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1 A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A kutydk krénikus gyulladdsos enteropatidja (CIE) gyakori, komplex korkép, amely
tartds gasztrointesztinalis tlinetekkel — tobbek kozott hanyassal, hasmenéssel,
étvagytalansaggal ¢és testsulycsokkenéssel — jar, és jelentosen rontja az érintett allatok
¢letmindségét. A Dbetegség lefolyasa rendszerint hulldmz6, patogenezise pedig
multifaktoridlis: a bél immunrendszerének szabdlyozési zavara, a bélham
barrierfunkcidjanak karosodasa, valamint a bélmikrobiom egyensulyanak felboruldsa
egyarant szerepet jatszik kialakuldsaban és fennmaradasaban. A barrierfunkcio sériilése
kovetkeztében a bél lumenében taldlhaté mikroorganizmusok és azok komponensei —
kiilondsen a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidjai (LPS) — a keringésbe juthatnak,
hozzajarulva egy kismértékii, de tartds szisztémas gyulladasos éallapot, az un. metabolikus
endotoxémia kialakulasahoz. Az LPS éaltal kivaltott immunaktivacio fokozott reaktiv oxigén-
¢és nitrogénszarmazék-termeléssel jar, amely oxidativ stresszhez vezet. Ez a folyamat tovabb
karositjia a bélhamot, rontja a barrier integritasat, ¢€s eldsegiti tovabbi bakterialis
Mindez magyarazatot adhat arra, hogy a CIE egyes eseteiben miért nehéz tartds klinikai
javulast elérni kizarolag hagyomanyos terdpids modszerekkel. A jelenlegi terdpids
immunszuppressziv szerek alkalmazisan alapulnak. Bar ezek a kezelések sok esetben
hatékonyak, hossza tava alkalmazasuk jelentds mellékhatasokkal jarhat. Ennek
kovetkeztében egyre nagyobb az igény olyan kiegészitd vagy alternativ terapias lehetdségek
irant, amelyek képesek mérsékelni a gyulladast és az oxidativ stresszt, valamint tdmogatjak

a bél barrierfunkcigjat.

Az utobbi években a természetes eredetli bioaktiv vegyiiletek, mint példaul a
flavonoidok, egyre inkabb a kutatasok fokuszaba keriiltek. Ezek a névényi masodlagos
metabolitok széles korben el6fordulnak a taplalékban, és szamos kedvezd bioldgiai hatassal
rendelkeznek, beleértve az antioxidans, gyulladadscsokkentd ¢és immunmoduldlo
tulajdonsagokat. A flavonoidok — példaul a kvercetin, a luteolin és a sz8l6émagbodl szarmazo
proantocianidinek (GSOP) — képesek semlegesiteni a reaktiv oxigénszarmazékokat,

befolyéasolni egyes gyulladéasos jelatviteli titvonalakat, valamint csdkkenteni a gyulladdsos



mediatorok termelddését. Emellett egyes adatok szerint kedvezden hatnak a bélmikrobiom
Osszetételére és a bélham integritdsara is. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a
flavonoidok képesek mérsékelni az LPS altal kivaltott gyulladasos és oxidativ folyamatokat,
ezaltal csokkenteni a szisztémas endotoxin-terhelést, és hozzdjarulni a CIE patologias
folyamatainak enyhitéséhez. Ennek vizsgédlatdhoz azonban olyan megbizhatdé ¢és
reprodukalhat6 kisérletes modellekre van sziikség, amelyek alkalmasak a lokalis ¢és

szisztémas gyulladasos folyamatok tanulmanyozasara.

Doktori kutatdsom atfogd célja ezért olyan, kutydk kronikus bélgyulladasahoz
kapcsolodo in vitro modellrendszerek kialakitasa és alkalmazasa volt, amelyek segitségével
vizsgalhato az oxidativ stressz és a gyulladds mechanizmusa, valamint a természetes eredetii
flavonoidok hatasai. Kiemelt figyelmet forditottam a kvercetin, a luteolin és a GSOP
antioxidans, gyulladdsmodulalo6 és potencialis antibakteridlis tulajdonsagainak értékelésére.
A kutatds egyik f0 iranyat a szisztémas endotoxin-terhelés modellezése jelentette. Ennek
soran kutya eredetli periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) és polimorfonuklearis
sejteket (PMN) alkalmaztam. A gyulladasos és oxidativ valasz kivaltasara kiilonb6z6 eredetii
LPS-eket hasznaltam, beleértve az Escherichia coli O111:B4 és a Salmonella Enteritidis
torzsekbdl szarmazd LPS-t, valamint szeptikémias esetekbdl izolalt, kutya eredetii E. coli
torzseket. A modell optimalizaldsa soran Osszehasonlitottam a PBMC- és PMN-alapu
rendszerek alkalmazhatosagat, és megallapitottam, hogy a PBMC-kulttrak alkalmasabbak a
vizsgalt folyamatok reprezentalasara. A standardizalt modellben vizsgaltam a flavonoidok
hatasat 25 és 50 pg/ml koncentracidban, 6nalldan, illetve LPS- vagy baktérium-stimulacioval
Kombinalva. A sejtek metabolikus aktivitasat CCK-8 teszttel, mig a citotoxicitas mértékét az
extracellularis laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitds mérésével hataroztam meg. Az oxidativ
stressz jellemzésére intracellularis reaktiv oxigénszarmazék (ROS) szintet, valamint
extracellularis hidrogén-peroxid (H:02) és reaktiv nitrogénszarmazék (RNS) szinteket
mértem. A gyulladdsos valasz értékelése soran elsdsorban a TNF-a koncentracio valtozasat

kovettem.

A vizsgalatok kiterjedtek a flavonoidok antibakterialis hatdsanak elemzésére is. Kutya
eredetli E. coli torzseken mikrohigitasos modszerrel hatdroztam meg a minimalis gatlo

koncentraciot (MIC) és a mutans prevencios koncentraciét (MPC), valamint értékeltem a



flavonoidok és az enrofloxacin kombindcidjanak hatdsat frakcionalt gatlasi index (FIC)

szamitasaval.

A doktori munka masik fontos pillére egy duodenalis explantatum alapu in vitro modell
kialakitasa volt, amely lehetové tette a lokalis gyulladasos és oxidativ folyamatok vizsgalatat.
Egészséges kutyak duodenumabdl szarmazo, punch technikaval eldallitott explantatumokat
alkalmaztam, amelyeket 12 6ras inkubacio soran LPS-sel (E. coli O111:B4 és S. Enteritidis),
flavonoidokkal (25 és 50 pg/ml), illetve ezek kombindcidjaval kezeltem. A rendszerben
vizsgaltam a sejtek életképességét (CCK-8), az alkalmazott vegyiiletek citotoxicitasat
(LDH), az oxidativ és nitrozativ stressz markereit (intracellularis ROS, extracellularis H20-

¢s RNS), valamint a gyulladésos citokinek — TNF-a és IL-6 — termelddését.

Osszességében kutatasom célja annak feltarasa volt, hogy a vizsgalt flavonoidok milyen
mértékben képesek befolyasolni az LPS altal indukalt gyulladasos és oxidativ folyamatokat,
mind szisztémas, mind lokélis modellrendszerekben. Eredményeim hozzajarulhatnak annak
megértéséhez, hogy ezek a természetes bioaktiv vegyiiletek milyen mechanizmusokon
keresztiil mérsékelhetik a CIE-hez tarsul6 kéros folyamatokat, €s alapot szolgaltathatnak
olyan kiegészit terapias stratégiak kidolgozasahoz, amelyek hosszi tavon csokkenthetik az

antibiotikumok és immunszuppressziv szerek alkalmazasanak sziikségességét.



2 Az értekezés ij tudomanyos eredményei

Els6ként igazoltuk kutya periférias vér immunsejtjein, hogy az Escherichia coli és
Salmonella Enteritidis eredetti LPS, valamint kutya eredetii Escherichia coli izolatumok
kifejezett oxidativ €s gyulladasos valaszt indukalnak, amelyet az intracellularis ROS- ¢€s
TNF-a-termelés novekedése jellemez. Kimutattuk tovabba, hogy a kvercetin, luteolin és
GSOP szignifikdnsan mérséklik ezeket a valaszokat citotoxikus hatas nélkiil, mikdzben
direkt antibakterialis aktivitasuk csekély €és enrofloxacinnal nem mutatnak antagonizmust.
Eredményeinkkel parhuzamosan létrehoztunk egy kutya duodenalis explantaitum modellt,
amelyben igazoltuk, hogy a vizsgalt flavonoidok hatékonyan csokkentik az LPS-indukalt
oxidativ stresszt ¢és gyulladdsos citokin (TNF-a, IL-6) termelést, aldtdmasztva
immunmodulalé szerepiiket és a modell alkalmazhatosagat a bél gyulladasos folyamatainak

vizsgalataban.

A kutatas fobb eredményei a kovetkezok:

crer

1. Igazoltam, hogy az 1 pg/ml koncentracioju E. coli és S. Enteritidis eredetii LPS kezelés
PBMC-sejtekben kifejezett oxidativ és gyulladasos valaszt (ROS-, TNF-a-termelés)

indukal, mig a metabolikus aktivitdst nem befolyasolja szamottevden.

csokkenti az E. coli és S. Enteritidis LPS-indukalt intracellularis ROS-szintet a PBMC-
¢s a PMN-sejtekben, citotoxikus hatas nélkiil, illetve megallapitottam, hogy a kvercetin
LPS-indukalt TNF-a-termelést a PBMC-kben.

3. Igazoltam, hogy a kutya eredetii E. coli izolatumok torzs- és kezelési mod fliggden
oxidativ stresszt és proinflammatorikus valaszt valtanak ki PBMC-sejtekben ¢és
kimutattam, hogy E. coli-val stimulalt PBMC-sejtekben a kvercetin, a luteolin és a
GSOP 25 ¢és 50 pg/ml koncentracidja szignifikdnsan csokkenti a baktérium-indukalt
ROS- és TNF-o-termelést.

4. Megallapitottam, hogy a vizsgalt flavonoidok direkt antibakterialis aktivitasa csekély, és
enrofloxacinnal nem mutatnak antagonizmust, ezért biztonsagosan adhatok

enrofloxacinnal egyiitt, de hatasuk els@sorban az immunmodulaciohoz kéthetd.



5. Létrehoztam egy kutya duodenalis explantdtum modellt, amely alkalmas oxidativ stressz
¢és gyulladas vizsgalatara in vitro koriilmények kozott. lgazoltam, hogy a kvercetin,
luteolin és GSOP a kutya duodenalis explantatum modellben csokkenti az E. coli és S.
Enteritidis LPS-indukalt oxidativ stresszt, valamint mérséklik a TNF-a felszabadulast

csokkentette az IL-6 mennyiségét is a kezeletlen kontrollhoz képest.

Eredményeim igazoljak, hogy az LPS és kutya eredetii E. coli torzsek jelentés oxidativ
¢s gyulladasos vélaszt indukalnak kutya immunsejtekben, mig a kvercetin, luteolin és GSOP
ezt sejtkarositd hatds nélkiil, els6sorban immunmodulalé mechanizmusokon keresztiil
hatékonyan mérséklik; tovabba a létrehozott duodendlis explantitum modell alkalmasnak
bizonyult ezen folyamatok in vitro vizsgalatara. Eredményeink alapjan a vizsgalt
flavonoidok igéretes kiegészito terapias lehetséget jelenthetnek kutya kronikus gyulladasos

enteropatiai esetén.
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