombinalja. Szamos gyulladasos betegségben gyulladascsokkent6 hatast mutatott azaltal, hogy mérsékelte
tobb gyulladasos paraméter szintjét, beleértve a proinflammatorikus citokinek expressziojat, a leukocita
infiltraciot és a ciklooxigenaz-aktivitast. Emellett csokkentette a gyulladast emberekben egy akut
dermatitis modellben és jelentds védShatast mutatott a gasztrointesztinalis fekélyek kialakulasaval

szemben egy 2B fazisu klinikai vizsgalatban.

CELKITUZESEK

Tekintettel az organoszulfur vegyiiletek jelentds gyulladascsokkentd potencialjara, célunk az volt,
hogy atfogdan vizsgaljuk és dsszehasonlitsuk az 6t legszélesebb korben tanulméanyozott organoszulfur
molekulat kisérletes AP-ben: ATB-346, DMTS, DATS, GYY4137 és AP39. Emellett célul tiiztiik ki, hogy
mélyrehatobban vizsgaljuk a DMTS és az ATB-346 hatasmechanizmusat mind in vivo, mind pedig in vitro

kisérletekkel. Részletes célkitlizéseink a kdvetkezok voltak:
1) az emlitett 6t organoszulfur vegyiilet dsszehasonlitdsa, mint terdpids agensek kisérletes
AP-ben in vivo (egerek) és in vitro (hasnyalmirigy acinussejtek) kisérletekkel

2)  vizsgalni, hogy a DMTS hogyan befolyasolja az AP stilyossagat az oxidativ stresszre, a sejtek
életképességére, az intracellulris Ca®'-jelatvitelre, valamint a szérum- és szdveti

szulfidszintekre gyakorolt hatasanak tesztelésével

3)  vizsgalni, hogy az ATB-346 hogyan befolyasolja az AP sulyossagat az oxidativ stresszre, és

a ferroptozisra gyakorolt hatasanak tesztelésével
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ANYAGOK ES MODSZEREK

I. Anyagok és oldatok

Minden vegyszert a Merck Life Science Kft.-tdl (Budapest, Magyarorszag) szereztiink be, hacsak
masként nem jeleztiik. A ceruleint (Cer) (Glentham Life Sciences, Corsham, Egyesiilt Kiralysag)
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk, majd fiziologias sooldattal (PS) higitottuk. A palmitoleinsavat
(POA) abszolut etanolban (EtOH) oldottuk. Az organoszulfur vegyiiletek oldatait a kovetkez6 modon
készitettiik: az ATB-346-ot (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) és az AP39-et (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA) DMSO-ban, a GYY4137-et (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) PS-ben
oldottuk; a DATS-ot (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) és a DMTS-t poliszorbat 80-ban (Poly80)
készitettiik el. A Western blot-hoz hasznalt antitesteket, a szovettenyészté médiumot és a malondialdehid
(MDA) kolorimetrias tesztkészletet a Thermo Fisher Scientific-t61 (Waltham, MA, USA) vasaroltuk.

II.  Allatok

Kisérleteinkhez 8—10 hetes 22-30 g sulyt him FVB/n egereket hasznaltunk fel. Az allatkisérletek
az Eurépai Uni6 2010/63/EU iranyelvének és a 40/2013 (I1.14.) Kormanyrendeletnek megfelelen lettek
végrehajtva. Az allatkisérleteket a helyi (Szegedi Tudomanyegyetem) és az orszagos etikai bizottsagok is
jovahagytak (engedélyszam: X./1714/2020).

1. In vivo Kkisérletek: AP indukcid, kezelések az organoszulfurokkal és szoveti
mintavétel

A nekrotizal6 AP-t intraperitonedlis (i.p.) érankénti 10 x 50 pg/kg Cer injekcidval indukaltuk. Az
egyes organoszulfur kezelések dozisait, a beadas modjat és idozitését a Tablazat 1. tartalmazza. A DMTS
és az ATB-346 esetében egy masik nekrotizalo AP-modellt is alkalmaztunk, amelyben az AP-t az
egerekben ip. oOrankénti 2 x 1,35 g/lkg EtOH és 2 x 150 mg/kg POA injekcioval idéztik els. A
kontrollcsoportok PS-t kaptak Cer vagy EtOH-POA helyett, illetve Poly80-at, DMSO-t, vagy a kettd

kombinaciojat a megfeleld organoszulfur vegyiilet helyett. Az allatokat 12 oraval az els¢ Cer vagy
24 6raval az elsé EtOH-POA injekci6 utan aldoztuk fel.

Tablazat 1. Az organoszulfur kezelések dozisai, a beadas modja és idozitése.

Organoszulfur DMTS DATS GYY4137 AP39 ATB-346
_— EtOH- EtOH-
AP modellek Cer AP POA AP Cer AP Cer AP Cer AP Cer AP POA AP
Beadas médja s.c. s.c. ip. ip. ip. p.o. p.o.
Dézisok 2 x400 3 x600 2x25 2x25 2x0,125 2x20 3x40
I‘:j}"sj‘l’( 2%600 3% 800 2x50 2%50 2%025 2x40 3x80
(n g 2x800 2x100 2x100 2x0,5 2x80
A kezelések
idézitése (Oorak
az els6 Cer 2,5 1,6,12
vagy vagy 0.3 vagy 0.3 12 2,5 2,5 2,5 2,5 2,6, 12
EtOH-POA

injekciotol)
Roviditések: AP, akut pancreatitis;, DMTS, dimetil-triszulfid; DATS, diallil-triszulfid; Cer, cerulein;

EtOH-POA, etanol és palmitoleinsav, s.c., szubkutan; i.p., intraperitonedlis; p.o., per o0s.
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Iv. Szovettani vizsgalatok

A formalinban fixalt hasnyalmirigy-mintakat paraffinba agyazas és metszés elott dehidrataltuk. A
metszeteket hematoxilin-eozinnal festettilk, majd két, egymastol fiiggetlen, a kisérleti protokollt nem
ismer6 szakérté értékelte. A sejtkarosodas, a leukocita-infiltraci6 és az O6déma mértékének

kvantifikdlasdhoz szemikvantitativ pontozasi rendszert alkalmaztunk.

V. Laboratériumi vizsgalatok

A hasnyalmirigy viztartalmanak meghatarozasahoz a nedves/szaraz témeg aranyt szamitottuk ki. A
szérum amilaz aktivitast egy kereskedelmi forgalomban kaphaté amildz aktivitas-meghatarozo kittel
mértiik (Diagnosticum Zrt., Budapest, Magyarorszag). A hasnyalmirigy mieloperoxidaz (MPO) enzim
aktivitasat 3,3°,5,5’-tetrametil-benzidin—H,0O, segitségével hatdroztuk meg, az abszorbanciat pedig
microplate reader-rel mértik. Az MPO aktivitast a Lowry-modszerrel meghatarozott teljes

fehérjetartalomra normalizaltuk.

VL Western blot

A GPX4 fehérje expressziot a hasnyalmirigy széveti homogenatumokbo6l Western blot analizissel
denaturaltuk. A fehérjéket natrium-dodecilszulfat poliakrilamid-gélen (15 %) valasztottuk szét, ezt
koévetden pedig nitrocelluloz membrénra transzferaltuk. A membréanokat Pierce™ Clear Milk Blocking
pufferrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) blokkoltuk, majd nyul anti-GPX4 antitesttel
inkubaltuk. Loading control-ként glyceraldehid-3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH) alkalmaztunk. Az
immunreaktiv  fehérjéket tormaperoxiddzzal konjugalt anti-nyal immunglobulin segitségével

vizualizaltuk.

VIIL. mRNS extrakci6 és reverz transzkripcioé
A hasnyalmirigy egy kis darabjat | mL TRI-reagensbe helyeztiik, majd a mintakat homogenizaltuk,
és a homogenatumokat felhasznalasig —80°C-on taroltuk (legfeljebb 1 vagy 2 napig). A teljes RNS
izolalasat kloroform/izopropanol extrakcioval végeztiik. A tisztasigot NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével ellendriztiik, az RNS integritasat agar6z gél elektroforézissel
hataroztuk meg. A cDNS-re torténd reverz transzkripcidhoz 2 mikrogramm teljes RNS-t hasznaltunk.

VIIL Kvantitativ real-time PCR
A kvantitativ real-time PCR reakcidkat a Luminaris Colour HiGreen qPCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval, a gyarto eldirasai szerint, specifikus primerekkel
végeztilk. A relativ génexpresszi6 meghatarozasahoz a kovetkezd primereket alkalmaztuk: Cth, Cbs,
Hmoxl, Sodl, Sod2, Cat, Fthl, Txnrdl. Az mRNS-vizsgalatok esetén a haztartasi gén a Gapdh volt.
IX. Hasnyalmirigy acinussejt izolalas

Az egér hasnydlmirigy acinussejteket kollagendzos emésztéssel izolaltuk. Az acinusok
¢életképességét tripankék festés segitségével gyorsan meghataroztuk, és az in vitro mérésekhez csak akkor

hasznaltuk fel 6ket, ha ¢életképességiik meghaladta a 90 %-ot.



X. Acinussejtek életképességének mérése

A sejtek életképességének meghatdrozasdhoz 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-
bromid (MTT), calcein-AM és propidium-jodid (PI) moddszereket alkalmaztunk. A hasnyalmirigy
acinussejteket kezel6oldatokkal vagy azok meghatarozott kombinacidival inkubaltuk. Az MTT moédszer
esetén az abszorbanciat microplate reader segitségével mértiik. A calcein-AM ¢és PI moédszereknél a
hasnyalmirigy acinussejtekrol képeket készitettiink (4 kép / lyuk) egy Axio Observer 7 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Németorszag) fluoreszcens mikroszkoppal. A calcein-AM, PI és H33342 festddések

tertiletének meghatarozasahoz Imagel szoftvert hasznaltunk.

XI. ROS mérése

Az intracellularis ROS szintet mikrofluoreszcencias modszerrel hataroztuk meg. A hasnyalmirigy
acinussejteket kezel@oldatokkal vagy azok meghatarozott kombinacidival inkubaltuk. A sejtekhez 6-
karboxi-2',7'-diklorodihidrofluoreszcein diacetatot (carboxy-H2DCFDA) és H33342-6t adtunk, majd a
kisérlet végén FLUOstar OPTIMA plate reader-be helyeztiik.

XII. Az intracellularis Ca?*-koncentracié valos idejii mérése
Az intracellularis Ca*'-koncentraciot (ic[Ca®']) valés idében kovettiik egy Axio Observer 7
fluoreszcens mikroszkop segitségével. Az acinussejteket FURA-2-AM (Biotium, Fremont, CA, USA)
festékkel toltottiik fel. A mérés soran a sejteket kezeloldatokkal vagy azok meghatarozott kombinacioival
perfundaltuk. A 340/380 fluoreszcens excitacids aranyt mértiik, és masodpercenként egy ic[Ca?'] mérést
rogzitettiink.
XIII. Kis molekulatomegii metabolitok LC-MS/MS mérése hasnyalmirigy szévet
€és szérum mintikbol
A kovetkezd kis molekulatomegii metabolitokat hatdroztuk meg: cisztein, cisztein-perszulfid,
glutation, glutation-perszulfid és szulfid. A fehérjetartalmat BCA-modszer segitségével mértiik (Pierce
BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometridas (LC-MS/MS) méréseket egy Thermo Q-Exactive Focus Orbitrap
tomegspektrométeren végeztiik, amelyhez egy Thermo Vanquish UHPLC rendszer kapcsolodott, és a
mintakat két kiilonb6zé modszerrel elemeztiik. Az MS/MS detektalas pozitiv ionizaciés modban tortént,

¢és az analitok kimutatasdhoz nagy energiaju iitkdzéses disszociaciot alkalmaztunk.

XIV. MDA mérése

Az oxigéngyok indukalt lipidperoxidacio markereként szolgalo MDA szintjét szovetmintakban
hataroztuk meg a gyarto eldirasa szerint, egy kereskedelmi forgalomban kaphato MDA kolorimetrias kit
segitségével.

XV. Statisztikai analizis

Az értékeket atlag + szoras (SD) formajaban adtuk meg. A kisérletek kiértékelésé¢hez egy- vagy

kétutas ANOVA tesztet alkalmaztunk, amelyet Dunnett- vagy Tukey-féle post hoc teszt kovetett

(GraphPad Prism, GraphPad Software LLC, verzié 10.5.0). Sziikség esetén Kruskal-Wallis tesztet, majd

Dunn-féle post hoc tesztet végeztiink. A P < 0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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EREDMENYEK

I. Az organoszulfur vegyiiletek 6sszehasonlitasa kisérletes AP-ben

I.1. Az organoszulfur molekulik dézis fiiggden mérséklik a Cer altal kivaltott AP
sulyossagat egerekben

Mindegyik organoszulfur vegyiiletet (ATB-346, DMTS, DATS, GYY4137, AP39) harom
kiilonb6z6 dozisban alkalmaztuk, hogy felmérjiik hatasukat a Cer altal kivaltott AP-ben FVB/N egerekben.
A Cer szupramaximalis dozisaval kivaltott AP fokozott szoveti viztartalmat, intenziv leukocita infiltraciot,
MPO aktivitast, emelkedett szérum amildz aktivitast és 40—50 %-os szoveti karosodast eredményezett. A
2 x 20 umol/kg ATB-346 nem befolyasolta a betegség stilyossagat. Ezzel szemben a 2 x 40 pmol/kg dozis
szignifikansan csokkentette a hisztologiai (6déma, leukocita infiltracio, sejtkarosodas) paramétereket, mig
a legmagasabb ATB-346 dozis (2 x 80 pmol/kg) a hisztologiai és laborparamétereket (szoveti viztartalom,
MPO, szérum amilaz) egyarant jelentésen mérsékelte.

Hasonlo eredményeket figyeltiink meg, amikor ugyanazon Cer indukalta AP modellben vizsgaltuk
a DMTS ¢és DATS kiilonbozd doézisainak hatasat. Az AP sulyos karosodast okozott a hasnyalmirigy
szovetben, mig a DMTS ¢és DATS dozisfiiggd modon mérsékelték ezt a karosodast. A 2 x400 és
2x 600 pmol/kg DMTS dozisok hatastalanok voltak, mig a 2 x 800 umol/kg dézis szignifikdnsan
csokkentette az AP stilyossagat. A 2 x 25 pmol/kg DATS ddzis nem befolyasolta a betegség sulyossagat,
azonban a 2 X 50 és 2 x 100 umol/kg dézisok szignifikansan csokkentették az AP-hez tarsuld 6démat,
leukocita infiltraciot, sejtkarosodast és szoveti viztartalmat. Csak a legmagasabb DATS dozis
(2 x 100 pmoV/kg) tudta csokkenteni a szoveti MPO és szérum amildz aktivitast is.

A GYY4137 és AP39 hasnyalmirigy-karosodasra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz kiilonbozo
dozisokat alkalmaztunk Cer indukalta AP-ben. A hisztologiai metszetek stlyos szovetkarosodast mutattak,
amelyet 6déma, gyulladasos sejtek infiltracidja és acinussejtek nekrozisa jellemzett. A legkisebb
GYY4137 dozis (2 x25 umol/kg) szignifikansan csokkentette a szovetkarosodast, de mas vizsgalt
paramétereket nem befolyasolt. A 2 x 50 pmol/kg doézis csokkentette a Cer indukalta sejtkarosodast és a
szérum amilaz aktivitast, mig a 2 x 100 umol/kg GYY4137 dézis markansan mérsékelt minden vizsgalt
paramétert, ezaltal csokkentve az AP silyossagat. Az AP39 2 x0.25 umol/kg dozisa szignifikansan
csokkentette az 6démat, a szovetkarosodast és a szérum amilaz aktivitast, mig a legalacsonyabb AP39
dozis (2 x 0.125 pmol/kg) hatastalan volt. A legmagasabb AP39 dozis (2 x 0.5 pmol/kg) markansan

mérsékelte az AP sulyossagat jellemz6 6sszes paramétert.

1.2. Az organoszulfur molekulik in vitro védéhatisa AP-t kivalté agensekkel szemben
Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az organoszulfur molekulak citoprotektiv tulajdonsagait, életképesség
méréseket végeztink MTT- és Pl-modszerekkel. A kovetkez6 organoszulfur-koncentraciok bizonyultak
biztonsagosnak és lettek kivalasztva tovabbi kisérletekhez: 240 uM DMTS; 100 uM DATS; 10 uM
GYY4137; 0,3 pM AP39; 30 pM ATB-346. A primer hasnyalmirigy acinussejteket a kovetkezd AP-t
kivalto vegyiiletekkel kezeltiik: Cer, L-arginin-HCI (L-arg) és natrium kenodeoxikolat (CDC). A 60 mM
L-arg és 0.5 mM CDC kezelések szignifikansan csokkentették a metabolikus aktivitast és toxikus hatast
valtottak ki 8 ora elteltével. Ezzel szemben a 240 pM DMTS, 0,3 pM AP39 és 30 uM ATB-346 kezelések
8



hatékonyan visszaallitottdk a metabolikus aktivitast az L-arg-kezelt csoporthoz képest, mig a CDC hatasat
csak a 240 pM DMTS tudta mérsékelni. Minden organoszulfur kezelés jelentdsen csokkentette az L-arg
¢és CDC altal kivaltott toxicitast. Az 1 nM Cer kezelés 8 oranal 16,9 + 4,2 % toxicitast okozott, amelyet

minden organoszulfur kezelés szignifikansan mérsékelt, ezzel citoprotektiv hatasra utalva.
II. A DMTS gyulladascsokkenté hatasa kisérletes AP-ben

II.1. A DMTS csokkenti az AP siilyossagat egerekben
A tesztelt 6t organoszulfur molekula koziil a DMTS-t és az ATB-346-ot vizsgaltuk tovabb. Egy
alternativ, EtOH-POA altal kivaltott nekrotizalé AP modellt is alkalmaztunk FVB/N egerekben. A DMTS
dozisai (3 x 600 és 3 x 800 pmol/kg) a gyulladas kivaltasat koveto 1., 6. és 12. 6raban keriiltek beadasra.
Az EtOH-POA AP modellben szignifikdnsan megnétt az 6déma és leukocita infiltracié mértéke. A DMTS
mindkét dozisban jelentsen csokkentette a leukocita infiltraciot és az MPO aktivitast. A sejtkarosodas az
EtOH-POA AP modellben ~35 % volt, amit a DMTS 3 x 600 és 3 x 800 umol/kg ddzisai szignifikansan

mérsékeltek.

I1.2. A DMTS modulilja a fiziolégis, de nem a patofiziolégias intracellularis Ca*
jelatvitelt acinussejtekben

Az ic[Ca*]-t valds id6ben kovettiik izolalt hasnyalmirigy acinussejtekben. A Cer ic[Ca®]-ra
gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdhoz a sejteket maximalis (0,1 nM) ¢és szupramaximalis (1 nM) Cer
koncentréaciokkal perfundaltuk. A 0,1 nM Cer kezelés globalis, oszcillalé emelkedést valtott ki az ic[Ca*']-
ban. A Ca®" raktarak ezt kdvetéen kimeriiltek, és néhany perccel késdbb a karbakol, egy acetilkolin (ACh)
receptor agonista, nem volt képes relevans Ca**-jelet kivaltani. A DMTS el6kezelés nem befolyasolta a
Cer 4&ltal kivaltott oszcillacio frekvencidjat a Ca’'-nak, azonban a Ca*'-jelek atlagos magassdgdban
szignifikans névekedés volt megfigyelhetd, amikor a Cer kezelést a Cer + DMTS kezeléssel hasonlitottuk
dssze. Tovabba a Cer + DMTS csoportban a kisérlet végén a karbakolra adott vélaszként az ic[Ca®']
jelentds emelkedését tapasztaltuk. A Cer szupramaximalis koncentracidja (1 nM) egy kezdeti Ca**-cstcsot
valtott ki, majd a jel visszatért a bazalis szintre és a stimuldcid sordn nem mutatott tovabbi ndévekedést
vagy oszcillaciot. A DMTS-sel torténd elékezelés nem befolyésolta a Cer éltal kivaltott patologias Ca*'-

jeleket.

11.3. A DMTS csokkenti az oxidativ stresszt egér hasnyalmirigy acinussejtekben
Az intracellularis ROS szintet karboxi-H2DCFDA segitségével mértikk 8 6ra kezelés utan. A
menadion egy fokozott redox-ciklus révén emeli az intracellularis ROS termelést. Minden alkalmazott
menadion koncentracié (10, 30, 50 uM) jelentdsen novelte a ROS szintet, mig a 240 uM DMTS

szignifikansan csokkentette a menadion hatasat.

11.4. A DMTS noveli a szérum szulfid- és perszulfid szintet
A DMTS AP-vel szembeni védOhatdsanak tovabbi feltarasdhoz HPLC-MS/MS alapt kén-
metabolomikai vizsgalatokat végeztiink. A hasnyalmirigy szovet- és szérummintak a Cer AP modellbdl
szarmaztak (12 6ranal torténd feldldozas), amelynél 2 x 600 és 2 x 800 pmol’kg DMTS dézisokkal
kezeltiik az 4allatokat. A 2 x 600 és 2 x 800 pmol/’kg DMTS dézisok novelték a perszulfid aranyt (Cys-

SSH/Cys-SH) AP-ben a csak Cer kezelt csoporthoz képest. Emellett mindkét DMTS dézis szignifikansan
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novelte a GSSH/GSH aranyt. A szérumban a szulfid (H,S) szintje is emelkedett mindkét DMTS doézis
hatasara AP-ben a csak Cer kezelt csoporthoz képest. A hasnyalmirigy szovetben azonban egyik vizsgalt
metabolit szintjében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a Cer és a Cer + DMTS csoportok kozott.
Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a DMTS néveli a szérum szulfid- és kis molekulatomegii
perszulfid szintjét, valamint ellenstlyozza a Cer hatasat a GSH szintre, de nem valtoztatja meg egyik mért

metabolit szintjét sem a hasnyalmirigy szévetben.

1. Az ATB-346 antioxidans és antiferroptotikus hatasai kisérletes AP-ben

IIL.1. Az ATB-346 csokkenti az EtOH-POA altal kivaltott AP silyossagat

Az ATB-346 hasnyalmirigy karosodasra gyakorolt hatasanak mélyrehatobb vizsgalata érdekében
teszteltiik az ATB-346-ot az EtOH-POA altal kivaltott AP modellben FVB/N egerekben. Az ATB-346
dozisai (3 x 40 és 3 x 80 umol/kg) a gyulladas kivaltasat kovetd 2., 6. és 12. oraban keriiltek beadasra. Az
EtOH-POA indukalta AP fokozta az 0démat, a leukocita infiltraciét és a sejtkdrosodast a
kontrollcsoporthoz képest. Mindkét ATB-346 dozis (3 x40 és 3 x80 umol/kg) szignifikansan
csokkentette a hisztologiai paramétereket, mig a legmagasabb ATB-346 dozis (3 x 80 umol/kg) a szoveti
viztartalmat is mérsékelte AP soran. Mindkét ATB-346 dozis csokkentette a szoveti MPO ¢és a szérum
amilaz aktivitast is.

IIL.2. Az ATB-346 csokkenti a sejteket éré oxidativ stresszt és citoprotektiv hatast fejt ki

Az ATB-346 antioxidans tulajdonsagainak vizsgalatdhoz az oxidativ stressz elleni védekezésben
résztvevo gének mRNS-expresszidjat hataroztuk meg. A Hmox! mRNS relativ génexpresszioja markansan
megemelkedett mind Cer, mind pedig EtOH-POA indukalta AP-ben. Minden vizsgalt ATB-346 dozis
(2x20, 2x40, és 2 x 80 umol/kg) tovabb noévelte a Hmox! mRNS expressziot a csak Cer kezelt
csoporthoz képest, mig csak a legnagyobb ATB-346 dozis (3 % 80 pmol/kg) emelte meg a Hmox! mRNS
mennyiségét az EtOH-POA AP modellben. A Sod! génexpresszio mindkét AP modellben szignifikansan
lecsokkent, és egyik ATB-346 kezelés sem tudta hatékonyan visszaallitani a Sod! mRNS-t kontrollszintre.
A Sod2 mRNS expresszi6 markansan lecsokkent a Cer indukalta AP-ben, mig az EtOH-POA AP
modellben nem volt tapasztalhatd valtozas a Sod2 mRNS szintjében a kontrollcsoporthoz képest. Mindkét
AP modellben a legnagyobb ATB-346 dézisok (2 x 80 umol/kg és 3 x 80 umol/kg) szignifikdnsan
novelték a Sod2 mRNS expressziot. A Cat mRNS relativ génexpresszioja lecsokkent mind a Cer, mind
pedig az EtOH-POA indukalta AP-ben. Az ATB-346 kezelések (3 x 40 és 3 x 80 umol/kg) csak az EtOH-
POA AP modellben névelték a Cat mRNS mennyiségét.

Eletképesség méréseket végeztiink az ATB-346 oxidativ stresszt kivalté anyagokkal szembeni védd
hatasanak vizsgalatara a calcein-AM és Pl modszerek alkalmazasaval. A 0,5 mM hidrogén-peroxid (H,O,)
kezelés szignifikansan csokkentette az acinussejtek ¢letképességét és 2 orat kdvetden toxikus hatast valtott
ki. Ezzel szemben a 30 uM ATB-346 kezelés csokkentette a H,O, indukalta toxicitast, de nem tudta
novelni a cellularis metabolikus aktivitast. Az 50 uM menadion kezelés markansan csokkentette az
acinussejtek metabolikus aktivitasat és 30 + 6 % toxicitast okozott 2 6ra kezelést kovetéen. A 30 uM ATB-
346 kezelés hatékonyan visszaallitotta a metabolikus aktivitast a csak menadion kezelt csoporthoz képest.

Az intracellularis ROS koncentraciot karboxi-H2DCFDA alkalmazasaval mértiik 8 orat kovetéen. Az
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1 nM Cer, 50 mM EtOH+POA, 60 mM L-arg, 0.5 mM CDC, és 50 uM menadion kezelések mind fokoztak
a ROS termelést, mig a 30 pM ATB-346 kezelés szignifikansan csokkentette az elobb emlitett kezelések
hatasat a ROS képzodésre. Az 1 uM CCT137690 (CCT) kezelés nem valtoztatta meg a ROS szintet a
kontrollcsoporthoz képest. A 30 uM ATB-346 kezelés markansan csokkentette az intracellularis ROS
szintet, megerdsitve ROS semlegesit6 képességét.

A Cth és a Cbhs gének a transzszulfuracios Gtvonalban vesznek részt, és a harom esszencialis H,S-
szintetizalo enzim koziil kettét kodolnak. Mindkét alkalmazott AP modell csokkentette a Cth és a Cbs
mRNS expresszidja. Cer 4ltal kivaltott AP-ben a legmagasabb ATB-346 dozis (2 x 80 pmol/kg)
markansan megemelte a Chs mRNS relativ expresszidjat; azonban minden mas esetben hatastalannak
bizonyult.

Az antioxidans molekulék segithetnek az oxidativ stressz elleni védekezésben ¢és a lipidperoxidacio
megakadalyozasaban, ezaltal védelmet nyujthatnak a ferroptozissal szemben. Ezért vizsgaltuk az ATB-
346 ferroptdzisra gyakorolt hatdsat azaltal, hogy megmértiik az Fthl és Txnrd] mRNS expresszidjat, az
MDA ¢és GPX4 jelenlétét, valamint az ATB-346 azon képességét, hogy képes-e csokkenteni a ferroptozist
indukalo vegyiiletek (erastin, 1S,3R-RSL 3 — RSL 3) hatasat. Az Fthl mRNS relativ génexpresszidja
csokkent mind Cer, mind pedig EtOH-POA indukalta AP-ben, mig a legmagasabb ATB-346 dézisok
(2 x 80 umol/kg és 3 x 80 pmol/kg) szignifikansan névelték az Fthl mRNS mennyiségét. A Txnrdl egy
antioxidans fehérjét kodolo gén, amelynek mRNS expresszija markansan megemelkedett a Cer AP
modellben, mig az EtOH-POA altal kivaltott AP-ben nem volt szignifikans valtozas a Txnrd/ mRNS-ben
a kontrollcsoporthoz képest. A 2 x 80 umol/kg és 3 x 80 pmol’kg ATB-346 dozisok szignifikdnsan
novelték a Txnrdl mRNS expresszidjat. Az Fthl és a Txnrd]l mRNS-ek megemelkedett expresszioi az
ATB-346 kezelések hatasara a ferroptozis elleni fokozott védelmet jelzik.

Az MDA az oxidativ stressz ¢s a lipidperoxidacié biomarkere, és az MDA detektalasa tiikkrozheti a
ferroptozis altal okozott sejtkarosodas mértékét. A hasnyalmirigy MDA szintjének markans
megemelkedését figyeltiik meg mind Cer, mind pedig EtOH-POA indukalta AP-ben, ¢és a legmagasabb
ATB-346 dézisok (2 x 80 pmol/kg és 3 x 80 umol/kg) hatékonyan csokkentették az MDA koncentraciot.
A GPX4 a ferroptozis egyik alapvetd szabalyozo faktora, és kulcsfontossagu célpont a ferroptozis elleni
védekezésben. A GPX4 fehérjeexpresszidja mindkét alkalmazott AP modellben csokkent, azonban az
ATB-346 2 x 80 pmol/kg és 3 x 80 pmol/kg dozisai szignifikdnsan noveltek a GPX4 szintjét az AP-es
csoporthoz képest.

Az életképesség vizsgalatok alapjan az 5 uM erastin és 0,5 uM RSL 3 kezelések, két ferroptdzis-
indukalé szer, szignifikansan csokkentették az acinussejtek metabolikus aktivitasat, és 54 £ 16 %, illetve
33+ 11 % toxicitast okoztak 8 orat kovetden. A 30 uM ATB-346 kezelés helyreallitotta a metabolikus
aktivitast és szignifikdnsan csokkentette az erastin és RSL 3 indukalta toxicitast. Az 5 uM erastin és
0,5 uM RSL 3 kezelések tovabba novelték az intracellularis ROS koncentraciot, mig a 30 uM ATB-346

markansan csokkentette az erastin vagy RSL 3 altal kivaltott ROS termelést.



MEGBESZELES

I. Az organoszulfurok dsszehasonlitasa kisérletes AP-vel szemben

Az AP tovabbra is egy életveszélyes gyulladasos megbetegedés specifikus terapia nélkiil, ezért
kiemelten fontos a kezelési lehetdségek keresése. Az organoszulfur vegyiiletek gyogyszerjeloltként
jelent6s potenciallal rendelkeznek kiilonboz6 betegségek, kiilondsen a gyulladassal 6sszefiiggé allapotok
kezelésében. Kutatasunkban mind az 6t organoszulfur vegyiilet (ATB-346, DMTS, DATS, GYY4137 és
AP39) dézisfliggé modon csokkentette a Cer altal kivaltott AP stlyossagat mind a hisztologiai (6déma,
leukocita infiltracio, sejtkarosodas), mind a laboratoriumi (szoveti viztartalom, MPO, szérum amilaz)
paraméterek mérséklésével. Azt is kimutattuk, hogy az AP-t kivalto vegyiiletek (L-arg, CDC és Cer)
sejtkarosodast okoztak, és az organoszulfurok alkalmazasa jelentésen csokkentette a kialakulo citotoxikus
hatasokat. Az altalunk vizsgalt valamennyi organoszulfur vegyiilet citoprotektiv hatdst mutatott, amely
tobb folyamatnak tulajdonithatd. Ezek kozé tartozik a fehérjefunkciok védelme fehérje perszulfidacio
révén, bizonyos jelatviteli itvonalak modulaldsa az oxidativ stressz hatdsanak mérséklésére, valamint a
Kelch-szerli ECH-asszocialt fehérje 1/Nrf2-rendszer aktivalasa. Az életképesség és toxicitas vizsgalatok
alapjan a GYY4137 és a DATS kevésbé erds citoprotektiv hatast mutatott az ATB-346-tal, a DMTS-sel
és AP39-cel szemben. Tovabba kimutattuk, hogy az ATB-346 és a DMTS kedvezobb hatast fejt ki a
betegség sulyossagira, mint a DATS, a GYY4137 és az AP39. Osszességében a DMTS és az ATB-346
mutattak a legerdsebb citoprotektiv hatast és hasonldo modon befolyasoltak a betegség lefolyasat. Az in
vivo és in vitro eredményeink, valamint a szakirodalmi adatok megerdsitik az organoszulfur vegyiiletek

gyulladascsokkentd potencialjat és alatamasztjak alkalmazhatosagukat gyogyszerjeloltként AP-ben.

11 A DMTS hatisa a kisérletes AP sulyossagara
A DMTS gyulladascsokkentd hatasanak igazolasara egy masik, EtOH-POA altal kivaltott AP

azonban ezek az oszcillaciok 5-7 percen belill megsziintek, és ezt kovetéen az ACh-receptor agonista
karbakol nem tudott tovabbi Ca®* felszabadulast kivaltani az intracellulris raktarakbol. Ennek ellenére,
amikor DMTS el6kezelést alkalmaztunk, a 0,1 nM Cer altal kivéltott Ca>" oszcillaciok hosszabb ideig
fennmaradtak, és a karbakol jelentés ic[Ca®"] emelkedést tudott kivéltani. Feltételezziik, hogy az
intracellularis Ca*" raktarak kimeriilnek a maximalis Cer (0,1 nM) stimulaci6 hatasara, és a DMTS képes
ezt megakadalyozni. Ugyanakkor a DMTS kezelés nem befolyasolta a sejtek ic[Ca?'] véalaszat, amikor a
szupramaximalis és patologias Cer (1 nM) koncentraciot alkalmaztuk. Ezen megfigyelések alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a DMTS képes mérsékelni a fiziologids, de nem a patofizioldgias ic[Ca*']-t.

A H,S donor molekulak, példaul a poliszulfidok, hatékony antioxidansok és ez a tulajdonsag
hozzajarulhat kedvezd hatasaikhoz kiilonbozé betegségekben. AP soran jelentds mennyiségii ROS
képzodik, és a tilzott ROS termelés, valamint az ATP hiany inkabb a nekrozissal torténd sejthalalt, mint
az apoptozist segiti el6. A DMTS véd6 hatast mutatott, amikor az acinussejteket az oxidativ stresszt kivalto

menadionnal kezeltiik, megerdsitve ezzel antioxidans képességét. Transzperszulfidacio révén a DMTS
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képes szulfan-kén (S°) donorként miikodni, kis molekulatémegii perszulfidokat létrehozva vagy fehérje
cisztein oldallancokat perszulfiddlva, ezaltal megérizve azok aktivitdsat a tioredoxin rendszer
felhasznalasaval. Kozvetlen hatasan tal a DMTS, a DATS-hoz hasonlé molekulaként, az Nrf2 utvonalon
keresztiil antioxidans enzimeket is indukalhat, de ennek igazolasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
Feltehetden a H,S jelatvitel cisztein oldallancok oxidativ poszttranszlaciés modositasan keresztiil,
perszulfidokka alakulva valosul meg. A szakirodalmi adatok arra utalnak, hogy gyulladasos betegségekben
altalaban a H,S termelés és a perszulfidacios szint emelkedése védd szerepet tolt be, azonban ezek
szintézise karosodik és csokken. Kén metabolomikai elemzésiink azt mutatta, hogy kisérletes AP-ben a
szérum és a hasnyalmirigy szovet szulfid és fehérje perszulfidacios szintje valtozatlan maradt. Erdemes
megjegyezni, hogy a szulfid és perszulfidacié kimutatdsinak moddszerei jelentdsen befolyasoljak az
eredményeket, és a kiilonb6zd publikaciokban eltéréek, ami magyarazhatja az ellentmondé adatokat.
Kisérleteinkben a DMTS névelte a szérum szulfid- és kis molekulatomegli perszulfid-szintjét, és a
perszulfidok emelkedése a H,S termelés fokozodasat is jelezheti. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a
DMTS H,S/S° donorként miikddik, amit a szérum H,S-szintjének emelkedése és a fehérje perszulfidacio
fokozodasa is alatamaszt, és ez hozzajarulhat az oxidativ vagy gyulladasos folyamatokkal szembeni védo

hatasaihoz.

1. Az ATB-346 hatasa a kisérletes AP stilyossagira
Az ATB-346 egy naproxen szarmazék, amelyhez kovalens kotéssel kapcsolodik egy H,S donor

csoport, ¢s mar szamos gyulladasos betegség esetén bizonyitotta gyulladascsokkentd hatasat. Az ATB-346
AP-re gyakorolt erdteljes gyulladascsokkenté hatasanak megerdsitésére egy masodik, EtOH-POA altal
kivaltott nekrotizaldé AP modellt is alkalmaztunk egerekben. A Cer altal kivaltott AP-ben kapott
eredményekkel dsszhangban az ATB-346 csokkentette a betegség stlyossagat az dsszes hisztologiai és
laboratoriumi paraméter mérséklésével.

A szakirodalmi adatok alapjan az exogén H,S gyulladascsokkentd hatasat az antioxidans Nrf2
aktivalasan, a proinflammatorikus NF-«xB gatlasan és a mitogén aktivalt protein kinaz jelatviteli utvonalak
elnyomasan keresztiil fejti ki. Tekintettel az ATB-346 H,S donor tulajdonsagara, vizsgalatunkban
meghatdroztuk az oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszo gének mRNS expresszidjat. A
HMOX1,SODI1, SOD2 és CAT expresszija a hasnyalmirigy antioxidans védekezd képességét tiikrozi. AZ
ATB-346 kezelések dozisfiiggé modon markansan novelték a HmoxI, Sod2 ¢és Cat relativ
génexpressziojat, ami hozzajarulhat az ATB-346 védd hatdsdhoz. A transzszulfuracios Gitvonal aktivélasa,
amelyet példaul a CBS gén indukal, fokozhatja a sejtek GSH szintjét, ezaltal csokkentve az oxidativ
stresszt. Az ATB-346 szignifikansan novelte a Cbs mRNS relativ génexpresszidjat Cer altal kivaltott AP-
ben, valoszintileg az exogén H,S felszabaduldsanak kovetkeztében. Az életképesség vizsgalatok
kimutattak, hogy az ATB-346 védi az acinussejteket a H,O, és a menadion altal okozott citotoxicitassal
szemben, ami megerdsiti antioxidans tulajdonsagait. AP sordn a megemelkedett ic[Ca*'] hatasara az acinus
¢és gyulladasos sejtek jelentés mennyiségli ROS-t termelnek. Ezért megvizsgaltuk, hogy az ATB-346
csokkenti-e az intracellularis ROS termelést, és nyujt-e citoprotekciot mind az exogén, mind pedig az
endogén ROS-sal szemben primer acinussejtekben. Az AP-t kivalto agensek (Cer, EtOH+POA, L-arg és
CDC) és a menadion ndvelték az intracellularis ROS képzddést, mig a nekroptozist kivaltoé aurora kinaz
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markéansan csokkentette a ROS termelést, amikor a fent emlitett kezelésekkel egyiitt alkalmaztuk, ami
megerdsiti, hogy az ATB-346 valosziniileg a H,S felszabaditasaval semlegesiti a szabad és indukalt ROS-
t, ezaltal csokkentve az oxidativ karosodast.

Antioxidansként az ATB-346 védelmet nytjthat a ferroptozissal szemben az oxidativ stressz
ellensulyozasaval és a lipidperoxidacio megeldzésével, feltehetben H,S donor tulajdonsiga és a
gyulladascsokkentd hatdsai miatt. Ezért vizsgaltuk az ATB-346 hatasat a ferroptozisban szerepet jatszo
gének mRNS expresszidjara. Az FTHI kulcsszerepet jatszik az intracellularis vaskoncentracio
fenntartasaban ferroptozis soran és részt vesz a ferritinofagiaban, az autofagia egy szelektiv formajaban.
Az ATB-346 alkalmazasa szignifikansan novelte az Fthl mRNS relativ génexpresszidjat, ezaltal
valoszintileg korlatozva a szabad vas mennyiségét és gatolva a lipidperoxidok képzddését. A TXNRDI
fenntartja a sejtek redox egyensulyat a tioredoxin redukcidjan keresztiil és szamos antioxidans itvonal
kulcsfontossagu szabalyozdja. Az ATB-346 markansan novelte a Txnrdl relativ expresszidjat, amelyen
keresztiil az ATB-346 csokkentheti a lipidperoxidok felhalmozodasat. A lipidperoxidacids termékek
ferroptozis soran emelkednek, és az olyan katabolitok, mint az MDA, értékes markerei az oxidativ
stressznek. Az MDA koncentracidja jelentdsen megndvekedett mind Cer, mind pedig EtOH-POA
indukalta AP-ben, és az ATB-346 hatékonyan csokkentette az MDA szintjét, ami arra utal, hogy az
ATB-346 mérsékelte a ferroptozis altal okozott sejtkarosodast. GPX4 semlegesiti a lipidperoxidokat, és
védi a sejteket és membranokat a peroxidaciotol. Kimutattak, hogy a NaHS-bol felszabaduld exogén H,S
aktivalja az Nrf2/GPX4/GSH utvonalat és gatolja a ferroptézist. Az ATB-346 szignifikansan novelte a
GPX4 fehérje expressziojat, valosziniileg az Nrf2 Gtvonal aktivalasan keresztiil, amelyet az ATB-346 H,S
felszabadito képessége valt ki. A GPX4/GSH antioxidans rendszer gatlasa a ferroptézist indukalo erastin-
nal (GSH kimeritése) vagy RSL 3-mal (GPX4 gatlasa) sejthalalhoz és az intracellularis ROS képzddés
novekedéséhez vezetett. Az ATB-346 alkalmazasa hatékonyan védte az acinussejteket, ami arra utal, hogy
képes tamogatni az antioxidans védelmet a GSH szint és a GPX4 aktivitas fokozasaval, valamint ett6l

fliggetlen mechanizmusokon keresztiil is.

Iv. Kovetkeztetés

Kisérleteink bebizonyitottak, hogy az ot vizsgalt organoszulfur vegyiilet mindegyike
gyulladascsokkent6 és citoprotektiv hatast fejt ki. Az 6t koziil a DMTS és az ATB-346 jelentds védelmet
biztositott a kisérletes AP-vel szemben, ezért ezeket valasztottuk tovabbi vizsgalatra annak érdekében,
hogy betekintést nyerjiink hatdasmechanizmusukba. A DMTS hatékonyan mérsékelte két nekrotizalo AP
modell sulyossagat, és kimutattuk, hogy a DMTS modulalja a fiziologias Ca*'-jelatvitelt, csokkenti a ROS
szinteket, valamint ndveli a szérum szulfid és perszulfid szinteket. Ezek a hatdsok antioxidans
tulajdonsagainak, H,S donor szerepének és/vagy annak tulajdonithatok, hogy képes csokkenteni a
leukocita infiltraciot és gatolni az MPO aktivitast. Az ATB-346 csokkentette két kisérletes AP modell
sulyossagat és antioxidans hatast fejtett ki azaltal, hogy novelte az antioxidans enzimek expressziojat és
csokkentette az intracellularis ROS koncentraciokat. Emellett novelte a ferroptozisban részt vevé gének
expressziojat, csokkentette az MDA szinteket és védelmet nytjtott az acinussejteknek a ferroptodzist kivalto
kezelésekkel szemben. Az ATB-346 ezt a hatast a GPX4/GSH antioxidans rendszer fokozasan keresztiil,
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valamint ett6l fiuggetleniil is kifejtette. Az ATB-346 donor csoportjabol felszabaduld H,S ¢és a

ciklooxigenaz gatlas egyiittesen magyarazatot adhat az emlitett hatasokra.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az organoszulfurok gyulladascsokkenté ¢és citoprotektiv

hatasokkal rendelkeznek, igy igéretes terapids vegyiiletek lehetnek az AP kezelésében. Osszességében

elmondhatd, hogy az organoszulfur vegyiiletek tovabbi vizsgélatot érdemelnek ebben a potencidlisan

halalos betegségben.

OSSZEGZESEK

Az ij eredmények dsszegzése

Mind az 6t organoszulfur (ATB-346, DMTS, DATS, GYY4137, AP39) csokkentette a
kisérletes AP sulyossagat ¢és citoprotektiv hatast fejtett ki

A DMTS ¢és az ATB-346 bizonyult a leghatékonyabbnak, ezért ezeket vélasztottuk
tovabbi vizsgalatokra

A DMTS modulalta a fiziologias Ca®'-jelatvitelt, és csokkentette a menadion altal
kivaltott ROS szinteket

A DMTS novelte a szérum H,S szintet és a fehérje perszulfidaciot, ami H,S donor
tulajdonsagra utal

Az ATB-346 fokozta a hasnydlmirigy antioxiddns génjeinek (HmoxI, Sod2)
expressziojat, és semlegesitette a képzddott ROS-t

Az ATB-346 gatolta a ferroptozist a GPX4/GSH rendszer révén, valamint az Fthl and

Txnrdl expresszidjanak novelésével
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