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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

Az allati eredetli €lelmiszerek iranti kereslet a fold népességének ndvekedésével egylitt
vilagszerte rohamosan novekszik. Ezenkiviil az emberek €letmddja is valtozo tendenciat
mutat, valtoznak az étkezési szokasok, illetve az egy fore jutd atlagkereset is. A baromfihtis
a legolcsobb allati fehérjeforras, amely a sertéshus utan masodikként hozzajarul a kereslet
kielégitéséhez [1-3]. A baromfiiparnak egyre nagyobb mennyiségeket kell termelnie gy,
hogy mindekdzben a mindség és a koltséghatékonysag ne szenvedjen kart, valamint az egyre
szigorubb élelmiszerhigiéniai elvarasoknak, a HACCP iranyelveinek is meg kell felelnie [4].

Napjainkban fontos szempont a fogyasztok egészsége, melynek védelmét mar az
allattartasban el kell kezdeni, ugyanis az 4llati bélrendszerben el6fordulé korokozok koziil
szamos képes az élelmiszeren keresztiil megbetegedést okozni az emberben. Ilyenek példaul
egyes Campylobacter, Salmonella, Listeria, Yersinia nemzettségekbe tartozo fajok, illetve
az Escherichia coli. Brojlercsirke esetében példaul a feldolgozott hus bakterialis
szennyezddése szamos forrasbol eredhet, beleértve az él6 brojlereket, az {izemi
berendezéseket, a kornyezetet és az lizem alkalmazottait [5-7]. A baromfitartas soran a
brojlercsirkék altalaban szamottevd stressznek vannak kitéve, kiilondsen, ha nagy
allomanysurtséggel nevelik Oket, ami megviseli a szervezetet és az immunrendszer
mitkodési zavarat eredményezi [8]. Ez rossz egészségiigyi allapothoz vezet, csokkenti az
allatok novekedési erélyét, bélmiikodési zavarokat okoz és rontja a takarmanyhasznosulast,
ezaltal jelentdsen novekednek az allattarto telepi koltségek [9]

A hus mindségének ¢€s biztonsdganak megorzése érdekében 1 allattenyésztési €s
allattartdsi modszereket vezetnek be, melyek figyelembe veszik az allatjolétet és a
kornyezetvédelmet is. Az allati takarméanyok és takarmanykiegészitdk fontos részei ennek a
rendszernek, szigorti kritériumoknak kell megfelelniiik gy, hogy lehetéség szerint az
allattenyésztés koltségeit ne ndveljék. A nem tul tadvoli multban széles korben elterjedt volt
az antibiotikumok ¢és mas gyodgyszerek hasznalata, kiilonb6zd megbetegedések
megeldzésére, a mikrobidta szabalyozasara, valamint termelésndvelés és hozamfokozas
céljabol. Ezen gyakorlat alkalmazasa eredményezte, egyes gyogyszerrezisztens
mikroorganizmusok kialakulasat, mely fokozott veszélyt jelent a fogyasztokra nézve. 2006.
januar 1-jén az Eurdpai Unioban ezért betiltottak az antibiotikumok hozamfokozo szerként
valo hasznalatat. Ennek eredménye, hogy a termelés novelése és az allatok egészségének

megbrzése érdekében a megeldzésen, a jo tartastechnologian, a higiénian és az alternativ,



hozamfokozéasra alkalmas készitmények alkalmazdsan van a hangsuly, és szamos
tudomanyos kutatas zajlik a témaban [10-14].

Kutatasunk célja, hogy két lehetséges probiotikus hatdsu anyag, a Bacilllus
licheniformis és Bacillus mojavensis dextrézos kivonatait és azok hatékonysagat, valamint

artalmatlansagat vizsgaljuk csirke eredet(i ex vivo modellrendszeren.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A bél felépitése és védekez6 mechanizmusai, a mikrobiota szerepe

Az emésztOkésziilék elsddleges feladata a taplalék megemésztése, a tapanyagok
felszivasa, az allat anyagcserefolyamatihoz. Mivel ezaltal dllandd kapcsolatban van a
kiilvilaggal, ezért fontos immunologiai feladat is harul ra, jelentds szerepe van a patogén
korokozok elleni kiizdelemben. A korokozé baktériumok képesek akar helyben, akar a bél
sejtjein, azok receptorain keresztiil, illetve a bélbol a keringésbe jutva karositani az allat
egészségét [15].

A vékonybél felszivo feliiletének novelése érdekében a lumen felé a nyalkahartya
nyulvanyokat képez, ezek a bélbolyhok. A bélbolyhokat kefeszegéllyel rendelkezd
egyrétegli hengerhdm boritja. A szovetet alkotd enterocitdk feladata a tapanyagok
transzportja. A sejtek kozt tight junction kapcsolat talalhaté, amely meggatolja, hogy a
korokozok a sejtek kozt a szervezetbe jussanak. Az enterocitak kozt helyezkednek el a
kehelysejtek. Az altaluk termelt mucin egy olyan réteget hoz létre a sejtek feliiletén, mely
védogatat képez a lumen és az enterocitdk kozt, ezdltal megnehezitve a koérokozok
szervezetbe jutasat, illetve megfeleld kornyezetet teremt a bélben lakd szimbidta
mikroorganizmusoknak. A bélbolyhok aljan, a Lieberkiihn-féle kriptakban talalhatok a
bejutd korokozok elleni védekezésben. A baktériumok jelenléte ingereli a sejteket
kiilonb6z6 emésztdenzimek, példaul lizozimek és foszfolipaz-A2, valamint antimikrobialis
peptidek (AMP) termelésére, melyek aztan karositjak a korokozot [16]. A bélbe jutd
korokozokkal szemben, nem csak az enterocitak kozti tight junction kapcsolatok és a Paneth-
sejtek altal termelt enzimek nyljtanak védelmet, hanem a nyalkahartydban megtalalhato
limfoid szovetek is. A madaraknal a bélrendszerhez kapcsolddod, nyalkahartyaban diffizan
elhelyezked6 nyirokszovet (GALT) jol fejlett. A limfoid sejtek megtalalhatok a hamsejtek
kozt, és a lamina propriaban, valamint a Peyer-plakkokban és a vakbél mellett talalhato
tonsillakban. Az emldsokhoz hasonléan a Peyer-plakkok a GALT aggregalt,
nyiroktiisz0kbdl felépiild méasodlagos nyirokszervei csirkében. Két hetes korig szemmel ol
lathatok és a szamuk a kor el6rehaladtaval folymatosan nd. A GALT képezi az
immunrendszer elsé vonalat a nyalkahartya feliiletén keresztiil juté korokozokkal szemben.
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hatékonyan fellépni a korokozokkal szemben [17].



3.1.1. Mikrobidta

Minden eml6s szervezetben mikroorganizmusok kozossége €l, mely elengedhetetlen
a szervezet normalis mikodéséhez. Ezek kozt talalhatok baktériumok, archeak, gombak,
protozoak és virusok. Ezek a gazdaszervezettel szimbidzisban, dinamikus egyensulyban
¢lnek, igy egy ¢€l6lény tobbfaju hibrid szervezetként is felfoghatd. Ez egy olyan
folyamatosan valtozé rendszer, melyre a gazdaszervezet élete alatt bekdvetkezd valtozasok,
mint a kérnyezetvaltozas, takarmanyozas és a megbetegedések is mind hatassal vannak [18,
19]. A mikrobidtanak szamos kiilonboz6 funkciot tulajdonitanak. Részt vesz a bélbarrier
integritasanak fenntartasaban, megakadalyozza a patogén szervezetek megtelepedését [20].
A bélmikrobiota a gazdaszervezettel egyiitt fejlodik, és részt vesz a tapanyagok
emésztésében, javitja a bélrendszer fejlodését és egészségét, szabdlyozza a szervezet

anyagcseréjét, energiahaztartasat és az immunrendszer miikodését is befolyasolja [21, 22].
3.1.2. Bél explant modellek

Az explant modelleket az allat és a sejttenyészet kozti koztes megoldasnak
fejlesztették ki, igy lehetové valt a célszerv és -szovet fiziologids mitkodésének és koros
allapotainak tanulmanyozasa [23]. Az els6 explantok, ex vivo modellek multja az 1950-es
évekig nyulik vissza, amikor a tapanyagok felszivodasanak mechanizmusat tanulmanyoztak
Kimetszett bélszakaszokon. Kezdetben a szovet- és szervtenyésztés teljes mértékben
embrionalis szovetekre korlatozodott, mig 1959-ben Trowell elészor tenyésztett érett
szoveteket szintetikus médiumokban [24, 25]. Tiz évvel késébb Browning és Trier sikeresen
hozott 1étre vékonybél nyalkahartya ex vivo kultarat Trowell modszere alapjan [26].
Napjainkban szamos, mind human, mind allati kutatas alkalmaz bél explantokat. A modell
lehetdvé teszi kiilonbozd anyagok hatasanak vizsgalatat. fgy példaul explant tenyészeteken
irtak le a gliadin oktani szerepét az emberi colidkia hatterében, illetve a modell jelentdsen
elémozditotta a bélben zajlo gyulladasos valasz megértését mas betegségek, mint példaul az
IBD esetében is [23].

Az explantok készitése soran adott bélszakaszbol mintat vesziink. Err6l a mintarol
tetszés szerint eltavolithato az adventitia, muscularis mucosae és a submucosa, hogy csak a
hamréteg maradjon. A megtisztitott darabokbol bélexplantot készitenek biopszids kdrkések
segitségével, majd ezt kiilonféle médiumokban tartjak fent. Ennek a mdédszernek az eldnye,
hogy a 1étrehozott tenyészet jobban modellezi a bélre jellemz6 sejt-sejt kdlcsonhatasokat, a
hamsejteken kiviil jelen vannak limfoid sejtek és egyéb sejtek, amik szerepet jatszanak a bél

fiziologias miikodésében. A modell jelentds hatranya, hogy a szovet rendkiviil gyorsan
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degeneralodik [23]. A tenyésztés legkritikusabb pontja az oxigéndus kdrnyezet, illetve a
folyadék, a szovet és a levegd hatarfeliileteinek a viszonya, ugyanis a sejtnekrozist
els6sorban az anoxia okozza [27]. Szintén hatrany, hogy explantokat alkalmazva nem
alakithato ki nagyszamu kezelési csoport. A tenyésztés hatranyainak lekiizdésére megoldas

lehet a szovetmintak méretének csokkentése [28, 29].
3.2. A bélmiikodés befolyasolasa
3.2.1.Probiotikumok

Az elsd, aki észrevette, hogy léteznek bizonyos mikroorganizmusok €s anyagok,
melyek hozzajarulnak a bélcsatorna mikrobialis egyenstlyahoz Metchnikov volt 1907-ben
[30]. A probiotikum szét 1960-ban alkottak meg, a latin eredtii ,,pro” és a gorog eredetii
,,0i0S” szavakbol, melynek jelentése ,,az ¢letért” [31]. Kés6bb, 1989-ben Fuller pontositotta
az addigi definiciokat és a probiotikumokat Ggy nevezte: ,,él0 mikrobialis takarmany
kiegészitd, mely jotékony hatdssal van a gazdaszervezetre ¢és javitja a bélrendszer
egyensulyat [32]. A napjainkban alkalmazott fogalommeghatarozast a FAO ¢s a WHO hozta
létre 2001-ben: ,,¢l6 mikroorganizmusok, melyek megfeleld6 mennyiség bevitele esetén
pozitiv egészségiigyi hatassal vannak a gazdaszervezetre” [33, 34].

A probiotikumok képesek javitani a baromfi novekedési erélyét, a takarmanyfelvételt
¢s a takarmany hasznosulast, valamint ezek altal a vagoéhidon a his hozamat és mindségét.
A takarmanyozas jelenti a legjelentGsebb koltséget a baromfihus termelés soran, igy a
takarmany hasznosuldsanak javuldsa szamottevdéen novelheti a termelés gazdasagossagat
[35-39]. Ezen feliil a probiotikus készitmények képesek megel6zni és kontrollalni az
enteralis megbetegedéseket okozo patogén korokozokat, mint a Salmonella és
Campylobacter fajokat. Egy masik nagy probléma, amire potencialis megoldast jelenthet a
probiotikumok alkalmazasa, az antibiotikumok talzott hasznalata miatt kialakult
antibiotikum-rezisztencia [40-42]. A probiotikumok AMP-ket, koztiik bakteriocineket
termelnek, valamint révid szénlancu zsirsavakakkal (SCFA) latjak el a szervezetet. A
korokozo baktérium torzsekkel szemben antimikrobidlis és antiadhézids hatassal birnak,
képesek modulalni a gastrointestinalis rendellenességeket [43]. Mindezen feliil bizonyitott
hatasuk van a baromfi egyéb enteralis megbetegedéseiben, mint példaul a necrotikus
enteritisben és a kokcidiozisban, melyek nagy gazdasagi karokat képesek okozni a
baromfiiparban [44, 45].



3.2.2. Prebiotikumok

A probiotikumok mellett a prebiotikumok is fontos takarmany-adalékanyagok. A
prebiotikumokat eldszor 1995-ben definidltak, mint ,,0lyan €élelmiszer-0sszetevok, melyek
nem emészthetok, jotékony hatassal vannak a gazdaszervezetre azaltal, hogy szelektiven
stimulaljak a bélben egy vagy tobb baktériumfaj novekedését és/vagy aktivitasat, és ezaltal
valoban javitjak a gazdaszervezet egészségét” [46].

A jelenleg hasznalt definiciét az International Scientific Association for Probiotics and
Prebiotics alkotta meg 2016-ban. Ez alapjan a probiotikumok nem csak szénhidratok, hanem
példaul polifenolok vagy tobbszorosen telitetlen zsirsavak is lehetnek [47]. A
gazdaszervezet szdmara emészthetetlen anyagok eljutnak a vastagbélbe, ahol a kiilonb6z6
baktériumok fermentacioval SCFA-4 alakitjak oket. Mivel ezek a tapanyagok a mikroflora
szadmara értékesek, és a kiilonb6zé mikroorganizmusok mas-mas tadpanyagok felhasznéalasat

preferaljak, ezért befolyasolhatod a mikroflora sszetétele, valamint aktivitasa [48].

3.2.3.Szimbiotikumok

A prebiotikumok fogalmaval egyiitt sziiletett meg a szimbiotikumok fogalma is
1995-ben. A szimbiotikumok pro- és prebiotikumok keverékei, amelyek javitjak a
mikrobialis étrendkiegészitOk hatékonysagat és javitjak a tulélését a béltraktusban azzal,
hogy szelektiven segitik a mikroorganizmusok aktivitasat és szaporodasat, ezaltal jotékony
hatasuk van a gazdaszervezetre [46]. Tehat a megfeleld6 kombinacioban alkalmazva a pro-

és prebiotikumot egyiitt sokkal hatasosabbak, mint kiilon [49].

3.3. Gyulladas

A gyulladasrél sz616 mai tudas az 6korban gyokerezik. Mar az okori egyiptomiak is
leirtak ezt a jelenséget, am eldszor Aulus Cornelius Celsus, romai ir6 fogalmazta meg a négy
alapvetd tiinetét, melyek: rubor (vorosség), tumor (duzzanat), calor (melegség), dolor
(fajdalom). Ezt késébb, 1858-ban Rudolf Virchow egészitette ki az 6todik 6 tiinettel, mely
a functio laesa (csokkent miikodés). Az orvostudomany a mai napig ezeket a tiineteket
hasznalja a gyulladas diagnosztizalasara [50]. A gyulladas egy Osszetett patologiai folyamat,
egy velesziiletett, nem specifikus védekez6 mechanizmus. Célja a szervezetet veszélyezteto,
annak egyensulyat felboritd, sejteket karositdo hatasoktol megszabadulni, mint példaul
kiilonb6zd endogén vagy exogén agensek, nekrotikus sejtek és szovetek. A gyulladasos
valasz ezeknek a karos hatasoknak a megsziintetésére, illetve az egyensulyi rendszer

helyreallitasara, a karok minimalizalasara torekszik [51].



A sejtek a szoveti sériilések hatasara hisztamin és szerotonin termelésébe kezdenek,
ezek kikeriilnek az extracellularis térbe. A 1étrejové mikrovaszkularis zavarok elinditanak
egy kaszkadrendszert, mely még tobb mediator felszabadulasat idézi eld, mint hisztamin,
prosztaglandinok, kiilonb6z6 szabadgyokok, szerotonin €s leukotriének. Ezek eredményezik
az érfal permeabilitdsdnak megndvekedését a plazma és a fehérjék kidramlésat a szovetek
kozé. Ez a gyulladas exudativ fazisa [52]. A kovetkezd, sejtes fazisban a fehérvérsejtek
(neutrofil/bazofil/eozinofil granulocitak, monocitak, limfocitak, hizosejtek és természetes
0losejtek (NK)) kemotaxis hatdsara vandorolnak a gyulladas helyére, majd kilépnek a
keringési rendszerbdl és a szovetek kozt fagocitdzisba, valamit kemokinek ¢€s citokinek
termelésébe kezdenek [50]. Ezeknek a molekuldknak a szerepe még tobb fehérvérsejtet
odavonzani, illetve a gyulladas, az immunvélasz és a gyulladascsokkentd folyamatok
szabalyozasa, bonyolult, kiilonb6z6é receptorokon medialt jelatviteli  utakon
keresztiil [53, 54].

A sériilés soran felszabadulo sejt- és szovetsériilés asszocialt molekuldris mintazatok
(DAMP), valamint a korokozokbol szarmazd patogén asszocialt molekularis mintazatok
(PAMP) szabadulnak fel, mint a lipopoliszacharid (LPS), a peptidoglikan és a lipoteichosav,
melyeket a fehérvérsejtek a feliiletiikon levé mintazatfelismeré receptorokkal (PRR) és
Toll-like receptorokkal (TLR) ismernek fel. A receptorok a bekotd agonistak hatasara
aktivalodnak, és elindul egy transzmembran jelatviteli utvonal. Extracellularis korokozo
esetén myeloid differencialo 88 faktor (MyD88) fehérje medialt kaszkad 1ép miikodésbe,
mig inracellularis korokozo6 esetén MyD88 fehérje fliggetlen jelatvitel kovetkezik be, ami
nuklearis faktor kB (NF-kB) aktivaciohoz és mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK)
jelatvitelhez vezet, ezaltal szabalyozza a géntranszkripciot. A NF-xkB csaladba tartozo
transzkripcids faktorok elinditjdk a géntranszkripciot és transzlacidt, ami szamos
sejtfolyamatra és sejtes valaszra hatassal van, mint példdul a sejtproliferacio, a sejtek
differencialodasa, apoptozis, stresszre €s kiilsd korokozokra adott valaszok. Az NF-kB és a
MAPK ezutan leukocitak altali fagocitozist, dendritikus sejt (DC) aktivaciot, gyulladasos
citokinek és kemokinek felszabadulasat, valamint a velesziiletett és adaptiv (Th1, Th2, Thi7,
Treg aktivitds) immunrendszerek aktivalasat idézi eld. A gyulladas lezajlasanak 6 regulatorai
a T-limfocitak. A Th: felelds az intracellularis korokozok eliminéacidjaért, a Tho a parazitas
¢s allergias reakciok lezajlasaért, a Thi7 pedig az extracellularis korokozok, baktériumok és
gombak eliminalasaért, végil a Trg sejtek az immunvalaszt mérséklik, az el6bbi
folyamatokat gatoljak. Mindezeket a felsorolt sejtek citokinek és kemokinek termelésén
keresztiil érik el [50].



3.3.1.Citokinek

A citokinek sokféle sejttipus, mint példaul makrofagok, endothelsejtek, granulocitak,
limfocitak, hizésejtek, hamsejtek ¢és kiilonféle kotdszoveti sejtek altal termelt kis
molekulatomegli fehérjék. Szamos kiils6 és belsé inger kivalthatja a termelddésiiket [50].
Egy adott citokint tobb kiilonboz6 sejt is termelhet, és egy fajta sejt tobb kiilonb6z6 citokint
is termelhet. Hatasukat receptorokhoz kotve fejtik ki. Szabalyozhatjak egy adott
sejtpopulacio fejlodését, progresszidjat, érését és érzékenységét, valamint képesek a
sejtalapu és humoralis immunvalasz k6z6tti egyenstlyt befolyasolni [55, 56].

Funkcidjuk alapjan négy nagyobb csoportba sorolhatjuk a citokineket:

o vérképzbszervi és novekedési faktorok

o gyulladasos medidtorok, amelyek akut fazis reakcidkat és a természetes immunitast

aktivaljak

o kemotaktikus citokinek (kemokinek)

e T-limfocita proliferacios, aktivacios és differenciacios citokinek
A citokin altal aktivalt receptor intracellularis jelatviteli utvonalakat indit el. A sejtben
kiilonb6z6é gének és azok transzkripcidja aktivalodik vagy gatlodik, és ez vezet tovabbi
citokinek termeléséhez, valamint sejtre specifikus biologiai valaszok kialakulasahoz

(1.tablazat) [57].
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1.tablazat: A bél gyulladasos folyamataiban szerepet jatszd fontosabb citokinek, azokat termeld sejtek és

hatésaik [50, 56, 58].

Citokin | Termel6 sejtek Hatas

IL-2 NK, T Aktivalja az NK, T és Th sejteket, serkenti az osztodasukat, valamint

elésegiti a sejthalalt a FAS-on keresztiil.

IL-4 Eozinofil és bazofil | Aktivalja a fagocita és B-sejteket, el6segiti az izotipusvaltast.
granulocita, Elésegiti a Tho sejtek proliferaciojat és adhéziojat.
hizésejt, Tho

IL-5 Tho, hizésejt Tho és B-sejtek aktivalasa, izotipus valtas IgE irdnyba.

IL-6 Makrofag, hizosejt, | Serkenti az akut gyulladast, fokozza az Gssejtek proliferaciojat,

DC, Thi7 valamint az ellenanyag termelést, felelds a 14z kialakulasaért.

IL-10 Makrofag, DC, Ty, | Gyulladasgatld hatast, immunszupressziv, eldsegiti a tolerancia
Treg kialakulasat és felel6s annak fenntartasaért.

IL-12 Makrofag, DC Gyulladasos citokin, fokozza a cellularis immunvalaszt, indukalja a Tn1

és Tha sejteket.

IL-13 NK, makrofag, Noveli a bél permeabilitasat, fokozza a nyalka és kollagéntermelést.
hizésejt, bazofil Indukalhatja az enterocitak differencialodasat és apoptdzisat. Aktivalja
granulocita, Th2 a B-sejteket, segiti az izotipus valtast IgE iranyba.

IL-17 NK, Thi7 Indukalja tovabbi gyulladasos citokinek termelédését, szabalyozza a

vérsejtképzést és az angiogenezist.

Neutrofilek és monocitak vonzasa, igy korokozok eliminalasa a
nyalkahartyak, koztiik a bél felszinérdl. Szamos autoimmun korkép,
koztiik az IBD patogenezisében is van szerepe.

IL-21 NK, Thz, Thiz Aktivalja a B-sejteket, fokozza a plazmasejtté alakulasukat,

szabalyozza az angiogenezist.

IL-22 NK, Thi7 Szovetregeneracio elésegitése a sejtosztodas indukalasaval és az

apoptozis gatlasaval.

IL-23 Makrofag, DC Gyulladasos citokin, fokozza a humoralis immunvalasz kialakulasat, a

T-sejtek aktivitasat és az IL-17 termel6dését.

TNF-a Makrofag, hizésejt, | Gyulladast indukalé kdzponti citokin, amely eldsegiti a matrix
DC, eozinofil metalloproteinazok termelddését, ezaltal az enterocitak apoptozisat
granulocita, Thy indukalja az alaphartya emésztésével. Osszekapcsolja a velesziiletett és

az adaptiv immunvalaszokat.

TNF-B Treg Fokozza az érfalak permeabilitasat, apoptozist indukal.

IFN-y NK, DC, T Indukalja az enterocita apoptozist, gatolja a humoralis immunvalaszt,

aktivalja az NK és makrofag sejteket és fokozza azok TNF-a

trermelését.

11




Az IL-1B mint gyulladasos citokin

A gyulladas folyaman az IL-18, az IL-1-receptorhoz kapcsolddva, mar a nagyon korai
szakaszban helyi, majd szisztémas valaszreakciot indukal, és lazat valt ki [59]. Bizonyitott
hatasa van a tumor angiogenezisben és a reumatoid arthiritis kialakulasaban [60, 61]. A nagy
bioldgiai hatasa és hatékonysaga miatt a szervezetben a termelése szigorian szabalyozott. A
citokin el6formajat a kaszpaz-1 aktivalja, és igy lesz aktiv IL-1B, mely a NF-kB aktivalasa

révén fokozza a sejt gyulladasos-citokin termelését (1.abra) [62, 63].

Az IFN-y szerepe a gyulladasban

Az IFN-y egy erds, az immunrendszer mikodését sok téren befolyasold glikoprotein
citokin. A szervezet sejtjei virusok, virussal fertézott sejtek és parazitak jelenléte esetén
termelik [50]. Aktivalja az NK-sejteket, és makrofagok aktivitasanak szabalyozodja, az
adaptiv és a velesziiletett immunrendszeren keresztiil. Fokozza az antigénprezentaciot a
T-limfocitak szamara, valamint képes apoptozist indukalni és gatolni is a sejtekben [64]. Az
IFN-vy receptorhoz kapcsolodva a JAK1 és JAK2, valamint STAT] jelatviteli itvonalakon
keresztiil a Th1 és Thiz limfocitak valaszat valtja ki. Szamos tanulmany kimutatta, hogy az
utvonalon keresztiil a sejtben a transzkripcios folyamatokat befolyasolva, hatni annak

citokin termelésére és az apoptotikus gének atirodasara (1.abra) [50].

A RANTES szerepe a gyulladasban

A Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES)
kemokin, egy klasszikus kemotaktikus citokin, melyet foképp a CD8+ T-limfocitak és
makrofagok termelnek [65]. Ez egy gyulladast eldsegité kemokin, melynek két
hatasmechanizmusa ismert. Alacsony koncentracio esetén a sajat, specifikus a CCR1, CCR3,
CCR4 és CCRS G-protein kapesolt transzmembran receptorhoz kapcsolodva kemotaktikus
hatast valt ki. Nagy koncentracidoban viszont a sejtek felszinén talalhato gliikkoz-
aminoglikanokhoz kapcsolodik €s apoptozist indukal vagy mitogénkeént miikodik: eldsegiti
kozvetitett apoptdzis a citoplazmaban felszabadulo citokrom-C altal a kaszpaz-9 és

kaszpaz-3 aktivalas utjan kovetkezik be (1.abra) [66-69].
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3.3.2. A kaszpaz-3 és az apoptdézis

Az apoptdzis programozott sejthalal, mely akkor megy végbe, ha a sejtet valamiféle
karos behatas éri, de még képes a programozott pusztulasra. A kaszpazok az IL-1P
konvertal6d enzimcsaladba tartozo, aszpartat-specifikus cisztein-proteazok. Ezek az enzimek
az adott fehérjékben célzottan az aszpartat mellett hasitanak. A sejtben proenzim formajaban
vannak jelen, aktivacidjukhoz két helyen kell hasitani 6ket. Szerepiik a sejthaldl génjeinek
aktivalasa. A kaszpazok medialta sejthalalnak két f6 utvonala van, az gy nevezett halal-
receptorok medialta utvonal és a mitokondralis tt. A kaszpaz-3-nak az elébbiben van szerepe
[70]. A sejtmembranon talalhato halalreceptorokhoz kotddik a TNF-a és a Fas-associated
death doamin (FADD), melynek hatasara a receptor aktivalodik és katalizalja a prokaszpaz-
8 atalakulasat kaszpaz-8-a, mely a kaszpaz-3 aktivalasat végzi. A kaszpaz-8 a nem limfoid
jellegli sejtekben nem tud elegendd mértékben aktivalodni, hogy aktivélja a kaszpaz-3-at.
Ebben az esetben a halal-receptorokon at érkezd ingerre a kaszpaz-2 aktivalja a
kaszpaz-3-at. A kaszpaz-3 aktivalja a halal szubsztratokat, melyek kiilonbozo, a sejthalalt

végrehajto fehérjék, és ezaltal végbemegy az apoptozis (1.abra) [71-73].

RANTES

JAK‘I /JAK2 \

kaszpaz-8
<\ prokaszpaz-3

\
STAT STAT

/

Apoptézis

Pro-inflammatorikus
citokinek termelése

1.4bra: A citokinek hatasmechanizmusai, jelatviteli utvonalai (A szerz6 sajat abraja) [50, 57, 69, 71].
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3.3.3. Az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz a szervezet egy olyan allapota, mely akkor alakul ki, ha a reaktiv
gyokok (RS) felhalmozodnak. Ezek lehetnek reaktiv oxigén gyokok (ROS) vagy reaktiv
nitrogén gyokok (RNS), melyek természetesen is képzddnek a szervezetben folyo biokémiai
folyamatok soran. Ha fokozottan képzddnek a szervezetben, és az antioxidans
védémechanizmusok nem képesek elimindlni 6ket, akkor a szervezt redox egyensulya
felborul, és kialakul az oxidativ stressz [74, 75].

Fiziologiasan a fagocita sejtek, a patogének fagocitdzisa utan, a fagoszomaban erds
oxidalo hatast anyagokat, szabadgyokoket alkalmazva pusztitjak el a koérokozokat. A sejtek
a felvett oxigént NADPH-oxiddz enzimmel hidrogén-peroxidda alakitjak, és ez 1ép a
halogenidionokkal egy myeloperoxidaz katalizalt reakcioba. Ennek folyaman HOCI
keletkezik, mely jelentds antibakteridlis hatdssal bir. Ez a folyamat a respiratory burst. A
sejtek degranuldcioja sordn a keletkezett anyagok a szovetek kozé jutnak, és ott karositjak a
patogének alkotdelemeit. Ha a HOCI és egyéb RS tulzott mennyiségben keletkeznek, az mar
a szervezet sajat sejtjeinek fehérjéit, lipidjeit és nukleinsavait is képes karositani [76, 77]. A
tartdsan fennall6 oxidativ stressz patoldgias folyamattd alakul. A RS taltermelddése idiilt
gyulladas soran feleldssé tehetd kronikus betegségek kartételéért. A folyamatos gyulladas a
fehérjék, lipidek és nukleinsavak irreverzibilis oxidaciojat okozzak. A szabadgyokok a
sejtek transzkripcios folyamatait befolyasolva kozvetitik a stresszvalaszt, medialjak az

immunvalaszt és az apoptozist [78]
3.4. A Bacillus nemzettség

A Bacillus nemzettségbe tartozé baktériumok Gram-pozitiv, palcika alaku, aerob
koriilmények kozott sporat képzd és csillos baktériumok (kivéve a Bacillus anthracis).
Széles korben eléfordulnak a kdrnyezetben, tobbek kozt a talajban, levegdben, természetes
vizekben valamint a novények feliiletén. Ezen kiviil az ¢él6lények természetes
bélcsatornaban is. A szamos faj koziil, amely a nemzettségbe tartozik nem jelentds a patogén
fajok szama. A Bacillus anthracis, a 1épfene korokozdja bir a legnagyobb jelentdséggel, ezen
kiviil csupan néhany izeltlabu korokozo sorolhatd ide. Nagyobb jelentdséggel birnak a
tobbségben levd szaprofita baktériumok, melyek kiilonb6zo és nagyszamu antibiotikumot és

AMP-t termelnek [79].
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3.4.1.Bacillus licheniformis

A Bacillus licheniformis (B. licheniformis), egy savval és magas homérséklettel
szemben ellenalld baktérium. Ezek a tulajdonsagai teszik alkalmassa arra, hogy az
allattenyésztésben felhasznaljak. Spoérai szintén rendkiviil ellenallok, képesek talélni a
takarmanygyartds kiilonbozé folyamatait, de az allat szervezetébe keriilve a
gastrointestinalis traktusban, megfeleld koriilmények kozt ndvekedésnek indulnak [80]. A
B. licheniformis szamos biologiailag aktiv anyagot, antimikrobialis peptidet termel,
melyeknek tobb kiilonb6z6 hatasa ismert. Bevitelét Osszefiiggésbe hoztak a bél mikrobiota
Osszetételének  modulalasaval, antimikrobialis  aktivitassal,  ndvekedésserkentd,
gyulladascsokkentd €s immunstimulalo hatasokkal, valamint a stressz csokkentésével. Bar
6nallo probiotikumként is jotékony lehet, mdas probiotikus mikroorganizmusokkal
kombinalva, példaul B. substilis-sel, szinergista kolcsonhatasok révén jobb hatas
érhetd el [81].

A B. licheniformis noveli a bélbarrier integritasat, fokozza a mucintermelést, csokenti
a bélpermeabilitasat a tight junction kapcsolatok génexpresszidjanak fokozasaval. Ezentdl a
mikrobidta Osszetételét is szabalyozza, fenntartja ¢és képes helyredllitani a bél
homeosztazisat. Ezen mechanizmusok altal meggatolja, hogy fakultativ és obligat patogén
mikroorganizmusok, mint a Clostridium, Salmonella, Streptococcus nemzettségekbe tartozo
fajok, Chlamydia psittaci és Escherichia coli megtelepedjenek a bélben, ott gyulladast
okozzanak, vagy bejussanak a szervezetbe [82-84]. Novekedésserkenté tulajdonsaga az
altala termelt enzimekbdl, protedz, lipaz és amilaz, fakad, melyek segitik a tdpanyagok
lebomlasat ¢és felszivodasat, noveli a takarmanyozas hatékonysagat, a takarmany
értékesiilését [85]. Ezen kiviil a mikrobiota sokféleségére, is hatassal van, azt pozitiv iranyba

befolyasolja, serkenti a Lactobacillus és a Firmicutes fajok szaporodasat [86].
3.4.2.Bacillus mojavensis

A B. mojavensis, egy sivatagi talajmintabol azonositott baktérium, melyrdl kideriilt,
hogy szoros rokonsagban all a B. substilis-el, annak egy kiilon torzse. A két baktérium
zsirsavosszetétele és DNS szekvenciaja csupan minimalis kiilonbséget mutat, metabolikus
jellemzoik megegyeznek [87]. Mivel a két torzs rendkiviil hasonlo, feltételezhetd, hogy a
B. mojavensis is hasonl6 biologiai tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a B. substilis, ezért az
altala termelt bioldgiailag aktiv mdasodlagos metabolitok igéretesnek tlinnek a
mezogazdasagban, ¢lelmiszeriparban, valamint az allattenyésztésben is. A jelenlegi

kutatasok a B. mojavensis altal termelt masodlagos anyagcseretermékek kutatasara, azok
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biokémiai tulajdonsagaira iranyulnak. Szamos baktérium fajhoz hasonléan a B. mojavensis
is képes tobbféle lipopeptid tenzidek termelésére, mint példaul a surfactin, az iturin és a
fengycin. Ezek olyan feliiletaktiv anyagok, melyek képesek megbontani a foszfolipid
membranok szerkezetét, ebbdl adoddan erds gomba-, baktérium- €s virusellenes hatassal
birnak. Ezen feliil képesek megeldzni a biofilmek kialakuldsat, vagy a mar meglévd
biofilmeket megbontani [88].

A B. mojavensis, tobb Bacillus fajhoz hasonldéan képes egy nattokindz nevii enzim
termelésére. Ez egy lugos szerin-protedz, amelyet a hagyomanyos japan fermentalt
¢lelmiszerben, a nattoban fedeztek fel. In vivo egér kisérletekben kimutattak, hogy az enzim
képes a reaktiv oxigén gyokok termelddésének szabdlyozasara és gyulladascsokkentésre, a

makrofagok TLR receptorainak expresszioja csokkentése altal [89, 90].
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4. Célkitiizések

A nagyiizemi allattartisban a probiotikumok szakszeriien alkalmazva képesek
megeldzni a betegségeket, befolyasolni az immunrendszer mitkddését és javitani a termelési
mutatokat. Egyes Bacillus fajokat gyakran hasznalnak ilyen célokra. Hatasukat szamos
in vivo kisérlet bizonyitotta, de pontos hatismechanizmusuk megismerése érdekében tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

Vizsgalatunk a Biovéd 2005 Kft. B.licheniformis és a B.mojavensis kivonatai
hatdsainak megismerésére iranyul. Munkank soran csirke ileum eredetii explant modelleket
hasznaltunk, melyeket dextrozzal kiegészitett DMEM F12 tapfolyadékban tenyésztettiik,
valamint kombinalt kezelési csoportokat kialakitva poly I:C-t, viralis nukleinsav-anal6got
adtunk a tapfolyadékhoz, a gyulladdsos folyamatok imitaldsara. A baktériumtorzsek
potencialis gyulladascsokkentd hatasat pro-inflammatorikus citokinek, az IL-1B, IFN-y és
RANTES koncentracid6 mérésével kovettiik nyomon. Emellett a sejtek metabolikus
aktivitasat a termelt NADH+H", a sejtmembran épségét az LDH aktivitas, a gyulladas altal
kivaltott oxidativ stressz mértékét az MDA ¢és a gyulladas kivaltotta apoptozist a kaszpaz-3

crer

esetleges késobbi €16 allatokon torténd alkalmazast megel6zoen.
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5. Anyag és modszertan

5.1. A kisérlethez hasznalt allatok, a szovetminta izolalasa, az explantok kimetszése

A kutatashoz harom hetes, himivari Ross-308 brojler hibridet hasznaltunk. Az allatok
kezelése az Europai Uni6 allatjoléti jogszabdlyainak és intézményi szabalyzatanak
megfeleléen, valamint a Budapesti Allatorvostudomanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsdganak jovahagyasaval tortént. A madarakat a ROSS Technology utmutatasai szerint
tartottuk és takarmanyoztuk. A kisérletet a Kormanyhivatal, Elelmiszerlan-biztonsagi,
Novényvédelmi és Talajvédelmi Igazgatosag engedélyezte (engedélyszam: GK-419/2020).

A madarakat CO2-os kabitast kovetden dekapitaltuk, elvéreztettiik, majd hatfekvésben
rogzitettiikk. Ezt kdvetden a testiireget aszeptikusan megnyitottuk, felkerestilk a Meckel-
divertikulumot ¢és attdl koriilbeliil 10 cm-re disztalisan kimetszettiink 15 cm-t az iledlis
bélszakaszbol. A bélszakasz feliiletérdl kézzel tavolitottuk el a zsirszovetet, majd penicillin
¢és sztreptomicin oldattal 1%-ban kiegészitett foszfattal pufferolt sooldattal (PBS + Pen-
Strep) (Gibco, Waltham, MA, USA) mostuk at az eltavolitott bélszakaszt mindkét iranybol.
A bélszakaszt hosszirdnyban kettévagtuk a mesenteridlis oldal mentén, majd harom egymast
kovetd alkalommal atmostuk PBS + Pen-Strep oldattal. Ezt a [épést addig ismételtiik, mig a
szemel lathato fizikai szennyezddéseket el nem tavolitottuk, és utdna hosszanti iranyba négy
részre vagtuk. A kimetszett szakaszokat friss, jégen tartott PBS + Pen-Strep oldatba
helyeztiik. Miel6tt kimetszettiik az explantokat egy 96 lyuku tenyésztéedényt készitettiink
elé (Greiner Bio-One Hungary Kft. Mosonmagyarovar, Magyarorszag), melyet mar
elézetesen I. tipusit kollagénnel (10 g/cm?) vontunk be. A lemezen a sziikséges lyukakat 200
ul tapfolyadékkal toltottiik fel. A kisérlet soran a Dulbecco's Minimal Essential Medium-
F12 (DMEM F12) tapoldatat hasznaltuk, amit kiegészitettiink 2,5% fotalis borjusavoval
(FBS), 1% glutaminnal, 1% penicillin és sztreptomicin oldattal és egy adagnyi HCM TM
SingleQuotsTM  Kit-tel (BIOCENTER Laboratoriumi Szolgaltato Kft.,, Szeged,
Magyarorszag). A kit aszkorbinsavat, szarvasmarha szérumalbumint, transzferrint, human
epidermalis novekedési faktort (hEGF), inzulint, gentamicint és amfotericin-B-t tartalmaz.

Az egyik bélszakaszt jéggel hiitott liveglapra helyeztiik nyalkahartyaval felfelé, majd
ezt egyenletesen Kkiteritettiik és végiil az adhézidés erét kihasznalva két targylemez
segitségével a két rovidebbik oldalanal az liveglaphoz rogzitettiik. A mintdk kimetszése
kozben a kihelyezett bélszakasz feliiletét rendszeresen locsoltuk jéghideg PBS + Pen-Strep
oldattal, hogy nedvesen tartsuk a szovetet. Az explantok kimetszését biopszias korkésekkel

(MDE GmbH, Heidelberg, Németorszag) végeztiik. A korkést merélegesen a bélszakaszra
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nyomva, korkorés mozdulatokkal végeztiik a kimetszést, majd a kinyert darabot az eszk6z
dugattygjaval kozvetleniil az eldkészitett, 200 pl tapoldattal feltoltott lyukakba tettiik. A
mintavevo korkést a 10. minta vétele utan lecseréltiik. Az explantokat 37 °C-on tenyésztettiik
5% CO jelenlétében. Az explantok kimetszéséhez és tenyésztéséhez hasznalt vegyszereket
¢és eszkozoket a Merck KGaA-tol (Darmstadt, Németorszag) szereztiik be, egyéb esetben

azok forrasat kiilon feltintettiik.

5.2. B. licheniformis és B. mojavensis Kivonatok

A formulazott baktérium kivonatok a Biovéd 2005 Kft. pinkamindszenti
laboratoriumaban keriiltek eléallitasra. Ezek elkészitése soran hasznalt Bacillus torzsek a
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében (NCAIM) az aldbbi

azonositoé szamok alatt vannak nyilvantartva:

1. Bacillus mojavensis (NCAIM 497/2020 torzs)
2. Bacillus licheniformis (NCAIM 334/2017 torzs)

A folyamat a Biovéd 2005. Kft. formulazasi eljarasa szerint zajlik, igy azt téredékes
forméban ismertetjilk. A vallalat egy magas telepképzd egység szamu baktérium
szuszpenziobol készitett szaritott porbol végzi a kivonat eldallitdsat, mely por a felszaporitott
baktérium sejteket, egy szilikat tartalmi hordozdanyagot és a fermentlé szarazanyag
tartalmat is magéba foglalja. A port feloldva 70%-0s etanol oldatban, a nyert szuszpenziot
keverésnek és razatasnak teszik ki. A nyert kivonatot 2 um-es porusnagysagu sziirén szlirik
at, majd a nyert oldatbol centrifugalassal iilepitik ki a visszamaradt baktérium sejteket. A
végso oldatot dextroz-monohidratra szaritjak ra, majd a kapott anyagot megdrlik, igy jutnak
a formulédzott, a baktérium kivonatot tartalmazo végsd termékhez. Erre a dolgozatban az

egyszerliség kedvéért kivonat néven hivatkozunk.

5.3. Az explantok tenyésztése és kezelése

Az 1,5 mm atmér6ji explantokat 96 lyuku lemezen, 200 ul tapoldatba helyeztiik. A
kisérlet soran egy 0,6 m/m % és 3 m/m % dextrozzal kezelt kontroll csoportot (C2, C3)
hoztunk Iétre, valamint kialakitottunk egy-egy 0,6 m/m % ¢és 3 m/m % dextro6zos
B. licheniformis (LIC2, LIC3) kivonattal, illetve 0,6 m/m % ¢és 3 m/m % dextr6zos
B. mojavensis (MOJ2, MOJ3) kivonattal kezelt csoportot. A tobbi csoportnal gyulladaskeltd
kezelést is hasznaltunk, 50 pg/ml poly 1:C-vel kezeltiik az explantokat. igy jottek létre a
0,6 m/m % és 3 m/m % dextrozzal és poly I:C-vel kezelt gyulladasos kontroll csoportok
(PC2, PC3), valamint a 0,6 m/m % és 3 m/m % dextr6zos B. licheniformis kivonat és
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poly I:C kezelt (PLIC2, PLIC3), és 0,6 m/m % és 3 m/m % dextrozos B. mojavensis kivonat
¢s poly L:C kezelt (PMOJ2, PMOJ3) kombinalt csoportok. 12 6ra utan a tapfolyadékot
eltavolitottuk és mintaként -80°C-on taroltuk a tovabbi mérések elvégzéséig.

Az egyes dextrozos kivonatokkal végzett kezelések kontrolljaként vegytiszta dextroz
szolgalt, hogy a dextroz kivaltotta bioldgiai hatast elkiilonitsiik a baktérium
anyagcseretermékek ¢és alkotok kivaltotta hatastol. A LIC2, MOJ2, PLIC2, PMOJ2
kezeléseknél a tapfolyadék 0,6 m/m %-ban tartalmaz dextrdzos kivonatot, kontrollként a C2
dextr6zos csoport szolgdl, mely 0,6 m/m % dextrézt tartalmaz. A LIC3, MOJ3, PLIC3,
PMOIJ3 kezeléseknél a tapfolyadék 3 m/m %-ban tartalmaz dextrdzos kivonatot,
kontrollként a C3 dextrézos csoport szolgdl, mely 3 m/m % dextrozt tartalmaz. Az
jeloljiik.

5.4. Mérések

Metabolikus aktivitas mérése

Az explantok metabolikus aktivitasat CCK-8 teszttel mértiik (Cell counting Kit-8,
Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA). Az explantokra 10:1 aranyban friss
szintelen DMEM F12 tapoldatot pipettaztunk CCK-8 reagenssel kiegészitve. A reakciod
alapja, hogy a képzodott NAD(P)H+H* a CCK-8 reagensbhen talalhato WST-8-at (Water
Soluble Tetrasolium Salt) formazanna redukalja, és ez narnacssarga szinreakciot hoz 1étre.
A cellularis katabolikus folyamatok intenzitdsara, azaz metabolikus aktivitdsdra tudunk
kovetkeztetni, mivel a képzOddott formazan mennyisége egyenesen ardnyos a termelddod
NAD(P)H+H" mennyiségével, tehat a szinintenzitds is ennek megfeleld. Egy 6ra tenyésztési
koriilmények kozt vald inkubélas utan egy iires 96 lyuka lemezre 100 pl-t pipettaztunk ki a
tapoldatbol, majd a gyartd utasitisainak megfelelden 340 nm-en megmértik az
abszorbanciat, Multiskan GO 3.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt

Allamok) késziiléket hasznalva.

Extracellularis laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitas mérése

Az LDH mérés adataibol tudunk kovetkeztetni a sejtmembran allapotara. Ha a
membran karosodik, akkor az intracellularis enzimek felszabadulnak, és a tapoldatba
kertilnek. Ennek vizsgalatara a tdpoldatmintdkbol az extracellularis LDH enzimaktivitas
fotometrias mérését végeztilk el (Diagnosticum Kft., Budapest, Magyarorszag). 10 ul
tapoldat mintahoz 200 pl LDH reagens oldatot adtunk (56 mM foszfat puffer, pH 7,5;
1,6 mM piruvat és 240 uM NADH+H+), majd a kapott elegy abszorbancidjat egymads utan
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hat alkalommal mértiik, 340 nm-en, egy perces id6kdzokkel, Multiskan GO 3.2 késziilékkel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Malondialdehid-koncentraciéo (MDA) meghatarozasa

A sejtlizatum higitasat és centrifugalasat kovetden mértiikk az intracellularis MDA
koncentraciot. Ez a moddszer a lipidperoxidacié mértékének meghatirozéasara szolgal,
kolometrias teszttel végezhet6 el. 300 ul tiobarbitursavat kevertiink a lizatum mintaink
feliiliszojanak 100 pl-¢hez, és a gyartd utasitdsanak megfeleléen 95°C-on 1 oraig
inkubaltuk, majd 10 percig jégen hiitottiik. Ezt kovetden 532 nm-en mértiik a minta
abszorbancidjat Multiskan GO 3.2 késziilékkel.

Interleukin-1p (IL-1B) koncentracié meghatarozasa

Az interleukin-1p (IL-1B) koncentracidjat csirkespecifikus szendvics ELISA kit
felhasznalasaval (MyBioSource, San Diego, CA, USA) hataroztuk meg a gyarto eldirasainak
megfeleléen. Az ELISA proba elveinek megfelelden, a lemez felszinén jelen 1évo
ellenanyaghoz kotodott a vizsgalt interleukin. A reakcid specifitdsa érdekében egy biotinnal
konjugalt masodlagos ellenanyagot vittiink fel a lemezre, majd ramértiik az avidinnel
kapcsolt konjugatumot. Ezt kovetden a hozzaadott szinreagens szines terméket ad. A szin
intenzitdsa 450 nm-en fotometridsan mérhetd. A mérést Multiskan GO 3.2 késziilékkel

végeztiik.

Interferon-y (IFN-y) és RANTES koncentracio meghatarozas

crer

crer

Chicken Cytokin/Chemokin panelt (Kat.szam: GCYT1-16 K, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) hasznalt, betartva a gyarto utasitasait. A fluoreszcenciat Luminex MAGPIX®
miiszerrel (Luminex Corporation, Austin, TX, USA) mérte. A nyers adatok feldolgozasa a
Luminex xPonent 4.2 szoftver segitségével tortént.

A 0,6% ¢és 3% dextrozos B. mojavensis (MOJ2, MOJ3) kivonattal kezelt csoport,
valamint a 0,6% ¢és 3% dextrozos B. mojavensis kivonat és poly I:C kezelt (PMOJ2, PMOIJ3)
kombinalt csoport mintainak vizsgalatat az IFN-y és RANTES koncentracié meghatarozasa
soran nem itéltiik sziikségesnek, mivel az altalunk mért paraméterek esetében nem mutattak

gyulladascsokkentd, antioxidans, illetve antiapoptotikus hatést.
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A kaszpaz-3 koncentracio meghatarozasa

sejtlizatum mintakbol hataroztuk meg. Csirkespecifikus kaszpaz-3 ELISA kitet hasznaltunk
(MyBioSource, San Diego, CA, USA) a gyarté utasitasai szerint. Az abszorbanciat
450 nm-en mértiik, Multiskan GO 3.2 olvasoval.

Statisztika

A statisztikai elemzést az R core Team program 4.0.4-es verziojaval (R Core Team,
2020) végeztikk. Az LDH aktivitast hat egymast kovetd idopontban végzett abszorbancia
mérésével szamitottuk ki, ugy, hogy atlagoltuk az egymast kovetd idépontok kozotti
kiilonbséget. Az eredményeket oszlopdiagrammon abrazoltuk a GraphPad Prism szoftver
alkalmazasaval, atlagértékként és az atlag standard hibdjaként (SEM). A kapott adatok
eloszlasat Q-Q plottal vizsgaltuk. A B. licheniformis (LIC2, LIC3) és B. mojavensis (MOJ2,
MOJ3) kivonattal kezelt csoportokat a csak dextrozzal kezelt csoportok (C2, C3) atlagahoz
hasonlitottuk, mig a poly I:C kezelt csoportok (PC2, PC3) szolgaltak a poly I:C-vel és
B. licheniformis kivonattal (PLIC2, PLIC3), valamint a poly I:.C-vel és B. mojavensis
kivonattal (PMOJ2, PMOJ3) kezelt kombinalt kezelési csoportok kontrolljaként. A
csoportok atlagainak Osszehasonlitasaira Wilcoxon-féle rangprobat alkalmaztunk. A
kozépértékek kozotti eltérést szignifikansnak tekintettiik abban az esetben, ha a p-érték 0,05,

vagy kisebb volt.
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6. Eredmények

50 ug/ml koncentracioban a poly I:C-t a tapfolyadékhoz adva az explantok metabolikus
aktivitasa szignifikansan (p=0,012) csokkent 0,6% és 3% dextroz kiegészités esetében is. A
Bacillus kezelések egyik esetben sem befolyasoltak szignifikansan a metabolikus aktivitast

(2.abra).
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2.4bra: A metabolikus aktivitas vizsgalata CCK-8 teszttel. C2=kontroll 0,6% dextr6z, C2=kontroll 3%
dextroz, MOJ2= B. mojavensis kivonat 0,6%, MOJ3= B. mojavensis 3%, LIC2= B. licheniformis 0,6%,
LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextréz 0,6%, PC3= poly I:C (50 pg/ml ) és
dextr6z 3%, PMOJ2= poly I:C (50 pg/ml) és B. mojavensis 0,6%, PMOJ3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
mojavensis 3%, PLIC2= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 0,6%, PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
licheniformis 3%.

Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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A sejtmembran karosodasa soran felszabadulo extracellularis laktat-dehidrogenaz aktivitasat
az 50 ug/ml koncentracioban alkalmazott poly I:C kezelés 0,6% (p=0,016) és 3% (p=0,032)
dextroz mellett egyarant szignifikansan csokkentette. A Bacillus kezelések esetében nem

figyeltiink meg szignifikans valtozast (3.abra).

Laktat-dehidrogenaz aktivitas
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3.abra: Az extracellularis laktat-dehidrogenaz aktivitdsanak vizsgélata kinetikus fotometrias teszttel.
C2=kontroll 0,6% dextroz, C2=kontroll 3% dextr6z, MOJ2= B. mojavensis kivonat 0,6%, MOJ3= B.
mojavensis 3%, LIC2= B. licheniformis 0,6%, LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pug/ml) és
dextréz 0,6%, PC3= poly I:C (50 ug/ml ) és dextroz 3%, PMOJ2= poly I:C (50 ug/ml) és B. mojavensis
0,6%, PMOJ3=poly I:.C (50 pg/ml) és B. mojavensis 3%, PLIC2= poly I.C (50 pug/ml) és B. licheniformis
0,6%, PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 3%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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Az IL-1B gyulladasos citokin koncentracigjat 0,6% dextréz kiegészités mellett a
B. mojavensis kivonat szignifikansan emelte (p=0,032), mig 50 pg/ml koncentracidban a
tapfolyadékhoz adott poly I:C is emeld hatassal birt (p=0,029). A poly I:C-vel kezelt
kontrollhoz képest a poly [:C-vel kombinalt kezelésben alkalmazott 0,6%-0S
B. licheniformis kivonat az IL-1p koncentraciojat szignifikansan csokkentette (p= 0,016)
(4.abra).

Interleukin-1B koncentracioé
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4.4bra: Az IL-1P koncentracio mérése szendvics ELISA moddszerrel. C2=kontroll 0,6% dextroz, C2=kontroll
3% dextroz, MOJ2= B. mojavensis kivonat 0,6%, MOJ3= B. mojavensis 3%, LIC2= B. licheniformis 0,6%,
LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextréz 0,6%, PC3= poly I:C (50 pg/ml ) és
dextr6z 3%, PMOJ2= poly I:C (50 pg/ml) és B. mojavensis 0,6%, PMOJ3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
mojavensis 3%, PLIC2= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 0,6%, PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
licheniformis 3%.
Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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Az IFN-y koncentracidjaban szignifikans novekedés (p= 0,016) volt megfigyelheté 0,6%
dextroz kiegészités mellett alkalmazott poly I:C kezelés esetében. Ezen gyulladasos

kontrollhoz viszonyitva a 0,6%-ban alkalmazott B. licheniformis kivonat szignifikans
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5.abra: Az IFN-y koncentracio vizsgalata Luminex modszerrel. C2=kontroll 0,6% dextr6z, C2=kontroll 3%
dextr6z, LIC2= B. licheniformis 0,6%, LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextroz
0,6%, PC3= poly I:C (50 pg/ml ) és dextrdz 3%, PLIC2= poly I:C (50 ug/ml) és B. licheniformis 0,6%,

PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 3%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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A tapfolyadék RANTES koncentracioja szignifikans novekedést (p= 0,029) mutatott a poly
I:C és 0,6% dextrozkiegészités mellett tenyésztett explantok esetében. A tobbi kezelés

esetében nem volt szignifikans valtozas (6.abra).
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6.abra: Az RANTES koncentracio vizsgalata Luminex médszerrel. C2=kontroll 0,6% dextréz, C2=kontroll
3% dextréz, LIC2= B. licheniformis 0,6%, LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextroz
0,6%, PC3= poly I:C (50 pg/ml ) és dextroz 3%, PLIC2= poly I:.C (50 pg/ml) és B. licheniformis 0,6%,
PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 3%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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Az MDA koncentracidjaban a 3% dextroz és poly I:C-vel kiegészitett tapfolyadékkal kezelt
kontroll csoporthoz képest, a poly I|:C-vel kombinalt kezelésben alkalmazott 3%-0s

B. mojavensis kivonat szignifikans emelkedést (p=0,016) eredményezett (7.abra).
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7.abra: Malondialdehid koncentracio vizsgalata kolometrias teszttel. C2=kontroll 0,6% dextroz, C2=kontroll
3% dextroz, MOJ2= B. mojavensis kivonat 0,6%, MOJ3= B. mojavensis 3%, LIC2= B. licheniformis 0,6%,
LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextréz 0,6%, PC3= poly I.C (50 pug/ml ) és
dextr6z 3%, PMOJ2= poly I:C (50 pg/ml) és B. mojavensis 0,6%, PMOJ3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
mojavensis 3%, PLIC2= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 0,6%, PLIC3= poly I:C (50 pg/ml) és B.
licheniformis 3%.
Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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A poly I:C-vel kezelt gyulladasos kontrollcsoporthoz képest, a B. licheniformis 3%-ban
alkalmazva szignifikansan emelte (p= 0,032) az apoptotikus kaszpaz-3 koncentracidjat a
sejtekben (8.abra).
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dextroz, C2=kontroll 3% dextrdéz, MOJ2= B. mojavensis kivonat 0,6%, MOJ3= B. mojavensis 3%, LIC2=B.
licheniformis 0,6%, LIC3= B. licheniformis 3%, PC2= poly I:C (50 pg/ml) és dextréz 0,6%, PC3=poly I:C
(50 pg/ml) és dextroz 3%, PMOJ2= poly I:C (50 pg/ml) és B. mojavensis 0,6%, PMOJ3= poly I:C (50
ug/ml) és B. mojavensis 3%, PLIC2= poly I:C (50 pg/ml) és B. licheniformis 0,6%, PLIC3= poly I:C (50
ng/ml) és B. licheniformis 3%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05
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7. Megbeszélés

Munkank soran csirke ileum eredetii explantokon a poliinozin-policitidilsav (poly I:C,
viralis nukleinsav-analog) alkalmazasaval kivaltott gyulladasos és oxidativ folyamatokat
vizsgaltuk, illetve azt, hogy e folyamatokra milyen hatdsa van a B. licheniformis és a
B. mojavensis kivonatainak. Az explant modellek lehetdvé teszik a célszerv és -szovet
fiziologias és koros allapotainak vizsgalatat. Elonyiik abban rejlik, hogy mig a kiilonféle
sejttenyészetek csupan egyfajta sejtb6l allnak, addig az explantokban a bélben jelen 1évo
sejtek mind fellelheték [23]. Az Elettani és Biokémiai Tanszék Biokémiai Osztalya el6zetes
kisérletek sordn vizsgalta az 1 és 2 mm atmérdjii bélham explantok tenyészthetoségét és
eltarthatosagat. A vizsgalat soran az explantok metabolikus aktivitasat, laktat-dehidrogenaz
aktivitasat mérték, illetve hematoxilin-eozin és pancitokeratin immunhisztokémiai festést
alkalmazva a szovetek €pségét szovettannal is vizsgaltak. Eredményeik szerint a kisebb
méretli explantok tovabb eltarthatok, am a nagyobb explantok kinyerése és kezelése
egyszeriibb. fgy 1,5 mm atmérdjii explantokat alkalmazva vizsgaltak 12 6ra tenyésztés
mellett a Toll-like receptor antagonistak hatasat. 50 pg/ml koncentracioban a poly I:C
megfelelonek bizonyult a gyulladasos valasz kivaltasara, igy az ismertetett vizsgalatban is,
ami a dolgozat targyat képezi ezt hasznaltuk a gyulladas kivaltasara [91]. A sejtek a viralis
nukleinsav-analogot a TLR receptorok, mint PAMP molekulak ismerik fel. A receptorok
aktivaljak a MyD88-fiiggetlen jelatviteli Gtvonalat, majd az NF-kB és MAPK faktorokat,
melyek végiil gyulladasos citokinek termeléséhez vezetnek a génexpresszid befolyasolasan
keresztiil [50].

Szamos kutatas foglalkozik a Bacillus térzsek, mint probotikumok gyulladascsokkentd
¢és antioxidans hatasaival. Munkank soran a B. licheniformis és a B. mojavensis térzseinek
hatasat vizsgaltuk. Mivel a B. mojavensis a B.substilis egy torzse, fenotipusos valtozata,
biokémiai tulajdonsagaik megegyeznek. A két baktérium hasonld tulajdonsagokkal
rendelkezik, és a B. substilis probiotikus hatasat mar tobb kutatas is aldtamasztotta, ezért
megalapozott a feltételezés, hogy a B. mojavensis is jotékony hatasu lehet [87].

Xu és munkatarsai kimutattak, hogy a B. licheniformis és B. substilis brojlercsirkéknél

mint taplalékkiegészité, in vivo kisérletekben csokkenti a szérum IL-6 ¢és IL-1B

crer

crer

jelentds csokkenését tapasztaltak. A probiotikummal kezelt csoportok novekedési erélye

szignifikansan nagyobb volt a kezeletlen csoportokéhoz képest [92]. Az oxidativ stressz az
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antioxidansok ¢és a szabadgyokok egyensulyanak zavarara utal, amely ROS
felhalmozdodashoz, ezaltal a szovetek és fehérjék karosodasahoz vezet. A baromfiban az
oxidativ stresszt szdmos ok kivalthatja, mint béldaul a hostressz, rossz takarmanymindség
vagy fertézés. Zhao és munkatarsai kimutattak, hogy a B. licheniformissal kiegészitett
takarmanyt fogyasztd allatok esetében az ileumban alacsonyabb volt az MDA
koncentracidja, illetve az antioxidans enzimek, példaul szuperoxid dizmutaz és a
glutation-peroxidaz aktivitasa emelkedett [93]. A B. licheniformis, probiotikumként
alkalmazva pozitiv hatassal van a madarak majaban, vérében és bélrendszerében az
antioxidans kapacitasra, képes megkdtni a szervezetben keletkezett szabadgyokoket, igy
csokkentve az oxidativ stresszt. EIony0s a brojlerek szamara, védelmet nyujt a hdstressz
ellen és megel6zi a nekrotikus bélgyulladast [93, 94]. Han és munkatarsai B. licheniformis
hatasat vizsgaltak, mint potencidlis hozamfokozoét, az antibiotikumok helyett. In vivo
kisérletiikben, brojlercsirkék takarmanykiegészitéként kaptak a B. licheniformis, két
kiilénboz6, 1.0 x 108 CFU/Kkg és 1.0 x 10° CFU/Kg koncentracioban. Kutatasuk Xu és
munkatarsainak eredményeihez hasonléan az 1L-1B, IL-8, TNF-a citokinek
emelkedését irtak le. Ezen kiviil a TLR-4 receptor €s az NF-kB medialt transzkipcids utak
aktivitasanak csokkenésérdl is beszamoltak. A B. licheniformis hatasat az alkalmazott
koncentraciotol fiiggetlennek talaltak [95].

A szakirodalom féként a B. mojavensis novénytermesztési alkalmazasairol szamol be.
Etyemez Biiylikdeveci és munkatarsai irtak le a B. mojavensis hatasait a nilusi tilapia halfaj
immunrendszerére. Eredményeik szerint a B.mojavensis a mikrobolyhok hosszanak és
stirliségének novekedését, valamint az IL-10 gyulladdscsokkentd citokin expresszidjanak
novekedését és az IL-1B csokkenését eredményezte [96]. Ezen kiviil a mikroba altal termelt
nattokinaz enzim antioxidans hatasardl szamolnak be a szakirodalomban. Az enzim képes a
TLR receptorok expresszidjat gatolja a makrofagokban, ezaltal gatolva a MAPK ¢és a
NF-kB aktivalasat, igy csokkentve a sejt ROS termelését [90]. A rendelkezésre allo
szakirodalmi adat nem elégséges, azonban a meglévd tudomanyos ismeretek aldtdmasztjak
a Bacillus faj vizsgélatanak 1étjogosultsagat.

Jelen vizsgalataink bizonyitjak a B. licheniformis pro-inflammatorikus IL-1f és
nagyobb koncentracioban alkalmazva a sejteket karosité gyulladdsos folyamatok soran a

kaszpaz-3 intracelllularis enzim szintjének emelése révén képes eldsegiteni a programozott
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sejthaldlt. Ez az eredmény felfoghatd pozitiv hatdsként, ha figyelembe vessziik, hogy a
sejtekben kevésbé szabdlyozott, szoveti szintén karosabb sejthaldl folyamatok is
bekovetkezhetnek. Ilyen példaul a piroptozis, melyet a poly I.C képes kivaltani. Ez egy
tipusa a programozott sejthaldlnak, amit az NLR receptorcsalad pirin-domént kotd 3-as
(NLRP3), intracellularis mintazatfelismerd receptor ¢és a kaszpaz-1 enzim aktival. Ennek
soran a sejthalalt a transzcellularis porusképzddés okozza [97].

A B. mojavensis a nilusi tilapidban leirt gyulladascsokkenté hatasat nem tudtuk
megerdsiteni a csirke ex Vvivo modelliinkén. Az antioxidans tulajdonsagokra iranyulo
vizsgalataink soran szintén nem kaptunk szignifikans eredményt a B. licheniformis
kivonatait alkalmazva, am a B. mojavensis 3% koncentracioban prooxidans hatastnak

bizonyult.

Eredményeink alapjan a B. licheniformis takarmanykiegészitd és probiotikumként
vald alkalmazasa megalapozott lehet a brojler tenyésztésben, am a gyulladast szabalyzo és
antioxidans mechanizmusok tovabbi tanulményozasra szorulnak, hogy az alkalmazott térzs

hatékonysdga igazolast nyerjen.
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8. Osszefoglalas

A brojlernevelés soran a cél minél rovidebb id6 alatt eldallitani a piaci igényeknek
megfeleld terméket. A rendkiviil intenziv tartds megviseli az allatok szervezetét, az dket érd
stressz Osszetett oktantl betegségek kialakuldsara hajlamosit. Miota az Eurdpai Unidban tilos
az antibiotikumok alkalmazasa profilaktikus ¢és hozamfokoz6 célbol a gazdasagi
haszonallatok esetében, tobb figyelmet kapnak az alternativ, természetes hozamfokozok.
Ilyenek példaul a probiotikumok. Ezek az anyagok befolyasoljak a mikrobidta 6sszetételét,
hatassal vannak az immunrendszer patogénekre adott valaszara, valamint a gyullad4sos
folyamatok lefolyasara. Pontos hatdsmechanizmusuk azonban sok esetben nem tisztazott.
Vizsgalatunk soran a Bacillus licheniformis és a Bacillus mojavensis egy-egy torzsébol
késziilt kivonatok (Biovéd 2005 Kft.) hatasat vizsgéltuk csirke eredetii bél explantokon.

A kisérletben 3 hetes csirke ileumabol nyert explantokat hasznaltunk. Ezeket
kontrollként 0,6 és 3% dextrozzal, valamint 0,6% és 3%-ban dextrozra szaritott Bacillus
licheniformis és Bacillus mojavensis kivonattal kiegészitett DMEM F12 tapfolyadékban
tenyésztettiik 12 6rdn keresztiil. Kombinalt kezelési csoportokat alakitottunk ki az el6bbi
kezelések mellett 50 pg/ml poliinozin-policitidilsavval (poly I:C, viralis nukleinsav-anal6g)
kezelve az explantokat. A kisérlet végeztével a sejtek metabolikus aktivitasat CCK-8
teszttel vizsgaltuk. A tapfolyadékbol mértiik a laktat-dehidrogendz (LDH) aktivitést, az
interleukin-1p3 (IL-1P), interferon-y (IFN-y) és Regulated on Activation, Normal T-cell
malondialdehid (MDA) és a kaszpaz-3 koncentraciot hatdroztunk meg. A poly I:C
szignifikansan csokkentette az explantok metabolikus aktivitasat és az LDH aktivitast a
tapfolyadékban, azonban a Bacillus kezeléseknek ezekre a paraméterekre nem volt hatésa.
A poly I:C-vel kezelt gyulladasos csoporthoz képest a Bacillus licheniformis 0,6%-ban

alkalmazva szignifikansan csokkentette az IFN-y és IL-1B citokinek szintjét, 3%-ban

crer

crer

Az eredmények alapjan az alkalmazott Bacillus licheniformis kivonat
gyulladascsokkentd hatasu lehet, illetve sejtkéarosité gyulladésos folyamat soran képes lehet
elosegiteni a programozott sejthalalt, mig a Bacillus mojavensis 3% koncentracioban
prooxidansnak bizonyult. A vizsgalt Bacillus fajok, illetve torzsek hatasanak pontosabb

megértése érdekében tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.

33



9. Summary

During broiler breeding, the main goal is to produce products that meet market
demands in the shortest possible time. The extremely intensive farming practices can stress
the animals, and predispose them to multifactorial diseases. Since the use of antibiotics for
prophylactic and growth-promoting purposes in farm animals has been banned in the
European Union, more attention has been given to alternative, natural growth promoters,
including probiotics. These substances influence the composition of the microbiota and
affect the response of the immune system to pathogens and inflammation. The exact
mechanism of action of probiotics is not yet fully understood. The aim of our study was to
examine the effects of extracts originating from two strains of Bacillus licheniformis and
Bacillus mojavensis (Biovéd 2005 Kft.) on chicken ileal explants isolated from 3-week-old
broiler chicken.

The explants were cultured for 12 hours in DMEM F12 medium supplemented with
0.6% and 3% Bacillus licheniformis and Bacillus mojavensis extracts formulated with
dextrose and dextrose control groups, respectively. To induce an inflammatory response, the
cultures were treated with 50 pg/ml of polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C, viral
nucleic acid analogue) combined with the previous treatments. At the end of the experiment,
the metabolic activity of the cells was examined by CCK-8 assay. In addition, lactate
dehydrogenase (LDH) activity, interleukin-1p (IL-1p), interferon-y (IFN-y) and Regulated
on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES) cytokine concentrations
were measured from the medium. Malondialdehyde (MDA) and caspase-3 concentrations
were determined from cell lysates. The poly I:C treatment significantly reduced the
metabolic activity of the explants and the LDH activity in the medium. Bacillus treatments
had no effect on these parameters. Compared to the poly I:C-treated inflammatory group,
Bacillus licheniformis at a concentration of 0.6% significantly reduced the levels of IFN-y
and IL-1p cytokines and at a concentration of 3% significantly increased caspase-3
concentration of the cells. The combined treatment of poly I:C with Bacillus mojavensis at
a concentration of 3% significantly increased the MDA level.

Based on the results, the applied Bacillus licheniformis extract had anti-inflammatory
effect and could promote apoptosis of the cells under inflammation related cell damage. In
contrast, Bacillus mojavensis at a concentration of 3% showed a prooxidant effect. Further
studies are needed to gain a more precise understanding of the effects of the investigated

Bacillus species and strains.
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elkésziilését.

Ko6szonom Dr. Matis Gabornak, aki ramutatott a biokémia szépségeire €s az abban
rejlé lehetOségekre, valamint lehet6séget biztositott a dolgozat elkészitéséhez. K6szonom
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munkdjaval hozz4jarult a kutatashoz.
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hattérbdl végig tdmogattak és erdt adtak.
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Témavezetoi nyilatkozat TDK dolgozathoz
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Alulirott drﬂ"\qp“jmh ............... , mint témavezeté nyilatkozom,
f I A
hogy (nev)D““J”‘“QK‘*Q"’“ .......... . Y évfolyamos hallgato

O = e et e RN e e B S et o el O s i i o e
cimii dolgozatat atolvastam ¢s jovahagytam, részvételét tamogatom az
Allatorvostudoményi ~ Egyetem  20... . évi Tudomanyos  Diakkori
Konferencigjan. Tovabba nyilatkozom, hogy a feltdltétt TDK dolgozat
plagiumellendrzésen sikeresen atesett és az esetlegesen feltart egyezdség az

Egyetemi iranymutatasoknak/szabalyoknak megfelel.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*
Név: _DUDAS REK A

A mii megjelenési adatai:...!0K.. delqarek 2023,
Az atadott fajlok szama: .. Ao

Jelen megallapodas elfogadéasaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem kizarolagos
jogot biztosit a HuVetA szamdara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a
megOrzés és a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara
konvertalja és szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szdmara
hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbdl kizarolag biztonsagi,
visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozodan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a mil
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzdi jog tulajdonosatdl arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzd neve a miivon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6é négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetové valjanak
a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem bels6 halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhatd, dedikalt elérést biztositdo szamitdgépre korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltdltéséhez jarul
>< hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodéssal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA ilizemeltet6i a szerzd, illetve a jogokat gyakorlo személyek és szervezetek iranyaban

nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznalé a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2013 év ...... AO ....... ho ...{'9...nap

s Pl

alairas
szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomadnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal miikidtetett
egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tudasvagyondat elektronikus formdaban JOsszegyiijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshetové és hozzaférhetové tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi szabdlyozasok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerti informatikai lehetoségek felhasznaldasaval biztositia a konnyil, (internetes
keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira torténo hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak névelése;

- az Allatorvostudomdnyi — Egyetem és az egyiittmiikodé — partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elosegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatadsa.
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