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Roviditések jegyzéke

AMP: Antimikrobidlis peptid

BSA: Bovine serum albumin, szarvasmarha szérum albumin
CCK-8: Cell count kit-8

CD14: Cluster of differentiation-14

CHP-1: Chicken heterophil peptide-1

DNS: Dezoxiribonukleinsav

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

FBS: Foetal bovine serum, szarvasmarha magzati szérum
MRSA: Meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus

HIV: Human immundeficiencia virus

IL-6: Interleukin-6

LBP: LPS-binding protein, LPS-kot6 fehérje

LPS: Lipopoliszacharid

LTA: Lipoteikolsav

M-PER: Mammalian protein extraction reagent, Emlés fehérje kivono reagens
NADP*: Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NE: Nemzetkozi Egység

PBS: Phosphate buffered saline, foszfat pufferelt s6oldat
TNF-o: Tumor nekrézis faktor-o

TLR: Toll-like receptor



Bevezetés

A patogén baktériumok egyre novekvO rezisztenciaja az antibiotikumokkal
szemben napjaink egyik legégetébb problémdjanak tekinthetd. Hatékony antibiotikumok
nélkiil ma kdnnyen visszaszorithat6 betegségek valhatnak ismét végzetessé, évtizedek ota
gyogyithato bakterialis fertézések okozhatnak sulyos betegségeket. Jelenlegi vélemények
szerint az antibiotikum-rezisztencia 2050-ben t6bb halalos aldozatot fog kovetelni, mint
a rakos megbetegedések. Mindezek mellett nem elhanyagolhat6 a gazdasagi kar, melyet
az egyre mnagyobb 1éptékben terjed6 antibiotikum-rezisztencia okozhat a
haszondllattartasban, igy az Aallatgydgyészat teriiletén is fontos feladattd valt ezen
probléma megoldasa.

A rezisztencia terjedésében talan a legnagyobb szerepet a human-, és az
allatgyogyaszat tilzott mértéki és sokszor helytelen antibiotikum-hasznalata jatssza. igy
rendkiviil fontossd valt az éllatorvosok tovabbképzése és felvilagositasa mellett olyan
vegyiiletek kutatdasa, melyek részben vagy egészben helyettesithetik az antibiotikumok
hasznalatat. Ilyenek a kutatasunk alapjdul valasztott antimikrobidlis peptidek
(tovabbiakban AMP-k), melyek a velesziiletett immunrendszer részét képezik, és az
eddigi eredmények alapjan rendkiviil igéretes jeloltek lehetnek a bakteridlis fertézések és
a legtobb esetben veliik egylitt kialakulo gyulladasos korképek kezelésében.

Jelen munkank sordn a napjainkban legnagyobb szamban tartott haszonallat, a
hazityak megbetegedéseinek kezelésére kivanunk egy lehetséges AMP-t taldlni és azt
vizsgalni. Ennek érdekében a chicken heterophil peptide-1 (tovabbiakban CHP-1)
gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltuk csirke eredetli méjsejttenyészeteken. A gyulladést
a Gram-negativ baktériumok sejtfaldban megtalalhaté lipopoliszacharidokkal
(tovabbiakban LPS) indukaltuk, majd a CHP-1 gyulladascsokkentd hatasanak mértékét
az oxidativ stressz szintjének, illetve az interleukin-6 (IL-6) koncentraciojanak mérésével

hataroztuk meg.



Irodalmi attekintés

Az antimikrobialis szerek torténete

Miar az oOkori Egyiptomban és Gordogorszagban is alkalmaztak kezdetleges,
antimikrobidlis hatdsu kezeléseket: penészgombaval és kiillonboz6 ndvényi részekkel
kezelték a sériiléseket, hogy ezzel akadélyozzédk meg a sebek elfertdzddését (Forrest,
1982). Ez azonban korant sem bizonyult tokéletes modszernek. Az els6, gyogyszerként
alkalmazhaté antimikrobialis hatasu szerek felfedezése az orvostudomany talan
legnagyobb mérfoldkovének tekinthetd, hiszen szamos azel6tt haldlosnak bizonyult
betegség valt gyogyithatova, emberek milliéi menekiiltek meg ma mar kontrollalhato, de
akkor sulyos kdvetkezményekkel jard bakterialis fertdzésektol.

Az elsd antimikrobidlis hatdsu anyag a salvarsan volt, melyet ma arzfenamin
néven ismeriink. Paul Ehrlich fedezte fel 1910-ben, majd sikeresen alkalmazta a szifilisz
¢s tripanosomiasis kezelésére (Zaffiri et al., 2012).

Azonban a fent emlitett szer nem az antibiotikumok csoportjaba tartozik:
antimikrobialis hatasi kemoterapeutikumnak tekinthetd, hiszen mikréba ellenes hatassal
rendelkezik, azonban nem mas mikroorganizmusok allitjak elé (Waksman, 1947). Az
elsé valddi antibiotikumot, a penicillint Alexander Fleming fedezte fel 1928-ban.
Felfedezése egy véletlen megfigyelésen alapult: észlelte, hogy a Staphylococcus spp.
tenyészeteket tartalmazo petri-csészékben tobb mikroorganizmus, koztik egy
penészgomba, mint kés6bb kideriilt, a Penicillum notatum indult névekedésnek, és
korilotte egy savban nem néttek baktériumtelepek. Ebbdl Fleming (1929) arra
kovetkeztetésre jutott, hogy a penészgomba termel valamiféle anyagot, ami a
baktériumok ndvekedését gatolni képes. A penicillint gyogyaszati célokra azonban,
tobbek kozott a gyartasi nehézségek miatt csak az 1940-es években kezdték el alkalmazni
(Zaffiri et al, 2012).

Az elkovetkezé években szamos antibiotikum-csoportot fedeztek fel, s ezt
kovetden egyre kevesebb halalos éaldozatot koveteltek a bakteridlis fert6zések. A
rezisztencia kialakuldsanak veszélyeire mar maga Fleming is felhivta a figyelmet, amde
az emberek mégis feleldtleniil, aluldozirozva, sokszor indokolatlanul alkalmaztik a
kiilonféle antibiotikumokat. A rezisztencia els6 példajat, a baktériumok altal termelt

penicillindz (méas néven [-laktamdz) enzimet azonban mar 1940-ben felfedezték



(Abraham et al., 1940), ami arra utalt, hogy vannak olyan baktériumok, amelyek
eredendden rezisztensek bizonyos antibiotikumokra.

Az évek soran egyre tobb antibiotikummal szemben fedeztek fel rezisztenciat:
napjainkban mintegy htiszezer rezisztenciagén tobb, mint négyszaz tipusat tartjak szdmon
(Liu és Pop, 2009). A Staphylococcus aureus baktérium ebbdl a szempontbdl talan
klinikailag a legfontosabb kérokozonak tekinthetd. A szulfonamidokkal szemben igen
gyorsan ellenallova valt, de az 1950-es évektdl kezdve penicillinaz enzimet termeld
torzseit is felfedezték (Saga és Yamaguchi, 2009). 1960-ban kifejlesztették a penicillinaz-
stabil meticillint, azonban a baktérium mar egy évvel késébb, 1961-ben rezisztenssé valt
vele szemben, és igy kialakult a ma mar széles korben ismert meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) (Jevons, 1961). Ez a baktérium pedig csupan egy példa
a rengeteg rezisztens korokozé koziil: ma mar taldlkozhatunk olyan baktériummal is,
mely minden altalunk ismert antibiotikummal szemben rezisztens. Példaul egy 2004-es
kutatasban, melyben tiidoatiiltetésen atesett betegeket vizsgaltak, megallapitottak, hogy
az Otvennégy betegbdl elhunyt tizenegy koziil hat halalat panrezisztens kérokozé okozta
(Dobbin et al., 2004)

A fenti okok miatt tehat belathato, hogy az emberiség kénytelen uj antimikrobidlis
hatasu vegyiiletek kutatdsaba kezdeni. Munkank célja is ehhez kdthetd, hiszen minél tobb
informaciot szerziink az antimikrobidlis peptidek alapvetd tulajdonsagair6l, annal
nagyobb eséllyel alkalmazhatjuk &ket a jovOben bakteridlis megbetegedések
gyogykezelése céljabol.

Az antimikrobialis peptidek

Az AMP-k olyan kis méretli, kationos peptidek, melyek védd hatast fejtenek ki a
kiilonféle mikroorganizmusokkal szemben nemcsak a gerinces ¢€ldlények (koztiik az
ember), hanem a rovarok, a puhatestliek, a halak és a novények esetében is (Lehrer és
Ganz, 1999). Annak ellenére, hogy a velesziiletett immunrendszer részeként miikodnek
¢s genetikailag igen hosszt idére vezethetd vissza a 1étezésiik, alig két évtizede fedezték
fel termelddésiiket allatokban (Hancock és Lehrer, 1998). Maig t6bb, mint 1500 AMP
molekula keriilt leirasra, melyekrdl egy részletes Osszefoglaldo adatbazis érhetd el a

http://aps.unmc.edu/AP/main.php weboldalon.
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Felépitésuk és altalanos jellemzésiik

A kationos AMP-k olyan gének altal kodolt fehérjék, melyek 12-50, legalabb
50%-ban hidroféb aminosavbol allnak, koztiik nagy mennyiségii lizint és arginint
tartalmaznak (Hancock és Lehrer, 1998). Felépitésiik alapjan 1éteznek diszulfid-hidakat
tartalmazd béta-redok, amfipatikus alfa-hélixek, illetve ezek kombinacioibol 1étrejott
struktarak egyarant (Hancock és Scott, 2000).

Az AMP-k rendkiviil széles antimikrobialis spektrummal rendelkeznek:
hatékonyak Gram-negativ és -pozitiv baktériumok, gombak, parazitak, rakos sejtek,
valamint burkos virusok (mint példaul a human immundeficiencia-virus, a HIV is) ellen
egyarant. Természetesen nem mindegyik AMP rendelkezik az 0Osszes felsorolt
tulajdonsaggal, altaldban csak néhany mikroorganzimus ellen képesek hatasukat kifejteni
(Hancock és Scott, 2000).

Legfoképp a kiilvilaggal érintkezd szovetekben termelddnek, igymint a bérben és
a nyalkahartydkon, mivel a szervezet itt taldlkozik eldszor a kérokozokkal. Ezen kiviil
megtalalhatdoak még a csontveldben és a here szovetében, valamint a fehérvérsejtekben
egyarant. A neutrofil granulocitak granulumjaiban példaul ezek a legnagyobb aranyban
el6fordulé fehérjék (Hancock és Lehrer, 1998).

Elséként antimikrobialis tulajdonsagukat fedezték fel, de ma mar ismert, hogy
endotoxin-ellenes, immunmodulator, gyulladascsokkenté (Scott et al., 2000), valamint
angiogenetikus hatassal is rendelkeznek (Yang et al., 2002), tovabbéa szerepiik van a

sebgyogyulas gyorsitasaban is (Hancock és Lehrer, 1998).

Hatasmechanizmusuk

Az AMP-k antimikrobialis hatasukat tobb ponton, egy komplex rendszerben fejtik
Ki. A Gram-negativ baktériumok ellen kifejtett hatasuk ennek megfeleléen Osszetett
mechanizmuson alapul. Els6ként a peptidek Onmagukat juttatjdk 4t a sejtfalon: a
tudoméany mai alldsa szerint ennek kétféle modja 1étezhet. Az elsét a ,barrel stave”,
vagyis ,,hordoléc”-modell irja le. Ennek soran a fehérjék pozitiv toltésiiknél fogva a
negativ toltésti sejtfalhoz kotddnek, majd ezen atjutva porust képeznek a sejtmembran
hidrofob részébe dgyazddva. A mésik lehetdség a ,,carpet model”, vagyis szényeg modell,
amikor az AMP-k a negativ toltésti foszfolipidekhez kotddnek, igy felbontjak a lipid
kettésréteg szerkezetét, ezaltal porust képezve a kiilvilag felé¢ (Guani-Guerra et al., 2010).

A kétféle folyamatot az 1. dbra szemlélteti.
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1. dbra: Az antimikrobdlis peptidek sejtbe jutdsanak mechanizmusa (Guani-Guerra et al., 2010)
A: ,, barrel stave” modell, B: ,, carpet” modell

A csatornak megvaltoztatjak a transzmembran potencialt, és ez, valamint az
altaluk okozott permeabilitdsi zavar sok esetben elegendének bizonyul a baktérium
elpusztitdsara. Azonban maskor, mivel a csatorndk csak rovid ideig maradnak fenn (Wu
et al., 1999), a rajtuk keresztiil bejutott peptidek okoznak muikddési zavart a sejten beliili
polianionos molekuldkhoz, példaul a DNS-hez kétddve (Zhang et al., 1999). Kiemelendd
tovabba a kationos peptidek azon tulajdonsaga is, mely altal képesek potencirozni egyes
antibiotikumok hatdsat, hiszen az altaluk képzett csatornikkal segitik bejutasukat a
baktériumok belsejébe (Hancock és Scott, 2000).

A fenti mechanizmus kevés lehetdséget ad AMP rezisztencia kialakuldsara a
baktériumok szamdra. A PhoP/PhoQ rendszer (egyes baktériumok két elembdl allo
szabalyoz6 rendszere) mutacidja révén elérhetd ugyan bizonyos foku ellenéllés, azonban
ez is csak a minimalis gatlo koncentracido emelkedését vonja maga utan, valodi
rezisztencia kialakulasdra nem ad lehetdséget. Eredendden rezisztens korokozokrol is
csak elvétve szamol be a szakirodalom: ilyen példaul a Burkholderia cepacia, mely
specialis, kiils6 membranrétege segitségével védekezik az AMP-k ellen, valamint a

Proteus és Serratia fajok, melyek proteaz enzimjeikkel képesek lebontani bizonyos
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kationos peptideket (Hancock és Scott, 2000). Azonban a fenti baktériumok kérokozo
képessége az allatok vagy az emberek szamara elhanyagolhatd, igy e korokozok
rezisztenciaja nem jelent igazi problémat a gyogyaszati célu felhasznalas szempontjabol.

Az AMP-k ezen kiviil hatékony mechanizmussal rendelkeznek a bakterialis
fert6zések kovetkeztében kialakul6 endotoxin-sokk megeldzésében is. Képesek megkotni
a Gram-negativ baktériumok faldban taldlhato lipopoliszacharidokat, illetve a Gram-
pozitiv baktériumokban taldlhato lipoteikolsavat (tovabbiakban LTA-t). Ezen kiviil
blokkoljak az LPS kot6dését az LPS-kot6 proteinhez (LPS-binding protein, tovabbiakban
LBP), igy megakadalyozzak a makrofagok aktivalodasat és ezaltal a karos, gyakran
sokkos allapothoz vezetd gyulladasos folyamatok 1étrejottét (Scott et al., 2000). Az LPS
¢s az LTA szerepére a gyulladdsos folyamatokban, valamint az AMP-k ez ellen hato
mechanizmuséra a késObbiekben térek ki részletesebben.

Lathato tehat, hogy az AMP-k t6bb elonyos tulajdonsaggal is rendelkeznek, mely
megfeleld jeloltté teszi dket az antibiotikumok helyettesitésére irdnyuld kutatasokban.
Széles antimikrobidlis spektrummal rendelkeznek, az elleniik kialakul6 rezisztencia
csekély, gyorsan képesek elpusztitani a patogén mikrobakat, valamint szinergizmust

mutatnak tobb ismert antibiotikummal is.

Endotoxin-ellenes hatasuk részletes ismertetése

Ismert, hogy a szervezetre nem csak az €16, szaporodd baktériumok, hanem a
bel6litk felszabadulo sejtfalkomponensek is képesek karos hatast kifejteni. Ezek a
molekuldk a baktériumok elpusztulasakor és szétesésekor szabadulnak fel, amely jelenség
nagyobb ardnyban fordul eld példaul antibiotikumos kezelést kovetden. Ekkor a szervezet
stlyosan kéarosodhat a gyulladdsos folyamatok kovetkezményeként, igy belathato, hogy
az antibiotikumok hasznalata kozel sem jelent tokéletes megoldast a bakterialis fertézések
kezelésében.

Ma mar jol ismertek a Gram-negativ baktériumok sejtfalat alkoto, gyulladaskeltd
hatassal rendelkez6 anyagok, az LPS-ek, melyeket endotoxinnak is neveziink. Ezen kiviil
fontos megemliteni a Gram-pozitiv baktériumok sejtfalat alkotd6 LTA-t is, amely talan
kevésbé ismert, de az LPS-hez nagyon hasonlé mechanizmuson keresztiil aktivalja az
immunrendszer sejtjeit (Heumann et al., 1994). A szervezet rendkiviil érzékeny
mechanizmussal rendelkezik az LPS felismerésére: emberekben mar nanogrammos

mennyiség bejuttatasa is szeptikus sokk tiineteit valthatja ki (Michie et al., 1988).



Az LPS el0szor a majban termelddé LBP-hez kapcsolodik, majd ehhez kotédve
jut el a véraramon keresztiil a kiilonb6zd sejtek, példaul monocitak és makrofagok
feltiletén talalhatd6 CD14 receptorokhoz. Ez a k6tddés utana egy intracellularis jelatviteli
folyamatot indit el a Toll-like receptorokon (TLR) keresztiil az immunsejtekben, mely
végiil gyulladasos citokinek (példaul interleukin-6 és tumor nekrézis faktor-o, vagyis
TNF-a) termelddéséhez vezet (Ulevitch és Tobias, 1999). Az LTA szintén a CD14-en és
a TLR-eken keresztiil képes aktivalni a makrofagokat (Heumann et al., 1998).

Az AMP-k a mar korabban emlitett modon képesek kotddni az LPS-hez, azon
folyamat részeként, mely a sejtbe jutdsukat is eldsegiti. Bebizonyitottdk, hogy egyes
AMP-k kifejezett affinitassal rendelkeznek az LPS-ek iranyaba (Scott et al., 1999).

Ezen kivill kimutattak, hogy a kationos AMP-k szerkezetiiktdl fliggetleniil
képesek blokkolni az LPS kotddését az LBP-hez. Ezaltal megakadalyozzdk az LPS
kotodését a CD14 receptorhoz, és gatoljak a szervezet szamara karos reakciokhoz vezetd
gyulladasos citokinek termelédését. Kutatasok bizonyitottak, hogy allati eredetit AMP-k
csokkenteni képesek LPS-sel kezelt, egér eredetii makrofag sejtvonal (RAW 264.7) TNF-
a és IL-6 termelését (Scott et al., 2000).

Az AMP-k affinitasa az LTA irant joval kisebb, mint az LPS iranyaba, de a Gram-
pozitiv baktériumok ellen kifejtett hatdsuk nem 4all korrelacidban ezen affinitas
mértékével. Kimutattak, hogy az AMP-k szignifikansan csokkentik az LTA-val kezelt
egér eredetli makrofag sejtvonal (RAW 264.7) TNF-a és IL-6 termelését is (Hancock and
Scott, 2000).

A szervezet szamara rendkiviili fontossaggal bir a ma; védekezd képessége Gram-
negativ baktériumok ellen. Ezek foként a bélrendszerbdl felszivodva, a portalis
keringésen keresztiil érik el a méjat, azonban mas bemeneti kapun keresztiil is eljuthatnak
e szervhez. Kimutattak, hogy az egészséges allatok szdmdra intravénasan adagolt LPS
nagy része perceken belil eltlint a keringésbdl, és a majban akkumulaldédott (Mathison és
Ulevitch, 1979). A majba jutott LPS szintén az LBP-hez kotodik: ez szallitja a majban
fellelhet6 specialis makrofagok, a Kupffer-sejtek feliiletén talalhato CD14-receptorhoz.
Ezen keresztiil a TLR-4 aktivadlja az immunsejtek citokin-termelését, valamint reaktiv
oxigén-gyokok képzodését. Ezen folyamatok stilyos majkarosodashoz vezethetnek, mely
a szervezet szdmara végzetes kovetkezményekkel jarhat (Su, 2002).

Osszességében az AMP-k nem csupan antibakterialis, de gyulladascsdkkentd
hatdsuk miatt is potencialis jeloltté valhatnak a bakteridlis fertézések kezelésében.

Antibiotikumokkal egyiitt alkalmazva nem csupan potencirozzak azok hatasat, de a
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szétesd baktériumok sejtfalabol felszabaduld sejtfalkomponensek altal kivaltott
gyulladdsos folyamatok kialakulasat is képesek megakadalyozni. Ezek alapjan sokkal
komplexebb védelmi rendszert nydjthatnak mind az emberek, mind az allatok szamara,

mint az 6nalldéan alkalmazott antibiotikumok.

Antibiotikum-rezisztencia a baromfitartds teriiletén

Napjaink élelmiszeriparaban a baromfitartasnak kiemelkedd szerep jut. A
legnagyobb szamban tenyésztett haszonallat a csirke: a vilagon tobb, mint 90 milli6 tonna
csirkehust termelnek évente (Agyare et al., 2018), Magyarorszag baromfihus exportja
pedig 2018-ban 139 ezer tonna volt (Vadkerti-Toth, 2018).

A baromfidgazat jelentds mértékben hasznal antibiotikumokat, melyek egy része
a human orvoslas szdmara is nagy jelentdséggel bir. Ezek eldirasoktol eltérd és tulzod
hasznalata az egyre nagyobb Iéptéket 61t6 antibiotikum-rezisztencia gyors terjedéséhez
vezetett, és bar egyre tobb szabalyozast dolgoztak ki ezek mérséklésére, ugy tinik, az
igyekezetek nem bizonyulnak elegendonek. A ma termelt antibiotikumok mintegy 60 %-
a a haszonallattartdsban keriil felhasznalasra (Van Boeckel et al., 2015).

Az antibiotikumok hatastalanna valasa egyrészt hatalmas gazdasagi karokhoz
vezethet, hiszen a baromfitartok képtelenné valnanak allataik bakterialis fertézésekkel
szembeni védelmére, masrészt az allatok rezisztens koérokozoi az emberekbe keriilve
atvihetik rezisztencia-génjeiket human patogén baktériumokra. Ez megtorténhet a teljes
lakossagot tekintve a kereskedelembe keriild nyers termékeken keresztiil, vagy a
baromfival érintkezé dolgozok rezisztens baktériumokkal torténd fert6zodése révén
(Agyare et al., 2018).

Lathato tehat, hogy mind gazdasigi, mind human egészségligyi szempontbol
rendkiviili fontossaggal bir 0], az antibiotikumok helyettesitésére hasznalhat6 vegyiiletek
kutatasa. Eddigi eredmények alapjan megfelel jeloltnek tiinnek az AMP-k, jelen
munkankban koziiliik a CHP-1-et vizsgaltuk.

Chicken heterophil peptide-1 (CHP-1)

Az altalunk vizsgalt antimikrobialis hatasu peptid, a CHP-1 a csirkék heterofil
granulocitdiban termelddik. A heterofil granulocitdk olyan polimorfonukleéris
makrofagok, melyek a madarakban feladatukat tekintve megfelelnek az eml6sok neutrofil

granulocitainak. A gyulladas akut, exsudativ fazisaban elsddleges szerepiik van, elséként
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akkumulaloédnak a gyulladas helyszinén. Ezen kiviil az LPS is kemotaktikus hat4ssal van
rajuk (Harmon, 1998).

A heterofil granulociték altal kivaltott gyulladésos reakcié a sériilés helyén sokban
jellemzé a heterofil granulomak képzddése, mely soran a nekrotizalt heterofilok
Osszegyllve sajtos jellegli gyulladast alakitanak ki, és epitheloid makrofagok valamint
rostos kotdszovet altal hatarolodnak el a kornyezettol (Montali, 1988). Kiilonlegességiik,
hogy hianyzik bel6liik a mieloperoxidaz rendszer, tehat nem képesek oxidativ
szabadgyokoket felszabaditani a fagocitozis soran. Epp ezért kiemelt jelentdségiik van a
benniik fellelhetd egyéb védekezd rendszereknek — mint példaul a granulumjaikban
talalhato AMP-knek, ahogy a CHP-1-nek is (Evans et al., 1995).

Az altalunk vizsgalt CHP-1-et a defenzinek, ezen beliil a B-defenzinek ko6zé
soroljuk, melyek ciszteinben gazdag, B-red6zott felépitésii molekulak. Hat ciszteint
tartalmaznak, melyek harom par diszulfid-hidat alkotnak (Sugiarto és Yu, 2004).

Antimikrobidlis spektrumuk széles: Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok,
valamint protozoonok, néhany gombafaj és burkos virusok, példaul a HIV ellen is
hatékonyak (Sugiarto és Yu, 2004). Effektivnek bizonyultak Candida albicans,
Salmonella Enteritidis, Camplyobacter jejuni, Bordetella avium, Escherichia coli és
Salmonella Typhimurium ellen egyarant (Evans et al., 1995). A defenzinek tovabbi

hatasmechanizmusat a 2. abra szemlélteti.

Sebgyogyulas 4—— [ibroblast Proteazok gatlasa (pl. furin, cathepsin L)

/ a szdvetelhalast megakadalyozza
, T -sejt R :
& Enzimek gatlasa =P A fibrinolysis gatlisa megakadalyozza
g S ’ g a baktériumok szorédasat
Monocyta ‘% \
TNF-a termelés gatlasa csokkenti a

Cl hemolaulkus
hatas Kozvetlen gyulladast és megakadalyozza a szepszis

mikrobatlé kialakulasat
hatds 4
1
K 1
1

Patogének
Macrophag Defenzinek | -
. -~
Phagocytosis T A macrophsg - . 4 AZLPS S LTA hasira
vilasz szablyozisa termelddo citokinek
szupresszilisa
Neutrophil
/) ‘ granulocyta ¥ & mastocyta
i3 sranuldcioj
@%% 4+— A macrophag apoptosisinak degranulacioja
Macmphag’ stimulalasa Gyulladashoz vezet hisztamin
; _—
benne a patogénekkel felszabadulas

2. abra: A defenzinek hatasmechanizmusa (Sugiarto és Yu, 2004)
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Célkitiizés

Napjainkban mind a human-, mind az allatgydgyaszat teriiletén egyre nagyobb
problémat jelent a fokozott mértékben terjedd antibiotikum-rezisztencia. Nem kivétel ez
aldl a jelenleg legnagyobb szamban tartott haszonallat, a csirke sem, mely allatfajra az
antibiotikum-rezisztencia tobbrétii veszélyforrast jelent. Egyrészt, hatalmas gazdasagi
karokkal jarhat, ha a kiilonféle patogén baktériumok rezisztenssé valnak az altalunk
ismert antibiotikumokkal szemben, mésrészt kiilonds veszélyt jelent a rezisztencia gének
atjutdsa human patogén korokozokba a baromfihus, tojas, vagy a gondozok allatokkal
vald kontaktusa altal. Mindezek alapjan belathat6, hogy tobbek kozott a baromfitartés
teriiletén is egyre 1ényegesebbé valik az antibiotikum-felhasznalas csokkentése, valamint
olyan gyogyszerek kutatdsa, melyek a jovoben részben vagy egészben helyettesithetik az
antibiotikumokat.

Erre a célra lehetséges alternativat jelenthetnek az AMP-k, melyek bizonyitott
mikrobaellenes hatasuk mellett igéretesek lehetnek a gyulladdsos folyamatok, koztiik az
LPS ¢s LTA Aaltal kivaltott szeptikus sokk megel6zésében és kezelésében egyarant.

Munkank soran a CHP-1 gyulladascsokkentd tulajdonsagait kivantuk vizsgalni
csirke eredetli majsejttenyészeteken. Kisérletiink soran arra kérdésre igyekeztiink vélaszt
talalni, hogy a CHP-1 hogyan befolyasolja a gyulladasos folyamatokat csirke eredetii
primer majsejt monokultarakon, illetve 2:1 arany majsejt — nem parenchymalis sejt ko-
kultardkon. Ez utobbi sejtarannyal a majban zajlo, sulyos foku gyulladasos allapotra
jellemzd sejtosszetételt kivantuk modellezni. A kutatdomunka keretében 1, 10 és 50 pg/ml
koncentracioban alkalmazott LPS-sel valtottunk ki gyulladasos folyamatot, melyet CHP-
1 0,5 és 5 pg/ml koncentracioban torténd felhasznéalasaval igyekeztiink mérsékelni. A
sejtek metabolikus aktivitasait CCK-8 teszttel, az oxidativ stressz mérteékét Amplex Red
modszerrel, illetve az IL-6 szintet csirke specifikus szendvics ELISA-val hataroztuk meg.

Reményeink szerint kutatasunk alapvetd informaciokkal szolgalhat a CHP-1 in
vitro hatasairol, és eldsegitheti a jovobeli, allatgyogyaszati felhasznalasara iranyuld

torekvéseket.
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Anyag és modszer

Sejtmodellek létrehozasa

A sejtek izolalasa

Munkank sordn a sejtmodellek 1étrehozasahoz egy 3 hetes, himivar, Ross-308
tipusu hibrid brojlercsirkét hasznaltunk fel. A sejtizolalas az allat megérkezését kovetden
azonnal megtortént, igy az Allatorvostudomanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaganak allaspontja szerint kiilon allatvédelmi engedélyre nem volt sziikség.

A tovabbiakban felhasznalt azon vegyszereket, ahol a gyart6 nincs feltiintetve, a
Sigma-Aldrich vallalattol (St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok) szereztiik be.

Az éllatot eldszor szén-dioxid segitségével bodditottuk, majd ezt kovetden
dekapitaltuk, kivéreztettiik és az el6készitett asztalon hatfekvésben rogzitettiik. A hasi
tollazatot eltavolitottuk, majd a haslireget a bor etanollal torténd fertdtlenitése utdn tompa
fejtéssel megnyitottuk. Ezt kdvetden a vena gastropancreaticoduodenalis-on keresztiil
kaniilaltuk a portalis rendszert 22G méretii vénakaniil felhasznalasaval. Ezen keresztiil
vezettiik a perfuzidos folyadékokat a mdjba 30 ml/perc aramlédsi sebességgel.
Mindekozben a szivbe, a jobb pitvaron ejtett bemetszésen at egy livegkaniilt vezettiink a
perfuzios rendszer elfolyd dganak kialakitasara, melynek segitségével a késobbiekben a
kollagendz tartalmu oldattal torténd perfuzios lépés soran megvalosithatdo az oldat
gyljtése és ismételt felhasznalasa.

Az in situ perfiizié soran haromlépcsds rendszert alkalmaztunk. Ez el6tt a sejtek
1zolalasahoz hasznalt valamennyi oldatot 40°C hOmérsékletre melegitettiik, valamint
kozvetleniil felhasznalas elétt Carbogennel (Osszetétel: 95% 02, 5% CO2; 1 I/perc
aramlasi sebesség) buborékoltattuk at. A folyamat harmadik lépése soran az ujra
felhasznalt kollagenaz oldat hdmérsékletét folyamatosan ellendriztiik, és végig 40°C-on

tartottuk.

A perftzi6 soran felhasznalt oldataink a kdvetkezOk voltak:

1. 150 ml EGTA-tartalmu (0,5 mmol/l) HANKS-puffer

2. 150 ml HANKS-puffer

3. 100 ml HANKS-puffer: 100 mg IV. tipusi kollagenaz (Serva, Duisburg,
Németorszag), 7 mmol/l CaClz, 7 mmol/l MgCl; kiegészitéssel
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A HANKS-puffer elkészitése soran a HANKS torzsoldatot tizszeresére higitottuk
steril desztillalt vizzel, majd 4,7 ml 7,5 %-0S NaHCO3 oldatot adtunk hozza 1000 ml
higitott pufferhez.

Az EGTA-tartalmia HANKS-puffer 6sszeallitasa soran 150 ml HANKS-pufferhez
annyi EGTA-t adtunk hozza, hogy a végkoncentracié 0,5 mmol/l legyen. Az EGTA egy
magnézium- és kalciumionokra specifikus kelatképz0 anyag, ami az utobbiak
megkotésével eldsegiti a sejtkapcsolatok fellazitasat, ezaltal konnyebbé téve a szovet
szétesését és a sejtek izolalasat.

Els6 1épésként a mdj atmosasat és vértelenitését végeztiik el EGTA-tartalmu
HANKS-puffer segitségével. Kovetkezoként a maj allomanyat EGTA-mentes HANKS-
pufferrel is &atmostuk, mivel az utols6 Ilépésben hasznalt kollagendzoldat csak
magnézium- és kalciumionok jelenlétében képes kifejteni a hatasat, s ezeket az EGTA
megkototte. A harmadik 1épésben hasznalt kollagenaz enzimet tartalmaz6 oldat feladata
a sejtek kozotti extracellularis matrix bontasa. A kollagendzzal torténd emésztést addig
folytattuk, ameddig a majon meg nem jelent a jellegzetes, a parenchyma szétesését jelzo
marvanyszer( rajzolat.

Ezt kovetéen a mdjat kiemeltilk és steril fézOpoharba helyeztiik, a tovabbi
munkafolyamatokat pedig jégen végeztiik, steril fiilke alatt. Felnyitottuk a Glisson-tokot,
majd a majat 50 ml bovine serum albuminnal (BSA, 2,5%) kiegészitett, el6zetesen
Carbogennel  atbuborékoltatott HANKS-pufferben szuszpendaltuk. A kapott
sejtszuszpenziot haromrétegli steril gézlapon szlrtik at a sejtaggregatumok és az
emésztetleniil maradt interstitium eltdvolitasa végett, majd a BSA-tartamu HANKS-
pufferben 45 percig jégben allni hagytuk. Ez utobbi 1épés célja a sejtek elkiiloniilésének
tdmogatasa és dsszecsapddasuknak meggatolasa volt.

A sejtszuszpenziobdl haromlépéses centrifugélas segitségével végeztik el a
majsejteket tartalmazoé frakcio izolalasat. Els6 1épésként a BSA-val kiegészitett HANKS-
pufferben, 100 g gyorsulasi értéken, 3 percig centrifugaltuk a sejtszuszpenzidt. A kapott
feliiluszot (minden 1€pés soran) steril edényben gyiijtottiik Ossze, a kapott iiledéket
Williams’ Medium E tapfolyadékban reszuszpendaltuk, majd ismét 100 g-n, 3 percen at
centrifugaltuk. A harmadik Iépés soran a kapott tiledéket Gjfent Williams’ Medium E-ben
reszuszpendaltuk és az els6 két 1épésben ismertetett modon centrifugaltuk, igy veégil 20
ml hepatocitakban gazdag sejtszuszpenziot kaptunk.

Ezt kovette a sejtek életképességének vizsgalata, melyet Biirker-kamraban,

tripankékes festéssel végeztiink. Ennek soran 200 pl tomény sejtszuszpenzidhoz 800 ul
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Williams® Medium E-t adtunk, majd az igy kapott higitott szuszpenziéo 200 pl-éhez
adtunk hozza 200 pl tripankéket. Ez a festék csak a karosodott sejtfalon képes atjutni,
ennek alapjan a kékkel festédott sejteket életképtelennek, a nem festodotteket
¢letképesnek itéletik meg. A sejtszuszpenziot akkor tekintettiik alkalmasnak a
sejttenyészet kialakitdsara, ha abban az ¢l0 sejtek ardnya meghaladta a 90 %-ot.
Amennyiben az életképességet megfelelének itéltiik, a tomény sejtszuszpenziot 10°
sejt/ml koncentraciora allitottuk be, valamint a ko-kultura kialakitasahoz a hepatocita
szuszpenziot tovabb higitottuk.

Ez utan a nem-parenchymalis sejtek, azaz tilnyomorészt Kupffer-sejtek izolalasa
kovetkezett differenciald centrifugalas segitségével. Ezt a miveletet a hepatocitak
tisztitdsa soran kapott feliiliszobol végeztiik. Ennek soran az emlitett feliiliszokat eldszor
350 g-n, 10 percig, majd az igy kapott 0j feliiliszokat tiszta centrifugacsébe atontve 800
g-n Gjabb 10 percig centrifugaltuk. A masodik centrifugalast kovetden kapott tiledéket 5
ml Williams® Medium E-ben reszuszpendaltuk. Ez utan ebben az esetben is vizsgaltuk a
sejtek életképességét tripankékes festés segitségével, Biirker-kamraban, a hepatocitaknal
ismertetett modon. Egyetlen kiilonbség adddott, hogy az alacsonyabb sejtszdm miatt
ebbdl a sejtszuszpenziobol 200 ul-t mértink be 200 pl Williams Medium E-be.
Amennyiben a sejtek életképességét megfelelonek talaltuk, a tomény sejtszuszpenziot
szintén 10° sejt/ml koncentraciora allitottuk be, majd a ko-kultira elkészitéséhez tovabb

higitottuk.

Sejtek lerakasa és inkubalasa

A sejtek lerakasat kétféle, eldzetesen I-es tipusu kollagénnel bevont, 6- és 96-
lyuku tenyésztéedényen (Greiner Bio-One, Mosonmagyardvar, Magyarorszag) végeztiik.
A kétféle sejttipust felhaszndlva az dsszes sejtszam tekintetében megegyezd, a felhasznalt
sejtek aranyaban kiilonb6z6 sejttenyészeteket alakitottunk ki. Egyrészt létrehoztunk a
majsejt-szuszpenziobol monokultirakat, ezen felill kombinaciéjukbol 2:1 aranyu
majsejt:nem-parenchymalis sejt ko-kultarakat alakitottunk ki.

Az emlitett ko-kulturak létrehozéasa soran elészor a nem-parenchymalis sejtek
kertiltek lerakasra, melyek 20 perc alatt kitapadtak a tenyésztdedényekre, majd ezt
kovetden leszivtuk a tapfolyadékot és ramértiik a lyukakra a ko-kultarak kialakitasa

céljabol létrehozott hepatocita sejtszuszpenziot.
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A kialakitott sejttenyészeteket steril termosztatban, 5 % COz és kozel 100% relativ
paratartalom mellett, 37 °C-on inkubaltuk. A tapfolyadékot a sejtek lerakasat kovetd 4.
oraban cseréltiik el0szor, majd ezutan 24 6ran at inkubaltuk oket, melynek végére
tenyészeteink Osszefliggdvé valtak.

A sejtek izolaldsa és inkubalasa soran hasznalt tapfolyadék Osszetétele a
kovetkezd volt:

e Williams’ Medium E, kiegészitve:
o 0,22 % NaHCO3
o 50 mg/l gentamicin
o 2 mmol/l glutamin
o 5 % foetal bovine serum (FBS, csak az elsé 24 oOraban tartalmazta a
tapfolyadék)
o 4 pg/l dexametazon

o 20 NE/l inzulin

Sejtek kezelése

A 24 6rés inkubdcids 1d6 letelte utan megkezdtiik a sejttenyészetek kezelését. A
gyulladasos allapot kialakitasa céljabol Salmonella enterica ssp. enterica ser.
Typhimurium eredetii LPS-sel kezeltik a sejtkulturakat, melynek koszonhetéen
modellezni tudtuk a Gram-negativ baktériumok sejtfalszarmazékainak sejtekre gyakorolt
karositd hatasat. A mono- ¢és ko-kulturak tapfolyadékait 0, 1, 10, és 50 pg/ml
koncentraciora egészitettiik ki az emlitett gyulladaskelté agenssel.

A gyulladdsos folyamatok mérséklése érdekében az  LPS-tartalmu
tapfolyadékokat CHP-1-el (MyBioSource, San Diego, USA) 0, 0,5 és 5 pg/ml
koncentréaciora egészitettiik ki.

A kiegészitett tapfolyadékokat minden esetben harom parhuzamos sejttenyészetre
mértiik ra, majd 8 oran keresztiil inkubaltuk éket. Az inkubacios id6 letelte utan a 6-lyuka
lemezeken kialakitott sejtenyészetek tapfolyadékabol mintdkat vettiink, majd azokat
feldolgozasukig -80°C-on taroltuk. A 6- és 96-lyuki tenyésztéedényeken maradt sejteket
el6szor Phosphate Buffered Saline (PBS) felhasznalasaval atmostuk, majd M-PER lizalo

reagenst mértiink rajuk, mellyel 5 percig razogattuk az edényeket. A lizalt sejtek

crcr
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Thermo Scientific, Waltham, USA) felhasznalasaval hataroztuk meg. Erre azért volt

crer

standardizaltuk, ezzel igyekeztiink elkeriilni, hogy az egyes sejttenyészetek esetlegesen

eltéro sejtszama befolyasolja eredményeinket.

Mérések

A sejtek metabolikus aktivitdsanak vizsgalata

A sejtek metabolikus aktivitasanak vizsgalatat Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
teszttel végeztiik. Ennek alapja, hogy a metabolikusan aktiv sejtek altal termelt redukalt
koenzimekrdl szarmazoé hidrogén felvételével a reagensben talalhatdé WST-8 szinképzd
anyag narancssarga WST-8-formazanna alakul at. Esetiinkben ennek a vizsgéalatnak az
eredményét nem a sejtszam valtozasaval azonositottuk, hanem a metabolikus aktivités
mértékével, mivel tenyészeteinket mivel rovid inkubécios idonk alatt a sejtosztodas
mértéke elhanyagolhat6.

A vizsgalat soran a mintavételezést kovetéen a 96-lyuku lemezekre 100 pl friss
tapfolyadékot mértiink lyukanként, melyekhez hozzaadtunk 10 ul CCK-8 reagenst. Két
ora 37°C hémérsékleten torténd inkubacio utan, 450 nm hullamhosszon olvastuk le az

abszorbancia értékeket Multiskan GO 3.2 leolvaso segitségével.

A H>0» szint mérése

A tapfolyadékban levé H202 mennyiségének meghatarozasat a kezelt
sejttenyészetekrdl leszivott sejtmentes tapfolyadékbol Amplex Red mddszerrel végeztiik
el. Ennek lényege, hogy a reagensben talalhatd tormaperoxiddz enzim hatéasara a sejtek
altal termelt hidrogén-peroxiddal azonos mennyiségli fluoreszcens rezorufin képzddik,
melynek fluoreszcencia-intenzitasa 585 nm hullamhosszon mérhetd. A reakcidhoz
Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit-et hasznaltunk, melyet a Thermo
Fisher-t61 (Waltham, USA) szereztiink be.

A méréshez felhasznalt oldatokat a gyart6 utasitasai szerint készitettiik el, majd
96 lyuku lemezen végeztiik a vizsgalatot. E16szor bemértiink 50-50 pl-t a mintakbol, a
standard és a kontroll oldatokbol is, majd ramértiink 50-50 pl-t a gyartd utasitasait

kovetve, frissen elkészitett Amplex Red reagensbdl. Ezt kovetden 30 percig,
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szobahdmérsékleten, fénytdl védett helyen inkubaltuk a lemezt. Az inkubécios id6 letelte
utan a Gyogyszertani és Méregtani Tanszéken talalhaté Victor X2 Multilabel Plate
Reader segitségével olvastuk le a fluoreszcencia értékeket. Beallitasainkban az excitacios

maximum 570 nm, az emisszios maximum pedig 585 nm volt.

Az interleukin-6 koncentricié mérése

crer

sejtmentes tapfolyadékokbol csirke specifikus szendvics ELISA modszer segitségével
hataroztuk meg.

A szendvics ELISA elénye a direkt ELISA-val szemben, hogy kétféle ellenanyag
is részt vesz a reakcioban, és mindkettd specifikus a keresett antigénre, igy érzé¢kenyebb
modszernek tekinthetd. Az elsd ellenanyag a lemezhez kotott, ehhez kapcsolodik hozza
a keresett antigén, a masodik ellenanyag pedig a rogziilt antigénhez k6tddik, és enzimmel
jelolt (példaul alkalikus-foszfatazzal vagy esetlinkben tormaperoxidazzal). Az enzim
szubsztratjat utolsd 1épésként adjuk hozza a rendszerhez, melynek eredményeként
spektrofotométerrel kvantifikdlhatd szinreakci6 jatszodik le. A 1étrejott szin intenzitdsa
egyenesen aranyos az oldatban 1év6 antigén mennyiségével (Varga et al., 2018).

Mérésiinkhoz Chicken Interleukin-6 (IL-6) ELISA Kitet hasznaltunk, melyet a
MyBioSource cégtél (San Diego, USA) szereztiink be. A mérés soran felhasznalt
oldatokat és reagenseket a gyart6 utasitasainak megfelelden készitettiik el. Ezt kdvetden
96-lyuku lemezre mértiik a mintakat és a standardeket, egy lyukba 100 pl 6ssztérfogat
keriilt. Majd 90 perces inkubaci6 kovetkezett 37 °C-on.

Az IL-6 ellenanyagot 30 perccel a haszndlat el6tt 1:100 aranyban higitottuk. Ez
utan a lyukakat az inkubacids id6 letelte utan kétszer mostuk a mosé pufferrel, majd
ramértiik az IL-6 ellenanyagot (100 pl/lyuk) és 37 °C-on 60 percig inkubaltuk.

Az enzim-konjugatumot (amely tormaperoxidazt tartalmaz) szintén 1:100
aranyban higitottuk 30 perccel a hasznalatot megel6zden. Az inkubécios 1d6 letelte utan
a lyukakat haromszor mostuk a mosé pufferrel, majd bemértiik az enzim-konjugatumot.
Ez utan Gjabb inkubalas kovetkezett 37 °C-on 30 percig. Ennek letelte utan a lyukakat
OtszOr mostuk, aztan hozzaadtuk a szinreagenst.

Végiil ismételt inkubacio kovetkezett, mely soran tobbszor ellendriztiik a kialakult

szinreakciot, és a szingradiens feltlinésekor leéllitottuk a reakcidt a reakciot leallito,
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kénsavtartalmu oldat hozzaadasaval. Az abszorbanciat 450 nm-en olvastuk le, a reakcid

leallitasa utan kozvetlendl.

Statisztika

A kapott eredmények kiértékeléséhez az R 3.6.1 statisztikai szoftvert hasznaltuk.
A kontroll és a kezelt csoportok Osszehasonlitasahoz egy-utas ANOVA tesztet
hasznaltunk. Szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg, amennyiben P < 0,05; valamint
minden eredményt atlag + standard hiba alakban fejeztiink ki. A CHP-1 hatasat mindig
adott LPS kezelés fiiggvényében vizsgaltuk, azaz a CHP-1-el kezelt sejteket az adott LPS

koncentraci6 CHP-1 mentes kontrolljahoz viszonyitottuk.
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Eredménvek

Sejttenyészeteink kezelését a kovetkezoféleképpen hajtottuk végre: az LPS-t 1, 10
¢és 50 pg/ml, a CHP-1-et pedig 0,5 és 5 pg/ml koncentracioban alkalmaztuk. Ezeket a
koncentraciokat minden lehetséges mdédon kombinaltuk egymassal €s az igy kiegészitett
tapfolyadékokkal kezeltiik a majsejt mono-kultardkat, valamint a majsejt — nem-

parechymalis sejt ko-kulturakat is.

A CCK-8 teszt eredménvyei

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy majsejt mono-kultirdk esetében a

crer

cre

szignifikansan (P<0,05) emelkedett a sejtek metabolikus aktivitdsa minden LPS kezelés

esetében, a CHP-1-el nem kezelt kontrollokhoz képest. Az eredményeket a 3. 4bra

szemlélteti.
Metabolikus aktivitas - Majsejt mono-kultura
1
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Abszorbancia (atlag + SE

3. abra: A metabolikus aktivitas mértékének valtozdsa csirke eredetii majsejt mono-kulturan LPS
(lipopoliszacharid) és CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatasdra
LPSO = 0 ug/ml, LPSI = I ug/ml, LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. CHP0 = 0 ug/ml, CHP0,5 =
0,5 ng/ml, CHP5 = 5 ug/ml.
* P<0,05, ** P<0,01
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A majsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kultarak esetében sem a 0,5 pug/ml, sem
az 5 pg/ml CHP-1 kezelés nem tudta szignifikdnsan befolyéasolni a sejtek metabolikus
aktivitasat egyik LPS-koncentracio esetében sem a CHP-1-gyel nem kezelt kontrollokhoz
képest (4. abra).

Metabolikus aktivitas - Ko-kultura

0 I

LPSO LPSO LPSO LPS1 LPS1 LPS1 LPS10 LPS10 LPS10 LPSS0 LPS50 LPS50
CHP0O CHP0.S CHPS CHP0 CHP0.S CHPS CHP0 CHP0.S CHPS CHP0 CHP0.S CHPS
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o (=]
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—
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—

_{

Abszorbancia (atlag + SEM)
o o
(5] o

o
—

4. dbra: A metabolikus aktivitas mértékének valtozdsa csirke eredetii majsejt-nem parenchymalis sejt ko-
kulturan LPS (lipopoliszacharid) és CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatdsara
LPSO = 0 ug/mi, LPSI1 = 1 ug/ml, LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. CHPO = 0 ug/ml, CHP0,5 =
0,5 ug/ml, CHP5 = 5 ug/ml.

Az Amplex Red teszt eredményei

Eredményeink alapjan azt tapasztaltuk, hogy mind a majsejt monokultirakon,
mind a majsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kulturdkon a sejtek H20.-termelése
¢s 1 pg/ml LPS koncentracio, tovabba a mono-kultarakban 50 pg/ml LPS koncentracio
esetében. Ezzel szemben a tapfolyadék H2O2-koncentracidja szignifikansan (P<0,05) n6tt
CHP-1-gyel nem kezelt kontrollokhoz képest. Az eredményeket az 5. és a 6. abra

szemlélteti.
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5. abra: A Hy0; termelés valtozasa csirke eredetii majsejt mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és
CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatdsara
LPSO = 0 ug/mi, LPSI1 = 1 ug/ml, LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. CHPO = 0 ug/mi, CHP0,5 =
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0,5 ug/ml, CHP5 = 5 ug/ml.
* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001
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6. dbra: A HyO; termelés valtozdsa csirke eredetii mdjsejt-nem parenchymadlis sejt ko-kultiran LPS

(lipopoliszacharid) és CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatdsdra

LPSO = 0 ug/ml, LPSI = I ug/ml, LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. CHP0 = 0 ug/ml, CHP0,5 =

0,5 ug/ml, CHP5 = 5 ug/ml.
* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001
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Az IL-6 koncentracié mérésének eredményei

A mérés soran megallapithatjuk, hogy médjsejt monokultardk esetében a 0,5 pg/ml

crer

crer

viszont az 5 pg/ml koncentracioji CHP-1 szignifikansan (P<0,05) emelte a vizsgalt
interleukin mennyiségét a tapfolyadékban 0, 10 és 50 pg/ml LPS-kezelés esetében a CHP-

1-gyel nem kezelt kontrollokhoz képest. Az eredményeket a 7. abra szemlélteti.

IL-6 koncentracio - Majsejt mono-kultira
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7. abra: Az IL-6 koncentracio valtozasa csirke eredetii majsejt mono-kulturan LPS (lipopoliszacharid) és
CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatdsara
LPSO = 0 ug/mi, LPSI = 1 ug/ml, LPS10 = 10 ug/ml, LPS50 = 50 ug/ml. CHPO = 0 ug/ml, CHP0,5 =
0,5 ug/ml, CHP5 = 5 ug/ml.
* P<0,05
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A majsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kultarak esetében a 0,5 pg/ml

koncentracioju CHP-1 szignifikdnsan (P<0,05) csokkentette a sejttenyészetek 1L-6

crer

crer

koncentracioja  CHP-1 azonban szignifikansan emelte az IL-6 mennyiségét a
tapfolyadékban az LPS-sel nem kezelt, és az 1 pg/ml koncentracioju LPS kezelésben
részesiilt sejttenyészeteken a CHP-1-gyel nem kezelt kontrollokhoz képest. Az

eredményeket a 8. abra szemlélteti.

IL-6 koncentracio - Ko-kultiara
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8. abra: Az IL-6 koncentracio valtozasa csirke eredetii mdjsejt-nem parenchymalis sejt ko-kulturan LPS
(lipopoliszacharid) és CHP-1 (chicken heterophil peptide-1) kezelések hatdasdra
LPS0=0 ug/ml, LPS1=1 ug/ml, LPS10=10 ug/ml, LPS50=50 ug/ml. CHP-0=0 ug/ml, CHP-0,5=0,5
ug/ml, CHP5=5 ug/ml.
* P<0,05 ;** P<0,01
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Megbeszélés

Az AMP-k antimikrobialis, endotoxin-ellenes, valamint immunmodulator
hatasanak feltérképezése évtizedekkel ezeldtt megkezdddott, azonban ma is szamos
kutatds zajlik e teriileten. Bebizonyosodott, hogy e kationos peptidek, melyek a
velesziiletett immunrendszer részeként mitkodnek szinte minden €l161ényben, rendkiviil
széles antimikrobidlis spektrummal rendelkeznek. Nem csupan baktériumok, de gombak,
egysejtil parazitdk, daganatos sejtek és burkos virusok ellen is hatékonynak bizonyultak
(Hancock és Scott, 2000). Ganz és munkatarsai (1988) bebizonyitottak, hogy egy
bizonyos, specifikus granulum deficiencidban szenvedé emberek, akikben nem
termelddnek a-defenzinek, sokkal nagyobb valdszinliséggel betegednek meg bakterialis
fertdzésekben, valamint ezek jelentdsen sulyosabb gyulladas kiséretében zajlanak le
benniik. In vitro koriilmények kozott is lehetdség van a sejttenyészetek életképességének
vizsgalatara, munkank soran mi erre a célra CCK-8 tesztet alkalmaztunk. Ezen
a mono-kulturaban tenyésztett majsejtek lebontd metabolikus aktivitdsat, mig ez a hatas
a gyulladdsos modellként szolgdlo ko-kultardk esetében nem figyelhetd meg.

Jelen munkankban az AMP-k gyulladasos folyamatokra gyakorolt hatasait
kivantuk megismerni. Ismert, hogy a defenzinek, amelyek k6z¢é az altalunk vizsgalt CHP-
1 is tartozik, jelentds gyulladasgatld hatassal rendelkeznek, példaul aktivan gatoljak a
proinflammatorikus citokinek és NO felszabadulasat makrofagokbol. Egy kisérletben
nekrotikus makrofagok feliiluszojanak és a-defenzinek szisztémas adagolasaval
hatékonyan védtek meg egereket intraperitonealisan beadott tioglikolat altal indukalt
steril peritonitis ellen (Miles et al.,, 2009). Ezzel bizonyitottdk, hogy a nekrotikus
makrofagokbdl felszabaduld a-defenzinek gyulladdscsokkentd hatassal rendelkeznek,
mely az immunvélaszban bet6ltott szerepiik fontossagara vilagit ra.

Minden gyogyszerre igaz, hogy megfeleld adagban jotékony hatasq, tildozirozva
azonban akar karos hatasokkal is rendelkezhet. Ez a CHP-1 esetében sincs masként,
melyet eredményeink is alatamasztanak: mig a 0,5 pg/ml koncentracionak szamos pozitiv
hatasat megfigyelhettiik, az 5 pg/ml CHP-1 koncentracio a sejtek szamara talsdgosan
magasnak bizonyult. Erre utal az oxidativ stresszt tiikkr6z6 Amplex Red teszt és az IL-6
koncentracio mérésének eredménye egyarant, hiszen a nagy dozisban alkalmazott CHP-

1 jelentésen novelte a sejtek H202- és IL-6-termelését.
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A reaktiv oxigén gyokok képzddése, ahogy a gyulladas maga is, fontos szerepet
tolt be a szervezet védekezdérendszerében. Azonban az egyensuly felborulasa, és
képzddésiik talsulyba kertiilése az antioxidansokkal szemben sulyos szovetkarosodashoz,
¢s ezaltal kronikus gyulladashoz vezethet. Az AMP-k ezen egyensuly fenntartasaban is
fontos szerepet tolteneck be. Erre bizonyitékul szolgal egy bizonyos Drosophila
melanogaster modell, melyet az oxidativ stressz tlirésére szelektaltak, azonban késébb
kideriilt, hogy benniik a megszokottnal sokkal tobb AMP termelddik (Zhao et al., 2011).
Ezen kiviil Shi és tarsai (1996) kimutattak, hogy a PR-39 neviit AMP a NADPH-oxidaz
szabalyozasan keresztiil gatolja a szuperoxid anion képzddését. Eredményeink
kezelés egyértelmilien csokkentette a sejttenyészetek H20» termelését, azaz markéns

antioxidans hatast mutatott. Azonban érdekes eredményeket kaptunk az 5 pg/ml

crer

crer

lehet 6sszefliggésben.

Az AMP-k fontos tulajdonsdga, hogy az elpusztult baktériumok sejtfalabol
felszabaduld LPS (melyet kisérletiink soran mi is felhasznaltunk) és LTA ellenes hatast
is képesek kifejteni. Ezek a sejtfalkomponensek stlyos gyulladast képesek indukélni a
beteg szervezetben, féleg, ha egyszerre nagy mennyiségben szabadulnak fel, példaul nagy
dozisu antibiotikumos kezelést kovetden. Az AMP-k (koztiik az altalunk vizsgalt CHP-
1) kifejezett affinitdssal rendelkeznek az LPS irant, valamint képesek blokkolni az LPS
kotddését az LBP-hez, ezaltal megakadalyozva a makrofagok TNF- a és IL-6 termelését
(Scott et al., 2000). Gough és tarsai (1996) altal végzett kisérlet alapjan az MBI-27 ¢és
MBI-28 kationos peptidek sikeresen gatoltdk LPS-sel kezelt RAW 264.7 ragcsalo
makrofag sejtvonal TNF-o termelését, valamint az MBI-28 szignifikans védelmet
nyujtott galaktézamin-érzékenyitett kisérleti egerek szamara a letalis endotoxin-sokk
ellen.
gyulladascsokkentd hatast mutatott a ko-kulturak esetében, azaz csokkentette az 1L-6
termelést. Azonban a magasabb, 5 ng/ml koncentracio esetében, 6sszhangban az Amplex
Red teszt adta eredményeinkkel, a sejttenyészetek IL-6 termelésének fokozodasat
tapasztaltuk, azaz a nagy doézisban adott CHP-1 mérés szerint is kedvezdtlen hatast fejtett

Ki a tenyésztett sejtekre. Mind a mono-kultirdk, mind a ko-kultardk esetében
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crer

csokkentette az IL-6 termelést, azonban ez a hatds nem mindenhol volt szignifikans.
Ennek oka valdészintileg abban keresendd, hogy pontos eredményekre ilyen alacsony
mintaelemszadmnal kevésbé szdmithatunk.

Fontos ezen kiviil megemliteni, hogy esetiinkben az LPS kezelés nem valtott ki
szignifikans novekedést a sejttenyészetek 1L-6 vagy H20. termelésében. Ezen kiviil
kiilonb6zé LPS koncentracidok esetében eltéré eredményeket tapasztaltunk az egyes
paraméterek valtozasat illetGen, valamint nem mindig volt egyezés a mono-, illetve ko-
kultarak esetében sem. A mintazat, a numerikus valtozasok irdnya minden esetben azonos
volt, de szignifikancidt nem mindig tudtunk megfigyelni. Ennek oka Iehet a
mintaelemszam, ugyanis egy kezelési csoportban harom darab mintank volt, és bar ez a
kisérleti felallas a szakma koreiben elfogadott, megszokottnak tekinthet, azonban
hatranya, hogy hasznalata sordn egyes, vélhetden meglévé hatdsok nem mindig
bizonyulnak szignifikansnak.

Osszefoglalva tehdt megallapithatjuk, hogy a 0,5 pg/ml koncentracioji CHP-1
kezelés esetében érvényesiil a gyulladdscsokkentd hatas, azaz csokkenteni képes az 1L-6
termelést a majsejt — nem-parenchymalis sejt ko-kulturakon, valamint pozitiv iranyba
befolyasolja a sejtek oxidativ statuszat. Bar az alacsony koncentracié pozitiv hatasai
egyértelmiinek bizonyultak, de mindenképp figyelemmel kell lenni a CHP-1
mennyiségének megvalasztisara, hiszen magasabb koncentracié alkalmazasa esetén
tobbségében mar negativ hatasokat tapasztaltunk. Fontos tehat a jovGben, egy esetleges
innovativ fejlesztés sordn igen koriiltekintden, szamos in vitro és in vivo vizsgalatot

crer

terapias cél elérése érdekében megfeleléen meg tudjuk hatarozni.
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Osszefoglalis

Napjainkban egyre nagyobb jelent6séggel bir mind az allat-, mind a human
orvoslas teriiletén a fokozott mértékben terjedd antibiotikum-rezisztencia, melyben
kiemelt szerepet jatszik a haszonallattartas tilzott antibiotikum-felhasznaléasi gyakorlata.
Ez az emberiségre tekintve rendkiviili kockazattal bir, épp ezért elotérbe keriilt az olyan
vegyiiletek kutatdsa, melyek részben vagy egészben helyettesithetik az antibiotikumok
hasznalatat.

Az antimikrobialis peptidek (AMP-k) ebbdl a szempontbol igéretesnek
bizonyulnak. A velesziiletett immunrendszer részeként mikrobaellenes hatéassal
rendelkeznek, valamint csokkenteni képesek a bakteridlis fertdzések kovetkeztében
kialakul6 gyulladast.

Kutatomunkank soran csirke eredetii primer majsejt és nem-parenchymalis sejt
monokulturakon, valamint ezen sejttipusokbol 1étrehozott ko-kultirakon tanulmanyoztuk
a chicken heterophil peptide-1 (CHP-1) nevii antimikrobialis peptid gyulladascsokkentd
hatasat. A gyulladast lipopoliszacharid (LPS) kezeléssel valtottuk ki, majd a sejtek
metabolikus aktivitasat CCK-8 teszttel vizsgaltuk. A gyulladascsokkentd hatast az
modszerrel torténd vizsgalatdval hataroztuk meg. Az LPS-t 0, 1, 10 és 50 pg/ml
koncentracioban, a CHP-1-et pedig 0, 0,5 és 5 ug/ml koncentraciéban alkalmaztuk. A
sejteket a kiegészitett tapfolyadékkal 8 oran 4t inkubaltuk.

A CCK-8 teszt eredményei alapjan a majsejt monokultirak esetében az alacsony

crer
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emelkedést tapasztaltunk. A ko-kultirdkon egyik CHP-1 kezelés esetén sem volt
kimutathat6 szignifikdns valtozas.

Meéréseink alapjan mind a majsejt monokulturdkon, mind a ko-kulturdkon a sejtek

crer

crer

minden LPS-koncentracio alkalmazasakor.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a majsejt monokultiurak esetében az

crc

6 termelést, viszont a magasabb koncentracio szignifikansan emelte a vizsgalt interleukin
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mennyiségét a tapfolyadékban minden LPS kezelés esetében. A ko-kultarakon az
mindegyik LPS kezelés mellett, mig a magasabb koncentracié szignifikansan emelte az
IL-6 mennyiségét a tdpfolyadékban az LPS-mentes sejteken és az 1 pg/ml LPS kezelések
esetén.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a kisérleteink soran is alkalmazott
statuszat, illetve mérséklo hatast gyakorolhat a gyulladasos folyamatok esetében, azonban
az altalunk vizsgalt AMP 5 pg/ml koncentraciéo mellett mar kedvezdtlen hatassal lehet a

sejtekre.
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Summary

Bacterial antibiotic resistance is an emerging issue in the field of human and
veterinary medicine as well. One of the major causes is the irresponsible and excessive
use of antibiotics in animal farming. As it is a great risk for humanity there is a huge effort
for developing new molecules capable to take over, either partially or entirely, the role of
the current antibiotics.

Antimicrobial peptides (AMPs) are a promising natural compound family. As
members of the innate immunity they are very effective against microbes and the same
time they can moderate the inflammation caused by the bacterial infection.

We used primary hepatocyte- and non-parenchymal cell monocultures and their
co-cultures of chicken origin for testing the effect of the antimicrobial peptide chicken
heterophil peptide-1 (CHP-1). Lipopolysaccharide (LPS) was used to induce
inflammation on the cell culture models, applied in 0, 1, 10 and 50 pg/ml. The CHP-1
was added in 0, 0.5, and 5 pg/ml concentrations to the cell culture medium. The cells
were incubated with the supplemented medium for 8 hours. The metabolic activity of the
cells was measured by CCK-8 test. The anti-inflammatory effect of the applied AMP was
investigated by the determination of the concentration of IL-6 and by investigating the
oxidative stress level using Amplex Red method.

In the case of mono-cultures the metabolic activity of the cells was not effected
significantly by the 0.5 ng/ml CHP-1 treatment; however, it was significantly increased
by the 5 pg/ml CHP-1 treatment when applied together with all LPS concentrations. None
of the CHP-1 treatments had a significant effect on the metabolic activity of the cells of
co-culture models.

The measurements showed a significantly decreased H202 production after the
0.5 pg/ml CHP-1 treatment either in monoculture and co-culture models, meanwhile it
was significantly elevated after the use of 5 pg/ml CHP-1 treatment, together with most
LPS concentrations.

There was no significant change in the IL-6 concentration after the application of
the 0.5 pg/ml CHP-1 treatment in the culture medium of hepatocyte monocultures;
however, after administering it in 5 pg/ml concentration the production of IL-6 was
significantly elevated independently from LPS exposure. In the hepatocyte - non-
parenchymal cell co-cultures we could observe significantly decreased IL-6 concentration
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triggered by 0.5 pg/ml CHP-1 in case of most LPS concentrations, altough IL-6
concentration was significantly elevated after the 5 pg/ml CHP-1 treatment in the 0 pg/ml
LPS and 1 pg/ml LPS groups.

We can conclude that the investigated AMP, CHP-1 in a lower concentration, such
as the applied 0.5 pg/ml, can have a great influence on the oxidative stress level and on
the inflammatory response; however, it may have an unfavourable effect on the cells in

the higher concentration of 5 pg/ml.
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hozzajarultak a kisérletek zavartalan lefolyasdhoz. Valamint kdszénom Dr. Bartha Tibor
Tanszékvezetd Urnak, hogy lehetévé tette dolgozatom létrejottét. Koszonom a
Gyogyszertani és Méregtani Tanszéknek, kiilonosképp Jerzsele Akos Tanszékvezetd
Urnak, hogy lehet6vé tették az Amplex Red méréseink elvégzését a tanszékiikon talalhato
automata segitségével. Csaladomnak, paromnak és barataimnak pedig koszonettel
tartozok tlirelmiikért és tdmogatasukért, mellyel késziilé6 munkam létrejottét segitették

elo.

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap (ESZA)
tarsfinanszirozasaval valdsul meg (a tadmogatasi szerzodés szama: AZ EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00005, cime: Tudomanyos utanpdtlas erdsitése a hallgatok
tudomanyos miihelyeinek és programjainak tdmogatdsaval, a mentoralds folyamatanak

kidolgozésaval).
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[TuVetA ' ‘ i
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS (s SZIRZO1 JOGI NYILATKOZA T+

Jelen megallapodds elfogaddsdval a szerzd, illetve a S"/,L"l"/.('Si jogok ulla.;do/nos’a nem
kizardlagos jogot biztosit a [uVetA szimdra, hogy archivélja (a laﬂfll()m’ mc;,’va’ll()/,lzl:ésa‘
nélkiil, a megdrzés és a hozzalérhetdség biztositdsnak érdckébc'n) ¢és nnwolagvcddt} .Dl‘
formara konvertdlja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleérive annak kivonatdt is),

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztrdtorai szamara
hozziférheté) masolatot taroljon az On 4ltal dtadott dokumentumbdl kizar6lag biztonsagi,

visszadllitasi és megdrzési célbil.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodésban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozdan. Kijelenti tovabba, hogy amii
eredeti €s legjobb tudomdsa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi jogat. Amennyiben
a mil tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell
tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzéi jog tulajdonosatdl arra, hogy
engedélyezhesse a jelen megallapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy dltal
birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivon

beliil.

A szerzoi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatdrozza meg (egyetlen,
a megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

| engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
l X véljanak a vildghal4n,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsd halozatara (IP cimeire) korldtozza a
feltoltott dokumentum(ok) elérését,

’ | a Koényvtarban taldlhaté, dedikélt elérést biztositd szamitdgépre korldtozza a
feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréafiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez
) jarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),




q <yl na oy 7 1 y S uatro .S

>< Engedélyezem
- Kdnyvtarban.

a dokmncntum(ok) nyomtatott viltozatanak helyben olvasasat a

Amennviben a feltglte .
£ g & 1e 35 alania B T :
ltSltes alapjdt olyan mii képezi. melyet valamely cég vagy szervezel

tamogatott illetve alt, ki i ' rieni | .
tmogatc t e Szponzordlt, kijelenti. hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal
a mure vonatkozoan. B .

A HuVetA b o . \ . 2
i tA uzem?ltctm a szerzd. illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
anyaban nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslasara, ha valamely

f‘\l cS " 3 - 7 1' . . ’ ‘ o 4
c‘h‘l z'Ilmlo a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd modon
visszadlne.

Budapest. 2019. év 11. h6 22. nap

k2

alairas
szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

4 HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive
az Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Muzeum altal
mitkédretett egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar
allatorvos-tudomany és -térténet dokumentumait, tuddsvagyonat elektronikus formaban
Gsszegyiijise, rendszerezze, megorizze, kereshetvé és hozzdférhetévé tegye, szolgdaltassa,
a hatalyos jogi szabdlyozdsok figyelembe vételével.

A HuVelA a korszeril informatikai lehetGségek felhaszndldsaval biztositia a kénnyii,
(internetes kereségépekkel is miikidd) kereshetdséget és lehetéség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

% a magyar dllatorvos-tudomadny hazai és nemzetkozi ismertségének
novelése;

. a magyar dallatorvosok publikacidira torténd hivatkozdsok szamanak, és
ezen keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak
novelése;

2 az Allatorvostudomanyi Egyetem és az egyiittmiikddo partnerek
(uddsvagyondnak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a
hazai dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének
novelése;

_ a szakmai kapesolatok és egyiittmiikidés eldsegitése,

- anyilt hozzdaférés tamogatdsa.
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