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Roviditések jegyzéke

2D = kétdimenzid
3D = haromdimenzid

BSA = bovine serum albumin,
szarvasmarha szérum albumin

CCK-8 = cell counting kit-8
CD14 = cluster of differentiation 14

CYP450 =
enzimcsalad

citokrom 450

EGTA = etilén-glikol-tetraacetat

ELISA =
immunosorbent assay

Enzyme-linked

FBS = fetal bovine serum, magzati
szarvasmarha szérum

hMSC = human mesenchymal
stromal cells, human mezenhimalis sztroma
sejtek

IxkBa = NF-xB inhibitor a
IL-6 = interleukin-6
IL-8 = interleukin-8

IRAK-1 = interleukin-1 receptor-
associated kinase 1, interleukin-1 receptor
asszocialt kindz 1

LBP = LPS-binding protein, LPS-
koto fehérje

LPS = lipopoliszacharid
LTA = lipoteikélsav

MAPK = mitogen-activated protein
kinase, mitogén aktivalt protein kinaz

MD-2 = myeloid differentiation
factor-2, myeloid differencicios faktor 2

MPS = mononuclear phagocyte
system, mononuklearis fagocita rendszer

mRNS = hirvivo ribonukleinsav

MyD88 = myeloid differentiation
factor 88, myeloid differenciacios faktor 88

NADP® = Nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat

NF-kB = nuclear factor-kappa B,
nukledris faktor-kappa B

PAMP = pathogen associated
molecular pattern, patogén asszocialt
molekularis mintazat

RNS = ribonukleinsav
STC-1 = sztanniokalcin-1
TLR-4 = Toll-like receptor 4

TNF = tumor necrosis factor, tumor
nekrozis faktor

TRAF = TNF receptor-associated
factor, TNF receptor asszocialt faktor

WST-8 = water soluble tetrasolium
salt, vizben 0ldddo tetrazolium so



Bevezetés

Az ¢élolények szervezetébe jutva szdmos karos anyag valt ki gyulladasos valaszt. Ide
sorolhatok a Gram negativ baktériumok sejtfalat alkoto lipopoliszacharidok (LPS), valamint a
Gram pozitiv baktériumok egyik sejtfalkomponense, a lipoteikdlsav (LTA). Jelenleg is aktiv
tanulmanyok vizsgaljadk e bakterialis sejtfalkomponensek immunvalaszra kifejtett hatasait. A
kutatasok soran kiilonb6z6 tipust sejteket tenyésztenek a mar régota hasznalt kétdimenzios
technika, illetve az utobbi évtizedekben folyamatosan fejlédé haromdimenzids modszer
alkalmazaséaval. Az utobbi mddszer eldnye, hogy az altala 1étrehozott sejttenyészetek felépitése
kozelebb all az €16 szovetek struktarajahoz, igy jo lehetdséget nytjt az LPS és LTA altal keltett

molekuléris szintli valtozasok vizsgalatara.

Munkank sordn két-, és haromdimenziés csirke eredetli méjsejt mono-kultiran és
majsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kulturdn vizsgéaltuk a kiilonféle bakteridlis

sejtfalkomponensekre adott gyulladdsos valaszokat, illetve a tenyészetek sejtjeinek metabolikus

crc

cre

szendvics ELISA segitségével mért interleukin-6 (IL-6) és interleukin-8 (IL-8) gyulladésos
citokinek koncentracidja alapjan hatdroztuk meg. A sejtek metabolikus aktivitadsanak

vizsgalatara CCK-8 tesztet hasznaltunk.



Irodalmi attekintés

A kétdimenzios sejttenyésztés

A sejttenyésztés torténete, kialakuldsa

A sejttenyésztés kezdete egészen a 19. szdzad végéig nyulik vissza. Az els6 uttorok kozé
tartozik Wilhelm Roux, aki néhany napig képes volt életben tartani csirke embrid
veldlemezeébdl szarmazo idegsejteket pufferelt sooldatban. A sejttenyésztés alapkove egy
amerikai kutaté nevéhez, Ross Granville Harrisonhoz, fiizédik, aki 1907-ben létrehozott egy
béka idegsejtekbdl allo sejtkultarat, ami életben maradt és ndvekedett az allaton kiviil. Az
alkalmazott médszer az ugynevezett fliggdcsepp technika volt, amelyet mar kordbban is
alkalmaztak baktériumok tanulméanyozéasara. R. G. Harrison munkéja soran egy steril
targylemezre helyezte az idegsejtekbdl all6 mintat, majd friss nyirkot cseppentett ra ¢és
megvarta, mig az kicsapodik. Ezt kovetden megforditotta a lemezt, amelyen a minta ,,fliggd
cseppként” viselkedett, és a sejtek ebben a cseppben tudtak novekedni (Rodriguez-Hernandez

et al., 2014).

Az 1930-as években Charles Lindbergh kifejlesztett egy perfuzios pumpat, amellyel
¢letben tartotta az €10 sejteket, szoveteket, ezzel konnyebbé téve a sejttenyésztés egyik kritikus
1épését, a tapfolyadék biztositasat (Sade, 2005). Azonban a nagy attorések ellenére az 1930-as
évek végére a kutatasok vakvaganyra futottak. A sejttenyésztés kudarcnak tiint, mert tulsdgosan
nehéz volt a létrehozas €s a kezelés, valamint az eredményeket nem tudtak megismételni és

szamszerlsiteni (Rodriguez-Hernandez et al., 2014).

Az 1940-es években pozitiv valtozas kovetkezett be, és kivirdgzott a tudomény e
teriilete, ugyanis sikeriilt 1étrehozni az elsd sejtvonalat, amely fibroblastokon alapult, majd
1946-ban és 1947-ben szintetikus tapfolyadékot fejlesztettek ki mind a ndvényi-, mind az allati
sejtekhez. (Rodriguez-Hernandez et al., 2014). Ezt kdvetden az 1950-es és 1960-as években
robbanasszerli fejlodés kovetkezett, a kutatok egyre nagyobb sikereket értek el. Ezek koziil
kiemelkedé Harris és Watkins 1965-6s kisérlete, melynek sordn emberi és egér sejtek

felhasznalasaval hibrid emldssejteket hoztak l1étre (Harris et al., 1965).

A 2000-es években a kutatok felnott egérbdl szarmazd fibroblastok felhasznélasaval
képesek voltak négy kiilonbdzd transzkripcids faktor expresszidjanak indukéldsara, melynek

hat4sara az embrionalis dssejtekhez nagyon hasonld sejtcsoport alakult ki. Emberi sejtekkel is



folytattak sikeres kisérleteket, ahol fibroblastokbdl hoztak I1étre Ossejtekre hasonlito
sejtcsoportokat (Takahashi és Yamanaka, 2006).

A keétdimenzios sejttenyésztés modszerei

A kétdimenzios sejttenyésztés soran szamos moddszert alkalmaznak. A hagyoményos
eljaras azon alapszik, hogy a sejtek kitapadnak egy extracellularis matrix komponenssel,
leggyakrabban kollagénnel bevont feliiletre, mint példaul egy Petri-csészére (Duval et al.,
2017). A kollagén az extracellularis matrix egyik legfontosabb alkotoeleme, ezért a természetes
kozeg kialakitasaban fontos szerepe van, hiszen nélkiile a sejtek nem tudnak differencialodni.
Emellett segiti a feliiletre valo kitapadasukat és egyrétegbe rendezddésiiket, valamint a noveli
az ¢lethosszukat (Strom és Michalopoulos, 1982). Sejttipustol fliggden mas extracellularis
matrix OsszetevOket is alkalmazhatnak, mint a fibronektint vagy a laminint, de szintetikus
molekulékat is, mint pl. a poli-L-lizint. A megfeleléen bevont tenyésztdedény feliiletén egy
egyrétegli sejttenyészet alakul ki, amelyben a sejtek azonos mértékben novekedhetnek, hiszen
hasonldé mennyiségli tdpanyagot képesek felvenni. Sok kutatd a mai napig is ezt a modszert
hasznalja, mert egyszerli és hatékony, azonban hatranya, hogy az ezzel az eljarassal 1étrehozott
sejttenyészetek messze allnak az €16 szerveztre jellemz0 szovetek természetes felépitésétol

(Duval et al., 2017).

A szendvics tenyészet bizonyos szempontbol kedvezdbbnek bizonyult szdmos sejt
tenyésztése szempontjabol, mint a hagyomanyos technika. Ennek sordn a sejteket két
extracellularis matrix, poliakrilamidbol vagy kollagénbdl all6 réteg kozé helyezziik (1.abra).
A szendvics tenyészetben a sejtek alakja és miikddése jobban hasonlit az €16 szovetekéhez

(Duval et al., 2017).

Egvretegi sejttenyeszet Szendvics sejttenyeészet

A N

DD

Enrutellul:it'is matrix

L.abra: Egyrétegii és szendvics sejitenyészet
(Forras: Olander, 2019)
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Egy kutatas soran 0sszehasonlitottak az albumint meghatdrozé6 mRNS szintjét frissen
izolalt majsejtek, egyrétegli, kétdimenzids tenyészetében és szendvics tenyészetében. Az
eredmények azt mutattak, hogy a szendvics tenyészetben sokkal nagyobb mennyiségii mRNS
volt jelen, és sokkal hosszabb ideig maradt magas szinten, mint az egyrétegii sejttenyészet
esetében. Hat hét elteltével kozel azonos mennyiségli albumin mRNS-t mértek, mint a frissen
izolalt majsejtekben, ez alapjan megallapitottak, hogy a szendvics tenyésztés soran tapasztaltak

hasonldak a szervezetben zajlo folyamatokhoz (Dunn et al., 1992).

A kétdimenzios és a kovetkezd fejezetben ismertetésre keriild haromdimenzids
sejttenyészetek készitéséhez viszonylag rovid életidejii, frissen izolalt sejtek, ill. korlatlan
¢letidejti, in vitro koriilmények kozott transzformalt vagy daganatsejtekbdl késziilt sejtvonalak

sejtjei hasznalhatok.

A haromdimenzids sejttenyésztés

A kezdetek és a modszerek

A 3D sejttenyésztés alapjai csaknem 40 éve alakultak ki, ekkor hasznaltak el6szor usz6
kollagén g¢lt, amely a kétdimenzids sejttenyésztésben hasznalt, sikfeliilethez kotott
kollagénhez képest azért bizonyult jobbnak, mert nagyobb mértékli differencialédast tett
lehetdvé a sejtek szamara. Ezt egy kisérlettel is bizonyitottak, mely soran a sikfeliilethez kotott
kollagénen tenyésztett sejteket athelyezve az sz6 kollagén gélre azok képesek voltak tovabb
differencialodni (Emerman ¢és Pitelka, 1977). Az utdbbi években az érdeklodés a
haromdimenzids sejttenyésztés irant megndvekedett, €s egyre tobb kutatas indult el e teriileten.
Ennek legfébb oka, hogy jelentés eldnydkkel rendelkezik a hagyoményos kétdimenzids
tenyészetekkel szemben, hiszen alkalmas olyan kornyezet l1étrehozasara, amely lényegesen
kozelebb all az ¢€lettani koriilményekhez (Comley, 2017). A sejtek e technika alkalmazaséaval
tobb sikban taldlkoznak egymassal, valamint a kdrnyezetiikben talalhaté egyéb anyagokkal is,
ami valtozatos sejt-sejt és sejt-kornyezet interakcidkhoz vezet (Souza et al., 2018). A jelenleg
hasznalatban 1év6é modszereket tigy alakitottak ki, hogy a sejttenyészetek mai ismereteinknek
megfeleléen a lehetd legjobban hasonlitsanak az ¢él6 szervezetben talalhaté szovetek
felépitéséhez (Breslin és O’Driscoll, 2013). Az utdbbi években ezt a technikat sikeresen
alkalmaztdk a rakkutatds, a gyogyszerkutatds és a toxikologia teriiletén egyarant (Comley,

2017).



Az egyik legegyszeriibb lehetdség az un. ,,forced-floating” modszer (2. abra), mely
soran haromdimenzios szferoidokat hozunk létre. Az eljaras soran a tenyésztéedényeket 0,5%-
os polihidroxietil-metakrilattal vonjak be, ezzel gatoljak a sejtek feliiletre valo kitapadasat.
Ezutan a bevont lyukakba helyezik a sejteket, amelyek a lyuk aljan diffuzan oszlanak el. Ezt
kovetden centrifugaljadk a mintdkat, hogy a sejtek egy teriiletre tomoriiljenek Gssze,
¢rintkezzenek egymassal és 6sszetapadjanak (Ivascu és Kubbies, 2006). Ez a mddszer egyszerti,
reprodukalhat6, valamint 96 lyukd edény hasznélatdval konnyen és gyorsan lehet sok,
morfologiailag nagyon hasonld szferoidot Iétrehozni. A moddszer hatranya, hogy a

tenyésztdedények elokészitése 1d6- és pénzigényes (Breslin és O’Driscoll, 2013).

'

Centrifugalas

w_/

> Kitapadast gatlé bevonat

2. abra: "Forced floating" modszer
(Forras: Breslin és O’Driscoll, 2013)

A kovetkezd lehetdség a fliggd csepp modszer (3. dbra), amely szintén az egyszerlibb
eljarasok koz¢ tartozik (Breslin és O’Driscoll, 2013). Ez a technika a kétdimenzids tenyésztés
soran mar emlitett, R. G. Harrison 4ltal alkalmazott technikahoz hasonl6 (Breslin és O’Driscoll,
2013). A folyamat sordn a sejtszuszpenzidt tartalmazéd tenyésztdéedényt fejjel lefelé kell
forditani, ¢és a feliileti fesziiltségnek kdszonhetden kialakul a fiiggd csepp, amelynek csticsaban
a sejtek felhalmozodnak és Osszetapadnak (Breslin és O’Driscoll, 2013). A modszernek az
elénye, hogy a reprodukalhatdsaga igen magas, és szamos sejtvonal esetében is alkalmazhato
hasonlé hatékonysaggal és eredményekkel, hatranya, hogy a tapfolyadék cseréje koriilményes

(Breslin és O’Driscoll, 2013).

Egy méj- és emld tumorsejtekkel végzett kutatas soran megfigyelték, hogy a kialakult
sejtcsoportok €lettani kdrnyezetet alakitottak ki, amelyben a tenyészet szerkezete jol szervezett
volt, illetve a sejtek sajat extracellularis matrixot termeltek, igy a sejttenyészet szovetszeriinek

volt tekinthetd (Kelm et al., 2003).



Sejtek a szuszpenzioban Szferoid a fiiggd cseppben

3. abra: Fiiggo csepp modszer
(Forras: Breslin és O’Driscoll, 2013)

Mi a sejttenyésztéshez a magneses bioprinting hdromdimenziés mddszert (4. abra)
alkalmaztuk, melyrél 2010 6ta egyre tobb tudasanyag all rendelkezésiinkre. Az eljaras 1ényege,
hogy a sejtekhez biokompatibilis magneses tulajdonsaggal rendelkezd nanorészecskéket adunk,
melyek vas-oxidbol, aranybdl és poli-L-lizinbdl allnak. A részecskék kapcsolodnak a sejtekhez,
ezaltal magnetizaljak oket, és ennek kovetkeztében magnes segitségével kiilonbozd formakat
lehet kialakitani, a magnes alakjatdl és a méretétdl fliggéen. A technika hasznalata sordn
lehetdség van transzmissziés vagy pasztdzo elektronmikroszkop segitségével vizudlisan
specifikus tapfolyadékra, allvanyra, matrixra €¢s még kiontott gélre sem. Ez egy egyszerd,
rugalmas ¢és hatékony technika, amelyet szamos terlileten hasznélnak, tobbek kozott a

biotechnologiaban és az dssejtkutatasban is (Souza et al., 2010).



A sejtek lerakdsa egy sejttaszito tenyésztéedényre
Fd
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A sejtek magnetizalasa a magneses nanorészecskék
hozzaadasa és az inkubécid révén

=g
Ol

A sejtek szferoidokba rendezddése a szferoid drive-ra
helyezést kbvetden

4. abra: Magneses bioprinting haromdimenzios modszer
(Forras: Desai et al., 2017 alapjan)

kezeltek, és azt vizsgaltdk, hogy milyen mértékben kapcsolodnak Ossze a sejtek a szferoid

szerkezet kialakuldsanal. A vizsgéalat sordn valds idejii felvételeket készitettek a sejtek

Osszekapcsolodasardl és a szferoid kialakulasarol. Eredményeik alapjan kevésbé kapcsolddtak

crer

sejtek szferoidda alakuldsanak mértéke fiigg az alkalmazott toxikus vegyiiletek dozisatol

(Tseng et al., 2015).

A jelen és a jovo

A hiromdimenzids sejttenyésztésnek szamos, szertedgazd felhasznalasi modja
lehetséges a kutatasban. Egy felmérés szerint jelenleg az ezzel kapcsolatos kutatasok 30%-a a
modszerek fejlesztésével foglalkozik, tovabbi 15%-at regenerativ gyogyszerek fejlesztése
soran, 15%-at a tumorbioldgiaban, 12%-4at az dssejtkutatdsban, 9%-at az alapkutatas teriiletén,
19%-4t pedig egy¢éb kutatasok (toxikologia, gydgyszeripar) soran alkalmazzak (Comley, 2017).

Ahhoz, hogy a jovoben még sikeresebb eredményeket tudjanak elérni, sziikség van a



sejttenyésztési modszerek fejlesztésére. A jovoben szamos eldnnyel jarna, ha a kutatok tobbszor
alkalmaznanak haromdimenzids modszereket a kétdimenzios sejttenyésztés helyett (Mazzoleni

et al., 2009).

A legfontosabb jellemzok.

A haromdimenzids sejttenyésztés 1) megkozelitést tett lehetdvé a tudoméanyban, hiszen
az ilyen sejttenyészetek kozelebb allnak az éldszervezetben zajléo komplex folyamatokhoz és
koriilményekhez. A sejttenyészetek megjelenése, valamint a sejtek ndvekedése €s az altaluk
kialakitott haromdimenzios szerkezet nagyon hasonlit az in vivo kérnyezethez, ezért jol lehet
modellezni a haromdimenzios sejttenyészeteken a kornyezet pH-janak valtozasat, a sejtek
hipoxids allapotat, a kiilonboz6 foku sejtproliferaciot, valamint az apoptdzissal és a

gyogyszerekkel szemben kialakul6 rezisztenciat (Souza et al., 2018).

A haromdimenzios sejttenyészetek megfeleldek ahhoz, hogy kialakuljon a sejtek
tipustol €s a sejtet korlilvevo kornyezettdl fiiggd polaritasa. Erre egy kivalo példa az epitelilis
sejt, amelyre jellemzd a kiilonb6zd tulajdonsadgokkal rendelkezd apikalis és bazalis felszin
(Yamada ¢és Cukierman, 2007). A haromdimenzids sejttenyészetek szerkezete lehetdvé teszi
megfeleld sejt-sejt és a sejt-kornyezet interakcid kialakuldsat. Acinus-szeri szferoidokban
lumen képzddést is megfigyeltek, ami annak volt koszonhetd, hogy a centralisan elhelyezkedd
sejtekre nagymértékii apoptdzis, valamint alacsony osztddasi ardny, mig a periférian
talalhatokra a magas foku proliferacio6 és a kismértékii apoptozis volt jellemzd (Kapalczynska

etal., 2018).

A kétdimenzios és haromdimenzios sejttenyésztés osszehasonlitasa
A legfobb kiilonbségek

Az els6 fontos kiilonbség a kétféle sejttenyészet kialakitasahoz sziikséges idében rejlik.
Kétdimenzios sejtkultira esetében a sejtek lerakasa és letapadasa kozott néhany oOra, mig
haromdimenzios esetében tobb nap telik el. A kétdimenzids sejttenyészetek létrehozasa
egyszerlibb ¢és biztosabb, mint a haromdimenzidsoké, a mar kidolgozott protokolloknak

koszonhetéen (Kapatczynska et al., 2018).

Az ¢l6 szervezetben zajlo folyamatokat, a szovetek természetes szerkezetét a
kétdimenzids tenyészetben kevésbé lehet reprodukélni, mig a haromdimenzids tenyészet nagy
hasonldsdggal utdnozza. A sejtek egymassal és az extracellularis kornyezettel torténd

interakciol kovetkeztében egyedi kornyezet alakul ki a sejttenyészetben. A kétdimenzids
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modszer hasznalata sordn ilyen interakciok kialakulasara nincs lehetdség (Kapatczynska et al.,

2018).

A kétdimenzids tenyésztés soran megvaltozik a sejtek morfologidja, elveszitik
valtozatos megjelenésiiket és a polaritasukat, mig a hdromdimenzids tenyésztetek esetében
mindezen tulajdonsagaik megmaradnak. A kétdimenzids technika esetében a sejtek
elhelyezkedésiiknél fogva egyenld mennyiségben férnek hozza az élethez nélkiilozhetetlen
anyagokhoz, mint példaul az oxigénhez, a kiilonféle tapanyagokhoz, valamint az
anyagcseretermékekhez ¢és jelatviteli molekuldkhoz. A haromdimenzids technika esetében
azonban a szferoid belsejében novekvd sejtek nehezebben férnek hozza a fent emlitett
anyagokhoz, mint a kiviil 1évok, ami in vivo is szamtalan esetben el6fordulhat (Kapatczynska

etal., 2018).

A kétdimenzios sejttenyésztés kisebb anyagi raforditassal megvalosithato, illetve a
kiilonbozo tapfolyadékok, oldatok széles valasztékban elérhetdek a kereskedelemben. Ezzel
szemben a haromdimenzids sejttenyésztés koltségesebb €s tobb 1d6t igényel (Kapatczynska et

al., 2018).

A molekularis mechanizmusokban tapasztalt kiilonbségek

A sejtproliferacié mértékét megvizsgaltak két- és haromdimenzios sejttenyészeteken is.
Az egyik vizsgalat prosztata tumorsejtekkel tortént, ahol azt tapasztaltdk, hogy a kétdimenzios
tenyészet esetében magasabb foku a proliferdcid, mint a hdromdimenzios tenyészet esetében.
Azonban az utobbi esetében tapasztalt kisebb mértékii proliferacio ellenére két integrin, a f1 €s
a B4 mennyiségének novekedését figyeltek meg, melyek a sejtek polarizacidjaért és a sejtek

differencidlodasaért feleldsek (Chitcholtan et al., 2013).

A kovetkezd kisérlet soran prosztata tumorsejtek kemoterapias gyogyszerekre vald
érzékenységét vizsgaltak. A sejteket tumorellenes gyogyszerekkel, paklitaxellel és doketaxellel
kezelték, amelyek a sejtosztodast akadalyozzak a mikrotubulusok depolimerizaciojanak gatlasa
révén. A kapott eredmények azt mutattdk, hogy a haromdimenzids tenyészet sejtjei kevésbé
érzékenyek az alkalmazott gydgyszerek karos hatdsaira, tehat ellenallobbak e gydgyszerekkel

szemben, mint a kétdimenzios tenyészet sejtjei (Souza et al., 2018).

Génexpresszios szinten is tapasztaltak kiilonbségeket a kétféle tenyésztési modszer
kozott. A kisérletben 3T3 sejtvonalu fibroblastokat tenyésztettek €és kezeltek 6t toxikus
vegyiilettel. A vizsgalat sordn 364 gént figyeltek meg, ebbdl 92 gén esetében szignifikdns

kiilonbség mutatkozott a két- és a hdromdimenzids tenyészetek kozott. Az érintett génekbdl 21
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kapcsolddik az apoptozishoz, és ebbdl 14 gén csokkent expressziot mutatott a hdromdimenzios
tenyészet esetében. A vizsgalt gének koziil 8 gén kapcsolddott a retinol metabolizmushoz, ezek
koziil két gén esetében tapasztaltak alacsonyabb szintli expresszidt a haromdimenzios modszer
soran. A maradék 63 gén az aktin citoszkeleton szabalyozasaban jatszik szerepet. Ezek koziil
51 génnél figyeltek meg alacsonyabb expressziot a kétdimenzios tenyészethez képest (Tseng et

al., 2015).

Egy Desai és munkatarsai altal végzett 2017-es kutatds sordn majsejteket tenyésztettek
kétdimenzids és haromdimenzios modszerrel, majd ezeket kiilonboz6 vegyiiletekkel kezelték,
¢s Osszehasonlitottdk a tapasztaltakat. A f6 szempont a citokrém P450 enzimek aktivitdsanak
valtozasa volt kiillonb6zd serkentd és gatlo anyagok hozzdadéasa utan. Azt tapasztaltak, hogy a
CYP450 aktivitas minden esetben magasabb volt a hd&romdimenzids tenyésztés soran. Azonban
a kontrolhoz viszonyitva a kétdimenzids sejttenyészet esetében tobbszordsére nott az aktivitas
a serkentd vegyliletek hatdsara, mig a haromdimenzids esetében kisebb mértékli volt ez az
emelkedés. Ezzel ellentétes eredményt tapasztaltak a gatlo vegyiiletek alkalmazasa soran (Desai

etal., 2017).

A bakterialis sejtfalkomponensek hatasai

Az endotoxin ellenes folyamat jellemzdi

Az endotoxinok olyan, a baktérium sejtfalaban talalhatdé molekuldk, melyek a
mikroorganizmusok szétesése soran szabadulnak fel, és a szervezetbe jutva gyulladasos
immunvalaszt valtanak ki. Az egyik legismertebb endotoxin a lipopoliszacharid (LPS), amely
a Gram-negativ baktériumok sejtfaldban talalhaté (Dickson és Lehmann, 2019), azonban a
Gram-pozitiv baktériumokban talalhato lipoteikolsav (LTA) is endotoxinnak tekinthetd, hiszen

felépitése és gyulladaskeltd hatdsa egyarant hasonlit az LPS-hez (Guidet et al., 1994).

A szervezetbe jutott patogéneket a patogén asszocialt molekularis mintazat (pathogen
associated molecular pattern, PAMP) alapjan az immunrendszer mintazatfelismerd receptorai
ismerik fel. A Gram-negativ baktériumok esetében a {6 PAMP az LPS, melynek hatéséara az
immunsejtek aktivalodnak, a gyulladaskelté medidtorok a sejtekbdl a kornyezetbe jutnak és
kifejtik sokrétli hatasukat. Ezen kiviil reaktiv oxigén gyokok keletkeznek, amelyek a
karosithatjdk az endotelidlis sejteket, ezaltal a mikrokeringés zavart szenved, és stlyos

tobbszervi elégtelenség alakulhat ki (Dickson és Lehmann, 2019).

A keringésbe jutott LPS eldszor a majban termelédd LPS-koté fehérjéhez (LBP)

kapcsolddik, majd ehhez kotddve jut el a véraramon keresztiil a makrofagok és monocitak
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feliiletén talalhaté CD14 receptorokhoz (Munford, 2005). A kotédés aktivalja a Toll-Like
Receptor 4-et (TLR-4) és a myeloid differenciacios faktor 2-t (MD-2), melyek tobb
intracellularis jelatviteli folyamatot inditanak el az immunsejtekben. Ezek gyulladasos
faktorok, mint példaul gyulladasos citokinek termelddéséhez vezetnek (interleukin-6, tumor

nekrozis faktor-a) (Dickson és Lehmann, 2019).

A Gram-pozitiv baktériumok esetében a fo6 PAMP a sejtfalat alkotdé LTA, amely az LPS-
nél leirtakhoz hasonldé immunfolyamatokat indit el. A legfobb kiilonbség koztik az LTA
hatasaban fontos szerepet jatszo LTA specifikus Toll-Like Receptor 2 (Dickson és Lehmann,
2019). A kiilonboz6 eredetli LTA-k eltérd intracellularis folyamatokat, mas-mas mértékben
aktivalnak, pl. a Lactobacillus plantarum eredetli LTA kis mértékben, mig a Lactobacillus
delbruekii eredetli LTA intenziven aktivéalja a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli

utvonalat, aminek az eredménye a gyulladasos citokinek termelése (Jeong et al., 2015).

A Kupffer-sejtek szerepe

A médjban talalhatd Kupffer-sejtek a maj szoveti makrofagjai, a mononukleéris fagocita
rendszer (MPS) tagjai. F6 feladuk k6zé tartozik a baktériumok, az idegen eredetli fehérjék és
egyéb molekulak eltdvolitasa a vérkeringésbdl. Ha idegen eredetli fehérjével taldlkoznak,
aktivalédnak, és ennek eredményeként szamos citokin szabadul fel, tobbek kozott a tumor
nekrozis faktor-a és kiilonbozo tipusu interleukinek. Ezek feleldsek a gyulladasos folyamat
kivaltasaért, ezzel elésegitve az endotoxin vagy egyéb molekula eltavolitasat. Az aktivalt
Kupffer-sejtek a citokinek mellett reaktiv oxigénvegyiileteket is termelnek, mint példaul

szuperoxidanion gyokot €s hidrogén-peroxidot (Wheeler, 2003).

A véraramba keriilt endotoxint az LBP k&ti meg €s széllitja a majba, ahol a Kupffer-
sejtek feliiletén talalhatdo CD14 és TLR-4 receptorkomplexhez kapcsolodik. A TLR-4 aktivalja
az interleukin-1 receptor asszocialt kinazt (IRAK-1), valamint tovabbi két kapcsolt fehérjét, a
myeloid differencialé faktor 88-at (MyD88) és TNF receptor asszocialt faktort (TRAF). Ezek
aktivalnak egy szabdlyoz6 molekuldt, a nukleéaris faktor-kappa B-t (NF-kB). Ehhez a
molekuldhoz kapcsolodik egy gatld molekula, az NF-xB inhibitor o (IkBa), amely inaktiv
allapotban van, addig amig a korabban emlitett harom molekula jelzésére a gatlo molekula le
nem valik a NF-xB-r6l. Az aktivalodas eredményeként kiilonbozé valaszfolyamatok indulnak
meg, mint példaul a szuperoxid-gyokok keletkezése a NADPH-oxidaz komplexen keresztiil és

citokinek termelddése (5. abra) (Wheeler, 2003).
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NADPH-oxidaz

Kupffer sejt

5. abra: A Kupffer sejtek endotoxin hatasara torténd aktivalasa
(Forras: Wheeler, 2003)
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Ceélkitiizés

A jelenleg zajlo, sejttenyésztésen alapuld tudomanyos kutatasok a jobban ismert és
régota haszndlt kétdimenziés modszer mellett a folyamatosan fejlddé haromdimenzids
technikat alkalmazzak. Az utobbi mddszer elénye, hogy az altala kialakitott sejtcsoportok
szerkezete jobban hasonlit az in vivo szovetek struktarajdhoz. Segitségével lehetdségiink van a
kiilonbozo, szervezetre karos anyagok, példaul a Gram negativ baktériumok sejtfalat alkoto
LPS ¢és a Gram pozitiv baktériumok sejtfalkomponense, az LTA 4altal kivaltott gyulladasos

reakciok molekularis szintii vizsgélatara az in vivo viszonyokhoz kozelebb all6 kornyezetben.

Kutatdsunk célja volt, hogy 6sszehasonlitsuk két- és haromdimenzios csirke eredetii
majsejt mono-kultirdn és ma4jsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kultirdn az LPS és LTA
kezelést kovetd gyulladasos valaszt, illetve a sejtek metabolikus aktivitasat. Kutatomunkank
gyulladdsos folyamatok kivaltdsdhoz. A sejtek metabolikus aktivitdisit CCK-8 teszt
segitségével vizsgaltuk, a tapfolyadékban jelenlévd gyulladasos citokinek koziil az IL-6 és IL-

crer

Célunk tehat az volt, hogy olyan csirkemdj eredetli haromdimenzios sejttenyészeteket
hozzunk létre, melyeken megfigyelhetjik a gyulladdsos valasz Iétrejottét, illetve
Osszehasonlithatjuk azt a kétdimenzids tenyészetek esetében megfigyelhetdkkel. A jovOben
tovabbi céljaink kozt szerepel egyéb anyagokkal keltett gyulladasos valasz vizsgalata, valamint
a haromdimenziés sejttenyészeteinkben kialakitott szferoidok szerkezetének részletes

megismerése.
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok

A kisérlet elvégzéséhez harom hetes himivara Ross-308 tipusu hibrid brojlercsirkét
hasznéltunk fel. Az allat a kisérlet elvégzésének napjan érkezett az Elettani és Biokémiai
Tanszékre. Munkénkat a hatalyos allatvédelmi jogszabalyok betartasaval, a Pest megyei
Korméanyhivatal, Elelmiszerlanc-biztonsagi, Allategészségiigyi, Novény- és Talajvédelmi

Féosztaly altal kiadott, PEI/001/1431-4/2015. sz. projektengedély alapjan végeztik.

Vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt vegyszereket a késobb leirt kivételektdl eltekintve a Sigma-
Aldrich Kft.-té1 (St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) rendeltiik meg.

Elokésziiletek, boncolas

Elészor a boncolds soran hasznalni kivant eszkozoket sterilizaltuk ¢és a
tenyésztoedényeket a gyartd eldirdsai szerint 1. tipust kollagénnel vontuk be. Ezt kovetden az
alabb felsorolt puffer oldatokat készitettiik eld, és 40 °C-ra melegitettiik 6ket a haromlépcsds

perfuzidhoz. Az oldatokat felhasznalds eldtt kozvetleniil 1l/perc 4aramlasi sebességgel

Carbogennel (5% COz és 95% O.) atbuborékoltattuk.
A perfuziohoz felhasznalt oldatok a kovetkezok voltak:

1. 150 ml etilén-glikol-tetraacetat (EGTA) tartalma HANKS puffer

2. 150 ml HANKS puffer

3. 100 ml kollagenaz oldat (100 mg IV. tipusu kollagenazt tartalamaz, kiegészitve 7
mmol/l CaCly-dal és 7 mmol/l MgCl,-dal)

Az EGTA tartalmu HANKS puffer elkészitése soran 150 ml HANKS pufferhez annyi
EGTA-t adunk, hogy elérje a végkoncentraci6 a 0,5 mmol/l-t. Az EGTA egy kelatképzo szer,
amely megkoti a magnézium- és kalciumionokat, ezaltal eldsegiti az ¢él6 sejtek kozotti

kapcsolatok fellazitasat, igy a szovetszétesést és a sejtek izolalasat konnyiti meg.

A HANKS puffer sszeallitasa soran a HANKS torzsoldatot steril desztillalt vizzel
tizszeresére higitottuk, ezt kovetden 4,7 ml 7,5%-os NaHCO3 oldatot adtunk hozza 1000 ml

higitott pufferhez.

A kovetkezd 1€pésben az allatot CO» gazzal boditottuk, majd dekapitaltuk, kivéreztettiik

és a ventralis teruletr6l a tollakat eltavolitottuk. Ezt kovetOen az elOkészitett asztalra
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hatfekvésben rogzitettilk, a boncolashoz sziikséges teriilet borét etanollal fertétlenitettiik €s
tompa fejtéssel felnyitottuk. A boncolas kovetkezd 1épése a vena gastropancreaticoduodenalis
kaniilalasa volt, amelyhez kék vénakaniilt hasznaltunk (22G). Ezen keresztiil vezettiik be a
puffereket 30 ml/perc aramlasi sebességgel. A befecskendezett folyadék elvezetéséhez
sziikséges egy elfoly6 ag is, melynek kialakitasahoz a szivet kaniilaltuk. A jobb pitvaron egy
kis metszést ejtettiink az olloval, majd egy tivegkaniilt vezettiink be, és az elhasznalt oldatokat
ezen keresztiil egy iiveg f6z6poharba gytijtottiik, kivéve a tripszines atmosasnal, mert ott egy

steril iiveglombikba vezettiik be.

Az in situ perfizid soran haromlépcsds rendszert alkalmaztunk. A majat el6szor 150 ml
EGTA tartalmu HANKS pufferrel mostuk at, és vértelenitettiik, majd 150 ml HANKS pufferrel,
az esetlegesen ott maradé EGTA-t kimostuk, mivel a harmadik mosashoz hasznélt 100 ml,
kollagendztartalmu oldat csak kalcium- ¢s magnéziumion jelenlétében képes kifejteni a hatasat
(6. abra). A kollagenazoldat a sejtek kozotti extracellularis matrix bontasaért felelés. A
harmadik mosas soran gylijtéedényként egy steril tripszinezé lombikot hasznaltunk, ebbe
gyljtottiik a kifolyo kollagenéz oldatot, mikdzben vizfiirdével melegen tartottuk. Ezt az oldatot
recirkulaltattuk, és ezt egészen addig folytattuk, amig a majon meg nem jelent a jellegzetes
szerecsendio rajzolat, ami a parenchyma szétesését jelzi. A majat, melynek burka ép maradt,
ezt kovetden kiemeltiik és steril f6zOpoharba helyeztiik. A tovabbi Iépéseket steril fiilke alatt,

jégen végeztiik el.
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6. abra: A4 [étrehozott perfuzios rendszer a kollagendz oldat
daramoltatdsa soran (sajat kép)

A hepatocitak és nem-parenchymalis sejtek izolalasa és a sejttenyészetek

létrehozasa 2D modszerrel

A hepatocitak izolalasa steril fililke alatt zajlott. Elsé 1épésként steril olloval és
csipesszel a Glisson-tokot felvagtuk, majd a majat 50 ml, bovine serum albuminnal (BSA)
kiegészitett, elozetesen Carbogennel atbuborékoltatott HANKS pufferbe helyeztiik. Az igy
nyert sejtszuszpenziot 3 réteg steril gézen keresztiil szlrtiik at egy 50 ml-es steril
centrifugacsObe. A sziirés sordn a sejtaggregatumokat és az emésztetlen interstitiumot
tavolitottuk el. A centrifugacsében 1év0 primer sejtszuszpenzidot BSA tartalmu HANKS
pufferben inkubaltuk jégen hiitve 50 percig, hogy a BSA segitségével meggatoljuk a sejtek

Osszecsapodasat.

A sejtszuszpenziobdl haromlépéses centrifugalds soran kiilonitettiik el a méajsejteket.
Elsdként a szuszpenzidot BSA-val kiegészitett HANKS pufferben, 3 percig 100 g gravitacios
gyorsuldssal, majd a kovetkezd két centrifugalas soran a kapott tiledéket Williams’ Medium E
tapfolyadékkal reszuszpendalva szintén 3 percig 100 g gravitacios gyorsulassal centrifugaltuk.
A keletkezett feliiliszot mindharom centrifugalas utan steril edénybe gytjtottikk. Végiil az
iiledék ismételt Williams’ Medium E tapfolyadékkal torténd reszuszpendalasa utdn 20 ml
majsejtekben gazdag sejtszuszpenziot kaptunk. A reszuszpendalasokhoz hasznalt tapfolyadék

Osszetétele a kovetkezo volt:

» Williams’ Medium E kiegészitése:
e 0,22% NaHCO3
e 50 mg/l gentamicin
e 2 mmol/l glutamin
o 5% fetal bovine serum (FBS) (kizarolag az elsé 24 oraban
tartalmazta)
e 20 NE/I inzulin

e 4 ug/l dexametazon

Ezt kovetden meghataroztuk a kapott sejtek életképességét és a szamat tripankékes
festés és Biirker-kamra segitségével. Ehhez 200 pl tomény sejtszuszpenziot 800 ul Williams’
Medium E-vel higitottuk, majd ennek 200 pl-éhez ugyanekkora mennyiségii tripankék festéket

adtunk. A tripankék segitségével az ¢l és elpusztult sejtek szamat, valamint egyméshoz
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viszonyitott ardnyat hataroztuk meg. A moédszer 1ényege, hogy a tripankék azokba a sejtekbe
képes bejutni, amelyeknek karosodott a membranja, és igy azokat kékre festi. A sejtszamlalast
Biirker-kamra segitségével végeztiik. Ezt kovetden meghataroztuk az €16 sejtek és az elpusztult
sejtek aranyat, és mivel a kapott eredmény 90% feletti volt, a szuszpenziot a sejttenyészetek
kialakitdsara alkalmasnak talaltuk. A tdmény szuszpenziot 25-szeresére higitottuk, igy 10°
ko-kultirahoz 42 ml hepatocita szuszpenzidra és 7 ml nem-parenchymalis sejt szuszpenzidra

volt sziikség.

A kovetkezo 1épés a nem-parenchymalis sejtek izolalasa volt, melyeket legnagyobb
mértékben a Kupffer-sejtek alkotjdk. Ezt a folyamatot a madjsejtek centrifugalasa soran
keletkezett feliiliszokbol végeztiik. Elséként 10 percig 350 g gravitacidos gyorsuldssal
centrifugaltuk, majd az ebbdl keletkezett 1) feliiliszot egy tiszta centrifugacsdbe ontottiik at.
Az 1j feliiluszot 800 g gravitacios gyorsulassal centrifugaltuk 10 percig. A kapott iiledéket 5 ml
Williams’ Medium E-ben reszuszpendaltuk, majd meghataroztuk a sejtek €letképességét és a
szamat az elébb ismertetett tripankékes festéssel és Biirker-kamra segitségével. Ebben az
esetben alacsony sejtszam miatt 200 pl sejtszuszpenzidhoz 200 ul Williams’ Medium E-t
adtunk, ¢és ennek a higitott szuszpenzionak 200 pl-éhez adtunk hozza 200 pl tripankéket. Jelen
esetben a 26 500 000 Kupffer-sejt/ml volt az eredeti koncentracid. A sejtek életképessége
megfeleld volt, és ahogy a méjsejtek esetében is 10° sejt/ml végkoncentraciot allitottunk be,

mig a ko-kulturahoz tovabb higitottuk.

A kovetkezo 1épés a sejtek lerakasa volt, 96-lyuka tenyésztdedényekre (Greiner Bio-
One Hungary Kft., Mosonmagyarovar, Magyarorszag). A kétféle sejttipust alkalmazva egyenld
sejtszamu, de a felhasznalt sejtek aranyaban eltérd sejttenyészeteket hoztunk létre: a hepatocita
mono-kulturakat, valamint a két sejttipus kombinacidjaval a hepatocita-Kupfter-sejt 6:1 aranyu
ko-kultarakat. A 96-lyukt tenyésztéedényen minden lyukba 100 pl szuszpenziot mértiink. A
ko-kulturak 1étrehozasa soran el6szor a Kupffer-sejteket raktuk le, amelyeket 20 percig 37 °C-
on inkubaltunk. Ez id6 alatt a Kupffer-sejtek letapadtak és egy sejthaldt hoztak létre. A
termosztatbol kivéve leszivtuk a tapfolyadékot a sejtekrdl, és ramértik a megfeleld
sejttenyészeteket visszahelyeztiik a termosztatba, ahol 37 °C-ot, 5% COz-ot és kozel 100%

relativ paratartalmat biztositottunk szamukra.
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A kétdimenzios sejttenyészetek kezelése

A sejtek lerakasat kovetd 4. oraban tapfolyadékot cseréltiink, majd ettdl az idoponttol

szamolva 24 6ran at inkubaltuk Oket.

A sejttenyészetek kezelését a 24 oras inkubacid utan kezdtiikk meg. A kezelések soran
Escherichia coli eredetii LPS-t, valamint Staphylococcus aureus eredetii LT A-t hasznaltunk fel
gyulladaskeltés céljabol. A kezelés eldtt frissen készitettiik el a kiegészitett tapfolyadékokat,
amelyek 10 és 50 pg/ml koncentracidoban tartalmaztak a korabban emlitett bakteridlis

sejtfalkomponenseket. A kezelést 8 6rds inkubacid kovette 37 °C-on.

Ezt kovetden a tapfolyadékot leszivtuk Eppendorf csovekbe, és ezeket -80 °C-os
ultramélyhiitobe helyeztiik.

A hepatocitak és nem-parenchymalis sejtek izolalasa és a sejttenyészetek

létrehozasa 3D modszerrel
A 3D sejttenyésztés soran a hepatocitak és a nem-parenchymalis sejtek izolalasa a 2D
moddszernél ismertetett modon zajlott A sejtek lerakasat megelézden ebben az esetben 500 000

sejt/ml-re kellett higitani a szuszpenzidkat mindkét sejttipus esetében.

A szferoidok kialakitasa a méagneses nanorészecskéket tartalmazo NanoShuttle™-PL
(Greiner Bio-One Hungary Kft., Mosonmagyardvar, Magyarorszag) segitségével tortént. A
NanoShuttle™-PL vas-oxidbol, aranybdl és poli-L-lizinbdl all, és a sejtek elektrosztatikus
modon torténd magnetizalasaért felelés. Nincs hatdsa a sejtek metabolizmusara,
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ul NanoShuttle™-t adtunk.

A kovetkezd 1épés a sejtek 96-lyuku sejttaszitd tenyésztéedényre rakdsa volt. A
hepatocita mono-kultira, illetve a hepatocita-Kupffer sejt ko-kultira esetében is 100 pl/lyuk
szuszpenziot mértiink be, amely 50 000 sejtet tartalmazott. A ko-kulttra esetében a hepatocita-

Kupffer-sejt ardny 6:1-re keriilt beallitasra.

Ezt kdvetden 1 ordig 37 °C-on inkubaltuk a sejteket. Ez id0 alatt a nanorészecskék a
sejtek membranjédhoz kapcsolddtak a poli-L-lizinen keresztiil. Az inkubacid utdn a sejttaszitd
réteggel bevont tenyésztdedényt 24 orara egy szferoid drive-ra helyeztiik, és inkubaltuk 37 °C-
on. Egy ilyen drive-on 96 mégnes talalhato, amelyek a tenyésztéedény valamennyi lyukanak
kozepe alatt helyezkednek el. Ezek a magnesek a magnetizalt sejteket a lyuk kozepére vonzzak,

amelyek ennek kovetkeztében Osszetapadnak egymaéssal és szferoidokba rendezddnek. (A
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tenyésztoedény feliiletén taldlhatd sejttaszitd réteg megakadalyozza, hogy a sejtek a

tenyésztéedény feliileté¢hez tapadjanak.)

A haromdimenzios sejttenyészetek kezelése

Miutan a 24 6ras inkubdci6 lejart, tapfolyadékesere kdvetkezett, amely soran a szferoid
drive-rdl athelyeztiik a tenyésztdedényt egy ugynevezett holding drive-ra. Ez a drive ugy van
kialakitva, hogy a tenyésztéedény 4-4 lyuka kozott egy-egy nagyobb magnes helyezkedik el.
Ez a magnes a szferoidokat a lyuk sz¢lére hiizza és ott tartja azokat, amig a tapfolyadékcsere
zajlik. Ezt kovetden Gjabb 24 ordra visszahelyeztiik a szferoid drive-ra a tenyésztdedényt, amely

ismét a lyukak kozepére rendezte a szferoidokat, és 37 °C -on inkubaltuk 6ket.

Az Gsszesen 48 oras inkubdcio utan holding drive hasznalata kozben eltavolitottuk a
tapfolyadékot, és ramértiik a sejtekre a kezeldoldatokat. A kezelés a 2D tenyésztésnél hasznalt
oldatokkal, megegyez6 modon zajlott. Ezt kovetden 24 6ran keresztiil inkubaltuk a szferoidokat

a kezel6oldatokkal. Ezutan, holding drive hasznalata kozben leszivtuk a tapfolyadékot.

Meérések
CCK-8 teszt

A tenyésztett sejtek életképességét, metabolikus aktivitasanak mértékét a CCK-8
teszttel (Cell counting Kit-8, Dojindo Molecular Technologies, Rockville, Egyesiilt Allamok)
vizsgéltuk. A CCK-8 teszt egy kolorimetrias eljaras, amely soran a szinintenzitas valtozasat
kovetjiik nyomon. A CCK-8 reagens WST-8-at (Water Soluble Tetrasolium Salt) tartalmaz,
amely egy szinképz0 anyag. A metabolikusan aktiv sejtek altal termelt redukalt koenzimektol
atvett hidrogén altal a WST-8 narancssarga szinli formazanna alakul at. A keletkezett formazan
mennyisége egyenesen aranyos a sejtek metabolikus aktivitasaval, ¢életképességével. A
folyamat sordn keletkezd formazan nem toxikus a sejtekre, igy 48 oran beliil ujra le tudtuk

olvasni, igy tovabb nyomon tudtuk kdvetni a sejtek életképességének valtozasat.

A CCK-8 teszt soran a tapfolyadék leszivasat kovetden 100 ul FBS mentes Williams’
Medium E tapfolyadékot és 10 ul CCK-8 reagenst mértiink minden lyukba. Ezt kovetden 2 6ran
keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Az id6 lejarta utan 450 nm hulldmhosszon olvastuk le az

abszorbancia értékeket.

e rer
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A szendvics ELISA a direkt ELISA modszernél érzékenyebb, mivel kétféle ellenanyag
is részt vesz a reakcioban és mindkettd specifikus a keresett antigénre. Az elsd ellenanyag a
lemezhez kotott, ehhez kapcsolddik a kimutatni kivant antigén. A masodik ellenanyag az
els6hoz rogziilt antigénhez kapcsolodik és ez enzimmel jelolt (példaul tormaperoxidazzal vagy
alkalikus foszfatazzal). Utols6 1épésként az adott enzim szubsztratjat adjuk a rendszerhez,
melynek eredményeként spektrofotométerrel mérhetd szinreakcio jatszodik le. A reakcid végén
kialakult szin intenzitasa egyenesen aranyos az oldatban 1évé antigén mennyiségével (Varga et

al., 2018).

Meérésiink soran Chicken Interleukin 6 (IL-6) ELISA Kitet hasznéltunk, melyet a
MyBioSource (San Diego, Kalifornia, USA) vallalattl vasaroltuk meg. A vizsgélat soran
felhasznalt reagenseket és oldatokat, valamint a mérés egyes lépéseit a gyartd altal leirt

protokoll szerint készitettiik el.

Az interleukin-8 koncentracio mérése
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tapfolyadékokbol csirke specifikus szendvics ELISA modszerrel hataroztuk meg. A szendvics

ELISA ¢és direkt ELISA kozotti kiilonbséget fentebb részleteztem.

A mérés soran Chicken Interleukin 8 (IL-8) ELISA Kitet hasznaltunk, melyet a
MyBioSource (San Diego, Kalifornia, USA) vallalattél vasaroltuk meg. Az oldatokat és a

reagenseket, valamint a mérés egyes 1épéseit a gyartd utasitasa szerint készitettiik el.

Statisztika

Az eredmények statisztikai elemzését R szoftverben (v. 4.0.2) végeztiik. Az IL-6 és -8
kiilonbségének meghatarozasahoz tobb-tényez0s variancia analizist végeztiink. A csoportok
szorasanak eltérései miatt a modellt az nlme konyvtar gls fiiggvényével illesztettiik, korrigalva
a csoportok variancidjara. Az illesztett modellbe a kezelés tipusat, a sejttenyészet dsszetételét
(mono-, vagy ko-kultira), valamint annak tipuséat (két-, illetve haromdimenzios) vettiik be
magyardazo valtozoként. Korrigaltunk a kezelések és az Osszetétel, a kezelések és a tipus,
valamint az Osszetétel és a tipus kozotti interakcidra. A modell elemzését az anova fiiggvénnyel
végeztiik. Ahol szignifikans kiilonbségeket talaltunk, az Ismeans csomag segitségével végeztiik

el a paronkénti dsszehasonlitasokat. A szignifikancia szintjét p<=0,05-ben hataroztuk meg.
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Eredmények

Sejttenyészeteink kezelése soran Escherichia coli eredetii LPS-t és Staphylococcus
aureus eredetii LTA-t 10 és 50 pg/ml koncentracidoban alkalmaztunk. A két- és haromdimenzids
hepatocita mono-kultura és hepatocita - nem-parenchymalis sejt ko-kultira esetében azonos

modon zajlott a kezelés.

A CCK-8 teszt eredményei kétdimenzios sejttenyészet esetében

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a hepatocita mono-kultardk esetében a

kezelések hatasara a sejtek metabolikus aktivitdsa nem valtozott szignifikansan (7. abra).

Metabolikus aktivitas - 2D Hepatocita
mono-kultura
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7. abra: A metabolikus aktivitas mértékének valtozdsa csirke eredetii kétdimenzios
hepatocita mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTAI10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.

A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kulturdk esetében sem tapasztaltunk

szignifikans valtozast a metabolikus aktivitasban a kezeléseket kovetden (8. abra)

23



Metabolikus aktivitas - 2D Ko-kultara
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8. abra: A metabolikus aktivitas mértékének valtozasa csirke eredetii kétdimenzios
hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA
(lipoteikolsav) kezelések hatdsara
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.

A CCK-8 teszt eredményei haromdimenzios sejttenyészet esetében

A mérés soran kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a hepatocita mono-
kultardk esetében a kezelések hatdsara nem valtozott szignifikdnsan a sejtek metabolikus

aktivitasa (9. abra).
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9. abra: A metabolikus aktivitas mértékének valtozasa csirke eredetii haromdimenzios
hepatocita mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatdsdara
LPS10 =10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.

A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kulturdk esetében a 10 és 50 pg/ml LPS és
az 50 pg/ml LTA kezelés hatasara szignifikansan (p=0,002; p=0,017; p=0,007) emelkedett a
sejtek metabolikus aktivitdsa, mig a 10 pg/ml LTA kezelés nem befolyasolta szignifikans

mértékben a sejtek metabolikus aktivitasat (10. abra).
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Metabolikus aktivitas - 3D Ko-kultara
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10. abra: A metabolikus aktivitas mértékenek valtozasa csirke eredetii
haromdimenzios hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és
LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 =10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
*0<0,05; **p<0,01

Az interleukin termelés kozti kiilonbségek két-, illetve haromdimenzios

sejttenyészetek esetében

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a kétdimenzios tenyészeteinken (mono-,
illetve ko-kulturdinkon egyarant) mind az IL-8, mind az IL-6 termelés szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult a hdromdimenzids sejttenyészeteknél. Statisztikai elemzésiink soran
szignifikans interakciot taldltunk a két-, illetve haromdimenzids tenyészetek kozott, €és a
paronkénti Osszehasonlitds minden esetben szignifikdnsnak bizonyult (minden esetben

p<0,0001).

A gyulladasos citokinek koncentracio mérésének eredményei kétdimenzios

sejttenyészet esetében

A mérés eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a hepatocita mono-kultarak
esetében a 10 pg/ml LTA kezelés szignifikdnsan (p=0,033) novelte az IL-6 termelést, mig a

tobbi kezelés nem tudta szignifikdnsan megvaltoztatni az IL-6 koncentraciot (11. abra).
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IL-6 koncentracio - 2D Hepatocita mono-
kultira
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11. abra: Az IL-6 koncentrdcio valtozasa csirke eredetii kétdimenzios hepatocita
mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTAI10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
*
‘p<0,05

A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kultirak esetében a 10 pg/ml LTA kezelés
szignifikansan (p=0,001) emelte az IL-6 termelést, ezzel szemben a tobbi kezelés szignifikdns

valtozast nem okozott (12. abra).

IL-6 koncentracio - 2D Ko-kultura
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12. abra: Az IL-6 koncentracio valtozasa csirke eredetii kétdimenzios hepatocita -
nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések
hatdsara
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**p<0,01

Eredményeink alapjan azt tapasztaltuk, hogy a hepatocita mono-kultirak esetében az 50
pg/ml LTA kezelés szignifikansan (p=0,002) emelte az IL-8 termelést, ezzel szemben a tobbi

kezelés szignifikans valtozast nem okozott (13. abra).
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IL-8 koncentracio - 2D Hepatocita mono-
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13. abra: Az IL-8 koncentrdcio valtozasa csirke eredetii kétdimenzios hepatocita
mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTAI10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**p<0,01
A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kultarak esetében az 50 ng/ml LTA kezelés

szignifikansan (p=0,009) novelte az IL-8 termelést, a tobbi kezelés nem okozott szignifikdns

valtozast (14. abra).
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14. abra: Az IL-8 koncentracio valtozasa csirke eredetii kétdimenzios hepatocita -
nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések
hatdsara
E.LPS10 = 10 ug/ml, ELPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**p<0,01

A gyulladasos citokinek  koncentraci6 mérésének eredményei

haromdimenzios sejttenyészet esetében

A mérés soran kapott eredményeink alapjan megallapithato, hogy a hepatocita mono-

s
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csokkent az IL-6 termelés, mig a tobbi kezelés hatasara szignifikans valtozast nem tapasztaltunk

(15. abra).

IL-6 koncentracio - 3D Hepatocita Mono-
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15. abra: Az IL-6 koncentrdcio valtozasa csirke eredetii haromdimenzios hepatocita
mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 =10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
*
‘»<0,05

A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kultarak esetében azt tapasztaltuk, hogy az
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termelés, azonban a tobbi kezelés nem okozott szignifikans valtozast (16. abra).

IL-6 koncentracio - 3D Ko-kultara
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16. abra: Az IL-6 koncentrdacio valtozasa csirke eredetii haromdimenzios hepatocita -
nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések
hatdsdra
LPSI10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTAI10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**%p<0,001
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Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a hepatocita mono-kulturak esetében az 50
pg/ml LTA kezelés hatasara szignifikdnsan (p=0,006) csokkent az IL-8 termelés, azonban a

tobbi kezelés nem tudott szignifikans valtozast kivaltani (17. abra).

IL-8 koncentracio - 3D Hepatocita Mono-
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17. abra: Az IL-8 koncentracio valtozasa csirke eredetii haromdimenzios hepatocita
mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések hatasara
LPS10 =10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTA10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**p<0,01

A hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kultiradk kezelése soran kapott eredmények

alapjan, megallapithatjuk, hogy az IL-8 termelés az Gsszes kezelés hatdsara szignifikdnsan

(p<0,001) csokkent (18. abra).

IL-8 koncentracio - 3D Ko-kultara
300

250
200 - ok ok koK

100

i
(e}
—

Koncentracio pg/ml (atlag =
SEM)
@
(e}

Kontroll LPS10 LPS50 LTA10 LTAS0

18. abra: Az IL-8 koncentracio valtozasa csirke eredetii haromdimenzios hepatocita -
nem-parenchymalis sejt ko-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és LTA (lipoteikolsav) kezelések
hatdsdra
LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. LTAI10 = 10 ug/ml, LTA50 = 50 ug/ml.
**%p<0,001
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Megbeszélés

Szamos, az ¢éldlényekre karos anyag valthat ki gyulladasos reakciot azok szervezetébe
jutva. Tobbek kozott ide sorolhaté a Gram negativ baktérium sejtfaldban talalhatd LPS, illetve
a Gram pozitiv baktériumok sejtfalkomponense, az LTA, melyeknek hatasait jelenleg is aktivan
tanulmanyozzak in vitro kisérletek sordn. A mar régdta hasznalt kétdimenzids sejttenyészetek
mellett haromdimenzios technikakat is alkalmaznak annak érdekében, hogy mélyebb

betekintést nyerjenek az LPS és LTA altal keltett molekularis szintii valtozasokba.

Munkénk sordn a fent emlitett vegyiiletek altal keltett gyulladasos folyamatokat
vizsgaltuk két-, illetve haromdimenzids csirke eredetli majsejt mono-kultiran és méajsejt-nem
parenchymalis-sejt ko-kultiran. A sejtek metabolikus aktivitasait CCK-8 teszt segitségével
hatdroztuk meg, ennek sordn azt tapasztaltuk, hogy a kétdimenzids tenyészetek esetében a
sejtek lebontd aktivitdsdban nem mutatkozott szamottevd valtozas, mig a haromdimenzids
sejtkulturainknal szignifikans emelkedést tapasztaltunk LPS és LTA kezelést kovetden
egyarant. A sejtek lebonto aktivitasdnak ndvekedése esetiinkben valdsziniileg egyfajta
stresszreakcionak tekinthetd: a gyulladaskeltés hatdsara a sejtek aktivabb allapotba keriilnek,
igy igyekeznek kompenzalni az Oket ért karos hatdsokat. A két-, illetve haromdimenzids
sejttenyészetek kozti kiilonbség ebben az esetben is jol lathato, hiszen szignifikans valtozast
csak a haromdimenzids sejtkulturainkon figyelhettiink meg. Ennek okat a sejtek eltérd
sejttenyészetben ¢l6 sejtek valdsziniileg jobban tudnak reagadlni az dket ért hatasokra,
konnyebben adaptalodnak, mivel életteriik jobban hasonlit az in vivo kdrnyezethez.

Az LPS, illetve LTA altal kivaltott gyulladast két pro-inflammatorikus citokin, az IL-6
sejttenyészeteink tapfolyadékaban mért IL-6 koncentracié mintegy harom-négyszer, az IL-8
szint pedig tobb, mint tizszer magasabb volt, mint a haromdimenzios sejtkultiraink esetében,
fliggetleniil az alkalmazott kezelésektdl. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy e valtozast
nem a sejtek szdmaban vagy életképességében beallt valtozas okozta, hiszen a CCK-8§ teszttel

mért metabolikus aktivitasban hasonlé kiilonbséget nem figyelhettiink meg.

Megfigyeléseinkkel Gsszhangban all Potapova €és munkatarsai (2007) altal, human
mezenhimalis dssejtek segitségével végzett kutatasa is, melynek sordn szintén szignifikansan
kevesebbnek talaltak a haromdimenzios modszerrel tenyésztett sejtek 1L-8 termelését, mint a

kétdimenzidsokét. A jelenségre valdszinlileg a kiillonbozd sejttenyészetek eltérd
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mindezen faktorok befolyassal lehetnek a kiilsé ingerekre adott valaszreakcidkra. Valamint
nem szabad figyelmen kiviil hagyni a kiilonb6z6 genetikai és epigenetikai faktorokat sem. Seno
¢s munkatarsai (2018) altal végzett kisérlet eredményei is bizonyitjak, hogy a génexpresszids
(mRNS) és fehérje szinteken sokszor kiilonb6z6 hatdsokat tapasztalhatunk, rdadasul jelentds
eltérések mutatkozhatnak a két- és hdromdimenzi6 sejtmodellek génexpresszids mintazataban.
Human trofoblaszt sejtekkel végzett kisérletiik sordn azt talaltdk, hogy bar a kétdimenzids
sejttenyészetek tapfolyadékaban mért IL-6 koncentracié szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult, az IL-6 termelésért felelés mRNS szintje azonban alacsonyabb volt, mint a
haromdimenzios tenyészetek esetében. Feltételezték, hogy nem csak a kordbban emlitett
folyamatok allnak az IL-6 szekrécid csokkenésének hatterében, ezért megvizsgaltak a
citoszkeletont alkotd aktin gyulladdsos valaszban betoltott szerepét, feltételezve, hogy a
csokkent aktin expresszio befolyasolhatja a sejtek gyulladasra adott valaszat. A vizsgélat soran
a haromdimenzios sejteket mycalolid-B-vel kezeltek, amely gatolja az aktin polimerizaciojat,
és a kezelést kdvetden azt tapasztaltdk, hogy a sejt-sejt kapcsolatok csokkentek, illetve dozistol
fliggd mértékben szignifikdnsan novekedett az IL-6 szekrécio. Mivel feltételezéseik szerint a
szferoid struktiraba rendez6dé haromdimenzids sejtkultirdk aktintartalma magasabb, mint a
kétdimenzidsoké, ez a tényezd is szerepet jatszhat a haromdimenzios tenyészetek csokkent IL-

6 termelésében (Seno et al., 2018).

Eredményeink alapjan a kétdimenzios hepatocita mono-kulttra és a ko-kultara esetében
szignifikans novekedést, mig az IL-8 szint a hepatocita mono-kultiraink és a ko-kulturaink
esetében, 50 pg/ml LTA kezelést kdvetden nétt. Ezen eredményeink alapjan lathatd, hogy az
LTA kezelés valoban gyulladast keltett kétdimenzids modszerrel tenyésztett sejtjeinkben, és ez
megmutatkozott az altalunk mért citokinek szintjének novekedésében is. A mért adatok
azonban azt is mutatjak, hogy az altalunk haszndlt LPS varakozésainktol eltérden egyik
kétdimenzids sejtmodelliinkdn sem volt képes gyulladdsos valaszt indukalni, a kialakitott
sejttenyészetek tehat nem bizonyultak érzékenynek az LPS gyulladéaskeltd hatisara az

alkalmazott dozis és kezelési 1d6 esetén.

A haromdimenziés mono-kultura esetében az IL-6 koncentracidé szignifikdnsan
csOkkent 10 pg/ml LTA kezelést kovetden, és szignifikansan csokkent a ko-kultira esetében
50 pg/ml LTA kezelés hatasara, mig az IL-8 koncentracidoban szignifikdns csokkenést

tapasztaltunk haromdimenziés mono-kultirdink esetében az 50 pg/ml LTA, illetve ko-
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kultardink esetében az Osszes kezelést kovetden. Ezen, a gyulladdsos folyamatokkal
ellentétesnek tiind hatasokra a szakirodalmi adatok alapjan szamos hipotézist fogalmazhatunk

meg.

Bartosh és munkatarsai (2010) human mezenhimalis sztroma sejtekbdl (hMSC)
készitett tenyészetekkel végzett kutatdsuk soran megallapitottak, hogy tobb anti-
inflammatorikus hatast fehérje génexpresszidja és szekrécidja fokozodott a haromdimenzids
tenyészetekben a kétdimenzids sejtkultirakhoz képest. Ezzel Osszhangban 4all Seno és
munkatarsainak (2018) megfigyelése is, mely szerint a gyulladdscsokkenté hatdsu
sztanniokalcin-1 (STC-1) peptid expresszidjanak szintje magasabbnak bizonyult
haromdimenziés technika alkalmazdsa esetében a hagyomanyos, kétdimenzids
sejttenyészetekhez képest. Ezen kiviil vizsgaltak az IL-6 mRNS destabilizalasara alkalmas
regnaz-1 nevil enzim expressziojat is, mely negativan képes szabalyozni az IL-6 termelddést,
¢s azt tapasztaltdk, hogy ezen enzim fokozott aktivitdst mutatott haromdimenzids

sejttenyészetek esetében.

Bebizonyosodott, hogy a haromdimenzids tenyészetek mar génszinten is kiilonbéznek
a kétdimenzids sejtkultaraktdl: Sun és munkatarsai 2018-as kisérletiik soran humén
koldokzsinor eredetli, két-, illetve haromdimenzidés technikdval tenyésztett human
mezenhimalis Ossejtek szekvendlasat végezték el. Az RNS szekvenalas eredménye alapjan
megallapitottak, hogy a megfigyelt 19219 gén koziil 831 gén szignifikansan feliilszabalyozott
volt, mig 788 gén szignifikdnsan alulszabalyozottnak bizonyult a hAromdimenzids tenyészetben
a kétdimenzids sejttenyészethez képest, €és ezen gének koziil szdmos szerepet jatszik a

gyulladésos folyamatok szabalyozéasaban.

crer

kovetkeztethetiink a sejtek gyulladasban bet6ltott pontos szerepére, hiszen a pro-, illetve anti-
inflammatorikus faktorok egyiittesen fejtik ki hatdsukat, valamint fontos szerepet toltenek be a
szabalyozas soran a kiilonbozd genetikai és epigenetikai faktorok egyarant. Tovabba a
szferoidok specialis szerkezete, az in vivo viszonyokat jobban kozelitd struktura, a felszinen és
a sejtcsoport belsejében elhelyezkedd sejtek anyagcseréjének esetleges eltérései ugyancsak
Osszefliggésben lehetnek az eltérd gyulladasos reakcioval. Ennek megfelelden a jovoben
tervezzilk tovabbi pro- ¢és anti-inflammatorikus citokinek vizsgélatat, valamint a

haromdimenzios sejttenyészetek szerkezetének pontosabb jellemzését.
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Osszefoglalis

A tudomanyos kutatasok teriiletén egyre nagyobb jelentOségre tesznek szert a
haromdimenzids sejttenyésztésen alapuld modszerek, melyek legnagyobb eldnye, hogy a
segitségiikkel 1étrehozott sejtcsoportok felépitése a kétdimenziés modellekhez képest jobban
hasonlit az ¢€l6 szovetek strukturajahoz. Kiilondsen kiemelkedd a daganatkutatasban, a

gyogyszerfejlesztésben, valamint a toxikologia teriiletén torténd alkalmazasuk.

Munkank soran Osszehasonlitottuk a két-, illetve haromdimenzids sejttenyészetek
kiilonféle bakterialis sejtfalkomponensekre adott gyulladasos valaszat, valamint metabolikus
aktivitasat. A sejttenyészetek kialakitasdhoz sziikséges hepatocitakat és nem-parenchymalis
sejteket brojlercsirkébdl izolaltuk, majd felhasznalasukkal két- és haromdimenzios hepatocita
monokultirat és 6:1 aranyu hepatocita — nem-parenchymalis sejt ko-kultarat hoztunk 1étre.

Sejttenyészeteinket gyulladdsos reakcido kivaltasa céljabol 10 és 50 pg/ml

rrrrrrrr

mértiik a tdpfolyadékban szendvics ELISA segitségével.

A CCK-8 teszt soran kapott eredmények alapjan a kétdimenzids sejttenyészetek
esetében a kezelések hatasara a sejtek metabolikus aktivitasa nem valtozott szignifikansan,
ezzel ellentétben a hdromdimenzids sejtkultirdinkndl minden kezelés soran szignifikans

emelkedést tapasztaltunk.

Az IL-6 ¢és IL-8 koncentraciok a kétdimenziés modellek esetében a kezeléstdl
fliggetleniil jelentésen magasabbnak bizonyultak, mint a haromdimenzios sejttenyészetek
tapfolyadékaban. Az IL-6 koncentracio szignifikansan novekedett a kétdimenzios hepatocita
szignifikansan csokkent a haromdimenziés hepatocita monokultran 10 pg/ml LTA kezelés,

valamint ko-kultaran 50 pg/ml LTA kezelés hatasara.

Az IL-8 koncentracié a kétdimenzids hepatocita monokultiran és a ko-kultaran az 50
ng/ml LTA kezelést koveten szignifikansan novekedett. Ezzel ellentétben a haromdimenzios
hepatocita monokultura tapfolyadékaban szignifikdnsan csokkent az 50 ug/ml LTA kezelést

kovetoen, tovabba a ko-kultira esetében az 6sszes kezelés hatasara.
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Eredményeink alapjan lathato, hogy a két-, illetve haromdimenzids sejttenyészetek
kozott jelentds kiillonbségek fordulhatnak eld a gyulladaskeltd hatdsokra adott valasz
tekintetében, ami irodalmi adatok alapjan feltételezhetéen az eltéré génexpresszids
mintazatokkal allhat 6sszefliggésben. E kiilonbségek minél behatobb ismerete rendkiviil fontos
a sejtmodellek fejlesztése és a jovObeli, haromdimenzids sejttenyészeteket felhasznalo

kutatasok szempontjabol.
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Summary

Three-dimensional cell culture-based methods are gaining more importance in scientific
research. The greatest advantage of these techniques is that the cells are structured in a way that
is more resemble to the living tissues than we could obtain with two-dimensional cell cultures.
Their applications are especially significant in the area of tumour research, medicine

development and toxicology.

In the present study, the hepatocellular inflammatory response to different bacterial cell
wall components was compared using two- and three-dimensional cultures. Hepatocytes and
non-parenchymal cells were isolated from chicken liver, followed by the establishment of two-
and three-dimensional hepatocyte monocultures and co-cultures with cell ratio of 6:1
(hepatocytes to non-parenchymal cells). Lipopolysaccharide (LPS) and lipoteichoic acid (LTA)
were used to induce inflammation on the cell culture models, applied in 10 and 50 pg/ml
concentration for 24 hours. The metabolic activity of the cells was measured by CCK-8 test,
and among the inflammatory cytokines, interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8)

concentration in culture media were quantified by chicken specific sandwich ELISA tests.

According to the results of the CCK-8 assay, metabolic activity of the two-dimensional
cell cultures was not changed significantly by treatment, however, significant increase was
induced by each treatment in three-dimensional culture. The concentration of IL-6 and IL-8 in
culture media was higher in two-dimensional models compared to three-dimensional cell
cultures independently from the treatments. There was significant increase in IL-6
concentration in the two-dimensional hepatocyte monoculture after the application of 10 ug/ml
LTA and in the co-culture following 10 pg/ml LTA treatment. In contrast, the same parameter
was decreased in the three-dimensional hepatocyte monoculture after 10 pg/ml LTA treatment,
as well as in the co-culture as a result of 50 pg/ml LTA treatment. Production of IL-8 was
significantly increased in the two-dimensional hepatocyte monoculture and in the co-culture
after 50 pg/ml LTA treatment. In contrast, there was a significant decrease in the IL-8
concentration in the three-dimensional hepatocyte monoculture following the application of 50
pg/ml LTA treatment. Furthermore, every treatment resulted in a decreased IL-8 concentration

in the co-culture.

According to our results, there could be remarkable differences between two- and three-
dimensional cell cultures in the response to pro-inflammatory effects, which observation —

considering the results of other studies, carried out in three-dimensional models - could be
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presumably related to differences in the gene expression patterns. The more detailed knowledge
of these differences is especially important for the development of novel cell models and future

research involving three-dimensional cell cultures.
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