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Rövidítések jegyzéke 
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1. Összefoglalás 

A kutyák krónikus gasztrointesztinális megbetegedései, különösen a krónikus gyulladásos 

enteropátiák, komplex és multifaktoriális kórképek, amelyek kialakulásában és 

fennmaradásában egyaránt szerepet játszik a bélhám barrier funkciójának károsodása, a 

bélmikrobiom összetételének megváltozása, valamint a veleszületett és adaptív immunrendszer 

kóros, perzisztáló aktivációja. A nyálkahártya integritásának sérülése fokozza a bakteriális 

eredetű molekulák, elsősorban a Gram-negatív baktériumok lipopoliszacharidjainak (LPS), 

valamint az élő baktériumok transzlokációját a bél lumenéből a szervezet belső tereibe. Ez a 

folyamat lokálisan a nyálkahártya gyulladását, szisztémás szinten pedig enyhe fokú, krónikus 

endotoxémiát és perzisztáló gyulladásos állapotot idézhet elő, amely hosszú távon több 

szervrendszer működését is kedvezőtlenül befolyásolhatja. Az LPS és a transzlokálódott 

baktériumok által kiváltott immunválasz egyik meghatározó eleme az oxidatív stressz 

fokozódása, amely a reaktív oxigén- és nitrogénszármazékok (ROS, RNS) túltermelődésével, 

valamint a gyulladásos jelátviteli útvonalak, különösen az NF-κB- és MAPK-rendszerek 

aktivációjával jár együtt. Ennek következményeként fokozódik a proinflammatorikus 

citokinek, így a tumor nekrózis faktor alfa (TNF-α) és az interleukin-6 (IL-6) termelése, ami 

tovább rontja a bél barrier funkcióját, és önfenntartó gyulladásos mikroklímát alakít ki. A 

krónikus gyulladásos enteropátiák patogenezisében ezért kiemelt jelentősége van azoknak a 

tényezőknek, amelyek egyidejűleg képesek csökkenteni az oxidatív stresszt és modulálni az 

immunválaszt. A flavonoidok természetes eredetű, polifenolos növényi vegyületek, amelyek 

széles körű biológiai aktivitással rendelkeznek. Antioxidáns tulajdonságaik révén képesek a 

ROS semlegesítésére, míg gyulladáscsökkentő és immunmoduláns hatásaik által gátolhatják a 

gyulladásos jelátviteli útvonalak aktivációját és a proinflammatorikus citokinek 

felszabadulását. A kvercetin, a luteolin és a szőlőmagból származó oligomer proantocianidinek 

(GSOP) különösen ígéretes vegyületek, azonban hatásaik komplex biológiai rendszerekben 

történő értékeléséhez több, egymást kiegészítő kísérleti modell alkalmazása szükséges. A 

doktori kutatásom során a flavonoidok hatásait egy olyan integrált kísérletsorozatban 

elemeztük, amely egyaránt reprezentálta a szisztémás immunválasz egyszerűsített modelljét, a 

baktérium-mediált gyulladás komplexebb mechanizmusait, valamint a lokális bélrendszeri 

környezet sajátosságait. Ennek megfelelően egészséges kutyák perifériás véréből izolált 

mononukleáris sejtekből (PBMC) és polimorfonukleáris leukocitákból (PMN) létrehozott, 

LPS-sel indukált primer sejtkultúrákat, élő baktérium törzsekkel stimulált PBMC modelleket, 

valamint in vitro tenyésztett kutya duodenális explantátumokat alkalmaztunk kísérleteink 
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során. A szisztémás immunválasz redukált modelljében a gyulladásos és oxidatív stresszt 

modellező környezetet Escherichia coli-ból és Salmonella enterica serovar Enteritidis-ből 

származó LPS alkalmazásával idéztük elő. Ebben a rendszerben a flavonoid kezelések hatását 

értékeltük a sejtek életképességére, az intracelluláris ROS-képződés mértékére és a TNF-α 

termelésre. A baktérium-mediált szisztémás gyulladás modellezése céljából PBMC-kultúrákat 

élő, kutya eredetű E. coli törzsekkel kezeltünk. Több törzs és különböző inkubációs idők 

összehasonlítását követően az enrofloxacinnal szaporodásában gátolt E. coli 863-as törzs 24 

órás inkubációja bizonyult alkalmasnak az oxidatív stressz és a gyulladás kiváltására. A lokális 

bélrendszeri hatások vizsgálatára alkalmazott duodenális explantátum modell lehetőséget 

biztosított a nyálkahártya komplex szerkezetének és sejtes kölcsönhatásainak megőrzése 

mellett történő értékelésre. A duodénum explantátumok E. coli- és S. Enteritidis-eredetű LPS-

sel történő stimulációját követően a ROS-, RNS- és TNF-α-szinteket határoztuk meg. A 

fehérvérsejt-izolátumok és a duodenális szövettenyészetek életképességének vizsgálatához 

CCK-8 és LDH assay-ket alkalmaztunk, míg az oxidatív stressz mérésére DCFH-DA próbát és 

Amplex Red kit-et használtunk. Az RNS meghatározása Griess-reagenssel történt, a 

gyulladásos paraméterek kvantifikálásához pedig ELISA módszert alkalmaztunk. 

A PBMC- és PMN-sejttenyészetek LPS-stimulációja következtében kifejezett oxidatív stressz 

és gyulladásos válasz alakult ki, amelyet mindhárom vizsgált flavonoid képes volt mérsékelni. 

A kvercetin és a luteolin következetesen csökkentette mind a ROS-termelést, mind a TNF-α-

szintet, míg a GSOP esetében dózisfüggő hatás volt megfigyelhető, ami arra utal, hogy ezen 

vegyület immunmoduláns hatása koncentrációfüggően eltérő irányú válaszokat válthat ki. A 

baktériummal stimulált modellben a flavonoidok önálló antibakteriális aktivitása mérsékeltnek 

bizonyult, ugyanakkor mind a kvercetin, mind a luteolin, mind pedig a GSOP szignifikánsan 

csökkentette az intracelluláris ROS-szintet és a TNF-α-termelést a baktériummal kezelt 

kontrollcsoportokhoz viszonyítva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a flavonoidok hatása 

ebben a modellben elsősorban nem a baktériumok közvetlen gátlásán, hanem a gazdaszervezet 

immunválaszának modulálásán keresztül érvényesül. Az explantátumokon végzett vizsgálatok 

során az LPS-stimuláció kifejezett nyálkahártyagyulladást, valamint fokozott oxidatív és 

nitrozatív stresszt eredményezett. A flavonoid kezelések mindhárom vegyület esetében 

mérsékelték ezeket a kóros folyamatokat, azonban eltérő mértékben és részben eltérő 

mechanizmusokon keresztül. A GSOP különösen hatékonynak bizonyult a RNS-ek 

termelődésének csökkentésében, míg a kvercetin és a luteolin szignifikánsan mérsékelte a TNF-
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α-szintet, valamint az IL-6-termelést is, ami a nyálkahártya immunhomeosztázisának 

támogatására utal. 

Az alkalmazott kísérleti modellek eredményei együttesen azt mutatják, hogy a kvercetin, a 

luteolin és a GSOP képesek több, egymással szoros kapcsolatban álló patofiziológiai folyamat 

egyidejű modulálására. Antioxidáns hatásuk révén csökkentik az endotoxinok és a 

transzlokálódott baktériumok által kiváltott oxidatív stresszt, míg gyulladáscsökkentő és 

immunmoduláns tulajdonságaik mérséklik a proinflammatorikus citokinválaszt. Ez a komplex 

hatásmechanizmus hozzájárulhat a bélrendszer egészségének megőrzéséhez, valamint a 

krónikus bélgyulladással összefüggő szisztémás endotoxémia csökkentéséhez. A flavonoidok 

így potenciálisan fontos szerepet tölthetnek be a kutyák krónikus gyulladásos enteropátiáinak 

kiegészítő kezelésében, azonban klinikai alkalmazásuk megalapozásához további in vivo 

vizsgálatok szükségesek. 
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2. Summary 

Chronic gastrointestinal disorders in dogs, particularly chronic inflammatory enteropathies, 

represent complex and multifactorial disease entities in which impairment of the intestinal 

epithelial barrier, alterations in gut microbiome composition, and pathological, persistent 

activation of both the innate and adaptive immune system play central roles in disease initiation 

and maintenance. Disruption of mucosal integrity enhances the translocation of bacteria-

derived molecules—primarily lipopolysaccharides (LPS) from Gram-negative bacteria—as 

well as viable bacteria from the intestinal lumen into the internal compartments of the host. This 

process induces local mucosal inflammation and, at the systemic level, promotes low-grade 

chronic endotoxemia and persistent inflammatory responses, which may adversely affect the 

function of multiple organ systems over time. A key component of the immune response 

triggered by LPS and translocated bacteria is the amplification of oxidative stress, characterized 

by excessive production of reactive oxygen and nitrogen species (ROS, RNS) and concomitant 

activation of inflammatory signaling pathways, particularly the NF-κB and MAPK systems. As 

a consequence, the production of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) is increased, further compromising intestinal barrier 

function and establishing a self-perpetuating inflammatory microenvironment. Therefore, 

factors capable of simultaneously reducing oxidative stress and modulating immune responses 

are of particular importance in the pathogenesis of chronic inflammatory enteropathies. 

Flavonoids are naturally occurring, polyphenolic plant compounds with a wide range of 

biological activities. Through their antioxidant properties, they are able to neutralize ROS, 

while their anti-inflammatory and immunomodulatory effects enable them to inhibit 

inflammatory signaling pathways and suppress the release of pro-inflammatory cytokines. 

Quercetin, luteolin, and grape seed-derived oligomeric proanthocyanidins (GSOP) are 

particularly promising candidates; however, evaluation of their effects in complex biological 

systems requires the use of multiple, complementary experimental models. 

In the present study, the effects of flavonoids were analyzed within an integrated experimental 

framework designed to represent a reduced model of the systemic immune response, the more 

complex mechanisms of bacteria-mediated inflammation, and the specific features of the local 

intestinal environment. Accordingly, LPS-stimulated primary cell cultures generated from 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and polymorphonuclear leukocytes (PMNs) 

isolated from healthy dogs, PBMC models stimulated with live bacterial strains, and in vitro 

cultured canine duodenal explants were employed. In the reduced model of the systemic 
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immune response, inflammatory and oxidative stress conditions were induced using LPS 

derived from Escherichia coli and Salmonella enterica serovar Enteritidis. In this system, the 

effects of flavonoid treatments were evaluated in terms of cell viability, intracellular ROS 

production, and TNF-α secretion. 

To model bacteria-mediated systemic inflammation, PBMC cultures were stimulated with live, 

canine-derived E. coli strains. Following comparison of multiple strains and incubation times, 

24-hour incubation with the enrofloxacin growth-inhibited E. coli 863 strain proved suitable for 

inducing stable and reproducible oxidative stress and inflammatory responses. To investigate 

local intestinal effects, a duodenal explant model was employed, allowing evaluation while 

preserving the complex architecture and cellular interactions of the mucosa. Following 

stimulation of duodenal explants with E. coli- and S. Enteritidis-derived LPS, ROS, RNS, and 

TNF-α levels were determined.  

Cell viability in leukocyte isolates and duodenal tissue cultures was assessed using CCK-8 and 

LDH assays. Oxidative stress was measured using the DCFH-DA probe and the Amplex Red 

kit, while RNS production was quantified using the Griess reagent. Inflammatory parameters 

were determined by ELISA. LPS stimulation of PBMC and PMN cultures induced pronounced 

oxidative stress and inflammatory responses, all of which were attenuated by the three 

flavonoids examined. Quercetin and luteolin consistently reduced both ROS production and 

TNF-α levels, whereas GSOP exhibited dose-dependent effects, suggesting that its 

immunomodulatory activity may elicit divergent responses depending on concentration. In the 

bacteria-stimulated model, the flavonoids displayed only moderate intrinsic antibacterial 

activity; however, quercetin, luteolin, and GSOP each significantly reduced intracellular ROS 

levels and TNF-α production compared with bacterially treated control groups. These findings 

indicate that, in this model, the effects of flavonoids are mediated primarily through modulation 

of host immune responses rather than direct inhibition of bacterial growth. In the explant-based 

experiments, LPS stimulation resulted in marked mucosal inflammation and increased 

oxidative and nitrosative stress. Flavonoid treatments attenuated these pathological processes 

for all three compounds, albeit to different extents and partially through distinct mechanisms. 

GSOP was particularly effective in reducing reactive nitrogen species production, whereas 

quercetin and luteolin significantly decreased TNF-α levels and, under basal conditions, IL-6 

production, suggesting support of mucosal immune homeostasis. 

Collectively, the results obtained from the applied experimental models demonstrate that 

quercetin, luteolin, and GSOP are capable of simultaneously modulating multiple, closely 
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interconnected pathophysiological processes. Through their antioxidant effects, these 

compounds reduce oxidative stress induced by endotoxins and translocated bacteria, while their 

anti-inflammatory and immunomodulatory properties attenuate pro-inflammatory cytokine 

responses. This multifaceted mechanism of action may contribute to the maintenance of 

intestinal health and the reduction of systemic endotoxemia associated with chronic intestinal 

inflammation. Consequently, flavonoids may represent valuable adjunctive agents in the 

management of chronic inflammatory enteropathies in dogs; however, further in vivo studies 

are required to support their clinical application. 
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3. Bevezetés 

A kutyák krónikus gyulladásos enteropátiája (CIE) vagy más néven az idült gyulladásos 

bélbetegség gyakori és klinikailag jelentős megbetegedés, amely hosszú távon nemcsak az 

érintett állatok egészségi állapotát, hanem a gazdák életminőségét is kedvezőtlenül 

befolyásolja. A tartósan fennálló hányás, hasmenés, étvágytalanság és testsúlycsökkenés sok 

esetben visszatérő jellegű, a betegség lefolyása hullámzó, és gyakran nehéz pontosan 

meghatározni a kiváltó okokat. Bár a krónikus gyulladásos enteropátiák egy része megfelelően 

összeállított diétával jól kontrollálható, számos esetben a kizárólagos étrendi kezelés nem vezet 

kielégítő eredményre, így gyógyszeres beavatkozás válik szükségessé. A terápiában gyakran 

alkalmazott glükokortikoidok és immunszuppresszív szerek ugyan hatékonyan csökkenthetik a 

gyulladást, hosszú távú használatuk azonban jelentős mellékhatásokkal járhat, és nem minden 

esetben biztosít tartós megoldást. Az idült gyulladásos bélbetegségek patomechanizmusa 

összetett és multifaktoriális, amelyben a bél immunrendszerének szabályozási zavara, a bélhám 

barrier funkciójának károsodása és a bélmikrobiom egyensúlyának felborulása egyaránt 

szerepet játszik. A bélhám integritásának sérülése következtében a bél lumenében jelen lévő 

mikroorganizmusok és azok sejtfal-alkotói könnyebben juthatnak át a nyálkahártyán, ami 

lokális és szisztémás immunválaszt válthat ki. Különös jelentőséggel bírnak ebben a 

folyamatban a Gram-negatív baktériumok sejtfalából származó LPS-ek, amelyek a keringésbe 

jutva úgynevezett metabolikus endotoxémiát hozhatnak létre. Ez az állapot enyhe de tartós 

gyulladással jár, és nemcsak a bélrendszeri tünetek fennmaradásához járulhat hozzá, hanem 

más szervek és szervrendszerek működésére is kedvezőtlen hatással lehet. A krónikus 

gyulladásos enteropátiákhoz társuló diszbiózis és a megnövekedett LPS-terhelés olyan ördögi 

kört hozhat létre, amelyben a gyulladás és az oxidatív stressz egymást erősítve tartják fenn a 

kóros állapotot. A gyulladásos sejtek aktivációja fokozott reaktív oxigén- és 

nitrogénszármazék-termeléssel jár, ami tovább károsítja a bélhámot, rontja a barrier funkciót, 

és elősegíti újabb bakteriális komponensek transzlokációját. Ez a folyamat magyarázatot adhat 

arra, hogy miért nehéz egyes esetekben tartós klinikai javulást elérni kizárólag hagyományos 

terápiás módszerekkel. Mindezek fényében egyre nagyobb az igény olyan kiegészítő vagy 

alternatív terápiás megközelítések iránt, amelyek képesek mérsékelni a gyulladást és az oxidatív 

stresszt, támogatják a bél barrier funkcióját. Az utóbbi években fokozott figyelem irányult a 

természetes eredetű bioaktív vegyületek, különösen a flavonoidok lehetséges szerepére a 

krónikus gyulladásos folyamatok modulálásában. Ezek a növényi másodlagos 

anyagcseretermékek széles körben megtalálhatók a táplálékban, és számos kedvező biológiai 
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hatással rendelkeznek, többek között antioxidáns, gyulladáscsökkentő és immunmoduláló 

tulajdonságokkal. A flavonoidok képesek semlegesíteni a reaktív oxigénszármazékokat, 

befolyásolni a gyulladásos jelátviteli útvonalakat, valamint csökkenteni a gyulladásos 

mediátorok termelődését, ezáltal potenciálisan hozzájárulhatnak az idült gyulladásos 

bélbetegségek patológiás folyamatainak mérsékléséhez. A flavonoidok közé tartozó kvercetin, 

luteolin és a szőlőmagból származó proantocianidinek különösen ígéretes vegyületek ebben a 

tekintetben. Ezek a molekulák nemcsak antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatásuk révén 

lehetnek előnyösek, hanem egyes adatok szerint képesek befolyásolni a bélmikrobiom 

összetételét és a bélhám barrier integritását is. Feltételezhető, hogy a LPS-ek által kiváltott 

gyulladásos és oxidatív folyamatok gátlásán keresztül csökkenthetik a szisztémás endotoxin-

terhelést, és ezáltal kedvezően hathatnak a krónikus gyulladásos enteropátiák lefolyására. 

Mindezek alapján indokolt olyan kísérletes modellek alkalmazása, amelyek alkalmasak a LPS-

indukált gyulladás és oxidatív stressz vizsgálatára, valamint a potenciális kiegészítő terápiás 

szerek hatásmechanizmusának feltérképezésére. A természetes eredetű flavonoidok ilyen 

irányú vizsgálata hozzájárulhat ahhoz, hogy a jövőben biztonságosabb és hatékonyabb 

kiegészítő kezelési lehetőségek álljanak rendelkezésre a kutyák krónikus gyulladásos 

enteropátiájának kezelésében. A fentiek alapján jelen munka célja annak vizsgálata volt, hogy 

a természetes eredetű flavonoidok közül a kvercetin, a luteolin és a szőlőmagból származó 

proantocianidinek milyen mértékben képesek befolyásolni az LPS-ek által kiváltott gyulladásos 

és oxidatív folyamatokat kutyák modellrendszereiben. A vizsgálat középpontjában a lokális és 

szisztémás endotoxin-terheléshez társuló gyulladás és redox egyensúlyzavar állt, különös 

tekintettel arra, hogy ezek a vegyületek alkalmasak lehetnek-e az idült gyulladásos 

bélbetegségekben alkalmazott hagyományos terápiák kiegészítésére. A munka célja nemcsak a 

flavonoidok potenciális gyulladáscsökkentő és antioxidáns hatásainak bemutatása volt, hanem 

annak feltárása is, hogy ezek a természetes molekulák hozzájárulhatnak-e a krónikus 

gyulladásos enteropátiákhoz társuló kóros folyamatok mérsékléséhez, és ezáltal hosszabb távon 

új, kíméletesebb kiegészítő kezelési stratégiák alapját képezhetik.  
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4. Irodalmi áttekintés 

4.1. A krónikus gyulladásos enteropátiák jelentősége és előfordulása a 

kisállatgyógyászatban 

A krónikus gyulladásos enteropátiák (chronic inflammatory enteropathies, CIE) a 

kisállatgyógyászatban – különösen kutyák esetében – a leggyakrabban előforduló krónikus 

belgyógyászati kórképek közé tartoznak, és mind klinikai, mind gazdasági szempontból 

jelentős terhet rónak az állatorvosi ellátórendszerre és az állattartókra [1–3]. A krónikus 

enteropátiák gyűjtőfogalomként olyan, elsősorban a vékony- és/vagy vastagbelet érintő 

megbetegedéseket foglalnak magukba, amelyek legalább három hete tartó vagy visszatérő 

gasztrointesztinális tünetekkel járnak, és amelyek hátterében fertőző, parazitás, neoplasztikus 

vagy extraintesztinális ok nem igazolható [4]. A klinikai gyakorlatban a krónikus gyulladásos 

enteropátiák az állatorvosi rendelőkben az egyik leggyakoribb konzultációs oknak számítanak, 

különösen visszatérő hasmenés és krónikus emésztőszervi panaszok esetén [2,5]. 

Epidemiológiai vizsgálatok alapján a krónikus gasztrointesztinális betegségek a kutyák egyik 

leggyakoribb belgyógyászati problémáját képezik, és az érintett állatok aránya egyes 

populációkban elérheti vagy meghaladhatja az 2%-ot [5,6]. Bár a pontos prevalenciaadatok 

országonként és vizsgálati módszertantól függően eltérhetnek, a rendelkezésre álló adatok 

egyértelműen alátámasztják, hogy a krónikus enteropátiák gyakori és klinikailag releváns 

betegségek a kisállatpraxisban [1,5]. 

Az idült gyulladásos bélbetegségek különösen középkorú és idős kutyákban fordulnak elő 

gyakran, azonban fiatal egyedekben sem ritkák. Bizonyos fajták esetében fokozott hajlamot 

írtak le, ami genetikai prediszpozíció jelenlétére utal [7]. A betegség elhúzódó jellege és a 

gyakori relapszusok miatt a krónikus gyulladásos enteropátiák nemcsak az első diagnózis 

idején, hanem hosszú távon is kihívást jelentenek a kisállatpraxisban, és gyakran több évig tartó 

követést igényelnek [8,9]. A krónikus gyulladásos enteropátiákra jellemző klinikai tünetek közé 

tartozik a hosszan fennálló vagy visszatérő hasmenés, a hányás, a testsúlycsökkenés, az 

étvágytalanság, valamint a csökkent tápanyag-hasznosulás, amelyek együttesen jelentősen 

rontják az érintett állatok általános állapotát és életminőségét [4,10]. A hasmenés lehet 

vékonybél- vagy vastagbél-eredetű, illetve kevert jellegű, ami tovább nehezíti a klinikai 

értelmezést és a diagnosztikai megközelítést [1]. Krónikus gyulladásos enteropátiában 

szenvedő kutyáknál gyakran tapasztalható csökkent aktivitás, levertség és általános rossz 

közérzet, ami a mindennapi viselkedésükben és terhelhetőségükben is jól megmutatkozik. Az 
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étvágytalanság és a felszívódási zavar következtében kialakuló testsúlycsökkenés és 

izomtömeg-vesztés hosszabb távon szisztémás következményekkel járhat, különösen súlyos 

vagy elhúzódó esetekben. Ezek a klinikai tünetek nemcsak az állat fizikai állapotát érintik, 

hanem jelentős pszichés és érzelmi terhet jelentenek a tulajdonosok számára is, akik gyakran 

hosszan tartó bizonytalansággal és frusztrációval szembesülnek a betegség kiszámíthatatlan 

lefolyása miatt [2,3]. A CIE diagnosztikája és kezelése rendszerint hosszadalmas és költséges 

folyamat, ami tovább növeli ezen betegségek gazdasági jelentőségét a kisállatgyógyászatban. 

A kivizsgálás általában többlépcsős, és magában foglalja az alap- és speciális laboratóriumi 

vizsgálatokat, képalkotó eljárásokat, diétás próbákat, valamint az endoszkópos mintavételt és a 

kórszövettani vizsgálatot is [11].  

Mivel a CIE gyakran csak terápiás válasz alapján értékelhető, a diagnosztikai és kezelési 

lépések időben elhúzódhatnak, ami jelentős anyagi terhet ró a tulajdonosokra [2,7]. A betegség 

krónikus jellege miatt sok esetben hosszú távú vagy élethosszig tartó menedzsment válik 

szükségessé, amely rendszeres kontrollvizsgálatokkal, diétás módosításokkal és kiegészítő 

kezelésekkel jár. Ez nemcsak közvetlen költségeket jelent, hanem közvetetten is befolyásolja 

az állattartók döntéseit, az állatorvosi ellátáshoz való hozzáférést és a beteg állatok hosszú távú 

gondozását [1]. Mindezek alapján a krónikus gyulladásos enteropátiák kiemelt jelentőségű 

kórképek, amelyek nemcsak orvosszakmai, hanem gazdasági és társadalmi szempontból is 

meghatározó szerepet töltenek be a kisállatgyógyászatban. 

4.1.1. A kutya bélrendszerének anatómiai és funkcionális sajátosságai 

A kutya bélrendszere nem csupán az emésztés és a tápanyag-felszívódás elsődleges helyszíne, 

hanem egy komplex anatómiai, funkcionális és immunológiai egység, amely kulcsszerepet 

játszik a szervezet homeosztázisának fenntartásában [12,13]. A gasztrointesztinális traktus a 

szervezet egyik legnagyobb immunológiai szerve, amely folyamatos és intenzív kapcsolatban 

áll a külvilággal a lumen tartalmán keresztül, miközben biztosítania kell a hatékony tápanyag-

felvételt és a potenciálisan káros antigének elleni védelmet [12,14]. A bélfal több, 

funkcionálisan elkülönülő rétegből épül fel, amelyek összehangolt működése alapvető a bél 

barrier integritásának és a nyálkahártya homeosztázisnak a fenntartásához [15]. A lumen felől 

haladva a bélnyálkahártya felszínét egy nyákréteg borítja, amelyet elsősorban a kehelysejtek 

által termelt mucin alkot. Ez a réteg mechanikai védelmet biztosít a bélhám számára, valamint 

antimikrobiális peptideket, lizozimeket, defenzineket és szekretoros immunglobulin A-t is 

tartalmaz, ezáltal aktívan részt vesz a patogén mikroorganizmusok elleni védekezésben [13,16]. 

A nyákréteg alatt található az egysejtsoros bélhám, amely a lumen és a belső környezet közötti 
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elsődleges fizikai akadályt képezi. Az enterociták, a kehelysejtek, a Paneth-sejtek és az 

enteroendokrin sejtek együttese nemcsak az emésztési- és felszívódási folyamatokat 

szabályozza, hanem fontos szerepet játszik az immunválasz modulálásában is [12,17]. A 

bélhámsejtek közötti sejtkapcsoló struktúrák – beleértve a szoros és adherens kapcsolatokat, 

illetve dezmoszómákat – kulcsfontosságúak a paracelluláris permeabilitás szabályozásában 

[15]. A tight junction komplexek fő fehérjéi – többek között a klaudinok, okludin és zonula 

okludens fehérjék – dinamikusan szabályozzák a bélfal áteresztőképességét. E struktúrák 

integritásának sérülése fokozott bélpermeabilitáshoz vezethet, amely elősegíti bakteriális 

komponensek, például LPS-ek és egyéb mikrobiális antigének transzlokációját a lamina 

propriába és a szisztémás keringésbe [18]. 

Az epitélium alatt elhelyezkedő lamina propria laza rostos kötőszövete gazdag 

immunsejtekben, többek között makrofágokban, dendritikus sejtekben, T- és B-limfocitákban, 

valamint plazmasejtekben [14,17]. Ezek a sejtek alapvető szerepet játszanak az antigének 

felismerésében, feldolgozásában és prezentációjában, valamint az adaptív immunválasz 

kialakításában és fenntartásában. A bélhez kapcsolódó limfoid szövet (gut-associated lymphoid 

tissue, GALT) – amelynek fontos elemei a Peyer-plakkok, az izolált limfoid tüszők és a 

regionális nyirokcsomók – a nyálkahártya immunválaszának központi szervezője [14,16]. A 

GALT lehetővé teszi, hogy a bélrendszer toleráns immunválaszt alakítson ki a kommenzalista 

mikrobiótával és táplálékantigénekkel szemben, miközben hatékony gyulladásos választ indít 

patogén ingerek esetén [19]. 

4.1.2. A bélmikrobiom szerepe a bélhomeosztázis és gyulladás kialakulásában 

A bélmikrobiom a kutya gasztrointesztinális rendszerének szerves és funkcionálisan 

nélkülözhetetlen alkotóeleme, amely alapvető szerepet játszik a bélhomeosztázis 

fenntartásában, a tápanyag-anyagcserében, a bélbarrier stabilitásában és az immunrendszer 

szabályozásában [20,21]. Az egészséges bélmikrobióta egy rendkívül összetett, dinamikusan 

változó ökoszisztéma, amelynek összetétele és metabolikus aktivitása szoros kölcsönhatásban 

áll a gazdaszervezet fiziológiai állapotával, valamint a környezeti és táplálkozási tényezőkkel. 

A mikrobiális közösség és a gazdaszervezet immunrendszere közötti finoman szabályozott 

egyensúly alapvető feltétele a normál bélműködésnek és az immunológiai tolerancia 

fenntartásának [22]. Egészséges kutyák bélrendszerében a mikrobióta összetételét elsősorban a 

Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria és Proteobacteria törzsek dominanciája 

jellemzi, amelyek aránya a bél különböző szakaszaiban eltérő lehet [20,23,24]. A vastagbélben 

kiemelt jelentőséggel bírnak a Firmicutes törzsbe tartozó obligát anaerob baktériumok, 
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különösen a Clostridiales rend tagjai, amelyek meghatározó szerepet töltenek be a fermentációs 

folyamatokban és a gazdaszervezet energiaellátásában [25]. Ezek a kommenzalista 

mikroorganizmusok részt vesznek a komplex szénhidrátok lebontásában, rövid láncú zsírsavak 

– elsősorban butirát, propionát és acetát – termelésében, valamint a nyákréteg és az epitélium 

integritásának fenntartásában. A rövid láncú zsírsavak közül a butirát különösen fontos, mivel 

az enterociták elsődleges energiaforrásaként szolgál, emellett gyulladáscsökkentő és 

barriererősítő hatással is rendelkezik [26]. 

A mikrobióta összetételének és funkcionális aktivitásának kóros megváltozását diszbiózisnak 

nevezzük, amelyet a mikrobiális diverzitás csökkenése, a jótékony kommenszális baktériumok 

visszaszorulása és potenciálisan patogén mikroorganizmusok felszaporodása jellemez [23]. 

Krónikus gyulladásos enteropátiában szenvedő kutyák esetében számos vizsgálat igazolta, 

hogy a mikrobióta összetétele jelentősen eltér az egészséges egyedekétől, ami alátámasztja a 

diszbiózis patogenetikai jelentőségét [20,27]. A mikrobiális egyensúly felborulása 

következtében csökken a rövid láncú zsírsavak termelése, sérül a nyákréteg védőfunkciója, 

fokozódik a bélhám permeabilitása, és a helyi immunrendszer gyulladásos válaszkészsége is 

megnövekszik [26,28]. 

A diszbiózishoz kapcsolódó mikrobiális változások közül kiemelt jelentőséggel bír az E. coli 

egyes törzseinek felszaporodása. Az E. coli normál körülmények között a bélflóra részeként 

ártalmatlan kommenzalista baktérium, azonban bizonyos környezeti és immunológiai feltételek 

mellett kórokozó szerepet tölthet be [29]. Gram-negatív baktériumként LPS-t tartalmazó külső 

sejtmembránnal rendelkezik, amely az egyik leghatékonyabb ismert bakteriális gyulladáskeltő 

molekula. Diszbiózis és barrier-diszfunkció fennállása esetén a mikrobiális eredetű molekulák, 

különösen a LPS-ek, fokozott mértékben juthatnak át a bélhámon, ami lokális és szisztémás 

endotoxin-terhelést eredményez [30]. Az LPS a veleszületett immunrendszer mintázatfelismerő 

receptorain, elsősorban a TLR4 jelátviteli útvonalon keresztül aktiválja a gyulladásos 

válaszreakciókat, amelyek krónikus fennállása önfenntartó gyulladásos körfolyamat 

kialakulásához vezethet [31,32]. 

Az utóbbi években egyre nagyobb figyelem irányult a mikrobióta és az epesav-anyagcsere 

közötti kapcsolatra is. A kutya bélmikrobiótájában különösen fontos szerepet tölt be a 

Peptacetobacter hiranonis, amely kulcsszerepet játszik az elsődleges epesavak másodlagos 

epesavakká történő átalakításában [33]. Ez a folyamat nemcsak az emésztést és a 

zsíranyagcserét befolyásolja, hanem közvetlen hatással van a mikrobióta összetételére és az 

immunválasz szabályozására is. Az idült gyulladásos bélbetegségben szenvedő kutyák esetében 
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a Peptacetobacter hiranonis mennyisége szignifikánsan csökken, ami az epesav-profil 

megváltozásához vezet, és elősegíti a diszbiózis fennmaradását [34]. A másodlagos epesavak 

csökkenése kedvez a patogén baktériumok elszaporodásának, miközben csökken az epitélsejtek 

barrierfunkcióját támogató jelátviteli utak aktivitása [35,36]. 

4.1.3. A krónikus gyulladásos enteropátia patogenezise és osztályozása kutyában 

Az extraintesztinális, neoplasztikus, parazitás és fertőző eredetű kórképek kizárását követően a 

kutyák krónikus gyulladásos enteropátiáinak osztályozása napjainkban elsősorban a terápiás 

válaszon alapul [7]. A legújabban felülvizsgált klasszifikációs rendszer alapján több, egymástól 

elkülöníthető klinikai alcsoport különíthető el, úgymint a táplálékra reagáló enteropátia (food-

responsive enteropathy, FRE), a táplálékra reagáló fehérjevesztéses enteropátia (food-

responsive protein-losing enteropathy, FR-PLE), a mikrobióta-modulációra reagáló enteropátia 

(microbiota-related modulation-responsive enteropathy, MrMRE), az immunszuppresszív 

kezelésre reagáló enteropátia (immunosuppressant-responsive enteropathy, IRE), az 

immunszuppresszív kezelésre reagáló fehérjevesztéses enteropátia (IR-PLE), valamint a nem 

reagáló enteropátia (non-responsive enteropathy, NRE) és annak fehérjevesztéses formája (NR-

PLE) [37]. Ez a válaszalapú felosztás jól tükrözi a CIE kórélettani heterogenitását, és jelenleg 

mind a klinikai gyakorlatban, mind a kutatásban ez tekinthető az ajánlott megközelítésnek 

[1,37]. E klinikai alcsoportok között jelentős átfedés tapasztalható a tünetek megjelenésében, 

ami megnehezíti az egyértelmű elkülönítést. A diagnózis legtöbbször a terápiás próbákra adott 

válasz alapján történik, mivel még a korszerű diagnosztikai módszerek – beleértve az 

endoszkópos vizsgálatot és a kórszövettani értékelést – sem mindig teszik lehetővé az 

alcsoportok pontos differenciálását [2]. Ez a jelenség alátámasztja azt a szemléletet, miszerint 

a kutya CIE nem egységes betegség, hanem különböző, részben közös patomechanizmusok 

által fenntartott gyulladásos állapotok spektruma [37]. 

A kutyák krónikus gyulladásos enteropátiájának patogenezise összetett és multifaktoriális. Az 

egyik legelfogadottabb elmélet szerint a betegség kialakulásának alapja a bélnyálkahártya kóros 

immunválasza a lumenben jelenlévő antigénekkel szemben, beleértve a kommenzalista 

baktériumokat, a táplálékkomponenseket és különböző környezeti ingereket [37,38]. A 

táplálékra reagáló enteropátia esetén az abnormális immunreakciók elsősorban az étrendi 

antigénekhez köthetők, míg az immunszuppresszív kezelésre reagáló és nem reagáló formákban 

az immunrendszer szabályozásának zavara dominál [9,37]. A betegség kialakulásában 

genetikai tényezők is szerepet játszanak. Egyes kutyafajtákban kimutatták olyan gének 

polimorfizmusait, amelyek a mintázatfelismerő receptorokat kódolják, így például a nucleotide-
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binding oligomerization domain 2 és a TLR génjeit [39,40]. Ezek a receptorok kulcsszerepet 

töltenek be a mikrobiális eredetű jelek felismerésében és a megfelelő immunválasz 

kialakításában [32]. Funkciójuk zavara, valamint a bélmikrobióta összetételének és 

működésének megváltozása hozzájárulhat a kóros immunaktivációhoz és a krónikus gyulladás 

fennmaradásához. E mechanizmusok számos ponton párhuzamot mutatnak az emberi 

gyulladásos bélbetegségek patomechanizmusával, ami kiemeli a kutya CIE transzlációs 

jelentőségét [39,40]. 

4.1.4. A krónikus gyulladásos enteropátia terápiás lehetőségei és korlátai 

A CIE kezelése hosszú távú, lépcsőzetes és individualizált terápiás megközelítést igényel, 

amelynek célja nem csupán a klinikai tünetek átmeneti enyhítése, hanem a bélben zajló 

gyulladásos folyamatok tartós kontrollja, a bél barrier-funkciójának helyreállítása, valamint a 

relapszusok megelőzése [1]. A terápiás stratégia megválasztása során figyelembe kell venni a 

klinikai tünetek súlyosságát, a fehérjevesztés jelenlétét, a korábbi terápiás válaszokat, valamint 

a hosszú távú kezeléshez társuló kockázatokat és prognosztikai tényezőket [7]. 

A CIE kezelésének alapját minden esetben a diétás terápia képezi, amely elsőként alkalmazandó 

terápiás lépésnek tekinthető [41]. Az eliminációs diéták célja az étrendi antigénterhelés 

csökkentése és a bélnyálkahártya kóros immunaktivációjának mérséklése [42]. Ennek 

érdekében új, korábban nem etetett fehérjeforrást tartalmazó táplálékok, illetve hidrolizált 

fehérjét tartalmazó diéták alkalmazása javasolt. A diétás próba értékeléséhez legalább 6–8 

hetes, szigorúan betartott etetési periódus szükséges, amely során minden egyéb táplálékforrás 

kizárása alapvető jelentőségű [43,44]. Azoknál az egyedeknél, amelyek kizárólag diétás 

terápiára jól reagálnak, a hosszú távú prognózis kedvező, és gyakran tartós remisszió érhető el 

gyógyszeres kezelés nélkül is. Ugyanakkor a betegek egy részében a diéta önmagában nem 

biztosít megfelelő klinikai kontrollt, ami további terápiás beavatkozásokat tesz szükségessé 

[42]. 

Habár a CIE kezelésének alapját továbbra is a diétás beavatkozás képezi, ugyanakkor a 

probiotikumok alkalmazása a bélmikrobióta támogatásán keresztül bizonyos esetekben 

kedvező hatású lehet, bár a klinikai hatékonyságukra vonatkozó bizonyítékok korlátozottak 

[45]. A mikrobióta-moduláció célja a diszbiózis mérséklése, a bél barrier-funkciójának javítása 

és az endotoxin-terhelés csökkentése. Probiotikumok alkalmazása, különösen jól jellemzett, 

állatspecifikus törzsek esetében, kedvezően befolyásolhatja a mikrobiális egyensúlyt és az 

immunválasz szabályozását [39,46]. A mikrobióta-célzott terápiák elsősorban enyhébb 

esetekben vagy fenntartó kezelésként bírnak jelentőséggel, míg súlyosabb, aktív gyulladással 
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járó krónikus enteropátiák esetén önmagukban ritkán elegendőek a tartós klinikai remisszió 

eléréséhez. A probiotikumok mellett a bélmikrobiom célzott modulációjának egy további, 

intenzívebb megközelítése a fekális mikrobióta transzplantáció (FMT), amelynek célja a 

kórosan megváltozott bélflóra komplex helyreállítása [39]. Az FMT során egészséges donor 

bélsarából származó mikrobiális közösséget juttatnak a recipiens gasztrointesztinális 

traktusába, azzal a céllal, hogy növeljék a mikrobiális diverzitást és elősegítsék a fiziológiás 

bélmikrobiom visszaállását. Bár a humán gyógyászatban ez az eljárás elsősorban a 

Clostridioides difficile fertőzés kezelésében terjedt el [47], míg az állatorvosi alkalmazásban 

akrónikus gyulladásos enteropátiában szenvedő kutyák esetében az ismételt FMT-kezelések a 

klinikai tünetek javulásával hozhatók összefüggésbe, továbbá egyes esetekben lehetővé tették 

a kortikoszteroid-terápia dózisának csökkentését [48–51]. A beavatkozáshoz társuló 

mellékhatások többnyire enyhék és átmenetiek, ami az eljárás kedvező biztonságossági 

profiljára utal [52]. 

Azokban az esetekben, amikor a diétás és a mikrobióta-moduláló kezelések nem vezetnek 

kielégítő klinikai javuláshoz, immunszuppresszív vagy immunmoduláns terápia alkalmazása 

válik szükségessé [4]. Az indukciós kezelés során leggyakrabban glükokortikoidok, elsősorban 

prednizolon vagy budenozid alkalmazása történik, amely hatékonyan csökkenti a 

bélnyálkahártya gyulladását és javítja a klinikai tüneteket. A hosszú távú kezelés során 

szteroidhasználatot csökkentő terápiás stratégiák alkalmazása indokolt a mellékhatások 

minimalizálása érdekében, amelynél elsősorban ciklosporin használata jöhet szóba [53]. Ezen 

szerek hatása gyakran fokozatosan alakul ki, és hosszan tartó, gondosan monitorozott kezelésre 

van szükség. Az immunoszuppresszív terápiára jól reagáló esetekben a túlélési idő és az 

életminőség jelentősen javítható, ugyanakkor a kezelés során fokozott figyelmet kell fordítani 

a lehetséges mellékhatások, például a fertőzések, a hepato- és a nefrotoxicitás és a hematológiai 

eltérések rendszeres ellenőrzésére [7]. 

4.2. Szisztémás endotoxin-terhelés és a gyulladásos válaszreakciók 

A krónikus gyulladásos enteropátia egyik meghatározó jellemzője a bélhám barrier 

funkciójának károsodása. Az epiteliális integritás sérülése lehetővé teszi a mikrobiális eredetű 

molekulák, különösen a Gram-negatív baktériumok külső membránjának fő komponensét 

képező LPS transzlokációját a lamina propriába, illetve súlyosabb esetekben a szisztémás 

keringésbe [31,38,54]. Az LPS erőteljes aktivátora a veleszületett immunválasznak, elsősorban 

a TLR4 közvetítésével [55]. Egészséges állatokban az LPS döntően a bél lumenében marad, 



22 
 

azonban CIE esetén a fokozott bélpermeabilitás elősegíti annak felszívódását és az 

immunrendszer túlzott aktivációját [31,38]. 

Ez az állapot, amelyet gyakran metabolikus endotoxémiaként írnak le, egyre több bizonyítékkal 

alátámasztott jelenség a kutyák krónikus gyulladásos enteropátiájában [56]. A keringő LPS-

szint emelkedése kapcsolatba hozható a szövettani gyulladás mértékével és súlyosságával. Az 

endotoxin terhelés nemcsak a lokális bélgyulladás fenntartásában játszik szerepet, hanem 

kismértékű szisztémás gyulladás kialakulásához is hozzájárulhat [57]. Az endotoxin terhelés 

mértéke és időtartama meghatározza a szervezet válaszreakcióját. Krónikus, kismértékű 

endotoxémia esetén elhúzódó, mérsékelt intenzitású gyulladás alakulhat ki, amely hosszú távon 

káros hatással van az immunrendszer működésére és az anyagcsere-folyamatokra [58]. Emellett 

ennek következtében, egyéb extraintesztinális eltérések is megjelenhetnek, mint például 

májműködési zavarok és a lipidanyagcsere megváltozása, amelyek jól ismert párhuzamokat 

mutatnak az emberi gyulladásos bélbetegségekben és a metabolikus szindrómában leírt 

folyamatokkal [59] (1. ábra). 

 

1. ábra: Kutyák krónikus gyulladásos enteropátijának okai és következményei. 

4.2.1. Az LPS szerepe a gyulladásos és oxidatív stressz válasz kialakulásába 

Az LPS a Gram-negatív baktériumok külső sejtmembránjának fő strukturális alkotóeleme, és 

az egyik legjelentősebb biológiai aktivitással rendelkező endotoxin. Az LPS a veleszületett 
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immunrendszer egyik legerősebb aktivátora, amely már kis koncentrációban is képes kifejezett 

gyulladásos válaszreakciót kiváltani [60]. Ugyanakkor fontos hangsúlyozni, hogy az LPS 

immunstimuláló hatása nem egységes, mivel szerkezeti heterogenitása jelentős mértékben 

befolyásolja biológiai aktivitását. Az egyes baktériumfajokból származó LPS-molekulák – 

például az Escherichia coli vagy a Salmonella enterica különböző szerotípusai – eltérő citokin- 

és oxidatív stressz válaszokat válthatnak ki, elsősorban a lipid A komponens szerkezeti 

különbségei, valamint az O-antigén oldallánc variabilitása miatt [61]. Ez a változatosság 

különösen nagy jelentőséggel bír az LPS-alapú kísérletes gyulladásos modellek értelmezése 

során, mivel az alkalmazott LPS forrása alapvetően meghatározhatja a megfigyelt 

immunológiai válaszokat. Szisztémás környezetben az LPS elsődlegesen a PBMC sejteken fejti 

ki hatását. Ezek a sejtek – elsősorban monociták, makrofág-prekurzorok és limfociták – 

kulcsszerepet játszanak a gyulladásos jelátvitel elindításában és fenntartásában. Az LPS által 

kiváltott PBMC-aktiváció jól modellezi a szisztémás endotoxin-terhelés során lezajló 

immunválaszokat, ezért széles körben alkalmazott megközelítés a gyulladásos folyamatok 

vizsgálatára [62]. Az LPS hatásmechanizmusának központi eleme a TLR4 aktivációja, amely a 

TLR4–MD-2–CD14 receptor komplexhez történő kötődést követően intracelluláris jelátviteli 

kaszkádokat indít el. Ezek a jelátviteli utak többek között a nukleáris faktor κB (NF-κB) és a 

mitogén aktivált kináz (MAPK) útvonalak aktivációjához vezetnek, amelyek meghatározó 

szerepet töltenek be a gyulladásos gének transzkripciós szabályozásában. Az LPS-expozíció 

következtében fokozódik a proinflammatorikus citokinek, például a TNF-α, az IL-1β és az IL-

6 termelődése [32]. Ezek a mediátorok nemcsak a lokális gyulladásos folyamatokat erősítik, 

hanem szisztémás hatásokat is kiváltanak, tovább fokozva az immunaktivációt [63]. Fontos 

megjegyezni, hogy az LPS-hatás dinamikája jelentős mértékben függ az expozíció dózisától, 

időtartamától és a sejtkörnyezettől. Tartós vagy ismételt LPS-terhelés bizonyos körülmények 

között immunológiai toleranciát indukálhat, míg más esetekben fokozott, hiperreaktív válasz 

kialakulásához vezethet, ami jelentősen megnehezíti az LPS-mediált gyulladásos folyamatok 

értelmezését mind kísérletes, mind klinikai kontextusban [64]. 

A mikrobiális transzlokáció mellett az oxidatív stressz is központi szerepet játszik a CIE 

patofiziológiájában. Akut gyulladás során a beszűrődő neutrofilek és makrofágok fokozott 

mennyiségben termelnek ROS-t, amelyek közvetlenül hozzájárulnak az epiteliális 

sejtkárosodáshoz, a tight junction struktúrák felbomlásához és a bélbarrier integritásának 

romlásához [65]. A ROS-ok nem csupán sejtkárosító melléktermékek, hanem másodlagos 

hírvivőként is funkcionálnak, aktiválva olyan jelátviteli útvonalakat, mint az NF-κB, a MAPK, 
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valamint a JAK/STAT rendszer. Ezek az útvonalak a gyulladás fennmaradását és a 

súlyosbodását segítik elő [66]. Az oxidatív stressz és az immunaktiváció kölcsönhatása egy 

önfenntartó, folyamatos szövetkárosodáshoz és a nyálkahártya regenerációjának gátlásához 

vezet [67]. A ROS-ok mellett az RNS-ek is jelentős szerepet játszanak a nyálkahártya károsodás 

fokozásában. A túlzott mennyiségben termelődő nitrogén-monoxid (NO), valamint annak 

származékai tovább rontják az epiteliális barrier funkciót és erősítik a proinflammatorikus 

jelátvitelt [68]. 

4.2.2. A bakteriális transzlokáció, az E. coli szerepe és a szepszis kialakulása 

A bél barrier funkciójának károsodása esetén nemcsak mikrobiális eredetű molekulák, hanem 

élő baktériumok is képesek áthatolni a bélfalon, ezt a jelenséget bakteriális transzlokációnak 

nevezzük. A transzlokáció során a baktériumok a lamina propriába jutnak, majd a 

nyirokrendszeren vagy a véráramon keresztül extraintesztinálisan is megjelenhetnek. A 

folyamatban kiemelt szerepet tölt be az E. coli, amely az egyik leggyakrabban kimutatott 

opportunista baktérium krónikus bélbetegségekhez társuló diszbiózis és extraintesztinális 

fertőzések esetén [69]. Az E. coli Gram-negatív, pálcika alakú baktérium, az Enterobacteriaceae 

család tagja, amely fiziológiás körülmények között a normál bélflóra részét képezi. Diszbiózis 

esetén azonban patogén tulajdonságokat ölthet, és különböző fertőzések – így 

gasztrointesztinális, húgyúti, légúti fertőzések, meningitis és szepszis – kialakulásához vezethet 

[70]. Az enterális kórokozók között az enteropatogén E. coli törzsek az intesztinális 

epitélsejtekhez tapadva ultrastrukturális károsodást okoznak a bélbolyhok szintjén. Ezzel 

szemben az enterotoxikus E. coli törzsek adhéziós faktorokat, valamint hő-labilis vagy hő-stabil 

enterotoxinokat termelnek, amelyek plazmidok által kódoltak. Bár ezek a törzsek nem 

feltétlenül okoznak kifejezett szöveti károsodást, jelenlétük fokozott folyadékszekrécióhoz és a 

tápanyag-felszívódás zavarához vezet [71]. Fontos hangsúlyozni, hogy az E. coli káros 

immunológiai hatásai nem kizárólag ezekhez a klasszikus patotípusokhoz kötődnek; a 

baktérium patogenitása már pusztán a barrier károsodás és az kóros immunaktiváció 

következtében is megnyilvánulhat. Súlyos bélbarrier-károsodás esetén az E. coli bejutása a 

szisztémás keringésbe szepszis kialakulását idézheti elő, amely életet veszélyeztető állapotként 

kontrollálatlan immunválasszal és generalizált gyulladással jár. A felszabaduló citokinek és 

kemokinek vazodilatációt, kapilláris permeabilitás-fokozódást, mikrokeringési elégtelenséget 

és szöveti hipoxiát okoznak, ami sejtkárosodáshoz és szervelégtelenséghez vezet [72]. A 

koagulációs rendszer aktivációja tovább súlyosbítja az állapotot mikrothrombus-képződés, 

endothelkárosodás és disszeminált intravaszkuláris koaguláció révén. A szepszis klinikai 
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tünetei közé tartozik a láz, a tahikardia, tahipnoe, a hipotenzió és a különböző szervek 

működészavara. Kutyák esetében gyakran alakul ki szisztémás gyulladásos válasz szindróma 

[71]. A létfontosságú szervek hipoperfúziója akut veseelégtelenséghez, májműködési zavarhoz 

és metabolikus toxinok felhalmozódásához vezethet, míg a tüdő érintettsége gyakran akut 

respirációs distressz szindróma kialakulásával jár. 

Korábbi adatok szerint a korai antimikrobiális beavatkozás javíthatta a kimenetelt [73], azonban 

az antibiotikum-rezisztens E. coli törzsek egyre növekvő prevalenciája, valamint a rutinszerű 

antibiotikum-használatra vonatkozó ajánlások szigorodása miatt az alternatív, diszbiózist célzó 

kezelési stratégiák iránti érdeklődés fokozódik. Az antibiotikum-rezisztencia a bakteriális 

populációkon belüli természetes szelekció eredményeként alakul ki, amely során az 

antimikrobiális kezelés túlélő, rezisztens variánsai elszaporodnak [74]. A rezisztencia 

kialakulását bizonyos genetikai mutációk, valamint a horizontális géntranszfer – például 

plazmidok vagy bakteriofágok közvetítésével – is elősegítik, akár különböző baktériumfajok 

között is [75,76]. Az antibiotikumok nem megfelelő alkalmazása, beleértve a szükségtelen 

kezeléseket, az aluldozírozást vagy a túl rövid kezelési időtartamot, jelentősen felgyorsítja a 

rezisztencia kialakulását [77]. Különös aggodalomra adnak okot a multidrog-rezisztens törzsek, 

mint például az kiterjesztett spektrumú β-laktamáz-termelő E. coli, amelyek kezelése egyre 

korlátozottabb lehetőségek kínálkoznak [76]. Az Egészségügyi Világszervezet az 

antimikrobiális rezisztenciát napjaink tíz legjelentősebb globális közegészségügyi fenyegetése 

közé sorolja, ami az állatorvosi és humán gyógyászat számára egyaránt kiemelt jelentőségű 

kihívást jelent [78,79]. 

4.3. A flavonoidok szerepe az állatorvoslásban és a gyulladásos betegségekben 

A CIE hagyományos terápiás stratégiái hosszú távú korlátai miatt egyre nagyobb figyelem 

irányul olyan kiegészítő kezelési lehetőségekre, amelyek képesek mérsékelni a gyulladást és az 

oxidatív stresszt, miközben kedvezőbb mellékhatás-profillal rendelkeznek. A fitoterápia, 

vagyis gyógynövények és növényi eredetű kivonatok terápiás célú alkalmazása egyre nagyobb 

figyelmet kap a CIE kiegészítő kezelésében, különösen a hosszú távú gyógyszeres terhelés 

csökkentésének igénye miatt. A fitoterápiás szerek potenciális előnyei közé tartozik a 

gyulladáscsökkentő, az antioxidáns, az immunmoduláló és a bélmotilitást befolyásoló hatásuk. 

A leggyakrabban vizsgált növényi hatóanyagok közé tartozik a Curcuma longa (kurkuma), a 

Boswellia serrata, az Aloe vera, valamint különböző flavonoid- és polifenol-tartalmú növényi 

kivonatok [39]. A természetes eredetű bioaktív vegyületek, különösen a flavonoidok és egyéb 

polifenolok, antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatásuk révén ígéretes kiegészítői lehetnek a 
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CIE hosszú távú kezelésének. Ezen vegyületek potenciálisan hozzájárulhatnak a bél barrier-

funkciójának javításához, az endotoxin-indukált immunaktiváció csökkentéséhez, valamint az 

immunszuppresszív szerek szükséges dózisának mérsékléséhez, ezáltal javítva a hosszú távú 

prognózist [80,81]. 

4.3.1. A flavonoidok általános jellemzése és alkalmazási lehetőségei az állatorvoslásban 

A flavonoidok a növényi eredetű polifenol vegyületek egyik legnagyobb és legváltozatosabb 

csoportját alkotják, amelyek széles körben megtalálhatók a takarmánynövényekben, 

gyógynövényekben, gyümölcsökben és zöldségekben. Biológiai jelentőségük túlmutat a 

növényi anyagcserében betöltött szerepükön, mivel számos olyan farmakológiai hatásokkal 

rendelkeznek, amelyek az állatorvoslás területén is egyre nagyobb figyelmet kapnak [82,83]. 

A flavonoidok egyik legjelentősebb tulajdonsága az antioxidáns hatás, amely révén képesek 

semlegesíteni a ROS-t, gátolni a lipidperoxidációt és megvédeni a sejtalkotókat az oxidatív 

károsodástól [80]. Az antioxidáns aktivitás mértékét nagymértékben befolyásolja a molekulák 

kémiai szerkezete, különösen a hidroxilcsoportok száma és elhelyezkedése, valamint a kettős 

kötések jelenléte az aromás gyűrűkben [60] (2. ábra). A flavonoidok másik kulcsfontosságú 

tulajdonsága a gyulladáscsökkentő hatás, amely több mechanizmuson keresztül valósul meg. 

Képesek gátolni olyan enzimek aktivitását, mint a ciklooxigenáz és a lipoxigenáz, amelyek a 

gyulladásos mediátorok képződésében vesznek részt. Emellett befolyásolják a gyulladásos 

jelátviteli útvonalakat, csökkentik a proinflammatorikus citokinek termelődését, és modulálják 

az immunsejtek aktivációját [60]. Az enteropátiák szempontjából különösen releváns, hogy a 

flavonoidok egyszerre hatnak az oxidatív stresszre és a gyulladásra, amelyek a krónikus 

bélgyulladások patogenezisének központi elemei. Továbbá egyes flavonoidok képesek 

stabilizálni a bél barrier funkcióját, csökkenteni a permeabilitást, valamint mérsékelni az 

endotoxinok által kiváltott immunválaszt [81]. A flavonoidok ezen túlmenően antimikrobiális 

hatással is rendelkeznek, amely közvetlen és közvetett mechanizmusokon keresztül érvényesül. 

Képesek gátolni a baktériumok növekedését és virulenciáját a sejtfal és a sejtmembrán 

integritásának megzavarásával, a nukleinsav-szintézis és az energia-anyagcsere 

akadályozásával, valamint az oxidatív stressz elleni védekező mechanizmusok befolyásolásával 

[84,85]. Emellett egyes flavonoidok fokozhatják az antibiotikumok hatékonyságát, 

hozzájárulva a rezisztens baktériumtörzsek elleni védekezéshez [86,87]. Állatkísérletes 

vizsgálatok alapján a flavonoidok kedvezően befolyásolhatják a gazdaszervezet válaszát 

bakteriális endotoxinokkal szemben, csökkentve az oxidatív és gyulladásos reakciók mértékét. 

Bár az antimikrobiális hatások jelentős részét in vitro rendszerekben írták le, az eredmények 
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arra utalnak, hogy a flavonoidok alkalmazása hozzájárulhat a bél mikrobiális egyensúlyának 

fenntartásához, a kórokozók túlburjánzásának mérsékléséhez és a bélrendszer egészségének 

megőrzéséhez, különösen kutyák esetében [85]. 

 

2. ábra: Kvercetin (a), luteolin (b) és a szőlőmag oligomer proantocianidinek (c) szerkezeti 

képlete. 

4.3.2. A kvercetin biológiai hatásai és terápiás potenciálja 

A kvercetin a flavonol alcsoport egyik legismertebb és legszélesebb körben vizsgált 

képviselője. Számos növényben természetes formában előfordul, és mind humán-, mind 

állatkísérletes vizsgálatok alapján jelentős antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatással 

rendelkezik [88]. A kvercetin gyulladáscsökkentő hatása több szinten érvényesül. Képes 

csökkenteni a proinflammatorikus citokinek, köztük a TNF-α, az IL-1β és az IL-6 termelődését. 

E hatását részben azáltal fejti ki, hogy gátolja az LPS által aktivált TLR4-hez kapcsolódó 

jelátviteli útvonalakat, beleértve az NF-κB és a MAPK útvonal egyes elemeit. Ennek 

következtében mérséklődik a gyulladásos génexpresszió és az immunsejtek aktivációja [60]. 

Az oxidatív stressz elleni védelemben a kvercetin kiemelkedő szerepet játszik. Kifejezett 

szabadgyökfogó tulajdonsága révén képes közvetlenül semlegesíteni a ROS-t, valamint gátolja 

a lipidperoxidációs folyamatokat. A molekula szerkezetében található hidroxilcsoportok 

valamint a 2-es és 3-as szénatomok közötti kettős kötés és a 4-es szénatomhoz kapcsolódó oxo-
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csoport együttesen biztosítják a jelentős antioxidáns kapacitást [89,90]. E tulajdonságok 

jelentőségét több állatkísérletes modell is alátámasztja, amelyekben a kvercetin csökkentette az 

oxidatív stressz markereit, valamint mérsékelte az apoptózist és a sejtkárosodást. Kutyákban 

például kimutatták, hogy megfelelő koncentrációban alkalmazva csökkenti a ROS szintjét és 

javítja a hím ivarsejtek funkcionális paramétereit, ami a szöveti integritás megőrzéséhez járul 

hozzá [91]. A kvercetin farmakokinetikai tulajdonságai ugyanakkor korlátozzák biológiai 

hasznosulását. A bélhámsejtekben és a hepatocitákban gyorsan metabolizálódik 

glükuronsavval, szulfát- és metilcsoporttal való konjugáció útján, amely csökkenti az aktív 

aglikon forma koncentrációját. A bélmikrobióta összetétele szintén befolyásolja a kvercetin 

felszívódását és metabolizmusát. A szervezetbe kerülő kvercetin gyakran glikozid formákból 

származik, amelyek eltérő felszívódási és metabolikus sajátosságokkal rendelkeznek. 

Állatkísérletes vizsgálatok szerint egyes glikozid formák biohasznosulása kedvezőbb, 

elsősorban a vékonybélben történő hatékonyabb felszívódás miatt, míg más formák lassabban, 

de tartósabban biztosítják a kvercetin jelenlétét [92]. Ennek ellenére a szisztémás hatások 

mértékét jelentősen korlátozza a gyors metabolizmus és a csekély abszolút biohasznosulás [93]. 

A kvercetin emésztőrendszeri hatásai komplexek: egyes vizsgálatok szerint gátolhatja bizonyos 

emésztőenzimek aktivitását, ugyanakkor elősegítheti a fehérjék felszívódását, ami 

hozzájárulhat a bélfunkciók optimalizálásához. Enteropátiák esetében különösen jelentős lehet 

az a tulajdonsága, hogy egyszerre képes csökkenteni az oxidatív stresszt, a gyulladásos választ 

és az endotoxinok által kiváltott immunaktivációt [94]. Állatkísérletes adatok alapján a 

kvercetin kedvező hatásokat mutat a metabolikus homeosztázis szabályozásában is. Kutyákban 

végzett vizsgálatok szerint hosszabb távú kvercetin kiegészítés nem eredményezett kedvezőtlen 

változásokat az általános klinikai paraméterekben vagy a hematológiai értékekben, ugyanakkor 

javította a zsír-, aminosav- és epesav-anyagcserét. Metabolomikai elemzések arra utalnak, hogy 

a kvercetin aktiválhat bizonyos transzport- és aminosav-anyagcsere útvonalakat, ami 

potenciális előnyt jelenthet gyulladásos és anyagcsere-eredetű kórképek esetén [95]. A 

kvercetin kardiovaszkuláris hatásai szintén figyelemre méltók. Kutyákban végzett kísérletes 

vizsgálatok igazolták, hogy alkalmazása mérsékli a trombocita aggregációt, csökkenti a 

trombusképződés kockázatát, valamint hozzájárul a szívizom és a koszorúerek védelméhez 

isémiás állapotok során [96]. A szívbetegségekben szenvedő kutyákra jellemző fokozott 

oxidatív stressz és csökkent endogén antioxidáns kapacitás miatt a kvercetinhez hasonló fitogén 

antioxidánsok alkalmazása potenciálisan csökkentheti a ROS szintjét és lassíthatja a 

kórfolyamatok progresszióját [97]. 
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Egyéb vizsgálatok szerint a kvercetint tartalmazó természetes antioxidáns-keverékek 

kedvezően befolyásolják a bél egészségi állapotát is, csökkentik a gyulladásos környezetet, 

valamint javítják a bélmikrobiom összetételét immunmoduláló hatásokon keresztül [94]. A 

kvercetin komplex, több szervrendszert érintő hatásmechanizmusa, valamint kedvező 

biztonsági profilja alapján potenciális kiegészítő szerepet tölthet be a krónikus gyulladásos 

bélbetegségek, metabolikus eltérések és kardiovaszkuláris kórképek kiegészítő terápiájában, 

különösen az oxidatív stressz és a gyulladás mérséklésén keresztül [83,98,99]. 

4.3.3. A luteolin biológiai hatásai és terápiás potenciálja 

A luteolin a flavon alcsoportba tartozó vegyület, amely számos növényi eredetű táplálékban 

megtalálható. Elterjedt különböző növénycsaládokban, és étrendi forrásai közé tartoznak 

többek között a sárgarépa, a paprika, a zeller, az olívaolaj, valamint számos fűszernövény, 

például a kakukkfű, a rozmaring és az oregánó. Biológiai aktivitása széles spektrumon mozog, 

és különösen jelentős antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatása miatt került a kutatások 

középpontjába. Epidemiológiai és preklinikai adatok alapján a luteolin hozzájárulhat a 

krónikus, gyulladással és oxidatív stresszel összefüggő betegségek kockázatának 

csökkentéséhez [100]. A luteolin gyulladáscsökkentő hatását elsősorban a gyulladásos 

jelátviteli utak modulálásán keresztül fejti ki. Képes csökkenteni az IL-1β, az IL-6, valamint 

más proinflammatorikus citokinek termelődését, és gátolja az LPS által kiváltott immunsejt-

aktivációt. Hasonlóan a kvercetinhez, a luteolin is befolyásolja a TLR4-mediált jelátvitelt, 

valamint gátolja az NF-κB és a MAPK útvonalak egyes komponenseit, ezáltal mérsékelve a 

gyulladásos génexpressziót és az immunválaszt [60]. In vitro kutya keratinocita sejt-

modellekben kimutatták, hogy a luteolin szignifikánsan csökkenti több gyulladásos mediátor, 

köztük az IL-33, az IL-1β, az IL-6 és az IL-8 expresszióját, miközben kedvezőtlen citotoxikus 

hatás nem volt kimutatható. Ezen eredmények alapján a luteolin potenciális farmakológiai 

jelentőséggel bírhat a kutyák atópiás dermatitiszének kiegészítő kezelésében [101]. 

Antioxidáns hatása szintén jelentős, amelyet a molekula szerkezeti sajátosságai – különösen a 

hidroxilcsoportok jelenléte és az aromás gyűrűben található kettős kötés – határoznak meg. A 

luteolin hatékonyan képes semlegesíteni a ROS-t, ezáltal csökkenti az oxidatív stressz által 

kiváltott sejtkárosodást. Az oxidatív és gyulladásos folyamatok egyidejű gátlása különösen 

előnyös lehet olyan kórképekben, ahol e mechanizmusok egymást erősítve járulnak hozzá a 

szöveti károsodáshoz. A flavonoid aglikon formája biológiailag aktívabb, mint a glikozid 

formák, ami befolyásolja a felszívódást és a terápiás alkalmazhatóságot [102]. A luteolin 

hatásmechanizmusa nem korlátozódik a perifériás gyulladásos folyamatok befolyásolására 
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Kísérletes állatmodellekben neuroprotektív hatását is igazolták, amelyet a foszfoinozitid-3-

kináz / protein kináz B (PI3K/Akt) jelátviteli útvonal aktiválásával fejt ki, gátolva az idegsejtek 

apoptózisát az agykéreg és a hippokampusz területén. Ez arra utal, hogy a luteolin a központi 

idegrendszerben is képes mérsékelni az oxidatív stressz és a gyulladás káros hatásait [103]. 

Daganatellenes hatásait szintén számos preklinikai vizsgálat támasztja alá. Kutyák 

oszteoszarkóma sejtvonalaiban a luteolin gátolta a sejtszaporodást és apoptózist indukált, 

többek között a mitokondriális membránpotenciál csökkenésén, a reaktív oxigén származékok 

termelődésén és a sejtciklus szabályozásán keresztül. Emellett képes volt módosítani 

kulcsfontosságú jelátviteli útvonalakat, aktiválva az extracelluláris jel által szabályozott kináz 

1/2 útvonalat, miközben gátolta a PI3K/Akt útvonalat. Egyes kemoterápiás szerekkel, például 

ciszplatinnal kombinálva szinergista hatást mutatott, ami növelheti a daganatellenes kezelés 

hatékonyságát [104]. A luteolin további tumorellenes mechanizmusai közé tartozik a 

topoizomeráz IIa és b aktivitásának gátlása. Ezek a hatások hozzájárulhatnak a daganatsejtek 

túlélésének gátlásához anélkül, hogy jelentős DNS-károsodást okoznának, ami kedvező 

terápiás tulajdonságot jelent [105]. 

A luteolin alkalmazása különösen releváns lehet krónikus gyulladásos enteropátiák esetében, 

mivel a bélrendszerben lokálisan képes kifejteni gyulladáscsökkentő és antioxidáns hatását, 

valamint hozzájárulhat a bél barrier funkciójának stabilizálásához. Komplex 

hatásmechanizmusa, kedvező biztonsági profilja és több szervrendszert érintő pozitív biológiai 

aktivitása alapján a luteolin ígéretes jelölt lehet a krónikus gyulladásos betegségek, így a 

bélgyulladások, egyes bőrgyógyászati kórképek és daganatos megbetegedések kiegészítő 

kezelésében. 

4.3.4. A proantocianidinek biológiai hatásai és terápiás potenciálja 

A proantocianidinek flavanol eredetű oligomerek és polimerek, amelyek nagy mennyiségben 

fordulnak elő például a szőlőmagban. Biológiai hatásaik jelentős részben polimer 

szerkezetüknek és jelentős hidroxilcsoport-tartalmuknak köszönhetők. A proantocianidinek 

erőteljes antioxidáns tulajdonságokkal rendelkeznek, amelyek egyes esetekben meghaladhatják 

a klasszikus antioxidánsok, például a C- és E-vitamin hatékonyságát. Képesek semlegesíteni a 

reaktív oxigén származékokat, gátolni a lipidperoxidációt, valamint csökkenteni az oxidatív 

stressz által kiváltott sejtkárosodást [106]. Gyulladáscsökkentő hatásuk több mechanizmuson 

keresztül valósul meg. A proantocianidinek csökkentik a gyulladásos mediátorok termelődését, 

mérséklik az immunsejtek aktivációját, valamint antimikrobiális tulajdonságokkal is 

rendelkeznek. Kimutatták, hogy gátolják egyes patogén baktériumok, köztük az Escherichia 
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coli adhézióját és biofilmképző képességét, ami különösen releváns a bélrendszeri 

megbetegedések szempontjából [107]. Ezek a hatások együttesen hozzájárulhatnak a 

gyulladásos környezet mérsékléséhez és a bél barrier funkciójának megőrzéséhez. 

A szőlőmag oligomer proantocianidinek (GSOP) kiemelt jelentőséggel bírnak a kutyák 

krónikus gyulladásos enteropátiáinak kiegészítő kezelésében. Kísérletes vizsgálatokban 

szőlőmagból származó proantocianidin kiegészítés CIE-ben szenvedő kutyák esetében 

csökkentette a perzisztáló bélgyulladást, pozitívan befolyásolta a gyulladásos biomarkerek 

szintjét és mérsékelte a bél permeabilitását. E hatásokkal párhuzamosan kedvező változások 

voltak megfigyelhetők a bélmikrobiom összetételében is, ugyanis nőtt olyan 

baktériumcsoportok mennyisége, amelyek potenciálisan gyulladáscsökkentő hatással 

rendelkeznek, és részt vesznek az epesav anyagcserében. A GSOP-kezelés fokozza bizonyos 

primer és szekunder epesavak – például a kenodezoxikólsav és annak mikrobiális átalakulási 

terméke, a litokólsav – bélsárbeli koncentrációját. Ezek az epesavak ismerten szerepet játszanak 

a bél immunhomeosztázisának szabályozásában, és hozzájárulhatnak a gyulladás 

mérsékléséhez [108]. Farmakokinetikai szempontból a proantocianidinek jelentős része 

változatlan formában jut el a vastagbélbe, ahol lokálisan fejti ki antioxidáns és 

gyulladáscsökkentő hatását. A bélmikrobióta által történő metabolizmusuk során keletkező 

bioaktív metabolitok tovább módosíthatják és kiterjeszthetik biológiai aktivitásukat. Bár a 

bélsár mikrobiális összetételében egyedi variabilitás figyelhető meg, a proantocianidin-kezelés 

igazoltan képes befolyásolni a mikrobióta–gazdaszervezet tengelyt, beleértve a neuroendokrin 

válaszokat is [109]. 

A GSOP további védő hatásai más szervrendszerekben is megfigyelhetők. Kutyák esetében 

kimutatták, hogy csökkentik a ROS termelődését, valamint gátolják az oxidatív stresszhez 

kapcsolódó jelátviteli útvonalakat, például a MAPK- és PI3K-útvonalakat. Ezek a hatások 

különösen jelentősek lehetnek a szemlencse oxidatív károsodásának megelőzésében, ami 

felveti a GSOP alkalmazhatóságát a katarakta kialakulásának lassításában vagy megelőzésében 

[110]. Egyes vizsgálatok szerint a proantocianidinek antivirális terápiák kiegészítéseként is 

kedvező hatást mutathatnak, mivel hozzájárulnak a klinikai tünetek enyhítéséhez, a túlélési 

arány javításához és a vírusürítés csökkentéséhez [111]. Összességében a szőlőmagból 

származó proantocianidinek komplex hatásmechanizmusuk, kedvező biztonsági profiljuk és 

elsősorban lokálisan érvényesülő bélrendszeri hatásaik révén ígéretes természetes polifenol-

alapú stratégiát jelentenek a kutyák bélrendszerének támogatásában és a krónikus gyulladásos 

enteropátiák kiegészítő kezelésében. 
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4.4. Az in vitro kísérletek szerepe a kutatásban 

A betegségek hatékony kezelési módjainak kidolgozása és az új gyógyszerek hatásosságának 

vizsgálata hagyományosan nagymértékben állatkísérletekre épült, ugyanakkor napjainkban 

egyre nagyobb hangsúlyt kapnak az alternatív kísérleti rendszerek. A XXI. századi 

biomedicinális kutatásban kiemelt jelentőségű az állatjóléti szempontokat szem előtt tartó 3R-

elv alkalmazása. A 3R koncepció a helyettesítést (replacement), a kísérleti állatok számának 

csökkentését (reduction), valamint az eljárások finomítását (refinement) foglalja magában [7]. 

Ezen elvek alkalmazása hozzájárul az élő állatok felhasználásának minimalizálásához, valamint 

az elkerülhetetlen állatkísérletek esetében az alkalmazott állatok számának és a kísérletek során 

elszenvedett terhelésük csökkentéséhez. Az in vitro vizsgálatokat többek között azért 

fejlesztették ki, hogy lehetővé váljon különböző anyagok sejtekre gyakorolt hatásainak előzetes 

előrejelzése, valamint a gyulladásos és immunológiai válaszok modellezése. Ezekben a 

kísérletekben gyakran alkalmaznak perifériás vérből származó mononukleáris sejteket [113]. 

Az in vitro rendszerek előnye, hogy kontrollált környezetben teszik lehetővé a sejtek és 

szövetek működésének, illetve az egyes kölcsönhatásoknak a részletes vizsgálatát [114]. A 

hatásmechanizmusok és az esetleges kockázatok korai felismerése révén ezek a módszerek 

gyorsabb eredményekhez és költséghatékonyabb kutatáshoz vezethetnek [115]. 

4.4.1. A szisztémás immunrendszer in vitro modellezésére alkalmas módszerek 

A humán immunrendszer in vitro modellezésére számos jól jellemzett, immortalizált 

fehérvérsejt-sejtvonal áll rendelkezésre, különösen monocita- és makrofág-eredetű vonalak. A 

THP-1 sejtvonal akut monocitás leukémiából származik, és forbol-12-mirisztát-13-acetát-

kezeléssel makrofág-szerű sejtté differenciálható; széles körben használják citokin-válaszok, 

inflammaszóma-aktiváció és patogén-gazda kölcsönhatások vizsgálatára [116,117]. Az U937 

sejtvonal histiocitás limfómából ered, monocita-szerű fenotípusú, és szintén alkalmas 

makrofág-differenciációra, valamint immuntoxikológiai és gyulladásos folyamatok 

modellezésére [118]. A HL-60 promielocita leukémia sejtvonal, amely megfelelő 

stimulusokkal monocita vagy granulocita irányba differenciálható, a mieloid fejlődés 

tanulmányozására használatos. Makrofág-jellegű, adherens sejtvonal a Mono-Mac-6, amely 

érettebb monocita/makrofág fenotípust képvisel, és jól stimulálható bakteriális LPS-ekkel. A 

limfoid vonalak közül gyakran alkalmazzák a Jurkat (T-sejt), Raji (B-sejt) és NK-92 

(természetes ölősejtek, NK-sejt) sejtvonalakat, amelyek a szisztémás immunválasz adaptív és 

veleszületett komponenseinek modellezésére szolgálnak [116]. Ezekhez képest a nem humán 

fajok — különösen a kutya — esetében jóval korlátozottabb a fenntartható immunsejtvonalak 
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köre. A kutya makrofág sejtvonalak közül legismertebb a DH82, amely egy eredetileg 

histiocitosisból származó, makrofág jellegű sejtvonal. Ezt széles körben használják fertőzési és 

immunológiai modellezésre, mivel kifejezi a fagocitózissal és citokintermeléssel kapcsolatos 

funkcionális sajátosságokat, és bakteriális/protozoon fertőzések vizsgálatára is alkalmas in vitro 

rendszerben [119]. Emellett más kutyából származó makrofágszerű tumorsejtvonal, például az 

MH588 is létezik, amelyet immunválasz vizsgálatokhoz használnak, és mindkét vonal stabilan 

fenntartható laboratóriumi körülmények között [120]. Ezekkel a sejtvonalakkal modellezhető 

az immunrendszer makrofág-mediált komponenseinek működése, beleértve a 

citokinválaszokat, az antigénprezentációt és a polarizációt, ami fontos a szisztémás 

immunválasz és a különböző patogén interakciók vizsgálatához kutyákban [121]. 

4.4.2. Polimorfonukleáris neutrofil granulociták 

A polimorfonukleáris neutrofil granulociták (PMN) a legtöbb fehérvérsejtet alkotják a 

keringésben, és a veleszületett immunrendszer legfontosabb végrehajtói közé tartoznak. Ezek a 

sejtek gyorsan reagálnak a fertőzésekre, mivel képesek gyorsan fagocitálni és elpusztítani 

mikroorganizmusokat, valamint különböző antimikrobiális mechanizmusokat aktiválni, mint 

például a ROS termelése és a granulumokból származó enzimek felszabadítása. Eredetileg úgy 

tartották, hogy a PMN-ek főként rövid életű, nem specifikus immunsejtek, de az elmúlt 

évtizedekben kapott in vitro eredmények azt mutatják, hogy sokkal összetettebb immunológiai 

funkciókat is ellátnak, beleértve a citokinek/kemokinek termelését, a kórokozókat megkötő 

extracelluláris hálózatok kialakítását, valamint kommunikálni képesek más immunsejtekkel 

extracelluláris vezikulákon keresztül [122,123]. In vitro vizsgálatok kimutatták, hogy a PMN-

ek képesek a keringésből a szövetekbe migrálni, kemotaktikus ingerekre reagálni, granuláris 

tartalmukat kibocsátani vagy akár gyulladáscsökkentő molekulákat is termelni, amelyek 

hozzájárulhatnak nem csak a fertőzések elleni küzdelemhez, hanem a gyulladás lecsengéséhez 

és a szöveti regenerációhoz is [122]. A NET-képződés során a neutrofilek DNS-ből és 

citotoxikus enzimekből álló hálókat bocsátanak ki, amelyek képesek elfogni és semlegesíteni 

mikrobákat; ez az egyik olyan mechanizmus, amelyet in vitro körülmények között jól lehet 

vizsgálni [124]. In vitro modellekben való felhasználásuk azonban kihívást jelent, mivel a 

neutrofilek rövid élettartamúak, nem osztódnak, és nehezen tarthatók életben hosszabb időn át 

standard kultúrákban, emiatt kísérletekben rendszerint frissen izolált perifériás vérből nyert 

PMN-eket használnak, ami donor-függő variabilitást okozhat [125]. Ennek ellenére ezek az in 

vitro vizsgálatok elengedhetetlenek a veleszületett immunválasz mechanizmusainak, a 

migrációs és fagocitózis útvonalak, a ROS-termelés, citokin-profilok és NET-képződés 
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szabályozásának részletes feltérképezéséhez, amelyek mind kulcsfontosságúak a szisztémás 

immunrendszer működésében. 

4.4.3. Perifériás vér eredetű mononukleáris sejtek 

A perifériás vér eredetű mononukleáris sejtek (PBMC-k) olyan vérsejtek, amelyek kerek 

sejtmaggal rendelkeznek. Ebbe a sejtcsoportba többféle immunsejt tartozik, többek között a T- 

és B-limfociták, a monociták, a dendritikus sejtek, valamint az NK sejtek. A PBMC frakciót 

széles körben alkalmazzák szerológiai és immunológiai vizsgálatokban, mivel viszonylag 

egyszerűen és költséghatékony módon nyerhető, továbbá alkalmas arra, hogy átfogó képet 

adjon a vizsgált egyén immunrendszerének aktuális állapotáról [126]. PBMC-k segítségével jól 

tanulmányozható a mitokondriális működés, valamint a ROS termelődése is. Előnyük továbbá, 

hogy a mintavétel egyszerű vérvétellel történik, amely lényegesen kevésbé invazív eljárás, mint 

például a szöveti biopszia, ami nem minden esetben kivitelezhető [127]. A PBMC frakció 

izolálása általában úgy történik, hogy az antikoagulánssal kezelt vér centrifugálását követően a 

vörösvérsejtek és a plazma között kialakuló sejtréteget, az úgynevezett buffy coat-ot gyűjtik. A 

frakció összetétele jelentős mértékben függ a donor élettani állapotától; a tápláltsági helyzet, a 

hormonális státusz és a gyulladásos folyamatok egyaránt befolyásolhatják az immunsejtek 

válaszkészségét [62]. PBMC-k alkalmazásával számos gyulladás során felszabaduló citokin 

mutatható ki [128]. Ezek mennyisége ELISA módszerrel vagy áramlási citometriával mérhető, 

így az endotoxinok által kiváltott immunológiai folyamatok jól nyomon követhetők. 

Ugyanakkor fontos figyelembe venni, hogy a perifériás vérből származó sejtek funkcionálisan 

eltérhetnek például a bélszövet sejtjeitől, valamint in vitro környezetben hiányoznak azok a 

komplex környezeti ingerek, amelyek in vivo jelen vannak [62]. Ennek megfelelően az 

eredmények értelmezésekor ezek a korlátok nem hagyhatók figyelmen kívül. 

4.4.4. Humán eredetű immortalizált bélhámsejt-modellek 

A humán kolorektális karcinóma eredetű sejtvonalak, elsősorban a Caco-2 és a HT-29 sejtek, 

hosszú idő óta meghatározó szerepet töltenek be a bélrendszeri in vitro kutatásokban [129]. A 

Caco-2 sejtvonalat az 1970-es években izolálták humán vastagbél adenokarcinómából, és azóta 

a farmakokinetikai és permeabilitási vizsgálatok egyik legelterjedtebb modelljévé vált 

[130,131]. A sejtek differenciáció során kefeszegélyt és mikrovillusokat fejlesztenek, szoros 

sejtkapcsolatokat alakítanak ki, valamint számos, a vékonybélhámsejtekre jellemző enzimet 

expresszálnak, például aminopeptidáz N-t, szukráz-izomaltázt és dipeptidil-peptidáz IV-et 

[131]. A Caco-2 tenyészetek heterogén sejttömeget alkotnak, ami lehetőséget ad különböző 

szubklónok létrehozására [132]. A TC-7 szubklón gyorsabb proliferációs rátával és kisebb 
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transzepiteliális elektromos ellenállással rendelkezik, ezáltal funkcionálisan közelebb áll a 

vékonybélhám fiziológiás tulajdonságaihoz [133]. A Caco-2 sejtek nemcsak farmakológiai 

vizsgálatokban, hanem bakteriális tapadás és invázió tanulmányozására is alkalmazhatók, 

például hasmenéses kutyákból izolált hemolitikus E. coli törzsek esetében [134], valamint a bél 

barrier funkciójának modellezésére különböző kóros állapotokban [135]. A HT-29 sejtvonal 

szintén humán kolon adenokarcinómából származik, és polarizált, egyrétegű tenyészeteket 

képez [136]. Bár kefeszegélyhez kapcsolódó hidrolázokat kisebb mértékben fejez ki, mint az in 

vivo enterociták, szekréciós aktivitása és mucintermelése révén fontos modell a nyálkaréteg 

szerepének vizsgálatában [130]. E tulajdonság miatt a HT-29 sejteket gyakran alkalmazzák 

biohasznosulási vizsgálatokban, bakteriális fertőzések immunfolyamatainak 

tanulmányozására, valamint a Caco-2 sejtekkel kialakított ko-kultúrákban [137]. A tenyésztési 

körülmények módosításával abszorptív (HT-29-18C1) és szekréciós (HT-29-18N2) 

dominanciájú szubklónok is előállíthatók [138]. Probiotikus baktériumtörzsek tapadási 

vizsgálataihoz is sikerrel alkalmazták ezeket a sejteket [139,140]. 

4.4.5. Állati eredetű vékonybélhámsejt-modellek 

Nem transzformált állati vékonybélhám sejtvonal viszonylag kevés áll rendelkezésre [141]. A 

patkány eredetű IEC-6 és IEC-18 sejtvonalak számos bélhámsejt-jellegzetességet mutatnak, 

például kefeszegélyt, mikrovillusokat és sejtkapcsoló fehérjéket, ugyanakkor nem alakítanak ki 

teljesen polarizált kolumnáris morfológiát, és hiányoznak a jól fejlett tight junction kapcsolatok 

[138]. Emiatt elsősorban alapvető sejtfiziológiai folyamatok vizsgálatára alkalmasak [130]. Az 

egér eredetű MODE-K sejtvonalat, amelyet SV40 plazmiddal immortalizáltak, immunológiai 

vizsgálatokra fejlesztették ki [142], és kutya probiotikumok hatásainak elemzésére is 

alkalmazták [143]. A sertés eredetű bélhámsejt-modellek közül az IPI-2I, valamint az újszülött 

malacból származó IPEC-J1 és IPEC-J2 sejtvonalak emelhetők ki [144]. Ezek a sejtek 

mikrovillusokat és tight junction kapcsolatokat alakítanak ki, így jól használhatók az 

emlősállatok bélrendszeri folyamatait modellező kísérletekben [145]. 

4.4.6. Kutya eredetű in vitro bélmodellek 

A kutya bélrendszerének modellezésére leggyakrabban nem intesztinális eredetű sejtvonalakat 

alkalmaznak. Az MDCK sejtvonalat Madin és Darby izolálta kutya veseszövetből [146], és bár 

eredetileg vesehámmodellként szolgált, polarizált kolumnáris sejtrétege, kefeszegélye és szoros 

sejtkapcsolatai miatt széles körben használják intesztinális permeabilitási vizsgálatokban is 

[133,147]. Az MDCK-I és MDCK-II szubklónok eltérő transzepiteliális elektromos ellenállás 

értékkel rendelkeznek, utóbbi áteresztőképessége közelebb áll az egészséges bélhámsejtekhez. 
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Előnyük a rövid tenyésztési idő és a jó reprodukálhatóság, ugyanakkor nyálkatermelésre nem 

képesek [133]. Ennek kompenzálására HT29-MTX sejtekkel ko-kultúrák hozhatók létre, 

amelyek jobban tükrözik az in vivo környezetet [148]. Primer kutya bélhámsejt-tenyészetek 

előállíthatók újszülött kutyák duodénumából [149], és félig áteresztő membránokon tenyésztve 

permeabilitási vizsgálatokra is alkalmasak [141]. A primer sejtkultúrák fenntarthatósága az 

elmúlt években jelentősen javult, az eredeti 24–72 óráról akár két hétre is meghosszabbodott 

[149–151]. Az SV40 T-antigénnel történő immortalizáció tovább növeli a tenyészetek 

stabilitását, ugyanakkor a fiziológiás jelátviteli utak módosulásának kockázatát is magában 

hordozza [152,153]. 

4.4.7. Organoid és 3D vékonybélmodellek 

Az organoid rendszerek a hagyományos kétdimenziós sejtkultúrák és az in vivo állatmodellek 

közötti átmenetet képviselik [154]. Ezek a „mini belek” háromdimenziós szerkezetük révén 

jobban tükrözik a bélrendszer élettani és molekuláris sajátosságait, beleértve a lumen 

kialakulását és a sejtmegújulási folyamatokat [155]. Az organoidok előállításához intesztinális 

őssejtek izolálása szükséges, amelyek Matrigélben vagy laminin- és kollagénalapú mátrixban 

tenyészthetők [156]. A kriptákban Lgr5+ őssejtek, Paneth sejtek és tranzit amplifikációs sejtek 

figyelhetők meg, a sejtek élettartama és differenciációja az in vivo folyamathoz hasonló módon 

zajlik [157]. A humán organoid modellek elterjedését követően több állatfajban, így lóban 

[158], madarakban [159] és kutyában is kidolgozták a tenyésztési protokollokat. A kutya 

eredetű organoidok nemcsak egészséges szövetekből, hanem IBD-s és daganatos biopsziákból 

is létrehozhatók, lehetővé téve a kórélettani és terápiás folyamatok in vitro vizsgálatát [160]. 

Az organoid rendszerek alkalmasak a bélrendszeri patogének, valamint vírusos fertőzések, 

például a kutya parvo- és koronavírus vizsgálatára is [161,162]. Az organoidok komplex 

felépítése ugyanakkor megnehezíti a tápanyag- és gyógyszertranszport tanulmányozását, mivel 

a lumen csak mikroinjektálással érhető el [163]. Ezt a problémát részben megoldják a 

háromdimenziós organoidokból kialakított kétdimenziós monolayer tenyészetek, amelyek 

sertés, egér és kutya esetében is elérhetők [163–165]. 

Az explantátum tenyészetek alkalmazása az állatorvosi kutatásban egyre szélesebb körben 

elterjedt módszer, mivel lehetővé teszi a szöveti mikroarchitektúra és a sejtközötti kapcsolatok 

megőrzése mellett a különböző kóroki tényezők és terápiás beavatkozások vizsgálatát. A 

hagyományos sejtvonalakkal szemben az explantátum modellek komplexebb, fiziológiásabb 

környezetet biztosítanak, mivel a hámsejtek, immunsejtek és stromális elemek közötti 

interakciók is fennmaradnak. Különösen a gasztrointesztinális kutatásokban bizonyultak 
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hasznosnak, ahol a bélhám integritása, a barrierfunkció, a gyulladásos válasz és a mikrobiális 

vagy toxikus ágensek hatása ex vivo körülmények között vizsgálható [166]. Kutyák esetében az 

intesztinális explantátum tenyészetek lehetőséget biztosítanak a krónikus gyulladásos 

enteropátiák patomechanizmusának, a citokinexpressziónak, az oxidatív stressz markereknek, 

valamint a különböző gyulladásmoduláló vegyületek hatásának tanulmányozására, miközben 

csökkentik az in vivo kísérletek számát [167,168]. 
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5. Célkitűzés 

A CIE különböző formáiban közös jellemző, hogy a betegség fennállása során oxidatív stressz 

és tartós gyulladás alakul ki a szervezetben, amely hosszú távon a bélfal integritásának 

károsodásához, endotoxémiához és szisztémás metabolikus kórképek megjelenéséhez vezethet. 

A bél barrierfunkciójának sérülése lehetővé teszi bakteriális komponensek, köztük LPS, 

valamint fakultatív patogén baktériumok véráramba jutását, ami tovább fokozza a gyulladásos 

válaszokat. A CIE jelenlegi terápiája elsősorban diétás beavatkozáson, mikrobióta moduláción, 

antibiotikumok és immunszuppresszív szerek alkalmazásán alapul, azonban ezek hosszú távú 

használata jelentős mellékhatásokkal jár, és hozzájárul az antibiotikum-rezisztencia globálisan 

növekvő problémájához. Mindezek alapján indokolttá vált olyan alternatív vagy kiegészítő 

terápiás lehetőségek vizsgálata, amelyek csökkenthetik az antibiotikumok és 

immunszuppresszív készítmények alkalmazásának szükségességét. Doktori kutatásom átfogó 

célja olyan, kutyák krónikus bélgyulladásához és annak szisztémás következményeihez 

kapcsolódó, releváns, reprodukálható in vitro modellrendszerek kialakítása és alkalmazása, 

amelyek alkalmasak az oxidatív stressz és a gyulladás mechanizmusainak vizsgálatára, 

valamint természetes eredetű bioaktív vegyületek hatásainak komplex értékelésére. Munkám 

során kiemelt figyelmet fordítottam a flavonoidok — különösen a kvercetin, a luteolin és a 

szőlőmagból származó proantocianidinek — antioxidáns, gyulladásmoduláló és potenciális 

antibakteriális tulajdonságainak vizsgálatára. 

A kutatás egyik fő irányát a szisztémás endotoxin-terhelés in vitro modellezése jelentette, 

amelyhez egészséges kutya eredetű immunsejteket alkalmaztam. A sejttenyészetekben a 

gyulladást és oxidatív stresszt E. coli eredetű LPS-sel, illetve szeptikémiás esetekből származó 

E. coli törzsekkel váltottam ki, lehetővé téve a véráramba jutott bakteriális komponensek által 

kiváltott immunválasz tanulmányozását. A modell kialakításának kezdeti szakaszában célom 

volt annak felmérése is, hogy a PBMC- vagy a PMN-alapú sejtkultúra alkalmasabb-e ezen 

folyamatok tanulmányozására. Az összehasonlító vizsgálatok eredményei alapján a PBMC-k 

alkalmazása bizonyult reprezentatívabbnak, ezért a baktérium kezeléses kísérletek során a 

PBMC-kultúrákat alkalmaztuk. A modell standardizálását követően vizsgáltam a flavonoidok 

(kvercetin, luteolin, GSOP) hatását az intracelluláris és extracelluláris reaktív oxigén-, 

nitrogénszármazékok termelődésére és a gyulladásos citokinprofilra, különös tekintettel a TNF-

α szint változására. Ezen túlmenően elemeztem a vizsgált vegyületek antibakteriális aktivitását 

önállóan és antibiotikummal (enrofloxacinnal) kombinációban, minimális gátló koncentráció 
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(MIC) és mutáns prevenciós koncentráció (MPC) meghatározásával, annak érdekében, hogy 

felmérjem az antibiotikum-terápia potenciális kiegészítésének lehetőségét. 

A doktori munka másik hangsúlyos pillére egy bélgyulladásos explantátum alapú in vitro 

modell létrehozása volt, amely alkalmas a CIE-hez társuló lokális gyulladás és oxidatív stressz 

vizsgálatára. Egészséges kutyák duodénumából származó explantátum tenyészeteken E. coli és 

Salmonella eredetű LPS alkalmazásával idéztem elő gyulladásos állapotot, majd ebben a 

rendszerben elemeztem a kvercetin, a luteolin és a GSOP hatásait különböző koncentrációkban. 

A modellben vizsgáltam a sejtek életképességét és metabolikus aktivitását, az intracelluláris és 

extracelluláris oxidatív stressz mértékét, valamint a TNF-α és az IL-6 termelődését, lehetővé 

téve a flavonoidok komplex, szöveti szintű hatásainak értékelését. 

Összességében doktori kutatásom célja annak feltárása volt, hogy a flavonoidok antioxidáns és 

gyulladáscsökkentő tulajdonságaik révén miként járulhatnak hozzá a krónikus bélgyulladással 

összefüggő lokális és szisztémás gyulladásos folyamatok mérsékléséhez, valamint 

antibakteriális hatásaik révén hogyan támogathatják az antibiotikum-kezelések hatékonyságát. 

Eredményeim hozzájárulhatnak olyan kiegészítő terápiás stratégiák megalapozásához, amelyek 

hosszú távon csökkenthetik az antibiotikumok és immunszuppresszív szerek alkalmazásának 

szükségességét a kutyák krónikus enteropátiáinak kezelésében. 
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6. Anyag és módszer 

6.1. Kísérleti elrendezés 

A jelen munkában a kutya PBMC- és PMN-kultúrák, valamint duodenális explantátumok in 

vitro modelljeit alkalmaztuk a flavonoidok (kvercetin, luteolin, GSOP) antioxidáns és 

immunmoduláló hatásainak vizsgálatára. A mintavétel és tenyésztés minden lépése megfelelt 

az állatvédelmi és nemzeti jogszabályi előírásoknak, engedélyezésüket Pest Vármegyei 

Kormányhivatal Élelmiszerlánc-biztonsági, Növényvédelmi és Talajvédelmi Igazgatósága 

(Budapest, Magyarország) hagyta jóvá (engedélyszám: PE/EA/00980–6/2022).  

Az első kísérletek célja a megbízható és reprodukálható gyulladásos modell kialakítása volt 

PBMC-kultúrákban, amelyet LPS (E. coli O111:B4 és S. Enteritidis) és kutya eredetű E. coli 

törzsek alkalmazásával valósítottunk meg. A sejtek életképességét két, egymást kiegészítő 

paraméterrel értékeltük: a metabolikus aktivitást a CCK-8 teszttel, míg a sejtkárosodást az 

extracelluláris laktát dehidrogenáz (LDH) aktivitás mérésével. A gyulladásos válasz 

jellemzésére a TNF-α koncentrációt határoztuk meg, míg az oxidatív stressz markereit 

intracelluláris ROS szint mérésével követtük. 

A flavonoidok hatását önállóan, valamint LPS- és baktérium-stimulációval kombinálva 

vizsgáltuk. A sejtkultúrákban a flavonoidokat 25 és 50 µg/ml koncentrációban alkalmaztuk. A 

flavonoidok antimikrobiális hatását kutya eredetű E. coli törzseken mikrohígításos módszerrel 

vizsgáltuk, meghatározva a MIC és MPC értékeket, valamint a flavonoid–enrofloxacin 

kombináció szinergizmusát frakcionált gátlási index (FIC) számítással. 

A kutya duodenális explantátumain végzett vizsgálatok célja a flavonoidok és LPS stimuláció 

hatásának értékelése a bélfal immunválaszában. Az explantátumokat punch módszerrel 

készítettük elő, majd az 1,5 mm átmérőjű tenyészeteket 12 órás inkubáció során kezeltük LPS-

sel, flavonoidokkal, illetve ezek kombinációjával. Az explantátumok metabolikus aktivitását 

CCK-8 teszttel, citotoxicitását extracelluláris LDH-aktivitás mérésével értékeltük. A 

gyulladásos válasz követésére TNF-α és IL-6 szinteket határoztunk meg, míg az oxidatív és 

nitrozatív stressz markereit intracelluláris ROS, extracelluláris H2O2 és RNS mérésével 

követtük (1. táblázat). 
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1. táblázat: A kutatások kísérleti elrendezése, felhasznált anyagok és módszerek 

Modell Stimulusok 
Vizsgált 

vegyületek 

Sejtéletképesség/ 

metabolikus 

paraméterek 

Redox 

paraméterek 

Gyulladás 

vagy 

mikrobiális 

paraméterek  

PBMC  

és 

 PMN 

LPS (E. coli 

O111:B4, S. 

Enteritidis) 

Kvercetin, 

luteolin, GSOP 

Metabolikus 

aktivitás (CCK-8) 

Intracelluláris 

ROS (DCFH-

DA) 

TNF-α (ELISA) 

PBMC 
kutya eredetű 

E. coli törzsek 
- 

Metabolikus 

aktivitás (CCK-8), 

Sejtéletképesség 

(LDH) 

Intracelluláris 

ROS (DCFH-

DA), 

extracelluláris 

H2O2 (Amplex 

Red) és RNS 

(Griess) 

TNF-α (ELISA) 

PBMC 
kutya eredetű 

E. coli törzsek 

Kvercetin, 

luteolin, GSOP 
- 

Intracelluláris 

ROS (DCFH-

DA), 

extracelluláris 

H2O2 (Amplex 

Red) és RNS 

(Griess) 

TNF-α (ELISA) 

E. coli 

törzsek 
Enrofloxacin 

Kvercetin, 

luteolin, GSOP 
- 

- 
MIC, MPC, FIC 

Duodénum 

punch 

explant 

LPS (E. coli 

O111:B4, S. 

Enteritidis) 

Kvercetin, 

luteolin, GSOP 

Metabolikus 

aktivitás (CCK-8), 

Sejtéletképesség 

(LDH) 

Intracelluláris 

ROS (DCFH-

DA), 

extracelluláris 

H2O2 (Amplex 

Red) és RNS 

(Griess) 

TNF-α, IL-6 

(ELISA) 

 

6.2. Fehérvérsejt kultúrákon végzett vizsgálatok 

6.2.1. Mintavétel és fehérvérsejt kultúrák előkészítése 

A kísérleteket PBMC és PMN kultúráin végeztük. Az in vitro PBMC- és PMN-kultúrákhoz 

szükséges vérmintákat három egészséges, klinikai tüneteket nem mutató, rendszeresen oltott és 

féregtelenített 4-6 éves keverék kutyától szereztük be, a tulajdonos beleegyezésével, az éves 

rutinellenőrzés során. A vért etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazó csövekbe 

gyűjtöttük, és a fehérvérsejtek izolálását a mintavételt követő 30 percen belül megkezdtük. 

6.2.2.1. PBMC- és PMN-sejtek izolálása és tenyésztése 

A fehérvérsejt-frakciók elkülönítését differenciál sűrűséggradiens-centrifugálással végeztük. A 

gyártói protokollnak megfelelően Histopaque 1.077 és Histopaque 1.119 oldatokat (Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Németország) alkalmaztunk a PBMC és PMN-sejtek egyidejű izolálására 

[169]. Egy centrifugacsőbe először 3 ml Histopaque 1.077 oldatot pipettáztunk, majd erre 
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óvatosan 3 ml Histopaque 1.119 oldatot rétegeztünk, végül a gradiens tetejére 6 ml EDTA-val 

alvadásgátolt teljes vért helyeztünk. A mintákat 700 g gyorsulásnak megfelelő erővel, 30 percen 

keresztül, szobahőmérsékleten centrifugáltuk. A centrifugálást követően a PBMC- és PMN-

frakciókat külön-külön steril centrifugacsövekbe gyűjtöttük. A frakciókhoz 1 ml vörösvérsejt-

lízis oldatot (Roche Diagnostics, Mannheim, Németország) adtunk, majd 1 percig óvatosan 

homogenizáltuk. Ezt követően a mintákat foszfátpufferolt sóoldattal (PBS; Gibco, Paisley, 

Egyesült Királyság) 10 ml térfogatra egészítettük ki, és 400 g-n, 7 percig centrifugáltuk. A 

vörösvérsejt-lízis lépést szükség szerint megismételtük, amíg a sejtszuszpenziók 

makroszkóposan is teljesen megtisztultak. A sejteket ezt követően kétszer mostuk 10 ml PBS-

sel, majd 200 g-n, 10 percig centrifugáltuk. Az életképes sejtek számát Bürker-kamrában, 

tripánkék festés (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország) alkalmazásával határoztuk meg. A 

PBMC- és PMN-sejteket 2 × 10⁵ sejt/ml sűrűségben raktuk le különböző sejttenyésztő 

lemezekre. A sejtek tenyésztéséhez RPMI-1640 tápoldatot (L-glutamátot és nátrium-hidrogén-

karbonátot tartalmazó; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország) alkalmaztunk, amelyet 10% 

magzati borjúsavóval (FBS, EuroClone, Pero, Olaszország) és 1% penicillin–sztreptomicin 

antibiotikum-kiegészítővel (Lonza, Verviers, Belgium) egészítettünk ki. A sejteket 24- és 96-

lyukú lemezeken helyeztük el, majd 37 °C-on, 5V/V% CO2-t és 95% relatív páratartalmat 

biztosító inkubátorban egy éjszakán át inkubáltuk. 

A baktérium ko-kultúrás kísérletek során kizárólag PBMC-ket alkalmaztunk, ezért ezekhez a 

vizsgálatokhoz módosított izolálási protokollt használtunk. Ennek során 3 ml Histopaque 1.077 

oldatra 3 ml alvadásgátolt teljes vért rétegeztünk, majd a mintákat 400 g-n centrifugáltuk. A 

PBMC-frakció elkülönítését követően a sejteket három egymást követő lépésben PBS-sel 

mostuk; az első két mosás során 10 ml, a harmadik mosásnál 5 ml végső térfogatot 

alkalmaztunk, minden esetben 250 g-n, 10 perces centrifugálással. A sejtszámlálás és a 

tenyésztési körülmények megegyeztek a fenti leírással, azonban ebben a kísérleti elrendezésben 

a gyulladásos és oxidatív stressz választ nem LPS-kezeléssel, hanem kutya eredetű E. coli 

törzsekkel történő stimulációval váltottuk ki. 

6.2.2.2 Oxidatív stressz és gyulladás indukciója LPS- és baktériumalapú modellekben 

A sejtkultúrák 24 órás előinkubációját követően oxidatív stresszt és gyulladásos választ 

indukáltunk LPS- vagy baktériumalapú stimulációval, a kísérleti elrendezésnek megfelelően. 

Az LPS-alapú gyulladásos modell kialakításához Escherichia coli O111:B4, valamint 

Salmonella enterica serovar Enteritidis eredetű LPS-eket (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Németország) alkalmaztunk. Az LPS-eket 0,1; 1 és 10 μg/ml végső koncentrációban adtuk a 
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sejtkultúrákhoz. Ezt a stimulációs modellt PBMC, valamint PMN kultúrán egyaránt 

alkalmaztuk az endotoxin által kiváltott gyulladásos és oxidatív stresszválasz vizsgálatára. 

A kezelésekhez az LPS-oldatokat RPMI-1640 alap táptalajban készítettük el, majd a 

sejtkultúrákat a korábban alkalmazott, kiegészített tenyésztőközeg eltávolítása után kezeltük. A 

mintákat a stimuláció megkezdését követő 24. órában gyűjtöttük további analízis céljából. 

Kontrollcsoportként minden kísérletben kizárólag tenyésztőközeggel kezelt sejteket 

alkalmaztunk. Az LPS-sel kezelt csoportok eredményeit a megfelelő kontrollcsoporthoz 

viszonyítottuk. Minden kísérleti csoportban 6 párhuzamos mérést végeztünk (2. táblázat (a)). 

A baktériumalapú gyulladásos modell kialakításához kizárólag PBMC-ket alkalmaztunk, mivel 

a vizsgálat célja az élő baktériumokkal kiváltott immunválasz és oxidatív stressz modellezése 

volt. A stimulációhoz három, szisztémás fertőzésekből izolált, kutya eredetű E. coli törzset 

használtunk; 340, 404 és 863-as sorszámút. A baktériumokat friss agarlemezről Müller-Hinton 

tápoldatba oltottuk, majd 37 °C-on, egy éjszakán át tenyésztettük. Az inkubációt követően a 

baktériumszuszpenziókat steril PBS-ben hígítottuk a kívánt sejtsűrűség eléréséhez. Az élő 

baktériumokkal történő kezelések során a baktériumtenyészeteket 100-szoros hígításban adtuk 

a PBMC-khez, majd a sejteket 1 vagy 5 órán keresztül inkubáltuk. Az antibiotikum jelenlétében 

történő stimuláció vizsgálatához a baktériumszuszpenziókat 0,5 μg/ml enrofloxacint tartalmazó 

közegben készítettük el, és a PBMC-ket 1, 5 vagy 24 órán át kezeltük. Előzetes kísérletek 

alapján megállapítottuk, hogy az alkalmazott koncentrációjú enrofloxacin önmagában nem 

befolyásolta sem a sejtek életképességét, sem az intracelluláris oxidatív státuszt, sem a 

gyulladásos paramétereket. A bakteriális fragmentumok hatásának modellezésére a 

baktériumszuszpenziókat 121 °C-on, 30 percen keresztül autoklávoztuk, majd az így 

hőinaktivált baktérium fragmentumokat az élő baktériumokkal megegyező időtartamokban 

alkalmaztuk. A baktériumos kísérletek során negatív kontrollként kizárólag tenyésztőközeggel 

kezelt PBMC-ket használtunk (2. táblázat (b)). A kezeléseket követően minden kísérleti 

elrendezésben meghatároztuk a sejtek metabolikus aktivitását, az intracelluláris reaktív oxigén 

származékok mennyiségét, valamint a gyulladásos válasz jellemzésére szolgáló TNF-α 

szinteket. 
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2. táblázat: LPS- (a) és baktériumkezelések (b), ab: enrofloxacin kezelt, hő: hőkezelt E. coli baktérium 

törzsek. 

(a) 

Kezelési csoportok E. coli O111:B4 LPS S. Enteritidis LPS 

K - - 

E0,1 100 ng/ml - 

E1 1 μg/ml - 

E10 10 μg/ml - 

S0,1 - 100 ng/ml 

S1 - 1 μg/ml 

S10 - 10 μg/ml 

 

(b) 

Kezelési 

csoportok 
E340 E404 E863 Enrofloxacin Hőkezelés 

(15 perc, 121 °C) 

E340 103 CFU/ml - - - - 

E340ab 103 CFU/ml - - 0,5 μg/ml - 

E340hő 103 CFU/ml - - - + 

E404 - 103 CFU/ml - - - 

E404ab - 103 CFU/ml - 0,5 μg/ml - 

E404hő - 103 CFU/ml - - + 

E863 - - 103 CFU/ml - - 

E863ab - - 103 CFU/ml 0,5 μg/ml - 

E863hő - - 103 CFU/ml - + 

 

6.2.2.3. Flavonoidok kezelési protokollja fehérvérsejt-kultúrákon 

A flavonoidok antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatásának vizsgálatához kvercetint (≥95%, 

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország), luteolint (≥98%, Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Németország) és GSOP-t (≥98,8%, USP, Rockville, USA) alkalmaztunk. A flavonoidokat 

dimetil-szulfoxidban (DMSO, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország) oldottuk, majd RPMI-

1640 tápfolyadékban hígítottuk. A sejtkultúrákat 25 és 50 μg/ml végső 

flavonoidkoncentrációval kezeltük, miközben a DMSO végső koncentrációja 1 (V/V)% volt. A 

vizsgált koncentrációtartományt előzetes kísérleteink, valamint a vonatkozó szakirodalmi 

adatok alapján határoztuk meg (3. táblázat). A kísérletek során alkalmazott DMSO vivőanyag 
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hatását szintén előzetesen vizsgáltuk, és megállapítottuk, hogy a használt koncentrációban nem 

befolyásolta sem a sejtek metabolikus aktivitását, sem a reaktív oxigén származékok szintjét, 

sem a TNF-α termelést. A flavonoid kezeléseket PBMC, valamint PMN kultúrákon végeztük 

az LPS-alapú gyulladásos modellben. A baktériumos ko-kultúrás kísérletek során a flavonoidok 

hatását kizárólag PBMC-kultúrákon vizsgáltuk. A flavonoid oldatokat minden esetben frissen 

készítettük el, majd a sejtkultúrákhoz a korábban alkalmazott, kiegészített tenyésztőközeg 

eltávolítását követően adtuk hozzá. A flavonoid kezeléseket önállóan, valamint gyulladást keltő 

kezeléssel kombinálva is alkalmaztuk. Az LPS-alapú kísérletekben a flavonoidok hatását 

egyrészt önálló kezelésként, másrészt az LPS-indukcióval egyidejű alkalmazás során 

vizsgáltuk. A baktériumos modellben a flavonoid kezeléseket az antibiotikummal kezelt E. coli 

törzsekkel történő stimulációk mellett végeztük. Az önálló flavonoid kezelések eredményeit a 

kontrollcsoporthoz, míg a kombinált kezelések hatásait az adott gyulladásos stimulusnak kitett, 

flavonoid nélküli csoportokhoz viszonyítottuk. Minden kísérleti elrendezésben 6 párhuzamos 

mérést végeztünk. A kezeléseket követően a sejtek metabolikus aktivitását, az intracelluláris 

reaktív oxigén származékok mennyiségét, valamint a TNF-α termelést vizsgáltuk. 

3. táblázat: Flavonoid kezelések. 

Kezelési csoportok Kvercetin Luteolin GSOP 

K - - - 

Q25 25 μg/ml - - 

Q50 50 μg/ml - - 

L25 - 25 μg/ml - 

L50 - 50 μg/ml - 

P25 - - 25 μg/ml 

P50 - - 50 μg/ml 

 

6.2.3. Metabolikus aktivitás vizsgálata 

A sejtek metabolikus aktivitásának változását a Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Németország) kolorimetriás vizsgálattal határoztuk meg LPS-, baktérium- és 

flavonoid kezelések hatását követően. A CCK-8 vizsgálat WST-8 tetrazóliumsó alkalmazásán 

alapul, amely a sejtekben zajló redoxreakciók során, elektrondonor jelenlétében vízoldékony 

formazánná redukálódik. A keletkező formazán mennyisége arányos a metabolikusan aktív 

sejtek számával. A méréseket a gyártó utasításainak megfelelően végeztük. A 96-lyukú 

sejttenyésztő lemezeken tenyésztett és kezelt PBMC- és PMN-sejtekhez 10 μL CCK-8 reagenst 
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adtunk lyukanként, majd a lemezeket 2 órán keresztül, 37 °C-on, 5V/V% CO2-t tartalmazó 

inkubátorban inkubáltuk. Az inkubációt követően az abszorbanciát 450 nm hullámhosszon, 

Spectramax iD3 mikroplata-olvasó készülékkel (Molecular Devices, San Jose, USA) mértük. 

Az eredményeket a kontrollcsoporthoz viszonyítva, relatív metabolikus aktivitás értékekként 

fejeztük ki. 

6.2.4. Sejtéletképesség vizsgálata 

A bakteriális kezelések és a flavonoid kezelések sejtéletképességre gyakorolt hatását az LDH 

aktivitás mérésével határoztuk meg, kereskedelmi forgalomban kapható LDH aktivitás 

meghatározó készlet (LDH Activity Assay Kit; Sigma-Aldrich, Hamburg, Németország) 

alkalmazásával, a gyártó utasításainak megfelelően. Az eljárás során a sejttenyészet 

felülúszójában megjelenő LDH mennyiségét mértük, amely a plazmamembrán integritásának 

sérülése esetén szabadul fel. Mivel az LDH egy stabil citoszolikus enzim, amely a sejtkárosodás 

vagy sejtlízis következtében gyorsan kijut a sejtből, a felülúszóban mért LDH-aktivitás 

arányosnak tekinthető a sejthalál mértékével. Ezáltal az eljárás érzékeny és kvantitatív módszert 

biztosít a citotoxicitás monitorozására. 

A vizsgálat során minden lyukból 10 μl sejtkultúra-felülúszót gyűjtöttünk, és a reakcióelegyhez 

adtuk. A reakcióelegyet közvetlenül a felhasználás előtt készítettük el a gyártó protokollja 

szerint. A készlet laktát szubsztrátoldatot, NAD⁺-t tartalmazó kofaktor-keveréket, valamint 

kolorimetriás indikátorfestéket és színképző reagenst tartalmazott. Ezek együttesen alkották a 

reakcióelegyet, amely lehetővé tette az LDH által katalizált laktát–piruvát átalakulást, a NAD⁺ 

redukciójához, majd egy színes formazán termék képződéséhez kapcsolva. Ezt követően 100 

μl frissen elkészített munkareagenst adagoltunk egy 96-lyukú mikrotiterlemez azon lyukaiba, 

amelyek már tartalmazták a 10 μl mintát. A lemezt 37 °C-on, fénytől védve, 30 percen keresztül 

inkubáltuk. Az inkubációt követően az abszorbanciát 450 nm hullámhosszon mértük 

SpectraMax iD3 mikrolemez-olvasó segítségével. A sejthalál mértékét az LDH-aktivitás 

alapján, a kezeletlen kontrollcsoporthoz viszonyítva számítottuk ki, és az eredményeket 

százalékos citotoxicitásként a kontrollhoz viszonyítva fejeztük ki. 

6.2.5. Fehérjetartalom meghatározása 

A minták közötti esetleges sejtszám- és sejttömeg-különbségek korrigálása érdekében a teljes 

fehérjetartalmat BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Kandel, Németország) 

alkalmazásával határoztuk meg. A méréseket a gyártó protokollja szerint végeztük. A 

reakcióelegyek 30 perces inkubációját követően az abszorbanciát 562 nm hullámhosszon 

mértük Spectramax iD3 készülékkel. A fehérjekoncentrációkat standard görbe alapján 
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számítottuk ki, és az intracelluláris ROS- és TNF-α-mérések eredményeit a meghatározott 

fehérjetartalomra normalizáltuk, biztosítva az egyes kezelések közötti összehasonlíthatóságot. 

6.2.6. Intracelluláris ROS mérése 

Az intracellulárisan képződő ROS mennyiségének nem specifikus meghatározására 2′,7′-

diklórfluoreszcein-diacetátot (DCFH-DA; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország) 

alkalmaztunk. A DCFH-DA nem fluoreszkáló vegyület, amely a sejtekbe jutva acetilcsoportját 

elveszíti, majd ROS jelenlétében fluoreszkáló 2′,7′-diklórfluoreszceinné alakul. A keletkező 

fluoreszcencia intenzitása arányos a sejtekben jelen lévő összes ROS mennyiségével. A DCFH-

DA fényérzékenysége miatt a kísérleteket sötétben végeztük. A 40 mM koncentrációjú 

törzsoldat elkészítéséhez 5 mg DCFH-DA port 250 μl DMSO-ban oldottunk. A kezelőoldat 

koncentrációja 4 μM volt, amelyet úgy készítettünk el, hogy a törzsoldatot Dulbecco-féle 

módosított Eagle médium / Ham-féle F–12 tápoldattal (DMEM/F12, Gibco, Paisley, Egyesült 

Királyság) hígítottuk. A PBS-sel történő mosást követően a sejtkultúrákat 0,5 ml/lyuk 

mennyiségű kezelőoldattal inkubáltuk 37 °C-on, 60 percen keresztül. Az inkubációt követően 

a sejteket Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER; Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, USA) hozzáadásával (200 μl/lyuk) lizáltuk, majd 5 percig rázattuk körkörös síkrázó 

berendezés segítségével (Heidolph Instruments D-91126, Schwabach, Németország). A 

sejtlizátumokat Eppendorf-csövekbe pipettáztuk, és 10 percig, 4 °C-on, 2000 g-n 

centrifugáltuk. A felülúszókból 100–100 μl-t 96-lyukú lemezekbe pipettáztunk, és a 

fluoreszcencia intenzitását 480 nm gerjesztési és 530 nm emissziós hullámhosszon mértük 

Spectramax iD3 készülékkel. Az eredményeket a fehérjetartalomra normalizált relatív 

fluoreszcencia-egységekben fejeztük ki. 

6.2.7. Extracelluláris H2O2 mérése 

Az E. coli-val kezelt PBMC sejtek által termelt extracelluláris H2O2 mennyiségének 

meghatározására az Amplex™ Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay-t (Thermo Fisher 

Scientific Invitrogen, Waltham, MA, USA) alkalmaztuk. A módszer az Amplex Red reagens 

és a H2O2reakcióján alapul, amely tormaperoxidáz (HRP) jelenlétében fluoreszkáló reszorufin 

vegyület képződéséhez vezet. A keletkező fluoreszcencia intenzitása arányos a mintában jelen 

lévő H2O2 koncentrációjával, lehetővé téve a kis koncentráció tartományban történő kvantitatív 

meghatározást. 

Az Amplex Red reagensből 10 mM koncentrációjú törzsoldatot készítettünk DMSO 

felhasználásával, amelyet –20 °C-on, fénytől védve tároltunk. A HRP oldatot frissen készítettük 

PBS-ben (pH 7,4) 1 U/ml koncentrációban. A méréshez 0,1–10 µM koncentrációtartományban 
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sorozatos hígítással előállított H2O2 standardokat használtunk 1 mM-es törzsoldatból. A 

reakciókat átlátszó aljú, sima falú 96-lyukú mikroplate-lemezekben végeztük, 100 µl 

térfogatban, amely PBS-t, 10 µM Amplex Red reagenst, 0,05 U HRP-t és az E. coli-val kezelt 

PBMC sejtek felülúszóját, illetve a standardokat tartalmazta. A reakcióelegyeket 

szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltuk 30 percen keresztül a fluoreszcens termék stabil 

kialakulása érdekében. Az inkubációt követően a fluoreszcenciát 530 nm gerjesztési és 590 nm 

emissziós hullámhosszon SpectraMax iD3 mikroplate-olvasó segítségével. 

6.2.8. Reaktív nitrogén származékok mérése 

Az E. coli-val kezelt PBMC sejtek nitrozatív stresszválaszának jellemzésére a nitrogén-

monoxid (NO) termelést indirekt módon, stabil oxidációs termékei – a nitrit (NO₂⁻) és nitrát 

(NO₃⁻) – meghatározásával vizsgáltuk a Total Nitric Oxide Assay Kit (Thermo Fisher Scientific 

Invitrogen, Waltham, MA, USA) alkalmazásával. Tekintettel arra, hogy a NO rendkívül rövid 

felezési idejű molekula, a NO₂⁻ és NO₃⁻ koncentrációk alkalmas markerei az összes NO-

termelésnek biológiai rendszerekben. 

A PBMCsejtek felülúszó mintáit először 10 000 × g centrifugális erő mellett, 4 °C-on 10 percig 

centrifugáltuk a sejttörmelék eltávolítása érdekében. Az összes NO mennyiségének 

meghatározásához a mintákban jelen lévő nitrátot enzimatikusan nitritté redukáltuk nitrát-

reduktáz alkalmazásával, NADPH kofaktor jelenlétében. A redukciós reakciót 37 °C-on, 30 

perces inkubációval végeztük, biztosítva a NO₃⁻ teljes átalakulását nitritté. Az enzimatikus 

lépést követően az összes NO₂⁻ koncentrációját a Griess-reakció segítségével határoztuk meg. 

A módszer során a nitrit savas közegben szulfanilamiddal reagálva diazónium-sót képez, amely 

ezt követően N-(1-naftil) -etilén-diamin-dihidrokloriddal (NED) kapcsolódik, stabil rózsaszín 

azo-festéket létrehozva. A keletkező szín intenzitását spektrofotometriás úton mértük 540 nm 

hullámhosszon SpectraMax iD3 mikroplate-olvasó készülékkel. 

6.2.9. TNF-α mérése 

Az eltérő eredetű gyulladásos stimulusok és kezelések TNF-α termelésre gyakorolt hatását a 

PBMC-frakción vizsgáltuk. A TNF-α koncentráció meghatározásához kutya TNF-α specifikus 

szendvics ELISA kitet (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország) alkalmaztunk a gyártó 

utasításainak megfelelően. A mintákat a kezeléseket követő 24. órában a sejtfelülúszókból 

gyűjtöttük. Az abszorbanciát 450 nm hullámhosszon mértük, majd a TNF-α koncentrációkat a 

mérés során felvett standard görbe alapján számítottuk ki, és pg/ml egységben fejeztük ki. Az 

adatokat a fehérjetartalom figyelembevételével értékeltük a kezelések közötti 

összehasonlíthatóság biztosítása érdekében. 
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6.3. Flavonoidok mikrobiológiai tulajdonságai (MIC, MPC és szinergizmus vizsgálat) 

A kvercetin, luteolin és szőlőmag-proantocianidinek MIC, valamint MPC értékét a kutya 

eredetű E. coli törzseken mikrohígításos módszerrel határoztuk meg, a nemzetközi irányelvek 

ajánlásainak megfelelően. A baktériumtenyészetek sűrűségét 0,5 McFarland-standardra 

állítottuk be (≈1–2 × 10⁸ telepképző egység / ml (CFU/ml)), majd 1:200 arányban Mueller–

Hinton levesben hígítottuk. A 96-lyukú mikrotiter lemezeket úgy készítettük elő, hogy a 

vizsgált vegyületeket és/vagy az enrofloxacint kétszeres sorozathígításban adagoltuk, majd 

minden lyukhoz azonos térfogatú baktériumszuszpenziót adtunk. A MIC-értékeket 18–20 órás, 

37 °C-on történő inkubációt követően, elsődlegesen vizuális kiértékeléssel, szükség esetén 

spektrofotometriás megerősítéssel határoztuk meg, a baktériumnövekedés teljes gátlásának 

legkisebb koncentrációjaként. Az MPC meghatározásához a baktériumszuszpenzió sűrűségét 1 

McFarland-standardra állítottuk be, majd ezt hígítottuk és a tenyészeteket 72 órán át inkubáltuk. 

Az MPC-értéket azon legkisebb koncentrációként definiáltuk, amelynél baktériumszaporodás 

nem volt megfigyelhető. 

A vizsgált flavonoidok és az enrofloxacin közötti kölcsönhatások értékelésére FIC-index 

számítottunk, melynek során az enrofloxacint és az egyes flavonoidokat kétszeres 

sorozathígításban kombináltuk. A FIC-értékeket az alábbi képletek alapján számítottuk: 

FICflavonoid=MICflavonoid+enrofloxacin/MICflavonoid 

FICenrofloxacin=MICflavonoid+enrofloxacin/MICenrofloxacin 

FICindex = FICflavonoid + FICenrofloxacin 

A ≤0,5 FIC-indexet szinergizmusnak, 0,5–1 közötti értéket additív hatásnak, 1–4 közötti értéket 

semleges hatásnak, míg >4-et antagonizmusnak tekintettünk. 

6.4. Vékonybél explantátumokon végzett in vitro vizsgálatok 

6.4.1. Mintavétel és explantátumok izolálása 

A duodenális biopsziás mintákat közvetlenül az eutanáziát követően olyan kutyákból nyertük, 

amelynél a kórelőzmény és a klinikai vizsgálat alapján bélrendszeri megbetegedés nem állt 

fenn. A kísérletekhez összesen három, 12–14 éves keverék kutya mintáit használtuk fel. A 

mintavétel a tulajdonos írásos beleegyezésével történt. Valamennyi eljárás megfelelt a 

nemzetközi és magyar jogszabályoknak, valamint az intézményi irányelveknek. A minták 

feldolgozása az eutanáziát követően azonnal megkezdődött. A duodénum disztális, mintegy 
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10–12 cm hosszúságú szakaszát eltávolítottuk, majd a szövetet PBS 5% penicillin–

sztreptomicin oldattal (PenStrep; Lonza, Verviers, Belgium) kiegészítve, alaposan átmostuk. A 

béltartalmat eltávolítottuk, és a további feldolgozási lépéseket mindvégig jégen végeztük. A bél 

egy részét 10%-os neutrál pufferelt formalinban rögzítettük a kiindulási szövet szerkezeti 

épségének és egészséges állapotának hisztopatológiai igazolása céljából. A fennmaradó 

szövetdarabokat steril körülmények között további feldolgozásra kerültek. Az explantátum-

tenyésztési eljárásokat korábban publikált protokollok alapján adaptáltuk [170]. A feldolgozott 

bélszakaszt steril körülmények között ismételten PBS- és PenStrep-oldattal mostuk át, majd az 

explantátumokat két különböző módszerrel készítettük elő, a kísérleti elrendezésnek 

megfelelően. A 96-lyukú sejttenyésztő lemezeket kollagénnel vontuk be, majd lyukanként 200 

µl tenyésztőközeget adagoltunk. A tenyésztőközeg DMEM/F12 alapú tápoldatból, 25% FBS-

ből, 1% nátrium-glutamátból (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németország), 5% penicillin–

sztreptomicin oldatból, valamint HCM SingleQuots™ kiegészítőből (Lonza-Biocenter, Szeged, 

Magyarország) állt. A duodénum nyálkahártyájából 1,5 mm átmérőjű punch biopsziás 

mintavevővel (Rapid Core Punch, MDE Heidelberg) készített explantátumokat egy-egy lyukba 

helyeztük. A lemezeket 37 °C-on, 5V/V% CO2-t és 95% relatív páratartalmat biztosító 

inkubátorban 3 órán keresztül inkubáltuk, majd a tenyésztőközeget PBS-sel történő óvatos 

mosással eltávolítottuk. 

6.4.2. Kórszövettani vizsgálat 

Az explantátumok életképességének és szövettani szerkezetének értékelését rutinszerű 

hisztopatológiai módszerekkel végeztük. A 0, 3, 6, 9 és 12 órás inkubációs időpontokban 

gyűjtött mintákat (n=1-2/időpont) 10%-os pufferolt formalinban fixáltuk 12 órán keresztül 

szobahőmérsékleten, majd a szokásos dehidrálási protokollt követően paraffinba lettek 

ágyazva. Az egyes mintákból 3–5 µm vastagságú metszetek készültek, amelyeket hematoxilin–

eozinnal festettek. A preparátumok értékelése standard hisztopatológiai módszerekkel történt, 

digitalizálást követően. A tárgylemezek digitalizálása Pannoramic Midi II digitális 

metszetszkennerrel (3DHistech, Magyarország) történt, az értékeléshez és a reprezentatív 

képek rögzítéséhez SlideViewer szoftver (3DHistech, Magyarország) került alkalmazásra. 

6.4.3. Oxidatív stressz és gyulladás indukció, flavonoid kezelések 

Az explantátumokon a gyulladásos és oxidatív stressz válasz kiváltására LPS-alapú modellt 

alkalmaztunk. A mintákat E. coli és Salmonella Enteritidis eredetű LPS-sel kezeltük 10 µg/ml 

koncentrációban, a szakirodalmi adatok alapján meghatározott dózis alkalmazásával. A 

kvercetint, luteolint és GSOP-ot 25 és 50 µg/ml koncentrációkban adtuk a tenyésztőközeghez, 
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a kutatócsoportban korábban meghatározott koncentráció–hatás összefüggések 

figyelembevételével [171,172]. A kísérleti csoportok az alábbiak voltak: kizárólag 

tenyésztőközeggel kezelt kontroll, LPS-kezelés önmagában, flavonoid kezelések önállóan, 

valamint LPS-sel kombinált flavonoid kezelések. A kezeléseket követően az explantátumokat 

további 12 órán keresztül inkubáltuk (37 °C, 5V/V% CO₂, 95% relatív páratartalom), majd 

meghatároztuk a szövetek metabolikus aktivitását, a reaktív oxigén származékok képződését, 

valamint a gyulladásos citokinek felszabadulását. 

6.4.4. Metabolikus aktivitás és sejtéletképesség vizsgálata 

Az explantátumok metabolikus aktivitását a Cell Counting Kit-8 kolorimetriás módszerrel 

határoztuk meg, a fehérvérsejt-kultúráknál alkalmazott protokoll adaptálásával. Emellett az 

explantátumok sejtkárosodásának és citotoxicitásának értékelésére, szintén a fehérvérsejteknél 

alkalmazott módszerhez hasonlóan, az LDH extracelluláris felszabadulását határoztuk meg egy 

LDH Activity Assay Kit alkalmazásával. 

6.4.5. Intracelluláris és extracelluláris ROS mérése 

Az explantátumokban képződő intracelluláris ROS mennyiségének meghatározására DCFH-

DA próbát alkalmaztunk, a fehérvérsejtes vizsgálatokban használt módszer explantátumokra 

adaptált változatával. A DCFH-DA-t tartalmazó tápoldatos inkubációt követően a 

szupernatánst eltávolítottuk, majd lyukanként 70 µl M-PER lízispuffert (Thermo Fisher 

Scientific Invitrogen, Waltham, MA, USA) adtunk hozzá. A teljes sejtlízist szonikálással 

biztosítottuk (Bandelin Sonopuls HD 2200; 20 s, 3 impulzus/s) [173]. A mintákat 4 °C-on, 4500 

× g mellett 5 percig centrifugáltuk, majd a felülúszóból 50 µl-t 96-lyukú lemezbe pipettáltunk 

és fluoreszcencia intenzitást mértünk. 

Az explantátumok által termelt extracelluláris H2O2 mennyiségét a PBMC sejtek esetében 

alkalmazott eljáráshoz hasonlóan Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay 

alkalmazásával határoztuk meg tenyésztési szupernatáns mintákból. 

6.4.6. Reaktív nitrogén származékok mérése 

Az explantátumok nitrozatív stresszválaszának jellemzésére – a PBMC sejtekhez hasonló 

módon – a NO termelést indirekt módon, stabil oxidációs termékei (NO₂⁻ és NO₃⁻) 

meghatározásával vizsgáltuk Total Nitric Oxide Assay Kit alkalmazásával. 

6.4.7. TNF-α és IL-6 mérése 

A gyulladásos válasz jellemzésére az explantátumok felülúszójából meghatároztuk a TNF-α és 

az IL-6 koncentrációját. A mérésekhez kutyára specifikus sandwich ELISA készleteket 

alkalmaztunk (ElabScience Bionovation Inc., Texas, USA), a gyártó protokollja szerint. Az 
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abszorbanciát 450 nm-en mértük SpectraMax iD3 mikroplate-olvasóval, a 

citokinkoncentrációkat standard kalibrációs görbék alapján számítottuk ki és pg/ml egységben 

adtuk meg. 

6.5. Statisztikai analízis 

A statisztikai elemzéseket az R statisztikai programcsomag 3.3.2 verziójával (R Foundation for 

Statistical Computing, Bécs, Ausztria) végeztük. Az adatfeldolgozást megelőzően minden 

változó esetében feltáró és diagnosztikai elemzést alkalmaztunk az esetleges kiugró értékek 

azonosítására, valamint az adatok eloszlásának ellenőrzésére. A normalitás vizsgálatát a 

maradékok elemzésével, grafikus módszerekkel (Q–Q plot), valamint szükség esetén Shapiro–

Wilk-próbával végeztük. A varianciahomogenitást Levene-próbával ellenőriztük. Az adatokat 

minden esetben független kísérletek legalább 6 párhuzamos méréséből származó értékek 

alapján elemeztük. Az eredményeket átlag ± szórás (mean ± SD) formájában fejeztük ki, 

kivéve, ha másként jeleztük. A kezelési csoportok közötti különbségek statisztikai értékelésére 

egyutas varianciaanalízist (one-way ANOVA) alkalmaztunk. Szignifikáns főhatás esetén a 

csoportok közötti páronkénti különbségek meghatározására Tukey-féle többszörös 

összehasonlító utótesztet végeztünk. 

A statisztikai szignifikancia szintjét minden vizsgálat esetében 5%-ban határoztuk meg (p < 

0,05). Az eredmények jelölésére a következő konvenciót alkalmaztuk: p < 0,05, p < 0,01 és p 

< 0,001. A statisztikai elemzések és az ábrázolás során kizárólag kétoldali próbákat 

alkalmaztunk. 
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7. Eredmények 

7.1. Az LPS kezelések hatása a PBMC- és PMN-sejtekre 

7.1.1. Metabolikus aktivitás vizsgálata 

Az E. coli és S. Enteritidis LPS három alkalmazott koncentrációja egyik esetben sem okozott 

szignifikáns változást a PBMC- (3. ábra (a)) vagy PMN-sejtkultúrák (3. ábra (b)) metabolikus 

aktivitásában a kontrollcsoporthoz képest. 

 

(a) 

 

(b) 

3. ábra. Az LPS-kezelés hatásának vizsgálata a sejtek metabolikus aktivitására PBMC- (a) és PMN-

kultúrában (b) CCK-8 assay segítségével. Az eredmények átlagértékként és a hozzájuk tartozó 

szórásokkal kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 

8/csoport). K: kontroll, S0,1, S1, S10: S. enteritidis LPS 0,1; 1; 10 μg/ml, E0,1, E1, E10: E. coli LPS 

0,1; 1; 10 μg/ml. 
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Az abszorbanciaértékeket a kontrollhoz viszonyított százalékos értékekké alakítottuk. A sejtek 

metabolikus aktivitását a flavonoidok három különböző koncentrációjával végzett kezelést 

követően vizsgáltuk. Az abszorbanciaértékeket ebben az esetben is a kontrollértékek 

százalékában kerültek kifejezésre, majd összehasonlítottuk azokat a kontrollcsoporttal a 

PBMC- és a PMN-kultúrákban egyaránt. Mind a PBMC-, mind a PMN-kultúrákban 

szignifikáns növekedést (p < 0,001) figyeltünk meg a kvercetinnel kezelt minták metabolikus 

intenzitásában a 25 és 50 μg/ml koncentrációk esetében. Ezzel szemben a luteolin mindhárom 

koncentrációban, valamint a GSOP 50 μg/ml-es koncentrációban alkalmazva szignifikáns 

csökkenést (p < 0,001) okozott a PBMC-sejtek metabolikus aktivitásában a kontrollhoz képest 

(4. ábra (a)). A PMN-sejtekben a luteolin nem eredményezett szignifikáns eltérést, míg a GSOP 

25 μg/ml-es koncentrációja szignifikáns növekedést (p < 0,001) váltott ki a sejtek metabolikus 

aktivitásában a kontrollcsoporthoz viszonyítva (4. ábra (b)). 
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4. ábra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatásának vizsgálata a sejtek metabolikus aktivitására 

PBMC- (a) és PMN-kultúrában (b) CCK-8 assay segítségével. Az eredmények átlagértékként és a 

hozzájuk tartozó szórásokkal kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került 

megadásra (n = 8/csoport). K: kontroll, Q25, Q50: kvercetin 25; 50 μg/ml, L25, L50: luteolin 25; 50 

μg/ml, P25, P50: GSOP 25; 50 μg/ml. Szignifikáns eltérés: ***p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest. 

7.1.2. Sejtéletképesség vizsgálata 

A kétféle koncentrációban alkalmazott flavonoidok egyik esetben sem okoztak szignifikáns 

változást a PBMC- és a PMN-kultúrák sejtéletképességében a kontrollcsoporthoz képest (5. 

ábra (a) és (b)). 
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5. ábra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatásának vizsgálata a sejtek életképességére PBMC- 

(a) és PMN-kultúrákban (b) LDH-assay segítségével. Az eredmények átlagértékként és a hozzájuk 

tartozó szórásokkal kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 

8/csoport). K: kontroll, Q25, Q50: kvercetin 25; 50 μg/ml, L25, L50: luteolin 25; 50 μg/ml, P25, P50: 

GSOP 25; 50 μg/ml. 

7.1.3. Intracelluláris ROS vizsgálata 

Az intracelluláris ROS mennyiségének változását PBMC és PMN kultúrán is nyomon követtük. 

A PBMC-kultúrán az E. coli-ból és a S. Enteritidis-ből származó LPS 1 μg/ml koncentrációban 

alkalmazva szignifikáns növekedést (p < 0,001) okozott az intracelluláris ROS-szintben a 

kontrollcsoporthoz képest. A vizsgált flavonoidok közül a kvercetin és a luteolin önmagukban 

szignifikáns csökkenést (p < 0,001) idéztek elő az intracelluláris ROS mennyiségében a 

kontrollhoz képest (6. ábra (a)). Az E. coli és a S. Enteritidis LPS- és a flavonoid-kezelések 

mindegyik kombinációja szintén szignifikáns csökkenést (p < 0,001) eredményezett az 

intracelluláris ROS-szintben a kizárólag LPS-sel kezelt csoportokhoz viszonyítva (6. ábra (b) 

és (c)). 
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(b) 

 

(c) 

6. ábra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatásának vizsgálata a ROS-szintekre PBMC-

kultúrában DCFH-DA assay segítségével. Az eredmények átlagértékként és a hozzájuk tartozó 

szórásokkal kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 

6/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 

25/50 μg/ml, P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 μg/ml, 

E1+Q25/50, E1+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, 

S1+Q25/50, S1+L25/50, S1+P25/50. Szignifikáns különbség: *** p  < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz 

viszonyítva. *** p < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyítva. 

A PMN-kultúrán a kvercetin és a luteolin önmagukban alkalmazva is szignifikáns csökkenést 

(p < 0,001) okozott a ROS mennyiségében a kontrollcsoporthoz képest (7. ábra (a)). Az LPS-

kezelést követően azonban nem figyeltünk meg szignifikáns növekedést a PMN-sejtekben a 

kontrollhoz viszonyítva. Ugyanakkor a flavonoidok hozzáadása minden LPS-sel és 
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flavonoiddal együttesen kezelt csoportban szignifikáns ROS-csökkenést (p < 0,001) 

eredményezett a kizárólag LPS-sel kezelt csoportokhoz viszonyítva (7. ábra (b) és (c)).  

A fluoreszcencia intenzitás értékek ebben az esetben is a kontrollértékek százalékában kerültek 

kifejezésre, majd összehasonlítottuk azokat a kontrollcsoporttal a PBMC- és PMN-kultúrákban 

egyaránt. 
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(c) 

7. ábra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatásának vizsgálata a ROS-szintekre PMN-kultúrában 

DCFH-DA assay segítségével. Az eredmények átlagértékként és a hozzájuk tartozó szórásokkal 

kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 6/csoport). (a) 

Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 25/50 μg/ml, 

P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 μg/ml, E1+Q25/50, 

E1+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, S1+Q25/50, 

S1+L25/50, S1+P25/50. Szignifikáns különbség: *** p  < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz viszonyítva. 

*** p < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyítva. 

7.1.4. TNF-α mérése 

A TNF-α mennyiségének meghatározását a PBMC és a PMN kultúrák felülúszójából is 

elvégeztük, azonban a PMN-kultúrák felülúszójában mért TNF-α koncentrációk a módszer alsó 

detektálási határa alatt voltak, így ezek az adatok nem voltak kvantitatívan értékelhetők; ennek 

megfelelően kizárólag a PBMC-eredmények kerülnek ismertetésre. A kvercetin 50 μg/ml 

koncentrációban alkalmazva szignifikánsan csökkentette (p < 0,001), míg a GSOP 25 és 50 

μg/ml koncentrációban alkalmazva jelentősen növelte (p < 0,001) a TNF-α mennyiségét a 

kontrollcsoporthoz képest (8. ábra (a)). A TNF-α szintek elemzése során azt találtuk, hogy az 

LPS-kezelések szignifikáns növekedést (p < 0,001) okoztak a TNF-α mennyiségében a 

kontrollcsoporthoz képest. A kvercetin 50 μg/ml koncentrációban alkalmazva szignifikánsan 

csökkentette (p < 0,001) az E. coli és a S. enteritidis LPS által indukált TNF-α növekedést. A 

luteolin az E. coli és a S. Enteritidis LPS esetében is, mindkét vizsgált koncentrációjában 

jelentősen mérsékelte (p < 0,001) a TNF-α szintjét. Ezzel szemben a GSOP 25 μg/ml 

koncentrációban mindkét LPS esetében szignifikáns növekedést (p < 0,001) eredményezett (8. 

ábra (b) és (c)). 
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8. ábra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatásának vizsgálata a TNF-α-szintekre PBMC-

kultúrában ELISA módszerrel. Az eredmények átlagértékként és a hozzájuk tartozó szórásokkal 

kerülnek bemutatásra. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 6/csoport). (a) 

Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 25/50 μg/ml, 

P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 μg/ml, E1+Q25/50, 

E1+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, S1+Q25/50, 

S1+L25/50, S1+P25/50. Szignifikáns különbség: *** p  < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz viszonyítva. 

*** p < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyítva. 

7.2. E. coli kezelések hatása PBMC sejtekre 

7.2.1. Metabolikus aktivitás vizsgálata 

A PBMC-k metabolikus aktivitását különböző kutya eredetű E. coli törzsekkel (340, 404 és 

863) történő kezelést követően vizsgáltuk. A kezelést többféle inkubációs idővel (1, 5, 24 h) 

illetve hőkezelésen átesett, valamint 0,5 μg/ml koncentrációjú enrofloxacin antibiotikummal 

kombinált izolátumokkal is elvégeztük. Az 1 és 5 órás kezelések esetén nem volt megfigyelhető 

szignifikáns eltérés a kezeletlen kontrollhoz képest (9. ábra (a) és (b)). Kivételt képezett a 404-

es számú E. coli izolátummal végzett, enrofloxacinnal kombinált 24 órás kezelés, amely 

szignifikáns csökkenést eredményezett (p < 0,05) (9. ábra (c)). Összességében a választott 

baktériumkezelési körülmények nem befolyásolták számottevően a sejtek metabolikus 

aktivitását. Az enrofloxacin önmagában nem befolyásolta szignifikánsan a PMBC-k 

metabolikus aktivitását egyik inkubációs időben sem.  
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(b) 

 

(c) 

9. ábra: E. coli baktériumok PBMC sejtek metabolikus aktivitását befolyásoló hatása. Kutyából izolált 

E. coli törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), enrofloxacinnal kiegészített (ab), illetve 

hővel sterilizált (hő) formájának hatása a kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyított 

százalékos értékben kifejezve (%). A mérések három időpontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. A 

csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: * p < 0,05. Az adatok átlag ± SD 

formájában szerepelnek (n=6). 

7.2.2. Sejtéletképesség vizsgálata 

A különböző, kutya eredetű E. coli törzsekkel (340, 404 és 863) történt kezelések a legtöbb 

esetben nem befolyásolták szignifikánsan a PBMC-k életképességét a kezeletlen kontrollhoz 

viszonyítva. Kivételt képezett a 340-es számú izolátum enrofloxacinnal kezelt 1 órás (10. ábra 

(a)), illetve a 404-es számú izolátum enrofloxacinnal kezelt 5 órás kezelése (p < 0,01) (10. ábra 
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(b)), míg a választott baktériumkezelési körülmények a 24 órás inkubáció során nem 

befolyásolták a sejtek LDH aktivitást (10. ábra (c)). 
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(c) 

10. ábra: E. coli baktériumok PBMC sejtek életképességét befolyásoló hatása. Kutyából izolált E. coli 

törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), enrofloxacinnal kiegészített (ab), illetve hővel 

sterilizált (hő) formájának hatása az LDH aktivitásra kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) 

viszonyított százalékos értékben (%). A mérések három időpontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. 

A csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: ** p < 0,01. Az adatok átlag ± SD 

formájában szerepelnek (n=6). 

7.2.3. Intracelluláris ROS mérése 

Az alábbi grafikon (11. ábra) az intracelluláris ROS mennyiségének változását mutatja be 

különböző E. coli törzsek (340, 404, 863) hatására PBMC sejttenyészeteken. Az 

összehasonlítás az élő baktériumokkal, az enrofloxacinnal kiegészített, illetve a hőkezelt 

baktérium-fragmentumokkal kezelt PMBC-kultúrák és a kezeletlen kontroll között történt. Az 

1 és 5 órás kezelések során több esetben (különösen a hőkezelt baktériumok és egyes 

antibiotikummal kiegészített csoportokkal való kezelés során) a kontrollhoz képest csökkent 

ROS-szint volt megfigyelhető (11. ábra (a) és (b)), míg a 863-as törzs antibiotikummal kezelt 

formájának 24 órás kezelése szignifikánsan fokozta (p < 0,001) a ROS-termelést a 

kontrollcsoporthoz képest (11. ábra (c)). 
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11. ábra: E. coli baktériumok intracelluláris ROS mennyiségének befolyásoló hatása PBMC 

sejttenyészeteken. Kutyából izolált E. coli törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), 

enrofloxacinnal kiegészített (ab), illetve hővel sterilizált (hő) formájának hatása az intracelluláris ROS-

szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyított százalékos értékben (%). A mérések három 

időpontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. A csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a 

kontrolltól: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Az adatok átlag ± SD formájában szerepelnek (n=3). 

7.2.4. Extracelluláris H2O2 mérése 

Az alábbi grafikon (12. ábra) az extracelluláris H2O2 szint változását mutatja be különböző E. 

coli törzsek (340, 404, 863) hatására PBMC sejttenyészeteken. Az extracelluláris H2O2 szintje 

az egyórás bakteriális kezelés hatására nem mutatott szignifikáns változást egyik vizsgált 

csoportban sem a kontrollcsoporthoz képest (12. ábra (a)). Ezzel szemben az ötórás kezelési 

időpontban a csoportok többségében már szignifikáns eltérés volt megfigyelhető (p < 0,05). 

Ebben az időpontban a 340-es izolátum antibiotikummal és hőkezeléssel kezelt változata, a 

404-es izolátum kezeletlen és antibiotikummal kezelt formája, valamint a 863-as izolátum 

kezeletlen és hőkezelt változata is szignifikánsan megnövelte az extracelluláris H2O2 szintjét a 

kontrollhoz képest (12. ábra (b)). A 24 órás kezelést követően azonban már csak a 863-as törzs 

enrofloxacinnal kezelt változatánál volt kimutatható szignifikáns (p < 0,05) H2O2-szint 

emelkedés a kontroll mintákhoz képest (12. ábra (c)). 
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(b) 

 

(c) 

12. ábra: E. coli baktériumok extracelluláris H2O2 mennyiségének befolyásoló hatása PBMC 

sejttenyészeteken. Kutyából izolált E. coli törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), 

enrofloxacinnal kiegészített (ab), illetve hővel sterilizált (hő) formájának hatása az extracelluláris H2O2-

szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyított százalékos értékben (%). A mérések három 

időpontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. A csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a 

kontrolltól: * p < 0,05. Az adatok átlag ± SD formájában szerepelnek (n=3). 

7.2.5. Reaktív nitrogén származékok mérése 

Az RNS-szintek szignifikáns emelkedése kizárólag az antibiotikummal kezelt 340-es és 863-as 

E. coli törzsek esetében volt megfigyelhető, 24 órás kezelési időt követően (13. ábra (c)). 

Ezekben a csoportokban az RNS-koncentráció a kontrollhoz viszonyítva szignifikánsan 
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nagyobbnak bizonyult (p < 0,01), míg a többi kezelési időpontban és törzs esetében nem volt 

kimutatható szignifikáns változás (13. ábra (a) és (b)). 
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(c) 

13. ábra: E. coli baktériumok extracelluláris RNS mennyiségének befolyásoló hatása PBMC 

sejttenyészeteken. Kutyából izolált E. coli törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), 

enrofloxacinnal kiegészített (ab), illetve hővel sterilizált (hő) formájának hatása az extracelluláris RNS-

szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyított százalékos értékben (%). A mérések három 

időpontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. A csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a 

kontrolltól: ** p < 0,01. Az adatok átlag ± SD formájában szerepelnek (n=3). 

7.2.6. TNF-α mérése 

Az alábbi grafikon (14. ábra) a kutyából izolált E. coli törzsek (340, 404, 863) által kiváltott 

TNF-α termelés változását mutatja PBMC sejteken. A 340-es és 863-as baktérium törzsek 

mindhárom kezelési formában már az 1 órás inkubáció során szignifikánsan növelték (p < 

0,001) a TNF-α szintet (14. ábra (a)), míg a 404-es törzzsel történő 1 és 5 órás kezelés során 

csak a hőkezelt formák növelték szignifikánsan (p < 0,001) a TNF-α szintet. Az 5 órás kezelések 

során a 404-es törzs két említett kezelési formája mellett, a 340-es baktérium törzs hőkezelt 

verziója sem befolyásolta a TNF- α mennyiségét a kontrollcsoporthoz képest (14. ábra (b)), míg 

a 24 órás inkubáció hatására valamennyi baktériumtörzs – az antibiotikummal kezelt és a 

hőkezelt minták esetében is – szignifikáns növekedést mutatott (p < 0,001) (14. ábra (c)). 
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(c) 

14. ábra: E. coli baktériumok TNF-α mennyiségének befolyásoló hatása PBMC sejttenyészeteken. 

Kutyából izolált E. coli törzsek (340, 404, 863) élő (baktérium önmagában), enrofloxacinnal kiegészített 

(ab), illetve hőkezelt (hőkezelt baktérium-fragmentumok) formájának hatása a TNF-α termelésre kutya 

PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyított százalékos értékben (%). A mérések három időpontban 

(a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h történtek. A csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: *** 

p < 0,001. Az adatok átlag ± SD formájában szerepelnek (n=3). 

7.3. Flavonoidok hatása E. coli-val kezelt PBMC sejtekre 

7.3.1. Intracelluláris ROS mérése 

Az alábbi ábra az intracelluláris ROS termelés változását mutatja PBMC sejtekben, melyeket 

az E. coli 863-as törzs 0,5 µg/ml enrofloxacin antibiotikummal kezelt formájával stimuláltak. 

Az E. coli jelenléte szignifikáns ROS-szint emelkedést (p < 0,01) váltott ki a kontrollhoz képest. 

A kvercetin, luteolin és GSOP egyaránt szignifikánsan csökkentették (p < 0,001) a baktérium 

által indukált ROS-termelést, a hatás minden vizsgált koncentráció esetén szignifikánsnak 

bizonyult az E. coli-val kezelt csoporthoz viszonyítva (15. ábra). 
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15. ábra: Flavonoidok intracelluláris ROS mennyiségének befolyásoló hatása E. coli-val kezelt PBMC 

sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as törzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulált kutya 

PBMC sejtek intracelluláris ROS-szintjére gyakorolt hatása kvercetin (Q), luteolin (L) és 

proantocianidin (P) különböző koncentrációi esetén (25 és 50 µg/ml). Az értékek a kontrollhoz (K) 

viszonyított százalékos formában (%), átlag ± SD formájában (n=3) kerültek bemutatásra. A fekete 

csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: *** p < 0,001. A piros csillaggal jelölt 

csoportok szignifikánsan eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttól: *** p < 0,001. 

7.3.2. Extracelluláris H2O2 mérése 

Az E. coli 863-as törzsének 0,5 µg/ml enrofloxacinnal kezelt változata szignifikánsan 

megemelte az extracelluláris H2O2 szintet a kontrollcsoporthoz képest (p < 0,05). Ehhez 

viszonyítva a kvercetin- és GSOP-kezelés mindkét alkalmazott koncentrációban további, 

szignifikáns H2O2-szint növekedést eredményezett (p < 0,01; p < 0,001). Az E. coli által 

kiváltott H2O2-szint emelkedést kizárólag a luteolin 25 és 50 µg/ml koncentrációban történő 

alkalmazása volt képes szignifikánsan csökkenteni (p < 0,001) (16. ábra). 
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16. ábra: Flavonoidok extracelluláris H2O2mennyiségének befolyásoló hatása E. coli-val kezelt PBMC 

sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as törzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulált kutya 

PBMC sejtek extracelluláris H2O2-szintjére gyakorolt hatása kvercetin (Q), luteolin (L) és 

proantocianidin (P) különböző koncentrációi esetén (25 és 50 µg/ml). Az értékek a kontrollhoz (K) 

viszonyított százalékos formában (%), átlag ± SD formájában (n=3) kerültek bemutatásra. A fekete 

csillaggal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: * p < 0,05. A piros csillaggal jelölt 

csoportok szignifikánsan eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttól: ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

7.3.3. Reaktív nitrogén származékok mérése 

Az E. coli kezelés szignifikáns mértékben növelte az RNS mennyiségét a kontrollcsoporthoz 

viszonyítva (p < 0,01). Az E. coli által kiváltott RNS-szint emelkedést azonban egyik vizsgált 

flavonoid kezelés sem csökkentette szignifikánsan (17. ábra). 

 

17. ábra: Flavonoidok extracelluláris RNS mennyiségének befolyásoló hatása E. coli-val kezelt PBMC 

sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as törzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulált kutya 

PBMC sejtek extracelluláris RNS-szintjére gyakorolt hatása kvercetin (Q), luteolin (L) és 

proantocianidin (P) különböző koncentrációi esetén (25 és 50 µg/ml). Az értékek a kontrollhoz (K) 

viszonyított százalékos formában (%), átlag ± SD formájában (n=3) kerültek bemutatásra. A fekete 

csillagokkal jelölt értékek szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: ** p < 0,01. 

7.3.4. TNF-α mérése 

A következő grafikon a TNF-α mennyiségének változását mutatja PBMC sejtekben, melyeket 

a 0,5 µg/ml enrofloxacinnal kiegészített E. coli 863-as törzsével kezeltünk. Az E. coli jelenléte 

szignifikáns TNF-α szint emelkedést (p < 0,001) váltott ki a kontrollcsoporthoz képest. A 

kvercetin, luteolin és proantocianidin egyaránt szignifikánsan csökkentették (p < 0,001) 

mindkét vizsgált koncentrációjukban a baktérium által indukált TNF-α termelést az E. coli-val 

kezelt csoporthoz viszonyítva (18. ábra). 
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18. ábra: Flavonoidok TNF-α termelést befolyásoló hatása E. coli-val kezelt PBMC sejttenyészeteken. 

Az E. coli 863-as törzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulált kutya PBMC sejtek TNF-α 

mennyiségére gyakorolt hatása kvercetin (Q), luteolin (L) és proantocianidin (P) különböző 

koncentrációi esetén (25 és 50 µg/ml). Az értékek a kontrollhoz (K) viszonyított százalékos formában 

(%), átlag ± SD formájában (n=3) kerültek bemutatásra. A fekete csillagokkal jelölt értékek 

szignifikánsan eltérnek a kontrolltól: *** p < 0,001. A piros csillaggal jelölt csoportok szignifikánsan 

eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttól: *** p < 0,001. 

7.4. Flavonoidok mikrobiológiai tulajdonságainak meghatározása 

7.4.1. MIC, MPC meghatározása és szinergizmus vizsgálat 

A három vizsgált kutya eredetű E. coli törzs (340, 404 és 863) esetében a kvercetin MIC és 

MPC értéke többnyire nagy volt (8192 μg/ml a 340-es és 863-as törzsnél, illetve 2048 μg/ml a 

404-es törzsnél), ami a vegyület csekély direkt antibakteriális aktivitására utal. A luteolin a 340-

es és 404-es törzsnél közepes MIC-értékeket eredményezett (256 μg/ml), míg az MPC 

jelentősen nagyobb volt (2048 μg/ml és 4096 μg/ml), a 863-as törzsnél pedig mind a MIC (4096 

μg/ml), mind az MPC (4096 μg/ml) igen jelentősnek bizonyult. A szőlőmag-proantocianidin 

MIC-értéke mindhárom vizsgált törzs esetében kisebb lett (512, 512 és 1024 μg/ml) a többi 

flavonoidhoz viszonyítva, azonban az MPC- értékek már jelentősek voltak (1024, 512 és 1024 

μg/ml). Az enrofloxacin MIC-értékei mindhárom vizsgált törzs esetében 0,015625–0,03125 

μg/ml tartományban mozogtak. Az MPC-értékek ezzel szemben törzsenként eltérést mutattak: 

a 404-es és a 863-as törzs esetében 0,03125 μg/ml-nek adódtak, míg a 340-es törzs esetében 

jelentősen nagyobb, 64 μg/ml értéket mértünk (4. táblázat). 

A szinergizmus vizsgálat alapján a kvercetin, luteolin és proantocianidin kombinációja az 

enrofloxacinnal nem eredményezett szinergista hatást. A FIC-index a három vizsgálat flavonoid 

esetén 1 és 4 között változott. 
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4. táblázat: Kvercetin, luteolin, szőlőmag oligomer proantocianidinek (GSOP) és az enrofloxacin 

minimális gátló (MIC) és mutáns preventív koncentrációi (MPC). 

  340 törzs (μg/ml) 404 törzs (μg/ml) 863 törzs (μg/ml) 

Kvercetin 
MIC 8192 2048 8192 

MPC 8192 2048 8192 

Luteolin 
MIC 256 256 4096 

MPC 2048 4096 4096 

GSOP 
MIC 512 512 1024 

MPC 1024 512 1024 

Enrofloxacin 
MIC 0,03125 0,015625 0,03125 

MPC 64 0,03125 0,03125 

7.5. Vékonybél explantátum tenyészeteken végzett vizsgálatok 

7.5.1. Kórszövettani vizsgálat 

A kórszövettani vizsgálat során először kis nagyításon a bélfal szerkezete került megítélésre. Itt 

megfigyeltük a hámréteg, a lamina propria, a submukóza, tunika muszkuláris és szeroza 

rétegeket, azok szélességét, a villusok hosszát, a sejtek épségét; ezen felül esetleges patológiás 

elváltozásokat (pl. gyulladásos sejtes infiltráció, nyálkahártya fibrózis) is kerestünk.  

A bélfal szerkezetének, valamint az esetleges elváltozások megítélésére (pl. villusrövidülés, 

esetleges gyulladás mértéke) minden esetben a WSAVA Gastrointestinal Standardization 

Group adatait, illetve ajánlásait vettük figyelembe [174,175]. A bélnyálkahártya szöveti 

integritását, a sejtek vitalitását a sejtmorfológia megtartottsága alapján vizsgáltuk. 

Degradációnak/elégtelen túlélésnek tekintettük, ha a mintában apoptózis vagy nekrózis jeleit 

(kariopiknózis, kariorrhexis, kariolízis, hipereosinofilia, sejtmembrán szétesése) észleltük, 

vagy a sejtek az alaphártyától elváltak; ezek mértékét enyhe (1-5 sejtet érintő), közepes (kisebb 

sejtcsoportokat érintő) és súlyos (a minta nagyobb területeit érintő) fokba soroltuk.  

Az említett módszerekkel és kritériumok alapján a biopsziavételt követően azonnal fixált és 

vizsgált mintákban az epiteliális réteg, a lamina propria, a kripták és a szubmukóza szerkezete 

megtartott volt (19. ábra). Az inkubációs idő növekedésével az enterociták és a kriptahámsejtek 

degeneratív elváltozásai fokozatosan kifejezettebbé váltak. 9 órás inkubációs időig az 

enterociták és a kripták jelentős része még azonosítható és szerkezetileg értékelhető maradt. 

Ezután, 12 órás inkubációt követően, az enterociták száma jelentősen csökkent (denudatiot 

láttunk), és a kriptahámsejtek leválása is megfigyelhető volt. 
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19. ábra: A kutya duodénum minták kórszövettani értékelése során látott kép a mintavételt követő 

azonnali (0 órás) fixálás – a szöveti szerkezet megtartott, az enterocyták kuboidálisak, egy rétegben 

vonják be a belet, nem láthatók vakuolizáció vagy degradáció jelei. Hematoxilin-eozin festés, 200× 

nagyítás (bar=100 µm). 

7.5.2. Sejtéletképesség vizsgálata az idő függvényében 

A vékonybél explantátum tenyészetek esetében az inkubációs idő előrehaladtával a 

felülúszóban kimutatható LDH mennyisége fokozatos növekedést mutatott, amely 12 óra 

elteltével megközelítőleg az 1,5-szeresére emelkedett a kiindulási értékhez képest. Bár az LDH-

értékek átlagai az idő függvényében növekedést mutattak, azonban a kiindulási értékekhez 

viszonyítva egyik csoportban sem volt megfigyelhető statisztikailag szignifikáns eltérés. Az 

eredmények relatív formában kerültek kifejezésre, ahol a kiindulási értéket 100%-nak 

tekintettük, és a további időpontokban mért abszorbanciaértékeket ehhez viszonyítva, 

százalékos arányban adtuk meg (20. ábra). 
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20. ábra: A felülúszóban mért LDH-aktivitás időbeli alakulása vékonybél explantátum tenyészetekben. 

7.5.3. Sejtéletképesség és metabolikus aktivitás vizsgálata 

A kvercetin, luteolin és GSOP 50 µg/ml koncentrációban történő alkalmazása jelentősen 

fokozta a primer kutya duodénum explantátumok metabolikus aktivitását (p < 0,05) a CCK-8 

vizsgálat alapján a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest (21. ábra). Továbbá, az LDH mérés 

eredménye szerint egyik vizsgált vegyület sem okozott jelentős sejtkárosodást az alkalmazott 

koncentrációban a kontrollhoz viszonyítva (22. ábra). Az eredmények alapján a kvercetin, 

luteolin, GSOP, valamint az LPS-kezelések is jól tolerálhatók az in vitro modellben.  

 

21. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatásának vizsgálata a metabolikus aktivitásra duodénum 

explantátum-kultúrában CCK-8 vizsgálattal. Az eredmények átlagértékként kerülnek bemutatásra, a 

hozzájuk tartozó szórással együtt. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 6/csoport). 

K: kontroll; E10: E. coli LPS 10 μg/ml; S10: S. Enteritidis LPS 10 μg/ml; Q25, Q50: kvercetin 25 és 50 
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μg/ml; L25, L50: luteolin 25 és 50 μg/ml; P25, P50: GSOP 25 és 50 μg/mL. Szignifikancia felé mutató 

tendencia: # p < 0,1; szignifikáns különbség: * p < 0,05 a kontrollcsoporthoz képest. 

 

22. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatásának vizsgálata a citotoxicitásra duodénum explantátum-

kultúrában LDH vizsgálattal. Az eredmények átlagértékként kerülnek bemutatásra, a hozzájuk tartozó 

szórással együtt. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 6/csoport). K: kontroll; E10: 

E. coli LPS 10 μg/ml; S10: S. Enteritidis LPS 10 μg/mL; Q25, Q50: kvercetin 25 és 50 μg/ml; L25, L50: 

luteolin 25 és 50 μg/ml; P25, P50: GSOP 25 és 50 μg/ml. 

7.5.4. Intracelluláris ROS mérése 

A duodénum explantátum-kultúrában a kvercetin (50 μg/ml), a luteolin (25 és 50 μg/ml) és a 

GSOP (25 és 50 μg/ml) jelentősen csökkentette a bazális ROS-szinteket a kontrollcsoporthoz 

képest (23. ábra (a)), míg az E. coli és S. Enteritidis eredetű LPS 10 μg/ml koncentrációban 

jelentősen növelte az intracelluláris ROS-szintet (p < 0,001) a kontrollhoz viszonyítva. Az LPS 

és flavonoid kombinált kezelések szignifikáns csökkenést (p < 0,001) eredményeztek az 

intracelluláris ROS-szintben az egyedül LPS-sel kezelt csoportokhoz képest. A fluoreszcencia 

intenzitás értékeket a kontroll százalékos értékeire konvertáltuk (23. ábra (b) és (c)). 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

K E10 S10 Q25 Q50 L25 L50 P25 P50

L
D

H
 a

k
ti

v
it

ás
 (

k
o

n
tr

o
ll

%
)



79 
 

 

(a) 

 

(b) 

# *

***

***

***
***

0

20

40

60

80

100

120

K Q25 Q50 L25 L50 P25 P50

In
tr

ac
el

lu
lá

ri
s 

R
O

S
 (

k
o

n
tr

o
ll

%
)

***

***

***

***
*** *** ***

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

K E10 E10+Q25 E10+Q50 E10+L25 E10+L50 E10+P25 E10+P50

In
tr

ac
el

lu
lá

ri
s 

R
O

S
 (

k
o

n
tr

o
ll

%
)



80 
 

 

(c) 

23. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatása az intracelluláris ROS-termelésre kutya duodénum 

explantátum-kultúrákban DCFH-DA próbával. Az eredmények átlagértékként kerülnek bemutatásra, a 

hozzájuk tartozó szórással együtt. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 3/csoport) 

(a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 25/50 μg/ml, 

P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 μg/ml, E10+Q25/50, 

E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, 

S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. Szignifikancia felé mutató tendencia: # p < 0,1; szignifikáns 

különbség: * p < 0,05; *** p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest; *** p < 0,001 a megfelelő LPS-sel 

kezelt csoportokhoz képest. 

7.5.5. Extracelluláris H2O2 mérése 

A H2O2 felszabadulását a duodénum explantátum-tenyészetek sejtfelülúszójából mértük az 

LPS- és flavonoid-kezelések után, akár önállóan, akár kombinációban. A luteolin kezelés 

szignifikánsan csökkentette (p < 0,05) a H2O2-szinteket, míg a kvercetin és a GSOP nem 

okozott jelentős eltérést a kontrollhoz képest (24. ábra (a)). Az egyedül LPS-sel történő kezelés 

nem emelte statisztikailag szignifikánsan a H2O2-szinteket. Azonban az E. coli LPS és luteolin 

kombinált kezelése jelentős csökkenést (p < 0,01) eredményezett az extracelluláris H2O2-

szintben (24. ábra (b)). Még kifejezettebb csökkenést figyeltek meg (p < 0,001) a S. Enteritidis 

LPS és luteolin együttes kezelés esetén (24. ábra (c)). 
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(c) 

24. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatása az extracelluláris H2O2-szintre kutya duodénum 

explantátum-kultúrákban, Amplex Red próbával mérve. Az eredmények átlagértékként kerülnek 

bemutatásra, a hozzájuk tartozó szórással együtt. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra 

(n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 

25/50 μg/ml, P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 μg/ml, 

E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 

μg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. Szignifikáns különbség: * p < 0,05 a kontrollcsoporthoz 

képest; ** p < 0,01; *** p < 0,001 a megfelelő LPS-sel kezelt csoportokhoz képest. 

7.5.6. Reaktív nitrogén származékok mérése 

A duodénum explantátum-kultúrák nitrogén-monoxid (NO) szintjét, mint az RNS-termelés 

indikátorát, a kezelést követően mértük. A GSOP 50 µg/ml koncentrációban szignifikánsan 

csökkentette (p < 0,01) az RNS-szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest (25. ábra (a)). E. coli 

LPS-stimuláció mellett a GSOP mind 25 µg/ml, mind 50 µg/ml koncentrációban jelentős 

csökkenést (p < 0,01) eredményezett az RNS-szintekben a megfelelő LPS-sel kezelt 

csoportokhoz viszonyítva (25. ábra (b)). Ezzel szemben a Salmonella LPS-sel stimulált 

explantátumokban csak a legnagyobb GSOP koncentráció (50 µg/ml) esetén figyeltek meg 

szignifikáns csökkenést (p < 0,05) az RNS-szintekben a megfelelő LPS-sel kezelt 

kontrollokhoz képest (25. ábra (c)). A duodénum explantátum-kultúrákban a kvercetin és a 

luteolin nem csökkentette a nitrogén-monoxid szintet sem önmagában a kezeletlen kontrollhoz 

képest, sem pedig E. coli vagy a Salmonella LPS-sel stimulált kontrollokhoz képest (25. ábra 

(a, b, c)). 
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(c) 

25. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatása az extracelluláris RNS-szintre kutya duodénum 

explantátum-kultúrákban, Griess-reakcióval mérve. Az eredmények átlagértékként kerülnek 

bemutatásra, a hozzájuk tartozó szórással együtt. A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra 

(n = 3/csoport(a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 

25/50 μg/ml, P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) E. coli LPS ± flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 μg/ml, 

E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS ± flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 

μg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. Szignifikáns különbség: ** p < 0,01 a 

kontrollcsoporthoz képest; * p < 0,05; ** p < 0,01 a megfelelő LPS-sel kezelt csoportokhoz képest. 

7.5.7. TNF-α és IL-6 mérése 

A TNF-α szintjét a kutya duodenális explantátumok proinflammatorikus válaszának 

értékelésére mértük az LPS- és flavonoid-kezelések, önállóan vagy kombinációban történő 

alkalmazását követően. Sem a kvercetin, sem a luteolin, sem a GSOP önmagában nem 

változtatta jelentősen a TNF-α szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest (26. ábra (a)). Az E. 

coli LPS-stimuláció enyhén növelte a TNF-α termelést, jelezve a gyulladásos választ (p < 0,1). 

Azonbana három közül bármelyik flavonoid az E. coli LPS-sel együtt alkalmazva, különösen 

50 µg/ml koncentrációban, szignifikánsan csökkentette az LPS-indukált TNF-α felszabadulást 

(p < 0,001) (26. ábra (b)). Az S. Enteritidis LPS nem okozott szignifikáns növekedést a TNF-α 

szekrécióban. A kvercetinnel és luteolinnal kezelt csoportokban a TNF-α szintek azonban 

jelentősen csökkentek a S. Enteritidis LPS-sel kezelt csoporthoz képest (p < 0,01), 

demonstrálva az antiinflammatorikus potenciáljukat endotoxin-indukált stressz körülmények 

között (26. ábra (c)). 
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(c) 

26. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatása a TNF-α termelésére kutya duodénum explantátum-

kultúrákban. Az eredmények átlagértékként kerülnek bemutatásra, a hozzájuk tartozó szórással együtt. 

A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: 

kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 25/50 μg/ml, P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) 

E. coli LPS ± flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 μg/ml, E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. 

Enteritidis LPS ± flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. 

Szignifikancia felé mutató tendencia: # p < 0,1; szignifikáns különbségek a kontrollcsoporthoz képest. 

** p < 0,01; *** p < 0,001 a megfelelő LPS-sel kezelt csoportokhoz képest. 

Az explantátumok gyulladásos profiljának további értékelésére az IL-6 termelést is 

meghatároztuk. Mind a kvercetin, mind a luteolin 25 µg/ml koncentrációban alkalmazva 

jelentősen csökkentette (p < 0,05; p < 0,01) az IL-6 szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest 

(27. ábra (a)). Az E. coli LPS kezelés szignifikánsan növelte (p < 0,05) az IL-6 termelést a 

kontrollhoz viszonyítva (27. ábra (b)). Azonban az LPS-sel és flavonoiddal együttesen kezelt 

explantátumokban egyik flavonoid-kezelés sem eredményezett szignifikáns változást az IL-6 

koncentrációkban a megfelelő LPS-sel kezelt csoportokhoz képest (27. ábra (a) és (b)). 
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(c) 

27. ábra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatása az IL-6 termelésére kutya duodénum explantátum-

kultúrákban. Az eredmények átlagértékként kerülnek bemutatásra, a hozzájuk tartozó szórással együtt. 

A kontrollcsoport átlaga 100%-ként került megadásra (n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: 

kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 μg/ml, L25/50: luteolin 25/50 μg/ml, P25/50: GSOP 25/50 μg/ml. (b) 

E. coli LPS ± flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 μg/ml, E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. 

Enteritidis LPS ± flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 μg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. 

Szignifikáns különbségek: * p < 0,05; *** p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest. 
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8. Diszkusszió 

A kutyák krónikus gyulladásos enteropátiái heterogén patogenezisű, tartós gyulladással járó 

kórképek, amelyek kialakulásában és fennmaradásában a bélbarrier integritásának károsodása 

meghatározó szerepet játszik. Bár e betegségek részletes patomechanizmusa az irodalomban 

széles körben tárgyalt, egyre több adat utal arra, hogy a nyálkahártya immunválasz zavara és a 

mikrobiális egyensúly felborulása együttesen járul hozzá a gyulladás perzisztálásához [37]. A 

diszbiózis következtében megnövekedhet bizonyos fakultatív patogének, köztük az E. coli 

aránya, amely a barrierfunkció sérülésével együtt elősegítheti bakteriális komponensek, 

elsősorban LPS-ek szisztémás keringésbe jutását. A fokozott bélpermeabilitás következtében 

kialakuló endotoxémia tovább erősítheti a gyulladásos folyamatokat. Az LPS által aktivált 

jelátviteli utak fokozott ROS- és RNS-termeléssel, gyulladásos mediátorok felszabadulásával 

és mitokondriális diszfunkcióval járnak, ami lokálisan a bélhámsejtek károsodását, 

szisztémásan pedig oxidatív stressz és enyhe fokú gyulladás kialakulását eredményezheti [57]. 

Így a krónikus gyulladásos enteropátia nem csupán lokális nyálkahártya-gyulladásként 

értelmezhető, hanem potenciálisan szisztémás következményekkel is járó állapotként. A 

jelenlegi terápiás megközelítés elsősorban diétás intervencióra, a bél mikrobiom modulálásra, 

valamint szükség esetén immunmoduláló vagy immunszuppresszív kezelésre épül [37,53]. 

Ugyanakkor a tartós gyulladás és az oxidatív stressz egyidejű jelenléte indokolttá teszi olyan 

kiegészítő stratégiák vizsgálatát, amelyek a barrierfunkció támogatásán és a gyulladás 

modulálásán keresztül több patomechanikai ponton avatkozhatnak be [42]. Ebben az 

összefüggésben a növényi eredetű flavonoidok – mint a kvercetin, a luteolin és a GSOP – 

különös figyelmet érdemelnek. E vegyületek jól ismert antioxidáns és gyulladáscsökkentő 

tulajdonságokkal rendelkeznek, továbbá képesek befolyásolni az LPS-indukált jelátviteli 

folyamatokat. Hatásuk révén potenciálisan mérsékelhetik egyrészt a lokális 

bélhámkárosodással és oxidatív stresszel járó folyamatokat, másrészt a szisztémás endotoxin-

terhelés következtében kialakuló gyulladásos és redoxegyensúly-zavarokat [85]. Mindezek 

alapján a flavonoidok nem a standard terápia helyettesítőiként, hanem annak kiegészítőiként 

értelmezhetők a CIE komplex kezelésében. 

PhD kutatásom során először a szisztémás immunválasz modellezésére perifériás 

fehérvérsejtekből álló modellt alkalmaztunk. A tenyészeteken az endotoxin-terhelést idéztük 

elő, lehetővé téve az oxidatív stresszhez és gyulladásos folyamatokhoz kapcsolódó sejtválaszok 

in vitro vizsgálatát. Első lépésben azt vizsgáltuk, hogy a kiválasztott flavonoidok és az LPS-ek 

okoznak-e változást a sejtkultúrák életképességében. Eredményeink alapján a kvercetinnel 
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végzett kezelések (25 és 50 μg/ml) szignifikánsan növelték a sejtek metabolikus aktivitását. 

Hasonló citoprotektív hatást több sejttípusban is leírtak korábban. Például kvercetin 

jelenlétében oxidatív stressznek kitett enterocitákban csökkent az apoptózis és nőtt a sejtek 

életképessége, ami részben a redox-homeosztázis javulásával és az antioxidáns védekezés 

aktiválásával magyarázható. A jelenség hátterében többek között a Nrf2 jelátviteli útvonal 

aktivációja állhat, amely fokozza az antioxidáns enzimek expresszióját és hozzájárul a sejtek 

oxidatív károsodással szembeni védelméhez [176]. Fontos azonban figyelembe venni, hogy a 

metabolikus aktivitást mérő assay-k – például a CCK-8 módszer – elsősorban a sejtek redox- 

és mitokondriális aktivitását tükrözik, így az ilyen típusú változások nem feltétlenül jelentenek 

sejtszámnövekedést vagy proliferációt, hanem a sejtek metabolikus állapotának módosulását is 

jelezhetik [177]. Ennek megfelelően a kvercetin által kiváltott metabolikus aktivitás-növekedés 

hátterében a sejtek antioxidáns státuszának javulása és a redox-homeosztázis modulációja is 

állhat. Ezzel szemben a luteolin a PBMC-kultúrákesetében szignifikáns metabolikus aktivitás 

csökkenést váltott ki mind 25, mind 50 μg/ml koncentráció alkalmazásakor. A luteolin 

metabolikus aktivitást csökkentő hatását primer hepatocita kultúrákban is megfigyelték 

16 μg/ml koncentráció esetében a CCK-8 assay alkalmazásakor [178]. Bár a luteolin 

csökkentette a metabolikus aktivitást, ez nem feltétlenül jelez sejtpusztulást, és mivel az LDH-

aktivitás mérése nem mutatott növekedést a kontrollhoz képest, biztonsággal alkalmaztuk a 

további vizsgálatokban. A luteolin esetében megfigyelt metabolikus aktivitás csökkenés 

összhangban áll más tanulmányokkal is, amelyek szerint ez a flavonoid képes gátolni 

gyulladásos sejtek metabolikus és jelátviteli folyamatait, például az NF-κB és MAPK 

útvonalakat, ami a gyulladásos mediátorok termelésének csökkenésével jár [179]. Az ilyen 

jellegű immunmoduláló hatás gyakran együtt jár a sejtek metabolikus aktivitásának 

mérséklődésével anélkül, hogy közvetlen citotoxikus hatás jelentkezne. Ennek megfelelően az 

LDH-felszabadulás hiánya arra utal, hogy a luteolin által kiváltott változás inkább funkcionális 

vagy metabolikus modulációt, mintsem sejtkárosodást tükröz [180]. Ismert, hogy a flavonoidok 

és más antioxidáns vegyületek nemcsak antioxidáns, hanem prooxidáns hatással is 

rendelkezhetnek, amely a koncentrációtól és a környezeti ROS-státusztól függően nyilvánul 

meg [181]. Számos tanulmány rámutatott arra, hogy a polifenolok bizonyos körülmények 

között – például nagy koncentrációban – ROS képződését is elősegíthetik, így prooxidáns hatást 

fejthetnek ki [182]. Ezzel szemben kisebb koncentrációkban ezek a vegyületek jellemzően 

antioxidáns aktivitást mutatnak, amely több mechanizmuson keresztül valósulhat meg, például 

a szabadgyökök közvetlen semlegesítésével, a redox-érzékeny jelátviteli utak modulálásával, 

illetve az endogén antioxidáns rendszerek aktiválásával [183]. Vizsgálatainkban a kvercetin, a 
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luteolin és a GSOP alkalmazott koncentrációi (25 és 50 μg/ml) szignifikánsan csökkentették az 

LPS által indukált ROS-szintet, így kizárólag antioxidáns hatásuk érvényesült. Hasonló 

eredményekről számoltak be más tanulmányok is, amelyekben a kvercetin és a luteolin képes 

volt mérsékelni az LPS-indukált oxidatív stresszt különböző immunsejt-modellekben az 

intracelluláris ROS-szint csökkentésével. A GSOP antioxidáns hatását szintén széles körben 

dokumentálták. Ezek a vegyületek hatékonyan képesek semlegesíteni a ROS-t, valamint 

gátolják az oxidatív stressz által aktivált gyulladásos jelátviteli útvonalakat [92,184,185]. 

Eredményeink tehát összhangban állnak a szakirodalomban leírtakkal, miszerint a flavonoidok 

megfelelő koncentrációtartományban hatékonyan képesek csökkenteni az LPS által indukált 

oxidatív stresszt immunsejtekben, ami hozzájárulhat gyulladáscsökkentő hatásuk 

kialakulásához. 

Amennyiben a PBMC-ket poliklonális aktivátorokkal stimuláljuk, különböző citokineket és 

aktivációs markereket termelnek. Az endotoxémia modelljeként alkalmazott PBMC-k esetében 

a végső következtetések levonásakor figyelembe kell venni, hogy ezek a véreredetű sejtek 

különböznek az intesztinális szövetből származó sejtektől, valamint in vitro körülmények 

között hiányzik a fiziológiás környezeti stimuláció [62]. A PBMC-k alkalmasak a gyulladás 

során aktiválódó citokinek, például a TNF-α és az IL-17 azonosítására [128], így 

felhasználhatók az endotoxin által kiváltott folyamatok vizsgálatára. A TNF-α egy gyulladást 

serkentő citokin, amely központi szerepet játszik a szisztémás gyulladásos válasz 

szabályozásában, és elsősorban a makrofágok termelik. Vizsgálatunkban mindkét LPS által 

kiváltott TNF-α emelkedést szignifikánsan csökkentette a kvercetin 50 μg/ml koncentrációban, 

illetve a luteolin 25 és 50 μg/ml koncentrációban, ami összhangban van az irodalmi adatokkal. 

A Hippophaë rhamnoides (homoktövis) például többek között kvercetint is tartalmaz. A 

szervezetben a kvercetin csökkenti a gyulladásos mediátorok és citokinek – így a TNF-α és az 

IL-6 – hatását, ezáltal gyulladáscsökkentő és tumorellenes hatást fejt ki [60]. A növényi kivonat 

képes mérsékelni a TNF-α szekrécióját PBMC- és PMN-sejtekben [186]. A luteolin 

csökkentette a CD4+ IL-4-et szekretáló sejtek számát PBMC-kultúrákban [187]. Emellett E. 

coli O26:B6 LPS-sel stimulált RAW 264.7 makrofág sejtvonalon a luteolin és a kvercetin 

gátolta a TNF-α és az IL-6 szekrécióját [188], továbbá a forbol-12-mirisztát-13-acetát által 

kiváltott TNF-α termelés csökkenését kvercetin hatására primer lóeredetű fehérvérsejt-

kultúrákban is kimutatták [189]. Bár a mi vizsgálataink során a GSOP mindkét alkalmazott 

koncentrációban csökkentette az intracelluláris ROS-szintet, a 25 μg/ml koncentrációs 

kezelések során fokozta a TNF-α szekrécióját. Ennek alapján megállapítható, hogy a GSOP 

meghatározó szerepet játszhat bizonyos proinflammatorikus citokinek szekréciójában, 
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koncentráció függő módon. E tulajdonságuk miatt nemkívántos hatásokat is kiválthatnak, és 

oxidatív károsodást okozhatnak [181]. A GSOP prooxidáns hatása nemcsak a koncentrációtól, 

hanem az alkalmazás időtartamától is függhet. Más esetekben, amikor a GSOP-t egyéb étrendi 

komponensekkel kombinálva alkalmazzák, azok képesek lehetnek az antioxidáns/prooxidáns 

aktivitás mérséklésére [190]. A proantocianidinek kisebb frakciói (monomer–tetramer) 

csökkentették a fitohemaglutininnel aktivált sejtek IL-1β expresszióját, míg a nagyobb 

oligomerek (pentamer–dekamer) növelték azt. Ez alapján a frakciók mérete is befolyásolhatja 

a gyulladásos folyamatokat [189]. Egy másik vizsgálatban a proantocianidin kezelés 25 μg/ml 

koncentrációban szignifikánsan csökkentette az IL-1β, IL-6 és TNF-α szintjét a kontrollhoz 

képest, sertés PBMC-kben, 4 órával E. coli O111:B4 LPS kezelést követően [191]. Az eltérő 

eredmények oka lehet az állatfajok közötti különbség vagy a mintavétel időpontja. Ugyanakkor 

a TNF-α jelentős hatással van más citokinek, például az IL-10 termelésére is, ezért 

feltételezhető, hogy a TNF-α szint változása más citokinek szintjének módosulását is maga után 

vonja [192]. 

A flavonoidok in vitro hatásait számos egyrétegű sejtkultúrán vizsgálták. Intesztinális epitél 

sejtekben a kvercetin csökkentette a ROS- és IL-6-szintet IPEC-J2 sejtekben [193], továbbá 

csökkentette az IL-2 termelést [194], valamint gátolta a TLR2–NF-κB jelátviteli útvonalat 

humán PBMC-kben [195]. A luteolin és a GSOP antioxidáns és antibakteriális hatását szintén 

igazolták IPEC-J2 sejtekben [171]. A GSOP hozzájárulhat az intesztinális egészség 

fenntartásához és a kutyák IBD-jének kezeléséhez a bélmikrobiom és az epesav-anyagcsere 

befolyásolásán keresztül [108]. Bár a flavonoidok rossz biohasznosulása korlátozhatja az in 

vivo hatékonyságukat, számos kutatás folyik felszívódásuk és eloszlásuk javítása érdekében 

[196]. Ezt a gyenge hasznosulást nanorészecskék alkalmazása is javíthatja [197], ugyanakkor 

az is elképzelhető, hogy lokális, bélben kifejtett hatásuk önmagában is elegendő pozitív hatással 

bír, és közvetetten, a bélrendszer megfelelő egészségi állapotán keresztül hatva 

befolyásolhatják a szisztémás egészségi állapotot. 

Az előző modellhez képest a következő kísérletsorozatban az endotoxémia komplexebb 

megközelítésére törekedtünk: az LPS helyett baktériumokat alkalmaztunk stimulusként, és több 

oxidatív stresszparaméter egyidejű mérésével kívántuk jobban alátámasztani a flavonoidok 

antioxidáns és immunmoduláló hatásait endotoxémiás környezetben, valamint meghatároztuk 

a vizsgált vegyületek MIC és MPC koncentrációit a felhasznált E. coli törzsekkel szemben. A 

második kísérletsorozat tervezésekor módszertani megfontolások alapján módosítottuk a 

sejttípusok körét, és a továbbiakban kizárólag PBMCsejteket alkalmaztunk. A PMN-sejtek 

izolálása technikailag lényegesen nagyobb kihívást jelentett, mivel a vörösvérsejtektől történő 
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elválasztásuk nem volt kellően hatékony. A vörösvérsejt-lizálási lépések, valamint az ismételt 

centrifugálások következtében számottevő sejtéletképesség-csökkenést tapasztaltunk, továbbá 

a sejtek összetapadása miatt a kiindulási sejtszám is alacsonyabbnak bizonyult a vártnál. 

Emellett az LPS-stimuláció hatására nem észleltünk szignifikáns ROS-szint emelkedést, és a 

PMN-sejtek felülúszójából a TNF-α koncentráció sem volt detektálható. Mindezen technikai és 

funkcionális megfontolások alapján a további vizsgálatokat kizárólag PBMC-sejteken végeztük 

el, amelyek stabilabb és reprodukálhatóbb kísérleti modellt biztosítottak az immunológiai és 

oxidatív stresszparaméterek értékeléséhez. A bakteriális kezelések sejtes metabolikus 

aktivitásra és citotoxicitásra gyakorolt hatását első lépésben LDH assay és CCK-8 kit 

alkalmazásával vizsgáltuk, annak igazolására, hogy egyik kezelés sem okozott szignifikáns 

citotoxicitást. Ennek kiemelt jelentősége van, mivel nem citotoxikus körülmények között az 

észlelt ROS-változások nagyobb valószínűséggel tükrözik a szabályozott redox jelátvitelt és az 

immunaktivációt, mintsem a sejtek életképességének csökkenéséből fakadó nem specifikus 

oxidatív károsodást. A kísérletek során három különböző E. coli törzset alkalmaztunk, és a 

sejteket három eltérő inkubációs időtartamon keresztül (1, 5 és 24 óra) inkubáltuk velük. A 

baktériumokat többféle formában is vizsgáltuk: élő baktériumként, 0,5 μg/ml enrofloxacinnal 

kiegészítve, valamint hőkezelt formában. Az eredmények alapján sem a vizsgált 

baktériumtörzsek, sem az inkubációs időtartamok, sem pedig a különböző kezelési módok nem 

voltak összefüggésbe hozhatók a PBMC-k életképességének csökkenésével. A baktériumok és 

immunsejtek közötti kölcsönhatások során a sejtek életképességének megőrzése nem meglepő, 

mivel számos tanulmány kimutatta, hogy a baktériumokkal történő rövid idejű inkubáció 

elsősorban az immunsejtek aktivációját és citokin-termelését váltja ki, miközben a sejtek 

életképessége nem csökken. Például kimutatták, hogy E. coli jelenlétében a monociták és 

makrofágok képesek fenntartani életképességüket, miközben aktiválják az immunválaszhoz 

kapcsolódó jelátviteli útvonalakat, például az NF-κB jelátvitelt [198]. Hasonló 

megfigyelésekről számoltak be más PBMC-modellekben is, ahol bakteriális komponensekkel 

történő stimuláció elsősorban gyulladásos mediátorok termelődését és immunsejt-aktivációt 

váltott ki, miközben a sejtek metabolikus aktivitása és életképessége nem változott 

számottevően [199]. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a baktériumok és eukarióta sejtek 

közötti együtttenyésztés során az inkubációs idő kritikus tényező lehet. Előzetes kísérleteink 

során megfigyeltük, hogy amennyiben az élő E. coli baktériumokat 24 órán keresztül inkubáltuk 

antibiotikum jelenléte nélkül, a baktériumok intenzív szaporodása következtében a kultúrában 

gyorsan túlszaporodtak, ami végül a PBMC-k életképességének teljes elvesztéséhez vezetett. 

Ennek megfelelően a további vizsgálatok során a 24 órás inkubációs idő esetében az élő 
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baktériumokat önmagukban már nem alkalmaztuk, hanem kizárólag antibiotikummal 

kiegészített vagy hőkezelt formában vizsgáltuk. Összességében eredményeink arra utalnak, 

hogy az alkalmazott kísérleti körülmények között az E. coli törzsekkel végzett rövid idejű 

inkubáció nem befolyásolta közvetlenül a PBMC-k életképességét, ami lehetővé tette a 

baktérium-indukált immunválasz további vizsgálatát anélkül, hogy jelentős citotoxikus hatás 

torzította volna az eredményeket. Ezt követően meghatároztuk az intracelluláris ROS-szinteket 

E. coli-val kezelt PBMC-kben. A kontrollhoz képest szignifikáns ROS-növekedést kizárólag a 

24 órás inkubáció során, az enrofloxacinnal kezelt 863-as izolátummal kombinált kezelés 

váltott ki, míg a rövidebb inkubációs idők gyakran a ROS-szint csökkenésével jártak. Ennek 

egyik lehetséges magyarázata egy bifázisos mintázat, amely egy korai csökkenést, majd egy 

későbbi emelkedést foglal magában. Ez a jelenség értelmezhető egy kezdeti adaptív válaszként 

– amely gyakran az Nrf2-hez társuló citoprotektív mechanizmusokkal és a peroxid 

detoxifikáció fokozódásával hozható összefüggésbe –, amely átmenetileg tompítja az oxidatív 

jelátviteleket, majd egy későbbi proinflammatorikus amplifikációs fázisként, amelyben az NF-

κB/MAPK által vezérelt aktiváció és a NOX- illetve mitokondriális ROS-termelés fokozódása 

a redoxegyensúlyt a több ROS irányába tolja el [200]. Hasonló időfüggő redox válaszokat írtak 

le mikrobiális stimulusnak kitett immunsejtek esetében is, ahol a korai antioxidáns adaptációt 

oxidatív jelátviteli útvonalak aktiválódása követi [201]. Ez az időbeli eltolódás nagy 

valószínűséggel a gazda–kórokozó interakció adaptív fázisából a proinflammatorikus fázisba 

való átmenetet tükrözi. Az a megfigyelés, miszerint kizárólag az enrofloxacinnal kezelt E. coli 

váltott ki szignifikáns intracelluláris ROS-növekedést PBMC-kben, összhangban van azzal a 

ténnyel, hogy a baktericid antibiotikumok jelentős oxidatív stresszt indukálnak magukban a 

baktériumokban. A fluorokinolonok módosítják a DNS-térszerkezetet és megzavarják a 

központi anyagcsere-folyamatokat [202]. Következésképpen az antibiotikum-stressznek kitett 

baktériumokkal érintkező PBMC-k gazdagabb immunstimuláló jelrepertoárral találkoznak, 

mint a hőinaktivált baktériumok esetében, ahol a strukturális patogénasszociált molekuláris 

mintázatok (PAMP) nagyrészt denaturálódnak vagy aggregálódnak, így kevésbé hatékonyak a 

ROS-termelés kiváltásában. A 24 órás koinkubáció során az antibiotikummal kezelt 

baktériumok folyamatosan bocsáthatnak ki stresszhez társuló molekulákat, fenntartva az 

immunaktivációt, míg a hőinaktivált baktériumok inertté válnak. Emellett egyes tanulmányok 

szerint a baktericid antibiotikumok az emlős sejtekben is indukálhatnak mitokondriális ROS-

termelést, ami tovább erősítheti a gazdaszervezet oxidatív válaszát [203]. Az extracelluláris 

H2O2-szinteket is monitoroztuk kísérleteink során, és ezek eltérő mintázatot mutatottak. Az öt 

órán keresztül tartó kezelés esetében szignifikáns emelkedést figyeltünk meg a H2O2 
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mennyiségében, azonban 24 óra után ez az átmeneti növekedés a legtöbb kezelésnél megszűnt, 

kivéve a 863-as, antibiotikummal kezelt törzset, ahol megközelítőleg 1,5-szeres emelkedés volt 

észlelhető a kontrollhoz képest. A bakteriális komponensek által kiváltott ROS-termelés jól 

ismert jelenség az immunsejtek aktivációja során. Gram-negatív baktériumok, köztük E. coli 

jelenléte aktiválhatja a veleszületett immunválasz kulcsfontosságú jelátviteli útvonalait, 

amelyek többek között a NADPH-oxidáz rendszer aktivációjához és ezt követően ROS 

képződéséhez vezetnek. Ez a folyamat az immunsejtek egyik alapvető mikrobaellenes 

mechanizmusa, amely a patogének eliminációjában játszik szerepet [204,205]. Korábbi 

vizsgálatok azt is kimutatták, hogy a bakteriális LPS és más mikrobiális molekulák rövid időn 

belül képesek ROS-termelést indukálni monocitákban és makrofágokban, ami gyakran a sejtek 

aktivációjának korai fázisában jelentkezik. Eredményeinkkel összhangban több tanulmány is 

beszámolt arról, hogy a ROS-termelés időfüggő folyamat: a stimulációt követő korai fázisban 

– általában néhány órán belül – kifejezettebb oxidatív válasz figyelhető meg, amely később 

fokozatosan mérséklődhet [206]. Ennek egyik oka az lehet, hogy a sejtek az aktivációt követően 

adaptív antioxidáns válaszokat indítanak el, például növelik a kataláz, a glutation-peroxidáz és 

más antioxidáns enzimek expresszióját, amelyek hatékonyan képesek lebontani a H2O2-t. Az a 

megfigyelés, hogy a 863-as törzs antibiotikummal kezelt formája esetében 24 óra után is 

fennmaradt az emelkedett H2O2-szint, arra utalhat, hogy a baktériumok elpusztulása során 

felszabaduló sejtfal-komponensek vagy egyéb mikrobiális mintázatfelismerő molekulák 

tartósabb immunstimulációt válthatnak ki. Korábbi tanulmányok kimutatták, hogy az 

antibiotikumok hatására széteső Gram-negatív baktériumokból felszabaduló endotoxinok és 

más struktúrák továbbra is képesek aktiválni az immunsejteket és oxidatív választ kiváltani 

[207]. Ez a törzs nemcsak az intracelluláris ROS és az extracelluláris H2O2 mennyiségét növelte 

a PBMC tenyészeten, hanem egyúttal szignifikáns RNS szint emelkedést is indukált. Ezen a 

kezelési típuson kívül csak az antibiotikummal kezelt 340-es törzs esetében volt kimutatható az 

RNS szintek szignifikáns növekedése, és mindkét esetben kizárólag a 24 órás inkubációs időt 

követően jelentkezett. A ROS és RNS termelés együttes növekedése jól ismert jelenség az 

immunsejtek bakteriális stimulációja során. Gram-negatív baktériumok jelenléte – különösen 

az endotoxinokat tartalmazó sejtfal-komponensek révén – aktiválja a veleszületett immunválasz 

jelátviteli útvonalait, amelyek a NADPH-oxidáz rendszer aktivációjához és ROS képződéséhez 

vezetnek. Ezzel párhuzamosan az immunsejtekben fokozódhat az indukálható nitrogén-

monoxid-szintáz (iNOS) expressziója is, amely az NO és egyéb RNS-ek termelését 

eredményezi [208]. Az NO és a szuperoxid kölcsönhatása például peroxinitrit képződéséhez 

vezethet, amely erősen reaktív molekula, és jelentős szerepet játszik a mikroorganizmusok 
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elleni védekezésben. Az a megfigyelés, hogy a reaktív nitrogénszármazékok szintjének 

növekedése elsősorban a 24 órás inkubációt követően volt kimutatható, összhangban áll azzal, 

hogy az iNOS expressziója általában a bakteriális stimuláció későbbi fázisában jelenik meg. 

Míg a ROS-termelés gyakran már a stimuláció korai szakaszában megfigyelhető, addig az 

iNOS génexpresszió és az ebből következő NO-termelés kialakulása több órát igényel, ezért a 

nitrogénszármazékok emelkedése gyakran csak hosszabb inkubációs idő után válik 

detektálhatóvá [209]. Az antibiotikummal kezelt baktériumok esetében tapasztalt erőteljesebb 

immunválasz hátterében az állhat, hogy a baktériumok károsodása vagy lízise során nagyobb 

mennyiségben szabadulhatnak fel olyan mikrobiális struktúrák – például LPS-ek és egyéb 

sejtfal-komponensek –, amelyek a mintázatfelismerő receptorokon keresztül aktiválják az 

immunsejteket. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy antibiotikumok hatására a Gram-negatív 

baktériumokból felszabaduló endotoxinok fokozhatják az immunsejtek gyulladásos válaszát és 

citokintermelését [210]. Mindezek alapján feltételezhető, hogy az enrofloxacinnal kezelt 863-

as törzs erőteljesebb immunstimuláló hatása a baktériumokból felszabaduló mikrobiális 

komponensek által kiváltott fokozott immunaktivációval magyarázható. Mivel a TNF-α 

szabályozása jellemzően az NF-κB útvonal későbbi elemeként történik, és MAPK-függő 

mechanizmusok is befolyásolják, a ROS- és TNF-α-változások párhuzamossága 

összeegyeztethető redox-érzékeny gyulladásos jelátviteli utak aktiválódásával [211]. 

Ugyanakkor a vizsgált E. coli izolátumok között jelentős különbségek mutatkoztak a TNF-α 

indukció tekintetében. A legtöbb törzs a PBMC-kben mérhető TNF-α-válasz fokozódását idézte 

elő, míg a 404-es izolátum sem önmagában, sem enrofloxacinnal kombinált 1 és 5 órás 

inkubáció során nem növelte szignifikánsan a citokin szintjét a kontrollhoz képest. A 

szeptikémiás eredetű E. coli törzsek között ismert a virulenciafaktorok és a felszíni PAMP-ok 

jelentős heterogenitása, amely a gazdasejtek immunválaszát alapvetően meghatározhatja. 

Egyes E. coli izolátumok módosított lipid A struktúrával rendelkezhetnek, amely csökkent 

TLR4 affinitással jár, így gyengébb proinflammatorikus citokin választ vált ki a 

monocita/makrofág populációban [212]. Emellett a kapszuláris poliszacharidok, illetve egyes 

immunmoduláló virulenciafaktorok szintén képesek mérsékelni a gazdasejtek citokin válaszát. 

Érdekes módon az oxidatív stressz markerek esetében a 404-es törzs nem különült el markánsan 

a többi izolátumtól. Ez arra utal, hogy a redoxválasz aktivációja önmagában nem feltétlenül 

elegendő a TNF-α expresszió fokozásához, és a citokinválasz mértékét inkább a TLR-mediált 

jelátvitel erőssége vagy a bakteriális PAMP-profil határozhatja meg. 

Az intracelluláris ROS, az extracelluláris H2O2, valamint a RNS és TNF-α szintjének 

emelkedése arra utal, hogy az enrofloxacinnal kezelt 863-as törzs 24 órás kezelési idő mellett a 
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vizsgált PBMC modellben erőteljesebb oxidatív stressz- és gyulladásos választ váltott ki, ezért 

ez a kezelési típus bizonyult a további kísérletekhez a legalkalmasabbnak. A kísérleti 

céljainknak megfelelő baktériumtörzs kiválasztását követően a PBMC-ket kvercetinnel, 

luteolinnal és szőlőmag proantocianidinekkel kezeltük 25 és 50 µg/ml koncentrációban E. coli 

jelenlétében. Mindhárom flavonoid mindkét koncentrációban szignifikánsan csökkentette a 

ROS- és TNF-α-szinteket az E. coli-val kezelt csoporthoz képest, a baktérium kezelés hatására 

emelkedett extracelluláris RNS szinteket azonban nem befolyásolták. Az extracelluláris H2O2-

szint a PBMC felülúszókban vegyületspecifikus mintázatot mutatott: a kvercetin és a 

proantocianidinek esetében emelkedést, a luteolin esetében csökkenést figyeltünk meg, annak 

ellenére, hogy a 24 órás kezelés esetében egységesen csökkent az intracelluláris ROS-szint. Ez 

az eltérés magyarázható azzal, hogy az Amplex Red assay során tormaperoxidáz jelenléte is 

szükséges, és a polifenolok – különösen a kvercetin – jelentősen interferálhatnak a HRP-alapú 

fluoreszcens mérésekkel, ami a vegyület típusától és a körülményektől függően a H2O2 

mennyiségének túl- vagy alulbecsléshez vezethet. A luteolin hatása összefügghet az Nrf2-hez 

társuló antioxidáns kapacitás fokozásával, mivel kimutatták, hogy elősegíti az Nrf2 nukleáris 

transzlokációját és növeli az Nrf2/ARE célgének, például a hem-oxigenáz-1 expresszióját 

[213]. 

Eredményeink összességében azt mutatják, hogy a kezelések befolyásolják a bakteriális kezelés 

során a PBMC-k oxidatív és gyulladásos válaszait, és kísérleti körülményeink között 

funkcionális bizonyítékot szolgáltatnak a redox–gyulladás tengely mérsékléséről. Hasonló 

eredményeket írtak le humán PBMC-modellekben E. coli LPS stimuláció mellett, ahol a 

kvercetin és a luteolin szintén antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatást fejtett ki [214]. Egér 

reumatoid artritisz modellekben egyes flavonoid kezelések csökkentették az immunsejtek 

gyulladásos faktor szekrécióját [215]. A jelen E. coli-val kezelt PBMC-modellben a kvercetin, 

a luteolin és a szőlőmag proantocianidinek hasonló módon csökkentették a ROS- és TNF-α-

szinteket. Bár közvetlen, kutya PBMC-ken végzett adatok ezekkel a flavonoidokkal és mért 

paraméterekkel korlátozott számban állnak rendelkezésre, ismert, hogy a kutya PBMC-k 

kifejezett gyulladásos citokinválaszt – beleértve a TNF-α mennyiségének emelkedését – adnak 

bakteriális ingerre, mint az LPS vagy a hőinaktivált baktériumok, így a TNF-α releváns 

paraméternek tekinthető ebben a fajban. Bár a jelátviteli útvonalak aktivációját közvetlenül nem 

mértük, az NF-κB, MAPK és Nrf2/ARE útvonalak valószínűleg központi szabályozóelemei 

lehetnek a megfigyelt ROS- és TNF-α-csökkenésnek. A jövőben célzott, útvonal-specifikus 

vizsgálatok szükségesek e jelátviteli mechanizmusok szerepének tisztázására ebben a PBMC-

modellben [216]. 
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A MIC és MPC értékek meghatározása alapvető fontosságú a flavonoidok antimikrobiális 

potenciáljának kvantitatív értékeléséhez. Eredményeink arra utalnak, hogy a luteolin kisebb 

koncentrációk esetén is antibakteriális aktivitást mutat. Korábbi E. coli in vitro modellekben a 

kvercetint írták le erősebb bakteriális inhibitornak, míg a luteolin gyengébb aktivitást mutatott, 

feltehetően szerkezeti különbségeik miatt [217]. Ugyanakkor az antimikrobiális hatás erősen 

törzsfüggő, és az eredmények az izolátum eredetétől függően eltérhetnek. A flavonoidok és az 

enrofloxacin közötti in vitro szinergizmus vizsgálatát is elvégeztük, amely során semleges 

interakciót figyeltünk meg. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az enrofloxacinnal történő 

együttes alkalmazás kísérletes körülmények között nem ellenjavallt, és megalapozhatja a 

jövőbeli, adjuváns terápiás megközelítéseket szepszis esetén. 

A két eltérő stimulációs modell összehasonlító értékelése céljából elemeztük az izolált LPS, 

illetve a teljes baktériummal történő kezelés PBMC-sejtekben kiváltott oxidatív és gyulladásos 

válaszait. A PBMC-sejteken végzett vizsgálatok során az E. coli eredetű LPS-stimuláció a 

kontrollhoz viszonyítva 1,4-szeres intracelluláris ROS-szint emelkedést eredményezett. Ezzel 

szemben az enrofloxacinnal kezelt E. coli baktériummal történő stimuláció 1,75-szörös ROS-

növekedést idézett elő, amely jelentősen meghaladta az LPS-kezelés hatását. A gyulladásos 

válasz markereként vizsgált TNF-α termelés esetében még kifejezettebb különbséget 

tapasztaltunk: míg az LPS-kezelés 3,5-szeres emelkedést okozott a kontrollhoz képest, addig a 

teljes baktériummal történő stimuláció 25-szörös TNF-α-szint növekedést váltott ki, amely 

szignifikánsan erőteljesebb gyulladásos választ jelentett az izolált endotoxin alkalmazásához 

viszonyítva. Eredményeink alapján a komplex bakteriális stimuláció — amely nem csupán az 

LPS-komponenst, hanem a baktérium egyéb patogenitási faktorait is magában foglalja — 

markánsabb oxidatív és gyulladásos választ indukál PBMC-sejtekben, így megbízhatóbb és a 

fiziológiás viszonyokat jobban tükröző modellt jelenthet az endotoxémiás állapot in vitro 

vizsgálatára. Fontos megfigyelés, hogy a flavonoidok ebben a fokozott gyulladásos és oxidatív 

stressz környezetben is képesek voltak mind a ROS-szint, mind a TNF-α-termelés szignifikáns 

mérséklésére, tovább erősítve az antioxidáns és az immunmoduláló hatásuk relevanciáját 

komplexebb stimulációs modellben is. 

A harmadik kísérletes modellben a vizsgálat fókuszát a szisztémás immunválaszról az 

intesztinális környezet felé helyeztük át: a vékonybél gyulladásos folyamatait ex vivo kutya 

duodénum explantátumokkal modelleztük, ahol az LPS-sel indukált gyulladás mellett 

ismételten a flavonoidok antioxidáns és immunmoduláló hatásait értékeltük. A natív mukozális 

architektúra megőrzésével ez a kísérleti rendszer lehetővé tette az epiteliális és az immunsejtek 

közötti kölcsönhatások vizsgálatát, amelyek közvetlenül érintettek a kutya CIE patofiziológiája 
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szempontjából [166]. Két különböző Gram-negatív baktérium eredetű LPS alkalmazása 

kontrollált gyulladásos választ váltott ki, amely lehetővé tette a flavonoidok hatásának 

értékelését a citokinfelszabadulás és a redox egyensúly vonatkozásában. Az E. coli és a S. 

Enteritidis eredetű LPS-t bakteriális gyulladás modellezésére használtuk, mivel mindkét 

kórokozó gyakori tagja a kutya bélmikrobiótájának, és endotoxinjaikon keresztül központi 

szerepet játszanak a CIE patogenezisében. A biopsziás úton nyert duodénum explantátumok 

alkalmazása validált modell a immunválaszok és citokinexpresszió vizsgálatára krónikus 

enteropatiában szenvedő kutyák esetében, mivel ezek képesek patogénasszociált molekuláris 

mintázatokra a TLR-rel összefüggő jelátvitelen és citokinmoduláción keresztül reagálni, hűen 

tükrözve az in vivo gyulladásos mintázatokat [7,218]. Ezek az eredmények alátámasztják azt a 

hipotézist, hogy a flavonoidok képesek mérsékelni a CIE patogenezisében kulcsszerepet játszó 

mechanizmusokat, nevezetesen a citokin-mediált gyulladást és az oxidatív stresszt. A CIE 

patogenezisének központi eleme a bélbarrier integritásának sérülése, amely elősegíti 

mikrobiális komponensek – például az LPS – transzlokációját a lamina propriába, majd a 

szisztémás keringésbe. A megemelkedett mennyiségű LPS a keringésben korrelál a klinikai 

betegség súlyosságával CIE-ben szenvedő kutyákban,[219,220]. Ebben az összefüggésben az 

alkalmazott modell a CIE patofiziológiájának kritikus aspektusait modellezi, különös tekintettel 

az LPS-indukált epiteliális gyulladásra. Az explantátum modellben a kvercetin, a luteolin és a 

GSOP 50 µg/ml koncentrációban történő alkalmazása szignifikáns metabolikus aktivitás-

növekedést eredményezett a CCK-8 assay alapján, ami fokozott sejtvitalitásra és proliferációra 

utal a kezeletlen kontrollhoz képest. Fontos megjegyezni, hogy egyik vegyület sem okozott 

szignifikáns citotoxicitást ebben a koncentrációban alkalmazva, amit a felülúszókban mért 

változatlan LDH-felszabadulás igazolt. Ezek az eredmények megerősítik, hogy a vizsgált 

koncentrációk mellett a flavonoidok jól tolerálhatók primer kutya duodénum explantátum 

kultúrákban [221]. Ezzel összhangban mindhárom flavonoid – kvercetin (50 µg/ml), luteolin 

(25 és 50 µg/ml) és GSOP (25 és 50 µg/ml) – szignifikánsan csökkentette mind az alap, mind 

az LPS-indukált intracelluláris ROS-szinteket az explantátum kultúrákban. Az LPS önmagában 

(10 µg/mL, E. coli vagy S. Enteritidis eredetű) kifejezett ROS-növekedést okozott, míg a 

flavonoidokkal történő együttes alkalmazás ezt a hatást a jelentősen csökkentette. Első 

megközelítésben ellentmondásosnak tűnhet, hogy az LPS-stimuláció szignifikánsan növelte az 

intracelluláris ROS-szinteket anélkül, hogy ezzel párhuzamosan extracelluláris H2O2-

emelkedés jelentkezett volna. Az eltérést valószínűleg abból adódik, hogy a DCFH-DA próba 

elsősorban az epiteliális és immunsejteken belül keletkező intracelluláris ROS-t méri, beleértve 

a H2O2-t és más intermediereket, amelyek gyulladásos jelátvitelben vesznek részt. Ezzel 
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szemben az Amplex Red assay szelektíven az extracellulárisan felszabaduló H2O2-t detektálja. 

Következésképpen az intracelluláris ROS fokozott termelődése nem szükségszerűen jár együtt 

arányos extracelluláris H2O2-felszabadulással. Ezek az eredmények rámutatnak arra, hogy az 

intra- és extracelluláris oxidatív markerek egymást kiegészítő, de nem felcserélhető aspektusait 

tükrözik az oxidatív stressznek, ezért értelmezésük ennek megfelelő megközelítést igényel 

[222]. A luteolin kezelés hozzájárult mind önmagában és az LPS kezeléssel együtt is az 

extracelluláris H2O2 mennyiségének csökkentéséhez, ezzel is alátámasztva antioxidáns 

potenciálját in vitro vékonybél modellben. A polifenolos flavonoidok, mint a kvercetin, a 

luteolin és a GSOP, amelyeket gyakran alkalmaznak táplálékkiegészítőként, bizonyítottan 

csökkentik az iNOS/NO-termelést LPS-sel kezelt makrofág- és epiteliális sejtkultúrákban az 

NF-κB/MAPK útvonalak modulálásán keresztül, amit Griess-reakcióval is igazoltak. In vitro 

vizsgálatok során a NO-termelés mennyiségi jellemzése leggyakrabban a Griess-reakción 

alapuló nitritmérés segítségével történik, amely módszer széles körben alkalmazott 

gasztrointesztinális modellekben, és korábban kutyák gyomor- és bélmukozájából származó 

szövettenyészetek esetében is validálásra került. Emellett kutya immunsejt-modellekben 

igazolták az LPS-indukált NO-termelést, amely farmakológiai beavatkozással gátolható, 

alátámasztva ezen jelátviteli utak relevanciáját ebben a fajban is [68]. Ezek az adatok együttesen 

arra utalnak, hogy a polifenolok táplálékkiegészítőként való alkalmazása segíthet az oxidatív 

stressz mérséklésében és az epiteliális integritás helyreállításában CIE esetén [185,223,224]. 

Kísérleteink során egyedül a GSOP kezelés idézett elő jelentős RNS csökkenést. A flavonoid 

kezelések LPS jelenlétében szignifikánsan mérsékelték a TNF-α felszabadulását is, amit ELISA 

módszerrel mértünk. A kvercetin és a GSOP 25 és 50 µg/ml koncentrációban egyaránt kifejezett 

TNF-α-csökkenést okozott, míg a luteolin csak 25 µg/ml koncentrációban alkalmazva volt 

hatékony, ami dózisfüggő hatásra utal és valószínűleg összefüggésbe hozható azzal, hogy az 

eltérő szerkezetű flavonoidok másképp vesznek részt az immunválaszok szabályozásában. 

Ezek a citokinmoduláló hatások összhangban vannak a kvercetin és luteolin NF-κB- és MAPK-

gátláson alapuló hatásmechanizmusával, amely csökkenti a gyulladásos mediátorok 

felszabadulását endotoxin-terhelt sejtekben [195]. Ez a megfigyelés különösen releváns a kutya 

CIE patofiziológiája szempontjából, ahol a TNF-α központi proinflammatorikus mediátorként 

járul hozzá az intesztinális immunaktivációhoz és szövetkárosodáshoz [7]. Ennek megfelelően 

az LPS-indukált TNF-α szekréció markáns csökkenése kutya duodénum explantátumokban 

alátámasztja a flavonoidok potenciális szerepét, mint diétás immunmodulátorokét, amelyek 

transzlációs szempontból is relevánsak lehetnek a TNF-α-vezérelt gyulladás mérséklésében 

CIE-ben. Az IL-6 termelést párhuzamosan mértük a gyulladásos profil további jellemzésére. A 



101 
 

kvercetin és a luteolin 25 µg/ml koncentrációban szignifikánsan csökkentette az IL-6 

mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz képest, ami gyulladáscsökkentő hatásra utal endotoxin 

stimuláció hiányában. Az E. coli LPS-kezelés a várakozásoknak megfelelően szignifikánsan 

növelte az IL-6 mennyiségét a kontrollhoz viszonyítva. Ugyanakkor LPS-sel stimulált 

explantátumokban egyik flavonoid kezelés sem okozott szignifikáns változást az IL-6-

szintekben az adott LPS-kontrollhoz viszonyítva. Érdekes módon az IL-6 indukció mértéke 

szignifikánsan eltért a két endotoxin között: az E. coli LPS erőteljesebb IL-6 választ váltott ki, 

mint az S. Enteritidis LPS, ami arra utal, hogy az IL-6 szabályozása ebben a modellben nemcsak 

az endotoxin jelenlététől, hanem annak típusától és ebből adodó esetleges jelátvitelre gyakorolt 

eltérő hatásaitól is függ. Megfigyelhető volt tehát, hogy a kvercetin és a luteolin önmagukban 

alkalmazva csökkentették az IL-6 szintet, ugyanakkor egyik sem volt képes gátolni az LPS-

indukált IL-6 termelést, szemben a TNF-α-ra gyakorolt kifejezett hatásukkal. Ez az eltérés arra 

utal, hogy a citokinválaszok szabályozása útvonalspecifikus, és nem egységes 

gyulladáscsökkentő hatásról van szó. Bár az NF-κB aktiváció mind a TNF-α, mind az IL-6 

transzkripciójának egyik fő szabályozója, az IL-6 expresszióját további jelátviteli utak – például 

STAT3- és MAPK-útvonalak – is fenntarthatják, amelyek erőteljes endotoxin stimuláció esetén 

kompenzatív módon aktiválódhatnak. Ilyen körülmények között a flavonoidok által közvetített 

NF-κB-gátlás elegendő lehet a TNF-α felszabadulás mérséklésére, míg az IL-6 termelés 

fennmaradhat egyéb vagy időben eltérő jelátviteli inputok révén. Hasonló összefüggéseket más 

tanulmányokban is leírtak, amelyek szerint a kvercetin és a luteolin mérsékelt stimuláció esetén 

hatékonyan csökkenti az IL-6 expressziót, azonban erőteljes gyulladásos reakciók esetén 

hatásuk korlátozottabb. A flavonoidok emellett az NF-κB-gátláson túl egyéb sejtvédő jelátviteli 

útvonalakat is befolyásolnak, beleértve az Nrf2 aktivációját, amely az oxidatív stressz és a 

gyulladásos jelátvitel szabályozásában is szerepet játszik az epiteliális szövetekben. Ezzel 

összhangban kimutatták, hogy a kvercetin Nrf2 aktiváción keresztül mérsékli a deoxinivalenol 

mikotoxin által kiváltott vékonybél barrier diszfunkciót IPEC-J2 sejtekben és választott 

malacokban [225]. Továbbá fontos figyelembe venni, hogy az intesztinális explantátum modell 

többféle sejtes komponenst tartalmaz, és a TNF-α, illetve az IL-6 részben eltérő 

sejtpopulációkból származhat. A TNF-α-t jellemzően az aktivált myeloid sejtek termelik, míg 

az IL-6 termelése több sejttípus – köztük epiteliális és stromális sejtek – által is fenntartható, 

ami eltérő kinetikát és különböző érzékenységet eredményezhet a flavonoidok által közvetített 

jelátviteli modulációval szemben [226]. Összességében az a megfigyelés, hogy a flavonoidok 

hatékonyabban gátolták a TNF-α-t, mint az IL-6-ot, arra utal, hogy elsősorban az akut, TNF-α-

dominált gyulladásos jelátvitelt képesek csillapítani, amely a kutya CIE citokin mintázatának 
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releváns komponense. Ezek az eredmények alátámasztják azt a koncepciót, hogy a 

táplálékkiegészítőként alkalmazott polifenolok hozzájárulhatnak a kismértékű fokú oxidatív és 

citokin-vezérelt gyulladás mérsékléséhez CIE-ben, ugyanakkor hatékonyságuk a 

citokinspecifikus jelátvitel, a stimulus intenzitása és az aktiváció időbeli dinamikája 

függvényében változhat. 

A PBMC-sejtes modellben és a duodénum explantátumokon kapott eredmények 

összehasonlítása lehetőséget adott arra, hogy az LPS-indukált gyulladásos és oxidatív válasz, 

valamint a flavonoidok moduláló hatása két eltérő komplexitású rendszerben kerüljön 

értékelésre. Az intracelluláris ROS-szint tekintetében a két modell között alapvető hasonlóság 

mutatkozott: az LPS-kezelés mind a PBMC sejtekben, mind a duodénum explantátumokban 

hasonló mértékű oxidatív stressz-fokozódást idézett elő a kontrollhoz viszonyítva. A vizsgált 

flavonoidok mindkét modellben következetesen mérsékelték az emelkedett ROS-szintet, ami 

arra utal, hogy antioxidáns hatásuk a sejttípustól és a szöveti környezettől részben függetlenül 

érvényesül. A TNF-α-termelés esetében azonban markáns különbségek voltak megfigyelhetők. 

A PBMC-sejtekben az LPS-stimuláció szignifikánsan emelte a TNF-α-szintet a kontrollhoz 

képest, míg a duodénum explantátumok kezelésekor csak az E. coli eredetű LPS befolyásolta a 

TNF-α mennyiségét, de ez a változás csekélyebb mértékű volt. Ez arra utalhat, hogy a komplex 

szöveti környezetben – ahol több sejttípus és regulációs mechanizmus van jelen – az LPS által 

kiváltott gyulladásos válasz szabályozottabb vagy kompenzáltabb formában jelentkezik. A 

flavonoidok immunmoduláló hatása szintén modellfüggő különbségeket mutatott. A PBMC-

sejtekben a GSOP 25 µg/ml koncentrációban szignifikánsan növelte a TNF-α-termelést, míg 

duodénum explantátumok esetében ugyanez a kezelés csökkentette annak szintjét. Ezzel 

szemben a luteolin a PBMC-sejtekben mind 25, mind 50 µg/ml koncentrációban alkalmazva 

mérsékelte az LPS-indukált TNF-α-termelést, míg az explantátumokban kizárólag az 50 µg/ml 

koncentráció bizonyult hatékonynak. 

Ezen eredmények alapján megállapítható, hogy míg az oxidatív stressz modulálása tekintetében 

a flavonoidok hatása konzisztensnek tekinthető a különböző modellekben, addig a gyulladásos 

citokinválasz szabályozása erősen függ a vizsgált rendszer komplexitásától. A PBMC-modell 

érzékenyebben tükrözi a direkt immunsejt-aktivációt, míg az explantátum modell a szöveti 

mikrokörnyezet integratív regulációját reprezentálja. Következésképpen a két modell egymást 

kiegészítve ad átfogóbb képet a flavonoidok immunmoduláló hatásáról: a sejtes rendszer 

alkalmas a közvetlen immunaktiváció mechanizmusainak vizsgálatára, míg az explantátum 

modell közelebb áll az in vivo fiziológiás viszonyokhoz, és jobban tükrözheti a szöveti szintű 

válaszreakciókat. 
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Fontos hangsúlyozni, hogy a jelen in vitro explantátum modellben alkalmazott flavonoid 

koncentrációk (25–50 µg/ml) nem feleltethetők meg közvetlenül az orális adagolást követően 

elérhető szisztémás szöveti koncentrációknak. In vivo körülmények között a flavonoidok – 

például a kvercetin – kiterjedt emésztési és metabolikus folyamatokon mennek keresztül, ami 

kutyákban korlátozott szisztémás biohasznosulást eredményez [227]. Ugyanakkor orális 

adagolás után az intesztinális lumenben átmenetileg lényegesen nagyobb lokális koncentrációk 

alakulhatnak ki, különösen a felszívódást és metabolizmust megelőzően, ami azt valószínűsíti, 

hogy a bélmukóza flavonoid-expozíciója elérheti a lokális epiteliális és immunmodulációhoz 

releváns szinteket. Az eredményeink rámutatnak a kontrollált farmakokinetikai vizsgálatok és 

a jól megtervezett klinikai tanulmányok szükségességére annak meghatározására, hogy az in 

vitro kimutatott antioxidáns és gyulladáscsökkentő hatások klinikailag releváns előnyökké 

fordíthatók-e CIE-ben szenvedő kutyák esetében. 

A jelen vizsgálatok eredményeinek értelmezésekor több módszertani korlátozó tényezőt is 

figyelembe kell venni. Az alkalmazott in vitro és ex vivo modellek jellegükből adódóan nem 

képesek teljes mértékben visszaadni az in vivo környezet komplexitását. A PBMC modell jól 

alkalmazható az immunsejtek redox- és citokinválaszainak vizsgálatára bakteriális stimulus 

esetén, ugyanakkor nem tartalmazza az epiteliális környezetet, a szöveti sejtkölcsönhatásokat 

és a mikrobióta hatásait. A duodénum explantátum modell ugyan megőrzi az epiteliális, 

stromális és immunsejtes struktúrákat, így fiziológiásabb rendszert biztosít, azonban az 

inkubáció előrehaladtával a szöveti integritás fokozatos romlása volt megfigyelhető. Emellett a 

flavonoidok farmakokinetikai sajátosságai – így a korlátozott felszívódás, az intenzív 

mikrobiális és hepatikus metabolizmus, valamint a gyenge szisztémás biohasznosulás – nem 

értelmezhetőek ezekben a rendszerekben. A vizsgálatok során alkalmazott flavonoid 

koncentrációk (25–50 µg/ml) ezért nem tekinthetők közvetlenül klinikailag elérhető szöveti 

szinteknek, hanem elsősorban hatásmechanizmusra utaló bizonyítékként értelmezendők. 

A jelen tanulmány eredményei alapján megállapítható, hogy a vizsgált flavonoidok – a 

kvercetin, a luteolin és a szőlőmag-eredetű proantocianidinek – következetes antioxidáns és 

immunmoduláló hatást mutattak több, egymást kiegészítő kutyamodellben. Mind a perifériás 

mononukleáris fehérvérsejtekben, mind a duodénum explantumokban képesek voltak 

csökkenteni az endotoxin-indukált oxidatív stresszt és mérsékelni a gyulladásos 

citokinválaszokat, különösen a TNF-α termelést. A duodénum explantátum modell alkalmazása 

igazolta, hogy ezek a hatások komplex, intakt nyálkahártyai környezetben is érvényesülnek, 

ahol az epiteliális és immunsejtes kölcsönhatások kulcsszerepet játszanak a gyulladás 

fenntartásában. A TNF-α gátlásának hangsúlyosabb volta az IL-6-hoz képest arra utal, hogy a 



104 
 

flavonoidok szelektív módon, meghatározott jelátviteli útvonalakat célozva fejtik ki hatásukat, 

ami kedvező lehet krónikus, enyhe fokú gyulladással járó kórképekben. Ezek az eredmények 

alátámasztják azt a koncepciót, hogy a flavonoidok potenciálisan alkalmazhatók 

kiegészítőkként olyan gasztrointesztinális betegségekben, amelyekben az endotoxémia, a 

bélbarrier károsodása és a mikrobiom egyensúlyának felborulása központi szerepet játszik, így 

különösen a kutyák krónikus gyulladásos enteropátiájában. Ugyanakkor a jelen vizsgálatok 

elsősorban a hatásmechanizmusra utaló bizonyítékotszolgáltatnak, és nem teszik lehetővé a 

közvetlen klinikai következtetések levonását. A jövőbeni kutatásoknak ezért több egyed 

bevonásával, fejlettebb bélmodellek (organoidok, immun-epiteliális ko-kultúrák) 

alkalmazásával, valamint in vivo farmakokinetikai és hatásossági vizsgálatokkal kell 

igazolniuk, hogy a flavonoidok antioxidáns és immunmoduláló hatásai klinikailag is releváns 

előnyöket biztosíthatnak a krónikus gyulladásos enteropátiában szenvedő kutyák számára. 
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9. Új tudományos eredmények 

1. Igazoltam, hogy az 1 μg/ml koncentrációjú E. coli és S. Enteritidis eredetű LPS kezelés 

PBMC-sejtekben kifejezett oxidatív és gyulladásos választ (ROS-, TNF-α-termelés) 

indukál, míg a metabolikus aktivitást nem befolyásolja számottevően. 

2.  Kimutattam, hogy a 25 és 50 μg/ml koncentrációjú kvercetin és a luteolin szignifikánsan 

csökkenti az E. coli és S. Enteritidis LPS-indukált intracelluláris ROS-szintet a PBMC- és 

a PMN-sejtekben, citotoxikus hatás nélkül, illetve egállapítottam, hogy a kvercetin 50 

μg/ml és a luteolin 25 és 50 μg/ml koncentrációjú kezelés hatékonyan mérsékli az LPS-

indukált TNF-α-termelést a PBMC-kben. 

3. Igazoltam, hogy a kutya eredetű E. coli izolátumok törzs- és kezelési mód függően oxidatív 

stresszt és proinflammatorikus választ váltanak ki PBMC-sejtekben és kimutattam, hogy 

E. coli-val stimulált PBMC-sejtekben a kvercetin, a luteolin és a GSOP 25 és 50 μg/ml 

koncentrációja szignifikánsan csökkenti a baktérium-indukált ROS- és TNF-α-termelést. 

4. Megállapítottam, hogy a vizsgált flavonoidok direkt antibakteriális aktivitása csekély, és 

enrofloxacinnal nem mutatnak antagonizmust, ezért biztonságosan adhatók 

enrofloxacinnal együtt, de hatásuk elsősorban az immunmodulációhoz köthető. 

5. Létrehoztam egy kutya duodenális explantátum modellt, amely alkalmas oxidatív stressz 

és gyulladás vizsgálatára in vitro körülmények között. Igazoltam, hogy a kvercetin, luteolin 

és GSOP a kutya duodenális explantátum modellben csökkenti az E. coli és S. Enteritidis 

LPS-indukált oxidatív stresszt, valamint mérséklik a TNF-α felszabadulást sejtkárosodás 

nélkül, illetve a kvercetin és a luteolin 25 μg/ml koncentrációjú kezelése csökkentette az 

IL-6 mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz képest. 
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