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1 Roviditések jegyzéke

CCK: cell counting kit

DC: dendritikus sejtek

DCEF: dihidro-dikloro-fluoreszcein

diacetat

E.coli: Escherichia coli

ELISA: enzyme-linked immunosorbent

assay

ETEC: enterotoxikus Escherichia coli
IC: Intracellularis

IL: interleukin

IPEC-J2: sertés eredetii bélhamse;jt
LDL: alacsony striiségili lipoprotein
LPS: lipopoliszacharid

NK: természetes 616sejtek

PBMC: periférias vér mononuklearis
sejtjei

PBS: Phosphate-buffered saline

RBC: Red Blood Cell Lysing Buffer
RNS: reaktiv nitrogén fajok
ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

S. Enteritidis: Salmonella enterica

serovar Enteritidis

S. Typhimurium: Salmonella enterica

serovar Typhimurium

Tc: citotoxikus T-sejt

TCR: T-sejt receptor

Th: helper T-sejt

Thl: T-helperl

Th2: T-helper2

TJ: tight junction

TLR: Toll-szerti receptorok
TNFa: tumor nekrézis faktor alfa
Treg: regulald T-sejt

Z0: zonula occludens



2 Bevezetés

A vilag népességének folyamatos novekedése egyre nagyobb fehérjeigényt teremt, amelyet az
¢lelmiszeripar — kiilonosen a sertésagazat — intenziv allattartasi rendszerekkel igyekszik kielégiteni.
A nagylizemi allattartas egyik elsddleges célja, hogy megfizetheté aron jo mindségii allati eredetii
termékeket biztositson a fogyasztok szamdra. Az intenziv tartdsmod ugyanakkor szamos
stresszhatdsnak teszi ki az éllatokat. A takarmanyozasbol vagy a tartastechnologiabdl fakado,
tartosan fennalld stressz szaporodasbiologiai zavarokat, tovabba legyengiilt immunrendszert

eredményezhet, amely kdvetkeztében megnd a kiillonféle megbetegedések kockazata.

A termelés hatékonysaganak novelésében korabban jelentds szerepet jatszottak a takarmanyba kis
mennyiségben kevert antibiotikumok, azonban ezek alkalmazasa 2006 6ta tilos az EU-ban. A One
Health szemlélet napjainkban kiemelt jelentOségre tett szert, mivel hangstlyozza az emberi, allati
¢és kornyezeti egészség szoros kolcsonhatdsat, és ramutat, hogy a fenntarthatd egészségiigyi
megoldasok kialakitdsa csak ezen tényezOk egyiittes figyelembevételével lehetséges. E
szemléletnek megfeleléen, figyelembe véve, hogy az antibiotikum-rezisztencia fokozodasa
komoly globalis kozegészségligyi kockazatot jelent, az EU 2022-ben tovabbi, az allatgydgyaszati
felhasznalast szigorito szabalyozasokat vezetett be (Europai Parlament és a Tandcs 2018. december
11-1 2019/6/EU rendelete az allatgyogyaszati gydgyszerekrdl). Napjainkban emiatt is nagyobb
hangsulyt kapnak az alternativ megoldasok, koztiik a kiilonféle takarmany-kiegészitok, amelyek
alkalmazasa mind a haszonéllatok, mind a tarsallatok egészségvédelmében teret nyer. Kiemelt
jelent6séggel birnak a flavonoidok, példaul a kvercetin, amelyet vizsgalataink sordn is
alkalmaztunk. A kvercetin tobbféle egészségveédd és preventiv hatdssal rendelkezik, igy példaul
antioxidans €s gyulladascsokkentd aktivitassal. A reaktiv oxigénszarmazékok semlegesitése révén
hozzajarul a gyulladasos folyamatok mérsékléséhez, ezaltal csokkenti a kiilonb6zd betegségek

kialakulasanak esélyét.

A flavonoidok a jovOben akar baktériumellenes terapidkban is szerepet kaphatnak, ami
mérsékelheti az antibiotikumok felhasznalasat, és elérelépést jelenthet az egyre nagyobb problémat
okozo6 multirezisztens baktériumtdrzsekkel szembeni kiizdelemben. Kisérleteink soran periférias

vérbdl szarmazo mononukledris sejteken modelleztiik a lipopoliszacharidok (LPS) altal kivaltott



oxidativ stresszt és a gyulladdsos folyamatokat, vizsgaltuk a kvercetin antioxidans és

gyulladascsokkentd aktivitasat.

3 Irodalmi attekintés

3.1 E. coli és Salmonella fajok okozta bélgyulladas sertésben

A bakterialis eredetii hasmenés gyakori megbetegedés a haszonallatok korében. Legfontosabb
koérokozéi kozé az Escherichia coli és a Salmonella fajok tartoznak, azonban multifaktorialis
jellegébdl adodoan a klinikai tlinetek kialakulasat és sulyossagat szamos hajlamositd tényezo
befolyésolhatja, tobbek kozott a virusos €és parazitas tarsfertézések, a nem megfeleld tartdsi és
higiéniai koriilmények, valamint az allatok genetikai és immunologiai fogékonysaga (Edfors and

Torremorell, 2010).

Az Escherichia coli Gram-negativ baktérium, az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, és
vilagszerte elterjedt; sertésekben tobb korkép kialakulasaért felelds, tobbek kozott az ujsziildttkori
hasmenés, az elvélasztas utdni hasmenés és az 6démabetegség kialakulasaban jatszik szerepet.
Kiilonosen jelentds gazdasagi karokat idézhet eld a megbetegedések és elhullasok, a csokkent
sulygyarapodas, valamint a kezelés, vakcinazas és takarmanykiegészitok koltségei révén. A
betegségeket az E. coli patogén torzsei valtjadk ki, amelyek virulenciafaktoraik alapjan
csoportosithatok. A hasmenés kialakulasaért elsdsorban az enterotoxikus (ETEC) és az
enteropatogén torzsek feleldsek. Az ETEC torzsek a bélhamsejtekhez tapadva enterotoxinokat
termelnek, amelyek megzavarjak a vékonybél viz- €s elektrolit-haztartasat. Amennyiben a
felesleges folyadék nem szivodik fel a vastagbélben, hasmenés alakul ki, amely sulyos esetben
kiszaradashoz, metabolikus acidézishoz, végiil pedig elhullashoz vezethet (Fairbrother and

Nadeau, 2019).

A Salmonella fajok szintén Gram-negativ baktériumok és az Enterobacteriaceae csalad tagjai. A
Salmonella enterica serovar Typhimurium és a Salmonella enterica serovar Enteritidis sulyos,
hasmenéssel jaré fertézéseket okozhatnak. A valasztas id6szaka fokozott stresszt jelent a malacok
szdmara, amely gyengiti immunrendszeriiket €s noveli fogékonysagukat a korokozokkal szemben.
A Salmonella fertdzések gyorsan terjednek az dllomanyban, és bar tomeges elhullas altalaban nem
jellemzd, a betegség lazzal, étvagytalansaggal, kiszaradassal és hig, sargds hasmenéssel jar,

amelyek jelentds gazdasagi veszteségeket okozhatnak (Griffith et al., 2019).



A hasmenés kovetkeztében fellépd termeléscsokkenés komoly gazdasagi terhet jelent a
sertéstenyésztés szamara. Emellett az E. coli és Salmonella fajok éltal okozott gasztrointesztinalis
fertdzések zoonotikus potencialjuk révén kozegészségligyi kockazatot is képviselnek, mivel az

¢lelmiszerlancon keresztiil emberre is atterjedhetnek (Edfors and Torremorell, 2010).
3.2 A bél barrier felépitése és funkcioja

Az emésztérendszer az emésztés és a tapanyag-felszivas mellett mechanikai, mikrobioldgiai és
immunologiai barriert is alkot. A gasztrointesztinalis traktus folyamatos kapcsolatban all a
kiilvilaggal, ezért allando €berséget kell fenntartania a potencidlisan kdros lumindlis antigénekkel,
valamint a szervezet belsd hatasaival szemben. A bélbarrier két f6 egységbdl all: a felszini fizikai
gatbol, amely gatolja a baktériumok megtapadasat és szabalyozza a paracellularis diffuziot,
valamint az alatta elhelyezkedd funkcionalis gatbol, amely képes megkiilonbdztetni a korokozdkat
a kommenzalis mikroorganizmusoktol, ezaltal biztositva az immuntolerancia és az immunvalasz
kialakulasat. A barrier felépitését a 3—1. dbra szemlélteti. A bél mikrobidta tagjai versengenek a
koérokozokkal a térért és a tdpanyagforrasokért, mig alattuk a nyalkaréteg helyezkedik el, amely
elkiiloniti az intraluminalis tartalmat a belsObb strukturaktol, és antimikrobialis molekulakat,
valamint IgA-t termel. A legbelsd réteget a hamsejtek és az immunsejtek képezik, amelyek
egyiittesen biztositjdk a fizikai €s immunologiai védelmet. Ebben a régioban talalhatok a
veleszilletett és adaptiv immunrendszer sejtjei, amelyek a bélhez kapcsoldodd nyirokszovetet
alkotjak, ¢és kulcsszerepet jatszanak az antigénfelvételben, valamint az immunvdlasz

szabalyozasaban.

A bélbarrier integritasat és miitkodését szamos endogén és exogén tényezd befolyasolja, tobbek
kozott citokinek, kémiai anyagok €s gyodgyszerek. A korokozok és toxinjaik kozvetlenil vagy
kozvetve is képesek modositani a barrier miikodését, ezaltal veszélyeztetve annak épségét és

hatékonysagat.
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3-1. abra: A bél barrier rétegei (Natividad and Verdu, 2013)

A nyélka jelentds mértékben hozzajarul a bélham védelméhez, mivel megakadalyozza a karos
mikroorganizmusok és antigének bejutasat, ugyanakkor a bélmozgast eldsegitd kendanyagként is
szolgal. A bélham felépitésében négy {0 sejttipus vesz részt, amelyek a bél multipotens dssejtjeibol
differencialodnak. Az abszorptiv funkciot ellatod enterocitadk mellett a bélhamot alkotjak a nyalkat
¢s trefoil faktorokat termeld kehelysejtek, a hormontermeld enteroendokrin sejtek — koztiik az M-
sejtek —, valamint az antimikrobialis ¢és novekedési faktorokat kivélasztdo Paneth-sejtek is
(Viggiano et al., 2015). Az antimikrobidlis molekuldkat, mint az a-defenzineket, a lizozimet, a
szekretoros foszfolipaz A2-t és a REG3-tipusu C-lektineket elsdsorban a Paneth sejtek termelik, és
kulcsszerepet jatszanak a bél mikrobialis egyensulyanak fenntartdsdban (Bevins and Salzman,
2011). Gyulladasos allapotban szekréciojuk fokozodik, mig kiegyensulyozott expresszidjuk
alapvetd a bél homeosztazisdnak fenntartadsdhoz és a gyulladas megeldzéséhez (Viggiano et al.,
2015). Az M-sejtek, amelyekre jellemzé a mikrovillusok hidnya, a Peyer-plakkok felett talalhatok,
¢€s homeosztatikus koriilmények kozott mikroorganizmusok €s makromolekulak széles spektrumat
juttatjak a nyalkahartya alatti immunsejtekhez. Ezzel biztositjak a folyamatos antigénmintavételt

¢s az immunrendszer allando éberségét.



A hamsejteket kiilonbozd sejtkapcsold struktirak kotik Ossze, koztiik a szoros kotések (tight
junctions, TJ), az adherens kotések (adherens junctions, AJ) és a dezmoszomak. A TJ fehérjéket
érd karos hatdsok a kapcsolatok sériilését okozhatjdk, ami megnovekedett paracellularis
permeabilitdshoz vezet, és lehetdvé teszi antigének, toxinok, valamint mikroorganizmusok

bejutdsat a szervezetbe, ami az adaptiv immunrendszer aktivalasaval gyulladasos valaszt valt ki.

Az immunsejtek kiterjedt haldzata, az Gin. gut-associated lymphoid tissue, a bélhamsejtek alatti
lamina propridban helyezkedik el, ahol funkciondlis védelmi vonalat képez a kiilsé karosito
hatdsokkal szemben. A nyirokszovet fOként nyirokcsomokbol és Peyer-plakkokbdl 4ll, és a
szervezet immunsejtjeinek mintegy 70%-at foglalja magaban. A lamina propridban taldlhato 6
sejttipusok a dendritikus sejtek, a makrofagok, a T- és B-limfocitdk, valamint a plazmasejtek. A
mukozalis immunrendszer alapvetd feladata az immunvalasz szabdlyozasa, mivel hatékony
védelmet nyujt a patogén mikroorganizmusokkal ellen, ugyanakkor fenntartja az immuntoleranciat

a bélmikrobiommal szemben (Natividad and Verdu, 2013).
3.3 Alipopoliszacharidok hatasa a bélbarrier integritasara és az immunvalaszra

A Dbélbarrier megbomldsa esetén a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidjai (LPS)
paracelluldrisan juthatnak az érpalydba. A vérdramban az LPS az LPS-koté fehérjéhez vagy
lipoproteinekhez kotddve szallitodik, majd interakcidba 1€p az immunsejtek felszini receptoraval.
A CD14 koenzim segitségével az LPS a Toll-like receptor 4-hez (TLR) és a mieloid differenciacios
faktor 2-hoz kotddik, amely lehetdveé teszi az LPS felismerését. A CD14-hez kapcsoloddo TLR4
dimerizalodik, ami intracelluldris jelatviteli folyamatokat indit el, és az NF-xB transzkripcios
faktor aktivalodasahoz vezet. Ennek kovetkezményeként fokozodik a proinflammatorikus
citokinek, példaul a tumor nekrézis faktor alfa (TNFa), az interleukin-1 (IL), az IL-6, valamint az
IL-8 kemokin termelése, amelyek létrehozzak ¢€s fenntartjadk a helyi gyulladast. A bélbarrier

funkcionalis integritdsdnak karosodasat a 3-2. dbra szemlélteti.
Az LPS tovabba a makrofagok aktivacigjat is eldidézi, amelyek ROS-termelddés révén szoveti

crer

gyulladasos folyamatot. Ennek kovetkezménye lehet a diszbidzis kialakuldsa, a bélhdmsejtek

apoptozisa, valamint a tdpanyagfelszivodas romlasa (Ghosh et al., 2020; Reuter et al., 2010).
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3-2. abra: A bélbarrier funkcionalis integritdsanak karosodéasa (Ghosh et al., 2020)

Fiziologias koriilmények kozott az intakt bélbarrier hatékonyan szabalyozza a molekuldk és
mikroorganizmusok transzportjat. A bélhamsejtek biztositjdk az ionok ¢és tapanyagok
transzcellularis atjutdsat, mig a baktériumok és bakteridlis komponensek, példaul az LPS
paracelluléris atjutdsa szigortian gatolt. Ezt a funkciot a hamsejtek kozotti szoros kapcsolatok
biztositjak. A bél lumenében talalhaté LPS folyamatos detoxikacidjat az enterocitdk altal termelt
intesztinalis alkalikus foszfatdz végzi, amely az LPS defoszforilacidjaval csokkenti annak
gyulladaskeltd potencialjat. A bélbarrier karosodasa esetén az elégtelen LPS-detoxifikacio és a
tight junction strukturak fellazuldsa lehetové teszi az LPS és a bélben talalhatd baktériumok
paracellularis athaladasat az epitelidlis rétegen. Az igy keletkezd antigénterhelés aktivalja az
immunrendszer velesziiletett elemeit, elsdsorban a dendritikus sejteket €s a makrofagokat, amelyek
gyulladasos citokineket termelnek. Ezek nemcsak tovabbi immunsejtek toborzasat idézik elo a
lamina propriaba, hanem szisztémas hatasként a keringé makrofagok aktivaciojat is kivalthatjak.
A paracelluldrisan atjutd baktériumok ¢€s lipopoliszacharidok a keringésbe keriilve szisztémas

gyulladasos valaszt eredményezhetnek.



3.4 Oxidativ stressz és antioxidans mechanizmusok

Az oxidativ stressz olyan folyamat, amelynek soran a szervezetben felborul a ROS keletkezése és
eliminalasa kozotti egyensuly. A reaktiv oxigénszarmazékok olyan ionok, atomok vagy
molekulacsoportok, amelyek parositatlan elektront tartalmaznak, ezért rendkiviil instabilak ¢és
reakcioképesek. Fiziologias koriilmények kozott is folyamatosan képzOodnek, példaul a
lipoxigenaz, xantin-oxidaz, ciklooxigendz enzimek miikddése, valamint a mitokondrialis sejtlégzes
soran a NADPH-oxidaz aktivitasa kovetkeztében. A legfontosabb szarmazékok kozé tartozik a
szuperoxid (O2), a hidroxilgydk (-OH), a peroxilgyok (ROO-) és az alkoxilgydk (RO-), amelyek
koziil a hidroxilgyok a legreaktivabb (Qi et al., 2022; Wang et al., 2020). Ezek a molekuldk
egészséges szervezetben is termelddnek, mivel kulcsfontossagu jelatviteli szerepet toltenek be az
anyagcsere ¢s az immunrendszer folyamataiban. A fehérvérsejtek altal termelt ROS példaul képes
elpusztitani a kdrokozokat, ezaltal fontos szerepet jatszik a fert6zések megelézésében. A ROS-
szint koros emelkedéséhez szamos kiils6 és belso tényezd hozzajarulhat, tobbek kozott a kornyezeti
szennyezO anyagok, a sugarzas, valamint az egészségtelen étrend €s életmod. A prooxidansok
aranytalan felhalmozodasa karosithatja a sejtek 1étfontossagti makromolekulait, példaul a DNS-t
¢s a fehérjéket tovabba lipidperoxidaciot idézhet eld a sejtmembranban, ami szdmos betegség

kialakulasdhoz vezethet.

A szervezet a redox egyensuly fenntartasa érdekében komplex antioxiddns védelmi rendszerrel
rendelkezik, amely gatolja a ROS altal kivaltott oxidacids folyamatokat. Az antioxiddnsok
elengedhetetlenek a sejtek egészséges mitkddéséhez és a sejtciklus megfeleld szabalyozasahoz.
Ebbe a védelmi halozatba tartoznak olyan antioxidans hatasti enzimek, mint a szuperoxid-
diszmutdz (SOD), a katalaz (CAT) és a glutation-peroxidaz (GSH-Px) (Qi et al., 2022; Wang et
al., 2020).



3.5 A flavonoidok és a kvercetin szerkezeti, kémiai és élettani sajatossagai

A flavonoidok természetes eredetli vegyiiletek, elsdsorban a ndvényvilagban fordulnak eld, ahol
tobbek kozott a virdgok és gylimolesok szinének kialakitasaban jatszanak szerepet. Napjainkra
tobb mint 6000 kiilonbdzo flavonoid fajtat azonositottak. A flavonoidok kémiai szerkezetének
alapjat egy 15 szénatomos vaz alkotja, amely két benzolgyliribdl (A és B) és egy heterociklusos
pirangytiriibél (C) épiil fel. Altalanos szerkezetiiket a 3—3. 4bra mutatja be. Szerkezeti sajatossagaik
¢s ezekbdl kovetkezd biologiai hatdsaik alapjan hat f6 csoport kiilonithetd el: a flavonok (pl.
luteolin, apigenin), a flavonolok (pl. kvercetin, myricetin), a flavanolok (pl. hesperetin,
maringenin), az izoflavonoidok (pl. genistein, daidzein), a flavanonok (pl. taxifolin) és a flavan-3-

olok (pl. katechin, epikatechin).

3-3. abra: Flavonoidok alapvaza (Redrejo-Rodriguez et al., 2004)

A flavonoidok sokrétii bioldgiai funkcidval rendelkeznek. Részt vesznek a névények ultraibolya
sugarzassal szembeni védelmében, antimikrobialis aktivitassal birnak, valamint szerepet jatszanak
a novekedési folyamatok szabalyozasdban. Emellett a flavonoidok sziniik révén vizudlis jelként
szolgalnak a beporz6 rovarok szdmdra. Az utdbbi évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy e
vegyiiletek az allati és emberi szervezetben is kedvezd élettani hatasokat fejtenek ki, tobbek kozott
antibakterialis, antioxidans, gyulladdscsokkenté ¢és mdajvédd tulajdonsagaik révén (Falcone

Ferreyra et al., 2012).

A kvercetin a flavonoidok csoportjaba tartozo, biologiailag aktiv vegylilet. Természetes forrasai
kozé tartozik az alma, a bogyos gylimdlcsok, a kaposztafélék, a kapribogyo, a sz016, a hagyma, az

ujhagyma, a tea, a paradicsom, valamint szamos mag, di6féle, tovabba bizonyos fak viragai €s

10



kérgei. Ot darab hidroxilcsoportjainak kdszonhetden a kvercetin erdteljes antioxiddns
tulajdonsagokkal rendelkezik. Képes megkotni a  szervezetben képzddd  reaktiv
oxigénszarmazékokat, ezaltal fontos szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védekezésben. A
kvercetin alapvetd forméja az aglikon, de a természetben gyakran eléfordul glikozidos forméaban
is, amelyben a vaz egyik hidroxilcsoportjadhoz — rendszerint a 3. pozicidban 1évOhoz —
cukormaradvany, példaul gliik6éz, ramnédz vagy rutin6z kapcsolddik. A glikozilcsoport jelenléte

megvaltoztathatja a vegyiilet oldhatdsagat, felszivodasat €s bioldgiai hatasat.

A kvercetin-glikozidok felszivodasa nagymértékben fiigg a hozzéajuk kapcsolddo cukor tipusatol.
A hidrofob aglikon forma passziv diffuzioval, mig a glikozidok hidrolizist kovetéen vagy
natriumfliggd gliikoztranszporteren keresztiil jutnak be az enterocitdkba. A kvercetin
metabolizmusa a vékonybélben, a vastagbélben, a majban és a vesékben zajlik, ahol hidrolizis,
metilacid, glilkkuronidacié €s szulfatkonjugacidé megy végbe. Ezek a folyamatok a hidroféb aglikon
format hidrofilla alakitjak, igy lehetdvé téve, hogy a véraramba keriiljon és a kiilonb6z6 szovetek
sejtjei felvehessék. A kvercetin metabolitjai a tiidon keresztiil, az epével vagy a vizelettel {iriilnek,
mig a fel nem szivodott rész a bélrendszeren keresztiil tavozik a szervezetbdl (Li et al., 2016). A
kvercetin szamos farmakologiai és biologiai hatassal rendelkezik. Antioxidans aktivitasa mellett
rakellenes, antiviralis, antimikrobialis, neuroprotektiv €s gyulladascsokkentd tulajdonsadgokkal is
bir. Tang és munkatarsai egereken végzett in vivo kisérletei megerdsitették a kvercetin kelatképzo
tulajdonsdgat, amely szintén hozzdjarul antioxidans hatdsdhoz. A vegyiilet képes réz- és
vasionokkal komplexet alkotni, ezaltal gatolja a lipidperoxidaciét, valamint a vastulterhelés és
annak oxidativ kdvetkezményeinek kialakulasat (Tang et al., 2014). Mbikay és munkatarsai in
vitro, human Huh7 m4jsejteken végzett vizsgalataik soran kimutattak, hogy a kvercetin tobbféle
mechanizmuson keresztiil is csokkenti a lipidperoxidaciot. Noveli az LDL-receptor expressziojat,
alacsony stirtiségii lipoprotein részecskék felvételét €s megakadalyozza azok oxidativ karosodasat.
Emellett noveli egyes antioxidans enzimek, példaul a glutation-transzferdz és az aldo-keto-
hogy a kvercetin gatolja a lipopoliszacharid altal kivaltott TNF-a termelddését. Emellett
bizonyitottan képes csokkenteni a sejthalalt azaltal, hogy mérsékli az LPS altal indukalt C-reaktiv
protein, interleukinok és mRNS szinteket, tovabba gatolja a gyulladaskelté enzimek, példaul a

ciklooxigenaz ¢és a lipoxigenaz aktivitdsat. A kvercetin széles spektrumt antimikrobidlis és
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gyulladascsokkentd tulajdonsagainak koszonhetden igéretes lehet kiilonféle bakterialis fertézések
megeldzésében €s kezelésében. Ezen hatasai révén hozzajarulhat az antibiotikumok hasznélatanak
mérsékléséhez, ami kulcsfontossagl az antibiotikum-rezisztencia terjedésének visszaszoritasaban
(Yang et al., 2020). Wang és munkatarsai vizsgélatai szerint a kvercetin antibakteridlis hatdsa tobb
sejtszinti mechanizmuson keresztiil érvényesiil. A vegyiilet karositja a baktériumsejt falat,
megvaltoztatja a sejtmembran permeabilitasat, gatolja a fehérjeszintézist és -expressziot, csokkenti
az enzimaktivitdsokat, valamint akadalyozza a nukleinsavak szintézisét. Brojlercsirkéken végzett
in vivo és in vitro kisérletek alapjan a kvercetin hatékonyan gétolta tobb patogén mikroorganizmus,
koztik a Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Proteus és Aspergillus flavus ndvekedését (Wang et al., 2020).

3.6 Invitro rendszerek az immunvalasz tanulmanyozasara

Az allatkisérletek etikus kivitelezésének alapelve az igynevezett hdrom R elv, amely szerint a
kutatoknak torekedniiik kell arra, hogy vizsgalataik soran, ahol csak lehetséges, az allatkisérleteket
helyettesitsék (Replacement), csokkentsék (Reduction) és finomitsak (Refinement) (Wendner et
al., 2023). Ezt az elvet tdmogatjdk az in vitro modellek, amelyek lehetévé teszik kiilonbozo
anyagok ¢l6 sejtekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat, valamint a sejtek mukodésének,
kolesonhatasainak, gyulladasos és immunologiai valaszainak tanulmanyozasat (Ghiselli et al.,

2021; Hanks et al., 1996).

Konnyen hozzaférhetéek ¢és reprezentativ modellezést tesznek lehetdvé a periférids vér
mononukledris sejtjeibél (PBMC-k) létrehozott tenyészetek. A teljes vérbdl torténd szeparalast
stirliséggradiens centrifugalassal végzik, amelynek sordn a vordsvérsejteket és a granulocitdkat
(neutrofilek, bazofilek és eozinofilek) eltavolitjak. A centrifugalas soran a kiilonb6z6 sejttipusok
stiriségiik alapjan elkiiloniilnek: a kisebb stirtiségili frakcioban (fels6 réteg) talalhatok a PBMC-k,
mig a nagyobb sirliségli rétegben (also réteg) a vorosvérsejtek €s a polimorfonukledris sejtek
(PMN) gytilnek 6ssze. A PBMC-ket leggyakrabban egészséges donorok buffy coat frakciojabol
nyerik, amely monocitakat, dendritikus sejteket (DC-ket) és kiilonbdzé limfocita populaciokat
tartalmaz. A vérben ezen sejttipusok aranya egyénenként valtozo, de altalanossagban a limfocitak
a PBMC-k 70-90%-at, a monocitak 10-20%-at, mig a dendritikus sejtek 1-2%-at teszik ki. A
limfocitdkon beliil a CD3+ T-sejtek ardnya 70-85%, a B-sejteké 5-10%, mig a természetes
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olosejteké (NK) 5-20% kozott valtozik. A CD3+ T-sejtek tovabb bonthatok CD4+ és CD8+ T-
sejtekre, nagyjabol 2:1 aranyban. Mivel a limfocitdk a sejtek jelentds részét adjak, a PBMC-k
kiilondsen alkalmasak a B- és T-sejtes immunvalaszok vizsgalatara fertdzés vagy vakcindzas soran
(Verhoeckx et al., 2015). A PBMC-k tobbsége nyugvo allapotban kering a véraramban, vagyis nem
rendelkezik aktiv effektor funkcidval. Immunvélasz hidnydban a PBMC-k legnagyobb részét
alkoté T-sejtek dontden naiv vagy memoriasejtek formajaban fordulnak eld. A naiv T-sejtek még
nem talalkoztak sajat specifikus antigénjiikkel, ezért nem expresszalnak aktivacidos markereket,
mint példaul a CD25, CD44 vagy CD69, és hidnyzik roluk a memoria T-sejtekre jellemz CD45RO
izoforma. Antigénnel vald taldlkozasukat kovetéen a naiv T-sejtek aktivalodnak, majd
differencialodnak, és effektor sejtté alakulnak. Az aktivalt T-sejtek egy része késdbb memoria T-
sejtt¢ valik, amely képes gyorsabb ¢s hatékonyabb immunvalasz kivaltdsara ismételt
antigénexpozicid esetén. A B-sejtek szintén naiv formaban keringenek, felsziniikon
antigénreceptorokkal. Antigénnel vald taldlkozasukat kovetden aktivalodnak, plazmasejtekké

differencialodnak, és specifikus ellenanyagokat termelnek (Verhoeckx et al., 2015).

A monociték alapvetd szerepet toltenek be a gyulladdsos folyamatok kialakitdsdban. A neutrofil
granulocitakkal egyiitt feleldsek a mikrobialis dgensek fagocitdzissal torténd eltdvolitasaért. A
monocitdk a csontveldben képzddnek, majd a véraramba jutva aktivalodnak, és a kemotaktikus
molekulak hatdsara elhagyjak a keringést. Bizonyos mediatorok, példaul TGF-f vagy M-CSF
jelenlétében makrofagokka differencidlodnak. Szerepiik a szervezet védelmében sokrétii, magaban
foglalja a mikroorganizmusok befogéasat és intracellularis elpusztitisat, a szdvetek szamara
potencialisan karos tormelékek eltavolitasat, valamint antigének feldolgozasat és bemutatasata T-
sejtek szdmara. Ezen feliil citokineket és kemokineket szabaditanak fel, amelyek szabalyozzak az
immunvalaszt. A makrofagok altal termelt legfontosabb citokinek a TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 és
IL-33, amelyek mind a helyi, mind a szisztémas immunvalaszban szerepet jatszanak (Verhoeckx

et al., 2015).

A dendritikus sejtek alapvetd szerepet toltenek be a kérokozok elleni immunvalasz kivaltasaban,
valamint az artalmatlan antigénekkel szembeni immuntolerancia kialakitasiban. Minden
nyirokszévetben, valamint szamos nyalkahartya felszinén jelen vannak, példaul a tiiddben és a
belekben, ahol komplex sejthdlozatot alkotva érzékelik a potencidlisan karos behatasokat.

Legfontosabb feladatuk az antigén-prezentdcio, amely lehetdvé teszi a velesziiletett és az adaptiv
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immunvalasz kozotti kapcesolatot. Az antigénnel talalkozva a dendritikus sejtek a T-sejt zondk felé
vandorolnak, ahol az antigén bemutatdsaval aktivaljadk a limfocitakat, amelyek ezt kdvetden
proliferalnak és differencialédasuk soran effektor sejtekké alakulnak. A DC-k folyamatosan
monitorozzak kornyezetiiket kiilonb6z6 antigénfelvételi mechanizmusokon keresztiil, példaul
fagocitozissal, receptor-medialt endocitozissal és pinocitdzissal. Az antigének felvétele utan a
sejtek a nyirokcsomodkba vandorolnak, ahol érési folyamaton mennek keresztiil. Specifikus
mintdzatfelismerd receptorokat, PRR-eket expresszalnak, amelyek lehetévé teszik a patogének ¢€s
egyeb idegen struktarak érzékelését. E receptorok kozé tartoznak a TLR-ek, a C-tipusu lektin
receptorok, a Nod-szerli receptorok, valamint a RIG-I-szerli receptorok, amelyek a sejtfelszinen
vagy a sejten beliili kompartmentekben helyezkednek el, igy biztositva a sejt képességét az extra-
¢s intracelluldris hatdsok felismerésére. A dendritikus sejtek nélkiilozhetetlenek a naiv és a

memoria T-sejtek aktivalasdban. (Verhoeckx et al., 2015).

A T-limfocitadk kisméretii, nyugalmi allapotti immunsejtek, amelyek a csontvelében képzddnek,
majd a thymusba vandorolnak, ahol érésiik zajlik. Ezek a sejtek kulcsfontossagu szerepet toltenek
be az adaptiv immunvdalaszban, mivel az érésiikk utdn a vérkeringésbe jutva a masodlagos
nyirokszervekbe, példaul a nyirokcsomokba ¢€s a 1épbe keriilnek, ahol antigénprezentacio hatésara
aktivalodhatnak. A naiv T-sejtek olyan antigénreceptorokkal rendelkeznek, amelyek egyetlen
specifikus kémiai szerkezet felismerésére képesek. A T-sejt receptor (TCR) leggyakrabban a- €s
B-lancokbol all, amelyekhez tovabbi jelatviteli lancok kapcsolddnak, amelyeket Osszességében
CD3 komplexként ismeriink. A T-limfocitdk két f6 tipusra oszthatok a sejtfelszini koreceptorok
alapjan. A CD4+ T-sejteket helper sejteknek nevezik, mivel citokineket termelnek, amelyek
szabalyozzak a cellularis és humoralis immunvalaszt. A CD8+ T-sejtek citotoxikus T-limfocitak,
amelyek felismerik a virusfertdzott sejtek felszinén megjelend viruspeptid fragmentumokat, majd
egy kaszkadrendszer aktivalasan keresztiil elpusztitjak ezeket a sejteket. A CD4 és CD8 fehérjék
szerepe, hogy jelezzék a T-sejt szamara, amikor a TCR megfelelé antigént kotott, ami az
aktivaciohoz vezet. A CD4+ T-sejtek kiilonbozo altipusokra oszthatdk az altaluk termelt citokinek
alapjan. Két f0 effektor sejtet kiilonboztetiink meg, a Th1 sejtek els6sorban IL-2-t, [FN-y-t és TNF-
a-t, mig a Th2 sejtek IL-4-et, IL-13-at és IL-5-0t szekretalnak. A Treg sejtek szabalyozo funkciot
latnak el, miikddésiik soran IL-10 és TGF-B termelésével, valamint sejtfelszini interakcidkon

keresztiil gatoljak a tulzott vagy nem megfeleld T-sejt valaszt (Verhoeckx et al., 2015).
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A sertés periférids vér mononukledris sejtjei egyre elterjedtebben hasznéalatosak in vitro
immunologiai kutatdsokban, mivel szdmos szempontbdl hasonlitanak az emberi immunsejtekre.
Ezek a sejtek lehet6vé teszik az immunvalaszok, citokin profilok és sejtes kdlcsonhatdsok
vizsgalatat, valamint a fertézésekre, gyulladasra és kiilonbozd terdpias beavatkozasokra adott
reakciok modellezését. A sertés PBMC-k kiemelt szerepet toltenek be vakcindk,
immunmodulatorok és egy€b bioaktiv anyagok in vitro vizsgalatdban, timogatva az alapkutatas és

a klinikai alkalmazasok kozotti kapcsolatot. (Pietrzak et al., 2025)
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4 Ceélkituzések

A nagylizemi sertéstartds soran az allatok szamos stresszhatdsnak és hajlamosité tényezonek
vannak kitéve, amelyek eldsegitik bakterialis eredetli bélfertdzések kialakulasat. Az Escherichia
coli és a Salmonella enterica altal okozott fertdzések gyakran eredményeznek csokkent ndvekedési
teljesitményt, allomanyszintli szétndvést, hasmenést, dehidraciot, sulyosabb esetekben pedig
elhullast is. Ezek kovetkezményei szamottevd gazdasagi veszteséget jelenthetnek. Mivel az
antibiotikumok alkalmazasa csak sulyos klinikai tiinetek esetén indokolt, preventiv hasznélatuk
pedig hozzajarulhat az antimikrobidlis rezisztencia kialakuldsédhoz és terjedéséhez, egyre nagyobb
jelentésége van olyan alternativ takarmanykiegészitoknek, amelyek tamogatjak a bél
barrierfunkcidjanak fenntartasat, valamint fertdzés esetén képesek mérsékelni a gyulladdsos és

oxidativ stresszfolyamatokat.

Kutatasunk célja a kvercetin potencialis gyulladascsokkentd €s antioxidans hatdsanak vizsgalata
volt in vitro korilmények kozott fehérvérsejteken. A kisérlet elvégzéséhez egészséges malacok
vérébol izolaltunk PBMC frakciot. Kisérletiink soran E. coli, Salmonella enterica serovar
Enteritidis és Salmonella enterica serovar Thypimurium LPS-sel kezeltiik a sejttenyészetet, ezzel

indukéalva az oxidativ stresszt és a gyulladast, majd vizsgaltuk a kvercetin védo hatasat.
Célul taztiik ki

1. akisérleteinkhez szilikséges optimalis kezelési feltételek meghatarozéasat
2. akvercetin hatasanak vizsgéalatat PBMC sejtek intracellularis ROS termelésre
3. a kvercetin hatdsdnak vizsgalatit PBMC sejtek gyulladdsos citokin (IL-6 és IL-8)

termelésére.

A Kkisérleteinkhez sziikséges optimalis kezelési feltételek meghatdrozasdhoz a fehérvérsejtek
metabolikus aktivitasat a CCK-8 maddszerrel vizsgaltuk. Az intracellularis ROS termelést a DCFH-
DA, mig az IL-6 ¢és IL-8 termelést ELISA mddszerrel mértiik.
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5 Anyag és modszer

5.1 PBMC sejtek izolalasa és tenyésztése

A fehérvérsejtek izolalasahoz sertésbodl szarmazo vért hasznaltunk. Az altalunk felhasznalt vér
diagnosztikai célbol levett vér maradéka, nem a mi vizsgalataink miatt kertilt levételre, ezért a
hatalyos vonatkozo jogszabalyok (1998. évi 28. torvény, és a 40/2013 (I1.14.) kormanyrendelet)
értelmében felhaszndlasa nem mindsiil allatkisérletnek. Az izolalas soran 3 ml vért rétegeztiink 3
ml Histopaque reagensre (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 15 ml-es centrifugacsévekben, majd a
mintakat szobahOmérsékleten 30 percig 400g-vel, fokozatos gyorsulds és lassulds mellett
centrifugéaltuk (Hettich Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Németorszag). A centrifugalast
kovetden az 5-1. abran lathatéd fehérvérsejteket tartalmazo frakciot (Un. ,,buffy coat”) leszivtuk, és

uj centrifugacsovekbe pipettaztuk at. Egy-egy cs6 koriilbeliil 1 ml sejtszuszpenzidt tartalmazott.

“— Plazma
€ Higitott teljes vér
0 &«  “Buffy coat”
PBMC sejtek
Centrifugalas
. — Limfocita

. szeparalasi koze
&« Limfocita P &

szeparalasi kozeg

WT-k, eozinfilek,
neutrofilek

5-1. abra: A centrifugélas utan keletkezd sejtfrakciok

A fehérvérsejt-frakcioban maradt vordsvérsejteket Red Blood Cell Lysing Buffer-rel (RBC)
(Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) kezeltiik. Egy ml RBC oldatot adtunk a mintahoz,
majd 12 ml-re egészitettiik ki PBS-sel (Gibco, Paisley, UK) és 10 percig 100g-vel centrifugaltuk.
A centrifugalast kdvetden a feliiliszot szerologiai pipettaval eltavolitottuk. 10 ml PBS-sel mostuk
a sejteket, majd megint centrifugéltuk, ezt kdvetden a Histopaque és PBS frakciot pipettaval
leszivtuk. Centrifugélast kovetéen a leiilepedett sejteket Sml, RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) tapfolyadékban reszuszpendaltuk. Az RPMI 1640-et L-glutamin, natrium-hidrogén-
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karbonat (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszadg), magzati borjuszérum (10%) (EuroClone,
Pero, Italy) és penicillin-sztreptomicin (1%) (Lonza, Verviers, Belgium) oldattal egészitettiik ki. A
sejtszamot Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg, az izolalt sejtek koncentracidja 4x10°
sejt/ml volt. Az PBMC sejteket a kiegészitett RPMI 1640 tapfolyadékkal torténd tizszeres higitas
utan 10°-es koncentracioban raktuk le a tenyésztéedényekre. Az izolalas soran 96 lyuku lemezt
hasznaltunk a metabolikus aktivitds vizsgalatdhoz, a ROS méréshez ¢és az interleukin termelés
meghatarozasahoz pedig 24-lyuku edényekre raktuk le a sejteket. A sejteket 37°C-on, 5%-0s CO>

atmoszféraban inkubaltuk.

5.2 A sejtek metabolikus aktivitasanak vizsgalata

Az oxidativ stressz ¢és a gyulladds indukalasédhoz a kisérlet soran harom eltéré baktériumtorzsbol
szarmazd LPS-t alkalmaztunk: Salmonella enterica serovar Typhimurium L6143 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), Salmonella enterica serovar Enteritidis L770 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
valamint E. coli O111: B4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A liofilizalt LPS-bdl elészor
torzsoldatot készitettiink, majd végiil a sejteken 1 pg/ml koncentracidban alkalmaztuk. Egyes
sejteket kvercetinnel is kezeltiink, a Tanszéken egy korabbi kisérletben, mar vizsgaltdk ezt a
flavonoidot, igy azon eredmények alapjan valasztottuk ki a kezelési koncentracidkat. A por allagu
kvercetint dimetil-szulfoxidban (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) €és kiegészitett RPMI
1640 tapfolyadékban oldottuk, majd 25 és 50 pM koncentracidban alkalmaztuk. A kezeld
oldatokat ramértiik a sejtekre, az lires cellakban ugyanannyi térfogati PBS-t pipettaztunk, hogy a
parolgasi viszonyok azonosak maradjanak. A kezelést kovetden a sejteket 24 O6ran keresztiil
inkubaltuk 37,5 °C-on, 5% CO.-tartalmu légkorben. A sejtek metabolikus aktivitdsanak méréshez
CCK-8-at (cell counting kit-8, Sigma-Aldrich, Japan) hasznaltunk. A proba sordn a vizoldhato
tetrazolium s6 (WST-8), elektron donor jelenlétében, dehidrogendzok altal formazanna
redukalodik. A dehidrogenaz aktivitas ardnyos az eld sejtek metabolikus aktivitasaval. A formazan
egy sarga, vizoldhatd vegyiilet, amely diffundal a sejtekbdl a tapfolyadék kozegébe, ezaltal
mérhetd az abszorbancidja. Az eljarast a gyarto utasitasai szerint végeztiik el. A 24 6ras inkubaciot
kovetden a 96 lyuku plate-en tenyésztett sejtekhez lyukanként 10 ul CCK-8 kezeldoldatot adtunk.
A kezelést tovabbi 2 6ras inkubacid kdvette, amely utdn 450nm-en vizsgaltuk meg az abszorbanciat

(Spectramax iD3, Molecular Devices, San Jose, CA, USA).
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5.3 Az intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok vizsgalata

A 24 lyuku plate-eken az intracellularis (IC) ROS mérését végeztiik. A sejtekben termelddott ROS
mennyiségét, dihidro-dikloro-fluoreszcein diacetdit (DCFH-DA; Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Németorszag) alkalmazasaval vizsgaltuk. A lipofil, nem fluoreszkdlo vegyiilet a sejtmembranon
atjutva intracellularis észterek hatdséara 2’°,7’-dihidro-dikloro-fluoreszceinné (H2DCF) alakul. Ez a
hidrofil forma a mitokondriumok kiilsé membranjanak kivételével mar nem képes szabadon atjutni
a sejtmembranokon. A H2DCF a sejten beliili ROS mennyiségétdl fiiggben oxidalodik
fluoreszcens dikloro-fluoreszceinné¢ (DCF) (Wang and Joseph, 1999). A keletkez6 DCF
fluoreszcencia intenzitdsa nem kizardlag egy-egy ROS tipus mennyiségét mutatja, hanem a sejtek

altalanos oxidativ stressz szintjét tiikrozi.

cre

segitségével eltavolitottuk a kezeldoldatokat, majd a sejteket 60 percen keresztiill DCF oldattal
inkubaltuk. A DCFH-DA fényérzékeny, ezért sotétben végeztiik el a probat. A kezelési id6 lejarta
utan a sejtekhez egy detergens hatast vegyiiletet, Mammalian Protein Extraction Reagent-et
(Thermo Scientific, Németorszag) adtunk. A sejtek felkaparasat (30mp/lyuk) kdvetéen a mintakat
Eppendorf csévekbe mértiik, majd 10 percig centrifugdltuk (4500RPM, 4°C). A keletkezett
feliiluszobol egy 96 lyuku plate-re pipettaztunk, végiil fluoreszcencia intenzitdst mértiink 480 nm
excitacios és 530 nm emisszids hullimhosszon, amelyhez Spectramax iD3 spektrofotométert

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA) hasznaltunk.

5.4 1IL6 és IL8 mennyiségének meghatarozasa sejtfeliiliiszobol

Az IL6 és IL8 termelddésének vizsgalataval teszteltilk az LPS-ek gyulladaskelto és a kvercentin
altal kifejtett gyulladdscsokkentd hatast a PBMC frakcidkra. Az IL6 és IL-8 koncentraciot
szendvics tipusii enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) segitségével hatdrozzuk meg. A
mérésekhez a Porcine IL-6 ELISA Kit (Sigma Aldrich, RAB0310) és a Porcine IL-8 ELISA Kit-
et (Sigma Aldrich, RAB0310) hasznaltuk, a gyartd utasitasai szerint eljarva. Az abszorbanciat 450

nm-en mértilk meg (Spectramax iD3, Molecular Devices, San Jose, CA, USA).
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5.5 Statisztikai szamitasok

A kisérletek soran kapott nyers adatokat Microsoft Excel 2013 program segitségével dolgoztuk fel.
Az atlagértékek és szérasok meghatarozdsdhoz az Excel beépitett fiiggvényeit hasznéltuk. Az
eredmények szemléltetésére oszlopdiagramokat készitettiink, melyeken minden esetben
feltiintettlik a szoras mértékét is. A statisztikai elemzéseket R 4.4.3 szoftverrel végeztiik. Az adatok
megbizhatosaganak ellendrzésére diagnosztikai analizist alkalmaztunk, amely soran kizartuk a
torzito adatpontokat, és megvizsgaltuk a rezidumok normaleloszlasat. A csoportatlagok
Osszehasonlitdsat egytényezds varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik. A  statisztikai
szignifikancia szintjét minden esetben 5%-ban hatiroztuk meg (p < 0,05). A fluoreszcencia
intenzitds értékeit szazalékra valtottuk at, az eredményeket a kontroll csoport atlagértékének

szazalékaban jelenitettiik meg.
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6 FEredmények

6.1 A LPS-ek és a kvercetin hatasa a PBMC sejtek metabolikus aktivitasara

A kiilonb6z0 eredetti lipopoliszacharidok (Salmonella enterica serovar Typhimurium, Sa/monella
enterica serovar Enteritidis, E. coli O111: B4) és a kvercetin hatasait PBMC sejtek metabolikus
aktivitasara a CCK-8 modszerrel hataroztuk meg. A PBMC sejtek metabolikus aktivitasat nem
befolyésolta szignifikdnsan a kiilonboz6 eredetli LPS-ekkel 24 6rdn at 1 pg/ml-es koncentracioban
torténd kezelés ( a kontrollcsoporthoz képest). Hasonléan az LPS-hez, a kvercetinnel torténd
kezelés sem modositotta szignifikansan a PBMC sejtek metabolikus aktivitasat; a kvercetint 25,
illetve 50 puM-os koncentracidoban 24 oran keresztiil alkalmazva, nem tapasztaltunk szignifikéns

valtozést a kontrollcsoporthoz képest (6-1. abra).
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6-1. abra: A sejtek metabolikus aktivitasa LPS ¢és kvercetin kezelés hatasara. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.T:
Salmonella enterica serovar Typhimurium / pg/ml-es koncentracioban; S.E: Salmonella enterica serovar Enteritidis
1 pg/ml-es koncentracioban; E.c: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracioban; Kv25: kvercetint 25uM-os

koncentracioban; Kv50: kvercetint 50 pM-os koncentracidoban; n=6
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6.2 A LPS-ek és a kvercetin hatasa a PBMC sejtek IC ROS mennyiségére

A Salmonella enterica serovar Typhimurium, valamint az E. coli O111: B4 eredeti LPS 1 pg/ml-
es koncentraciojaval 24 oran at torténd kezelés szignifikdnsan novelte (p < 0,001) a PBMC-k
intracellularis ROS tartalmat a kontroll csoporthoz viszonyitva (6-2. dbra). A Salmonella enterica
serovar Enteritidis eredetli LPS 1 ug/ml-es koncentracioban 24 oran keresztiil alkalmazva nem
valtoztatta meg szignifikansan a PBMC-k intracellularis ROS tartalmat a kontrollhoz képest. A 25,
illetve 50 pM koncentracioban alkalmazott kvercetines kezelés szignifikansan csokkentette (p <

0,001) az intracellularis ROS tartalmat a kontrollhoz képest.
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6-2. abra: A LPS-ek és a kvercetin hatasa a PBMC sejtek intracellularis ROS mennyiségére K: kontroll, kezeletlen
sejtek; S.T: Salmonella enterica serovar Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracidban; S.E: Salmonella enterica serovar
Enteritidis1 pg/ml-es koncentracioban ; E.c. E. coli O111: B4 1 ng/ml-es koncentracioban; Kv25: kvercetint 25uM-

os koncentracioban; Kv50: kvercetint 50 pM-os koncentracidoban; ***: p<0,001; n=8

Az 6-3. abra szemlélteti a Salmonella enterica serovar Typhimurium LPS 1 pg/ml-es
koncentraciodja és a kvercetin kezelés altal indukalt intracellularis ROS termelés valtozasat sertés
PBMC-kben. A kontroll csoporthoz viszonyitva a S. Typhimurium kezelés szignifikansan (p <
0,001) fokozta az IC ROS szintjét. Az intracellularis ROS-termelés mind a 25 uM-os, mind az 50
uM-os kvercetinnel és LPS-sel kombindltan kezelt csoportban szignifikdnsan (p < 0,001)

alacsonyabb volt, mint a kizarolag Salmonella LPS-sel kezelt sejtek esetében.
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6-3. abra: A Salmonella enterica serovar Typhimurium eredeti LPS és kiilonbdz6 koncentracidban alkalmazott
kvercetines kezelések hatasa a PBMC sejtek IC ROS tartalmara. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.T: Salmonella
enterica serovar Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracidban; S.T + Kv25: : Salmonella enterica serovar Typhimurium
1 pg/ml-es koncentracioban és kvercetint 25uM-os koncentracioban; S.T + Kv50: : Salmonella enterica serovar

Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracidban és kvercetint 50 pM-os koncentracidban; ***: p<0,001; n=8

A Escherichia coli 1 pg/ml-es koncentraciojaval 24 oran at torténd kezelés szignifikansan (p <
0,001) megnovelte intracelluldris reaktiv oxigénszarmazékok szintjét a kontrollhoz képest. A 25
UM koncentracidban alkalmazott kvercetin kezelése azonban szignifikansan (p < 0,001) mérsékelte

az E. coli éltal kivaltott ROS-ndvekedést (6-4. abra).
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6-4. abra: Az E. coli eredetli LPS és a 25uM-os koncentracidoban alkalmazott kvercetines kezelés hatdsa a PBMC
sejtek IC ROS tartalmara. K: kontroll, kezeletlen sejtek; E.c: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracioban; E.c +
Kv25: E. coli O111: B4 1 ug/ml-es koncentracioban és kvercetint 25uM-os koncentracioban; ***: p<0,001; n=8

6.3 A LPS-ek és a kvercetin hatasa a PBMC sejtek IL-6 termelésére
A kontrollhoz képest a Salmonella enterica serovar Typhimurium szignifikdnsan (p < 0,001)
megnovelte az IL-6 szintet. Az LPS-sel egyiitt alkalmazott kvercetines kezelés egyik alkalmazott

koncentracioban (25, és a 50 pM) sem volt szignifikans hatdssal az IL-6 termelésre (6-5.4bra).
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6-5. abra: A Salmonella enterica serovar Typhimurium eredetii LPS ¢és kiilonb6z6 koncentracidban alkalmazott
kvercetines kezelések hatasa a PBMC sejtek 1L-6 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.T: Salmonella
enterica serovar Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracidban; S.T + Kv25: Salmonella enterica serovar Typhimurium
1 pg/ml-es koncentracioban és kvercetint 25puM-os koncentracioban; S.T + Kv50: Salmonella enterica serovar

Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracioban és kvercetint 50 uM-os koncentracioban; ***: p<0,001; n=8

A kontrollcsoporthoz viszonyitva a Salmonella enterica serovar Enteritidis kezelés szignifikdnsan
(p <0,001) novelte az IL-6 szintet. Ezzel szemben az LPS ¢€s a kvercetin 25uM-os koncentracidban
torténd egylittes alkalmazasa nem eredményezett szignifikans valtozast az IL-6 termelésében (6—

6. abra).
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6-6. abra: A Salmonella enterica serovar Enteritidis eredeti LPS és 25uM-os koncentraciéban alkalmazott
kvercetines kezelés hatasa a PBMC sejtek 1L-6 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.E: Salmonella enterica
serovar Enteritidis 1 pg/ml-es koncentracioban; S.E + Kv25: Salmonella enterica serovar Enteritidis 1 pg/ml-es

koncentracioban és kvercetin 25uM-os koncentracidoban; ***: p<0,001; n=8

Az 6-7. dbra szemlélteti, hogy a kontrollhoz képest az E. coli Ol111: B4 LPS 1 npg/ml-es

crcer

alkalmazott kvercetines kezelés sem novelte meg jelentésen az IL-6 szintet.

A 25, illetve 50 uM koncentracidban alkalmazott kvercetines kezelésnek nem volt szignifikdns

hatasa az IL-6 termelésre (ezeket az adatokat nem abrazoltuk).
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6-7. abra: Az E. coli O111: B4 eredeti LPS és a 25uM-os koncentracidoban alkalmazott kvercetines kezelés hatasa a
PBMC sejtek IL-6 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; E.c: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracioban; E.c
+ Kv25: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracioban €s kvercetin 25uM-os koncentracioban; ***: p<0,001; n=8

6.4 A LPS-ek és a kvercetin hatasa a PBMC sejtek IL-8 termelésére
A 25 pM koncentracidban alkalmazott kvercetines kezelés nem okozott szignifikdns valtozast a
PBMC sejtek IL-8 termelésében a kontrollhoz viszonyitva, mig az 50 uM koncentracioval torténd

kezelés szignifikdnsan novelte az IL-8 termelést (ezeket az adatokat nem abrazoltuk).

A kontrollhoz képest a Salmonella enterica serovar Typhimurium szignifikdnsan (p < 0,001)
megnodvelte az IL-8 szintet. Az LPS-sel egyiitt alkalmazott kvercetines kezelés, csak az 50 uM

koncentracioban ndvelte meg szignifikansan (p < 0,001) az IL-8 szintet (6-8.4bra).
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6-8. abra: A Salmonella enterica serovar Typhimurium eredetii LPS és kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott
kvercetines kezelések hatasa a PBMC sejtek 1L-8 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.T: Salmonella
enterica serovar Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracioban; S.T + Kv25: Salmonella enterica serovar Typhimurium
1 pg/ml-es koncentracidoban és kvercetint 25uM-os koncentracioban; S.T + Kv50: Salmonella enterica serovar

Typhimurium 1 pg/ml-es koncentracioban és kvercetint 50 uM-os koncentracioban; ***: p<0,001; n=8

A kontrollhoz képest a Salmonella enterica serovar Enteritidis kezelés hatdsara az IL-8 szintje
szignifikansan (p < 0,001) emelkedett. Az LPS és kvercetin egyiittes alkalmazasa esetén csak az
50 uM koncentracidju kvercetin kezelés eredményezett szignifikans (p < 0,001) ndvekedést az IL-

8 termelésben (6-9. abra).
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6-9. abra: A Salmonella enterica serovar Enteritidis eredetli LPS és 25uM-os koncentracioban alkalmazott
kvercetines kezelés hatdsa a PBMC sejtek 1L-8 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; S.E: Salmonella enterica
serovar Enteritidis 1 pg/ml-es koncentracioban; S.E + Kv25: : Salmonella enterica serovar Enteritidis 1 pg/ml-es
koncentracioban és kvercetin 25uM-os koncentracioban; S.E + Kv50: Salmonella enterica serovar Enteritidis 1

pg/ml-es koncentracioban és kvercetin SO0uM-os koncentracioban; ***: p<0,001; n=8

A 6-10. abra szemlélteti, hogy a kontrollhoz képest az E. coli O111: B4 LPS-sel torténd kezelés
utan tapasztaltunk szignifikans (p < 0,001) novekedést IL-8 termelésben. Az LPS és a 25 uM

koncentracioban alkalmazott kvercetin kombinalt kezelése nem idézett eld szignifikans véaltozast.
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6-10. abra: : Az E. coli O111: B4 eredetli LPS és a 25uM-o0s koncentracioban alkalmazott kvercetines kezelés hatasa
a PBMC sejtek 1L-8 termelésére. K: kontroll, kezeletlen sejtek; E.c: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracidban;
E.c+Kv25: E. coli O111: B4 1 pg/ml-es koncentracioban és kvercetin 25uM-o0s koncentracidoban; ***: p<0,001;

n=8
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7 Megbeszélés

Az Escherichia coli és a Salmonella torzsek jelenléte sulyos emésztérendszeri megbetegedéseket
idézhet eld, amelyek nemcsak a sertéstartasban okoznak jelentds gazdasagi karokat, hanem az
emberi egészségre is kockdzatot jelentenek. Mivel mindkét korokozd zoonotikus, az
élelmiszerlancon keresztiil bekeriilhetnek a sertéshusbdl szarmazo termékekbe is, tovabba
hozzéjarulhatnak az antibiotikum-rezisztencia terjedéséhez (Fairbrother and Nadeau, 2019;
Griffith et al., 2019). A flavonoidok a ndvényekben természetesen eléfordulo polifenol vegyiiletek,
amelyek széles korben megtalalhatok kiilonféle gyiimolcsokben és zoldségekben. Kedvezd
biologiai hatdsaik miatt mind a human gydgyaszatban, mind az allatorvosldsban alkalmazzak dket.
Tobbek  kozott antioxidans, antimikrobidlis, gyulladdscsokkentd ¢és  daganatellenes
tulajdonsdgokkal birnak, valamint jelentds szabadgyok-megkotd aktivitassal rendelkeznek
(Falcone Ferreyra et al., 2012). A kvercetin sokoldalu antimikrobidlis és gyulladdscsokkentd
hatasai miatt igéretes lehet kiilonféle bakterialis fertdzések megel6zésében és kezelésében.
Alkalmazéasa hozzajarulhat az antibiotikumok hasznalatanak mérsékléséhez, ami kulcsfontossagu

az antibiotikum-rezisztencia visszaszoritdsaban (Yang et al., 2020).

Kutatasunk célja annak feltarasa, hogy az LPS-ek altal kivaltott bél barrier-karosodas miként jarul
a keringésben taldlhatd immunsejtek mikodését. Ennek érdekében in vitro sertés periférias
fehérvérsejt modellen vizsgéltuk a kvercetin LPS-indukalt immunvélaszra és gyulladdsos
folyamatokra gyakorolt hatasat. Az oxidativ stressz és a gyulladas kivaltasara Salmonella enterica
serovar Typhimurium L6143, Salmonella enterica serovar Enteritidis L770 , illetve E. coli O111:
B4 LPS-t hasznaltunk 1 pg/ml koncentracidban. Az LPS egy endotoxin molekula, amely
kulesszerepet jatszik a gyulladasos valasz elinditdsaban: hatdsidra az immunsejtek citokineket,
koztiik IL-6-ot €s IL-8-at termelnek. Emellett fokozza a reaktiv oxigén szarmazékok képzodését is,
amelyek jelenléte tovabb erdsiti a gyulladasos folyamatokat (Ghosh et al., 2020; Reuter et al.,
2010). Az oxidativ stressz hozzajarul a sejtek karosodasahoz és a bél barrier integritadsanak tovabbi
gyengiilésé¢hez, ezaltal lehetdvé téve a korokozok €s gyulladaskeltd molekulak konnyebb bejutasat
a szervezetbe (Cao et al., 2018). Korabbi kutatasok alatamasztjak ezt a mechanizmust. Shifflett és
munkatarsai in vivo kutatasukban azt talaltdk, hogy az enteropatogén E. coli altal termelt LPS képes

megbontani a C57BL/6J egerek bélhamsejtjeinek szoros kapcsolatait és csokkenteni a barrier
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funkciot (Shifflett et al., 2005). Yeung és munkatarsai in vitro vizsgalatukban megéllapitottak,
hogy a Salmonella enterica serovar Typhimurium altal termelt LPS képes megbontani a human

Caco-2 bélhamsejtek szoros kapcsolatait (Yeung et al., 2013).

Kisérletiink elsé fazisdban meghataroztuk az optimalis kezelési 1d6t, valamint az LPS- és
kvercetin-koncentraciokat, amelyek a tovabbi vizsgalatok alapjaul szolgéltak. A kisérletsorozat
soran harom kiilonb6z6 eredetli lipopoliszacharid oldatot alkalmaztunk — Salmonella enterica
serovar Typhimurium, Salmonella enterica serovar Enteritidis és Escherichia coli O111:B4 —
¢s 50 uM) hatasat 1s vizsgaltuk a PBMC sejtek metabolikus aktivitdsara. A 24 oras kezelést
kovetden egyik LPS-kezelés sem eredményezett szignifikans valtozast a sejtek életképességében a
kontrollcsoporthoz viszonyitva. A jelen vizsgalat eredményei Osszhangban allnak Moritz és
munkatarsai megfigyeléseivel, akik kutyakbdl izolalt PBMC sejteken E. coli €és S. Enteritidis LPS-
eket 0,1, 1 és 10 pug/ml koncentracioban alkalmazva szintén nem talaltak szignifikans valtozast a
sejtek metabolikus aktivitasiban (Moritz et al., 2024). Zhang és munkatéarsai viszont human
csokkenést figyeltek meg a metabolikus aktivitasban (Zhang et al., 2016). Sul és munkatarsai
human tiidéham eredetii sejteken végzett vizsgalataikban kimutattak, hogy 4 6ras kvercetin-kezelés
(10, 20, 50 uM) nem okozott szignifikans valtozast a sejtek életképességében, és az 10 pg/ml alatti
LPS koncentracié sem befolyasolta a sejteket 6 6ran at (Sul and Ra, 2021). Jo és munkatérsai sertés
mellett szintén nem talaltak hatast a sejtek ¢€letképességére (Jo et al., 2021). Tovabba, Nair és
munkatarsai human PBMC-sejteken 1, 5, 10, 25 és 50 uM kvercetin 24, 36, 72 és 96 oras kezelése
soran sem észleltek szignifikans valtozast a sejtek életképességében (Nair et al., 2006). Ezen
alkalmasnak talaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz. Az 24 oras kezelési 1d6 alkalmazasa mellett ezek a
feltételek megbizhatdan biztositottdk a gyulladasos és oxidativ stresszvalasz kivaltasat anélkiil,
hogy a sejtek ¢életképességét befolyasoltak volna, igy lehetévé téve a kvercetin sejtvédd hatasanak

pontos értékelését.

A kisérletsorozat kovetkezd 1épésében a kvercetin antioxidans hatdsat vizsgaltuk, amelyhez a

fehérvérsejtekben képzO0dd reaktiv oxigén szarmazékok mennyiségét mértiik. Eredményeink
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szerint az 1 pg/ml koncentracioban alkalmazott Salmonella enterica serovar Typhimurium L6143
€s E. coli O111: B4 LPS a 24 oras kezelés utan szignifikansan fokozta az intracellularis ROS-
szintet a PBMC-sejtekben. Ezzel szemben a Salmonella enterica serovar Enteritidis LPS nem
okozott szignifikdns valtozast a PBMC-k ROS-tartalméaban a kontrollhoz képest, igy mi kisérleti
modelliinkben nem bizonyult alkalmasnak az oxidativ stressz kivaltasara. A 25 és 50 uM
indukalt ROS-termelést, ami arra utal, hogy a kvercetin képes csokkenteni az LPS-ek altal kivaltott
oxidativ stresszt. Eredményeinket mas sejttipusokon végzett korabbi vizsgélatok is alatamasztjak.
Jia és munkatarsai sertés eredetli IPEC-1 bélhamsejteken kimutattak, hogy 5 pM-os kvercetin
kezelés soran a dikvat novényvédoszer altal indukalt oxidativ stressz esetén nétt az intracellularis
glutation szint, mikézben csokkent a ROS-termelés(Jia et al., 2021). Hasonl6 eredmények sziilettek
a Gyogyszertani és Méregtani Tanszék korabbi kutatasaiban is, ahol Karancsi és munkatarsai
IPEC-J2 sertés bélhamsejt-tenyészeten demonstraltadk a 50 uM koncentracidoban alkalmazott
kvercetin antioxidans hatasat (Karancsi et al., 2022). Sul ¢és munkatarsai human eredetli
tiidéhamsejteken vizsgaltak a kvercetin hatasat, és arr6l szamoltak be, hogy 10 uM kvercetin 4 6ras
elokezelése utdn az LPS hataséara szignifikdnsan csokkent a sejten beliili ROS-termelés (Sul and
Ra, 2021). Xu és munkatarsai egér makrofagokon végzett kisérleteik soran azt talaltdk, hogy az
LPS-sel stimulalt sejtekben a ROS mennyisége iddvel fokozatosan nétt, mig a kvercetin dozis- és
1d6fliggd modon képes volt csokkenteni a ROS-szintet (Xu et al., 2024). Zou és munkatarsai a
kvercetin védo hatasat a sertések bél integritasara szallitasi stressz utan vizsgaltak, és kimutattak,
hogy azokban a csoportban ahol kvercetin kiegészitést alkalmaztak csokkent a bél ROS szintje

(Zou et al., 2016).

A kisérletsorozat kovetkezd 1€pésében a kvercetin gyulladascsokkentd potencialjat az IL-6 szint
meghatdrozasaval vizsgaltuk. Eredményeink szerint a kontrollcsoporthoz képest mind a
Salmonella enterica serovar Typhimurium, mind a Salmonella enterica serovar Enteritidis LPS-
kezelés szignifikdnsan fokozta az IL-6 termelést, igazolva, hogy a Salmonella eredetii
lipopoliszacharidok hatékonyan indukaljak a gyulladasos valaszt. Ezzel szemben az Escherichia
coli LPS nem eredményezett jelentds IL-6 szintemelkedést, igy a mi kisérleti modelliinkben a
sejtek stimulalasara nem bizonyult alkalmasnak. Irodalmi adatok szerint a flavonoidok, koztiik a
kvercetin €s a proantocianidinek, képesek befolyasolni az [L-6 termelést kiillonbozo sejttipusokon.

Park és munkatarsai in vivo vizsgalatukban a proantocianidinek hatdsat tanulméanyoztak
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sertésekben, amelyeket 0,01-0,04%-o0s koncentracioban adagoltak a takarmanyhoz. LPS-
stimuléciot kdvetden azt tapasztaltak, hogy a proantocianidin-kezelés csokkentette az IL-6 szintet,
ami a vegyiilet gyulladascsokkentd hatasara utal (Park et al., 2014). Liu és kollégai neutrofil
granulocitdkon tanulményoztdk a kvercetin hatdsat, és azt taldltdk, hogy Onmagéban nem
befolyésolja az IL-6 termelést, ugyanakkor az elézetes 0-80 mM-os koncentracioban 30 percig
alkalmazott kvercetin kezelés gatolta az LPS indukalta IL-6 szintézist (Liu et al., 2005). Zhang és
munkatarsai human PBMC-sejteken 25, 50 és 100 uM koncentracidban vizsgaltak a kvercetin és
LPS egyiittes hatasat, és szignifikdns csokkenést tapasztaltak az IL-6 szintben (Zhang et al., 2016).
Xu ¢és munkatdrsai egér makrofagsejteken vizsgaltdk a 2,5, 5 és 10 pM koncentracidoban
alkalmazott kvercetin hatasat, és arrol szamoltak be, hogy mindharom koncentracié esetén
csokkent az LPS indukalta IL-6 termelés (Xu et al., 2024). Az eltérd kisérleti eredmények
hatterében feltehetden a vizsgalt sejttipusok kiilonbségei, a felhasznalt flavonoidok tipusa,

valamint a kisérleti kortilmények eltérései allnak.

Kisérletsorozatunkat az IL-8 termelés vizsgalataval zartuk. Eredményeink azt mutattak, hogy a
kontrollcsoporthoz képest a Salmonella enterica serovar Typhimurium, a Salmonella enterica
serovar Enteritidis, valamint az E. coli LPS szignifikdnsan fokozta az IL-8 termelést, igazolva,
kvercetinnel torténd kezelés szintén szignifikdns ndvekedést eredményezett az IL-8
mennyiségében, azaz a kvercetin ebben a koncentrdcioban alkalmazva nem mutatkozott
hatékonynak az LPS okozta IL-8 termelés csokkentésében. Eredményeink hatterében feltehetéen
az allhat, hogy a kvercetin gyulladascsokkentd hatasanak érvényesiilésében meghatarozo tényezo
az alkalmazott koncentracid, amely magyarazhatja a kapott eredmények és a szakirodalomban
kozolt adatok kozotti eltéréseket. Hwa ¢€s munkatarsai sertés PBMC-sejteken végzett
vizsgalatukban kimutattdk, hogy a kvercetines eldkezelés jelentdsen csokkentette az LPS altal
stimulalt sejtek IL-8 termelését (Hwa et al., 2022). Periasamy és munkatarsai human PBMC-
soran, ¢s arr6l szamoltak be, hogy a kvercetines elokezelés gatolta mind az IL-6, mind az IL-8
indukcigjat (Periasamy et al., 2016). Chen és munkatarsai IPEC-J2 sejteken végzett vizsgalatukban
hasonld eredményre jutottak: a kvercetin 1,25, 5 és 10 uM koncentracidban is jelentdsen

csokkentette az IL-8 és IL-6 expresszidjat LPS hatasara (Chen et al., 2018).
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy ebben a kisérleti modellben a kvercetin féként antioxidans
tulajdonsagokat mutat, mig kifejezett gyulladascsokkentd hatasa nem bizonyult jelentdsnek. A
kvercetin ezzel egyiitt igéretes kisérleti hatéanyagoknak tekinthetdk a bakterialis eredetii
gyulladasok megel6zésében és kezelésében. Takarmany-kiegészitoként vald alkalmazésa hatékony
lehet a haszondllatgydgyaszatban, és kozvetetten hozzajarulhat az antibiotikum-felhasznalas
mérsékléséhez. Ugyanakkor a klinikai alkalmazéas eldtt tovabbi atfogd in vitro és in vivo
vizsgalatok elvégzése sziikséges. Az in vitro kisérletek eredményeibdl csak korlatozottan vonhatok
le kovetkeztetések a moddszertani sajatossagaik miatt, mindazonaltal adataink értékes
kiindulopontot  jelentenek tovabbi kutatdsok tervezéséhez, amelyek a flavonoidok
hatdsmechanizmusanak vizsgalatdra iranyulnak. A Gydgyszertani ¢s Mcéregtani Tanszék
kutatocsoportja jelenleg is dolgozik a kisérleti modell fejlesztésén, €és egy sertés-eredeti ko-

kultaraban vizsgalja a kvercetin potencialis jotékony hatésait.
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8 Osszefoglalas

Az intenziv sertéstartasban a magas allomanysiirliség és a technologiai tényezok altal kivaltott
stresszhatasok eldsegitik a bélrendszeri korokozok, kiillondsen az E. coli és a Salmonella fajok
okozta fertdzések kialakulasat. A patogének jelenléte fokozott oxidativ stresszhez és a bél barrier
integritdsanak karosodasahoz vezet, ami termeléscsokkenést, klinikai tiineteket, illetve sulyos
esetben elhullast okozhat. A megel6zés és a hozamfokozas céljabol korabban rutinszertien
alkalmazott antibiotikumok hozzajarultak az antimikrobidlis rezisztencia novekedéséhez, ezért az
Eurdpai Unio szigort szabalyozast vezetett be az allatgyogyaszati felhasznalasukra vonatkozoan.
Ennek kovetkeztében egyre nagyobb az igény olyan alternativ készitmények irant, amelyek nem
fokozzéak a rezisztencia kialakuldsat, ugyanakkor kedvezd hatassal birnak az allatok egészségére
¢s termeldképességére. A flavonoid vegyiiletek kozé tartozo6 kvercetin antimikrobiélis, antioxidans
¢s gyulladascsokkentd tulajdonsdgairdl szamos szakirodalmi adat 4ll rendelkezésre.

Kisérletiinkben a kvercetin sertésbdl szdrmaz6d periférids vér mononuklearis sejteken kifejtett
védOhatasat vizsgaltuk patogén E. coli és Salmonella eredetii lipopoliszacharidok altal kivaltott
gyulladés és oxidativ stressz modelljében. Egészséges sertés PBMC-sejtjeit izolaltuk, majd LPS
kezeléssel endotoxémidt modelleztiink. A sejtkultirakat kvercetinnel dnmagéaban, valamint LPS-
sel kombinalva kezeltiik 25 és 50 ug/ml koncentracioban. A sejtek életképességét CCK-8 teszttel,
a reaktiv oxigén szarmazékok szintjét DCFH-DA probaval, mig a feliiliszobol az 1L-6 ¢és IL-8
Eredményeink igazoltak, hogy az alkalmazott modell alkalmas az LPS altal kivaltott sejtkarosodas
vizsgalatara. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a kvercetin, in vitro, 25 és 50 upg/ml-es
koncentracioban alkalmazva szignifikdnsan csokkentette az E. coli, illetve S. Typhimurium &ltal
kivaltott oxidativ stresszt. Az IL-6 mérések azt mutattak, hogy a S. Typhimurium és a S. Enteritidis
LPS gyulladésos valaszt indukalt, mig az IL-8 szint meghatarozasa sordn valamennyi vizsgalt LPS
(E. coli, S. Typhimurium, S. Enteritidis) fokozta a gyulladasos citokin termelését. Ugyanakkor a
kvercetinnel torténd kezelés nem mérsékelte az 1L-6 és IL-8 szinteket, vagyis nem bizonyult
hatékonynak az LPS okozta gyulladdsos valasz csokkentésében. A pontos mechanizmusok

feltarasahoz tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatok sziikségesek.
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9 Summary

In intensive pig farming, high livestock densities and stress caused by technological factors can
promote the development of certain infections caused particularly by intestinal pathogens like E.
coli and Salmonella species. The presence of these pathogens can damage the integrity of the
intestinal barrier in pigs and increase oxidative stress. Gastrointestinal diseases often require
antibiotic treatment and, in severe cases, can lead to death, resulting in reduced production and
economic losses for the meat industry. The inappropriate use of antibiotics can contribute to the
development of resistance, which is why the European Union has introduced strict regulations on
their use, particularly regarding pro- and metaphylaxis in food-producing animals. It is crucial for
the pig industry to find natural feed supplements that help maintain a healthy intestinal system in
pigs or provide supportive effects that enhance the body’s ability to fight disease even after an
infection has developed. One promising candidate is quercetin, a flavonoid compound with
antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory properties, which has been extensively
investigated in scientific literature.

The aim of our study was to investigate the potential anti-inflammatory and antioxidant effects of
quercetin on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from pig blood. We induced
oxidative stress and inflammation in PBMC cultures using lipopolysaccharides derived from
pathogenic E. coli and Salmonella and then examined the possible protective effect of quercetin.
To determine the optimal treatment conditions for our experiments, we measured PBMC viability
using the CCK assay. We monitored reactive oxygen species production using the DCFH-DA
method and determined the levels of individual proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-8) using
ELISA method.

Our results confirmed that the model used is suitable for studying LPS-induced inflammation and
oxidative stress. Our experiments demonstrated that quercetin, applied in vitro at concentrations of
25 and 50 pM, significantly reduced oxidative stress induced by E. coli and S. Typhimurium in
PBMCs. We were able to induce increased IL-6 and IL-8 production with LPSs of different origins,
but our experiments did not confirm an anti-inflammatory effect of quercetin. Our research may
provide a basis for the development of a white blood cell-intestinal epithelial cell co-culture model,

which can be used to study the effects of individual feed supplements in more detail.
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11 Hallgatoi feladat

A dolgozat elkészitésekor egyik legfontosabb feladatom a témaéhoz kapcsolédd tudomanyos
szakirodalom 0Osszegyljtése és elemzése volt. A Kkisérleteket és a statisztikai szamitasokat
témavezetdim irdnymutatidsaval végeztem el. A PBMC-sejtek izoldldsa soran onalldan hajtottam
végre a kiilonbozo oldatok pipettdzasat, a PBS-sel torténd mosasi 1épéseket, valamint a sejtek
tenyésztéedényekre torténd helyezését. A liofilizalt LPS-bdl €s a por allagh kvercetinbdl eldallitott
kezeldoldatokat egyediil készitettem el. A sziikséges anyagokat mérlegen pontosan kimértem, majd
tapfolyadékban oldottam fel, és a kész oldatokat a sejtekre adagoltam. Az intracellularis ROS
vizsgalatdhoz sziikséges vegyiileteket pipettdval adtam a sejtekhez, a sejtek felkaparasat kovetden
a mintakat Eppendorf-csovekbe mértem at. Az ELISA mérést a gyarto utasitasai szerint végeztem,
elkészitettem a sziikséges reagenseket, atmostam a sejtkultirakat, majd a megfeleld reagenseket a
plate egyes zsebeibe pipettaztam. A kisérletekbdl szarmazd adatokat témavezetdimmel kdzdsen
értékeltiik ki, majd az eredményeket Osszevetettem a szakirodalomban taldlhato adatokkal. Az

adatok szemléltetését szolgald abrakat onalldan készitettem el a feldolgozott eredmények alapjan.
12 Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném kifejezni Oszinte haldmat témavezetdimnek, Dr. Farkas Orsolyanak és Dr.
Palkovicsné Dr. Pézsa Nikolettnek a szakmai irdnymutatasért, biztatasért és a munkam soran
nyujtott folyamatos tamogatasért. Segitségiik és tlirelmiik nélkiil ez a dolgozat nem késziilhetett

volna el.

Koszonettel Dr. Jerzsele Akos tanszékvezeté Girnak , amiért biztositotta a munkahoz sziikséges
feltételeket és lehetOségeket. Halds vagyok a Gydgyszertani és Méregtani Tanszék minden
dolgozojanak, akik tdimogatd hozzaallasukkal és egylittmikodésiikkel hozzajarultak a kisérletek

megvaldsitasdhoz és a kutatas sikeréhez.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni csalddomnak és barataimnak a biztatast, a

tiirelmet és az allando lelkesitést, amely végig kisérte a munkam minden szakaszat.

A kutatast a ,,Fert6z6 allatbetegségek, antimikrobialis rezisztencia, allatorvosi kozegészségiigy €s
¢lelmiszerlanc-biztonsdg nemzeti laboratdriuma” megnevezésii és RRF-2.3.1-21-2022-00001

azonositoszamu projekt segitségével valodsitottuk meg.
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