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Bevezetés

A baromfi, amely napjaink legnagyobb szamban tenyésztett haszonallata, zsufolt
tartasi korilményei miatt fokozottan ki van téve kilonféle fert6z6 betegségeknek, melyeket
tovabb sulyosbithatnak olyan stresszhatasok, mint a magas hémérséklet vagy a szallitas.
Ezen betegségek egy része bakterialis eredetli, kezelésik pedig egyre nehezebb az
antimikrobialis rezisztencia (AMR) terjedése miatt. Az antibiotikumok hatékonysaga
fokozatosan csdkken, és az olyan szerek allatorvoslasban térténé hasznalata, amelyekre a
kérokozok még érzékenyek, egyre inkdbb korlatozott az emberek egészségének védelme
eérdekében. Emiatt igen jelentésen megnovekedett az igény arra, hogy olyan természetes
molekulakat talaljunk vagy szintetizaljunk, melyek az egyes antibiotikumokat helyettesiteni
képesek.

Az él6 szervezet szamos modon védekezik a kulonféle karos hatasokkal szemben, az
egyik ilyen lehet6ség példaul biolégiailag aktiv anyagok szervezetben torténd elballitasa. Az
antimikrobialis peptidek (AMP-k), mas néven gazdaszervezetet védd peptidek (HDP-k), e
védekezd rendszer fontos részét képezik, szinte minden élélény termeli 6ket, és igéretes
jeldltnek tekintheték a bakteridlis és gyulladasos betegségek kezelésében. Legfelijebb 100
aminosavbdl allnak, a veleszuletett immunrendszer részeként kozvetlen antimikrobialis
hatassal birnak, emellett képesek az immunvalaszt is befolyasolni. Kezdetben elsésorban
kozvetlen antimikrobialis tulajdonsagaiknak kdészdonhetben vizsgaltak ezeket az anyagokat,
késébb azonban kimutattak, hogy gerincesekben — igy emberben is — bizonyos védelmi
folyamatok serkentésével és a karos gyulladasos folyamatok elnyomasaval is hozzajarulnak a
korokozok elleni védelemhez. Kozvetlen antimikrobialis hatasuk in vivo korulmények kozott
kevéssé figyelheté meg, ezért a szakirodalomban manapsag gyakran a HDP elnevezést
alkalmazzak, utalva immunrendszert tamogat6 védd funkcidjukra. Jelenleg tébb mint 3500
AMP leirasa talalhaté a University of Nebraska Medical Center adatbazisaban

(https:/faps.unmc.edu/).



Disszertaciom keretében egy természetes eredetl (csirke cathelicidin-2, Cath-2) és
egy szintetikus AMP-t (innate defense regulator-1002, IDR-1002) vizsgaltam. A természetes
eredet(, vagyis az allati vagy emberi szervezetben termel6dé AMP-k szélesebb szakirodalmi
hattérrel rendelkeznek, ugyanakkor hatranyt jelent a szintetikus peptidekkel szemben, hogy
nagyobb lehet a toxicitasuk, és hatasuk sok esetben fajspecifikus. A szintetikus AMP-k
fejlesztése révén viszont olyan szempontok is figyelembe veheték, melyek altal kisebb méreti
€s nagyobb hatékonysagu molekulak elballitasa valt lehetévé.

Célunk a fent emlitett két AMP sejtek életképességére és immunvalaszara gyakorolt
hatasanak vizsgalata volt. Ehhez két in vitro modellt alkalmaztunk: egy elsddleges, csirke
eredet, izolalt majsejtekbdl és nem-parenchimalis sejtekbdl allé ko-kulturat, valamint csirke
eredetl bél-explantatumot. Ez utdbbi modellt azért valasztottuk, mivel a csirkéket érint6
fertézések tdbbsége bél eredetli, gyakran patogén baktériumok vagy a bélfléra egyensulyanak
felborulasa okozza 6ket. Emiatt igen fontos vizsgalni, hogy e peptidek milyen hatast
gyakorolnak a bélfal immunvalaszara. A masik modell kivalasztasanak oka az volt, hogy a maj
az elsé szerv, amely kapcsolatba kerll a bélbél a vérkeringésbe 1épé molekulakkal, igy

kiemelked6 szerepet jatszik a fertézések és gyulladast okozé agensek elleni védekezésben.

Célkitlizés

Kutatécsoportunk korabban mar kifejlesztett és jellemzett egy csirke eredetii, primer
hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-kulturat (melyben féként rezidens makrofagok, un.
Kupffer-sejtek talalhatok), valamint egy bél-explantdtum modellt, amelyek hatékony eszkdzdk
lehetnek a csirkék fertézésekhez kapcsolddd gyulladasos folyamatainak vizsgalatahoz. Elsé
lépésként egy csirke eredetil gyulladasos modellt kellett kialakitsunk, mivel korabbi vizsgalatok
szerint ezek a sejttenyészetek némileg eltéréen reagalnak a gyulladast kelté ingerekre az
emlds eredetll sejttenyészetekhez képest, ennek megfeleléen sejttenyészeteinkben tébb

patogén-asszocialt molekularis mintazat (PAMP) vizsgalata valt szikségesseé.
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Kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy a jelen tanulmanyban vizsgalt AMP-k, a Cath-2 és
az IDR-1002 csokkentik-e a sejtek életképességet a hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-
kultiraban vagy a bél-explantatumokban. Mivel az AMP-k bizonyitottan képesek a
sejtmembranokat karositani, sét, bizonyos sejttipusokra magasabb koncentraciéban toxikus
hatast is kifejthetnek, a sejtek életképességének vizsgalata fontos volt a felhasznalhatésaguk
szempontjabdl.

F& célunk a toxicitas vizsgalata mellett az volt, hogy modelljeinkben meghatarozzuk e
peptidek immunmodulans hatasait. Mint a legtébb AMP, a Cath-2 és az IDR-1002 is jelent6s
mértékben, a vizsgalt allatfajtél és sejttipustol fliggben befolyasolhatja az immunrendszer
mikodéseé, ezért kiemelten fontosnak tartottuk, hogy megbizhaté informaciot szerezziink e
peptidek csirke maj- és bélsejtekre gyakorolt specifikus hatasairdl. Ezenkivil modelljeinkben

célul thztuk ki a redox- és immunfolyamatok kozotti 6sszeflggések feltarasat.

PhD munkam célkitlizései az alabbiak szerint foglalhatok 6ssze:

1. Gyulladasos modell kialakitasa a csirke eredet( hepatocita—nem-parenchimalis
sejt ko-kultarakon.

2. A Cath-2 és az IDR-1002 sejtek életképességére gyakorolt hatasanak
vizsgalata a hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-kulturakon és a bél-explantatumokon.

3. A Cath-2 immunmodulans hatasainak vizsgalata a hepatocita—nem-
parenchimalis sejt ko-kulturakon és a bél-explantatumokon.

4. Az IDR-1002 immunmodulans hatasainak vizsgalata a hepatocita—nem-

parenchimalis sejt ko-kulturakon és a bél-explantatumokon.



Az altalunk kovetett kisérleti terv a kovetkezo6 tablazatban lathato:

Vizsgalt | Eletképességi | Gyulladasos Redox
Modell , ! R
anyagok | paraméterek | paraméterek | paraméterek
Csirke eredeti LPS. LTA Metabolikus
El6kisérlet | hepatikus ko- PMA | aktivitas és EC | CXCLi2 és IL-6 -
kultdra LDH aktivitas
Csirke eredeti LTA PMA Metabolikus CXCLi2, IFN-y,
l. kisérlet hepatikus ko- &5 éath-z aktivitas és EC IL-10 és H202 és MDA
kultdra LDH aktivitas M-CSF
. . . CXCLi2, IL-6, IL-
. Csirke eredetd LTA és Metabolikus | & 1eNy 140, | Ho02 NFf2 és
Il. kisérlet hepatikus ko- aktivitas és EC .
kultdra IDR-1002 | | bH aktivitas M-CSF és PC
uitu RANTES
Csirke eredeti , Metabolikus | CXCL2 IL-6, IL-
. . . LTAés R 2, IFN-y, IL-10
ll. kisérlet vékonybél aktivitas és EC ; -
Cath-2 o és IFN-y/IL-10
explant LDH aktivitas .
arany
Csirke eredeti ) Metabolikus CXCLi2, IL-2,
.. , A LTAés e RANTES, IFN-y,
IV. kisérlet vékonybél aktivitas és EC . -
IDR-1002 o IL-10 és IFN-
explant LDH aktivitas

y/IL-10 arany




Anyag és modszer

Elézetes vizsgalat: gyulladas kivaltasa

Els6 célunk gyulladasos modell kialakitasa volt a mar korabban kutatdcsoportunk altal
jellemzett, csirke eredetl primer hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-kulturan. A sejt-
szuszpenzidkat 6:1 aranyban (hepatocita:nem-parenchimalis sejtek) elegyitettiik. Ez az arany
enyhe gyulladasos allapotot hivatott modellezni, igy el6segitve a gyulladasos valasz
kialakulasat. A ko-kulturakat I. tipusu kollagénnel el6kezelt 96 lyuku lemezekre Gltettlk, 100
uL/lyuk térfogatban.

A vizsgalat soran lipopoliszacharid (LPS), lipoteikosav (LTA) és forbol-mirisztat-acetat
(PMA) hatasait vizsgaltuk a sejtek életképességére és a gyulladasos paraméterekre. A
vizsgalat elsé részében a sejttenyészeteket 0 (kontroll), 10 vagy 50 ug/mL Escherichia coli
(O55:B5) eredetii LPS-sel, illetve 10 vagy 50 pg/mL Staphylococcus aureus eredetli LTA-val
kezeltlik. A vizsgalat masodik részében a tapfolyadékhoz 0O (kontroll), 100 vagy 1000 ng/mL
PMA-t adtunk. A sejtek kezelési id6tartama 24 6ra volt.

A sejtek életképességének meghatarozasa céljabdl a sejtek metabolikus aktivitasat 96
lyuka lemezeken Cell Counting Kit-9 (CCK-8) teszttel mértik, a membranintegritas
értékelésére pedig az extracellularis laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitast hataroztuk meg. A
citokinszintek (interleukin-6 [IL-6] és a csirke kemotaktikus és angiogén faktor [CXCLi2], mas
néven csirke interleukin-8 [IL-8]) meghatarozasara csirke-specifikus ELISA kiteket

alkalmaztunk.

l. és Il. vizsgalat: a Cath-2 és IDR-1002 hatasai a maj eredeti sejttenyészeteken

Mind az ., mind a Il. vizsgalat soran a hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-kultarak
eléallitasa az El6zetes vizsgalat soran ismertetett moédszertan szerint tértént. A frissen izolalt
sejteket 24 Iyuku és 96 lyuku, I. tipusu kollagénnel el6kezelt lemezekre Ultettik. A 24 lyuku

lemezekre a sejtszuszpenzidbdl 400 ulL/lyuk, a 96 Ilyuku lemezekre pedig 100 pL/lyuk
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mennyiséget raktunk le. Az I. vizsgalat soran a sejteket 5 és 10 nmol/mL koncentraciéju Cath-
2-vel kezeltlk, a Staphylococcus aureus eredetll LTA-t 50 pyg/mL, a PMA-t pedig 1000 ng/mL
koncentracioban alkalmaztuk. A Il. vizsgalatban az IDR-1002-t 10, 30 és 90 ug/mL
koncentraciokban adtuk a sejtekhez 6nmagaban, illetve 50 ug/mL LTA-val kombinalva.

A sejtéletképesség vizsgalata az Elb6zetes vizsgalatban leirtakkal azonos maodon
tortént. Csirke-specifikus ELISA kitekkel hataroztuk meg a CXCLi2 (l. vizsgalat) vagy a CXCLi2
és IL-6 (ll. vizsgalat) koncentraciojat. Luminex xMAP médszerrel mértik az IFN-y, IL-10,
makrofag koldnia-stimulalé faktor (M-CSF) koncentraciojat (I. vizsgalat), illetve IL-16, IFN-y,
IL-10, M-CSF és RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted,
Il. vizsgalat) szinteket. Ezen kivil mindkét vizsgalatban az extracellularis H,O, szintet Amplex
Red maddszerrel hataroztuk meg. Az I. vizsgalatban a malondialdehid (MDA) koncentracidjat
specifikus kolorimetrias modszerrel mértik. A Il. vizsgalatban a fehérje-karbonil (PC) és a
nuklearis faktor erythroid 2-related faktor 2 (Nrf2) szinteket csirke-specifikus ELISA médszerrel

hataroztuk meg.

lll. és IV. vizsgalat: a Cath-2 és IDR-1002 hatasai bél-explantatum tenyészeten

A bél-explantatumok izolalasat kutatocsoportunk altal korabban kidolgozott
modszertan alapjan végeztik, mely soran egy 3 hetes him Ross-308 brojler csirkét aldoztunk
fel. Ezen explantatum tenyészetek lehet6séget nyujtanak az AMP-k bélfalra gyakorolt
hatasainak vizsgalatara. Az explantatumok el6készitését kdvetben a tenyészté kdzeghez 5,
LTA-t, valamint ezek kombinacidjat adtuk. A mintakat 12 6ran keresztul inkubaltuk a kezelési
oldatokkal, majd a sejttenyészté kbzegb8l mintakat vettlink.

A sejtéletképesség vizsgalata a korabban ismertetett modszerekkel tortént. Mind a lll.,
modszerrel hataroztuk meg. Luminex xMAP médszerrel a kdvetkez6 citokinek és kemokinek

koncentraciojat mértik: IL-2, IL-6, IFN-y és IL-10 (IIl. vizsgalat), IL-2, IFN-y, IL-10 és RANTES



(IV. vizsgalat). Mindkét vizsgalatban az explantatumok gyulladasos allapotanak pontosabb

megitélésére az IFN-y/IL-10 aranyt is figyelembe vettik.

Statisztika

Valamennyi statisztikai elemzést az R v. 4.0.3 (R Core Team, 2020) szoftverrel
végeztik. Paronkénti O6sszehasonlitasokat a Wilcoxon el6jeles rangproba segitségével
végeztlink, mivel a kezelési csoportok kdzul néhany nem normalis eloszlast mutatott a
Shapiro-Wilk tesztek alapjan. A kilonbséget statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha a p-

érték kisebb volt, mint 0,05.



Eredmények és diszkusszio

Elézetes vizsgalat: gyulladas kivaltasa

Az elbzetes vizsgalat célja olyan vegylletek azonositasa volt, amelyek alkalmasak
lehetnek gyulladasos valasz kivaltasara az altalunk alkalmazott csirke eredetl hepatocita —
nem-parenchimalis sejt ko-kulturaban. A szakirodalomban korlatozott mennyiségl adat all
rendelkezésre csirke eredetli sejttenyészeteken végzett kisérletekrdl, igy kutatasunk, melynek
soran egy megbizhaté gyulladdasos modellt hoztunk Iétre, fontos szerepet jatszhat ezen
tudomanyterilet vizsgalati eszkoztaranak bévitésében. Az altalunk alkalmazott 6:1 hepatocita
— nem-parenchimalis sejt arany enyhe gyulladasos allapotot modellez, lehetévé téve a stressz
és az immunvalasz kozaotti kdlcsdnhatasok vizsgalatat.

A vizsgalat soran el6szor bakterialis endotoxinokat — Gram-negativ baktériumokbdl
szarmazo LPS-t és Gram-pozitiv baktériumokbdl szarmazd LTA-t — értékeltiink a gyulladas
kivaltasara valé alkalmassag szempontjabdl. Mig az LPS nem idézett el6 gyulladaskeltd citokin
valaszt, a 50 pg/mL koncentraciéju LTA mérsékelt mértékben novelte a CXCLi2 szintjét. A
vizsgalat kdvetkezs részében a PMA hatasainak vizsgalatara kerult sor.

Az eredmények azt mutattak, hogy az LTA membrankarosodast okozott, amit az
extracellularis LDH-szint emelkedése jelzett, mig a PMA csdkkentette a metabolikus aktivitast,
ami sejtszintl stresszre vagy citotoxicitasra utal. Megfigyeltik tovabba, hogy egyedil a PMA
eredményezett szignifikdns ndvekedést az IL-6 és CXCLi2 koncentraciéban, mig az LTA csak
a CXCLi2 szintjét novelte.

Ezzel szemben az LPS nem indukalt citokintermelést, ami valdszinilileg a csirkékben
hianyos TLR4 jelatviteli utvonal kévetkezménye, mivel egyes emlbés gének ortologjai
hianyoznak, illetve az alternativ jelatviteli utak sem aktivak. Ez a hianyossag magyarazhatja a
mért IL-6 és CXCLi2 fehérjeszintek alacsony szintjét, annak ellenére, hogy hasonlé

modellekben korabban mRNS-szint emelkedést figyeltek meg. Ez az eltérés ravilagit a
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poszttranszkripcids és transzlaciés szabalyozas jelentéségére a citokintermelés soran, amely
végul befolyasolja az extracellularis térben megjelend fehérjeszinteket.

Osszefoglalva, a PMA és az LTA hatékony gyulladasindukald anyagként azonosithatd
csirke hepatikus ko-kulturakban. Eredményeink alapjan e vegyiletek megfeleléképp
alkalmazhatéak in vitro immunmodulacios vizsgalatok soran, mivel megbizhaté modellt

biztositanak a madarfélék immunvalaszainak sejtszintli tanulmanyozasahoz.

l. vizsgalat: a Cath-2 hatasai a primer majsejttenyészeten

Az |. vizsgalat soran a Cath-2 hatasait vizsgaltuk a csirke hepatocita—nem-
parenchimalis sejt ko-kultarainkon. A vizsgalat célja a Cath-2 citotoxicitasanak és gyulladasos
valaszra gyakorolt hatasanak értékelése volt. Bar az AMP-k igéretes terapias szerek,
membrankarosité hatasuk kovetkeztében citotoxikus tulajdonsagokat is mutathatnak. A Cath-
2 a sejtek metabolikus aktivitdsanak csdkkentését és az LDH felszabadulasanak dozisfiggd
ndévekedését idézte eld, ami enyhe-kbzepes citotoxicitasra utalt, kilénésen magasabb
koncentraciok esetén. Erdekes mddon ezek a hatasok mérséklédtek, amikor a Cath-2-t LTA-
val egyltt alkalmaztuk, ami valdszinlleg annak koszonhetd, hogy a peptidek képesek
megkotni és neutralizalni az endotoxinokat, példaul az LTA-t, igy korlatozva az ,off-target”
citotoxikus hatasokat.

Az immunvalaszt citokin- és kemokin-szintek (CXCLi2, IL-10, IFN-y és M-CSF)
méréseével értékeltik. A magas dozisu Cath-2 ndvelte az IFN-y szintet, ami gyulladaskelté
aktivitasra utalt, mig az alacsonyabb dézis csdkkentette az LTA altal indukalt IFN-y szintet,
gyulladascs6kkenté potencialra utalva. A Cath-2 emellett dozisfliggéen ndvelte a CXCLi2 és
az IL-10 szinteket, ami inkabb immunmodulans, semmint tisztan gyulladascsdkkents funkcidjat
tamasztja ala. Ezzel szemben az LTA és a PMA onmagukban korlatozott hatast gyakoroltak
ezen mediatorokra.

Az M-CSF esetében, amely a makrofagok szabalyozasaban jatszik szerepet, a Cath-2

hatasara csokkent szintet mértink, kulonosen LTA-val vagy PMA-val kombinalt alkalmazas
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soran, ami a peptid makrofag-funkciéra gyakorolt befolyasara utal. Emellett a Cath-2
dozisfliggéen ndvelte a hidrogén-peroxid (H,O;) termelést, ugyanakkor a lipid-peroxidacio (az
MDA szint valtozasa alapjan) valtozatlan maradt, sét, magas dézisu Cath-2 esetén az MDA
szintek csokkentek, ami a membranlipidekre gyakorolt protektiv hatasra utalhat.
Osszességében a Cath-2 a majsejtek immunvalaszat tdbb modon is befolyasolta, mivel
modositotta a citokin-termelést, az oxidativ statuszt és a sejtéletképességet, méghozza
koncentraciofiggé modon. Mig a magas dozisok bizonyos mértékd citotoxicitast
eredményeztek, az alacsonyabb dézisok mellett a sejtek integritasa fennmaradt, és kedvezd
immunregulalé hatasokat figyeltink meg. Eredményeink alatamasztjak a Cath-2 potencialis
alkalmazhatosagat antibiotikum alternativaként, hiszen alkalmas lehet a gyulladas

szabalyozasara anélkil, hogy jelentés sejtkarosodast okozna.

Il. vizsgalat: az IDR-1002 hatasai a primer majsejt-tenyészeten

Az IDR-ek olyan AMP-k, amelyek az immunvalaszt moduladljak anélkll, hogy
kozvetlenll elpusztitanak a kérokozékat. E vizsgalat soran az IDR-1002 csirke majsejtek
immunvalaszara gyakorolt hatdsait tanulmanyoztuk a korabban bemutatott modellliinkdn,
citokin- és kemokin-szintek (IL-6, CXCLi2, IFN-y, IL-16, IL-10, M-CSF és RANTES) mérésével,
valamint a sejtéletképesség értékelésével.

Az IDR-1002-t 10, 30 és 90 ug/mL koncentraciokban vizsgaltuk. A vizsgalat soran
onmagaban alkalmazva nem mutatott szignifikdns citotoxicitast, ugyanakkor LTA-val
kombinalt alkalmazasakor, 90 ug/mL koncentraciéban, mérsékelt mértékben ndvelte az LDH-
aktivitast, ami enyhe membrankarosodasra utal. Ezen kivul a peptid szignifikansan ndvelte a
RANTES és az M-CSF szinteket, amelyek mindegyike befolyasolja a makrofagok
polarizaciéjat: a RANTES el6segiti a gyulladaskelté M1 makrofagok, mig az M-CSF a
gyulladascsokkenté M2 makrofagok differencialodasat. Erdekes mddon az IDR-1002
csOkkentette mind a gyulladaskelté (IFN-y, IL-6, IL-16), mind a gyulladascsdkkentd (IL-10)

citokinek szintjét, ami arra utal, hogy egy koztes, kevert makrofag fenotipust indukal.
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A RANTES szintje pozitivan korrelalt az IFN-y, IL-16 és IL-10 szintekkel, mig az M-
CSF negativan korrelalt a CXCLi2-vel, ami az immunjelatviteli utak dsszetett szabalyozasara
utal. Bar korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az IDR-1002 képes gyulladaskelté citokinek
szintjét ndvelni, jelen vizsgalatban az LTA altal indukalt IFN-y, IL-6 és CXCLi2 szintek
csokkenését eredményezte, ami mas modellekbdl is ismert gyulladascsokkenté hatassal
egyezik.

Az IDR-1002 tovabba csokkentette az LTA altal kivaltott H,O, szinteket, valdsziniileg
a Nrf2/KEAP1 utvonal aktivalasan keresztil, amely az antioxidans valaszok szabalyozasaért
felelés. Az IDR-1002 és LTA egyuttes alkalmazasa utan emelkedett Nrf2-szinteket mértiink,
valamint, mig a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) szintje csdkkent, a karbonilalt fehérjék
szintie nétt IDR-1002 alkalmazasa mellett, ami valdszinlleg a peptid biofilm ellenes
aktivitasaval allhat 6sszefliggésben.

Osszefoglalva, az IDR-1002 immunmodulans és antioxidans hatasokat mutatott az
altalunk alkalmazott csirke maj eredet(i ko-kultaran, csékkentve a gyulladaskelt valaszokat,
és a makrofag aktivitast egy kevert, koztes fenotipus felé terelve. Eredményeink alapjan az
IDR-1002 igéretes terapias agens lehet bakteridlis fertézések altal kivaltott gyulladasok
kezelésére, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok szikségesek hatasmechanizmusanak pontosabb

feltérképezéséhez.

lll. vizsgalat: a Cath-2 hatasai bél-explantatumokon

Ebben a vizsgalatban a Cath-2 AMP immunmodulans és citotoxikus hatasait vizsgaltuk
csirke bél-explantatum tenyészeten. Ellentétben a korabban majsejteken medfigyelt
citotoxikus hatassal, a Cath-2 a bélsejtek életképességére 5 és 10 nmol/mL koncentracidkban
nem gyakorolt karos hatast. Erdekes médon 25 nmol/mL koncentraciéban szignifikansan
novelte a metabolikus aktivitast, feltehetéen a fokozott NADPH+H* termelés révén, amely az
immunvalasz soran az inflammaszémak aktivalasaban és a zsirsavszintézisben jatszik
szerepet.
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A Cath-2 gyulladaskelté citokinek (IL-2, CXCLi2 és IL-6) felszabadulasat indukalta,
0sszhangban ismert hatasaval, amellyel a veleszletett immunitast serkenti, példaul az NLRP-
3 inflammaszéma aktivalasan keresztil. Ugyanakkor LTA altal kivaltott gyulladasos
kornyezetben a Cath-2 gyulladascsokkenté tulajdonsagokat mutatott. Szignifikansan
csokkentette az LTA altal emelt IL-2, IL-6 szinteket és az IFN-y/IL-10 aranyt — amely a bél
immunegyensulyanak jol ismert markere. Ezen felll helyreallitotta az IL-10 szintjét, amelyet
az LTA csOkkentett, ezzel véd6, szabalyozé hatasra utalva.

Bar az IFN-y szintjét a Cath-2 nem valtoztatta meg, az IFN-y/IL-10 arany csokkentése
tovabb erdsiti gyulladascsbkkentd potencialjat. A legkifejezettebb szabalyozé hatasokat a 25
nmol/mL koncentracid mutatta, amely egyidejlleg csOkkentette a gyulladaskelté citokinek
felszabadulasat és fokozta a gyulladascsdkkentd valaszt anélkil, hogy karositotta volna a
szovet életképességeét.

Ezek az eredmények 6sszhangban allnak korabbi tanulmanyokkal, amelyek szerint a
Cath-2 képes az olyan gyulladasos stimulusok, mint az LPS és az LTA semlegesitésére,
valamint a makrofag aktivacio csokkentésére. Az IL-2 és IL-10, amelyek kulcsszerepl6k a bél
immunvalaszanak szabalyozasaban, kilénésen érzékenyen reagaltak a Cath-2-re, ami a
peptid krénikus gyulladast megel6z6 hatasat tamasztja ala.

Osszefoglalva, a Cath-2 igéretes terapids szerként alkalmazhat6 lehet a baromfi
bélrendszeri gyulladasainak kezelésében. Kettés el6nyt kinal: nem gyulladt kdrnyezetben
védelmi immunvalaszt serkent, mig korokozo altal kivaltott stressz esetén csodkkenti a karos

gyulladast.

IV. vizsgalat: az IDR-1002 hatasai bél-explantatumokon

Ebben a vizsgalatban az IDR-1002 immunmodulans és citotoxikus hatasait vizsgaltuk
csirke bél-explantatumokon. Az eredmények megerdsitették, hogy az IDR-1002 megfelel

koncentraciokban nem citotoxikus, nem volt karos hatassal a metabolikus aktivitasra. Erdekes
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modon a 30 ug/mL koncentracié cstkkentette az extracellularis LDH-aktivitast, ami esetleges
citoprotektiv autofagiara utalhatott, bar ez a hipotézis nem igazolhaté.

A vizsgalat kimutatta, hogy az IDR-1002, kilénésen 30 pg/mL koncentraciéban,
névelte a gyulladaskelté markerek (CXCLi2 és IL-2) termel6dését, ami védelmi
immunaktivacioét jelezhet. Minden vizsgalt koncentraciéban nétt az IL-2 szintje, 6sszhangban
a korabbi eredményekkel, amelyek az IL-2-t az immun-tolerancia fenntartasaval és a krénikus
bélgyulladasok megel6zésével hozzak kapcsolatba. Ezen tulmenden, mig az LTA
alkalmazasa gyulladasos valaszt indukalt — megemelte az IFN-y, CXCLi2, IL-2, RANTES
szinteket, valamint az IFN-y/IL-10 aranyt —, az IDR-1002 hatékonyan ellensulyozta e
hatasokat.

A vizsgalt dozisok kézil a 30 ug/mL IDR-1002 volt a leghatékonyabb az LTA altal
indukalt CXCLi2, IL-2 és RANTES szintek csdkkentésében, ami jelentds gyulladascsikkentd
potencialra utal. Ezzel szemben a legmagasabb, 90 ug/mL dozis szignifikansan névelte az IL-
10 termelést és csokkentette az IFN-y/IL-10 aranyt, ami a gyulladascsékkent6 allapot iranyaba
torténd eltoldédasra utalt, még akkor is, ha az IFN-y szintje 6nmagaban nétt. Ez az eredmény
hangsulyozza az IL-10 szerepét a bélnyalkahartya immunegyensulyanak helyreallitasaban.

Osszefoglalva, az IDR-1002 dozisfliggé immunmodulans hatast gyakorolt csirke bél-
explantatumokra. Nem gyulladt kdrnyezetben fokozta a velesziletett védekez6 valaszokat IL-
2 és CXCLi2 révén, mig LTA-indukalt gyulladasos allapotban csdkkentette a gyulladasos
valaszokat, kulénosen a citokinszintek és az IFN-y/IL-10 arany modositasaval. Eredményeink
alapjan az IDR-1002 igéretes terapias jeldlt lehet a bakteridlis fertézések okozta bélgyulladas

kezelésére, de az optimalis dozis meghatarozasahoz tovabbi vizsgalatok szukségesek.
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Konkluzié

Vizsgalataink egyértelmien bemutattak, hogy az AMP-k hatasai sokrétlek, és szamos
bioldgiai tényez6tdl fliggenek. Ennek eredményeként két kilonbdzé AMP ugyanazon sejttipus
immunvalaszat eltéré mdédon befolyasolhatja, mig egy adott AMP kiilénb6z6 szdvetekben vagy
szervekben eltéré immunvalaszokat valthat ki. Kovetkezésképpen megallapithatd, hogy az
AMP-k sejtszinti hatasainak alaposabb megértése elengedhetetlen, miel6tt klinikai
kutatasokban alkalmazhatok lennének. Eredményeink ehhez a célhoz jelentés mértékben
hozzajarulhatnak azaltal, hogy értékes adatokat szolgaltatnak a Cath-2 és az IDR-1002
peptidek altal kivaltott sejtek életképességérdél és immunvalaszairdl két in vitro

modellrendszerben.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Megbizhaté gyulladasos modellt sikertlt létrehoznunk a hepatocita—nem-
parenchimalis sejt ko-kulturakon. Az LTA, és kisebb mértékben a PMA hatékonyan indukaltak
a gyulladast, igy alkalmazhaték immunmodulans anyagok tesztelésére modellinkben.

2. A Cath-2 csoOkkentette a sejtek életképességét a hepatocita—nem-
parenchimalis sejt ko-kulturakon, kialénésen 5 nmol/mL feletti koncentracidk esetén. A bél-
explantatumok életképességét a Cath-2 nem csodkkentette. Ezzel szemben az IDR-1002 sem
a hepatocita—nem-parenchimalis sejt kokultira modellben, sem a bél-explantatumokban nem
befolyasolta a sejtek életképességét.

3. A Cath-2 valtozatos szerepet jatszott a hepatocita—nem-parenchimalis sejt ko-
kultarak és a bél-explantatumok immunvalaszanak modulalasaban. Mindkét modellben pro-
inflammatorikus hatast fejtett ki 6nmagaban, kilénésen magasabb koncentraciékban.
Ugyanakkor anti-inflammatorikus hatast is mutatott, mivel enyhitette az LTA &ltal kivaltott
gyulladast mindkét modellben.

4. Az IDR-1002 dsszetett modon befolyasolta a hepatocita—nem-parenchimalis
sejt ko-kulturak és a bél-explantatumok immunvalaszat. Kimagaslé gyulladascsékkenté hatast
fejtett ki, mivel csdkkentette az LTA altal kivaltott gyulladaskelto citokin-felszabadulast mindkét
modellben. Ugyanakkor a RANTES, M-CSF és egyéb citokin-koncentraciok alapjan a
hepatocita—hem-parenchimalis sejt ko-kulturakon az immunvalaszt az anti- és

proinflammatorikus allapot kozo6tti kbztes fazis felé terelte.
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