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2 Roviditések jegyzéke

AMP = antimikrobialis peptid
AMR = antimikrobialis rezisztencia
CCK = Cell Counting Kit

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

DMSO = dimetil-szulfoxid
EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav
FBS = magzati szarvasmarha szérum

GM-CSF = granulocita-makrofag kolonia

stimulalo faktor

HDP = host defense peptide
HRP = torma-peroxidaz
IFN = interferon

IL = interleukin

LDH = laktat-dehidrogenéz

LPS = lipopoliszacharid

LTA = lipoteikdlsav
MDA = malondialdehid

M-PER = Mammalian protein extraction
reagent

NK-sejt = natural killer (természetes 610)

sejt

PAMP = pathogen-associated molecular

patterns

PBS = foszfattal pufferolt s6oldat
Poli I:C = poliinozin-policitidilsav
ROS = reaktiv oxigén szarmazék
RNS = reaktiv nitrogén szarmazék
Th2-sejt = T-helper 2-sejtek
TNF-a = tumor nekrdzis faktor
TLR = toll-like receptor

WST-8 = vizoldhato tetraz6lium-so



3 Bevezetés

Sertéseket intenziv hizlalasi koriilmények kozott tartva fokozott a fertézések kockazata,
kiemelten a 1éguti és a gyomor-bélrendszeri eredetlické. Az intenziv sulygyarapodas, a zstufolt
tartds, a szallitdsi stressz egyarant hozzajarulhatnak a mikrobiom egyensulyanak
felborulasdhoz, amely az immunrendszer gyengeségéhez, csokkent termelési mutatokhoz és
magasabb elhullasi aranyhoz vezethet. Az elmult évtizedekben a termelési mutatok javitasa
érdekében (0sszefliggésben az emberiség megnovekedett fehérjeigényének kielégitésével) nagy
mennyiségben hasznaltak az allomanyokban antibiotikumokat, azonban az antimikrobialis
rezisztencia egyre nagyobb fenyegetést jelent mind az allategészségiigyben, mind a human
gyogyaszatban. Az Europai Unid kiterjedten probaja csokkenteni az antibiotikum felhasznalast
az ¢lelmiszerlancban, beleértve az allattenyésztést is, igy kiemelten fontossa valik az egyéb
antimikrobidlis hatassal rendelkezd terdpids szerek ¢és immunmodulans tulajdonsdggal bird
alternativak kifejlesztése. Az antimikrobialis rezisztencia elleni kiizdelem legfontosabb
eszkozei kozé tartoznak a probiotikumok, posztbiotikumok, a ndvényi eredetli bioaktiv
anyagok, valamint az antimikrobialis peptidek is. A probiotikumok ¢és posztbiotikumok,
valamint a novényi eredetli bioaktiv anyagok egyarant rendelkeznek gyulladascsokkentd és
antioxidans hatasokkal, igy nagymértékben tdmogatjdk az immunrendszer védekezd
mechanizmusait a fert6z6 eredetli megbetegedések esetén. A novényi eredetli bioaktiv anyagok
gatoljak a patogén mikroorganizmusok tapadasat a célsejtekhez, ezenfeliil pedig a biofilmek
képzddésének gatlasaval is hozzajarulnak a gazdaszervezet mikrobak elleni kiizdelméhez. Az
antimikrobialis peptidek mikroba ellenes hatasukon kiviil immunmodulans, daganatellenes és
sebgyogyulast eldsegitd tulajdonsdgokkal is rendelkeznek. Immunmoduléalé tevékenységiik
kozvetett modon segithet a baktériumok szaporodasanak csokkentésében €s a karos gyulladasos
folyamatok lekiizdésében. Az antibiotikum-alternativak vizsgalatahoz olyan sejttenyészetek
sziikségesek, melyeken in vitro koriilmények kozott hasonld foku gyulladas kelthetd, mint a
szervezetben enteralis vagy szisztémas fertdzések esetén. Kiilonbozd gyulladast eldidézo
molekuldk alkalmazasaval, bél ¢és mdj eredetli sejttenyészeteken kivaltott gyulladas
segitségével, jol modellezhetd a szisztémas gyulladdsokban kozponti szerepet betdltd bél-maj
tengely miikodése. A gyulladasos modellek kidolgozésa tehat relevans alapot nyujthatnak az
antibiotikum-alternativdak  biologiai  funkcidinak igazolasdhoz ¢és jotékony hatasaik
felméréséhez. Az antibiotikum-alternativak in vitro vizsgalatai elengedhetetlenek a késdbbi in
vivo terapids agensként valo alkalmazasukhoz, mely nagyban hozzéjarulhat az antimikrobialis

rezisztencia visszaszoritasahoz.



4 Irodalmi attekintés

4.1 A gvulladas folyvamatainak attekintése

A gyulladas a szervezet velesziiletett védekez6 mechanizmuséanak része, komplex bioldgiai
valasza a kiils6 karosito ingerekre, mint példaul a fertézések, sériilések vagy felvett toxinok. A
gyulladasos valasz {6 célja a sériilt szovetek helyreéllitasa és a kérositd tényezdok eliminalésa.
A gyulladéas folyamata az immunrendszer kiilonbozé sejtjeinek és molekuldinak koordinalt
tevékenysége révén zajlik és 4 fazisra oszthato. Az els6 az akut fazis, melynek részeként, az
endotélsejtek altal kivalasztott gyulladaskelté medidtorok (hisztaminok, bradykininek) hatasara
az ¢érintett teriilet érhalozata kitagul. Az erek ateresztOképessége is megnd, igy a masodik
fazisban, amely a szubakut fazis, a vérplazma ¢€s a benne taldlhaté immunsejtek az érpalyabol
a gyulladas helyére jutnak, ahol az adaptiv immunvalasz fehérvérsejtjei a természetes
immunitas makrofag sejtjeivel egyiittmikodve megsziintetik a kivaltd okot. A harmadik fazis a
helyreallitas, melynek folyaman példaul fagocitdzis segitségével tisztul meg a sériilt szovet a
tormelékektdl és megindul a szoveti regeneracid. Az els0 harom fazissal az élettaninak
tekinthetd, onmagat korldtoz6 gyulladas befejezddik, azonban, ha a kivaltd kdros ingert a
szervezet nem képes eliminalni, és a gyulladas allandosul, kronikus gyulladas jon 1étre, melyet
a T-limfocitak és plazmasejtek a gyulladas helyére vald migracioja jellemez (Galfi et al., 2014).
A kronikus gyulladds gyogyulas nélkiil idovel szdvetkarosodashoz, funkcidcsokkenéshez,
végiil funkciovesztéshez vezethet. A gyulladéas folyamatanak szabalyozasdban fontos szerepet
jatszanak a citokinek, mivel képesek tovabbi gyulladdsos sejtek toborzasara és aktivalasara,
hatast gyakorolnak az immunsejtekre ¢s egymasra, illetve, egyik f6 funkciojuk, hogy lehetévé
teszik a limfocitak, a kiilonféle gyulladasos sejtek €s a hemopoetikus sejtek kozotti

kommunikéciot, koordindlva ezzel az immunvalaszt (Hannoodee and Nasuruddin, 2024).

4.1.1 A gyulladasos citokinek

A citokinek sokrétli csoportjat kisméretli fehérje molekuldk alkotjak, amelyek az
immunmodulalé tulajdonsagaikon til részt vesznek az immunrendszertdl fiiggetlen
folyamatokban is, mint példaul a sejtdifferencidlodds (Dinarello, 2009). A citokinek
ugynevezett szupercsalddokbol éallnak, egy csalad hasonld struktirdkat foglal magaba, ezt

mutatja be az 1. tablazat (Testar, 2024).



Citokin csalad Funkcio

. Sejtproliferacio és sejtdifferenciacio
Hematopoetinek
eldsegitése
Interferon csalad Virusellenes fehérjék

. Interleukintél és sejttipustol is  fiiggd
Interleukin csalad
kiilonféle mikodések

Kemokin csalad Sejtvandorlas, adhézi6 és aktivacio iranyitasa

Transzformalo novekedési faktor béta csaldad | Immunsejtek szabalyozasa

Tumor nekrozis faktor csalad Gyulladasos és immunvalaszok szabalyozasa

1. tablazat: A citokinek és funkcioik.

Forras: https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/receptors-
molecules/cytokines-introduction

A citokinek f6 termeldi a T-helper sejtek és makrofagok, bar a legtobb magvas sejtben
indukéalhat6 a képzdodésiik és kivalasztasuk, igy a neutrofil granulocitak, B-sejtek, natural killer

sejtek (NK sejt), monocitak, endotélsejtek, epitél sejtek és dendritikus sejtek, fibroblasztok is

Neutrofil
granulocita
IL-1a
IL-1B
IL-8
TNF-a
IL-6
Monocita Endotélsejt Epitélsejt Dendritikus sejt
IL-1a IL-1a IL-1a TNF-a
I-1B IL-1B IL-1B IL-6
IL-10 IL-6 IL-6 IL-10
IL-8 TNF-a TNF-a IL-1a
TNF-a IL-33 IL-33 IL-1B
IL-6

1. abra: Citokineket kivalaszto sejttipusok sematikus abraja. Sajat dbra



termelhetnek citokineket. Ezen kiviil megfigyelhetd6 még, hogy kiilonbozé sejttipusok is

termelhetik ugyanazt a citokint, ahogy az 1. abran is lathat6 (Kany et al., 2019).

Az adott citokin hatasai akkor jelentkeznek, amikor az nagy affinitdssal kotodik a célsejt
felszinén kifejezett receptorahoz. Ez a hatas lehet autokrin, parakrin vagy endokrin, utdbbi a
legkevésbé jellemzd a citokin valaszokra. Autokrin esetben a citokin ugyanarra a sejtre hat,
amelyen a receptor kifejez6dott, parakrin esetben egy kozeli sejtet érint a hatads, endokrin
esetben pedig egy tavoli sejtet befolyasol. A citokin receptorhoz valdé kapcsolodasa
intracellularis jelatviteli kaszkadot indit el, és ez a kaszkad megvaltozott génexpresszidbhoz

vezet a célsejtben, ennek kdvetkezménye a bioldgiai hatéds (2. abra) (Kany et al., 2019).

2. Citokin kivalasztodik

Inger |y ¥ : <4 << o

A kotodik és aktivalodik
1. A stimulalt sejt 4

a célsejten
citokint termel | 4

*-.

4. Sejt aktivicisja &

Biologiai
hatas

2. abra: A citokinek képzddésének folyamata. Sajdt abra.

Az immunvalasz szabalyozasaban szerepet jatszo citokinek koziil, a pro-inflammatorikus
citokinek felszabaduldsa vezet az immunsejtek aktivalédasdhoz, illetve tovabbi citokinek
keletkezéséhez igy a kordbban a ,citokinvihar” kifejezéssel utaltak a citokinek hirtelen
felszabadulaséara a talzott gyulladaskeltés érdekében, azonban, a legijabb kutatasok szerint
mind a pro-inflammatorikus, mind az anti-inflammatorikus citokinek felszabadulasara sziikség
van az immunvalasz komplex folyamatdhoz (Kany et al., 2019). A citokinek hatasa a célse;jttol
fiigg, ezért pleiotropikusnak nevezziik dket, amely azt jelenti, hogy egy gén tobb tulajdonsag
megvaltoztatasaért felelds, vagy egy gén tobb fenotipus meghatdrozasban is részt vesz (Charo
et al., 2006). Kiilonbozo citokinek kifejhetik ugyanazt a hatést is, illetve egymas hatésat is
felerdsithetik szinergistaként (Ibrahim et al., 2017). Kisérletiinkben a gyulladds mértékének

cres



mérését végeztilkk el, a tovabbiakban a kisérlet szempontjabdl relevans citokinek rovid

jellemzése kovetkezik.

4.1.1.1 Interleukin-4

Az interleukin-4-et (IL-4) tobb sejttipus képes szekretalni, legfébb termeldi a CD4+ T-sejtek,
az NK-sejtek, a B-sejtek és a masztocitak. Az IL-4 fontos szerepet jatszik a gyulladdsos
folyamatok szabalyozdsaban, tobbek kozott az allergids gyulladasokban is. Ez a citokin
egyarant lehet gyulladasgatldo és gyulladaskeltd hatasu is, attoél fiiggéen, hogy milyen
sejttipusokon és receptorokon hat. Az anti-inflammatorikus hatasat az ugynevezett alternativ
makrofagok aktivacidjan keresztiil valdsitja meg, mivel az IL-4 a T-sejtek differencialodasat a
T-helper 2-sejtek (Th2-sejtek) keletkezésének iranyaba mozditja. Th2-sejtek megndvekedett
szama noveli az Ig-E termelést a B-sejtekben, ezzel eldsegitve az alternativ makrofagok
aktivaciojat (Junttila, 2018). Az IL-4 altal aktivalt makrofagok gyulladasgatlé tulajdonsaggal
rendelkeznek, valamint hozzdjarulnak a szdveti regeneraciohoz is. Az IL-4 receptorokkal
kapcsolatos kutatdsok ramutattak, hogy az IL-4 altal kivaltott sejtvalaszokat a receptor

komplexek kiilonbozo 0sszetevoinek aranya és eloszlasa befolyasolja (Gértner et al., 2023).

4.1.1.2 Intcerleukin-6

Az interleukin-6 (IL-6) a T-sejtekben, monocitdkban, endotélsejtekben és fibroblasztokban
szekretalodik, és fontos szerepet tolt be az autoimmun betegségek, illetve a bakterialis
fertdzések folyamataiban (Rose-John, 2018). Az IL-6-nak pro- ¢és anti-inflammatorikus
tulajdonsagai is vannak. Az IL-6 felismerésének mechanizmusa két kiilonb6z6 modon valosul
meg, az elso jelatviteli 0t tanulmanyozasat kovetden megallapitottak, hogy az IL-6 szisztémas
hatasa a klasszikus jelatvitel révén korlatozott. F6 korlatja, hogy receptorjanak elérhetdsége,
amely csak bizonyos sejttipusokon expresszalodik (Kang et al., 2020). Az IL-6 felismerésének
masodik mechanizmusa lesz igy felelds a molekula gyulladéaskeltd képességeinek nagy részéért,
ezt a mechanizmust transz-szigndldsnak nevezik (Rose-John, 2018). Az IL-6 anti-
inflammatorikus tulajdonsagai, szemben a pro-inflammatorikusokkal, az eddigiekben
kiaknézatlanok maradtak a klinikai gyakorlatban, noha anti-inflammatorikus tulajdonséaga tobb
mechanizmus révén képes érvényesiilni. Alapvetd szerepet jatszik az ugynevezett leukocita
valtasban, melynek Ilényege, hogy a korai gyulladas uralkodd sejttipusanak, a neutrofil
granulocitaknak toborzasat csokkenti, hogy a kései gyulladasban dominalé monocitédk vehessék
eldsegitve ezzel a monocitdk makrofagga vald differencialodésat (Jenkins et al., 2004). Az IL-

6 klasszikus jelatvitelére sziikség van a szervezetben a regenerativ és védelmi folyamatok



lejatszodéasahoz (Luig et al., 2015). Az elmult évtizedekben tobb betegség patogenezisével is
kapcsolatba hoztak, illetve tanulmdnyoztdk biomarkerként valo felhasznalasat, mivel
prognosztikai értéke van a korai gyulladésban, azonban a klinika gyakorlatba val6 atiiltetés

elmaradt (Gentile et al., 2013).

4.1.1.3 Interleukin-8

Az interleukin-8 (IL-8) kettds szerepet jatszik a gyulladasos folyamatokban, mivel mind pro-
inflammatorikus, mind anti-inflammatorikus hatdsokkal rendelkezik. Szamos sejttipus
szekretalja ezt a citokint, koztiik a monocitak, neutrofil granulociték, fibrocitak, endotelialis,
mesotelidlis, epitelidlis sejtek és a tumorsejtek is. Gyulladascsokkentd hatasat kiilonbozd
fertdzéses, gyulladdsos és daganatos modellekben igazoltdk. A gyulladds gatlasdnak egyik
mechanizmusa, hogy gatolja a leukocitak kitapadasat az aktivalt endotelidlis sejtekhez.
Kimutattak azonban szamos kronikus gyulladéssal jar6é betegséggel (pl. pikkelysomor, akut
respiratorikus  stressz  szindréma, rheumatoid arthritis, daganatos megbetegedések)
Osszefiiggésben az IL-8 receptorainak tulzott expressziojat. A kronikus gyulladasos
folyamatokkal 0Osszefiiggésbe hozza a molekulat proangiogén mivoltja, mivel ezek a
megbetegedések kritikusan fiiggenek az angiogenezistdl. Az IL-8 kemotaktikus vonzo hatéssal
van minden ismert vandorlé immunsejttipusra. Kiilonleges tulajdonsaga, melyben kiilonbozik
minden mas citokintdl, hogy képes specifikusan aktivalni a neutrofil granulocitdkat, ezzel
serkentve a gyulladast. A citokinek egymasra is hatassal lehetnek, igy példaul az interleukin-1
¢és a tumor nekrozis faktor serkenti az IL-8 termelddését tobb sejttipusban. Egy kutatdsban
kimutattdk, hogy a bakterialis lipopoliszacharidok - melyek a Gram-negativ baktériumok
sejtfalat alkotjak, szintén serkentik az IL-8 szekretalodasat, ezzel fokozva a gyulladast

(Matsushima et al., 2022).

4.1.1.4 Interferon-gamma (INF-y)
Az INF-y egy pro- és anti-inflammatorikus tulajdonsdgokkal is rendelkezd citokin, melyet
elsdsorban a T-sejtek, valamint az NK-sejtek termelnek. Az INF-y kulcsszerepet tolt be az
immunrendszer aktivalasaban. Gyulladast elésegitd funkcidi kozé tartozik, hogy fokozza a
makrofagok aktivitasat, eldsegitve az intracellularis korokozok elpusztitasat, emellett ndveli a
f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) 1. és II. osztalyl molekuldk expresszidjat, ezaltal
javitva az antigén-prezentacio hatékonyagat. A gyulladaskeltés mellett az INF-y paradox médon
képes a gyulladas szabalyozésara is, példaul gatolja az IL-17 4ltal kivaltott inflammatorikus
folyamatokat, illetve eldsegiti a szabalyoz6 T-sejtek kialakulasat, melyek elnyomjék a tulzott

gyulladasos valaszt (Kopitar-Jerala, 2017).



4.1.1.5 Tumor nekrozis faktor (TNF-a)

A TNF-a-val kapcsolatos elsé kutatasok a citokin tumorsejtekre gyakorolt citotoxikus hatasat
vizsgaltak, melyet az immunsejteken keresztiil fejt ki. Elsddleges termel6i a makrofagok és a
T-sejtek, de szekretaljak a B-sejtek, neutrofil granulocitdk és endotélsejtek is. A citokin
célpontjai kozé tartozd két fontosabb receptor a TNFR-I és a TNFR-II receptorok, eldbbi az
enterocitak kivételével minden sejten képes expresszaldodni, azonban a TNFR-II csak az
endotélsejteken €s az immunsejteken talalhatdé meg. A TNF-a funkcidi kozé tartozik, hogy
proinflammatorikus valaszokat kozvetit €s a sejthalalhoz vezetd jelatviteli utvonalakat indit el
(Zelova and Hosek, 2013). A TNF-a-val kapcsolatos kutatdsok igazoltak, hogy szoros
Osszefiiggés van a hepatikus gyulladas és a citokin kozott. A TNF-a altal beinditott gyulladasos
kaszkad folyaman tovabbi gyulladasos citkokinek, példaul IL-1 és IL-6 szintje is megnd, igy
tovabb fokozva a gyulladédst. A gyulladasos kaszkdd folyaman makrofagok és neutrofil
granulocitak aktivalédnak, és keriilnek toborzasra a majban, majd még tobb TNF-a -t és tovabbi
gyulladdsos mediatorokat szabaditanak fel, ezaltal folyamatosan fokozva a majsejtek
karosodésat. A megndvekedett TNF-a szint fokozza a reaktiv oxigénfajtdk (ROS) termelését,
igy noveli az oxidativ stresszt a mdjban. Az oxidativ stressz kozvetleniil hozzdjarul a
sejtkarosodashoz, a hepatocitak apoptdzisahoz, ami stlyosbitja a majgyulladast (Dabrowska,
2024). Hosszan tarté gyulladds esetén a TNF-o folyamatosan magas szintje kronikus

majbetegségekhez, példaul fibrozishoz vagy cirr6zishoz vezethet Kany et al., 2019).

4.1.1.6 Granulocita-makrofag kolonia stimulalo faktor (GM-CSF)

A GM-CSF szamos funkcioval rendelkezik, hematopoetikus novekedési faktor és
immunmodulator is, ezenfeliil fontos szerepet jatszik a gyulladasos folyamatokban (pro-
inflammatorikus hatasa révén) és az autoimmun betegségek kialakuldsaban. Kiilonb6z6 T-sejt
altipusok szekretaljak a GM-CSF-et, mint példaul a Th1 és a Th17. Gyulladasos folyamatokban
betdltott szerepéhez tartozik, hogy fokozza a gyulladasos sejtek, igy a neutrofil granulocitak és
helyére vald toborzasat ¢és aktivalasat, ezzel felerdsitve a gyulladasos folyamatokat.
Kiemelked6en fontos ez a folyamat a kiilonb6z0 autoimmun betegségekben, példaul a
rheumatoid arthritisben. A GM-CSF nemcsak a gyulladast fokozza, hanem szabalyozza az
adaptiv immunvalaszt is. Tamogatja a dendritikus sejtek érését, amelyek fontosak a T-sejtek
szamara az antigének prezentalasahoz, ezaltal elésegitve a specifikus valaszreakciokat (Shiomi

etal., 2016).
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4.2 Az oxidativ stressz

A gyulladésos valaszhoz kapcsolodoan szamos esetben oxidativ stressz is kialakulhat. Oxidativ
stressz esetén a sejtben tulsulyba keriilnek a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) vagy a reaktiv
nitrogén szarmazékok (RNS), mikdzben az antioxidans védekezés nem képes megfelelden
semlegesiteni ezeket a karos molekuldkat. A ROS, mint példaul a hidrogén-peroxid, €és a
szuperoxid, a sejtek anyagcseréjének természetes melléktermékei, amelyek élettani
koriilmények kozott szerepet jatszanak példaul a sejtszintii jelatvitelben ¢és az
immunvalaszokban is, azonban, ha a szervezet nem képes semlegesiteni a termelddé reaktiv
oxigénszarmazékokat, oxidativ stressz alakul ki, melynek kovetkeztében a fehérjék és lipidek
is karosodnak. Az oxidativ stressz okozhat gyulladéast, mitokondrialis mitkddési zavarokat,
eldidézhet sejthalalt és kulcsszerepet jatszik a kronikus betegségek kialakuldasaban (Kotha, et
al., 2022). Az oxidativ stressz az allatorvosi gyakorlatban is kiemelt jelentdséggel bir, a
haszonallatok esetében hozzéjarulhat a takarmany-hasznositdsdnak romlasdhoz, a termelési
mutatok csokkenéséhez, gyulladdsos betegségek kialakulasahoz, fertézések és anyagcsere
problémak kialakuldsdhoz egyarant. Az oxidativ stressz csokkentésére az allatorvosi
gyakorlatban példaul vitaminokat (E- és C-vitamint) és szelén alapt kiegészitoket is gyakran
alkalmaznak, melyek antioxidans hatdsuk révén hozzdjarulnak az oxidativ karosodas
csokkentéséhez. A legujabb kutatasok, 0 megkozelitések, példaul fitokemikaliak alkalmazasat
vizsgaljak, mint 0j terapias beavatkozasok az oxidativ stressz csokkentésére (Ponnampalam, et

al., 2022).

4.3 Antimikrobialis rezisztencia a sertésagazatban és a human egészségiisvben

Az antimikrobidlis szerek alkalmazédsa a mezOdgazdasagban és az allattenyésztésben lehetdvé
tette az intenziv fejlédést és fejlesztést, melyet ezekben az 4agazatokban tapasztalhatunk,
azonban az allattenyésztésben ¢és allattartdsban alkalmazott antimikrobidlis szerek széleskorii
hasznalata hozzajarult a globalis mértékii antimikrobialis rezisztencia (AMR) kialakulasédhoz.
A legfrissebb adatok szerint a haszonallattartasban felhasznalt antibiotikumok biomasszara
vetitett mennyisége meghaladta az emberi betegségek kezelése soran felhasznalt mennyiséget,
ennek ellenére, a haszonallatgydgyaszatban alkalmazott antibiotikumok valos hozzéjarulasa az
AMR terjedéséhez joval kisebb, mint az eldzetes becslések altal eldrevetitett. Azok a
haszonallat szektorok, melyekben az antimikrobialis készitmények szajon at, azaz takarméanyba
vagy ivovizbe keverve is alkalmazhatoak, joval nagyobb hanyadat teszik ki az 4gazatban
felhasznalt antibiotikumok mennyiségének, igy a baromfi-, illetve sertésagazat kiemelt

jelentéséggel birnak az AMR kialakitasaban. Jelenleg az AMR vildgszerte kritikus jelentdségii
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mind a human, mind az allategészségiigyben, mivel a bakterialis fert6zések kezelése egyre
nehezebbé valik, és egy kordbban enyhének gondolt fertdzés is sulyos problémakat okozhat egy
multirezisztens baktérium esetében. Bizonyos kutatasok szerint az emberi bakterialis fert6zések
mintegy 26%-a jelenleg rezisztens az elsd vonalbeli antimikrobidlis szerekre. Egy 2022-es
becslés szerint 2019-ben 1,27 millid haléalesetet okozott kozvetleniil az antimikrobialis
rezisztencia. Az elérhetd szerek hatékonysaganak megdrzése és a rezisztencia terjedésének
megeldzése, mind az allatorvosi, mind a huméangyogyaszati szektorban kiemelt jelentdségi,
ennek érdekében hoztdk létre a ,,One Health” koncepciot (3. abra), amely egy integralt,
egységesitd megkozelités, és célja az emberek, az allatok és az 6koszisztémak egészségének €s
egységességének eldsegitése (Rhouma et al., 2022). Az elmult évek intézkedései megkovetelik
az egészségligyi szektorok egyiittmikodését, segitik az ¢élelmiszertermeld allatokban
felhasznalt antimikrobialis szerek mennyiségének visszaszoritdsat, eldirjdk a felhasznalt
gyogyszerek pontos vezetését, elrendelik a kiilonb6z6 rezisztenciavizsgalatokat a haszonallat
szekcidban, kotelezik az allatorvosokat a tovabbképzésekre az AMR-rel kapcsolatban, atfogd
gondolkodésra sarkaljak az élelmiszerlancban dolgozokat, és nem utols6 sorban szorgalmazzak

az antibiotikumok alternativainak kutatasat (Mulchandani et al., 2023).

EMBERI EGESZSEG

3. abra: A ,,One Health” megkozelités. Sajat abra
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4.4 Az antimikrobialis rezisztencia elleni kiizdelem legfontosabb eszkozei

A multirezisztens bakterialis torzsek globalis elterjedése nagy fenyegetést jelent a human- és
allategészségiigy szamara, igy folyamatos nyomast gyakorolva a tudomdanyra, hogy 1j
modszereket fejlesszenek ki a korokozok lekiizdésére (Zhang et al., 2009). Sziikség van tehat
uj stratégidk kidolgozasara az antibiotikum rezisztencia lekiizdésének érdekében. Az
antibiotikum alternativak kozé tartoznak példaul a probiotikumok, a posztbiotikumok, a
novényi eredetli bioaktiv anyagok €s az antimikrobialis peptidek is, mivel ezek az alternativak
nem csak kozvetlen antimikrobialis hatast fejtenek ki, hanem fontos szerepet jatszanak a
gyulladds ¢és az oxidativ stressz szabdlyozdsdban, ami jelentésen hozzajarulhat az

egészségkarositd hatas csokkentéséhez (Helmy et al., 2023).

A probiotikumok €16 mikroorganizmusok, amelyek segitséget nyujtanak az immunrendszer
szamara a bélflora egyensulyanak fenntartdsaban és gyulladasgatld hatéssal is rendelkeznek. A
posztbiotikumok a probiotikumok anyagcsere termékei, tehat inaktiv mikrooganizmusok. A
pro-és posztbiotikumok egyarant moduléljdk a gyullad4sos folyamatokat, valamint védik a
bélrendszer integritasat, és segitenek az oxidativ stressz csokkentésében, igy hozzdjarulva a

szisztémas gyulladasos allapotok kezeléséhez (Hijova, 2024).

A ndvényi eredetli bioaktiv anyagok, masnéven fitokemikalidk is igéretes antibiotikum
alternativak. Antioxidans és gyulladadscsokkentd hatdssal rendelkeznek, valamint segitenek
csokkenteni a patogén mikroorganizmusok tapadasat a sejtekhez, ezenfeliil képesek gatolni a
baktériumok novekedését és csokkenthetik a biofilm képzddeést is. Ilyen ndvényi kivonatok

példaul a polifenolok, flavonoidok, és a terpenoidok is (Nataraj et al., 2020).

Az antimikrobialis peptidek (AMP) olyan fehérje molekulak, melyek 8-50 aminosavbol allnak,
nagy eltérések lehetnek kozottiik, figyelembe véve a felépitésiiket, szerkezetiiket és toltésiiket.
A prokariota ¢és eukaridta szervezetekben egyarant megtalalhatoak, a fejlettebb
immunrendszerii fajok esetében ezek a peptidek a velesziiletett immunitas részét képzik
(Zasloft, 2002). A rovarok és ndvényi szervezetek szamara az AMP-k jelentik az elsddleges
védelmi vonalat a korokozok ellen (Li et al., 2021). Az AMP-k kevésbé vagy egyaltalan nem
hajlamosak az antimikrobidlis rezisztencia kialakitasara, igy jelenleg szamos kutatas vizsgalja
ezeket a peptideket. Ezek a molekuldk nem csak potencidlis antibakteridlis gyogyszerek
hatdéanyagaként szolgalhatnak, hanem intenziv klinikai vizsgéalatok folynak immunmodulécios
alkalmazasukra, sebgyogyulast eldsegitd hasznalatukra, hegek megelézésére valo

felhasznalasukra (Mahlapuu et al., 2020). Antimikrobidlis spektrumuk rendkiviil széleskort,
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ilyen aktivitast mutathatnak a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokkal, a gombakkal, a
virusokkal, valamint az egysejtli protozoonokkal szemben egyarant (Marr et al, 2006). Az
AMP-k terdpias felhasznalasara vonatkoz6 kisérletek beszdmolnak a molekuldk
gyulladascsokkentésben betoltott szerepérol, illetve a patogén toxinok semlegesitésérdl is
szolnak (Kosikowska and Lesner, 2016). Egyéb funkcidik koézé tartozik, hogy a fejlettebb
¢lolények esetében az immunrendszer szabalyozasaban is részt vesznek (Mookherje and
Hancock, 2007). Szamos immunmodulans tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek koz¢ tartozik
tobbek kozott a kemotaxis stimulalasa, a kemokinek indukcioja, az immunsejt- differencialodas
modulélasa, az angiogenezis €és a sebgyogyuldsi valaszok eldsegitése, valamint a fertézések
eliminalasa. Ezen tulajdonsagok egy része elOsegiti a gyulladaskeltést, azonban az AMP-k
valdjaban csokkentik az LPS-ek altal stimulalt gyulladaskeltd citokinek, példaul a TNF-a
termelését. Ezenfeliil serkentik az anti-endotoxin aktivitast, igy 0sszességében gatoljak a tulzott
¢s karos proinflammatorikus valaszokat (Mahlapuu et al., 2016). A kovetkezd években
varhatéan ezek a kutatdsok felgyorsulnak, hogy minél jobban megérthessiik az AMP-k
miikodési mechanizmusait, €s felhasznalasi stratégiakat épithessiink, valamint tisztdzhassuk a

terapias célra valo felhasznalasuk korlatjait (Mahlapuu et al., 2020).

Osszességében a felsorolt alternativak nem csak a kérokozok elleni harcban toltenek be kiemelt
szerepet, hanem a szervezet természetes védekezOképességeének tamogatasaval mérsekelhetik
a gyulladasos és oxidativ karosodéasokat, igy hozzajarulva az antimikrobidlis rezisztencia elleni

kiizdelemhez.

4.5 Az in vitro és in vivo sejtmodellek 6sszehasonlitasa

Az in vitro és in vivo sejtmodellek Osszehasonlitdsa alapvetd fontossagu a biologiai
kutatdsokban, mivel mindkét modszer kiilonbozé eldnydkkel és korlatokkal jar. Az in vitro
modellek, amelyek laboratériumi koriilmények kozott, kontrolldlt kdrnyezetben végzett
kisérleteket jelentenek, gyakran sejttenyészeteket vagy szoveti mintakat hasznalnak. Elonyeik
kozé tartozik a kisérletek konnyti reprodukalhatosaga és a kornyezet szoros szabalyozasa, ami
pontosabb, akar sejtszinten torténd vizsgalatokat tesz lehetdvé. Az in vitro modszerek azonban
nem tiikrozik teljes mértékben az €16 szervezet komplex biologiai kdrnyezetét, igy a kisérletek
eredményei nem mindig vihetdk at kozvetleniil a klinikai gyakorlatba. Ezzel szemben az in vivo
modellek ¢l6 szervezeteket alkalmaznak, és jobban reprezentaljdk az emberi vagy allati test
komplex interakcioit. Az in vivo vizsgalatok segitségével a kutatok teljes korii képet kaphatnak
a biologiai folyamatokrodl, beleértve a farmakokinetikai és farmakodinamiéas folyamatokat is

(Pampaloni et al., 2007). Az ilyen modellek egyik legfébb hatranya a bonyolultabb kisérleti
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koriilmények ¢és az etikai kérdések, amelyek felmeriilnek az €16 allatok hasznalataval
kapcsolatban. Mindkét megkdzelités sziikséges a preklinikai kutatdsokban, mivel az in vitro
modellek lehetdséget biztositanak a mechanizmusok vizsgalatara, mig az in vivo modellek

igazoljak a kisérletek relevancidjat a teljes szervezet szintjén (Saeidnia et al., 2015).

4.5.1 Gyulladasos sejtmodellek

A gyulladasos valaszok kivaltasara in vitro sejttenyészetekben kiillonb6zé molekularis
mintazatok, PAMP-ok (pathogen-associated molecular patterns) allnak a rendelkezésiinkre.
Ezek a molekuldk a patogén mikroorganizmusok felszinén taldlhaté szerkezetek, amelyek a
sejtfelszini receptorokkal kdlesonhatasba 1épve aktivaljak a gyulladasos jelatviteli utvonalakat.
Ilyen sejtfelszini receptorok példéaul a toll-like receptorok (TLR), melyek felismerik a PAMP-
okat ¢és elinditjdk a gyulladasos folyamatokat. A TLR4 receptor példaul érzékeli a
lipopoliszacharidokat, mig a TLR3 a virdlis nukleozid analog poliinozin-policitidilsavat. Ezek
a receptorok aktivaljak a downstream jelatviteli utvonalakat, végiil pedig gyulladasos citokinek

termelddéséhez vezetnek, mint az IL-6 és TNF-a (Kang and Lee, 2011).

Az in vitro sejtmodellekben leggyakrabban alkalmazott PAMP-ok példaul a flagellin, a
foszfatidilinozitol, a mannan, a kiilonb6z6 oligonukleotidok, a lipopoliszcharidok (LPS), a
lipoteikolsav (LTA), a peptidoglikanok, a viralis nukleozid analdg poliinozin-policitidilsav

(Poli I:C) és a zymosan (Takeuchi and Akira, 2010).

Kutatasunkban az LPS-ek, az LTA, a flagellin és a Poli I:C gyulladaskeltd hatasat vizsgaltuk
sertés eredetli primer majsejt, és bélhamsejt-tenyészeteken. Munkacsoportunk 4ltal végzett
korabbi kutatdsok soran tobb gyulladasos sejtmodellt fejlesztettiink ki csirke maj- és
bélhamsejtek tenyésztésére. Két- és haromdimenzids majsejtmodelleket alkalmaztunk annak
vizsgalatara, hogy milyen tton aktivalhatd a csirkék velesziiletett immunvalasza kiilonb6z6
PAMP-ok révén. A Cells folyoiratban megjelent tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a
haromdimenzios sejtkultardk eltérd gyulladdsos profillal reagalnak a hagyomanyos
kétdimenzids sejtmodellekkel Osszehasonlitva. Ez az eredmény ravilagit, hogy a
haromdimenzids modellek szdvettanilag kozelebb allnak az in vivo kisérletekhez, igy jobban
modellezik a sejtkornyezet komplexitasat (Sebdk et al., 2021). A munkacsoport egy masik
tanulmanyban csirke eredetli bélhamsejt-tenyészeteket hozott létre, melynek segitségével
vizsgéalhatova valtak a csirke immunrendszerének valaszreakcioi, a cathelicidin-2 AMP
hatdsara. A kutatds folyaman a tenyészeteken LPS-sel, valamint Poli [:C-vel fert6zést
indukaltunk, igy megfigyelve, hogy ezen anyagok jelentésen novelik a kiilonb6zd gyulladdsos

citokinek termelddését. Azonban cathelicidin-2-t alkalmazva tanulmanyunk ravilagitott ezen
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AMP potencialis immunmodulalé hatasara, csirke bélrendszerében fellépd eltérd eredetii

fertdzések esetében kialakulo gyulladasos valaszt kivalté kornyezetben (Matis et al., 2024).

A gyulladésos sejtmodellek rendkiviil fontosak a gyulladds mechanizmusainak megértésében
ezenfelll kiemelt szerepet toltenek be az 1Uj gyulladascsokkentd vagy immunmodulédtor
anyagok tesztelésében is. Ezek a modellek kiilonosen hasznosak lehetnek antibiotikum-
alternativak, mint példaul antimikrobialis peptidek hatasainak vizsgalataban is, azonban ehhez
feltétlentil sziikséges a kiilonb6z6 gyulladéaskeltdé anyagok hatdsanak vizsgalata is.
Munkacsoportunk altal a gazdasagi haszonallatok koziil, csirke eredetii modellek mar
rendelkezésre allnak, azonban sertések esetében még nem fejlesztettek ki hasonld in vitro

gyulladdsos modelleket, ami a jovobeli kutatasok egyik 6 irdnyvonala lehet.
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5 Célkitiizés
Munkank soran kiilonb6z6 gyulladédsos allapotok in vitro modellezését terveztiik megvaldsitani,
melynek érdekében, sertés eredetli primer ma4jsejt-tenyészeteket és bél explantdtumokat
kivantunk 1étrehozni. Céljaink kozott szerepelt a sejttenyészetek kezelése kiilonbozo
gyulladaskeltd anyagok felhaszndlasaval, ezaltal modellezve a bél-mdj tengelyt sertésben,
nyomon kdvetni a gyulladdskelté anyagok altal kivaltott helyi és szisztémdas oxidacios

folyamatok 0sszességét és az immunvalasz alakuldsat a gyulladéas kovetkeztében.

Kovetkezd 1épésként tehat a létrehozott sejttenyészeteken és explantdtumokon kivantunk
kezeléseket végrehajtani. A gyulladasos folyamatok és az oxidativ stressz kivaltasdhoz a
tenyészeteken kiilonféle eredetii gyulladaskeltd dgenseket kivantunk alkalmazni, ezt kovetéen
pedig a majsejt-tenyészetek €és bél explantaitumok reakcioit terveztiik 6sszehasonlitani. Eltérd
kezelési csoportokat kivantunk létrehozni, melyeket Gram-pozitiv baktérium eredetti LTA-val
valamint flagellinnel, Gram-negativ baktériumok LPS endotoxinjaval és Poli I:C-vel terveztiink
kezelni, majd a kiilonboz6 gyulladaskeltd anyagok altal kivaltott gyulladds hatasait és az

oxidativ stresszvalaszt kivantuk megfigyelni kiilonboz6 laboratériumi mddszerek segitségével.

A sejtek ¢letképességének nyomon kovetése céljabol, a kezeléseket kovetden, a sejtek
metabolikus aktivitasat, illetve a sejtek membran integritdsanak valtozasat terveztiik
monitorozni CCK-8 teszt segitségével, és LDH enzim aktivitds mérésével. A sejtek redox-
homeosztazisdnak vizsgalata céljabol kiilonféle redox-paramétereket is mérni kivantunk,
példaul az extracellularis H>O> mennyiségét, és az intracellularisan megjelend MDA-t. Végiil
pedig a gyulladds mértékének meghatarozasa céljabol tobb gyulladasos citokin, példaul: 1L-4,

Luminex moddszer segitségével.

Osszefoglalva tehat kutatasunk célja olyan sertés eredetli madjsejttenyészetek és bél
explantatumok létrehozéasa volt, melyek alkalmasak a kiilonb6zd gyulladasos folyamatok
modellezésére, igy bemutatva a szisztémas gyulladasos folyamatokban kdzponti szerepet jatszo
bél-maj tengely mukodését. Mindemellett a jovOben tovabbi céljaink kozé tartozik a
sejttenyészetek természetes és mesterséges AMP-kel vald kezelése, igy kovetkezd 1épésként a
mesterséges IDR-1002 antimikrobidlis peptid, illetve a sertésspecifikus PR-39 jotékony hatésait
tervezziik feltérképezni, eredményeinkkel pedig igazolni a molekuldk immun- és redox

modulator hatasat, valamint a gyulladasos folyamatokban betoltott elényds, regulaléd szerepét.
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6 Anyag és modszer

6.1 Kisérleti allatok

A Kkisérletlink folyaman egy 15 kg testtomegli valasztas utani magyar nagyfehér artany sertést,
vagohidi koriilmények kozott exterminaltak. A sertéstelepet lizemeltetd cég a Dunahyb Kft, a
telep Szekszard kiilteriiletén talalhat6. Kutatasunkban kozvetleniil nem €16 allatokkal, hanem
vagohidi koriilmények kozott exterminalt sertésbdl szarmazo szervrészletekkel dolgoztunk, igy
a Munkahelyi Allatjolléti Bizottsag hatalyos allasfoglalasa alapjan nem volt sziikségiink

allatvédelmi projektengedélyre.

6.2 Vegyszerek

A feltiintetett kivételektdl eltekintve a kisérletben hasznalt vegyszereket a Merck Kft.-tdl

(Darmstadt, Németorszag) szereztiik be.

6.3 Elokésziiletek

A kisérleti allat extermindlasat és kivéreztetését kovetden keriilt sor a szervek kivételére.
Eltavolitottuk a maj lobus caudatus lebenyét, és elokészitettiik az ex vivo perfizidhoz. A bél
explantatum kisérlethez a csipdbélbdl az ileocaecalis junctio-tol proximalisan kimértiink egy
10 cm hosszusagu szakaszt, majd ettdl a ponttdl proximalis irdnyban tavolitottunk el egy 15 cm

hosszusagl bélszakaszt, amelyet felhasznaltunk a kisérletben.

6.4 Maj eredetii sejtenyészet készitése

6.4.1 Sejtek izolalasa

A mij lobus caudatus lebenyét steril, 1% penicillin-sztreptomicinnel kiegészitett foszfattal
pufferolt sooldatban (PBS) (Pen-Strep, Gibco [Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok]),
jégbe hiitve a sejtlaboratoriumba szallitottuk. A méjsejtek izolalasat 3 1épcsds ex vivo perfuzid
segitségével, steril fiilkében végeztik el, melynek folyaman a steril pufferoldatokat a
metszéslapon, a lathatd nagyereken keresztiil, kaniil nélkiil, kozvetleniil a lebenybe vezettiik,
mikdzben a majlebenyt egy steril fém sztir6re helyeztik, az elfolyd pufferoldatokat pedig
felfogtuk ¢és elontottiik. A m4j allomanyaba Carbogennel (95% O, 5% CO») atbuborékoltatott,
37 °C hémérsékletre elomelegitett pufferoldatokat juttattunk, 100 ml/perc sebességgel. Elso
1épésként a majat 500 ml etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA, 1 g/l) tartalmazé6 HANKS
oldattal mostuk at, majd ezt kovetéen 600 ml EDTA-mentes HANKS puffert hasznaltunk,
utolso 1épésként pedig a maj allomanyat 300 ml IV. tipust kollagenazzal (1 g/l, 7 mM MgCl,
[Nordmark, Uetersen, Németorszag]) kiegészitett HANKS puffer segitségével emésztettiik.
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Az ex vivo perfuziot a sejtek kinyerése és tisztitdsa kovette, steril koriilmények kozott,
folyamatos jégen torténd hiités mellett. A Glisson-tok felvagasa utan, a korabban emésztett maj
parenchimat 100 um porusméretii steril mull-lapon szirtiik at, igy eltdvolitottuk a megmaradt
sejtaggregatumokat. Az emésztett maj parenchimat ezt kovetden 75 percen keresztiil inkubaltuk
5%-0s BSA tartalmti Hanks pufferben. Az inkubécio utan a primer sejtszuszpenziot hdromszor
centrifugaltunk (50g, 75 masodperc, 4 °C), az iiledéket pedig mindhdrom esetben William’s
Medium E (kiegészitve: 0,22 % NaHCOs, 50 mg/ml gentamycin, 2 mM glutamin, 4 um/I
dexametazon, 20 NE/L inzulin, 0,5 um/ml amfotericin-B és 5% magzati szarvasmarha szérum
[FBS]) tapfolyadék segitségével reszuszpendaltuk, igy a szlirési folyamat végére egy
majsejtekben gazdag sejtszuszpenzidt kaptunk. Ezutan keriilt sor a sejtek életképességének
ellendrzésére és szamanak meghatarozasara tripankékes festéssel. A tripankék azokba a
sejtekbe képes behatolni, melyeknek sejtmembranja karosodott, ezeket a sejteket kékre szinezi,
az intakt, é16 sejtek szine nem valtozik. Igy az eljaras lehet6vé teszi az é16 és nem é16 sejtek
elkiilonitését, és aranyainak meghatarozasat, mely a mi esetiinkben 95% €16 sejtet jelentett. A
sejtszamlalast fénymikroszkoppal, Birker-kamra segitségével végeztiik, ezt kovetden a
sejtkoncentraciét 4 x 10°/ml-re allitottuk be. A 4. abran frissen lerakott izolalt majsejteket

latunk, a konfluens tenyészetek kialakulasa el6tti allapotban.

4. abra: Izolalt, frissen lerakott sertés eredetli majsejtek fénymikroszkopos képe

40x nagyitas, méretvonal=100um
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6.4.2 Sejtek lerakasa

A sejtszuszpenzio lerakéasa 24-lyuka tenyésztdedényekre (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Németorszag) tortént, melyeket elézetesen I-es tipusu kollagénnel oldattal vontunk be (300
pl/lyuk). Ezutdn a tenyészeteket 4 6ran keresztiil 37 °C-on, 5%-0os CO; tartalom mellett
inkubalunk, majd elvégeztiik az elsé tapfolyadék cserét a fent leirt, megfeleléen kiegészitett
William’s Medium E tapfolyadékkal. A sejtek metabolikus aktivitdsanak nyomon kovetésére a
sejtszuszpenziot 96-lyukt lemezekre (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag) raktuk
le (100 pl/lyuk), és a 24-lyukt edényekkel azonos modon inkubdltuk. 24 ora elteltével
egyrétegl, konfluens tenyészetek képzddtek.

6.5 Bél explantatumok készitése

A bél explantatumok kialakitdsahoz ugyanazon allat keriilt felhasznalasra. Az explantatumok
elkészitéséhez a csipdbél 15 cm hosszsagh szakaszat hasznaltuk fel, majd a zsirszovet
eltavolitasat kovetéen PBS (1% penicillin-sztreptomicinnel [5 ml] kiegészitve) segitségével
mostuk a bélfal visceralis feliiletét. Ezt kovetden a bélszakaszt hosszaban felvagtuk, majd
mindkét oldalat 4 alkalommal PBS segitségével oblitettiik, igy helyeztiik steril tivegedénybe. A

tenyészet készitésének tovabbi 1épéseit steril fiilke alatt végeztiik, folyamatos hiités mellett.

A bélham sejtmodelleket a bélnyalkahartydbol nyert kis szdvetdarabok, ugynevezett
explantatumok kinyerésével hoztuk 1étre. A csipdbelet a korabbiakban leirt mosasi 1épéseket
kovetden egy steril laphoz rogzitettiik, majd a bélfalbol 1,5 mm atmérdjii bélhamdarabokat
vagtunk ki, biopszids korkés (MDE GmbH; Heidelberg, Németorszag) segitségével. A
bélhamdarabokat egyesével 96-lyukt tenyésztéedénybe helyeztik, ¢és az igy nyert
explantatumokra lyukanként 200 ul DMEM-F12 tipfolyadékot mértink. A DMEM-F12
tapfolyadékot az alabbiakkal kiegészitve alkalmaztuk: (2,5% FBS [hokezelt], 1% L-glutamin,
1% penicillin-sztreptomicin, ¢és HCMTM SingleQuotsTM Kit (Lonza-Biocenter
[Szeged,Hungary] kiegészitdt tartalmazé tapfolyadék). Két ora inkubaciot (37 °C, 5% CO») és
egyszeri tapfolyadékcserét kovetden sor keriilt a vékonybélham explantaitumok kezelésére,

amely 12 o6ran keresztiil tartott (5. abra).
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5. abra: A sejtek mosasa, a sejttenyészetek készitése és kezelése steril fiilke alatt

6.6 A sejttenyészetek kezelése

A kezeléseket a majsejt-tenyészetek esetében 24 ora elteltével, mig a bél explantaitumok
esetében 2 6ra mulva végeztiik. 9 kezelési csoportot alakitottunk ki, mindegyik csoporthoz 6
m4j eredetli sejttenyészet vagy bél explantatum tartozott. Mind a majsejt-tenyészetek, mind a
bél explantaitum esetében létrehoztunk egy-egy kontrollcsoportot, amelyek nem részesiiltek
kezelésben. Mindkét sejtkultura esetében kialakitottunk egy 10 pug/ml és egy 50 pg/ml
(Escherichia coli-bol [055:B5] szarmazd) LPS-sel kezelt csoportot. A kovetkezd két csoportot
a 10 ug /ml és 50 pg/ml Staphylococcus aureus eredetli LTA-val egészitettiik ki. Ezenfeliil
hasznaltunk még Salmonella Typhimurium eredetli flagellint 100 ng/ml és 250 ng/ml
koncentraciokban, mig az utolso kezelési csoportjainkat Poli I:C-vel egészitettiik ki, 50 pg/ml
¢s 100 pg/ml koncentraciokban. A protokollnak megfelelden a Poli I:C-t 50 °C-on melegitettiik

3 percen at, majd visszahfitottiik, mieldtt a sejttenyészetekhez adtuk volna.

6.7 A sejttenyészetek és explantatumok lizalasa

A kezelési 1d0 letelte utan, a 24-lyuku tenyésztéedények tapfolyadékaibol mintakat vettiink és
ezeket tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A tapfolyadékok leszivasa utan a sejteket
6vatosan mostuk PBS-sel. A mosast kovetden elvégeztik a sejtek lizalasat szakaszos
ultrahangos kezeléssel (1/s), lyukanként 40 ul M-PER (Mammalian protein extraction reagent)
lizis puffert felhasznalva. A homogenizatorral torténd kezeléseket 5 maspodpercig alkalmaztuk.
A folyamat elvégeztével a sejtlizatumokat is Eppendorf csévekbe gytjtottiik, ezt kdvetden a
tafolyadékok tarolasaval megegyez6 modon a lizatum mintakat is -80 °C-on taroltuk a tovabbi

felhasznalasig.
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6.8 Laboratoriumi mérések

6.8.1 CCK-8 teszt

A Cell Counting Kit (CCK)-8 teszt (Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, Amerikai
Egyesiilt Allamok) a sejtek metabolikus aktivitasanak mérésére alkalmas, amely a sejtek
redukalt koenzim (NADH+H", NADPH+H") termeld kapacitdsanak mérésén alapszik. A mérés
kolorimetrids moédszerrel tortént, amelynek segitségével nyomon kovettiik a szinintenzitas
valtozéasat, ami egyenesen ardnyos a reakcidban keletkezett, a redukalt koenzimek hatdsara
kialakul6 szines keldt mennyiségével. A vizsgdlatokat a gyartd utasitdsainak megfeleléen
végeztik, a tesztet mind a majsejt-tenyészetek, mind a bél explantatumok esetében elvégeztiik.
A sejtkultarak kezelését kdvetden, valamint a mintak tdpfolyadékanak eltavolitdsa utan minden
lyukba, minden mintahoz 100 pl friss tapfolyadékot €s 10 ul CCK-8 reagenst helyeztiink, majd
2 oran 4t inkubaltuk ezeket 37 °C-on a kordbbiakban leirt koriilmények kozott. A majsejt-
tenyészetek esetében friss William® Medium E tapfolyadékot, a bél eset¢ében DMEM-et
alkalmaztunk. A CCK-8 reagens vizoldhatoé tetrazolium-so6t (WST-8) tartalmaz, ami
redukélodik a sejtek altal termelt dehidrogenaz enzimek hatdsara ¢€s formazanna alakul az
inkubacio soran. Az igy keletkezett narancssarga vegyiilet a tdpfolyadékban oldodik és
fotometralhatd 450 nm-en, a keletkezett formazdn mennyisége pedig a sejt metabolikus
aktivitdsdnak mérdszamaként szolgal. Az inkubdcid utan a tapfolyadékokat leszivtuk €s egy
tiszta 96 lyuku lemezre vittiik, majd az abszorbanciat 450 nm-en Multiskan GO 3.2 olvasoval

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyestilt Allamok) mértiik.

6.8.2 LDH aktivitas

Az extracellularis laktat-dehidrogendz (LDH) enzim emelkedése jelezheti a sejtmembran
karosodasat, igy ezen enzim aktivitasdnak mérésével informaciot nyertiink a kezeléseket
kovetden a sejtek allapotarol. A vizsgalatot mind a majsejt-tenyészetek, mind a bél
explantatumok esetében elvégeztiik. Az LDH mennyiségi meghatarozasara kolorimetrias LDH
Assay Kitet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok). A gyart6 utasitasait
kovetve a komponenseket szobahémérsékleten kevertiik 6ssze, majd standard higitasi sorozatot
készitettiink. Az eldzetes probamérések alapjan a kovetkezd higitdsi koncentracidokkal
dolgoztunk: a majsejt-tenyészetek esetében 25 pl mintat, a bél explantatumok esetében 8 ul
mintat egy tiszta 96 lyuka lemezre mértiink és a kapott pufferoldattal 50 pl végtérfogatra
higitottuk. Az abszorbancia valtozasat 450 nm-en mértilk Multiskan GO 3.2 olvasdval
percenként, addig az idOpontig, amig el nem érték a legkoncentraltabb standardok értékét. Ezt

kdvetden az enzimaktivitast a protokollban feltiintetett kalibracids gorbével szamitottunk ki.
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6.8.3 H20:2 koncentracio mérése

A hidrogén-peroxid (H202) az egyik legfontosabb reaktiv oxigén szarmazék, melynek
megfigyelése informacidval szolgdl a sejtek redox allapotardl. A majsejt-tenyészetek esetében
fluorometridas Amplex Red technikdt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) alkalmaztuk az extracellularis H2O, szint mérésére a sejttenyészetek
tapfolyadékaban. Amplex Red munka oldatot (100M) készitettiink, amelyhez a gyarto eldirasa
szerint 20mM hidrogén-peroxid oldatot, 50 ul Amplex Red torzsoldatot (700 ul dimetil-
szulfoxidban (DMSO) feloldva), és torma-peroxidazt (HRP) (0,2 U/ml), és 4,85 ml Amplex
puffert hasznaltunk fel. Ezt kdvetden a frissen készitett munkaoldatbol minden lyukra 50 pl-t
¢s 50 pl tapfolyadékot mértiink, majd szobahémérsékleten (21 °C) 30 percig fénytdl védve
inkubaltuk. Peroxidaz jelenlétében az Amplex Red reagens a H>O»-vel 1:1 sztdchiometrikus
reakcidba 1ép és voros fluoreszcens oxidacios termék, resorufin keletkezik. Az inkubacios ido
letelte utan detektaltuk a resorufin gerjesztési (ex= 560 nm) és emisszids (em= 590 nm)
fluoreszcencidjat Victor X2 2030 fluoriméterrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok).

6.8.4 Lipidperoxidacio meghatarozasa

A majsejt-tenyészetek esetében a lipidperoxidacid meghatarozasara specialis kolorimetrids
tesztet alkalmaztunk. A malondialdehid (MDA) a lipidperoxidacié alacsony molekulatomegii
végterméke, aminek mennyiségét a tiobarbiturattal torténd reakcidja soran keletkezd szines
termék mennyiségének mérésével lehet meghatarozni. Az MDA koncentraciot a sejtlizatumok
centrifugdldsa utan mértiik a gyartd utasitdsai szerint. 300 pl frissen készitett tiobarbitursav
torzsoldatot kevertiink 6ssze 100 pl higitott sejtlizatummal a gyartd protokollja szerint, és
azoldatot 1 o6ran keresztiil 95 °C-on inkubaltuk, majd 10 percig jégen hiitottiik. Ezt kovetden az

abszorbanciat 532 nm-en mértiilk Multiskan GO 3.2 olvasoval (7. abra).

6.8.5 Gyulladasos mediatorok koncentraciojanak mérése

A Luminex technologia segitségével hataroztuk meg kiilonb6z6 pro- és anti-inflammatorikus
hatast citokin, illetve kemokin koncentraciojat a sejtek tapfolyadékabol. A GM-CSF, IFN-y,
szerint. A mintadkat 96 lyukd lemezen, duplikdtumban mértiik, vakpréba és standard sor
segitségével hataroztuk meg az egyes koncentraciokat. A lemezre felvittiink 25 ul-t a mintdkbdl,
a standard higitési sortbdl és a vakprobabol, mindegyikhez 25 ul puffert (gyart6 altal biztositva),
¢s tovabbi 25 ul mikrogyongy keveréket (melyben az egyes fehérjékre specifikus befogo
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antitesttel bevont, és egyedi szinkdddal megjelolt mikrogyongyok keveréke volt) adtunk. Az
egy €jszakan at tart6 inkubacidt (4 °C) és a megfeleld mosasi 1épéseket kdvetden biotinilalt
detektalo antitestek és sztreptavidin-fikoeritrin keverékét vittiik fel a lemezre. A megadott
inkubalasi 1d6 wutdn és az utols6 mosast kovetéen a gyongyoket visszaoldottuk
kopenyfolyadékban, €s tovabbi 5 percig razogépen kevertik. A gyongyok fluoreszcens
intenzitasat Luminex MAGPIX® miiszerrel detektaltuk, a kapott adatokat Milliplex Belysa 1.1
szoftverrel dolgoztuk fel (Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag)., melynek soran a
gyongyok median fluoreszcencia intenzitasanak (MFI) adatait felhasznalva az Gtparaméteres,

logaritmikus regresszios gorbéket hasznaltunk a minték fehérje tartalmanak meghatarozasahoz.

6.9 Statisztika

A statisztikai elemzéséhez az R 4.0.3-as verzioju szoftvert hasznaltuk, az eredmények normal
eloszlast mutattak. A kiértékeléshez egyutas ANOVA ¢és post-hoc teszteket alkalmaztunk. Az
eredményeket atlagként és az atlag standard hibajaként (SEM) értékeltiik. A kezelt csoportokat
minden esetben a kontroll csoporthoz hasonlitottuk. Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbséget,
ha p-érték kisebb volt, mint 0,05. A grafikonok a GraphPad Prism 9 szoftverrel (Graphpad
Software Inc., San Diegoban, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziiltek.

6.10 Sajat munka

Kiseérletiink folyaman az els6 naptol részt vehettem a laboratoriumi munkaban a tanszék
munkatarsaival. Segédkeztem a majsejt, illetve bélhamsejt-tenyészetek 1étrehozéasaban, a sejtek
izolalasaban, a sejtek lerakéasaban, illetve a késObbiekben a sejttenyészetek kezelésében is.
Ezekben a folyamatokban tobbszor dolgoztam steril fililke alatt témavezetémmel Dr. Matis
Gaborral. Kutatasunk kovetkezd 1épéséiben is figyelemmel kisérhettem tarstémavezetOom dr.
Lajos Andrea munkéssagat, €s tobb teszt elokészitésében és elvégzésében is segitségére
lehettem, részt vettem tehat a CCKS8- teszt, az extracellularis LDH-aktivitas mérés, az Amplex

Red teszt, valamint az MDA koncentracido mérésében is (6. abra).

A gyulladdsos citokinek méréséhez sziikséges Luminex technologia a Pécsi
Tudoményegyetemen volt szamunkra elérhetd, ahol a konkrét mérést Dr. Kemény Agnes
egyetemi docens végezte el, de a mintdk el6készitése szintén sajat feladataim kozé tartozott.
Ezenfeliil pedig sajat munkdmhoz tartozott a GraphPad Prism 9 szoftver megismerése, €s a

program segitségével az eredmények elemzése, €s a grafikonok szerkesztése.
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6. abra: Lipidperoxidacio meghatarozasa az MDA mennyiségének tiobarbiturat reagenssel
torténd reakciodja alapjan
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7 Eredmények

7.1 Majsejttenyészetek

7.1.1 A sejtek metabolikus aktivitaisanak mérése

A majsejttenyészetben a sejtek metabolikus aktivitasa a 100 pg/ml koncentracidéban alkalmazott
Poli I:.C kezelést jovetden szignifikansan csdkkent (P< 0,033) a kontroll csoporthoz képest. A

tobbi csoportban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a sejtek aktivitasaban (7. abra).

7.1.2 A sejtmembran integritasanak vizsgalata

A LDH-enzim aktivitdsdinak mérését kovetden tobb kezelési csoportban is szignifikdns
valtozasok voltak megfigyelhetdek Az extracellularis LDH-enzim aktivitds szignifikdnsan
megemelkedett a kontroll csoporthoz képest a kdvetkezo kezelési csoportokban: 10 pg/ml és 50
pg/ml koncentracioban alkalmazott LPS esetén, 10 pg/ml koncentracidban és 50 pg/ml
koncentracioban alkalmazott LTA kezelést kdvetden, valamint 50 pg/ml és 100 pg/ml
koncentracioban alkalmazott Poli I:C esetén, a P érték minden esetben kisebb, mint 0,001. A

flagellinnel kezelt csoportokban szignifikans eltérés nem volt tapasztalhat6 (8. abra).
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7. abra: A sejtek metabolikus aktivitdsanak nyomon 8. dbra: Az extracellularis LDH-enzim
kovetése kiilonbozé gyulladaskelté molekuldkkal valo aktivitdsanak nyomon kovetése kiilonbozd

vald kezelést

kezelést kovetden. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml
lipopoliszacharid (LPS), LPS50= 50 pg /ml
lipopoliszacharid, LTA10=10 pg /ml lipoteikolsav
(LTA), LTA50=50 pg /ml lipoteikolsav, FL100=100
ng/ml flagellin (FL), FL250=250 ng/ml flagellin,
PIC50=50 pg /ml poli I:C (PIC), PIC100= 100 pg /ml
poli I:C (n=6/csoport, atlag+-SEM, *P< 0,05)
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gyulladaskelté  molekulakkal
kovetden. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,
LPS50=50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA,
LTAS50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 nug /ml PIC,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-
SEM, ***P<0,001)



7.1.3 A sejtek redox-homeosztazisanak vizsgalata

7.1.3.1 A tapfolyadék extracellularis H>0: koncentracidjanak meghatdrozdasa

Az Amplex Red teszt eredményei kozott a legtobb kezelési csoport szignifikans eltérést
mutatott az extracellularis H>O» koncentraciot illetden a kontroll csoporthoz képest. A
szignifikans emelkedést mutatd csoportok a kovetkezdek voltak: 10 pg/ml koncentracidban
alkalmazott LPS (P<0,001), 10 pg/ml és 50 pg/ml koncentracioban alkalmazott LTA (P<0,001),
100 ng/ml (P=0,008), 250 ng/ml koncentracioban alkalmazott flagellin (P=0,001), valamint 10
pg/ml és 50 pg/ml koncentracioban alkalmazott Poli I:C (P<0,001). Az 50 pg/ml
koncentracioban alkalmazott LPS esetén nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll

csoporthoz képest (9. abra).

7.1.3.2 A sejtlizatumok MDA koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

A lipidperoxidacd mértékének meghatarozdsa érdekében végzett MDA koncentrdcid mérés
eredményeiben két kezelési csoportban tapasztaltunk szignifikans emelkedést a kontroll
csoporthoz képest: 50 ulg/ml koncentracioban alkalmazott LTA esetében (P=0,006), illetve a
250 ng/ml koncentracidéban alkalmazott flagellin esetében (P<0,001). A tobbi kezelési csoport

nem produkalt szignifikdns valtozasokat a kontroll csoporthoz képest (10. abra).
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9. abra: Az extracellularis H,O, koncentracid 10. abra: A lipidperoxidacio mértékének
nyomon kovetése kiilonboz6 gyulladasos faktorokkal nyomon kovetése kiilonbozé  gyulladasos
vald kezelést kovetden. CTR=kontroll, LPS10=10 pg faktorokkal ~ valo  kezelést ~ kovetden.
/ml LPS, LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS, LPS50=
LTA, LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL, 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC, LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-SEM, FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC,
**p<0,01, ***P<0,001 PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-

SEM, **P<0,01, ***P<0,001)
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7.1.4 A sejtek tapfolyadékaban talilhaté gyulladasos mediatorok koncentraciéjanak
mérése
7.1.4.1 Az IL-4 koncentrdcio meghatdrozdsa
A sejtek tapfolyadékabol mért IL-4 koncentraciok koziil harom kezelési csoport esetében
fordultak elé szignifikdns eltérések a kontroll csoporthoz képest, a citokin koncentracidja
szignifikansan emelkedett 10 pg/ml koncentracidban (P<0,001) és 50 pg/ml koncentracioban
(P<0,001) alkalmazott LPS kezelés esetén, illetve 10 pg/ml koncentracidoban (P=0,003)
alkalmazott LTA kezelés esetén. A tobbi kezelési csoportban nem tapasztalhattunk szignifikans

eltéréseket a kontroll csoporthoz képest (11. abra).

7.1.4.2 Az IL-6 koncentrdcio meghatdrozdsa
A mijsejttenyészetek tapfolyadékabol mért IL-6 koncentraciok kozott tobb kezelési csoportban
is szignifikans koncentracié emelkedést figyelhettiink meg a kontroll csoporthoz képest. Az IL-
6 koncentrécioja szignifikansan megndétt a 10 pg/ml és 50 pg/ml koncentracidoban alkalmazott
LPS kezelés, a 10 pg/ml és 50 ng/ml koncentracioban alkalmazott LTA kezelés, és az 50 ng/ml
¢és 100 ng/ml koncentraciéban alkalmazott Poli I:C kezelés esetén. A P érték mindegyik esetben
kisebb, mint 0,001. A flagellinnel kezelt csoportokban nem volt tapasztalhat6 szignifikans LDH

koncentraci6 eltérés a kontroll csoporthoz képest (12. abra).
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11. 4bra: Az IL-4 koncentracié nyomon kovetése 12. abra: Az IL-6 koncentracié nyomon kovetése
kiilonboz6 gyulladasos faktorokkal valo kezelést kiilonbdz6 gyulladasos faktorokkal valo kezelést
kovetéen. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS, kovetden. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,
LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA, LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 ug /ml LTA,
LTAS50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL, LTAS50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC, FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-SEM, PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-
**p<(,01, ***P<0,001) SEM, ***P<0,001)
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7.1.4.3 Az IL-8 koncentrdaciojanak meghatdarozdasa
Az IL-8 koncentracioja szignifikans emelkedést mutatott a kontroll csoporthoz képest az LPS-
el, illetve az LTA-val kezelt csoportokban. A szignifikans eltéréseket mutatd csoportok: 10
pg/ml koncentracioban alkalmazott (P=0,038) és 50 pg/ml koncentracioban alkalmazott
(P<0,001) LPS-el kezelt csoportok, illetve 10 pg/ml koncentracioban alkalmazott (P=0,014) és
50 ng/ml koncentracioban alkalmazott (P=0,017) LTA -val kezelt csoportok. A tovabbi kezelési
csoportokban nem tapasztalhattunk szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest (13.

abra).

7.1.4.4 Az IFN-Y koncentrdcidjanak meghatarozasa

crer

csoportban szignifikdnsan csokkent a citokin koncentracidja a kontroll csoporthoz képest. A
100 ng/ml koncentracidoban alkalmazott flagellin, valamint az 50 pg/ml és 100 pg/ml
koncentracioban alkalmazott Poli I:C esetén tapasztalhattunk szignifikans csokkenést a kontroll
csoporthoz képest, a P érték mindharom esetben kisebb, mint 0,001. A tobbi kezelési csoportban

nem tapasztaltunk szignifikéns eltéréseket a kontroll csoporthoz képest (14. abra).
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13. abra:Az IL-8 koncentracié nyomon kovetése 14. abra: Az IFN-y koncentracié nyomon kovetése
kiilonboz6 gyulladasos faktorokkal valo kezelést kiilonboz6 gyulladasos faktorokkal vald kezelést
kovetden. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS, kovetéen. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,
LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA, LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA,
LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL, LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC, FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+- PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-
SEM, *P<0,05, ***P<0,001) SEM,***P<0,001)
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7.1.4.5 A TNF-a koncentraciojanak meghatarozdasa
szignifikans eltéréseket a kontroll csoporthoz képest: 10 ug/ml és 50 pg/ml koncentracidoban
alkalmazott LPS kezelés esetén (P<0,001), illetve 10 pug/ml koncentracidban alkalmazott
(P=0,001) és 50 ug/ml koncentraciéban alkalmazott (P<0,001) LTA esetén figyelhettiink meg
szignifikdns TNF-a koncentracié emelkedést a kontroll csoporthoz képest. A tovabbi kezelési
csoportjaink nem mutattak szignifikans valtozast a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (15.

abra).

7.1.4.6 A GM-CSF koncentraciojanak meghatdrozdsa

A GM-CSF koncentracioja esetében két csoportban szignifikans koncentracié csokkenést
tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitva. A Poli I:C-vel kezelt csoportok esetében 50
pg/ml koncentracid esetében (P=0,006) és 100 pg/ml koncentracid esetében (P<0,001) is
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd. Az egyéb kezelési csoportok nem mutattak

szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest (16. abra).
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15. abra: A TNF-a koncentracié nyomon kovetése 16. abra: A GM-CSF koncentracié nyomon

kovetése kiilonbozd gyulladésos faktorokkal vald
kezelést kovetben. CTR=kontroll, LPS10=10 pg
/ml LPS, LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg

kiilonb6z6 gyulladasos faktorokkal vald kezelést
kovetéen. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,

LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA, /ml LTA, LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100
LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL, ng/ml FL, FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC, PIC, PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+- atlag+-SEM, **P<0,01, ***P<0,001)

SEM, #*P<0,01, ***P<0,001)

7.1.5 A sejtek metabolikus aktivitasanak mérése

A bél explantaitum tenyészeteken végzett CCK-8 teszt elvégzését kovetden egyik kezelési

csoportban sem talaltunk szignifikans eltéréseket a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva a sejtek
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metabolikus aktivitasat illetden. Minden kezelési csoportban trendszerti aktivitas csokkenés

volt megfigyelhetd a kontroll csoport metabolikus aktivitdsdhoz képest (17. abra).

7.1.6 A sejtmembran integritasanak vizsgalata

Az LDH- enzim extracelluléris aktivitasanak értékei nem mutattak szignifikans eltérést a kezelt
csoportokban a kontroll csoporthoz hasonlitva. A legtobb kezelési csoportban a kontroll
csoporthoz nagyon hasonld, vagy nem szignifikdns mértékben emelkedett LDH-enzim aktivités

volt megfigyelhetd (18. abra).
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17. abra: A sejtek metabolikus aktivitdsanak 18. 4abra: Az extracellularis LDH-enzim

nyomon  kovetése  kiilonbozé  gyulladésos aktivitdsanak nyomon kovetése  kiillonbozo

faktorokkal valo kezelést kovetéen. CTR=kontroll,
LPS10=10 pg /ml LPS, LPS50= 50 pg /ml LPS,
LTA10=10 pg /ml LTA, LTA50=50 pg /ml LTA,
FL100=100 ng/ml FL, FL250=250 ng/ml FL,
PIC50=50 pg /ml PIC, PIC100= 100 pg /ml PIC

gyulladasos faktorokkal valo kezelést kovetden.
CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS, LPS50= 50
pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA, LTA50=50 ug
/ml LTA, FL100=100 ng/ml FL, FL250=250 ng/ml
FL, PIC50=50 pg /ml PIC, PIC100= 100 pg /ml

(n=6/csoport, atlag+-SEM) PIC (n=6/csoport, atlag+-SEM)

7.1.7 A sejtek tapfolyadékaban talalhaté gyulladasos mediatorok koncentraciéjanak
méreése

A bél explantaitumokkal végzett vizsgalatok esetében legtobb gyulladasos citokin

koncentracidja a mérési hatar alatt volt, igy Luminex xXMAP multiplexing technoldgiaval nem

tudtuk 6ket vizsgalni, ennek kovetkeztében eredményeink csak az IL-6 és IL-8 koncentraciok

alakuldsardl szamolnak be.

7.1.7.1 Az IL-6 koncentrdcio meghatarozdsa
Az IL-6 koncentracid6 mérését kovetden tobb csoportban is szignifikans koncentracid
emelkedést figyelhettink meg a kontroll csoporttal Osszehasonlitva. A 100 ng/ml
koncentracioban alkalmazott flagellin (P= 0,033), valamint az 50 pg/ml és 100 pg/ml
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koncentracioban alkalmazott Poli I:C (P<0,001) esetében is szignifikdns emelkedést
tapasztaltunk. A tobbi csoport IL-6 koncentracidjdban nem volt szignifikdns eltérés a kontroll

csoporthoz képest (19. abra).

7.1.7.2 Az IL-8 koncentrdcio meghatdrozdsa
A bél explantatumok tapfolyadékabol mért IL-8 koncentraciok az LPS-sel kezelt csoportokban
szignifikans emelkedést mutattak a kontroll csoporthoz viszonyitva. A 10 pg/ml
koncentracioban alkalmazott (P=0,011) és az 50 pg/ml koncentracioban alkalmazott (P<0,001)
LPS kezelés esetén is szignifikdns emelkedés volt tapasztalhatd. Az egyéb csoportokban nem

volt megfigyelhetd szignifikans eltérés a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (20. abra).

BEL EXPLANTATUM
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19. abra Az IL-6 koncentraci6 nyomon kovetése
kiilonb6zé gyulladasos faktorokkal vald kezelést
kovetéen. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,
LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA,
LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-
SEM, *P<0,05, ***P<0,001)
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20. abra Az IL-8 koncentraci6 nyomon kovetése
kiilonboz6 gyulladasos faktorokkal valo kezelést
kovetéen. CTR=kontroll, LPS10=10 pg /ml LPS,
LPS50= 50 pg /ml LPS, LTA10=10 pg /ml LTA,
LTA50=50 pg /ml LTA, FL100=100 ng/ml FL,
FL250=250 ng/ml FL, PIC50=50 pg /ml PIC,
PIC100= 100 pg /ml PIC (n=6/csoport, atlag+-
SEM,*P<0,05, ***P<0,001)



8 Megbeszélés

Napjainkban globalis problémat jelent az antimikrobidlis rezisztencia széleskori terjedése,
melynek egyik f6 oka az allattenyésztd szektorokban alkalmazott tilzott és nem megfeleld
antibiotikum-hasznalat. Igy a sertésagazatot is egyre nagyobb kihivasok elé allitja az
antimikrobialis rezisztencia problémaja, de ezzel parhuzamosan az a torekvés is, hogy az
emberi tarsadalom egyre jobb mindségli és nagyobb mennyiségii allati fehérjére tartana igényt.
Feltétleniil sziikséges tehat olyan molekuldk kutatisa és fejlesztése az allattenyésztés és
allatorvoslas szamara, melyek nem antibiotikum természetiiek, nem alakul ki veliikk szemben
rezisztencia, s emellett eldsegitik a jO mindségli és biztonsagos allati termék eldallitasat,
valamint a beteg allatok kezelésére is alkalmasak lehetnének. Ennek megfeleléen kutatasunk
egyik jovObeni célja olyan anyagok, pl. AMP-k (antimikrobialis peptidek) vizsgalata, melyek
antibakteridlis hatdsuk mellett, gyulladdscsokkentd és immunerdsitd tulajdonsdgaik révén
csOkkenthetik, és bizonyos esetekben sziikségtelenné is tehetnék az antibiotikumok
felhasznalasat az allattartasban.

Munkank soran elsédleges céljaink koz¢ tartozott, olyan primer sertés eredetli majse;jt
és bél explantatumokat létrehozni, melyeket kiilonb6z6 gyulladaskeltd anyagokkal kezelve, a
sejttenyészeteken eltéré mértékli gyulladast valthatunk ki, ezaltal lehetdvé téve tovabbi
vizsgalatok elvégzését a gyulladdsos valaszreakciok mérséklésével, igy példaul az AMP-k
immunmodulalé és gyulladascsokkentd hatasaival kapcsolatban. Ennek érdekében alakitottuk
ki a dolgozatban leirt majsejt-tenyészeteket, illetve bél explantatumokat, melyek igy megfeleld
eszkoziil szolgalhatnak a sertés fertdzésre talan legérzékenyebb szerveinek egyiittes
tanulmanyozasara, a bél-maj tengely in vitro modellezésére. In vivo koriilmények kozott a
legtobb enteralis korokozo és azok toxinjai a bélrendszerbdl a portalis keringésen keresztiil a
méjba jutnak, ahol aktivaljak a maj specifikus immunsejtjeit, elsésorban a Kupffer-sejteket. Ez
a mechanizmus jelentds gyulladasos citokin-termelést valt ki, amely gyulladasos allapotot
indukdl a majszovetben (Zhang et al., 2022). Ezt a komplex folyamatot kivantuk in vitro
rendszeriinkben modellezni.
In vitro bél-m4j tengely modelliink lehetdséget biztositott tehat a kiilonbozé gyulladaskeltd
anyagok hatasainak tanulméanyozaséara, mivel, a fent leirtak szerint is az enteralis korokozok és
toxinjaiknak felszivoddsa a bélbdl kulcsszerepet jatszanak a bél-mdj tengely gyulladasos
folyamataiban.  Sejttenyészeteinket ezért a  gyulladaskeltd6 molekuldk  kezelési

crer

kiilonboz6 koncentracidban kezeltiik a kivalasztott anyagokkal. A kialakitott kezelési
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csoportokban 10 pg/ml és 50 pg/ml koncentracidéban alkalmaztunk Salmonella Typhimurium
eredeti LPS-t ¢és Staphylococcus aureus eredeti LTA-t, 100 ng/ml és 250 ng/ml
koncentracidban Escherichia coli eredetii flagellint, valamint 50 pg/ml és 100 pg/ml
koncentracioban Poli I:C-t. A felsorolt bakterialis €s viralis faktorok napjainkban is komoly
kihivast jelentenek az intenziv sertéstartasban, mivel stulyos enteralis korképek hatterében
gyakran ezek a korokozok huzddnak meg, az dllomany mentesitése pedig kifejezetten nehéz
feladat, igy ezek a faktorok jol alkalmazhatoak a telepeken eléforduld megbetegedések okozta

gyulladasok modellezésére (Bonardi, 2017).

Kutatasunk folyaman tobb olyan vizsgalatot végeztiink el a sejttenyészeteken, melyek a sejtek
¢letképességérdl, illetve a sejteket ért karositd hatdsok mértékérdl szolgalnak informacidval,
ezzel alapot biztositva a késdbbi kisérletek elvégzéséhez is. A majsejttenyészeteken, illetve bél
explantaitumokon egyarant elvégeztik a CCK-8 tesztet és az LDH-enzim extracellularis
aktivitasanak mérését. A CCK-8 teszt lehetOséget biztositott a sejtek metabolikus aktivitasanak
monitorozasara a kiilonbozé kezelések utan, ezaltal kvantitativ adatokat szolgéltatva a
kezelések citotoxikus hatdsdnak mértékérdl. A majsejttenyészetek esetében mindkét Poli I:C-
vel kezelt csoportban bizonyos mértékii metabolikus aktivitds csokkenést figyelhettiink meg,
azonban ez az aktivitas csokkenés csak a 100 pg/ml koncentracioban alkalmazott Poli 1:C
esetében volt szignifikéns a kontroll csoporthoz képest, melybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
ez a molekula az adott koncentracidban karosithatta a sejteket. Ezzel az eredménnyel korrelalt
a majsejttenyészeten elvégzett extracellularis LDH-enzim aktivitds mérés eredménye is, mivel
ez a teszt alkalmas a sejtmembrdn integritasdnak vizsgéilatara, igy minél magasabb
extracellularis LDH-aktivitast mériink, annal erdteljesebb volt a gyulladaskeltd anyagok
citotoxikus hatasa. A 100 pg/ml koncentracioban alkalmazott Poli I:C esetében amellett, hogy
a metabolikus aktivitds csokkent, szignifikans extracelluldris LDH-aktivitds emelkedést
tapasztalhattunk, ez pedig bizonyitotta, hogy ez a molekula az alkalmazott koncentraciokban
sejtkarosodast valtat ki. Az LDH-enzim aktivitdsa a majsejttenyészeteken az LPS-sel és LTA-
val kezelt csoportok esetében is szignifikdnsan emelkedett, tehat a gyulladas kovetkeztében
ezekben a kezelési csoportokban is membranintegritas-csokkenést tapasztalhattunk.

A bél explantatumokon végzett CCK8-teszt €s extracellularis LDH-enzim aktivitas mérés nem
mutatott szignifikdns eltéréseket a kezelt csoportokban a kontroll értékekhez képest, a
kezelésekkel szemben tehdt a bél explantitumok kevésbé voltak érzékenyek, mint a

majsejttenyészetek.
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A maijsejttenyészetek esetében két olyan tesztet is elvégeztiink, melyek a sejtek redox
homeosztazisaval kapcsolatban szolgdlnak informécioval. Az Amplex Red teszt folyamén az
extracellularis H>O; szintjét kivantuk megfigyelni, mely korrelal a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
szintjével, ezzel pedig jellemezhetd a sejtek oxidativ allapota, hogy milyen mértékli oxidativ
stressznek vannak kitéve a sejtek. A kezelt csoportok koziil az 50 pg/ml koncentracidoban
alkalmazott LPS kezelés kivételével, minden csoportban szignifikdnsan megemelkedett a H>O»
szintje, tehat a sejttenyészetek oxidativ stressznek vannak kitéve, legkiemelkedébben a Poli
I:C-vel kezelt csoportok, mely ismételten egybevag a korabbi tesztek eredményébdl e csoportra
vonatkozoan levont kovetkeztetésekkel. A lipidperoxidacié folyaman a sejtmembrant alkotod
lipidek szerkezete és funkcidja is karosodik, amely sejthalalhoz vezethet, a lipidperoxidaciot
pedig altalaban a reaktiv oxigéngyokok jelenléte idézi eld. A lipidperoxidacid mértéke a
alacsony molekulatomegii végterméke. Kisérletiinkben a H2Oz, és egyéb reaktiv oxigéngyokok
membrankarositd hatdsa elsésorban a magas koncentracioban alkalmazott LTA-val ¢s
flagelinnel kezelt sejttenyészeteken fejez6dott ki, melybdl arra kdvetkeztethetlink, hogy bar a
tovabbi kezelési csoportok is ki vannak téve az oxidativ stressznek, a molekulak lipidkarosito
hatdsa még nem érvényesiil.

A sejttenyészetek életképességének ¢€s redox homeosztazisanak felmérését kovetben, a
kiilonboz6 gyulladasos citokinek koncentracidit kivantuk megfigyelni, hogy kovetkeztetéseket

vonhassunk le a gyulladaskeltd anyagok hatékonysagat illetéen. A gyulladaskeltés

crer

crcr

kivalasztasat olyan hasonl6 tudomanyos publikacidkra alapoztuk, melyek szintén sertés eredetii
sejttenyészeteken kivantak felmérni a gyulladds mértékét, ehhez pedig a fent emlitett
sertés eredetli intesztindlis epitélsejt modelleket hasznalt a bélhamsejtek gyulladdsos és
immunologiai funkcidinak vizsgalatdhoz, szintén az IL-6, IL-8 és TNF-o koncentraciok mérése
tortént meg kiillonboz6 Salmonella fajokkal valo kezelést kovetden (Wang et al., 2014). Egy
2021-ben publikalt kutatas sertések kiilonbozd 1€gzdszervi virusfertdzéseinek citokinprofiljat
vizsgalta, elsddleges célja a tiidoben zajlé helyi immunvélasz feltérképezése volt, kiilonbozo
gyulladasos citokinek szintjének mérése segitségével, mint az IL-6, IL-8, IFN-y és TNF-q,
melyek kulcsszerepet toltenek be a gyulladésos folyamatokban (Turlewicz-Podbielska et al.,
2021).
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A majsejttenyészeteken végzett gyulladasos mediatorok szintjének mérése egyértelmii adatokat
szolgaltatott a gyulladas mértékének meghatarozasahoz. A Poli I:C-vel kezelt sejtek esetében,
mar a kordbbi vizsgélatok is alatamasztottak, hogy ezekben a koncentraciokban ez a molekula
citotoxikus. Ezt a megfigyelést erdsiti meg a legtobb citokin koncentracidja is, melyek nem
valtoztak, vagy tobb esetben szignifikansan csokkentek a kontroll csoporthoz képest, ami arra
utal, hogy a sejtek nagy részének életfunkcioi csokkentek, és feltehetdleg nem voltak képesek
megfeleld mértéki gyulladasos valaszreakci6 kialakitasara. A flagellinnel kapcsolatos eldzetes
hipotéziseink, amelyek szerint ez a faktor kivaloan alkalmas gyulladaskeltésre, nem
igazolodtak, ugyanis a legtobb gyulladdsos citokin koncentracidja ezekben a kezelési
csoportokban nem valtozott a kontroll csoporthoz képest, szignifikans emelkedést egyik citokin
esetében sem tapasztalhattunk. Az LTA-val kezelt csoportokban tobb citokin esetében is
szignifikans koncentracio emelkedés volt megfigyelhetd a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.
Az IL-6, IL-8 és TNF-a koncentracidja mindkét koncentracioban alkalmazott LTA kezelés
esetén szignifikdnsan megemelkedett, ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy ez a molekula
megfeleld koncentracioban alkalmas lehet a tovabbi kisérletekben vald gyulladéaskeltésre
majsejttenyészeteken. A legjelentdsebb eredmények az LPS-sel kezelt csoportok esetében
IL-8 és TNF-a) szignifikansan megemelte, mindkét alkalmazott koncentracioban, igy ez az
eredmény egybevag a kordbbi kutatdsokkal, amelyek szerint az LPS képes aktivalni a toll like
receptor 4 utvonalat, amely kozvetleniil fokozza az IL-6 és TNF-a termelését (An et al., 2022).
Az IL-8 kiemelkedden magas koncentracidja pedig 0sszhangban all azokkal a kutatasokkal,
melyek ezt a citokint a neutrofil granulocitak kemotaxisanak és aktivaciojanak egyik legfébb
faktoraként azonositjak, kiilondsen a Gram-negativ baktériumok altal kivaltott gyulladasok
esetén (Matsushimaet al., 2022).

A bél explantatumok esetében a legtobb gyulladdsos citokin koncentracidja mérési hatar alatt
volt, igy Luminex xMAP multiplexing technoldgiaval nem tudtuk Oket vizsgalni, ennek
kovetkeztében eredményeink csak az IL-6 és IL-8 koncentraciok alakuldsarol szamolnak be a
bél explantatumokat illetéen. Az LPS-sel kezelt csoportokban az IL-8 koncentracio szignifikans
emelkedést mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva, amely eredmény egybevag a LPS-sel
szignifikans emelkedése megerdsiti az LPS gyulladaskeltd hatasait bél explantatumok esetében
¢s Osszhangban van mas tanulmanyokkal, amelyek az IL-8 szerepét hangsulyozzdk a
gyulladdsos folyamatokban, kiilondsen a velesziiletett immunvélasz soran. Egy 2021-ben

megjelent cikk, arrdl szamol be, hogy a sertés bélhamsejt-modell fontos eszkdze lehet tovabbi
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kutatasoknak, a bél immunfunkcioinak megértésével kapcsolatban és az alternativ terapias
vegyiiletek tesztelésében. Tovabba az IL-8 expresszidjanak jelentds novekedése ezen
modellekben olyan potencidlis célpontokat azonosithat, amelyek hozzédjarulhatnak a
gyulladasos betegségek kezelési stratégiainak kialakitdsdhoz (Wang et al., 2021).

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a viralis eredetli Poli I:C, illetve a bakterialis
eredetli flagellin kevéssé alkalmasak a tovabbi kutatdsokban vald gyulladaskeltésre.
Osszességében azonban az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy mindkét bakterilis
eredetli molekula, az LTA ¢€s az LPS is erdteljes gyulladasos valaszt valtanak ki a veliik kezelt
majsejttenyészeteken, igy ezek a gyulladaskeltd anyagok, és elsdsorban az LPS, kivalé alapjaul
szolgalhatnak a késobbi kisérletekben vald gyulladéaskeltésnek. Kutatdsunk folyaman minden
gyulladaskeltd anyag esetében két koncentraciot alkalmaztunk, melyek koziil altalaban mar az
alacsonyabb koncentracid esetén is megfigyelhettiik a gyulladdsos valasz kialakulasat, a
gyulladdsos citokin emelkedést tapasztalhattunk, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
kovetkezd kisérletekben egy koztes koncentracid haszndlata vezetne a legidedlisabb nem
tulzottan nagymértékii, de hatékony gyulladdsos valaszreakci6 kialakitasahoz.
Munkacsoportunk mar a kordbbiakban is végzett hasonld vizsgalatokat gyulladaskeltd
anyagokkal, azonban ezekben az esetekben csirke eredetli sejttenyészeteket hoztunk létre,
melyeken tobbek kozott az LPS €s a Poli I:C hatésait elemeztiik. Jelen kutatdsunkban, a sertés
eredetli sejtmodellekkel dsszehasonlitva szembe6tld kiillonbségek tapasztalhatdak az oxidativ
stresszvalaszok, valamint a gyulladdsos citokinprofilok terén is. Csirke eredetii
majsejttenyészetek esetén a Poli [:C mérsékelten csokkentette a sejtek metabolikus aktivitasat
¢és enyhe sejtkarosodashoz vezetett, illetve jelentds IL-6 és IL-8 szint emelkedést idézett eld,
ezzel szemben a sertés eredetli majsejt tenyészeteken ez a PAMP jelentds metabolikus aktivitas
csokkenést és sejtkarosodast valtott ki, melynek kovetkeztében az IL-6 és IL-8 szintek
szignifikdnsan csokkentek a kontrollcsoporthoz képest. 2021-ben megjelent kutatasunkban a
csirke eredetli sejttenyészetek ellenallonak tlintek az LPS kezeléssel szemben, koszonhetden a
madarak gyulladasos jelatviteli utvonal sajatossagainak, mig jelenlegi kutatdsunkban az LPS
altal kivaltott gyulladas bizonyult a legerdteljesebbnek a vizsgalt PAMP-ok koziil (Sebdk et al.,
2021).

Eredményeink tehat 6sszhangban allnak méas munkacsoportok €s a sajat korabbi kutatdsaink
soran nyert kovetkeztetésekkel is, melyek szerint a bél mikrobialis diszbidzisa és a
majgyulladas kozott kozvetlen kapcesolat all fenn (de Jong et al., 2016). Vizsgalataink

alatamasztjak, hogy a bakterialis toxinok hatdsa nem csak a bélrendszerre korlatozodik, hanem
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a felszivodast kovetden a majat is érinti, €s szisztémas gyulladast valthat ki, kiilondsen az
intenziv sertéstartas soran gyakran el6fordul6 enteralis patogének esetében.

Jovobeni céljaink koz¢é tartozik kutatasunk eredményei alapjan 1étrehozott sejttenyészeteken az
AMP-k sokszor emlitett, feltételezett jotékony hatasait vizsgalni, hiszen ezen peptidek
potencialis alkalmazasa a fertdz6 és gyulladédssal jar6 folyamatok moduldlasaban attorést
jelenthet mind az allatgyogyaszat, mind a human gydgydszat szdmara az antibiotikum-

rezisztencia visszaszoritasaban.
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9 Osszefoglalas
Napjainkban a vilag élelmiszerigénye, kiemelve a fehérje és hus iranti keresletet, folyamatosan
novekszik, jelentds nyomast gyakorolva a sertésadgazatra. Az intenziv sertéstartasban egyarant
cél a technologiai fejlodés, valamint a termelékenység maximalizalasa, azonban egyre nagyobb
veszéllyel fenyegeti az antimikrobidlis rezisztencia terjedése. Az antimikrobidlis szerek talzé
hasznalata eldsegiti a rezisztens baktériumtorzsek kialakuldsat, amely az allategészségiigyben
¢s a human egészségiigyben is aggasztdan karos hatast fejt ki. A rezisztencia terjedése elleni
kiizdelem egyik fontos alappillére olyan alternativ hatdéanyagok kifejlesztése, melyekkel
helyettesithetd vagy csokkenthetd az antibiotikumok hasznalata az allattartasban. Kutatdsunk
legfobb hosszutavu célja az antimikrobidlis peptidek tanulméanyozasa, melyek antibakterialis
hatasuk mellett gyulladdscsokkentd és immunmodulans tulajdonsédgokkal is rendelkeznek, igy
felhasznalhatdéak lehetnek a sertéstartasban gyakran eléforduld enterdlis korképek
visszaszoritdsdban. Kisérletiinkben olyan in vitro majsejt, illetve bél explantatumokat hoztunk
létre, melyek alkalmasak a szisztémas gyulladdsos folyamatokban kulcsszerepet betoltd bél-
m4j tengely modellezésére. Kisérleti modelliink lehetdséget biztositott a kiillonbdzo gyulladasos
faktorokkal vald gyulladéaskeltésre, majd a gyulladdsos valaszreakciok megfigyelésére. A
kezeléshez olyan gyulladdsos faktorokat valasztottunk, melyek napjainkban is jelentds
termeléskiesést €s veszteségeket okoznak a sertésagazatban, igy a sejttenyészeteket E. coli
eredetli lipopoliszachariddal, S. aureus eredeti lipoteikolsavval, S. Typhimurium eredetii
flagellinnel, valamint viralis nukleozid analog poliinozinsav-policitidilsavval kezeltiik. Minden
esetben két koncentraciot alkalmaztunk, biztositva ezzel a késobbi kutatasokban felhasznalando
koztes koncentracid kiszamithatosagat. Kisérletiink folyaman a sejttenyészetek allapotanak
felterképezéséhez CCK-8 tesztet, extracellularis LDH-enzim aktivitds mérést, Amplex Red
tesztet, valamint MDA koncentraci6 mérést alkalmaztunk, majd a gyulladasos citokinek
A vizsgalt gyulladasos citokinek koziil az IL-6, IL-8 és TNF-a szintjei emelkedtek meg a
legszignifikansabban, kiilonosen lipopoliszacharid és lipoteikdlsav stimulacié hatasara,
amelyek kivalo gyulladaskelté dgensnek bizonyultak, igy alkalmazasuk rendkiviil igéretes lehet
az antimikrobialis peptidek gyulladascsokkentd hatasanak jovébeni vizsgalatdhoz. Kutatdsunk
kovetkez0 lépésekeént a mesterséges IDR-1002 antimikrobialis peptid és a sertésspecifikus PR-
39 hatésait tervezziik feltérképezni. Vizsgalati eredményeink 6sszhangban vannak a korabbi
kutatasokkal, melyek igazoljak, hogy az enteralis kdrokozok és toxinjaik felszivodasa nemcsak
a bélrendszerre korlatozodnak, hanem a majat terhelve szisztémas gyulladasos valaszreakciokat

valtanak ki, az inflammatorikus citokinszintek markans emelkedésével.
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10 Summary

The global demand for food, particularly for protein and meat, is continuously increasing,
placing significant pressure on the porcine sector. In intensive pig farming, technological
advancements and the maximization of productivity are common goals; however, the spread of
antimicrobial resistance poses an escalating threat. The excessive use of antimicrobial agents
promotes the development of resistant bacterial strains, which have alarmingly harmful effects
on both veterinary and human health. One of the key pillars in combating the spread of
resistance is the development of alternative compounds that can replace or reduce the use of
antibiotics in livestock farming. The primary long-term goal of our research is to study
antimicrobial peptides, which, in addition to their antibacterial effects, possess anti-
inflammatory and immunomodulatory properties, making them potential candidates for
mitigating enteric diseases commonly observed in pig farming. In our experiment, we
developed in vitro liver and intestinal epithelial cell cultures suitable for modeling the gut-liver
axis, a key player in systemic inflammatory processes. Our experimental model allowed for the
induction of inflammation using various inflammatory factors and the subsequent observation
of inflammatory responses. The inflammatory agents selected for treatment are responsible for
significant production losses in the porcine sector today. Accordingly, the cell cultures were
treated with Escherichia coli-derived lipopolysaccharide, Staphylococcus aureus-derived
lipoteichoic acid, Salmonella Typhimurium-derived flagellin, and the viral nucleoside analog
polyinosinic-polycytidylic acid. Two concentrations were applied in each case, ensuring the
predictability of intermediate concentrations for future studies. Throughout our experiment, we
employed CCK-8 tests, extracellular LDH enzyme activity measurements, Amplex Red assays,
and MDA concentration measurements to map the condition of the cell cultures. The
concentrations of inflammatory cytokines were measured using Luminex xXMAP multiplexing
technology. Among the inflammatory cytokines examined, the levels of IL-6, IL-8, and TNF-a
increased most significantly, particularly in response to lipopolysaccharide and lipoteichoic
acid stimulation, which proved to be excellent pro-inflammatory agents. Therefore, their use
shows great promise for future investigations into the anti-inflammatory effects of antimicrobial
peptides. In the next phase of our research, we aim to explore the effects of the synthetic IDR-
1002 antimicrobial peptide and the porcine-specific PR-39. Our findings are consistent with
previous studies, which demonstrate that the absorption of enteric pathogens and their toxins is
not limited to the intestines but burdens the liver, triggering systemic inflammatory responses

with a marked elevation in inflammatory cytokine levels.
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