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Roviditések jegyzéke

ANOVA - analysis of variance, varianciaanalizis
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1. Osszefoglalas

A kutydk kronikus gasztrointesztinalis megbetegedései, kiilondsen a kronikus gyulladasos
enteropatidk, komplex ¢és multifaktoridlis koérképek, amelyek kialakulasaban ¢és
fennmaradésaban egyarant szerepet jatszik a bélham barrier funkcidjanak karosodasa, a
bélmikrobiom dsszetételének megvaltozasa, valamint a velesziiletett és adaptiv immunrendszer
koros, perzisztald aktivacioja. A nyalkahartya integritdsanak sériilése fokozza a bakterialis
eredetli molekuldk, elsdsorban a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidjainak (LPS),
folyamat lokalisan a nyalkahartya gyulladasat, szisztémas szinten pedig enyhe foku, kronikus
endotoxémiat és perzisztald gyulladdsos allapotot idézhet eld, amely hosszi tavon tobb
szervrendszer miikodését is kedvezdtleniil befolyasolhatja. Az LPS és a transzlokalodott
baktériumok 4altal kivaltott immunvalasz egyik meghataroz6 eleme az oxidativ stressz
fokozodasa, amely a reaktiv oxigén- €s nitrogénszarmazékok (ROS, RNS) tultermelddésével,
valamint a gyulladasos jelatviteli utvonalak, kiilonosen az NF-kB- és MAPK-rendszerek
aktivaciojaval jar egylitt. Ennek kovetkezményeként fokozddik a proinflammatorikus
citokinek, igy a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a) és az interleukin-6 (IL-6) termelése, ami
tovabb rontja a bél barrier funkciojat, és Onfenntartdé gyulladdsos mikroklimat alakit ki. A
kronikus gyulladasos enteropatidk patogenezisében ezért kiemelt jelentdsége van azoknak a
tényezOknek, amelyek egyidejlileg képesek csokkenteni az oxidativ stresszt ¢s modulalni az
immunvalaszt. A flavonoidok természetes eredetii, polifenolos ndvényi vegyiiletek, amelyek
széles korli biologiai aktivitassal rendelkeznek. Antioxidans tulajdonsagaik révén képesek a
ROS semlegesitésére, mig gyulladascsokkentd és immunmodulans hatasaik altal gatolhatjak a
gyulladdsos jelatviteli 1utvonalak aktivaciojat ¢és a proinflammatorikus citokinek
felszabadulasat. A kvercetin, a luteolin s a sz610magbol szarmazé oligomer proantocianidinek
(GSOP) kiilonosen igéretes vegyliletek, azonban hatdsaik komplex biologiai rendszerekben
torténd értékeléséhez tobb, egymast kiegészitd kisérleti modell alkalmazasa sziikséges. A
doktori kutatdsom sordn a flavonoidok hatdsait egy olyan integralt kisérletsorozatban
elemeztiik, amely egyarant reprezentalta a szisztémas immunvalasz egyszerlsitett modelljét, a
baktérium-medialt gyulladds komplexebb mechanizmusait, valamint a lokalis bélrendszeri
kornyezet sajatossagait. Ennek megfelelden egészséges kutydk periférids vérébol izolalt
mononukledris sejtekbél (PBMC) és polimorfonuklearis leukocitakbol (PMN) létrehozott,
LPS-sel indukalt primer sejtkulturakat, €16 baktérium torzsekkel stimulalt PBMC modelleket,

valamint in vitro tenyésztett kutya duodenalis explantatumokat alkalmaztunk kisérleteink



soran. A szisztémas immunvalasz redukalt modelljében a gyulladisos és oxidativ stresszt
modellezé kornyezetet Escherichia coli-bol és Salmonella enterica serovar Enteritidis-bol
szarmazo LPS alkalmazasaval idéztiik el6. Ebben a rendszerben a flavonoid kezelések hatasat
értékeltiik a sejtek életképességére, az intracellularis ROS-képzddés mértékére és a TNF-a
termelésre. A baktérium-medialt szisztémas gyulladas modellezése céljabol PBMC-kulturakat
€16, kutya eredetii E. coli torzsekkel kezeltiink. Tobb torzs és kiillonboz6 inkubacios id6k
Osszehasonlitasat kovetéen az enrofloxacinnal szaporodasaban gatolt E. coli 863-as torzs 24
oras inkubdaciodja bizonyult alkalmasnak az oxidativ stressz és a gyulladas kivaltasara. A lokalis
bélrendszeri hatasok vizsgalatara alkalmazott duodendlis explantatum modell lehetdséget
biztositott a nyalkahartya komplex szerkezetének és sejtes kolcsonhatdsainak megdrzése
mellett torténd értékelésre. A duodénum explantatumok E. coli- és S. Enteritidis-eredetii LPS-
fehérvérsejt-izolatumok és a duodenalis szovettenyészetek életképességének vizsgalatahoz
CCK-8 és LDH assay-ket alkalmaztunk, mig az oxidativ stressz mérésére DCFH-DA probat és
Amplex Red Kit-et hasznaltunk. Az RNS meghatarozasa Griess-reagenssel tortént, a

gyulladasos paraméterek kvantifikalasahoz pedig ELISA moddszert alkalmaztunk.

A PBMC- és PMN-sejttenyészetek LPS-stimuldcioja kdvetkeztében kifejezett oxidativ stressz
¢s gyulladasos valasz alakult ki, amelyet mindharom vizsgalt flavonoid képes volt mérsékelni.
A kvercetin és a luteolin kovetkezetesen csokkentette mind a ROS-termelést, mind a TNF-a-
szintet, mig a GSOP esetében dozisfiiggd hatds volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy ezen
vegyllet immunmoduldns hatdsa koncentraciofiiggden eltérd iranyt valaszokat valthat ki. A
baktériummal stimulalt modellben a flavonoidok 6nall6 antibakterialis aktivitdsa mérsékeltnek
bizonyult, ugyanakkor mind a kvercetin, mind a luteolin, mind pedig a GSOP szignifikdnsan
csOkkentette az intracellularis ROS-szintet és a TNF-a-termelést a baktériummal kezelt
kontrollcsoportokhoz viszonyitva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a flavonoidok hatasa
ebben a modellben elsdsorban nem a baktériumok kozvetlen gatlasdn, hanem a gazdaszervezet
immunvalaszdnak moduldlasan keresztiil érvényesiil. Az explantatumokon végzett vizsgalatok
soran az LPS-stimulacio kifejezett nyalkahartyagyulladast, valamint fokozott oxidativ és
nitrozativ stresszt eredményezett. A flavonoid kezelések mindharom vegyiilet esetében
mérsékelték ezeket a koros folyamatokat, azonban eltérd mértékben és részben eltérd
mechanizmusokon keresztiill. A GSOP kiilonosen hatékonynak bizonyult a RNS-ek

termelddésének csokkentésében, mig a kvercetin és a luteolin szignifikansan mérsékelte a TNF-



a-szintet, valamint az IL-6-termelést is, ami a nyalkahartya immunhomeosztazisanak

tdmogatdsara utal.

Az alkalmazott kisérleti modellek eredményei egyiittesen azt mutatjak, hogy a kvercetin, a
luteolin és a GSOP képesek tobb, egymassal szoros kapcsolatban all6 patofiziologiai folyamat
egyideji modulédlasara. Antioxidans hatdsuk révén csokkentik az endotoxinok ¢és a
transzlokalodott baktériumok altal kivaltott oxidativ stresszt, mig gyulladascsokkentd ¢és
immunmodulans tulajdonsagaik mérséklik a proinflammatorikus citokinvalaszt. Ez a komplex
hatdsmechanizmus hozzéjarulhat a bélrendszer egészségének megdrzéséhez, valamint a
kronikus bélgyulladassal 0sszefiiggd szisztémas endotoxémia csdkkentéséhez. A flavonoidok
igy potencialisan fontos szerepet tolthetnek be a kutyak kronikus gyulladdsos enteropatiainak
kiegészitd kezelésében, azonban klinikai alkalmazasuk megalapozasahoz tovabbi in vivo

vizsgalatok sziikségesek.



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-xB and MAPK systems. As
a consequence, the production of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor
alpha (TNF-0) 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 (PMNSs)
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-a 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-a 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-a 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-a 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-a 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 kutyak kronikus gyulladasos enteropatiaja (CIE) vagy mas néven az idilt gyulladasos
bélbetegség gyakori és klinikailag jelentds megbetegedés, amely hosszu tavon nemcsak az
érintett allatok egészségi allapotat, hanem a gazdak életmindségét is kedvezotleniil
befolyasolja. A tartosan fennall6 hanyas, hasmenés, étvagytalansag és testsulycsokkenés sok
esetben visszatérd jellegli, a betegség lefolydsa hullamzo, és gyakran nehéz pontosan
meghatarozni a kivalté okokat. Bar a kronikus gyulladasos enteropatiak egy része megfeleléen
Osszeallitott diétaval jol kontrollalhato, szamos esetben a kizardlagos étrendi kezelés nem vezet
kielégitd eredményre, igy gyogyszeres beavatkozas valik sziikségessé. A terapidban gyakran
alkalmazott gliikokortikoidok €s immunszuppressziv szerek ugyan hatékonyan csokkenthetik a
gyulladast, hosszu tavu haszndlatuk azonban jelentds mellékhatasokkal jarhat, és nem minden
esetben biztosit tartdos megoldast. Az idiilt gyulladasos bélbetegségek patomechanizmusa
Osszetett és multifaktoridlis, amelyben a bél immunrendszerének szabalyozasi zavara, a bélham
barrier funkcidjanak karosoddsa és a bélmikrobiom egyensulyanak felboruldsa egyarant
szerepet jatszik. A bélham integritasanak sériilése kovetkeztében a bél lumenében jelen 1évo
mikroorganizmusok ¢és azok sejtfal-alkot6éi konnyebben juthatnak at a nyélkahértyan, ami
lokalis ¢€s szisztémas immunvalaszt valthat ki. Kiilonos jelentdséggel birnak ebben a
folyamatban a Gram-negativ baktériumok sejtfalabol szarmazo LPS-ek, amelyek a keringésbe
jutva ugynevezett metabolikus endotoxémiat hozhatnak létre. Ez az allapot enyhe de tartos
gyulladéssal jar, és nemcsak a bélrendszeri tiinetek fennmaradasahoz jarulhat hozza, hanem
mas szervek ¢és szervrendszerek miikddésére is kedvezOtlen hatassal lehet. A kronikus
gyulladasos enteropatiakhoz tarsuld diszbidzis €s a megnovekedett LPS-terhelés olyan 6rdogi
kort hozhat 1étre, amelyben a gyulladés és az oxidativ stressz egymast erdsitve tartjak fenn a
koros allapotot. A gyulladasos sejtek aktivacidja fokozott reaktiv oxigén- ¢és
nitrogénszarmazék-termeléssel jar, ami tovabb karositja a bélhdmot, rontja a barrier funkciot,
arra, hogy miért nehéz egyes esetekben tartds klinikai javulast elérni kizar6élag hagyomanyos
terapias modszerekkel. Mindezek fényében egyre nagyobb az igény olyan kiegészitd vagy
alternativ terapias megkozelitések irant, amelyek képesek mérsékelni a gyulladast és az oxidativ
stresszt, tdimogatjak a bél barrier funkcidjat. Az utobbi években fokozott figyelem iranyult a
természetes eredetli bioaktiv vegyiiletek, kiilondsen a flavonoidok lehetséges szerepére a
kronikus  gyulladasos folyamatok moduldldsaban. Ezek a ndvényt madsodlagos

anyagcseretermékek széles korben megtalalhatok a taplalékban, és szdmos kedvezd biologiai

13



hatassal rendelkeznek, tobbek kozott antioxidans, gyulladascsokkentd €s immunmoduléléd
tulajdonsagokkal. A flavonoidok képesek semlegesiteni a reaktiv oxigénszarmazékokat,
befolyasolni a gyulladasos jelatviteli Utvonalakat, valamint csokkenteni a gyulladasos
mediatorok termel6dését, ezaltal potencialisan hozzajarulhatnak az idiilt gyulladasos
bélbetegségek patologias folyamatainak mérsékléséhez. A flavonoidok koz¢ tartozd kvercetin,
luteolin és a sz616magbdl szarmazo6 proantocianidinek kiillondsen igéretes vegyiiletek ebben a
tekintetben. Ezek a molekuldk nemcsak antioxidans és gyulladascsokkentd hatasuk révén
lehetnek eldnydsek, hanem egyes adatok szerint képesek befolyasolni a bélmikrobiom
Osszetételét és a bélham barrier integritasat is. Feltételezhetd, hogy a LPS-ek altal kivaltott
gyulladasos ¢s oxidativ folyamatok gatlasan keresztiil csokkenthetik a szisztémas endotoxin-

terhelést, és ezaltal kedvezden hathatnak a kronikus gyulladdsos enteropatidk lefolyasara.

Mindezek alapjan indokolt olyan kisérletes modellek alkalmazasa, amelyek alkalmasak a LPS-
indukalt gyulladas és oxidativ stressz vizsgalatara, valamint a potencialis kiegészitd terapias
szerek hatasmechanizmusanak feltérképezésére. A természetes eredeti flavonoidok ilyen
iranya vizsgéalata hozzdjarulhat ahhoz, hogy a jovében biztonsadgosabb és hatékonyabb
kiegészitd kezelési lehetdségek alljanak rendelkezésre a kutydk kronikus gyulladdsos
a természetes eredetli flavonoidok koziil a kvercetin, a luteolin és a sz616magbdl szarmazo
proantocianidinek milyen mértékben képesek befolyasolni az LPS-ek altal kivaltott gyulladasos
és oxidativ folyamatokat kutydk modellrendszereiben. A vizsgalat k6zéppontjaban a lokalis és
szisztémas endotoxin-terheléshez tarsuld gyulladds €s redox egyensulyzavar allt, kiilonos
tekintettel arra, hogy ezek a vegyliletek alkalmasak lehetnek-e az idiilt gyulladasos
bélbetegségekben alkalmazott hagyomanyos terapiak kiegészitésére. A munka célja nemcsak a
flavonoidok potencidlis gyulladascsokkentd €s antioxidans hatdsainak bemutatdsa volt, hanem
annak feltdrdsa is, hogy ezek a természetes molekuldk hozzajarulhatnak-e a kronikus
gyulladasos enteropatiakhoz tarsulo koros folyamatok mérsékléséhez, és ezaltal hosszabb tdvon

1), kiméletesebb kiegészitd kezelési stratégidk alapjat képezhetik.
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4, Irodalmi attekintés

4.1. A kronikus gyulladasos enteropatiak jelentosége és elofordulasa a
kisallatgyégyaszatban

A kronikus gyulladasos enteropatiak (chronic inflammatory enteropathies, CIE) a
kisallatgyogyaszatban — kiilondsen kutydk esetében — a leggyakrabban eléforduld kronikus
belgyogyaszati korképek kozé tartoznak, és mind klinikai, mind gazdasagi szempontbol
jelentds terhet ronak az allatorvosi ellatorendszerre és az allattartokra [1-3]. A kronikus
enteropatidk gylijtéfogalomként olyan, elsésorban a vékony- és/vagy vastagbelet érintd
megbetegedéseket foglalnak magukba, amelyek legalabb harom hete tarté vagy visszatérd
gasztrointesztinalis tiinetekkel jarnak, és amelyek hatterében fertdzd, parazitds, neoplasztikus
vagy extraintesztinalis ok nem igazolhat6 [4]. A klinikai gyakorlatban a kronikus gyulladasos
enteropatiak az allatorvosi rendelékben az egyik leggyakoribb konzultacids oknak szamitanak,
kiilonosen visszatérd hasmenés és kronikus emésztOszervi panaszok esetén [2,5].
Epidemiologiai vizsgalatok alapjan a kronikus gasztrointesztinalis betegségek a kutyak egyik
leggyakoribb belgydgyéaszati problémajat képezik, és az érintett allatok ardnya egyes
populaciokban elérheti vagy meghaladhatja az 2%-ot [5,6]. Bar a pontos prevalenciaadatok
orszagonként €s vizsgalati modszertantol fliggden eltérhetnek, a rendelkezésre allo adatok
egyértelmiien aladtdmasztjadk, hogy a kronikus enteropatidk gyakori és klinikailag relevans

betegségek a kisallatpraxisban [1,5].

Az idilt gyulladasos bélbetegségek kiilondsen kozépkoru és idds kutyakban fordulnak el
gyakran, azonban fiatal egyedekben sem ritkak. Bizonyos fajtdk esetében fokozott hajlamot
irtak le, ami genetikai prediszpozicio jelenlétére utal [7]. A betegség elhtizodo jellege és a
gyakori relapszusok miatt a kronikus gyulladasos enteropatiak nemcsak az elsé diagnozis
idején, hanem hosszu tavon is kihivast jelentenek a kisallatpraxisban, és gyakran tobb évig tarto
kovetést igényelnek [8,9]. A kronikus gyulladasos enteropatiakra jellemz6 klinikai tiinetek kozé
tartozik a hosszan fennallo vagy visszatéré hasmenés, a hanyas, a testsulycsokkenés, az
étvagytalansag, valamint a csokkent tapanyag-hasznosulds, amelyek egyiittesen jelentdsen
rontjak az érintett allatok altalanos allapotat és életmindségét [4,10]. A hasmenés lehet
vékonybél- vagy vastagbél-eredetli, illetve kevert jellegli, ami tovabb neheziti a klinikai
értelmezést és a diagnosztikai megkozelitést [1]. Kronikus gyulladasos enteropatiaban
szenvedd kutydkndl gyakran tapasztalhatd csokkent aktivitds, levertség és altalanos rossz

kozérzet, ami a mindennapi viselkedésiikben és terhelhetdségiikben is jol megmutatkozik. Az
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étvagytalansag ¢€és a felszivodasi zavar kovetkeztében kialakulo testsulycsokkenés ¢és
izomtOomeg-vesztés hosszabb tdvon szisztémas kovetkezményekkel jarhat, kiilonosen stlyos
vagy elhtizodo esetekben. Ezek a Kklinikai tiinetek nemcsak az allat fizikai allapotat érintik,
hanem jelentds pszichés és érzelmi terhet jelentenek a tulajdonosok szamara is, akik gyakran
hosszan tartd bizonytalansaggal €és frusztracioval szembesiilnek a betegség kiszamithatatlan
lefolyasa miatt [2,3]. A CIE diagnosztikaja és kezelése rendszerint hosszadalmas és koltséges
folyamat, ami tovabb noveli ezen betegségek gazdasagi jelentéségét a kisallatgyogyaszatban.
A kivizsgalas altaldban tobblépcsds, €s magaban foglalja az alap- és specialis laboratoriumi
vizsgalatokat, képalkoto eljarasokat, diétas probakat, valamint az endoszkopos mintavételt €s a

korszovettani vizsgalatot is [11].

Mivel a CIE gyakran csak terapias valasz alapjan értékelhetd, a diagnosztikai és kezelési
1épések idében elhuzodhatnak, ami jelentds anyagi terhet r6 a tulajdonosokra [2,7]. A betegség
kronikus jellege miatt sok esetben hosszu tdva vagy élethosszig tart6 menedzsment valik
sziikségessé, amely rendszeres kontrollvizsgalatokkal, diétds modositasokkal és kiegészitd
kezelésekkel jar. Ez nemcsak kozvetlen koltségeket jelent, hanem kozvetetten is befolyasolja
az allattartok dontéseit, az allatorvosi ellatdshoz vald hozzaférést és a beteg allatok hossza tava
gondozasat [1]. Mindezek alapjan a kronikus gyulladasos enteropatiak kiemelt jelent6ségii
korképek, amelyek nemcsak orvosszakmai, hanem gazdasagi €s tarsadalmi szempontbol is

meghatarozo szerepet toltenek be a kisallatgyogyaszatban.

4.1.1. A kutya bélrendszerének anatomiai és funkcionalis sajatossagai

A kutya bélrendszere nem csupan az emésztés és a tapanyag-felszivodas elsddleges helyszine,
hanem egy komplex anatomiai, funkcionalis és immunologiai egység, amely kulcsszerepet
jatszik a szervezet homeosztazisanak fenntartasaban [12,13]. A gasztrointesztinalis traktus a
szervezet egyik legnagyobb immunoldgiai szerve, amely folyamatos €s intenziv kapcsolatban
all a kiilvilaggal a lumen tartalman keresztiil, mikozben biztositania kell a hatékony tapanyag-
felvételt és a potencialisan karos antigének elleni védelmet [12,14]. A bélfal tobb,
funkciondlisan elkiiloniilé rétegbdl épiil fel, amelyek 6sszehangolt miikodése alapvetd a bél
barrier integritasanak és a nyalkahartya homeosztazisnak a fenntartasahoz [15]. A lumen feldl
haladva a bélnyalkahartya felszinét egy nyakréteg boritja, amelyet elsésorban a kehelysejtek
altal termelt mucin alkot. Ez a réteg mechanikai védelmet biztosit a bélham szamara, valamint
antimikrobialis peptideket, lizozimeket, defenzineket és szekretoros immunglobulin A-t is
tartalmaz, ezaltal aktivan részt vesz a patogén mikroorganizmusok elleni védekezésben [13,16].

A nyékréteg alatt talalhat6 az egysejtsoros bélham, amely a lumen és a belsé kornyezet kdzotti
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els6dleges fizikai akadalyt képezi. Az enterocitak, a kehelysejtek, a Paneth-sejtek és az
enteroendokrin sejtek egyiittese nemcsak az emésztési- ¢és felszivodasi folyamatokat
szabalyozza, hanem fontos szerepet jatszik az immunvalasz modulalasaban is [12,17]. A
bélhamsejtek kozotti sejtkapcsold strukturak — beleértve a szoros és adherens kapcsolatokat,
illetve dezmoszoémakat — kulcsfontossagiiak a paracellularis permeabilitas szabalyozasaban
[15]. A tight junction komplexek f6 fehérjéi — tobbek kozott a klaudinok, okludin és zonula
Okludens fehérjék — dinamikusan szabalyozzak a bélfal ateresztoképességét. E struktarak
integritasanak sériilése fokozott bélpermeabilitashoz vezethet, amely eldsegiti bakteridlis

propriaba ¢és a szisztémas keringésbe [18].

Az epitélium alatt elhelyezkedé lamina propria laza rostos kotOszovete gazdag
immunsejtekben, tobbek kozott makrofagokban, dendritikus sejtekben, T- és B-limfocitakban,
valamint plazmasejtekben [14,17]. Ezek a sejtek alapvetd szerepet jatszanak az antigének
kialakitasaban és fenntartasaban. A bélhez kapcsolodo limfoid szovet (gut-associated lymphoid
tissue, GALT) — amelynek fontos elemei a Peyer-plakkok, az izolalt limfoid tiiszék és a
regionalis nyirokcsomdk — a nyalkahartya immunvalaszanak kozponti szervezéje [14,16]. A
GALT lehet6vé teszi, hogy a bélrendszer tolerans immunvalaszt alakitson ki a kommenzalista
mikrobiotaval és taplalékantigénekkel szemben, mikozben hatékony gyulladasos valaszt indit

patogén ingerek esetén [19].

4.1.2. A bélmikrobiom szerepe a bélhomeosztazis és gyulladas kialakuldsaban

A bélmikrobiom a kutya gasztrointesztinalis rendszerének szerves ¢és funkcionalisan
nélkiilozhetetlen alkotoeleme, amely alapveté szerepet jatszik a bélhomeosztazis
fenntartasaban, a tapanyag-anyagcserében, a bélbarrier stabilitdsaban és az immunrendszer
szabalyozasaban [20,21]. Az egészséges bélmikrobiota egy rendkiviil osszetett, dinamikusan
valtoz6 okoszisztéma, amelynek Osszetétele és metabolikus aktivitasa szoros kdlcsonhatasban
all a gazdaszervezet fizioldgiai allapotaval, valamint a kdrnyezeti és taplalkozasi tényezdkkel.
A mikrobidlis k6z0sség és a gazdaszervezet immunrendszere kozotti finoman szabalyozott
egyensuly alapvetd feltétele a normal bélmiikodésnek ¢€s az immunologiai tolerancia
fenntartasanak [22]. Egészséges kutyak bélrendszerében a mikrobiota dsszetételét elsdsorban a
Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria és Proteobacteria torzsek dominancidja
jellemzi, amelyek aranya a bél kiilonb6z6 szakaszaiban eltérd lehet [20,23,24]. A vastagbélben

kiemelt jelentdséggel birnak a Firmicutes torzsbe tartozd obligdt anaerob baktériumok,
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kiilonosen a Clostridiales rend tagjai, amelyek meghatarozoé szerepet toltenek be a fermentacios
folyamatokban és a gazdaszervezet energiacllatasaban [25]. Ezek a kommenzalista
mikroorganizmusok részt vesznek a komplex szénhidratok lebontasaban, révid lanca zsirsavak
— els6sorban butirat, propionat és acetat — termelésében, valamint a nyakréteg €s az epitélium
integritasanak fenntartasaban. A révid lanch zsirsavak koziil a butirat kiilonosen fontos, mivel
az enterocitdk elsddleges energiaforrasaként szolgal, emellett gyulladdscsokkentd ¢és

barrierer6sito hatassal is rendelkezik [26].

A mikrobidta 6sszetételének és funkcionalis aktivitasanak koros megvaltozasat diszbiozisnak
nevezzilk, amelyet a mikrobialis diverzitas csokkenése, a jotékony kommenszalis baktériumok
visszaszorulasa €s potencialisan patogén mikroorganizmusok felszaporodasa jellemez [23].
Krénikus gyulladdsos enteropatidban szenvedd kutyak esetében szamos vizsgalat igazolta,
hogy a mikrobiota Gsszetétele jelentésen eltér az egészséges egyedekétdl, ami alatamasztja a
diszbiozis patogenetikai jelentéségét [20,27]. A mikrobialis egyensuly felborulasa
kovetkeztében csokken a rovid lanch zsirsavak termelése, sériil a nyakréteg védofunkcidja,
fokozodik a bélham permeabilitasa, €s a helyi immunrendszer gyulladasos valaszkészsége is

megndvekszik [26,28].

A diszbioézishoz kapcsolodo mikrobialis valtozasok koziil kiemelt jelentéséggel bir az E. coli
egyes torzseinek felszaporodasa. Az E. coli normal koriilmények kozott a bélflora részeként
artalmatlan kommenzalista baktérium, azonban bizonyos kdrnyezeti és immunologiai feltételek
mellett korokozo szerepet tolthet be [29]. Gram-negativ baktériumként LPS-t tartalmaz6 kiilsé
sejtmembrannal rendelkezik, amely az egyik leghatékonyabb ismert bakterialis gyulladaskeltd
molekula. Diszbiozis és barrier-diszfunkcio6 fennallasa esetén a mikrobialis eredetii molekulak,
kiilonosen a LPS-ek, fokozott mértékben juthatnak at a bélhamon, ami lokalis és szisztémas
endotoxin-terhelést eredményez [30]. Az LPS a velesziiletett immunrendszer mintazatfelismerd
receptorain, elsdsorban a TLR4 jelatviteli utvonalon keresztiil aktivdlja a gyulladasos
valaszreakciokat, amelyek kronikus fennallasa Onfenntarté gyulladasos korfolyamat

kialakulasahoz vezethet [31,32].

Az utobbi években egyre nagyobb figyelem irdnyult a mikrobidta €s az epesav-anyagcsere
kozotti kapcsolatra is. A kutya bélmikrobiotijaban kiilonosen fontos szerepet tolt be a
Peptacetobacter hiranonis, amely kulcsszerepet jatszik az els6dleges epesavak masodlagos
epesavakka torténd atalakitasaban [33]. Ez a folyamat nemcsak az emésztést és a
zsiranyagcserét befolyasolja, hanem kozvetlen hatdssal van a mikrobidta dsszetételére €s az

immunvalasz szabalyozasara is. Az idiilt gyulladasos bélbetegségben szenvedd kutyak esetében
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a Peptacetobacter hiranonis mennyisége szignifikansan csokken, ami az epesav-profil
megvaltozasahoz vezet, és elésegiti a diszbidzis fennmaradasat [34]. A masodlagos epesavak
csOkkenése kedvez a patogén baktériumok elszaporodasanak, mikozben csokken az epitélsejtek

barrierfunkciojat tamogato jelatviteli utak aktivitasa [35,36].

4.1.3. A kronikus gyulladasos enteropatia patogenezise és osztalyozasa kutyaban

Az extraintesztinalis, neoplasztikus, parazitas és fertdz6 eredetli korképek kizarasat kovetden a
kutyak kronikus gyulladasos enteropatidinak osztalyozasa napjainkban elsGsorban a terapids
valaszon alapul [7]. A legtjabban feliilvizsgalt klasszifikacios rendszer alapjan tobb, egymastol
elkiilonithetd klinikai alcsoport kiilonithet6 el, ugymint a taplalékra reagédlod enteropatia (food-
responsive enteropathy, FRE), a taplalékra reagald fehérjevesztéses enteropatia (food-
responsive protein-losing enteropathy, FR-PLE), a mikrobiota-moduléciora reagald enteropatia
(microbiota-related modulation-responsive enteropathy, MrMRE), az immunszuppressziv
kezelésre reagald enteropatia (immunosuppressant-responsive enteropathy, IRE), az
immunszuppressziv kezelésre reagald fehérjevesztéses enteropatia (IR-PLE), valamint a nem
reagald enteropatia (non-responsive enteropathy, NRE) és annak fehérjevesztéses formaja (NR-
PLE) [37]. Ez a valaszalapu felosztas jol tiikr6zi a CIE korélettani heterogenitasat, és jelenleg
mind a klinikai gyakorlatban, mind a kutatasban ez tekinthetd az ajanlott megkozelitésnek
[1,37]. E klinikai alcsoportok kozott jelentds atfedés tapasztalhato a tiinetek megjelenésében,
ami megneheziti az egyértelmi elkiilonitést. A diagnozis legtobbszor a terapias probakra adott
véalasz alapjan torténik, mivel még a korszerli diagnosztikai modszerek — beleértve az
endoszkopos vizsgalatot és a korszovettani értékelést — sem mindig teszik lehetévé az
alcsoportok pontos differencialasat [2]. Ez a jelenség alatamasztja azt a szemléletet, miszerint
a kutya CIE nem egységes betegség, hanem kiilonb6z6, részben kozos patomechanizmusok

altal fenntartott gyulladasos allapotok spektruma [37].

crer

egyik legelfogadottabb elmélet szerint a betegség kialakulasanak alapja a bélnyalkahartya koros
immunvalasza a lumenben jelenlévé antigénekkel szemben, beleértve a kommenzalista
baktériumokat, a taplalékkomponenseket és kiilonboz6 kornyezeti ingereket [37,38]. A
taplalékra reagdld enteropdtia esetén az abnormalis immunreakciok els@sorban az étrendi
antigénekhez kothetdk, mig az immunszuppressziv kezelésre reagald és nem reagalod formakban
az immunrendszer szabalyozasanak zavara dominal [9,37]. A betegség kialakulasaban
genetikai tényezok is szerepet jatszanak. Egyes kutyafajtadkban kimutattdk olyan gének

polimorfizmusait, amelyek a mintazatfelismerd receptorokat kddoljak, igy példaul a nucleotide-
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binding oligomerization domain 2 és a TLR génjeit [39,40]. Ezek a receptorok kulcsszerepet
toltenek be a mikrobidlis eredeti jelek felismerésében és a megfeleld immunvélasz
kialakitasaban [32]. Funkciojuk zavara, valamint a bélmikrobiota Osszetételének ¢és
mukodésének megvaltozasa hozzajarulhat a koros immunaktivaciohoz €s a kronikus gyulladas
fennmaradasahoz. E mechanizmusok szamos ponton parhuzamot mutatnak az emberi
gyulladasos bélbetegségek patomechanizmusaval, ami kiemeli a kutya CIE transzlacios

jelent6ségét [39,40].

4.1.4. A kronikus gyulladasos enteropatia terapias lehetéségei és korlatai

A CIE kezelése hosszl tava, 1épcsézetes és individualizalt terapias megkozelitést igényel,
amelynek célja nem csupan a klinikai tiinetek atmeneti enyhitése, hanem a bélben zajlo
gyulladasos folyamatok tartos kontrollja, a bél barrier-funkcidjanak helyreallitasa, valamint a
relapszusok megel6zése [1]. A terapias stratégia megvalasztasa soran figyelembe kell venni a
klinikai tlinetek sulyossagat, a fehérjevesztés jelenlétét, a kordbbi terapids valaszokat, valamint

a hosszu tavu kezeléshez tarsuld kockazatokat és prognosztikai tényezoket [7].

A CIE kezelésének alapjat minden esetben a diétas terapia képezi, amely elséként alkalmazandd
terapias lépésnek tekinthet6 [41]. Az eliminacids diétak célja az étrendi antigénterhelés
érdekében 1j, korabban nem etetett fehérjeforrast tartalmazé taplalékok, illetve hidrolizalt
fehérjét tartalmazoé diétak alkalmazasa javasolt. A diétas proba értékeléséhez legalabb 6—8
hetes, szigortan betartott etetési periddus sziikséges, amely soran minden egyéb taplalékforras
kizarasa alapvetd jelent6ségli [43,44]. Azoknal az egyedeknél, amelyek kizarolag diétas
terapiara jol reagalnak, a hosszu tavl prognézis kedvezd, és gyakran tartds remisszio érhetd el
gyogyszeres kezelés nélkiil is. Ugyanakkor a betegek egy részében a diéta Gnmagaban nem

biztosit megfeleld klinikai kontrollt, ami tovabbi terdpids beavatkozéasokat tesz sziikségessé
[42].

Habar a CIE kezelésének alapjat tovabbra is a diétds beavatkozas képezi, ugyanakkor a
probiotikumok alkalmazasa a bélmikrobiota tamogatdsan keresztiil bizonyos esetekben
kedvezd hatast lehet, bar a klinikai hatékonysagukra vonatkoz6 bizonyitékok korlatozottak
[45]. A mikrobiota-modulacio célja a diszbiozis mérséklése, a bél barrier-funkcidjanak javitasa
¢és az endotoxin-terhelés csokkentése. Probiotikumok alkalmazasa, kiilondsen jol jellemzett,
allatspecifikus torzsek esetében, kedvezden befolydsolhatja a mikrobidlis egyensulyt €s az
immunvalasz szabalyozasat [39,46]. A mikrobiota-célzott terapiak elsGsorban enyhébb

esetekben vagy fenntartd kezelésként birnak jelentdséggel, mig sulyosabb, aktiv gyulladassal
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jar6 kronikus enteropatidk esetén onmagukban ritkan elegenddek a tartds klinikai remisszid
intenzivebb megkozelitése a fekalis mikrobidta transzplantacio (FMT), amelynek célja a
korosan megvaltozott bélflora komplex helyreallitasa [39]. Az FMT soran egészséges donor
bélsarabol szarmazd mikrobialis kozosséget juttatnak a recipiens gasztrointesztinalis
traktusaba, azzal a céllal, hogy noveljék a mikrobidlis diverzitast és eldsegitsék a fiziologids
bélmikrobiom visszaallasat. Bar a humén gyogyaszatban ez az eljaras elsGsorban a
Clostridioides difficile fert6zés kezelésében terjedt el [47], mig az allatorvosi alkalmazasban
akronikus gyulladasos enteropatiaban szenvedd kutyak esetében az ismételt FMT-kezelések a
klinikai tiinetek javulasaval hozhatok 0sszefiiggésbe, tovabba egyes esetekben lehetévé tették
a kortikoszteroid-terapia dozisanak csokkentését [48-51]. A beavatkozashoz tarsuld
mellékhatdsok tobbnyire enyhék ¢és atmenetiek, ami az eljards kedvezd biztonsagossagi

profiljara utal [52].

Azokban az esetekben, amikor a diétas és a mikrobiota-modulald kezelések nem vezetnek
kielégitd klinikai javuldshoz, immunszuppressziv vagy immunmodulans terdpia alkalmazésa
valik sziikségessé [4]. Az indukcids kezelés soran leggyakrabban glitkokortikoidok, elsésorban
prednizolon vagy budenozid alkalmazasa torténik, amely hatékonyan csokkenti a
bélnyéalkahartya gyulladasat és javitja a klinikai tiineteket. A hosszu tava kezelés soran
szteroidhasznalatot csokkenté terapias stratégiak alkalmazasa indokolt a mellékhatasok
minimalizalasa érdekében, amelynél elsGsorban ciklosporin hasznalata johet szoba [53]. Ezen
szerek hatdsa gyakran fokozatosan alakul ki, és hosszan tart6, gondosan monitorozott kezelésre
van sziikkség. Az immunoszuppressziv terapiara jol reagdld esetekben a tulélési 1d6 és az
¢letmindség jelentdsen javithatd, ugyanakkor a kezelés soran fokozott figyelmet kell forditani
a lehetséges mellékhatasok, példaul a fertézések, a hepato- és a nefrotoxicitas és a hematologiai

eltérések rendszeres ellendrzésére [7].
4.2. Szisztémas endotoxin-terhelés és a gyulladasos valaszreakciok

A kronikus gyulladdsos enteropatia egyik meghatarozd jellemzdje a bélham barrier
funkciojanak kérosodasa. Az epitelialis integritas sériilése lehetdvé teszi a mikrobialis eredetli
molekuldk, kiilondsen a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjanak f6 komponensét
keringésbe [31,38,54]. Az LPS erdteljes aktivatora a velesziiletett immunvalasznak, elsésorban

a TLR4 kozvetitésével [55]. Egészséges allatokban az LPS dontden a bél lumenében marad,
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azonban CIE esetén a fokozott bélpermeabilitds eldsegiti annak felszivodasat és az

immunrendszer talzott aktivaciojat [31,38].

Ez az éllapot, amelyet gyakran metabolikus endotoxémiaként irnak le, egyre tobb bizonyitékkal
alatamasztott jelenség a kutyak kronikus gyulladasos enteropatiajaban [56]. A keringé LPS-
szint emelkedése kapcsolatba hozhato a szovettani gyulladads mértékével és sulyossagaval. Az
endotoxin terhelés nemcsak a lokalis bélgyulladas fenntartasaban jatszik szerepet, hanem
kismértékii szisztémas gyulladas kialakulasahoz is hozzajarulhat [57]. Az endotoxin terhelés
mértéke ¢és idOtartama meghatarozza a szervezet valaszreakcidjat. Kronikus, kismértéka
endotoxémia esetén elhuzodo, mérsékelt intenzitast gyulladas alakulhat ki, amely hosszu tavon
karos hatassal van az immunrendszer mitkodésére és az anyagcsere-folyamatokra [58]. Emellett
ennek kovetkeztében, egyéb extraintesztinalis eltérések is megjelenhetnek, mint példaul
majmilkddési zavarok és a lipidanyagcsere megvaltozadsa, amelyek jol ismert parhuzamokat
mutatnak az emberi gyulladasos bélbetegségekben ¢€és a metabolikus szindromaban leirt
folyamatokkal [59] (1. abra).

Krénikus gyulladasos enteropatia

(CIE) kutyakban
OKOK (predi alo és kivalté tény ) KOVETKEZMENYEK (helyi és szisztémas hatasok)
— - — ot Diszbi6zis, nyakréteg karosodasa o

Genetikai hajlam

« Fajtaprediszpozicio

+ Immunvalasz szabalyozasanak ey
genetikai eltérései
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2 Bélbarrier diszfunkcié > « Villusatréfia, epithelial sejtkarosodas
T 5 d ény (tight junction Sveked: ilitas) \ « Nyakréteg csokkenése
« Etrendi antigének / intoleranciak + Fokozott bélpermeabilitas
> ® . o
« Taplalék osszetételének ® ° Mikrobidlis komponensek
hirtelen valtozasa ° o transzlokacidja pciod és fehérj e
° i 5 i
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- \p t > ¥ e . =
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— r -~ . Immunaktivacio
/ Bélmikrobiom diszbiézisa (TLR4, NF-xB, MAPK dtvonalak) < Yooy ndarhaléa)
N Jotékony bakteriumok csdkkenéese i és adaptiv i )
« Potencialisan patogén baktériumok > — — _— — -/ * Metabolikus endotoxémia (LPS)
\ elszaporodasa (pl. E. coli) pe } . > . Szivsztﬂérr.\.a's gyulladés
emam ° Csokkent mikrobiodiverzitas ( oxidativ és Gireses * Majmikodési zavarok
+ Epesav-anyagcsere zavara | (1 ROS, RNS, NO) __ cUpidanyagcsersimegvéliozésa.

(4 Peptacetobacter hiranonis)

@ Immunolégiai kévetkezmények
> <; Y« Krénikus immunaktivacio

« Immunrendszer diszregulacioja
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@
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1. abra: Kutydk kronikus gyulladdsos enteropatijanak okai és kovetkezményei.

4.2.1. Az LPS szerepe a gyulladasos és oxidativ stressz valasz kialakuldsaba
Az LPS a Gram-negativ baktériumok kiilsé sejtmembranjanak f6 strukturalis alkotéeleme, €s

az egyik legjelentdsebb biologiai aktivitassal rendelkezd endotoxin. Az LPS a velesziiletett
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immunrendszer egyik legerdsebb aktivatora, amely mar kis koncentracioban is képes kifejezett
gyulladasos valaszreakciot kivaltani [60]. Ugyanakkor fontos hangstlyozni, hogy az LPS
immunstimulalé hatdsa nem egységes, mivel szerkezeti heterogenitasa jelentds mértékben
befolyasolja biologiai aktivitdsat. Az egyes baktériumfajokbdl szarmazé LPS-molekulak —
példaul az Escherichia coli vagy a Salmonella enterica kiilonb6z6 szerotipusai — eltér6 citokin-
¢és oxidativ stressz valaszokat valthatnak ki, elsésorban a lipid A komponens szerkezeti
kiilonbségei, valamint az O-antigén oldallanc variabilitasa miatt [61]. Ez a valtozatossag
kiilonosen nagy jelent0séggel bir az LPS-alapt kisérletes gyulladasos modellek értelmezése
soran, mivel az alkalmazott LPS forrasa alapvetéen meghatarozhatja a megfigyelt
immunologiai valaszokat. Szisztémas kornyezetben az LPS els6dlegesen a PBMC sejteken fejti
ki hatasat. Ezek a sejtek — elsdsorban monocitak, makrofag-prekurzorok és limfocitadk —
kulcsszerepet jatszanak a gyulladasos jelatvitel elinditasdban és fenntartdsaban. Az LPS altal
kivaltott PBMC-aktivacié jol modellezi a szisztémds endotoxin-terhelés sordn lezajlo
immunvalaszokat, ezért széles korben alkalmazott megkozelités a gyulladasos folyamatok
vizsgalatara [62]. Az LPS hatasmechanizmusanak kdzponti eleme a TLR4 aktivacidja, amely a
TLR4-MD-2-CD14 receptor komplexhez torténd kotddést kdvetden intracelluléris jelatviteli
kaszkadokat indit el. Ezek a jelatviteli utak tobbek kozott a nuklearis faktor kB (NF-kB) és a
mitogén aktivalt kinaz (MAPK) utvonalak aktivaciojahoz vezetnek, amelyek meghatarozo
szerepet toltenek be a gyulladdsos gének transzkripcios szabalyozasaban. Az LPS-expozicid
kovetkeztében fokozddik a proinflammatorikus citokinek, példaul a TNF-a, az IL-1 és az IL-
6 termelddése [32]. Ezek a mediatorok nemcsak a lokalis gyulladasos folyamatokat erdsitik,
hanem szisztémas hatasokat is kivaltanak, tovabb fokozva az immunaktivaciot [63]. Fontos
megjegyezni, hogy az LPS-hatas dinamikaja jelentés mértékben fligg az expozicid dozisatol,
iddtartamatol és a sejtkornyezettdl. Tartds vagy ismételt LPS-terhelés bizonyos koriilmények
k6zott immunolodgiai toleranciat indukalhat, mig mas esetekben fokozott, hiperreaktiv véalasz
kialakulasdhoz vezethet, ami jelentdsen megneheziti az LPS-medialt gyulladasos folyamatok

értelmezését mind kisérletes, mind klinikai kontextusban [64].

A mikrobialis transzlokacio mellett az oxidativ stressz iS kozponti szerepet jatszik a CIE
mennyiségben termelnek ROS-t, amelyek kozvetleniil hozzajarulnak az epitelidlis
sejtkarosodashoz, a tight junction struktirak felbomlasahoz és a bélbarrier integritdsanak
romlasahoz [65]. A ROS-0k nem csupan sejtkarosito melléktermékek, hanem masodlagos

hirvivéként is funkcionalnak, aktivalva olyan jelatviteli utvonalakat, mint az NF-xB, a MAPK,
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valamint a JAK/STAT rendszer. Ezek az utvonalak a gyulladas fennmaradasat és a
stlyosbodasat segitik elé [66]. Az oxidativ stressz és az immunaktivacido kolcsonhatasa egy
vezet [67]. A ROS-ok mellett az RNS-ek is jelentOs szerepet jatszanak a nyalkahartya karosodas
fokozasaban. A talzott mennyiségben termel6d6 nitrogén-monoxid (NO), valamint annak
szarmazékai tovabb rontjak az epitelialis barrier funkciot és erdsitik a proinflammatorikus

jelatvitelt [68].

4.2.2. A bakterialis transzlokacio, az E. coli szerepe és a szepszis kialakulasa

A bél barrier funkciojanak karosodéasa esetén nemcsak mikrobidlis eredetii molekulak, hanem
¢l6 baktériumok is képesek athatolni a bélfalon, ezt a jelenséget bakterialis transzlokacionak
nevezzik. A transzlokacid soran a baktériumok a lamina propridba jutnak, majd a
nyirokrendszeren vagy a véraramon keresztiil extraintesztindlisan is megjelenhetnek. A
folyamatban kiemelt szerepet t6lt be az E. coli, amely az egyik leggyakrabban kimutatott
opportunista baktérium kronikus bélbetegségekhez tarsuld diszbidzis és extraintesztinalis
fertézések esetén [69]. Az E. coli Gram-negativ, palcika alaku baktérium, az Enterobacteriaceae
csalad tagja, amely fiziologias koriilmények kozott a normal bélflora részét képezi. Diszbiodzis
esetén azonban patogén tulajdonsagokat Olthet, ¢és kiilonbozd fertézések — igy
gasztrointesztinalis, hugyuti, 1égati fert6zések, meningitis és szepszis — kialakulasahoz vezethet
[70]. Az enteralis korokozok kozott az enteropatogén E. coli torzsek az intesztinalis
epitélsejtekhez tapadva ultrastrukturalis karosodast okoznak a bélbolyhok szintjén. Ezzel
szemben az enterotoxikus E. coli torzsek adhézios faktorokat, valamint hé-labilis vagy ho-stabil
enterotoxinokat termelnek, amelyek plazmidok altal koédoltak. Bar ezek a torzsek nem
feltétleniil okoznak kifejezett szoveti karosodast, jelenlétiik fokozott folyadékszekréciohoz és a
tapanyag-felszivodas zavarahoz vezet [71]. Fontos hangsulyozni, hogy az E. coli karos
immunologiai hatdsai nem kizardlag ezekhez a klasszikus patotipusokhoz kotddnek; a
baktérium patogenitdsa mar pusztan a barrier kdrosodas és az koéros immunaktivacio
kovetkeztében is megnyilvanulhat. Sulyos bélbarrier-karosodas esetén az E. coli bejutasa a
szisztémas keringésbe szepszis kialakuldsat idézheti eld, amely életet veszélyeztetd allapotként
kontrollalatlan immunvalasszal és generalizalt gyulladéssal jar. A felszabaduld citokinek és
kemokinek vazodilataciot, kapillaris permeabilitas-fokozodast, mikrokeringési elégtelenséget
¢és szoveti hipoxiat okoznak, ami sejtkarosodashoz és szervelégtelenséghez vezet [72]. A
koagulacios rendszer aktivacioja tovabb stlyosbitja az allapotot mikrothrombus-képzddés,

endothelkarosodas és disszeminalt intravaszkularis koagulacio révén. A szepszis klinikai
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tinetei kozé tartozik a laz, a tahikardia, tahipnoe, a hipotenzio és a kiilonboz6 szervek
miikodészavara. Kutyak esetében gyakran alakul ki szisztémas gyulladasos valasz szindroma
[71]. A 1étfontossagu szervek hipoperfzidja akut veseelégtelenséghez, majmiikodési zavarhoz
¢s metabolikus toxinok felhalmozddasdhoz vezethet, mig a tiid0 érintettsége gyakran akut

respiracios distressz szindroma kialakulésaval jar.

Korabbi adatok szerint a korai antimikrobialis beavatkozas javithatta a kimenetelt [73], azonban
az antibiotikum-rezisztens E. coli térzsek egyre novekvo prevalencidja, valamint a rutinszerd
antibiotikum-hasznalatra vonatkozé ajanlasok szigorodasa miatt az alternativ, diszbiozist célzo
kezelési stratégidk iranti érdekldodés fokozodik. Az antibiotikum-rezisztencia a bakteridlis
populdcidkon belilli természetes szelekcid eredményeként alakul ki, amely soran az
antimikrobialis kezelés tuléld, rezisztens variansai elszaporodnak [74]. A rezisztencia
kialakulasat bizonyos genetikai mutaciok, valamint a horizontalis géntranszfer — példaul
plazmidok vagy bakteriofagok kozvetitésével — is elésegitik, akar kiilonboz6 baktériumfajok
kozott is [75,76]. Az antibiotikumok nem megfeleld alkalmazasa, beleértve a sziikségtelen
kezeléseket, az aluldozirozast vagy a tal rovid kezelési idétartamot, jelentdsen felgyorsitja a
rezisztencia kialakulasat [77]. Kiilonos aggodalomra adnak okot a multidrog-rezisztens torzsek,
mint példaul az kiterjesztett spektruma B-laktamaz-termel6é E. coli, amelyek kezelése egyre
korlatozottabb lehet6ségek kinalkoznak [76]. Az Egészségiigyi Vilagszervezet az
antimikrobialis rezisztenciat napjaink tiz legjelentdsebb globalis kozegészségligyi fenyegetése

koz¢ sorolja, ami az allatorvosi €és huméan gydgydszat szamdara egyarant kiemelt jelentdségli

kihivast jelent [78,79].
4.3. A flavonoidok szerepe az allatorvoslasban és a gyulladasos betegségekben

A CIE hagyomanyos terapias stratégiai hossza tava korlatai miatt egyre nagyobb figyelem
iranyul olyan kiegészit6 kezelési lehetdségekre, amelyek képesek mérsékelni a gyulladast és az
oxidativ stresszt, mikozben kedvezdbb mellékhatas-profillal rendelkeznek. A fitoterapia,
vagyis gyogynovények és novényi eredetili kivonatok terapids célu alkalmazésa egyre nagyobb
figyelmet kap a CIE kiegeészitd kezelésében, kiillonosen a hossza tavi gyogyszeres terhelés
csokkentésének igénye miatt. A fitoterapias szerek potencidlis elényei kozé tartozik a
gyulladascsokkentd, az antioxidans, az immunmodulalé és a bélmotilitast befolyasold hatasuk.
A leggyakrabban vizsgalt ndvényi hatéanyagok kozé tartozik a Curcuma longa (kurkuma), a
Boswellia serrata, az Aloe vera, valamint kiilonb6z6 flavonoid- és polifenol-tartalmt névényi
kivonatok [39]. A természetes eredetii bioaktiv vegyiiletek, kiilondsen a flavonoidok és egyéb

polifenolok, antioxidans és gyulladascsokkentd hatasuk révén igéretes kiegészitdi lehetnek a
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CIE hosszu tava kezelésének. Ezen vegyiiletek potencidlisan hozzajarulhatnak a bél barrier-
funkciojanak javitasahoz, az endotoxin-indukalt immunaktivacio csokkentéséhez, valamint az
immunszuppressziv szerek sziikséges dozisanak mérsékléséhez, ezaltal javitva a hosszl tava

prognozist [80,81].

4.3.1. A flavonoidok altalanos jellemzése és alkalmazasi lehetdoségei az allatorvoslasban

A flavonoidok a novényi eredetii polifenol vegyiiletek egyik legnagyobb és legvaltozatosabb
csoportjat alkotjak, amelyek széles korben megtaldlhatok a takarmanyndvényekben,
gyogynovényekben, gyiimolcsokben ¢és zdldségekben. Biologiai jelentdségiik tilmutat a
novényi anyagcserében betoltott szerepiikon, mivel szamos olyan farmakologiai hatasokkal

rendelkeznek, amelyek az allatorvoslas teriiletén is egyre nagyobb figyelmet kapnak [82,83].

A flavonoidok egyik legjelentdsebb tulajdonsaga az antioxidans hatas, amely révén képesek
semlegesiteni a ROS-t, gatolni a lipidperoxidaciot és megvédeni a sejtalkotokat az oxidativ
karosodastol [80]. Az antioxidans aktivitas mértékét nagymértékben befolyasolja a molekulak
kémiai szerkezete, kiilondsen a hidroxilcsoportok szdma ¢€s elhelyezkedése, valamint a kettds
kotések jelenléte az aromas gyiriikben [60] (2. abra). A flavonoidok masik kulcsfontossaga
tulajdonsaga a gyulladascsokkentd hatds, amely tobb mechanizmuson keresztiil valosul meg.
Képesek gatolni olyan enzimek aktivitasat, mint a ciklooxigendz és a lipoxigenaz, amelyek a
gyulladasos mediatorok képzddésében vesznek részt. Emellett befolyasoljak a gyulladésos
jelatviteli Gitvonalakat, csokkentik a proinflammatorikus citokinek termelddését, és modulaljak
flavonoidok egyszerre hatnak az oxidativ stresszre és a gyulladasra, amelyek a kronikus
bélgyulladdsok patogenezisének kozponti elemei. Tovabba egyes flavonoidok képesek
stabilizalni a bél barrier funkcigjat, csokkenteni a permeabilitast, valamint mérsékelni az
endotoxinok altal kivaltott immunvalaszt [81]. A flavonoidok ezen tilmenden antimikrobialis
hatéssal is rendelkeznek, amely kdzvetlen és kozvetett mechanizmusokon keresztiil érvényesiil.
Képesek gatolni a baktériumok novekedését és virulencidjat a sejtfal és a sejtmembran
integritasdinak  megzavarasaval, a nukleinsav-szintézis ¢és az energia-anyagcsere
akadalyozasaval, valamint az oxidativ stressz elleni védekez6 mechanizmusok befolyéasolasaval
[84,85]. Emellett egyes flavonoidok fokozhatjdk az antibiotikumok hatékonysagat,
hozzijarulva a rezisztens baktériumtorzsek elleni védekezéshez [86,87]. Allatkisérletes
vizsgalatok alapjan a flavonoidok kedvezden befolyasolhatjdk a gazdaszervezet valaszat
bakterialis endotoxinokkal szemben, csokkentve az oxidativ és gyulladasos reakciok meértékeét.

Bar az antimikrobialis hatasok jelentds részét in vitro rendszerekben irtak le, az eredmények
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arra utalnak, hogy a flavonoidok alkalmazasa hozzajarulhat a bél mikrobialis egyensulyanak
fenntartasahoz, a korokozok talburjanzasanak mérsékléséhez ¢és a bélrendszer egészségének

megorzéséhez, kiilondsen kutyak esetében [85].

9 OH
OH OoH OH
= Lo -n
HO
OH

a) b) c

2. abra: Kvercetin (a), luteolin (b) és a sz6ldmag oligomer proantocianidinek (c) szerkezeti

képlete.

4.3.2. A kvercetin biolégiai hatasai és terapias potenciilja

A kvercetin a flavonol alcsoport egyik legismertebb ¢és legszélesebb korben vizsgalt
képvisel6je. Szamos novényben természetes formaban el6fordul, és mind human-, mind
allatkisérletes vizsgalatok alapjan jelentds antioxidans ¢és gyulladascsokkentd hatassal
rendelkezik [88]. A kvercetin gyulladascsokkent hatasa tobb szinten érvényesiil. Képes
csOkkenteni a proinflammatorikus citokinek, koztiik a TNF-a, az IL-1 és az IL-6 termelddését.
E hatasat részben azaltal fejti ki, hogy gétolja az LPS altal aktivalt TLR4-hez kapcsolodo
jelatviteli ttvonalakat, beleértve az NF-kB és a MAPK utvonal egyes elemeit. Ennek
kovetkeztében mérséklddik a gyulladasos génexpresszio és az immunsejtek aktivacioja [60].
Az oxidativ stressz elleni védelemben a kvercetin kiemelkedd szerepet jatszik. Kifejezett
szabadgyokfogd tulajdonsaga révén képes kdzvetleniil semlegesiteni a ROS-t, valamint gatolja
a lipidperoxidacios folyamatokat. A molekula szerkezetében talalhato hidroxilcsoportok

valamint a 2-es és 3-as szénatomok kozotti kettds kotés €s a 4-es szénatomhoz kapcsolddod oxo-
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csoport egyiittesen biztositjak a jelentés antioxidans kapacitast [89,90]. E tulajdonsagok
jelentdségét tobb allatkisérletes modell is alatdmasztja, amelyekben a kvercetin csdkkentette az
oxidativ stressz markereit, valamint mérsékelte az apoptozist €s a sejtkarosodast. Kutydkban
példaul kimutattak, hogy megfeleld koncentracioban alkalmazva csokkenti a ROS szintjét és
javitja a him ivarsejtek funkcionalis paramétereit, ami a széveti integritds megorzéséhez jarul
hozza [91]. A kvercetin farmakokinetikai tulajdonsagai ugyanakkor korlatozzak biologiai
hasznosuldsat. A  bélhamsejtekben ¢és a hepatocitikban gyorsan metabolizalodik
glitkuronsavval, szulfat- és metilcsoporttal valdé konjugacié utjan, amely csokkenti az aktiv
felszivodasat és metabolizmusat. A szervezetbe keriil6 kvercetin gyakran glikozid formakbol
szarmazik, amelyek eltéré felszivodasi és metabolikus sajatossagokkal rendelkeznek.
Allatkisérletes vizsgalatok szerint egyes glikozid formék biohasznosulasa kedvezobb,
elsdsorban a vékonybélben torténd hatékonyabb felszivodas miatt, mig mas formék lassabban,
de tartosabban biztositjak a kvercetin jelenlétét [92]. Ennek ellenére a szisztémas hatasok

mértékét jelentdsen korlatozza a gyors metabolizmus és a csekély abszolat biohasznosulas [93].

A kvercetin emésztérendszeri hatasai komplexek: egyes vizsgalatok szerint gatolhatja bizonyos
emésztoenzimek aktivitdsadt, ugyanakkor eldsegitheti a fehérjék felszivodasat, ami
hozzajarulhat a bélfunkciok optimalizalasahoz. Enteropatiak esetében kiilondsen jelentds lehet
az a tulajdonsaga, hogy egyszerre képes csokkenteni az oxidativ stresszt, a gyulladasos valaszt
és az endotoxinok altal kivaltott immunaktivaciot [94]. Allatkisérletes adatok alapjan a
kvercetin kedvezd hatdsokat mutat a metabolikus homeosztazis szabalyozasaban is. Kutydkban
végzett vizsgalatok szerint hosszabb tavi kvercetin kiegészités nem eredményezett kedvezdtlen
valtozasokat az 4ltalanos klinikai paraméterekben vagy a hematologiai értékekben, ugyanakkor
javitotta a zsir-, aminosav- és epesav-anyagcserét. Metabolomikai elemzések arra utalnak, hogy
a kvercetin aktivalhat bizonyos transzport- €és aminosav-anyagcsere utvonalakat, ami
potencialis elényt jelenthet gyulladasos és anyagcsere-eredetii korképek esetén [95]. A
kvercetin kardiovaszkularis hatdsai szintén figyelemre méltok. Kutydkban végzett kisérletes
vizsgalatok igazoltdk, hogy alkalmazisa mérsékli a trombocita aggregaciot, csokkenti a
trombusképzddés kockazatat, valamint hozzajarul a szivizom és a koszorterek védelméhez
isémias allapotok soran [96]. A szivbetegségekben szenvedd kutyakra jellemzd fokozott
oxidativ stressz €s csokkent endogén antioxidans kapacitas miatt a kvercetinhez hasonld fitogén
antioxidansok alkalmazéasa potencidlisan csokkentheti a ROS szintjét és lassithatja a

korfolyamatok progresszidjat [97].
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Egyéb vizsgalatok szerint a kvercetint tartalmazd természetes antioxidans-keverékek
kedvezden befolyésoljak a bél egészségi allapotat is, csokkentik a gyulladdsos kornyezetet,
valamint javitjak a bélmikrobiom &sszetételét immunmodulalé hatasokon keresztiil [94]. A
kvercetin komplex, tobb szervrendszert érinté hatasmechanizmusa, valamint kedvezd
biztonsagi profilja alapjan potencialis kiegészitd szerepet tolthet be a kronikus gyulladasos

crer

kiilonosen az oxidativ stressz és a gyulladas mérséklésén keresztiil [83,98,99].

4.3.3. A luteolin biologiai hatasai és terapias potencialja

A luteolin a flavon alcsoportba tartozo vegyiilet, amely szamos ndvényi eredetii taplalékban
megtalalhat6. Elterjedt kiillonb6z6 novénycsalddokban, és étrendi forrasai kozé tartoznak
tobbek kozott a sargarépa, a paprika, a zeller, az olivaolaj, valamint szamos fliszernévény,
példaul a kakukkfii, a rozmaring és az oregané. Biologiai aktivitasa széles spektrumon mozog,
¢s kiilondsen jelentds antioxiddns €s gyulladdscsokkentd hatdsa miatt keriilt a kutatdsok
kozéppontjaba. Epidemioldgiai és preklinikai adatok alapjan a luteolin hozzajarulhat a
kronikus, gyulladassal és oxidativ stresszel 0Osszefiiggd betegségek kockéazatanak
csokkentéséhez [100]. A luteolin gyulladascsokkenté hatasat elsésorban a gyulladasos
jelatviteli utak modulalasan keresztiil fejti ki. Képes csokkenteni az IL-1B, az IL-6, valamint
mas proinflammatorikus citokinek termelddését, és gatolja az LPS altal kivaltott immunsejt-
aktivaciot. Hasonloan a kvercetinhez, a luteolin is befolydsolja a TLR4-medialt jelatvitelt,
valamint gatolja az NF-kB és a MAPK utvonalak egyes komponenseit, ezaltal mérsékelve a
gyulladasos génexpressziot és az immunvalaszt [60]. In vitro kutya Kkeratinocita sejt-
modellekben kimutattak, hogy a luteolin szignifikansan csokkenti tobb gyulladdasos mediator,
koztiik az 1L-33, az IL-1PB, az IL-6 és az IL-8 expresszidjat, mikdzben kedvezdtlen citotoxikus
hatas nem volt kimutathatd. Ezen eredmények alapjan a luteolin potencialis farmakologiai
jelent6séggel birhat a kutydk atopias dermatitiszének kiegészitd kezelésében [101].
Antioxidans hatasa szintén jelentds, amelyet a molekula szerkezeti sajatossagai — kiilondsen a
hidroxilcsoportok jelenléte és az aromas gytriiben talalhato kett6s kotés — hataroznak meg. A
luteolin hatékonyan képes semlegesiteni a ROS-t, ezaltal csokkenti az oxidativ stressz altal
kivaltott sejtkarosodéast. Az oxidativ és gyulladdsos folyamatok egyideji gatlasa kiillondsen
elényos lehet olyan korképekben, ahol e mechanizmusok egymast erdsitve jarulnak hozza a
szoveti karosodashoz. A flavonoid aglikon forméja bioldgiailag aktivabb, mint a glikozid
formak, ami befolyasolja a felszivodast és a terapias alkalmazhatosagot [102]. A luteolin

hatdsmechanizmusa nem korlatozodik a periférias gyulladasos folyamatok befolyasolasara
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Kisérletes allatmodellekben neuroprotektiv hatasat is igazoltak, amelyet a foszfoinozitid-3-
kinaz / protein kinaz B (PI3K/Akt) jelatviteli utvonal aktivalasaval fejt ki, gatolva az idegsejtek
apoptozisat az agykéreg és a hippokampusz teriiletén. Ez arra utal, hogy a luteolin a kézponti
idegrendszerben is képes mérsékelni az oxidativ stressz és a gyulladas karos hatasait [103].
Daganatellenes hatasait szintén szamos preklinikai vizsgalat tamasztja ala. Kutyak
oszteoszarkéma sejtvonalaiban a luteolin gétolta a sejtszaporodast és apoptdzist indukalt,
tobbek kozott a mitokondridlis membranpotencial csokkenésén, a reaktiv oxigén szarmazékok
termelddésén és a sejtciklus szabalyozdsan keresztiil. Emellett képes volt modositani
kulcsfontossagu jelatviteli utvonalakat, aktivalva az extracellularis jel altal szabalyozott kindz
1/2 utvonalat, mikdzben gatolta a PI3K/Akt utvonalat. Egyes kemoterapias szerekkel, példaul
ciszplatinnal kombinalva szinergista hatast mutatott, ami ndvelheti a daganatellenes kezelés
hatékonysagat [104]. A luteolin tovabbi tumorellenes mechanizmusai k6zé tartozik a
topoizomeraz lla és b aktivitasanak gatlasa. Ezek a hatasok hozzajarulhatnak a daganatsejtek
tulélésének gatlasdhoz anélkiil, hogy jelentés DNS-karosodast okoznanak, ami kedvezd

terapias tulajdonsagot jelent [105].

A luteolin alkalmazasa kiilondsen relevans lehet kronikus gyulladasos enteropatiak esetében,
mivel a bélrendszerben lokalisan képes kifejteni gyulladascsokkentd és antioxidéns hatasat,
valamint hozz4jarulhat a bél barrier funkcidjanak stabilizalasdhoz. Komplex
hatdsmechanizmusa, kedvezd biztonsagi profilja és tobb szervrendszert €érintd pozitiv bioldgiai
aktivitasa alapjan a luteolin igéretes jeldlt lehet a kronikus gyulladdsos betegségek, igy a
bélgyulladasok, egyes bdrgyogyaszati korképek és daganatos megbetegedések kiegészitd

kezelésében.

4.3.4. A proantocianidinek biolégiai hatasai és terapias potencialja

A proantocianidinek flavanol eredetii oligomerek és polimerek, amelyek nagy mennyiségben
fordulnak el6 példaul a széldmagban. Biologiai hatdsaik jelentds részben polimer
szerkezetiiknek ¢és jelentds hidroxilcsoport-tartalmuknak koszonheték. A proantocianidinek
eroteljes antioxidans tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek egyes esetekben meghaladhatjak
a klasszikus antioxidansok, példaul a C- és E-vitamin hatékonysagat. Képesek semlegesiteni a
reaktiv oxigén szdrmazékokat, gatolni a lipidperoxidaciot, valamint csdkkenteni az oxidativ
stressz altal kivaltott sejtkarosodast [106]. Gyulladascsokkentd hatasuk tobb mechanizmuson
keresztiil valosul meg. A proantocianidinek csokkentik a gyulladasos mediatorok termelddését,
mérseklik az immunsejtek aktivaciojat, valamint antimikrobidlis tulajdonsdgokkal 1is

rendelkeznek. Kimutattak, hogy gatoljak egyes patogén baktériumok, koztiik az Escherichia
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coli adhézigjat és biofilmképz6 képességét, ami kiilondsen relevans a bélrendszeri
megbetegedések szempontjabol [107]. Ezek a hatasok egyiittesen hozzajarulhatnak a

gyulladasos kornyezet mérsékléséhez ¢s a bél barrier funkcidjanak megdrzéséhez.

A sz6lémag oligomer proantocianidinek (GSOP) kiemelt jelent6séggel birnak a kutyak
kronikus gyulladasos enteropatiainak kiegészité kezelésében. Kisérletes vizsgalatokban
sz6l0magbol szdrmazd proantocianidin kiegészités CIE-ben szenvedd kutydk esetében
csOkkentette a perzisztald bélgyulladést, pozitivan befolyasolta a gyulladasos biomarkerek
szintjét és mérsékelte a bél permeabilitasat. E hatasokkal parhuzamosan kedvez6 valtozasok
voltak megfigyelheték a bélmikrobiom Osszetételében is, ugyanis nétt olyan
baktériumcsoportok mennyisége, amelyek potencidlisan gyulladascsokkentd hatassal
rendelkeznek, és részt vesznek az epesav anyagcserében. A GSOP-kezelés fokozza bizonyos
primer és szekunder epesavak — példaul a kenodezoxikdlsav és annak mikrobialis atalakulasi
a bél immunhomeosztazisainak szabalyozasaban, és hozzajarulhatnak a gyulladas
mérsékléséhez [108]. Farmakokinetikai szempontbdl a proantocianidinek jelentOs része
valtozatlan formaban jut el a vastagbélbe, ahol lokalisan fejti ki antioxidans &s
gyulladdscsokkentd hatasat. A bélmikrobiota altal torténd metabolizmusuk sordn keletkezd
bioaktiv metabolitok tovabb modosithatjak és kiterjeszthetik biologiai aktivitdsukat. Bar a
bélsar mikrobialis dsszetételében egyedi variabilitas figyelhetd meg, a proantocianidin-kezelés
igazoltan képes befolyasolni a mikrobidta—gazdaszervezet tengelyt, beleértve a neuroendokrin

valaszokat is [109].

A GSOP tovabbi védo hatasai mas szervrendszerekben is megfigyelheték. Kutydk esetében
kimutattdk, hogy csokkentik a ROS termelddését, valamint gatoljak az oxidativ stresszhez
kapcsolodo jelatviteli utvonalakat, példaul a MAPK- és PI3K-utvonalakat. Ezek a hatdsok
kiilonosen jelentdsek lehetnek a szemlencse oxidativ karosodasanak megel6zésében, ami
felveti a GSOP alkalmazhatdsagat a katarakta kialakulasanak lassitasaban vagy megel6zésében
[110]. Egyes vizsgalatok szerint a proantocianidinek antiviralis terapiak kiegészitéseként is
kedvezd hatast mutathatnak, mivel hozzajarulnak a klinikai tiinetek enyhitéséhez, a talélési
arany javitdsahoz és a virusiirités csokkentéséhez [111]. Osszességében a sz8ldmagbol
szarmazo6 proantocianidinek komplex hatdsmechanizmusuk, kedvezd biztonsagi profiljuk és
elsdsorban lokalisan érvényesiild bélrendszeri hatasaik révén igéretes természetes polifenol-
alapu stratégiat jelentenek a kutyak bélrendszerének tamogatasaban €s a kronikus gyulladésos

enteropatiak kiegészitd kezelésében.
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4.4. Az in vitro Kkisérletek szerepe a kutatasban

A betegségek hatékony kezelési modjainak kidolgozasa és az j gydgyszerek hatasossaganak
vizsgalata hagyomanyosan nagymértékben allatkisérletekre épiilt, ugyanakkor napjainkban
egyre nagyobb hangsulyt kapnak az alternativ kisérleti rendszerek. A XXI. szazadi
biomedicinalis kutatasban kiemelt jelentdségili az allatjoléti szempontokat szem el6tt tartd 3R-
elv alkalmazéasa. A 3R koncepcio a helyettesitést (replacement), a kisérleti allatok szdmanak
csokkentését (reduction), valamint az eljarasok finomitasat (refinement) foglalja magaban [7].
Ezen elvek alkalmazasa hozzajarul az €16 allatok felhasznalasanak minimalizalasdhoz, valamint
az elkeriilhetetlen allatkisérletek esetében az alkalmazott allatok szdmanak ¢€s a kisérletek soran
elszenvedett terhelésiik csokkentéséhez. Az in vitro vizsgalatokat tobbek kozott azért
fejlesztették ki, hogy lehetévé valjon kiilonb6z6 anyagok sejtekre gyakorolt hatasainak elézetes
elorejelzése, valamint a gyulladdsos és immunoldgiai valaszok modellezése. Ezekben a
kisérletekben gyakran alkalmaznak periférias vérbdl szarmazé mononuklearis sejteket [113].
Az in vitro rendszerek el6nye, hogy kontrollalt kdrnyezetben teszik lehetdvé a sejtek és
szovetek miikodésének, illetve az egyes kolcsonhatasoknak a részletes vizsgalatat [114]. A
hatasmechanizmusok és az esetleges kockazatok korai felismerése révén ezek a modszerek

gyorsabb eredményekhez és koltséghatékonyabb kutatashoz vezethetnek [115].

4.4.1. A szisztémas immunrendszer in vitro modellezésére alkalmas médszerek

A human immunrendszer in vitro modellezésére szamos jol jellemzett, immortalizalt
fehérvérsejt-sejtvonal all rendelkezésre, kiilondsen monocita- és makrofag-eredetli vonalak. A
THP-1 sejtvonal akut monocitas leukémiabol szarmazik, és forbol-12-mirisztat-13-acetat-
kezeléssel makrofag-szerii sejtté differencialhato; széles korben hasznaljak citokin-valaszok,
inflammaszoma-aktivacio és patogén-gazda kolcsonhatasok vizsgalatara [116,117]. Az U937
sejtvonal histiocitas limfomabol ered, monocita-szer(i fenotipusti, és szintén alkalmas
makrofag-differenciaciéra, valamint immuntoxikologiai ¢és gyulladasos folyamatok
modellezésére [118]. A HL-60 promielocita leukémia sejtvonal, amely megfelel6
stimulusokkal monocita vagy granulocita iranyba differencidlhatd, a mieloid fejlédés
tanulmanyozasara hasznalatos. Makrofag-jellegii, adherens sejtvonal a Mono-Mac-6, amely
érettebb monocita/makrofag fenotipust képvisel, és jol stimulalhatd bakterialis LPS-ekkel. A
limfoid vonalak koziil gyakran alkalmazzak a Jurkat (T-sejt), Raji (B-sejt) és NK-92
(természetes 0losejtek, NK-sejt) sejtvonalakat, amelyek a szisztémas immunvalasz adaptiv és
velesziiletett komponenseinek modellezésére szolgalnak [116]. Ezekhez képest a nem human

fajok — kiilonGsen a kutya — esetében joval korlatozottabb a fenntarthatd immunsejtvonalak
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kore. A kutya makrofag sejtvonalak koziil legismertebb a DHS82, amely egy eredetileg
histiocitosisbol szarmazo, makrofag jellegli sejtvonal. Ezt széles korben hasznaljak fert6zési és
immunologiai modellezésre, mivel kifejezi a fagocitozissal és citokintermeléssel kapcsolatos
funkcionalis sajatossagokat, és bakterialis/protozoon fert6zések vizsgalatara is alkalmas in vitro
rendszerben [119]. Emellett mas kutyabol szarmazo makrofagszerii tumorsejtvonal, példaul az
MHS588 is 1étezik, amelyet immunvalasz vizsgalatokhoz hasznalnak, és mindkét vonal stabilan
fenntarthato laboratoriumi koriilmények kozott [120]. Ezekkel a sejtvonalakkal modellezhetd
az immunrendszer makrofag-medialt komponenseinek mukodése, beleértve a
citokinvalaszokat, az antigénprezentaciot ¢és a polarizaciot, ami fontos a szisztémas

immunvalasz és a kiilonb6z6 patogén interakciok vizsgalatahoz kutyakban [121].

4.4.2. Polimorfonuklearis neutrofil granulocitak

A polimorfonuklearis neutrofil granulocitak (PMN) a legtobb fehérvérsejtet alkotjak a
keringésben, €s a velesziiletett immunrendszer legfontosabb végrehajtoi kozé tartoznak. Ezek a
sejtek gyorsan reagalnak a fert6zésekre, mivel képesek gyorsan fagocitalni és elpusztitani
mikroorganizmusokat, valamint kiilonb6z6 antimikrobialis mechanizmusokat aktivalni, mint
példaul a ROS termelése és a granulumokbdl szarmazo6 enzimek felszabaditasa. Eredetileg ugy
tartottak, hogy a PMN-ek foként rovid életli, nem specifikus immunsejtek, de az elmult
évtizedekben kapott in vitro eredmények azt mutatjak, hogy sokkal dsszetettebb immunologiai
funkciokat is ellatnak, beleértve a citokinek/kemokinek termelését, a korokozokat megkotd
extracellularis halozatok kialakitasat, valamint kommunikalni képesek mas immunsejtekkel
extracellularis vezikuldkon keresztiil [122,123]. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a PMN-
ek képesek a keringésbdl a szovetekbe migralni, kemotaktikus ingerekre reagalni, granuldris
tartalmukat kibocsatani vagy akar gyulladascsokkenté molekulakat is termelni, amelyek
hozzéjarulhatnak nem csak a fertézések elleni kiizdelemhez, hanem a gyulladas lecsengéséhez
és a szoveti regeneraciohoz is [122]. A NET-képzddés soran a neutrofilek DNS-bol és
citotoxikus enzimekbdl allo halokat bocsatanak ki, amelyek képesek elfogni és semlegesiteni
mikrobakat; ez az egyik olyan mechanizmus, amelyet in vitro koriilmények kozott jol lehet
vizsgalni [124]. In vitro modellekben vald felhasznalasuk azonban kihivast jelent, mivel a
neutrofilek rovid élettartamuak, nem osztodnak, és nehezen tarthatok életben hosszabb id6n at
standard kultarakban, emiatt kisérletekben rendszerint frissen izolalt periférias vérbdl nyert
PMN-eket hasznalnak, ami donor-fiiggd variabilitast okozhat [125]. Ennek ellenére ezek az in
vitro vizsgalatok elengedhetetlenck a velesziiletett immunvalasz mechanizmusainak, a

migracios és fagocitdzis utvonalak, a ROS-termelés, citokin-profilok és NET-képzddés
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szabalyozasanak részletes feltérképezéséhez, amelyek mind kulcsfontossagiiak a szisztémas

immunrendszer mikodésében.

4.4.3. Periférias vér eredetii mononuklearis sejtek

A periférias vér eredetli mononuklearis sejtek (PBMC-k) olyan vérsejtek, amelyek kerek
sejtmaggal rendelkeznek. Ebbe a sejtcsoportba tobbféle immunsejt tartozik, tobbek kozott a T-
¢és B-limfocitak, a monocitak, a dendritikus sejtek, valamint az NK sejtek. A PBMC frakciot
széles korben alkalmazzak szeroldgiai és immunoldgiai vizsgalatokban, mivel viszonylag
egyszertien ¢és koltséghatékony modon nyerhetd, tovabba alkalmas arra, hogy atfogd képet
adjon a vizsgalt egyén immunrendszerének aktualis allapotarol [126]. PBMC-k segitségével jol
tanulmanyozhat6 a mitokondridlis miikodés, valamint a ROS termelddése is. Elonyiik tovabba,
hogy a mintavétel egyszert vérvétellel torténik, amely Iényegesen kevésbé invaziv eljards, mint
példaul a szoveti biopszia, ami nem minden esetben kivitelezheté [127]. A PBMC frakcio
izolalasa altalaban Ugy torténik, hogy az antikoagulanssal kezelt vér centrifugalasat kovetden a
vorosvérsejtek és a plazma kozott kialakuld sejtréteget, az igynevezett buffy coat-ot gytjtik. A
frakcid Osszetétele jelentés mértékben fligg a donor élettani allapotatol; a taplaltsagi helyzet, a
hormonalis statusz és a gyulladasos folyamatok egyarant befolyasolhatjak az immunsejtek
valaszkészségét [62]. PBMC-k alkalmazasaval szamos gyulladas soran felszabaduld citokin
mutathato ki [128]. Ezek mennyisége ELISA modszerrel vagy aramlasi citometriaval mérhetd,
igy az endotoxinok 4ltal kivaltott immunologiai folyamatok jol nyomon kovethetok.
Ugyanakkor fontos figyelembe venni, hogy a periférids vérbdl szarmazo sejtek funkcionalisan
eltérhetnek példaul a bélszovet sejtjeitdl, valamint in vitro kdrnyezetben hidnyoznak azok a
komplex kornyezeti ingerek, amelyek in vivo jelen vannak [62]. Ennek megfeleléen az

eredmények értelmezésekor ezek a korlatok nem hagyhatok figyelmen kiviil.

4.4.4. Human eredetii immortalizalt bélhamsejt-modellek

A human kolorektalis karcinoma eredetii sejtvonalak, elsdsorban a Caco-2 és a HT-29 sejtek,
hosszl id6 6ta meghatarozo szerepet toltenek be a bélrendszeri in vitro kutatasokban [129]. A
Caco-2 sejtvonalat az 1970-es években izolaltak human vastagbél adenokarcindmabol, és azota
a farmakokinetikai és permeabilitasi vizsgéalatok egyik legelterjedtebb modelljévé valt
[130,131]. A sejtek differenciacio soran kefeszegélyt és mikrovillusokat fejlesztenek, szoros
sejtkapcsolatokat alakitanak ki, valamint szdmos, a vékonybélhdmsejtekre jellemzd enzimet
expresszalnak, példaul aminopeptiddz N-t, szukrdz-izomaltazt és dipeptidil-peptidaz IV-et
[131]. A Caco-2 tenyészetek heterogén sejttomeget alkotnak, ami lehetdséget ad kiilonb6z6
szubklonok 1étrehozasara [132]. A TC-7 szubklon gyorsabb proliferacios rataval és kisebb
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transzepitelialis elektromos ellendllassal rendelkezik, ezaltal funkcionalisan kozelebb all a
vékonybélham fiziologias tulajdonsagaihoz [133]. A Caco-2 sejtek nemcsak farmakologiai
vizsgalatokban, hanem bakteridlis tapadds €s invazidé tanulmanyozésara is alkalmazhatok,
példaul hasmenéses kutyakbol izolalt hemolitikus E. coli torzsek esetében [134], valamint a bél
barrier funkcidéjanak modellezésére kiilonb6z6 koros allapotokban [135]. A HT-29 sejtvonal
szintén human kolon adenokarcindmabol szarmazik, és polarizalt, egyrétegli tenyészeteket
képez [136]. Bar kefeszegélyhez kapcsolodo hidrolazokat kisebb mértékben fejez ki, mint az in
Vvivo enterocitak, szekrécios aktivitdsa és mucintermelése révén fontos modell a nyalkaréteg
szerepének vizsgalataban [130]. E tulajdonsag miatt a HT-29 sejteket gyakran alkalmazzak
biohasznosulési vizsgalatokban, bakterialis fert6zések immunfolyamatainak
tanulmanyozasara, valamint a Caco-2 sejtekkel kialakitott ko-kultarakban [137]. A tenyésztési
koriilmények modositasaval abszorptiv. (HT-29-18C1) ¢és szekrécios (HT-29-18N2)
dominanciaji szubklonok is eléallithatok [138]. Probiotikus baktériumtorzsek tapadasi

vizsgalataihoz is sikerrel alkalmaztak ezeket a sejteket [139,140].

4.4.5. Allati eredetii vékonybélhamsejt-modellek

Nem transzformalt allati vékonybélham sejtvonal viszonylag kevés all rendelkezésre [141]. A
patkany eredetli IEC-6 és IEC-18 sejtvonalak szamos bélhamsejt-jellegzetességet mutatnak,
példaul kefeszegélyt, mikrovillusokat €s sejtkapcsolo fehérjéket, ugyanakkor nem alakitanak ki
teljesen polarizalt kolumnaris morfologiat, és hianyoznak a jol fejlett tight junction kapcsolatok
[138]. Emiatt els6sorban alapvet6 sejtfiziologiai folyamatok vizsgalatara alkalmasak [130]. Az
egér eredeti MODE-K sejtvonalat, amelyet SV40 plazmiddal immortalizaltak, immunologiai
vizsgalatokra fejlesztették ki [142], és kutya probiotikumok hatasainak elemzésére is
alkalmaztak [143]. A sertés eredetli bélhamsejt-modellek koziil az IP1-21, valamint az 0jsziilott
malacb6l szarmazo IPEC-J1 és IPEC-J2 sejtvonalak emelhetok ki [144]. Ezek a sejtek
mikrovillusokat és tight junction kapcsolatokat alakitanak ki, igy jol hasznalhatok az

emlésallatok bélrendszeri folyamatait modellezd kisérletekben [145].

4.4.6. Kutya eredetii in vitro bélmodellek

A kutya bélrendszerének modellezésére leggyakrabban nem intesztinalis eredetii sejtvonalakat
alkalmaznak. Az MDCK sejtvonalat Madin és Darby izolalta kutya veseszovetbdl [146], és bar
eredetileg vesehammodellként szolgalt, polarizalt kolumnaris sejtrétege, kefeszegélye €s szoros
sejtkapcsolatai miatt széles korben hasznaljdk intesztindlis permeabilitasi vizsgéalatokban is
[133,147]. Az MDCK-I és MDCK-II szubklonok eltérd transzepitelialis elektromos ellenallas

értékkel rendelkeznek, utobbi ateresztoképessége kozelebb all az egészséges bélhamsejtekhez.
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Elonyiik a rovid tenyésztési id0 €s a jo reprodukalhatosag, ugyanakkor nyalkatermelésre nem
képesek [133]. Ennek kompenzalasaira HT29-MTX sejtekkel ko-kultrak hozhatok Iétre,
amelyek jobban tiikrozik az in vivo kornyezetet [148]. Primer kutya bélhamsejt-tenyészetek
eléallithatok Gjsziilott kutyak duodénumabol [149], és félig atereszté membranokon tenyésztve
permeabilitasi vizsgalatokra is alkalmasak [141]. A primer sejtkultarak fenntarthatosaga az
elmult években jelentdsen javult, az eredeti 24—72 6rarol akar két hétre is meghosszabbodott
[149-151]. Az SV40 T-antigénnel torténé immortalizacié tovabb noveli a tenyészetek
stabilitasat, ugyanakkor a fiziologias jelatviteli utak modosulasanak kockézatat is magéaban

hordozza [152,153].

4.4.7. Organoid és 3D vékonybélmodellek

Az organoid rendszerek a hagyomanyos kétdimenzios sejtkultirak és az in vivo allatmodellek
kozotti atmenetet képviselik [154]. Ezek a ,,mini belek” haromdimenzids szerkezetiik révén
jobban tiikrozik a bélrendszer élettani és molekularis sajatossdgait, beleértve a lumen
kialakulasat és a sejtmegujulasi folyamatokat [155]. Az organoidok eldallitasahoz intesztinalis
Ossejtek izolalasa sziikséges, amelyek Matrigélben vagy laminin- és kollagénalapt matrixban
tenyészthetOk [156]. A kriptakban Lgr5+ Ossejtek, Paneth sejtek és tranzit amplifikacios sejtek
zajlik [157]. A human organoid modellek elterjedését kovetden tobb allatfajban, igy 16ban
[158], madarakban [159] ¢és kutyaban is kidolgoztak a tenyésztési protokollokat. A kutya
eredetli organoidok nemcsak egészséges szovetekbdl, hanem IBD-s és daganatos biopszidkbol
is létrehozhatok, lehetévé téve a korélettani és terapias folyamatok in vitro vizsgalatat [160].
Az organoid rendszerek alkalmasak a bélrendszeri patogének, valamint virusos fertézések,
példaul a kutya parvo- és koronavirus vizsgalatara is [161,162]. Az organoidok komplex
felépitése ugyanakkor megneheziti a tipanyag- és gyogyszertranszport tanulmanyozasat, mivel
a lumen csak mikroinjektalassal érheté el [163]. Ezt a problémat részben megoldjak a
haromdimenzids organoidokbol kialakitott kétdimenziés monolayer tenyészetek, amelyek

sertés, egér és kutya esetében is elérhet6k [163-165].

Az explantatum tenyészetek alkalmazasa az allatorvosi kutatasban egyre szélesebb kdrben
elterjedt modszer, mivel lehetdvé teszi a szoveti mikroarchitektira és a sejtkozotti kapesolatok
megorzése mellett a kiilonbozd koroki tényezdk és terapids beavatkozasok vizsgalatat. A
hagyomanyos sejtvonalakkal szemben az explantditum modellek komplexebb, fiziol6gidsabb
kornyezetet biztositanak, mivel a hamsejtek, immunsejtek ¢€s stromalis elemek kozotti

interakciok is fennmaradnak. Kiilondsen a gasztrointesztinalis kutatdsokban bizonyultak
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hasznosnak, ahol a bélham integritasa, a barrierfunkcid, a gyulladasos valasz és a mikrobialis
vagy toxikus agensek hatasa ex vivo koriilmények kozott vizsgalhato [166]. Kutyak esetében az
intesztinalis explantaitum tenyészetek lehetéséget biztositanak a kronikus gyulladasos
enteropatidk patomechanizmusanak, a citokinexpresszidonak, az oxidativ stressz markereknek,
valamint a kiilonb6z6 gyulladasmodulald vegyiiletek hatasanak tanulmanyozasara, mikézben

csokkentik az in vivo kisérletek szamat [167,168].
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5. Célkitiizés

A CIE kiilonb6z06 formaiban kozos jellemzd, hogy a betegség fennallasa soran oxidativ stressz
¢és tartés gyulladas alakul ki a szervezetben, amely hosszi tdvon a bélfal integritdsdnak
karosodasahoz, endotoxémidhoz és szisztémas metabolikus korképek megjelenéséhez vezethet.
A bél barrierfunkcidjanak sériilése lehetové teszi bakteridlis komponensek, koztik LPS,
valamint fakultativ patogén baktériumok véraramba jutdsat, ami tovabb fokozza a gyulladasos
valaszokat. A CIE jelenlegi terapidja els6sorban diétas beavatkozason, mikrobiota modulacion,
antibiotikumok és immunszuppressziv szerek alkalmazasan alapul, azonban ezek hosszu tava
hasznalata jelent6s mellékhatasokkal jar, és hozzajarul az antibiotikum-rezisztencia globalisan
novekvd problémdjahoz. Mindezek alapjan indokolttd valt olyan alternativ vagy kiegészitd
terapias  lehet6ségek  vizsgalata, amelyek csokkenthetik az antibiotikumok és
immunszuppressziv készitmények alkalmazasanak sziikségességét. Doktori kutatdsom atfogod
célja olyan, kutydk kronikus bélgyulladdsdhoz és annak szisztémas kovetkezményeihez
kapcsolodo, relevans, reprodukalhato in vitro modellrendszerek kialakitasa és alkalmazasa,
amelyek alkalmasak az oxidativ stressz és a gyulladds mechanizmusainak vizsgalatara,
valamint természetes eredetli bioaktiv vegyiiletek hatasainak komplex értékelésére. Munkdm
soran kiemelt figyelmet forditottam a flavonoidok — kiilondsen a kvercetin, a luteolin és a
sz0ldmagbdl szarmazd proantocianidinek — antioxidans, gyulladdsmodulalé és potencialis

antibakteridlis tulajdonsagainak vizsgalatara.

A kutatas egyik f6 iranyat a szisztémas endotoxin-terhelés in vitro modellezése jelentette,
amelyhez egészséges kutya eredetli immunsejteket alkalmaztam. A sejttenyészetekben a
gyulladast és oxidativ stresszt E. coli eredetti LPS-sel, illetve szeptikémias esetekbdl szarmazo
E. coli torzsekkel valtottam ki, lehetévé téve a véraramba jutott bakterialis komponensek altal
kivaltott immunvélasz tanulményozéasat. A modell kialakitasanak kezdeti szakaszdban célom
volt annak felmérése is, hogy a PBMC- vagy a PMN-alapu sejtkultura alkalmasabb-e ezen
folyamatok tanulmanyozasara. Az Gsszehasonlitd vizsgalatok eredményei alapjan a PBMC-k
alkalmazésa bizonyult reprezentativabbnak, ezért a baktérium kezeléses kisérletek sordn a
PBMC-kulturakat alkalmaztuk. A modell standardizalasat kovetéen vizsgaltam a flavonoidok
(kvercetin, luteolin, GSOP) hatasat az intracellularis és extracellularis reaktiv oxigén-,
nitrogénszarmazékok termelddésére €s a gyulladasos citokinprofilra, kiilonos tekintettel a TNF-
a szint valtozasara. Ezen tilmenden elemeztem a vizsgalt vegyiiletek antibakterialis aktivitasat

onalldan ¢€s antibiotikummal (enrofloxacinnal) kombindcidban, minimalis gatldo koncentraciod
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(MIC) és mutans prevencios koncentracid6 (MPC) meghatarozasaval, annak érdekében, hogy

felmérjem az antibiotikum-terapia potencialis kiegészitésének lehetdségét.

A doktori munka masik hangsulyos pillére egy bélgyulladasos explantatum alapu in vitro
modell 1étrehozasa volt, amely alkalmas a CIE-hez tarsuld lokalis gyulladés és oxidativ stressz
vizsgalatara. Egészséges kutyak duodénumabol szarmazo explantatum tenyészeteken E. coli és
Salmonella eredeti LPS alkalmazasaval idéztem el gyulladasos allapotot, majd ebben a
rendszerben elemeztem a kvercetin, a luteolin és a GSOP hatasait kiilonb6z06 koncentraciokban.
A modellben vizsgaltam a sejtek életképességét és metabolikus aktivitasat, az intracellularis és
extracellularis oxidativ stressz mértékét, valamint a TNF-a és az IL-6 termelodését, lehetové

téve a flavonoidok komplex, szoveti szintli hatdsainak értékelését.

Osszességében doktori kutatasom célja annak feltarasa volt, hogy a flavonoidok antioxidans és
gyulladascsokkentd tulajdonsagaik révén miként jarulhatnak hozza a krénikus bélgyulladassal
Osszefiiggd lokalis ¢és szisztémas gyulladasos folyamatok mérsékléséhez, valamint
antibakterialis hatdsaik révén hogyan tdmogathatjak az antibiotikum-kezelések hatékonysagat.
Eredményeim hozzajarulhatnak olyan kiegészito terapids stratégidk megalapozasdhoz, amelyek
hosszu tavon csokkenthetik az antibiotikumok és immunszuppressziv szerek alkalmazasanak

szlikségességét a kutydk kronikus enteropétidinak kezelésében.

39



6. Anyag és modszer

6.1. Kisérleti elrendezés

A jelen munkéban a kutya PBMC- és PMN-kultarak, valamint duodenalis explantatumok in
vitro modelljeit alkalmaztuk a flavonoidok (kvercetin, luteolin, GSOP) antioxidans és
immunmodulalé hatasainak vizsgalatara. A mintavétel és tenyésztés minden 1épése megfelelt
az allatvédelmi és nemzeti jogszabalyi eldirasoknak, engedélyezésiiket Pest Varmegyei
Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi, Novényvédelmi és Talajvédelmi Igazgatosaga

(Budapest, Magyarorszag) hagyta jova (engedélyszam: PE/EA/00980—6/2022).

Az els6 kisérletek célja a megbizhato és reprodukalhatd gyulladdsos modell kialakitasa volt
PBMC-kultarakban, amelyet LPS (E. coli O111:B4 ¢és S. Enteritidis) ¢s kutya eredetii E. coli
torzsek alkalmazasaval valositottunk meg. A sejtek életképességét két, egymast kiegészitd
paraméterrel értékeltiik: a metabolikus aktivitast a CCK-8 teszttel, mig a sejtkarosodést az
extracellularis laktat dehidrogendz (LDH) aktivitds mérésével. A gyulladdsos valasz
jellemzésére a TNF-o koncentraciot hataroztuk meg, mig az oxidativ stressz markereit

intracellularis ROS szint mérésével kovettik.

A flavonoidok hatasat oOnalldan, valamint LPS- és baktérium-stimulacioval kombinalva
vizsgaltuk. A sejtkulturakban a flavonoidokat 25 és 50 ug/ml koncentracioban alkalmaztuk. A
flavonoidok antimikrobialis hatasat kutya eredet(i E. coli térzseken mikrohigitasos modszerrel
vizsgaltuk, meghatarozva a MIC és MPC értékeket, valamint a flavonoid—enrofloxacin

kombinacio szinergizmusat frakcionalt gatlasi index (FIC) szamitassal.

A kutya duodendlis explantdtumain végzett vizsgalatok célja a flavonoidok és LPS stimulacid
hatasanak értékelése a bélfal immunvélaszdban. Az explantitumokat punch modszerrel
készitettiik eld, majd az 1,5 mm atmérdjii tenyészeteket 12 6ras inkubacio6 soran kezeltiik LPS-
sel, flavonoidokkal, illetve ezek kombinaciojaval. Az explantaitumok metabolikus aktivitasat
CCK-8 teszttel, citotoxicitasat extracellularis LDH-aktivitas mérésével értékeltiik. A
gyulladasos vélasz kovetésére TNF-a és IL-6 szinteket hatdroztunk meg, mig az oxidativ és
nitrozativ stressz markereit intracellularis ROS, extracellularis H202 és RNS mérésével

kovettiik (1. tablazat).
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1. tablazat: A kutatasok kisérleti elrendezése, felhasznalt anyagok és modszerek

Sejtéletképesség/ Gyulladas
. Vizsgalt metabolikus Redox vagy
Modell Stimulusok vegyiiletek paraméterek paraméterek mikrobialis
paraméterek
PBMC LPS (E. coli Kvercet Metabolik
vercetin etabolikus ‘s
. ' Intracellularis
es 0O111:B4, S. . TNF-o (ELISA)
o luteolin, GSOP | aktivitas (CCK-8) ROS (DCFH-
PMN Enteritidis) DA)
Metabolikus Intracellularis
L ROS (DCFH-
kutya eredetii aktivitis (CCK-8), DA)
PBMC _ - ' | TNF-a (ELISA)
E. coli torzsek Sejtéletképesség extracellularis
H202 (Amplex
(LDH) Red) és RNS
(Griess)
Intracellularis
. ROS (DCFH-
kutya eredetii Kvercetin, DA)
PBMC _ _ - ' | TNF-a (ELISA)
E. coli torzsek | luteolin, GSOP extracellularis
H20, (Amplex
Red) és RNS
(Griess)
E. coli _ Kvercetin,
Enrofloxacin ) - MIC, MPC, FIC
torzsek luteolin, GSOP -
i Metabolikus Intracellularis
Duodénum | LPS (E. coli _ o ROS (DCFH-
Kvercetin, aktivitas (CCK-8), DA) TNF-a, IL-6
punch 0111:B4, S. _ ' -
o luteolin, GSOP Sejtéletképesség extracellularis (ELISA)
explant Enteritidis) H202 (Amplex
(LDH) Red) és RNS
(Griess)

6.2. Fehérvérsejt kultirakon végzett vizsgalatok

6.2.1. Mintavétel és fehérvérsejt kultirak elokészitése

A kisérleteket PBMC és PMN kultarain végeztiik. Az in vitro PBMC- és PMN-kultirakhoz

sziikséges vérmintdkat harom egészséges, klinikai tiineteket nem mutato, rendszeresen oltott és

féregtelenitett 4-6 éves keverék kutyatol szereztiik be, a tulajdonos beleegyezésével, az éves

rutinellenérzés soran. A vért etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazd csovekbe

gyljtottiik, és a fehérvérsejtek izolalasat a mintavételt kovetd 30 percen beliil megkezdtiik.

6.2.2.1. PBMC- és PMN-sejtek izolalasa és tenyésztése

A fehérvérsejt-frakciok elkiilonitését differencial siriséggradiens-centrifugalassal végeztiik. A

gyartoi protokollnak megfeleléen Histopaque 1.077 és Histopaque 1.119 oldatokat (Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Németorszag) alkalmaztunk a PBMC és PMN-sejtek egyidejii izolalasara

[169]. Egy centrifugacsébe elészor 3 ml Histopaque 1.077 oldatot pipettaztunk, majd erre
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6vatosan 3 ml Histopaque 1.119 oldatot rétegeztiink, végiil a gradiens tetejére 6 ml EDTA-val
alvadasgatolt teljes vért helyeztiink. A mintadkat 700 g gyorsulasnak megfelel6 erével, 30 percen
keresztiil, szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A centrifugéalast kovetéen a PBMC- és PMN-
frakciokat kiilon-kiilon steril centrifugacsévekbe gyiijtottiik. A frakciokhoz 1 ml vorosvérsejt-
lizis oldatot (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) adtunk, majd 1 percig Ovatosan
homogenizaltuk. Ezt kdvetéen a mintdkat foszfatpufferolt sdoldattal (PBS; Gibco, Paisley,
Egyesiilt Kiralysag) 10 ml térfogatra egészitettikk ki, és 400 g-n, 7 percig centrifugaltuk. A
vorosvérsejt-lizis  1épést sziikség szerint megismételtiik, amig a sejtszuszpenziok
makroszkoposan is teljesen megtisztultak. A sejteket ezt kovetden kétszer mostuk 10 ml PBS-
sel, majd 200 g-n, 10 percig centrifugaltuk. Az életképes sejtek szamat Biirker-kamraban,
tripankék festés (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) alkalmazasaval hataroztuk meg. A
PBMC- ¢és PMN-sejteket 2 x 10° sejt/ml siirliségben raktuk le kiilonb6z6 sejttenyésztd
lemezekre. A sejtek tenyésztéséhez RPMI-1640 tapoldatot (L-glutamatot és natrium-hidrogén-
karbonatot tartalmazo; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) alkalmaztunk, amelyet 10%
magzati borjusavoval (FBS, EuroClone, Pero, Olaszorszag) és 1% penicillin—sztreptomicin
antibiotikum-kiegészitdvel (Lonza, Verviers, Belgium) egészitettiink ki. A sejteket 24- és 96-
lyuka lemezeken helyeztiik el, majd 37 °C-on, 5V/V% COz-t és 95% relativ paratartalmat
biztositod inkubatorban egy éjszakan at inkubaltuk.

A baktérium ko-kulturas kisérletek soran kizarélag PBMC-ket alkalmaztunk, ezért ezekhez a
vizsgalatokhoz modositott izolalasi protokollt hasznaltunk. Ennek soran 3 ml Histopaque 1.077
oldatra 3 ml alvadasgatolt teljes vért rétegeztiink, majd a mintakat 400 g-n centrifugaltuk. A
PBMC-frakci6 elkiilonitését kovetden a sejteket harom egymast koveté 1épésben PBS-sel
mostuk; az elsé két mosas soran 10 ml, a harmadik mosasnal 5 ml végs6 térfogatot
alkalmaztunk, minden esetben 250 g-n, 10 perces centrifugalassal. A sejtszamlalas és a
tenyésztési korliilmények megegyeztek a fenti leirdssal, azonban ebben a kisérleti elrendezésben
a gyulladasos ¢s oxidativ stressz valaszt nem LPS-kezeléssel, hanem kutya eredeti E. coli

torzsekkel torténo stimulacioval valtottuk ki.

6.2.2.2 Oxidativ stressz és gyulladas indukcidja LPS- és baktériumalapi modellekben

indukaltunk LPS- vagy baktériumalapu stimuldcidval, a kisérleti elrendezésnek megfelelden.
Az LPS-alapt gyulladasos modell kialakitasahoz Escherichia coli O111:B4, valamint
Salmonella enterica serovar Enteritidis eredetli LPS-eket (Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Németorszag) alkalmaztunk. Az LPS-eket 0,1; 1 és 10 pg/ml végsé koncentracioban adtuk a
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sejtkultrakhoz. Ezt a stimulaciés modellt PBMC, valamint PMN kulturan egyarant
alkalmaztuk az endotoxin 4ltal kivaltott gyulladasos és oxidativ stresszvalasz vizsgalatéra.

A kezelésekhez az LPS-oldatokat RPMI-1640 alap taptalajban készitettiik el, majd a
sejtkulturakat a kordbban alkalmazott, kiegészitett tenyésztokozeg eltavolitasa utan kezeltiik. A
mintakat a stimulacid6 megkezdését kovetd 24. oraban gyljtottiikk tovabbi analizis céljabol.
Kontrollcsoportként minden kisérletben kizarolag tenyésztokozeggel kezelt sejteket
alkalmaztunk. Az LPS-sel kezelt csoportok eredményeit a megfelelé kontrollcsoporthoz
viszonyitottuk. Minden kisérleti csoportban 6 parhuzamos mérést végeztiink (2. tdblazat (a)).
A baktériumalapu gyulladasos modell kialakitasahoz kizarolag PBMC-ket alkalmaztunk, mivel
a vizsgalat célja az €16 baktériumokkal kivaltott immunvalasz és oxidativ stressz modellezése
volt. A stimulacidhoz harom, szisztémas fert6zésekbdl izolalt, kutya eredetii E. coli torzset
hasznaltunk; 340, 404 és 863-as sorszamut. A baktériumokat friss agarlemezrél Miiller-Hinton
tapoldatba oltottuk, majd 37 °C-on, egy éjszakan 4t tenyésztettiik. Az inkubacidt kovetden a
baktériumszuszpenzidkat steril PBS-ben higitottuk a kivant sejtstirliség eléréséhez. Az €16
baktériumokkal torténd kezelések soran a baktériumtenyészeteket 100-szoros higitasban adtuk
a PBMC-khez, majd a sejteket 1 vagy 5 6rdn keresztiil inkubaltuk. Az antibiotikum jelenlétében
torténd stimulacio vizsgalatahoz a baktériumszuszpenziokat 0,5 pg/ml enrofloxacint tartalmazo
kozegben készitettiik el, és a PBMC-ket 1, 5 vagy 24 6ran at kezeltiik. El6zetes kisérletek
befolyasolta sem a sejtek életképességét, sem az intracellularis oxidativ statuszt, sem a
gyulladésos paramétereket. A bakterialis fragmentumok hatasanak modellezésére a
baktériumszuszpenziokat 121 °C-on, 30 percen keresztiil autoklavoztuk, majd az igy
hdinaktivalt baktérium fragmentumokat az ¢l6 baktériumokkal megegyezd iddtartamokban
alkalmaztuk. A baktériumos kisérletek soran negativ kontrollként kizarélag tenyésztokozeggel
kezelt PBMC-ket hasznaltunk (2. tablazat (b)). A kezeléseket kovetden minden kisérleti
elrendezésben meghatéaroztuk a sejtek metabolikus aktivitasat, az intracellularis reaktiv oxigén
szarmazékok mennyiségét, valamint a gyulladasos valasz jellemzésére szolgalo TNF-a

szinteket.
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2. tablazat: LPS- (a) és baktériumkezelések (b), ab: enrofloxacin kezelt, h6: hékezelt E. coli baktérium

torzsek.

(a)

Kezelési csoportok

E. coli O111:B4 LPS

S. Enteritidis LPS

K

EO,1

100 ng/ml

El

1 pg/ml

E10

10 pg/ml

SO,1

100 ng/ml

S1

1 pg/ml

S10

10 pg/ml

(b)

Kezelési
csoportok

E340

E404

E863

Enrofloxacin

Hokezelés
(15 perc, 121 °C)

E340

103 CFU/m

E340ab

10% CFU/ml

0,5 ug/ml

E340h6

10% CFU/m

+

E404

103 CFU/ml

E404ab

10% CFU/ml

E404hd

103 CFU/ml

E863

10% CFU/ml

E863ab

10% CFU/ml

E863h6

103 CFU/ml

6.2.2.3. Flavonoidok kezelési protokollja fehérvérsejt-kulturiakon

A flavonoidok antioxidans és gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalatahoz kvercetint (=95%,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag), luteolint (>98%, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Németorszag) és GSOP-t (>98,8%, USP, Rockville, USA) alkalmaztunk. A flavonoidokat
dimetil-szulfoxidban (DMSO, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) oldottuk, majd RPMI-
1640
flavonoidkoncentracidval kezeltiik, mikdzben a DMSO végs6 koncentracioja 1 (V/V)% volt. A

tapfolyadékban  higitottuk. A sejtkultardkat 25 ¢és 50 pg/ml  végsd

vizsgalt koncentracidtartomanyt eldzetes kisérleteink, valamint a vonatkoz6 szakirodalmi

adatok alapjan hatdroztuk meg (3. tablazat). A kisérletek soran alkalmazott DMSO vivdanyag
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hatasat szintén elézetesen vizsgaltuk, ¢s megallapitottuk, hogy a hasznalt koncentracioban nem
befolyasolta sem a sejtek metabolikus aktivitasat, sem a reaktiv oxigén szarmazékok szintjét,
sem a TNF-a termelést. A flavonoid kezeléseket PBMC, valamint PMN kultardkon végeztiik
az LPS-alapu gyulladasos modellben. A baktériumos ko-kulttras kisérletek soran a flavonoidok
hatasat kizarolag PBMC-kulturakon vizsgaltuk. A flavonoid oldatokat minden esetben frissen
készitettiikk el, majd a sejtkultirdkhoz a korabban alkalmazott, kiegészitett tenyésztokozeg
eltavolitasat kovetoen adtuk hozza. A flavonoid kezeléseket 6nalloan, valamint gyulladast keltd
kezeléssel kombindlva is alkalmaztuk. Az LPS-alapu kisérletekben a flavonoidok hatasat
egyrészt Onallé kezelésként, masrészt az LPS-indukciéval egyidejii alkalmazas soran
vizsgaltuk. A baktériumos modellben a flavonoid kezeléseket az antibiotikummal kezelt E. coli
torzsekkel torténd stimulaciok mellett végeztiik. Az 6nallé flavonoid kezelések eredményeit a
kontrollcsoporthoz, mig a kombinalt kezelések hatasait az adott gyulladasos stimulusnak Kitett,
flavonoid nélkiili csoportokhoz viszonyitottuk. Minden kisérleti elrendezésben 6 parhuzamos
mérést végeztiink. A kezeléseket kdvetden a sejtek metabolikus aktivitasat, az intracellularis
reaktiv oxigén szarmazékok mennyiségét, valamint a TNF-a termelést vizsgaltuk.

3. tablazat: Flavonoid kezelések.

Kezelési csoportok Kvercetin Luteolin GSOP
K - - -
Q25 25 ug/ml - -
Q50 50 pg/ml - -
L25 - 25 pg/ml -
L50 - 50 pg/ml -
P25 - - 25 pg/ml
P50 - - 50 pg/ml

6.2.3. Metabolikus aktivitas vizsgalata

A sejtek metabolikus aktivitasanak valtozasat a Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Németorszag) kolorimetrids vizsgalattal hataroztuk meg LPS-, baktérium- és
flavonoid kezelések hatasat kovetéen. A CCK-8 vizsgalat WST-8 tetrazoliumso alkalmazasan
alapul, amely a sejtekben zajlé redoxreakciok soran, elektrondonor jelenlétében vizoldékony
formazanna redukalddik. A keletkezd formazan mennyisége ardnyos a metabolikusan aktiv
sejtek szamaval. A méréseket a gyartd utasitdsainak megfelelden végeztik. A 96-lyuka

sejttenyésztd lemezeken tenyésztett és kezelt PBMC- és PMN-sejtekhez 10 pL CCK-8 reagenst
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adtunk lyukanként, majd a lemezeket 2 oran keresztiil, 37 °C-on, 5V/V% CO»-t tartalmazd
inkubatorban inkubaltuk. Az inkubaciot kovetéen az abszorbanciat 450 nm hullamhosszon,
Spectramax iD3 mikroplata-olvaso késziilékkel (Molecular Devices, San Jose, USA) mértiik.
Az eredményeket a kontrollcsoporthoz viszonyitva, relativ metabolikus aktivitas értékekként

fejeztik ki.

6.2.4. Sejtéletképesség vizsgalata

A bakteridlis kezelések ¢és a flavonoid kezelések sejtéletképességre gyakorolt hatasat az LDH
aktivitds mérésével hataroztuk meg, kereskedelmi forgalomban kaphaté LDH aktivitas
meghataroz6 készlet (LDH Activity Assay Kit; Sigma-Aldrich, Hamburg, Németorszag)
alkalmazasaval, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az eljards sordn a sejttenyészet
feliiliszojaban megjelend LDH mennyiségét mértiik, amely a plazmamembran integritdsanak
sériilése esetén szabadul fel. Mivel az LDH egy stabil citoszolikus enzim, amely a sejtkarosodas
vagy sejtlizis kovetkeztében gyorsan kijut a sejtbdl, a feliiliszoban mért LDH-aktivitas
aranyosnak tekinthet6 a sejthalal mértékével. Ezaltal az eljaras érzékeny és kvantitativ modszert

biztosit a citotoxicitds monitorozasara.

A vizsgalat soran minden lyukbol 10 pl sejtkultira-feliiliszot gyiijtottiink, és a reakcidelegyhez
adtuk. A reakcidelegyet kozvetleniil a felhasznalas el6tt készitettiik el a gyartd protokollja
szerint. A készlet laktat szubsztratoldatot, NAD*-t tartalmazd kofaktor-keveréket, valamint
kolorimetrids indikatorfestéket és szinképzd reagenst tartalmazott. Ezek egyiittesen alkottak a
reakciodelegyet, amely lehetdvé tette az LDH 4altal katalizalt laktat—piruvat atalakulast, a NAD*
redukcigjahoz, majd egy szines formazan termék képzddéséhez kapcsolva. Ezt kdvetden 100
ul frissen elkészitett munkareagenst adagoltunk egy 96-lyukti mikrotiterlemez azon lyukaiba,
amelyek mar tartalmaztak a 10 pl mintat. A lemezt 37 °C-on, fénytdl védve, 30 percen keresztiil
inkubdltuk. Az inkubdcidét kovetden az abszorbancidt 450 nm hulldmhosszon mértiik
SpectraMax iD3 mikrolemez-olvaso segitségével. A sejthalal mértékét az LDH-aktivitas
alapjan, a kezeletlen kontrollcsoporthoz viszonyitva szamitottuk ki, és az eredményeket

szazalékos citotoxicitasként a kontrollhoz viszonyitva fejeztiik ki.

6.2.5. Fehérjetartalom meghatarozasa

A mintdk kozotti esetleges sejtszam- €s sejttomeg-kiilonbségek korrigalasa érdekében a teljes
fehérjetartalmat BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Kandel, Németorszag)
alkalmazasdval hataroztuk meg. A méréseket a gyartd protokollja szerint végeztik. A

crcr

mértiik Spectramax iD3 késziilékkel. A fehérjekoncentraciokat standard gorbe alapjan
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szamitottuk ki, €s az intracellularis ROS- és TNF-o-mérések eredményeit a meghatarozott

fehérjetartalomra normalizéltuk, biztositva az egyes kezelések kozotti 6sszehasonlithatosagot.

6.2.6. Intracellularis ROS mérése

Az intracellularisan képzddé ROS mennyiségének nem specifikus meghatarozasara 2',7'-
diklérfluoreszeein-diacetatot  (DCFH-DA;  Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag)
alkalmaztunk. A DCFH-DA nem fluoreszkalo vegyiilet, amely a sejtekbe jutva acetilcsoportjat
elvesziti, majd ROS jelenlétében fluoreszkalo 2',7'-diklorfluoreszceinné alakul. A keletkezd
fluoreszcencia intenzitasa aranyos a sejtekben jelen 1€v6 6sszes ROS mennyiségével. A DCFH-
torzsoldat elkészitéséhez 5 mg DCFH-DA port 250 ul DMSO-ban oldottunk. A kezel6oldat
koncentracidja 4 uM volt, amelyet ugy készitettiink el, hogy a toérzsoldatot Dulbecco-féle
modositott Eagle médium / Ham-féle F—12 tapoldattal (DMEM/F12, Gibco, Paisley, Egyesiilt
Kiralysag) higitottuk. A PBS-sel torténd mosast kovetden a sejtkultarakat 0,5 ml/lyuk
mennyiségii kezeldoldattal inkubaltuk 37 °C-on, 60 percen keresztiil. Az inkubaciot kovetden
a sejteket Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER; Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) hozzaadasaval (200 pl/lyuk) lizaltuk, majd 5 percig razattuk korkords sikrazo
berendezés segitségével (Heidolph Instruments D-91126, Schwabach, Németorszag). A
sejtlizatumokat Eppendorf-csovekbe pipettaztuk, ¢és 10 percig, 4 °C-on, 2000 g-n
centrifugaltuk. A feliiluszokbol 100-100 pl-t 96-lyuktt lemezekbe pipettaztunk, és a
fluoreszcencia intenzitasat 480 nm gerjesztési és 530 nm emisszios hulldmhosszon mértiik
Spectramax 1D3 késziilékkel. Az eredményeket a fehérjetartalomra normalizalt relativ

fluoreszcencia-egységekben fejeztiik ki.

6.2.7. Extracellularis H2O2 mérése

Az E. coli-val kezelt PBMC sejtek altal termelt extracellularis H2O2 mennyiségének
meghatarozasara az Amplex™ Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay-t (Thermo Fisher
Scientific Invitrogen, Waltham, MA, USA) alkalmaztuk. A mddszer az Amplex Red reagens
¢s a HoOqoreakcidjan alapul, amely tormaperoxidaz (HRP) jelenlétében fluoreszkald reszorufin

vegyiilet képzOddéséhez vezet. A keletkez6 fluoreszcencia intenzitasa ardnyos a mintaban jelen

crer

crc

felhasznalasaval, amelyet —20 °C-on, fényt6l védve taroltunk. A HRP oldatot frissen készitettiik
PBS-ben (pH 7,4) 1 U/ml koncentracioban. A méréshez 0,1-10 pM koncentracidtartomanyban
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sorozatos higitassal eldallitott H2O, standardokat hasznaltunk 1 mM-es térzsoldatbol. A
reakciokat atlatszo alju, sima fali 96-lyuktt mikroplate-lemezekben végeztiik, 100 pl
térfogatban, amely PBS-t, 10 uM Amplex Red reagenst, 0,05 U HRP-t és az E. coli-val kezelt
PBMC sejtek feliilaszojat, illetve a standardokat tartalmazta. A reakcidelegyeket
szobahOmérsékleten, sotétben inkubaltuk 30 percen keresztiil a fluoreszcens termék stabil
kialakulasa érdekében. Az inkubaciot kovetden a fluoreszcenciat 530 nm gerjesztési €s 590 nm

emisszios hulldimhosszon SpectraMax iD3 mikroplate-olvaso segitségével.

6.2.8. Reaktiv nitrogén szarmazékok mérése

Az E. coli-val kezelt PBMC sejtek nitrozativ stresszvalaszanak jellemzésére a nitrogén-
monoxid (NO) termelést indirekt mddon, stabil oxidacios termékei — a nitrit (NO2") és nitrat
(NOs") — meghatarozasaval vizsgaltuk a Total Nitric Oxide Assay Kit (Thermo Fisher Scientific
Invitrogen, Waltham, MA, USA) alkalmazéséaval. Tekintettel arra, hogy a NO rendkiviil rovid
felezési idejii molekula, a NO,” és NO, koncentraciok alkalmas markerei az 0sszes NO-

termelésnek bioldgiai rendszerekben.

A PBMCsejtek feliiliszo mintait eldszor 10 000 x g centrifugalis eré mellett, 4 °C-on 10 percig
centrifugaltuk a sejttormelék eltdvolitdsa érdekében. Az 0Osszes NO mennyiségének
meghatarozasdhoz a mintdkban jelen 1évd nitratot enzimatikusan nitritté redukéltuk nitrat-
reduktaz alkalmazéasaval, NADPH kofaktor jelenlétében. A redukcids reakcidt 37 °C-on, 30
perces inkubacioval végeztiik, biztositva a NO,™ teljes atalakulasat nitritté. Az enzimatikus
A mddszer soran a nitrit savas kdzegben szulfanilamiddal reagalva diazénium-sot képez, amely
ezt kovetden N-(1-naftil) -etilén-diamin-dihidrokloriddal (NED) kapcsolodik, stabil rozsaszin
azo-festeket 1étrehozva. A keletkez6 szin intenzitasat spektrofotometrids iton mértiik 540 nm

hulldmhosszon SpectraMax iD3 mikroplate-olvas6 késziilékkel.

6.2.9. TNF-a mérése

Az eltérd eredetli gyulladdsos stimulusok ¢€s kezelések TNF-a termelésre gyakorolt hatdsat a
PBMC-frakcion vizsgaltuk. A TNF-a koncentracié meghatarozasahoz kutya TNF-a specifikus
szendvics ELISA kitet (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag) alkalmaztunk a gyartd
utasitasainak megfelelden. A mintakat a kezeléseket kdvetd 24. oraban a sejtfeliiluszokbol
gyljtottiik. Az abszorbancidt 450 nm hullimhosszon mértiik, majd a TNF-a koncentracidkat a
mérés soran felvett standard gorbe alapjan szamitottuk ki, és pg/ml egységben fejeztiik ki. Az
adatokat a fehérjetartalom figyelembevételével értékeltik a kezelések kozotti

Osszehasonlithatdsag biztositasa érdekében.
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6.3. Flavonoidok mikrobiolégiai tulajdonsagai (MIC, MPC és szinergizmus vizsgalat)

A kvercetin, luteolin és sz6lémag-proantocianidinek MIC, valamint MPC értékét a kutya
eredetl E. coli torzseken mikrohigitasos mdodszerrel hataroztuk meg, a nemzetkdzi iranyelvek
ajanlasainak megfeleléen. A baktériumtenyészetek strtiségét 0,5 McFarland-standardra
allitottuk be (=1-2 x 108 telepképz6 egység / ml (CFU/mI)), majd 1:200 aranyban Mueller—
Hinton levesben higitottuk. A 96-lyukt mikrotiter lemezeket ugy készitettiik eld, hogy a
vizsgalt vegyiileteket és/vagy az enrofloxacint kétszeres sorozathigitasban adagoltuk, majd
minden lyukhoz azonos térfogatu baktériumszuszpenziot adtunk. A MIC-értékeket 18—20 oras,
37 °C-on torténd inkubaciot kovetden, elsddlegesen vizudlis kiértékeléssel, sziikség esetén
spektrofotometrias megerdsitéssel hataroztuk meg, a baktériumndvekedés teljes gatlasanak
legkisebb koncentracidjaként. Az MPC meghatarozasahoz a baktériumszuszpenzi6 stiriiségét 1
McFarland-standardra allitottuk be, majd ezt higitottuk és a tenyészeteket 72 éran at inkubaltuk.
Az MPC-értéket azon legkisebb koncentracioként definialtuk, amelynél baktériumszaporodas

nem volt megfigyelheto.

A vizsgalt flavonoidok és az enrofloxacin kozotti kdlesonhatasok értékelésére FIC-index
szamitottunk, melynek soran az enrofloxacint és az egyes flavonoidokat kétszeres

sorozathigitdsban kombinaltuk. A FIC-értékeket az alabbi képletek alapjan szdmitottuk:
FleIavonoid:M |Cflavonoid+enr0f|0xacin/M |Cf|av0noid
FlCenroroxacinzM |Cflavonoid+enroﬂoxacin/M |Cenrofloxacin

F|Cindex = F|Cflavonoid + FlCenroroxacin

A <0,5 FIC-indexet szinergizmusnak, 0,5—1 kozotti értéket additiv hatasnak, 1-4 kozotti értéket

semleges hatasnak, mig >4-et antagonizmusnak tekintettiink.

6.4. Vékonybél explantatumokon végzett in vitro vizsgalatok

6.4.1. Mintavétel és explantatumok izolalasa

A duodenalis biopszias mintakat kdzvetleniil az eutanaziat kovetden olyan kutyakbol nyertiik,
amelynél a koreldzmény és a klinikai vizsgélat alapjan bélrendszeri megbetegedés nem allt
fenn. A kisérletekhez Gsszesen harom, 12—14 éves keverék kutya mintait hasznaltuk fel. A
mintavétel a tulajdonos irasos beleegyezésével tortént. Valamennyi eljaras megfelelt a
nemzetkdzi €s magyar jogszabalyoknak, valamint az intézményi iranyelveknek. A mintak

feldolgozasa az eutanaziat kovetden azonnal megkezd6dott. A duodénum disztalis, mintegy
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10-12 cm hossziisagi szakaszat eltavolitottuk, majd a szovetet PBS 5% penicillin—
sztreptomicin oldattal (PenStrep; Lonza, Verviers, Belgium) kiegészitve, alaposan atmostuk. A
béltartalmat eltavolitottuk, és a tovabbi feldolgozasi Iépéseket mindvégig jégen végeztiik. A bél
egy részét 10%-os neutrdl pufferelt formalinban rdgzitettiik a kiindulasi szévet szerkezeti
épségének ¢€s egészséges allapotanak hisztopatologiai igazoldsa céljabol. A fennmarado
szovetdarabokat steril koriilmények kozott tovabbi feldolgozasra keriiltek. Az explantatum-
tenyésztési eljarasokat korabban publikalt protokollok alapjan adaptaltuk [170]. A feldolgozott
bélszakaszt steril koriilmények kozott ismételten PBS- és PenStrep-oldattal mostuk 4t, majd az
explantatumokat két kiilonbozé modszerrel készitettiik eld, a kisérleti elrendezésnek
megfeleléen. A 96-lyuku sejttenyésztd lemezeket kollagénnel vontuk be, majd lyukanként 200
ul tenyésztokozeget adagoltunk. A tenyésztékozeg DMEM/F12 alapu tapoldatbol, 25% FBS-
bol, 1% natrium-glutamatbol (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag), 5% penicillin—
sztreptomicin oldatbol, valamint HCM SingleQuots™ kiegészit6bol (Lonza-Biocenter, Szeged,
Magyarorszag) allt. A duodénum nyalkahartyajabol 1,5 mm atméréjii punch biopszias
mintavevével (Rapid Core Punch, MDE Heidelberg) készitett explantatumokat egy-egy lyukba
helyeztiik. A lemezeket 37 °C-on, 5V/V% COz-t és 95% relativ paratartalmat biztositd
inkubatorban 3 6ran keresztiil inkubéltuk, majd a tenyésztokdzeget PBS-sel torténd dvatos

mosassal eltavolitottuk.

6.4.2. Korszovettani vizsgalat

Az explantatumok életképességének ¢és szovettani szerkezetének értékelését rutinszer(i
hisztopatologiai modszerekkel végeztiik. A 0, 3, 6, 9 és 12 6ras inkubacids idépontokban
gyljtott mintakat (n=1-2/idépont) 10%-0s pufferolt formalinban fixaltuk 12 6ran keresztiil
szobahémérsékleten, majd a szokasos dehidralasi protokollt kovetden paraffinba lettek
agyazva. Az egyes mintakbol 3—5 um vastagsagl metszetek késziiltek, amelyeket hematoxilin—
eozinnal festettek. A preparatumok értékelése standard hisztopatologiai modszerekkel tortént,
digitalizalast kovetdéen. A targylemezek digitalizaldsa Pannoramic Midi II digitalis
metszetszkennerrel (3DHistech, Magyarorszag) tortént, az értékeléshez és a reprezentativ
képek rogzitéséhez SlideViewer szoftver (3DHistech, Magyarorszag) keriilt alkalmazasra.
6.4.3. Oxidativ stressz és gyulladas indukcio, flavonoid kezelések

Az explantatumokon a gyulladasos és oxidativ stressz valasz kivaltasara LPS-alapti modellt
alkalmaztunk. A mintakat E. coli és Salmonella Enteritidis eredetii LPS-sel kezeltiik 10 pg/ml
koncentracioban, a szakirodalmi adatok alapjan meghatarozott dozis alkalmazasaval. A

kvercetint, luteolint és GSOP-ot 25 és 50 pg/ml koncentraciokban adtuk a tenyésztokozeghez,
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a  kutatocsoportban  korabban  meghatarozott  koncentracio—hatas  Osszefiiggések
figyelembevételével [171,172]. A Kkisérleti csoportok az alabbiak voltak: kizarolag
tenyésztokozeggel kezelt kontroll, LPS-kezelés dnmagaban, flavonoid kezelések Onalldan,
valamint LPS-sel kombinalt flavonoid kezelések. A kezeléseket kovetden az explantatumokat
tovabbi 12 6ran keresztiil inkubaltuk (37 °C, 5V/V% CO2, 95% relativ paratartalom), majd
meghataroztuk a szovetek metabolikus aktivitasat, a reaktiv oxigén szarmazékok képzdodését,

valamint a gyulladasos citokinek felszabadulasat.

6.4.4. Metabolikus aktivitas és sejtéletképesség vizsgalata

Az explantatumok metabolikus aktivitdsat a Cell Counting Kit-8 kolorimetrids modszerrel
hataroztuk meg, a fehérvérsejt-kulturaknal alkalmazott protokoll adaptalasaval. Emellett az
explantatumok sejtkarosodasanak és citotoxicitasanak értékelésére, szintén a fehérvérsejteknél
alkalmazott modszerhez hasonldan, az LDH extracellularis felszabadulésat hataroztuk meg egy

LDH Activity Assay Kit alkalmazasaval.

6.4.5. Intracellularis és extracellularis ROS mérése

Az explantatumokban képz6do intracellularis ROS mennyiségének meghatarozasara DCFH-
DA probat alkalmaztunk, a fehérvérsejtes vizsgalatokban hasznalt mddszer explantatumokra
adaptalt valtozataval. A DCFH-DA-t tartalmazo tapoldatos inkubaciot kovetden a
szupernatanst eltavolitottuk, majd lyukanként 70 pl M-PER lizispuffert (Thermo Fisher
Scientific Invitrogen, Waltham, MA, USA) adtunk hozza. A teljes sejtlizist szonikaldssal
biztositottuk (Bandelin Sonopuls HD 2200; 20 s, 3 impulzus/s) [173]. A mintakat 4 °C-on, 4500
x g mellett 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszobol 50 pl-t 96-1yukt lemezbe pipettaltunk
¢s fluoreszcencia intenzitast mértiink.

Az explantatumok altal termelt extracellularis H202 mennyiségét a PBMC sejtek esetében
alkalmazott eljarashoz hasonléan Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay
alkalmazasédval hataroztuk meg tenyésztési szupernatans mintakbol.

6.4.6. Reaktiv nitrogén szarmazékok mérése

Az explantaitumok nitrozativ stresszvalaszanak jellemzésére — a PBMC sejtekhez hasonld
médon — a NO termelést indirekt modon, stabil oxidacios termékei (NO2~ és NOs)
meghatarozasaval vizsgaltuk Total Nitric Oxide Assay Kit alkalmazasaval.

6.4.7. TNF-a és IL-6 mérése

A gyulladésos valasz jellemzésére az explantatumok feliilusz6jabol meghataroztuk a TNF-a és

crer

alkalmaztunk (ElabScience Bionovation Inc., Texas, USA), a gyartd protokollja szerint. Az
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abszorbanciat 450 nm-en mértik SpectraMax iD3  mikroplate-oOlvasoval, a
citokinkoncentraciokat standard kalibracios gorbék alapjan szamitottuk ki és pg/ml egységben

adtuk meg.

6.5. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket az R statisztikai programcsomag 3.3.2 verzidjaval (R Foundation for
Statistical Computing, Bécs, Ausztria) végeztiik. Az adatfeldolgozast megel6z6en minden
valtozo esetében feltard és diagnosztikai elemzést alkalmaztunk az esetleges kiugréd értékek
azonositasara, valamint az adatok eloszlasanak ellendrzésére. A normalitas vizsgalatat a
maradékok elemzésével, grafikus modszerekkel (Q—Q plot), valamint sziikség esetén Shapiro—
Wilk-probaval végeztiik. A varianciahomogenitast Levene-probaval ellendriztiik. Az adatokat
minden esetben fiiggetlen kisérletek legalabb 6 parhuzamos mérésébdl szarmazo értékek
alapjan elemeztiik. Az eredményeket atlag + szords (mean + SD) formdjaban fejeztiik ki,
kivéve, ha masként jeleztiik. A kezelési csoportok kozotti kiilonbségek statisztikai értékelésére
egyutas varianciaanalizist (one-way ANOVA) alkalmaztunk. Szignifikans f6hatds esetén a
csoportok kozotti  paronkénti  kiilonbségek meghatarozasara Tukey-féle tobbszoros
Osszehasonlito utotesztet végeztiink.

A statisztikai szignifikancia szintjét minden vizsgalat esetében 5%-ban hataroztuk meg (p <
0,05). Az eredmények jelolésére a kdvetkezo konvencidt alkalmaztuk: p < 0,05, p < 0,01 és p
< 0,001. A statisztikai elemzések és az abrazolds soran kizéardlag kétoldali probakat

alkalmaztunk.
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7. Eredmények

7.1. Az LPS kezelések hatasa a PBMC- és PMN-sejtekre
7.1.1. Metabolikus aktivitas vizsgalata

Az E. coli és S. Enteritidis LPS harom alkalmazott koncentracioja egyik esetben sem okozott
szignifikans valtozast a PBMC- (3. abra (a)) vagy PMN-sejtkultarak (3. abra (b)) metabolikus

aktivitasaban a kontrollcsoporthoz képest.
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3. abra. Az LPS-kezelés hatasanak vizsgalata a sejtek metabolikus aktivitaisaira PBMC- (a) és PMN-
kultaraban (b) CCK-8 assay segitségével. Az eredmények atlagértékként és a hozzajuk tartozo
szorasokkal keriilnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n =
8/csoport). K: kontroll, SO,1, S1, S10: S. enteritidis LPS 0,1; 1; 10 pg/ml, EO,1, E1, E10: E. coli LPS
0,1; 1; 10 ug/ml.
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Az abszorbanciaértékeket a kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékekké alakitottuk. A sejtek
kovetden vizsgaltuk. Az abszorbanciaértékeket ebben az esetben is a kontrollértékek
szazalékaban keriiltek kifejezésre, majd Osszehasonlitottuk azokat a kontrollcsoporttal a
PBMC- ¢és a PMN-kultarakban egyarant. Mind a PBMC-, mind a PMN-kultarakban
szignifikans novekedést (p < 0,001) figyeltiink meg a kvercetinnel kezelt mintdk metabolikus
intenzitasaban a 25 és 50 pg/ml koncentraciok esetében. Ezzel szemben a luteolin mindharom
koncentracidban, valamint a GSOP 50 pg/ml-es koncentracioban alkalmazva szignifikans
csokkenést (p < 0,001) okozott a PBMC-sejtek metabolikus aktivitasaban a kontrollhoz képest
(4. abra (a)). A PMN-sejtekben a luteolin nem eredményezett szignifikans eltérést, mig a GSOP
25 pg/ml-es koncentracidja szignifikdns ndvekedést (p < 0,001) valtott ki a sejtek metabolikus

aktivitasaban a kontrollcsoporthoz viszonyitva (4. abra (b)).
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4. abra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatasanak vizsgalata a sejtek metabolikus aktivitasara
PBMC- (a) és PMN-kulturaban (b) CCK-8 assay segitségével. Az eredmények atlagértékként és a
hozzajuk tartozé szorasokkal kerililnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt
megadasra (n = 8/csoport). K: kontroll, Q25, Q50: kvercetin 25; 50 pg/ml, L25, L50: luteolin 25; 50
ug/ml, P25, P50: GSOP 25; 50 ug/ml. Szignifikans eltérés: ***p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest.

7.1.2. Sejtéletképesség vizsgalata

A kétféle koncentracioban alkalmazott flavonoidok egyik esetben sem okoztak szignifikans
valtozast a PBMC- és a PMN-kultarak sejtéletképességében a kontrollcsoporthoz képest (5.
abra (a) és (b)).
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5. dbra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatasanak vizsgalata a sejtek életképességére PBMC-
(a) és PMN-kultarakban (b) LDH-assay segitségével. Az eredmények atlagértékként és a hozzajuk
tartozo szorasokkal keriilnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n =
8/csoport). K: kontroll, Q25, Q50: kvercetin 25; 50 ug/ml, L25, L50: luteolin 25; 50 ng/ml, P25, P50:
GSOP 25; 50 pg/ml.

7.1.3. Intracellularis ROS vizsgalata

Az intracellularis ROS mennyiségének valtozasat PBMC és PMN kulttran is nyomon kovettiik.
A PBMC-kultaran az E. coli-bol és a S. Enteritidis-bol szarmazo LPS 1 pg/ml koncentracioban
alkalmazva szignifikans novekedést (p < 0,001) okozott az intracellularis ROS-szintben a
kontrollcsoporthoz képest. A vizsgalt flavonoidok koziil a kvercetin és a luteolin 6nmagukban
szignifikans csokkenést (p < 0,001) idéztek el az intracellularis ROS mennyiségében a
kontrollhoz képest (6. abra (a)). Az E. coli és a S. Enteritidis LPS- és a flavonoid-kezelések
mindegyik kombinacidja szintén szignifikans csokkenést (p < 0,001) eredményezett az
intracellularis ROS-szintben a kizarélag LPS-sel kezelt csoportokhoz viszonyitva (6. abra (b)
és (¢)).
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6. abra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatasanak vizsgalata a ROS-szintekre PBMC-
kultairaban DCFH-DA assay segitségével. Az eredmények atlagértékként és a hozzajuk tartozo
szorasokkal keriilnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n =
6/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin
25/50 pg/ml, P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b) E. coli LPS + flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 pg/ml,
E1+Q25/50, E1+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 pg/ml,
S1+Q25/50, S1+L.25/50, S1+P25/50. Szignifikans kiilonbség: *** p < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz
viszonyitva. *** p < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyitva.

A PMN-kultaran a kvercetin és a luteolin 6nmagukban alkalmazva is szignifikans csokkenést
(p < 0,001) okozott a ROS mennyiségében a kontrollcsoporthoz képest (7. abra (a)). Az LPS-
kezelést kovetden azonban nem figyeltiink meg szignifikdns novekedést a PMN-sejtekben a

kontrollhoz viszonyitva. Ugyanakkor a flavonoidok hozzaadasa minden LPS-sel és
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flavonoiddal egyiittesen kezelt csoportban szignifikans ROS-csokkenést (p < 0,001)

eredményezett a kizarélag LPS-sel kezelt csoportokhoz viszonyitva (7. abra (b) és (c)).

A fluoreszcencia intenzitas értékek ebben az esetben is a kontrollértékek szazalékaban keriiltek

kifejezésre, majd 6sszehasonlitottuk azokat a kontrollcsoporttal a PBMC- és PMN-kultarakban

egyarant.
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7. abra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatasanak vizsgalata a ROS-szintekre PMN-kultaraban
DCFH-DA assay segitségével. Az eredmények atlagértékként és a hozzajuk tartozd szoérdsokkal
keriilnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 6/csoport). (a)
Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin 25/50 pg/ml,
P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b) E. coli LPS + flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 pg/ml, E1+Q25/50,
E1+L.25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 pg/ml, S1+Q25/50,
S1+L.25/50, S1+P25/50. Szignifikans kiilonbség: *** p < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
***n < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyitva.

7.1.4. TNF-a mérése

A TNF-o mennyiségének meghatarozasat a PBMC ¢és a PMN kultarak feliiliszojabdl is
elvégeztiik, azonban a PMN-kultarak feliilluszojaban mért TNF-o koncentraciok a modszer alsd
detektalasi hatdra alatt voltak, igy ezek az adatok nem voltak kvantitativan értékelhetdk; ennek
megfeleléen kizarolag a PBMC-eredmények keriilnek ismertetésre. A kvercetin 50 pg/ml
koncentracidban alkalmazva szignifikansan csokkentette (p < 0,001), mig a GSOP 25 és 50
ug/ml koncentracioban alkalmazva jelentésen novelte (p < 0,001) a TNF-o mennyiségét a
kontrollcsoporthoz képest (8. abra (a)). A TNF-a szintek elemzése soran azt talaltuk, hogy az
LPS-kezelések szignifikdns novekedést (p < 0,001) okoztak a TNF-o mennyiségében a
kontrollcsoporthoz képest. A kvercetin 50 ug/ml koncentracioban alkalmazva szignifikansan
csokkentette (p < 0,001) az E. coli és a S. enteritidis LPS altal indukalt TNF-a novekedést. A
jelentésen mérsékelte (p < 0,001) a TNF-a szintjét. Ezzel szemben a GSOP 25 pg/ml

koncentracioban mindkét LPS esetében szignifikans ndvekedést (p < 0,001) eredményezett (8.

abra (b) és (¢)).
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8. abra. A kvercetin-, luteolin- és GSOP-kezelés hatasanak vizsgalata a TNF-a-szintekre PBMC-
kultaraban ELISA modszerrel. Az eredmények atlagértékként és a hozzajuk tartozd szorasokkal
keriilnek bemutatasra. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 6/csoport). (a)
Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin 25/50 pg/ml,
P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b) E. coli LPS + flavonoidok: E1: E. coli LPS 1 ug/ml, E1+Q25/50,
E1+L25/50, E1+P25/50. (C) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S1: S. enteritidis LPS 1 pg/ml, S1+Q25/50,
S1+L.25/50, S1+P25/50. Szignifikans kiilonbség: *** p < 0,001; *** a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
***p < 0,001 az adott LPS-kezelt csoporthoz viszonyitva.

7.2. E. coli kezelések hatasa PBMC sejtekre

7.2.1. Metabolikus aktivitas vizsgalata

A PBMC-k metabolikus aktivitasat kiilonb6z6 kutya eredetii E. coli torzsekkel (340, 404 és
863) torténd kezelést kovetden vizsgaltuk. A kezelést tobbféle inkubécios iddvel (1, 5, 24 h)
illetve hokezelésen atesett, valamint 0,5 ug/ml koncentracioju enrofloxacin antibiotikummal
kombinalt izolatumokkal is elvégeztiik. Az 1 és 5 oras kezelések esetén nem volt megfigyelhetd
szignifikans eltérés a kezeletlen kontrollhoz képest (9. abra (a) és (b)). Kivételt képezett a 404-
es szamu E. coli izolatummal végzett, enrofloxacinnal kombinalt 24 o6ras kezelés, amely
szignifikans csokkenést eredményezett (p < 0,05) (9. dbra (c)). Osszességében a vélasztott
baktériumkezelési koriilmények nem befolyasoltak szamottevéen a sejtek metabolikus
aktivitasat. Az enrofloxacin Onmagaban nem befolyasolta szignifikansan a PMBC-k

metabolikus aktivitasat egyik inkubécios idében sem.
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9. dbra: E. coli baktériumok PBMC sejtek metabolikus aktivitasat befolyasold hatasa. Kutyabol izolalt
E. coli torzsek (340, 404, 863) é16 (baktérium onmagaban), enrofloxacinnal kiegészitett (ab), illetve
hovel sterilizalt (h6) formajanak hatasa a kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyitott
szazalékos értékben kifejezve (%). A mérések harom id6épontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h torténtek. A
csillagokkal jeldlt értékek szignifikdnsan eltérnek a kontrolltol: * p < 0,05. Az adatok atlag + SD
formajaban szerepelnek (n=6).

7.2.2. Sejtéletképesség vizsgalata

A kiilénboz6, kutya eredetti E. coli térzsekkel (340, 404 és 863) tortént kezelések a legtobb
esetben nem befolyasoltak szignifikansan a PBMC-k életképességét a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva. Kivételt képezett a 340-es szamu izolatum enrofloxacinnal kezelt 1 6ras (10. abra

(@)), illetve a 404-es szamu izolatum enrofloxacinnal kezelt 5 6ras kezelése (p < 0,01) (10. abra
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(b)), mig a valasztott baktériumkezelési koriilmények a 24 oOras inkubacié sordn nem

befolyasoltak a sejtek LDH aktivitast (10. abra (C)).
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10. abra: E. coli baktériumok PBMC sejtek életképességét befolyasold hatasa. Kutyabol izolalt E. coli
torzsek (340, 404, 863) €16 (baktérium Onmagaban), enrofloxacinnal kiegészitett (ab), illetve hdvel
sterilizalt (h6) formajanak hatasa az LDH aktivitasra kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K)
viszonyitott szazalékos értékben (%). A mérések harom id6épontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h torténtek.
A csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a kontrolltél: ** p < 0,01. Az adatok atlag + SD
formajaban szerepelnek (n=6).

7.2.3. Intracellularis ROS mérése

Az alabbi grafikon (11. abra) az intracellularis ROS mennyiségének valtozasat mutatja be
kiillonb6z6 E. coli torzsek (340, 404, 863) hatasira PBMC sejttenyészeteken. Az
Osszehasonlitas az €16 baktériumokkal, az enrofloxacinnal kiegészitett, illetve a hokezelt
baktérium-fragmentumokkal kezelt PMBC-kultirak és a kezeletlen kontroll kozott tortént. Az
1 ¢és 5 orés kezelések soran tobb esetben (kiilondsen a hdkezelt baktériumok és egyes
antibiotikummal kiegészitett csoportokkal vald kezelés soran) a kontrollhoz képest csokkent
ROS-szint volt megfigyelhet6 (11. abra (a) és (b)), mig a 863-as torzs antibiotikummal kezelt
formajanak 24 oras kezelése szignifikansan fokozta (p < 0,001) a ROS-termelést a

kontrollcsoporthoz képest (11. abra (C)).
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11. éabra: E. coli baktériumok intracellularis ROS mennyiségének befolyasold hatasa PBMC
sejttenyészeteken. Kutyabol izolalt E. coli torzsek (340, 404, 863) ¢él6 (baktérium Onmagaban),
enrofloxacinnal kiegészitett (ab), illetve hdvel sterilizalt (h6) formajanak hatasa az intracellularis ROS-
szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyitott szazalékos értékben (%). A mérések harom
idépontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h torténtek. A csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a
kontrolltol: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Az adatok atlag + SD formajaban szerepelnek (n=3).
7.2.4. Extracellularis H2O2 mérése

Az alabbi grafikon (12. abra) az extracellularis H202 szint valtozasat mutatja be kiilonb6z6 E.
coli torzsek (340, 404, 863) hatasara PBMC sejttenyészeteken. Az extracellularis H2O> szintje
az egyoras bakteridlis kezelés hatdsara nem mutatott szignifikdns valtozast egyik vizsgalt
csoportban sem a kontrollcsoporthoz képest (12. abra (a)). Ezzel szemben az 6toras kezelési
idépontban a csoportok tobbségében mar szignifikans eltérés volt megfigyelhetd (p < 0,05).
Ebben az idépontban a 340-es izolatum antibiotikummal és hokezeléssel kezelt valtozata, a
404-es izolatum kezeletlen és antibiotikummal kezelt formaja, valamint a 863-as izolatum
kezeletlen és hokezelt valtozata is szignifikansan megnovelte az extracellularis H20; szintjét a
kontrollhoz képest (12. abra (b)). A 24 6ras kezelést kovetden azonban mar csak a 863-as torzs

enrofloxacinnal kezelt valtozatanal volt kimutathatd szignifikans (p < 0,05) H20»-szint

emelkedés a kontroll mintakhoz képest (12. abra (C)).
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12. abra: E. coli baktériumok extracellularis HO. mennyiségének befolyasolo hatasa PBMC
sejttenyészeteken. Kutyabol izolalt E. coli torzsek (340, 404, 863) €16 (baktérium Onmagaban),
enrofloxacinnal kiegészitett (ab), illetve hdvel sterilizalt (hd) forméajanak hatasa az extracellularis HoO,-
szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyitott szazalékos értékben (%). A mérések harom
idépontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h torténtek. A csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a
kontrolltol: * p < 0,05. Az adatok atlag = SD forméajaban szerepelnek (n=3).

7.2.5. Reaktiv nitrogén szarmazékok mérése

Az RNS-szintek szignifikans emelkedése kizarélag az antibiotikummal kezelt 340-es és 863-as
E. coli torzsek esetében volt megfigyelhetd, 24 oras kezelési id6t kovetéen (13. abra (c)).

Ezekben a csoportokban az RNS-koncentracio a kontrollhoz viszonyitva szignifikansan
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nagyobbnak bizonyult (p < 0,01), mig a tobbi kezelési idOpontban ¢és térzs esetében nem volt
kimutathat6 szignifikans valtozas (13. abra (a) és (b)).
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13. abra: E. coli baktériumok extracellularis RNS mennyiségének befolyasolé hatasa PBMC
sejttenyészeteken. Kutyabol izolalt E. coli torzsek (340, 404, 863) €16 (baktérium Onmagaban),
enrofloxacinnal kiegészitett (ab), illetve hdvel sterilizalt (h6) formajanak hatisa az extracellularis RNS-
szintre kutya PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyitott szazalékos értékben (%). A mérések harom
idépontban (a) 1 h, (b) 5 h, (c) 24 h torténtek. A csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a
kontrolltol: ** p < 0,01. Az adatok atlag = SD formajaban szerepelnek (n=3).

7.2.6. TNF-a mérése

Az alabbi grafikon (14. abra) a kutyabdl izolalt E. coli torzsek (340, 404, 863) altal kivaltott
TNF-a termelés valtozasat mutatja PBMC sejteken. A 340-es és 863-as baktérium torzsek
mindharom kezelési formaban mar az 1 6rds inkubacid sordn szignifikdnsan noveltek (p <
0,001) a TNF-a szintet (14. abra (a)), mig a 404-es torzzsel torténd 1 és 5 oras kezelés soran
csak a hokezelt formak novelték szignifikansan (p < 0,001) a TNF-a szintet. Az 5 6ras kezelések
soran a 404-es torzs két emlitett kezelési formaja mellett, a 340-es baktérium toérzs hékezelt
verzidja sem befolyasolta a TNF- a mennyiségét a kontrollcsoporthoz képest (14. abra (b)), mig

a 24 6ras inkubéacio hatasara valamennyi baktériumtorzs — az antibiotikummal kezelt és a

hokezelt mintak esetében is — szignifikans ndvekedést mutatott (p < 0,001) (14. abra (c)).
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14. abra: E. coli baktériumok TNF-o mennyiségének befolyasolé hatdsa PBMC sejttenyészeteken.
Kutyabol izolalt E. coli torzsek (340, 404, 863) €16 (baktérium 6nmagaban), enrofloxacinnal kiegészitett
(ab), illetve hokezelt (hdkezelt baktérium-fragmentumok) formajanak hatdsa a TNF-o termelésre kutya
PBMC sejteken, a kontrollhoz (K) viszonyitott szazalékos értékben (%). A mérések harom idépontban
(@) 1 h,(b)5h,(c) 24 h torténtek. A csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a kontrolltol: ***
p <0,001. Az adatok atlag = SD form4jaban szerepelnek (n=3).

7.3. Flavonoidok hatasa E. coli-val kezelt PBMC sejtekre

7.3.1. Intracellularis ROS mérése

Az alabbi abra az intracellularis ROS termelés valtozasat mutatja PBMC sejtekben, melyeket
az E. coli 863-as torzs 0,5 pg/ml enrofloxacin antibiotikummal kezelt formajaval stimulaltak.
Az E. coli jelenléte szignifikans ROS-szint emelkedést (p < 0,01) valtott ki a kontrollhoz képest.
A kvercetin, luteolin és GSOP egyarant szignifikdnsan csokkentették (p < 0,001) a baktérium
altal indukalt ROS-termelést, a hatds minden vizsgalt koncentracidé esetén szignifikansnak

bizonyult az E. coli-val kezelt csoporthoz viszonyitva (15. abra).
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15. abra: Flavonoidok intracellularis ROS mennyiségének befolyasolo hatasa E. coli-val kezelt PBMC
sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as torzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulalt kutya
PBMC sejtek intracellularis ROS-szintjére gyakorolt hatasa kvercetin (Q), luteolin (L) és
proantocianidin (P) kiilonb6z6 koncentracioi esetén (25 és 50 pug/ml). Az értékek a kontrollhoz (K)
viszonyitott szazalékos formaban (%), atlag = SD formajadban (n=3) keriiltek bemutatasra. A fekete
csillagokkal jelolt értékek szignifikdnsan eltérnek a kontrolltol: *** p < 0,001. A piros csillaggal jelolt
csoportok szignifikansan eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttol: *** p < 0,001.

7.3.2. Extracellularis H2O2 mérése

Az E. coli 863-as torzsének 0,5 pg/ml enrofloxacinnal kezelt valtozata szignifikansan
megemelte az extracellularis H202 szintet a kontrollcsoporthoz képest (p < 0,05). Ehhez
viszonyitva a kvercetin- és GSOP-kezelés mindkét alkalmazott koncentracidban tovabbi,
szignifikans H2O2-szint ndvekedést eredményezett (p < 0,01; p < 0,001). Az E. coli altal
kivaltott H202-szint emelkedést kizardlag a luteolin 25 és 50 pg/ml koncentracioban térténd

alkalmazasa volt képes szignifikansan csokkenteni (p < 0,001) (16. abra).
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16. abra: Flavonoidok extracellularis H2O2mennyiségének befolyasold hatasa E. coli-val kezelt PBMC
sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as torzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulalt kutya
PBMC sejtek extracellularis H2Oz-szintjére gyakorolt hatasa kvercetin (Q), luteolin (L) és
proantocianidin (P) kiilonb6z6 koncentracioi esetén (25 és 50 pug/ml). Az értékek a kontrollhoz (K)
viszonyitott szazalékos formaban (%), atlag £ SD formajaban (n=3) keriiltek bemutatasra. A fekete
csillaggal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a kontrolltol: * p < 0,05. A piros csillaggal jelolt
csoportok szignifikansan eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttol: ** p < 0,01; *** p < 0,001.

7.3.3. Reaktiv nitrogén szarmazékok mérése
Az E. coli kezelés szignifikans mértékben novelte az RNS mennyiségét a kontrollcsoporthoz

viszonyitva (p < 0,01). Az E. coli altal kivaltott RNS-szint emelkedést azonban egyik vizsgalt

flavonoid kezelés sem csokkentette szignifikdnsan (17. abra).
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17. abra: Flavonoidok extracellularis RNS mennyiségének befolyasolo hatasa E. coli-val kezelt PBMC
sejttenyészeteken. Az E. coli 863-as torzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulalt kutya
PBMC sejtek extracellularis RNS-szintjére gyakorolt hatasa kvercetin (Q), luteolin (L) és
proantocianidin (P) kiilonb6z6 koncentracioi esetén (25 és 50 pug/ml). Az értékek a kontrollhoz (K)
viszonyitott szazalékos formaban (%), atlag £ SD formajaban (n=3) keriiltek bemutatasra. A fekete
csillagokkal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a kontrolltol: ** p < 0,01.

7.3.4. TNF-a mérése

A kovetkez6 grafikon a TNF-a mennyiségének valtozasat mutatja PBMC sejtekben, melyeket
a 0,5 pg/ml enrofloxacinnal kiegészitett E. coli 863-as torzsével kezeltiink. Az E. coli jelenléte
szignifikans TNF-a szint emelkedést (p < 0,001) valtott ki a kontrollcsoporthoz képest. A
kvercetin, luteolin és proantocianidin egyarant szignifikansan csokkentették (p < 0,001)
mindkét vizsgalt koncentracidjukban a baktérium altal indukalt TNF-a termelést az E. coli-val

kezelt csoporthoz viszonyitva (18. abra).
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18. abra: Flavonoidok TNF-a termelést befolyasol6 hatasa E. coli-val kezelt PBMC sejttenyészeteken.
Az E. coli 863-as toérzzsel (E863, enrofloxacinnal kezelt forma) stimulalt kutya PBMC sejtek TNF-a
mennyiségére gyakorolt hatasa kvercetin (Q), luteolin (L) és proantocianidin (P) kiilonb6zo
koncentracioi esetén (25 és 50 ug/ml). Az értékek a kontrollhoz (K) viszonyitott szazalékos formaban
(%), atlag + SD formajaban (n=3) keriiltek bemutatasra. A fekete csillagokkal jelolt értékek
szignifikansan eltérnek a kontrolltol: *** p < 0,001. A piros csillaggal jelolt csoportok szignifikdnsan
eltérnek az E. coli-val kezelt csoporttol: *** p < 0,001.

7.4. Flavonoidok mikrobiolégiai tulajdonsagainak meghatarozasa

7.4.1. MIC, MPC meghatarozasa és szinergizmus vizsgalat

A harom vizsgalt kutya eredetii E. coli torzs (340, 404 és 863) esetében a kvercetin MIC és
MPC értéke tobbnyire nagy volt (8192 pg/ml a 340-es és 863-as torzsnél, illetve 2048 pg/ml a
404-es torzsnél), ami a vegylilet csekély direkt antibakterialis aktivitasara utal. A luteolin a 340-
es és 404-es torzsnél kozepes MIC-értékeket eredményezett (256 pg/ml), mig az MPC
jelentdsen nagyobb volt (2048 pg/ml és 4096 pug/ml), a 863-as torzsnél pedig mind a MIC (4096
ug/ml), mind az MPC (4096 pg/ml) igen jelentdsnek bizonyult. A sz616mag-proantocianidin
MIC-értéke mindharom vizsgalt torzs esetében Kisebb lett (512, 512 és 1024 pg/ml) a tobbi
flavonoidhoz viszonyitva, azonban az MPC- értékek mar jelentések voltak (1024, 512 és 1024
ug/ml). Az enrofloxacin MIC-értékei mindharom vizsgalt torzs esetében 0,015625-0,03125
pg/ml tartomanyban mozogtak. Az MPC-értékek ezzel szemben torzsenként eltérést mutattak:
a 404-es és a 863-as torzs esetében 0,03125 pg/ml-nek adodtak, mig a 340-es torzs esetében
jelentdsen nagyobb, 64 ug/ml értéket mértiink (4. tablazat).

A szinergizmus vizsgalat alapjan a kvercetin, luteolin és proantocianidin kombinacidja az
enrofloxacinnal nem eredményezett szinergista hatast. A FIC-index a harom vizsgalat flavonoid

esetén 1 és 4 kozott valtozott.
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4. tablazat: Kvercetin, luteolin, sz6ldmag oligomer proantocianidinek (GSOP) és az enrofloxacin

minimalis gatlé (MIC) és mutans preventiv koncentracioi (MPC).

340 torzs (ug/ml) | 404 torzs (ug/ml) | 863 torzs (ug/ml)
) MIC 8192 2048 8192
Kvercetin
MPC 8192 2048 8192
MIC 256 256 4096
Luteolin
MPC 2048 4096 4096
MIC 512 512 1024
GSOP
MPC 1024 512 1024
MIC 0,03125 0,015625 0,03125
Enrofloxacin
MPC 64 0,03125 0,03125

7.5. Vékonybél explantatum tenyészeteken végzett vizsgalatok

7.5.1. Korszovettani vizsgalat

A korszovettani vizsgalat soran eldszor kis nagyitason a bélfal szerkezete kertilt megitélésre. Itt
megfigyeltiik a hamréteg, a lamina propria, a submukoza, tunika muszkularis és szeroza
rétegeket, azok szélességét, a villusok hosszat, a sejtek épségét; ezen feliil esetleges patologias
elvaltozasokat (pl. gyulladasos sejtes infiltracid, nyalkahartya fibrézis) is kerestiink.

A bélfal szerkezetének, valamint az esetleges elvaltozasok megitélésére (pl. villusrovidiilés,
esetleges gyulladas mértéke) minden esetben a WSAVA Gastrointestinal Standardization
Group adatait, illetve ajanlasait vettiik figyelembe [174,175]. A bélnyalkahartya szoveti
integritdsat, a sejtek vitalitdsat a sejtmorfologia megtartottsaga alapjan vizsgaltuk.
Degradacionak/elégtelen tulélésnek tekintettiik, ha a mintdban apoptézis vagy nekrozis jeleit
(kariopiknozis, kariorrhexis, kariolizis, hipereosinofilia, sejtmembran szétesése) észleltiik,
vagy a sejtek az alaphartyatol elvaltak; ezek mértékét enyhe (1-5 sejtet érint6), kozepes (kisebb
sejtcsoportokat érintd) €s sulyos (a minta nagyobb teriileteit érintd) fokba soroltuk.

Az emlitett moédszerekkel €s kritériumok alapjan a biopsziavételt kovetden azonnal fixalt és
vizsgalt mintakban az epitelialis réteg, a lamina propria, a kriptak és a Szubmukoza szerkezete
megtartott volt (19. abra). Az inkubacios id6 névekedésével az enterocitak és a kriptahamsejtek
degenerativ elvaltozasai fokozatosan kifejezettebbé valtak. 9 oras inkubécios i1ddig az
enterocitak és a kriptak jelentGs része még azonosithatd és szerkezetileg értékelhetd maradt.
Ezutan, 12 o6ras inkubaciot kovetden, az enterocitak szama jelentésen csokkent (denudatiot

lattunk), és a kriptahamsejtek levalasa is megfigyelhet6 volt.
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19. abra: A kutya duodénum mintak korszovettani értékelése soran latott kép a mintavételt kovetd
azonnali (0 oras) fixalas — a szOveti szerkezet megtartott, az enterocytak kuboidalisak, egy rétegben
vonjak be a belet, nem lathatok vakuolizacié vagy degradacio jelei. Hematoxilin-eozin festés, 200%
nagyitas (bar=100 pm).

7.5.2. Sejtéletképesség vizsgalata az idé fiiggvényében

A vékonybél explantitum tenyészetek esetében az inkubdciés id6 eldrehaladtaval a
feliilluszoban kimutathaté LDH mennyisége fokozatos ndvekedést mutatott, amely 12 ora
elteltével megkozelitdleg az 1,5-szeresére emelkedett a kiindulasi értékhez képest. Bar az LDH-
értekek atlagai az 1d6 fliggvényében novekedést mutattak, azonban a kiindulési értékekhez
viszonyitva egyik csoportban sem volt megfigyelhetd statisztikailag szignifikans eltérés. Az
eredmények relativ formaban keriiltek kifejezésre, ahol a kiindulasi értéket 100%-nak

tekintettilk, és a tovabbi idépontokban mért abszorbanciaértékeket ehhez viszonyitva,

szazalékos aranyban adtuk meg (20. abra).

76



190

170

150 /

130

110

90

LDH aktivitas (kontroll%)

70

50
1h 3h 6h 9h 12h

20. abra: A feliiluszoéban mért LDH-aktivitas idébeli alakulasa vékonybél explantatum tenyészetekben.

7.5.3. Sejtéletképesség és metabolikus aktivitas vizsgalata

A Kkvercetin, luteolin és GSOP 50 pg/ml koncentracioban torténé alkalmazasa jelentGsen
fokozta a primer kutya duodénum explantatumok metabolikus aktivitasat (p < 0,05) a CCK-8
vizsgalat alapjan a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest (21. édbra). Tovabba, az LDH mérés
eredménye szerint egyik vizsgalt vegyiilet sem okozott jelentds sejtkarosodast az alkalmazott
koncentracioban a kontrollhoz viszonyitva (22. abra). Az eredmények alapjan a kvercetin,

luteolin, GSOP, valamint az LPS-kezelések is jol toleralhatok az in vitro modellben.
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21. 4bra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasanak vizsgalata a metabolikus aktivitasra duodénum
explantatum-kultaraban CCK-8 vizsgalattal. Az eredmények atlagértékként keriilnek bemutatasra, a
hozzajuk tartozé szorassal egyiitt. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 6/csoport).
K: kontroll; E10: E. coli LPS 10 pg/ml; S10: S. Enteritidis LPS 10 pg/ml; Q25, Q50: kvercetin 25 és 50
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pg/ml; L25, L50: luteolin 25 és 50 pg/ml; P25, P50: GSOP 25 és 50 ug/mL. Szignifikancia felé mutato
tendencia: # p < 0,1; szignifikans kiilonbség: * p < 0,05 a kontrollcsoporthoz képest.
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22. abra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasanak vizsgalata a citotoxicitasra duodénum explantatum-
kulturaban LDH vizsgalattal. Az eredmények atlagértékként keriilnek bemutatasra, a hozzajuk tartozo
szorassal egyiitt. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 6/csoport). K: kontroll; E10:
E. coli LPS 10 pg/ml; S10: S. Enteritidis LPS 10 pg/mL; Q25, Q50: kvercetin 25 és 50 ug/ml; L25, L50:
luteolin 25 és 50 pg/ml; P25, P50: GSOP 25 és 50 ug/ml.

7.5.4. Intracellularis ROS mérése

A duodénum explantatum-kulturaban a kvercetin (50 ug/ml), a luteolin (25 és 50 ug/ml) és a
GSOP (25 és 50 ug/ml) jelentésen csokkentette a bazalis ROS-szinteket a kontrollcsoporthoz
képest (23. abra (a)), mig az E. coli és S. Enteritidis eredetti LPS 10 pg/ml koncentracioban
jelentdsen novelte az intracellularis ROS-szintet (p < 0,001) a kontrollhoz viszonyitva. Az LPS
¢és flavonoid kombinadlt kezelések szignifikdns csokkenést (p < 0,001) eredményeztek az
intracellularis ROS-szintben az egyediil LPS-sel kezelt csoportokhoz képest. A fluoreszcencia

intenzitas értékeket a kontroll szazalékos értékeire konvertaltuk (23. abra (b) és (c)).
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23. abra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatdsa az intracellularis ROS-termelésre kutya duodénum
explantatum-kultarakban DCFH-DA probaval. Az eredmények atlagértékként keriilnek bemutatésra, a
hozzajuk tartozo szorassal egyiitt. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 3/csoport)
(a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin 25/50 ug/ml,
P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b) E. coli LPS + flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 pg/ml, E10+Q25/50,
E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 pg/ml,
S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. Szignifikancia felé mutatd tendencia: # p < 0,1; szignifikans
kiilonbség: * p < 0,05; *** p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest; *** p < 0,001 a megfelelé6 LPS-sel
kezelt csoportokhoz képest.

7.5.5. Extracellularis H2O2 mérése

A H0> felszabadulasat a duodénum explantatum-tenyészetek sejtfeliilisz6jabol mértiik az
LPS- és flavonoid-kezelések utan, akar onalléan, akar kombinacioban. A luteolin kezelés
szignifikansan csokkentette (p < 0,05) a H202-szinteket, mig a kvercetin és a GSOP nem
okozott jelentds eltérést a kontrollhoz képest (24. abra (a)). Az egyediil LPS-sel torténd kezelés
nem emelte statisztikailag szignifikansan a HoO2-szinteket. Azonban az E. coli LPS és luteolin
kombindlt kezelése jelentds csokkenést (p < 0,01) eredményezett az extracellularis H20--
szintben (24. abra (b)). Még kifejezettebb csokkenést figyeltek meg (p <0,001) a S. Enteritidis

LPS és luteolin egyiittes kezelés esetén (24. abra (C)).
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24, 4bra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasa az extracellularis H,O-szintre kutya duodénum
explantatum-kultarakban, Amplex Red probaval mérve. Az eredmények atlagértékként keriilnek
bemutatasra, a hozzajuk tartozo szérassal egyiitt. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra
(n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin
25/50 pug/ml, P25/50: GSOP 25/50 ug/ml. (b) E. coli LPS =+ flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 pg/ml,
E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1
ug/ml, S10+Q25/50, S10+L.25/50, S10+P25/50. Szignifikans kiilonbség: * p < 0,05 a kontrollcsoporthoz
képest; ** p < 0,01; *** p < 0,001 a megfeleldo LPS-sel kezelt csoportokhoz képest.

7.5.6. Reaktiv nitrogén szarmazékok mérése

A duodénum explantatum-kultarak nitrogén-monoxid (NO) szintjét, mint az RNS-termelés
indikatorat, a kezelést kovetéen mértiik. A GSOP 50 pg/ml koncentracioban szignifikansan
csokkentette (p < 0,01) az RNS-szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest (25. abra (a)). E. coli
LPS-stimulacio mellett a GSOP mind 25 pg/ml, mind 50 pg/ml koncentracioban jelentds
csokkenést (p < 0,01) eredményezett az RNS-szintekben a megfelelé LPS-sel kezelt
csoportokhoz viszonyitva (25. abra (b)). Ezzel szemben a Salmonella LPS-sel stimulalt
explantatumokban csak a legnagyobb GSOP koncentracio (50 ug/ml) esetén figyeltek meg
szignifikans csokkenést (p < 0,05) az RNS-szintekben a megfeleldé LPS-sel kezelt
kontrollokhoz képest (25. abra (c)). A duodénum explantatum-kultirakban a kvercetin és a
luteolin nem csokkentette a nitrogén-monoxid szintet sem 6nmagaban a kezeletlen kontrollhoz

képest, sem pedig E. coli vagy a Salmonella LPS-sel stimulalt kontrollokhoz képest (25. abra
(a, b, c)).
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25. abra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasa az extracellularis RNS-szintre kutya duodénum
explantatum-kultrakban, Griess-reakcioval mérve. Az eredmények atlagértékként Kkeriilnek
bemutatasra, a hozzajuk tartozo szérassal egyiitt. A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra
(n = 3/csoport(a) Kontroll és flavonoidok K: kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin
25/50 pug/ml, P25/50: GSOP 25/50 ug/ml. (b) E. coli LPS =+ flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 pg/ml,
E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S. Enteritidis LPS + flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1
pg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50. Szignifikans kiilonbség: ** p < 0,01 a
kontrollcsoporthoz képest; * p < 0,05; ** p < 0,01 a megfelelé LPS-sel kezelt csoportokhoz képest.
7.5.7. TNF-a és IL-6 mérése

A TNF-a szintjét a kutya duodendlis explantaitumok proinflammatorikus valaszanak
értékelésére mértiilk az LPS- és flavonoid-kezelések, onalléan vagy kombinacidoban torténd
alkalmazasat kovetéen. Sem a kvercetin, sem a luteolin, sem a GSOP 6nmagaban nem
valtoztatta jelent6sen a TNF-a szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest (26. abra (a)). Az E.
coli LPS-stimulacio enyhén novelte a TNF-a termelést, jelezve a gyulladasos valaszt (p < 0,1).
Azonbana harom koziil barmelyik flavonoid az E. coli LPS-sel egyiitt alkalmazva, kiilondsen
50 pg/ml koncentracioban, szignifikansan csokkentette az LPS-indukalt TNF-a felszabadulast
(p <0,001) (26. abra (b)). Az S. Enteritidis LPS nem okozott szignifikans novekedést a TNF-a
szekrécioban. A kvercetinnel és luteolinnal kezelt csoportokban a TNF-a szintek azonban
jelentésen csokkentek a S. Enteritidis LPS-sel kezelt csoporthoz képest (p < 0,01),

demonstralva az antiinflammatorikus potencialjukat endotoxin-indukalt stressz koriilmények

kozott (26. abra (C)).
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26. abra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasa a TNF-a termelésére kutya duodénum explantatum-
kultarakban. Az eredmények atlagértékként keriilnek bemutatésra, a hozzajuk tartozo szoérdssal egyiitt.
A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K:
kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L25/50: luteolin 25/50 pg/ml, P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b)
E. coli LPS =+ flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 pg/ml, E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S.
Enteritidis LPS + flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 pg/ml, S10+Q25/50, S10+L.25/50, S10+P25/50.
Szignifikancia felé mutato tendencia: # p < 0,1; szignifikans kiilonbségek a kontrollcsoporthoz képest.
**p <0,01; *** p <0,001 a megfeleld LPS-sel kezelt csoportokhoz képest.

Az explantaitumok gyulladasos profiljanak tovabbi értékelésére az IL-6 termelést is
meghataroztuk. Mind a kvercetin, mind a luteolin 25 pg/ml koncentracidban alkalmazva
jelentésen csokkentette (p < 0,05; p < 0,01) az IL-6 szinteket a kezeletlen kontrollhoz képest
(27. abra (a)). Az E. coli LPS kezelés szignifikansan novelte (p < 0,05) az IL-6 termelést a
kontrollhoz viszonyitva (27. abra (b)). Azonban az LPS-sel és flavonoiddal egylittesen kezelt
explantaitumokban egyik flavonoid-kezelés sem eredményezett szignifikans valtozast az IL-6

koncentraciokban a megfelelé LPS-sel kezelt csoportokhoz képest (27. abra (a) és (b)).
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27. abra: Az LPS- és flavonoid kezelések hatasa az IL-6 termelésére kutya duodénum explantatum-
kultarakban. Az eredmények atlagértékként keriilnek bemutatasra, a hozzajuk tartozé szorassal egyiitt.
A kontrollcsoport atlaga 100%-ként keriilt megadasra (n = 3/csoport). (a) Kontroll és flavonoidok K:
kontroll, Q25/50: kvercetin 25/50 pg/ml, L.25/50: luteolin 25/50 pg/ml, P25/50: GSOP 25/50 pg/ml. (b)
E. coli LPS =+ flavonoidok: E10: E. coli LPS 1 pg/ml, E10+Q25/50, E10+L25/50, E1+P25/50. (c) S.
Enteritidis LPS =+ flavonoidok: S10: S. enteritidis LPS 1 pg/ml, S10+Q25/50, S10+L25/50, S10+P25/50.
Szignifikans kiilonbségek: * p < 0,05; *** p < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest.
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8. Diszkusszio

A kutyak kronikus gyulladasos enteropatiai heterogén patogenezisii, tartoés gyulladassal jard
korképek, amelyek kialakulasaban és fennmaraddsaban a bélbarrier integritdsanak karosodésa
meghatarozo6 szerepet jatszik. Bar e betegségek részletes patomechanizmusa az irodalomban
sz¢éles korben targyalt, egyre tobb adat utal arra, hogy a nyalkahartya immunvalasz zavara és a
mikrobialis egyensuly felborulasa egyiittesen jarul hozza a gyulladas perzisztalasahoz [37]. A
diszbiozis kovetkeztében megndvekedhet bizonyos fakultativ patogének, koztiik az E. coli
aranya, amely a barrierfunkcié sériilésével egyiitt elOsegitheti bakterialis komponensek,
els6sorban LPS-ek szisztémas keringésbe jutasat. A fokozott bélpermeabilitas kovetkeztében
kialakul6 endotoxémia tovabb erdsitheti a gyulladasos folyamatokat. Az LPS altal aktivalt
jelatviteli utak fokozott ROS- és RNS-termeléssel, gyulladasos mediatorok felszabadulasaval
¢s mitokondridlis diszfunkcidéval jarnak, ami lokdlisan a bélhamsejtek karosodasat,
szisztémasan pedig oxidativ stressz és enyhe fokt gyulladas kialakulasat eredményezheti [57].
fgy a kronikus gyulladasos enteropatia nem csupan lokalis nyélkahartya-gyulladasként
értelmezhetd, hanem potencialisan szisztémas kovetkezményekkel is jard allapotként. A
jelenlegi terapias megkozelités elsdsorban diétas intervenciora, a bél mikrobiom modulélasra,
valamint sziikség esetén immunmodulalé vagy immunszuppressziv kezelésre épiil [37,53].
Ugyanakkor a tartds gyulladas €s az oxidativ stressz egyidejli jelenléte indokolttd teszi olyan
kiegészitd stratégidk vizsgalatat, amelyek a barrierfunkcido tdmogatasan és a gyulladas
modulalasan keresztiil tobb patomechanikai ponton avatkozhatnak be [42]. Ebben az
Osszefiiggésben a novényi eredetii flavonoidok — mint a kvercetin, a luteolin és a GSOP —
kiilonos figyelmet érdemelnek. E vegyliletek jol ismert antioxidans és gyulladascsokkentd
tulajdonsagokkal rendelkeznek, tovabba képesek befolydsolni az LPS-indukalt jelatviteli
folyamatokat. Hatdsuk révén potencidlisan  mérsékelhetik egyrészt a  lokalis
bélhamkarosodassal és oxidativ stresszel jard folyamatokat, masrészt a szisztémas endotoxin-
terhelés kovetkeztében kialakuld gyulladasos és redoxegyenstly-zavarokat [85]. Mindezek
alapjan a flavonoidok nem a standard terdpia helyettesitdiként, hanem annak kiegészitdiként
értelmezhetdk a CIE komplex kezelésében.

PhD kutatdsom sordn el0szor a szisztémas immunvalasz modellezésére periférias
fehérvérsejtekbdl allo modellt alkalmaztunk. A tenyészeteken az endotoxin-terhelést idéztiik
eld, lehetové téve az oxidativ stresszhez és gyulladasos folyamatokhoz kapcsolodoé sejtvalaszok
in vitro vizsgalatat. Els6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a kivalasztott flavonoidok és az LPS-ek

okoznak-e valtozast a sejtkulturak életképességében. Eredményeink alapjan a kvercetinnel
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végzett kezelések (25 és 50 ug/ml) szignifikansan novelték a sejtek metabolikus aktivitasat.
Hasonlo citoprotektiv hatast tobb sejttipusban is leirtak kordbban. Példaul kvercetin
jelenlétében oxidativ stressznek kitett enterocitadkban csokkent az apoptdzis és nétt a sejtek
¢letképessége, ami részben a redox-homeosztazis javulasaval és az antioxidans védekezés
aktivalasdval magyarazhatd. A jelenség hatterében tobbek kozott a Nrf2 jelatviteli utvonal
aktivacioja allhat, amely fokozza az antioxiddns enzimek expresszidjat €s hozzajarul a sejtek
oxidativ karosodassal szembeni védelméhez [176]. Fontos azonban figyelembe venni, hogy a
metabolikus aktivitast méré assay-k — példaul a CCK-8 médszer — elsésorban a sejtek redox-
¢s mitokondrialis aktivitasat tiikkrozik, igy az ilyen tipust valtozasok nem feltétleniil jelentenek
sejtszamnovekedést vagy proliferaciot, hanem a sejtek metabolikus allapotanak modosulasat is
jelezhetik [177]. Ennek megfelelden a kvercetin altal kivaltott metabolikus aktivitas-novekedés
hatterében a sejtek antioxidans statuszanak javulasa és a redox-homeosztazis modulacioja is
allhat. Ezzel szemben a luteolin a PBMC-kulttrakesetében szignifikans metabolikus aktivitas
csokkenést valtott ki mind 25, mind 50 ug/ml koncentracio alkalmazasakor. A luteolin
metabolikus aktivitast csokkentd hatasat primer hepatocita kultrakban is megfigyelték
16 ug/ml koncentracié esetében a CCK-8 assay alkalmazasakor [178]. Bar a luteolin
csOkkentette a metabolikus aktivitast, ez nem feltétleniil jelez sejtpusztulast, és mivel az LDH-
aktivitas mérése nem mutatott novekedést a kontrollhoz képest, biztonsadggal alkalmaztuk a
tovabbi vizsgalatokban. A luteolin esetében megfigyelt metabolikus aktivitas csokkenés
Osszhangban 4all mas tanulméanyokkal is, amelyek szerint ez a flavonoid képes gatolni
gyulladdsos sejtek metabolikus és jelatviteli folyamatait, példaul az NF-xB és MAPK
utvonalakat, ami a gyulladasos mediatorok termelésének csokkenésével jar [179]. Az ilyen
jellegli immunmoduladlé hatds gyakran egyiitt jar a sejtek metabolikus aktivitdsanak
mérséklddésével anélkiil, hogy kozvetlen citotoxikus hatas jelentkezne. Ennek megfelelden az
LDH-felszabadulas hidnya arra utal, hogy a luteolin altal kivaltott valtozas inkébb funkcionalis
vagy metabolikus modulaciot, mintsem sejtkarosodast tiikr6z [180]. Ismert, hogy a flavonoidok
¢s mas antioxidans vegyiiletek nemcsak antioxidans, hanem prooxidans hatéssal is
rendelkezhetnek, amely a koncentraciotol és a kornyezeti ROS-statusztol fiiggden nyilvanul
meg [181]. Szamos tanulmany ramutatott arra, hogy a polifenolok bizonyos koriilmények
kozott — példaul nagy koncentracioban — ROS képzddését is eldsegithetik, igy prooxidans hatéast
fejthetnek ki [182]. Ezzel szemben kisebb koncentraciokban ezek a vegyiiletek jellemzben
antioxidans aktivitast mutatnak, amely tobb mechanizmuson keresztiil valésulhat meg, példaul
a szabadgyokok kozvetlen semlegesitésével, a redox-érzékeny jelatviteli utak modulélaséaval,

illetve az endogén antioxidans rendszerek aktivalasaval [183]. Vizsgalatainkban a kvercetin, a
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luteolin és a GSOP alkalmazott koncentracioi (25 és 50 pg/ml) szignifikansan csokkentették az
LPS altal indukalt ROS-szintet, igy kizardlag antioxidans hatasuk érvényesiilt. Hasonlo
eredményekrdl szamoltak be mas tanulmanyok is, amelyekben a kvercetin és a luteolin képes
volt mérsékelni az LPS-indukalt oxidativ stresszt kiilonb6z6é immunsejt-modellekben az
intracellularis ROS-szint csokkentésével. A GSOP antioxidans hatdsat szintén széles korben
dokumentaltak. Ezek a vegyiiletek hatékonyan képesek semlegesiteni a ROS-t, valamint
gatoljak az oxidativ stressz altal aktivalt gyulladasos jelatviteli Gtvonalakat [92,184,185].
Eredményeink tehat 6sszhangban allnak a szakirodalomban leirtakkal, miszerint a flavonoidok
megfeleld koncentraciotartomanyban hatékonyan képesek csokkenteni az LPS altal indukalt
oxidativ  stresszt immunsejtekben, ami hozzajarulhat gyulladascsokkentd hatasuk
kialakuldséhoz.

Amennyiben a PBMC-ket poliklonalis aktivatorokkal stimulaljuk, kiilonb6z6 citokineket és
aktivacios markereket termelnek. Az endotoxémia modelljeként alkalmazott PBMC-k esetében
a végsO kovetkeztetések levonasakor figyelembe kell venni, hogy ezek a véreredetii sejtek
kiilonboznek az intesztinalis szovetbdl szarmazd sejtektél, valamint in vitro koriilmények
kozott hianyzik a fiziologias kornyezeti stimulacio [62]. A PBMC-k alkalmasak a gyulladas
soran aktivalodo citokinek, példaul a TNF-a és az IL-17 azonositasara [128], igy
felhasznalhatok az endotoxin altal kivaltott folyamatok vizsgalatara. A TNF-a egy gyulladast
serkentd citokin, amely kozponti szerepet jatszik a szisztémds gyulladdsos valasz
szabalyozéasaban, és elsdsorban a makrofagok termelik. Vizsgélatunkban mindkét LPS altal
kivaltott TNF-a emelkedést szignifikansan csokkentette a kvercetin 50 pg/ml koncentracioban,
illetve a luteolin 25 és 50 pg/ml koncentracioban, ami dsszhangban van az irodalmi adatokkal.
A Hippophaé rhamnoides (homoktovis) példaul tobbek kozott kvercetint is tartalmaz. A
szervezetben a kvercetin csokkenti a gyulladdsos mediatorok és citokinek — igy a TNF-a és az
IL-6 — hatasat, ezaltal gyulladascsokkent6 és tumorellenes hatast fejt ki [60]. A ndvényi kivonat
képes mérsékelni a TNF-a szekrécigjat PBMC- és PMN-sejtekben [186]. A luteolin
csokkentette a CD4+ IL-4-et szekretalo sejtek szamat PBMC-kulturakban [187]. Emellett E.
coli 026:B6 LPS-sel stimulalt RAW 264.7 makrofag sejtvonalon a luteolin és a kvercetin
gatolta a TNF-a és az IL-6 szekréciojat [188], tovabba a forbol-12-mirisztat-13-acetat altal
kivaltott TNF-a termelés csokkenését kvercetin hatdsdra primer loeredetli fehérvérsejt-
kultarakban is kimutattak [189]. Bar a mi vizsgalataink soran a GSOP mindkét alkalmazott

koncentracidban csokkentette az intracellularis ROS-szintet, a 25 pg/ml koncentracios
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koncentraci6 fiiggd modon. E tulajdonsdguk miatt nemkivantos hatasokat is kivalthatnak, és
oxidativ karosodast okozhatnak [181]. A GSOP prooxidans hatasa nemcsak a koncentraciotol,
hanem az alkalmazas id6tartamatodl is fligghet. Mas esetekben, amikor a GSOP-t egyéb étrendi
komponensekkel kombinalva alkalmazzak, azok képesek lehetnek az antioxidans/prooxidans
aktivitas mérséklésére [190]. A proantocianidinek kisebb frakcioi (monomer—tetramer)
csokkentették a fitohemaglutininnel aktivalt sejtek IL-1B expresszidjat, mig a nagyobb
oligomerek (pentamer—dekamer) novelték azt. Ez alapjan a frakciok mérete is befolyasolhatja
a gyulladasos folyamatokat [189]. Egy masik vizsgalatban a proantocianidin kezelés 25 pg/ml
koncentracioban szignifikansan csokkentette az IL-1B, IL-6 és TNF-a szintjét a kontrollhoz
képest, sertés PBMC-kben, 4 o6raval E. coli O111:B4 LPS kezelést kovetéen [191]. Az eltérd
eredmények oka lehet az allatfajok kozotti kiilonbség vagy a mintavétel idépontja. Ugyanakkor
a TNF-a jelentds hatassal van mas citokinek, példdul az IL-10 termelésére is, ezért
feltételezhetd, hogy a TNF-a szint valtozasa mas citokinek szintjének mdodosuldsat is maga utan
vonja [192].

A flavonoidok in vitro hatasait szamos egyrétegii sejtkultiran vizsgaltak. Intesztinalis epitél
sejtekben a kvercetin csokkentette a ROS- és 1L-6-szintet IPEC-J2 sejtekben [193], tovabba
csokkentette az IL-2 termelést [194], valamint gatolta a TLR2-NF-kB jelatviteli Gtvonalat
human PBMC-kben [195]. A luteolin és a GSOP antioxidans és antibakterialis hatasat szintén
igazoltak IPEC-J2 sejtekben [171]. A GSOP hozzajarulhat az intesztinalis egészség
fenntartasahoz és a kutyak IBD-jének kezeléséhez a bélmikrobiom és az epesav-anyagcsere
befolyasolasan keresztiil [108]. Bar a flavonoidok rossz biohasznosulasa korlatozhatja az in
vivo hatékonysagukat, szamos kutatas folyik felszivodasuk és eloszlasuk javitasa érdekében
[196]. Ezt a gyenge hasznosulast nanorészecskék alkalmazasa is javithatja [197], ugyanakkor
az is elképzelhetd, hogy lokalis, bélben kifejtett hatasuk 6nmagaban is elegendd pozitiv hatassal
bir, és kozvetetten, a bélrendszer megfeleld egészségi allapotan keresztiil hatva
befolyasolhatjak a szisztémas egészségi allapotot.

Az el6z6 modellhez képest a kovetkezd kisérletsorozatban az endotoxémia komplexebb
megkozelitésére torekedtiink: az LPS helyett baktériumokat alkalmaztunk stimulusként, és tobb
oxidativ stresszparaméter egyidejii mérésével kivantuk jobban alatdmasztani a flavonoidok
antioxidans és immunmoduldlo hatdsait endotoxémids kdrnyezetben, valamint meghataroztuk
a vizsgalt vegyiiletek MIC és MPC koncentracioit a felhasznalt E. coli torzsekkel szemben. A
masodik kisérletsorozat tervezésekor modszertani megfontolasok alapjan modositottuk a
sejttipusok korét, és a tovabbiakban kizarolag PBMCsejteket alkalmaztunk. A PMN-sejtek

izolalasa technikailag lényegesen nagyobb kihivast jelentett, mivel a vorosvérsejtektdl torténd
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elvalasztasuk nem volt kell6en hatékony. A vorosvérsejt-lizalasi 1épések, valamint az ismételt
centrifugalasok kovetkeztében szdmottevd sejtéletképesség-csokkenést tapasztaltunk, tovabba
a sejtek Osszetapadasa miatt a kiindulasi sejtszdm is alacsonyabbnak bizonyult a vartnal.
Emellett az LPS-stimulacio hatasara nem észleltiink szignifikans ROS-szint emelkedést, és a
PMN-sejtek feliilusz6jabol a TNF-a koncentracio sem volt detektalhatd. Mindezen technikai és
funkcionalis megfontolasok alapjan a tovabbi vizsgalatokat kizarolag PBMC-sejteken végeztiik
el, amelyek stabilabb és reprodukalhatobb kisérleti modellt biztositottak az immunoldgiai és
oxidativ stresszparaméterek értékeléséhez. A bakteridlis kezelések sejtes metabolikus
aktivitasra és citotoxicitasra gyakorolt hatasat els6 1épésben LDH assay és CCK-8 Kit
alkalmazasaval vizsgaltuk, annak igazoldsara, hogy egyik kezelés sem okozott szignifikans
citotoxicitast. Ennek kiemelt jelentdsége van, mivel nem citotoxikus koriilmények kozott az
észlelt ROS-valtozasok nagyobb valdszintiséggel tiikkrozik a szabalyozott redox jelatvitelt és az
immunaktivacidt, mintsem a sejtek életképességének csdkkenésébdl fakadd nem specifikus
oxidativ karosodast. A kisérletek soran harom kiilonbozé E. coli torzset alkalmaztunk, és a
sejteket harom eltéré inkubacids id6tartamon keresztiil (1, 5 és 24 6ra) inkubaltuk veliik. A
baktériumokat tobbféle formdban is vizsgaltuk: él6 baktériumként, 0,5 pg/ml enrofloxacinnal
kiegészitve, valamint hdkezelt forméban. Az eredmények alapjan sem a vizsgalt
baktériumtdrzsek, sem az inkubacids idétartamok, sem pedig a kiilonb6z6 kezelési médok nem
voltak Osszefiiggésbe hozhatok a PBMC-k életképességének csokkenésével. A baktériumok és
immunsejtek kozotti kolesonhatasok sordn a sejtek életképességének megdrzése nem meglepd,
mivel szdmos tanulmany kimutatta, hogy a baktériumokkal torténd rovid idejii inkubécio
elsésorban az immunsejtek aktivacidjat és citokin-termelését valtja ki, mikdzben a sejtek
¢letképessége nem csokken. Példaul kimutattak, hogy E. coli jelenlétében a monocitak és
makrofagok képesek fenntartani életképességiiket, mikdzben aktivaljak az immunvalaszhoz
kapcsolodd  jelatviteli utvonalakat, példaul az NF-kB jelatvitelt [198]. Hasonlo
megfigyelésekrdl szamoltak be mas PBMC-modellekben is, ahol bakterialis komponensekkel
torténd stimulacio elsésorban gyulladasos mediatorok termel6édését és immunsejt-aktivaciot
valtott ki, mikozben a sejtek metabolikus aktivitisa és életképessége nem valtozott
szamottevoen [199]. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a baktériumok €s eukariota sejtek
kozotti egyiitttenyésztés soran az inkubécios id6 kritikus tényezd lehet. Eldzetes kisérleteink
soran megfigyeltiik, hogy amennyiben az €16 E. coli baktériumokat 24 6ran keresztiil inkubaltuk
antibiotikum jelenléte nélkiil, a baktériumok intenziv szaporodasa kovetkeztében a kultiraban
gyorsan talszaporodtak, ami végiil a PBMC-k ¢életképességének teljes elvesztéséhez vezetett.

Ennek megfeleléen a tovabbi vizsgalatok sordn a 24 6ras inkubacios id6 esetében az €l
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baktériumokat Onmagukban mar nem alkalmaztuk, hanem kizarolag antibiotikummal
kiegészitett vagy hokezelt formaban vizsgaltuk. Osszességében eredményeink arra utalnak,
hogy az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott az E. coli torzsekkel végzett rovid ideji
inkubaci6 nem befolyésolta kozvetleniil a PBMC-k életképességét, ami lehetové tette a
baktérium-indukalt immunvalasz tovabbi vizsgalatat anélkiil, hogy jelentds citotoxikus hatas
torzitotta volna az eredményeket. Ezt kovetden meghataroztuk az intracellularis ROS-szinteket
E. coli-val kezelt PBMC-kben. A kontrollhoz képest szignifikans ROS-novekedést kizardlag a
24 ¢oras inkubacid soran, az enrofloxacinnal kezelt 863-as izolatummal kombinalt kezelés
valtott ki, mig a révidebb inkubaciés idok gyakran a ROS-szint csokkenésével jartak. Ennek
egyik lehetséges magyardzata egy bifazisos mintazat, amely egy korai csokkenést, majd egy
késobbi emelkedést foglal magaban. Ez a jelenség értelmezhetd egy kezdeti adaptiv valaszként
— amely gyakran az Nrf2-hez tarsuld citoprotektiv mechanizmusokkal és a peroxid
detoxifikacio fokozodasaval hozhato Osszefiiggésbe —, amely atmenetileg tompitja az oxidativ
jelatviteleket, majd egy késébbi proinflammatorikus amplifikacios fazisként, amelyben az NF-
kB/MAPK Aaltal vezérelt aktivacio és a NOX- illetve mitokondridlis ROS-termelés fokozddasa
a redoxegyensulyt a tobb ROS iranyaba tolja el [200]. Hasonl6 id6fiiggd redox valaszokat irtak
le mikrobialis stimulusnak kitett immunsejtek esetében is, ahol a korai antioxiddns adaptaciot
oxidativ jelatviteli utvonalak aktivalodasa koveti [201]. Ez az id6beli eltolodas nagy
valdszinliséggel a gazda—korokozo interakci6 adaptiv fazisabol a proinflammatorikus fazisba
valé atmenetet tiikrozi. Az a megfigyelés, miszerint kizarolag az enrofloxacinnal kezelt E. coli
valtott ki szignifikans intracellularis ROS-névekedést PBMC-kben, 6sszhangban van azzal a
ténnyel, hogy a baktericid antibiotikumok jelent6s oxidativ stresszt indukalnak magukban a
baktériumokban. A fluorokinolonok moédositjdk a DNS-térszerkezetet és megzavarjak a
kozponti anyagcsere-folyamatokat [202]. Kovetkezésképpen az antibiotikum-stressznek kitett
baktériumokkal érintkez6 PBMC-k gazdagabb immunstimuldlo jelrepertoarral taldlkoznak,
mint a héinaktivalt baktériumok esetében, ahol a strukturalis patogénasszocialt molekularis
mintazatok (PAMP) nagyrészt denaturalodnak vagy aggregalodnak, igy kevésbé hatékonyak a
ROS-termelés kivaltasdban. A 24 o6rds koinkubacié soran az antibiotikummal kezelt
baktériumok folyamatosan bocsathatnak ki stresszhez tarsulé molekulakat, fenntartva az
immunaktivaciot, mig a hdinaktivalt baktériumok inertté valnak. Emellett egyes tanulmanyok
szerint a baktericid antibiotikumok az emlGds sejtekben is indukalhatnak mitokondrialis ROS-
termelést, ami tovabb erdsitheti a gazdaszervezet oxidativ valaszat [203]. Az extracellularis
H20,-szinteket is monitoroztuk kisérleteink soran, és ezek eltér6 mintazatot mutatottak. Az ot
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mennyiségében, azonban 24 éra utan ez az atmeneti névekedés a legtobb kezelésnél megsziint,
kivéve a 863-as, antibiotikummal kezelt torzset, ahol megkozelitéleg 1,5-szeres emelkedés volt
észlelhetd a kontrollhoz képest. A bakterialis komponensek altal kivaltott ROS-termelés jol
ismert jelenség az immunsejtek aktivacioja soran. Gram-negativ baktériumok, koztiik E. coli
jelenléte aktivalhatja a velesziiletett immunvalasz kulcsfontossag jelatviteli Utvonalait,
amelyek tobbek kozott a NADPH-oxiddz rendszer aktivaciojdhoz és ezt kovetden ROS
képzddéséhez vezetnek. Ez a folyamat az immunsejtek egyik alapvetd mikrobaellenes
mechanizmusa, amely a patogének eliminaciojaban jatszik szerepet [204,205]. Korabbi
vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a bakterialis LPS és mas mikrobialis molekulék révid idén
beliil képesek ROS-termelést indukalni monocitdkban és makrofagokban, ami gyakran a sejtek
aktivaciojanak korai fazisaban jelentkezik. Eredményeinkkel dsszhangban tobb tanulmény is
beszamolt arrdl, hogy a ROS-termelés 1d6fliggd folyamat: a stimulaciot kdvetd korai fazisban
— altalaban néhany 6rdn beliil — kifejezettebb oxidativ véalasz figyelhetd meg, amely késdbb
fokozatosan mérséklddhet [206]. Ennek egyik oka az lehet, hogy a sejtek az aktivaciot kovetden
adaptiv antioxidans valaszokat inditanak el, példaul novelik a katalaz, a glutation-peroxidaz és
mas antioxidans enzimek expresszidjat, amelyek hatékonyan képesek lebontani a H2O.-t. Az a
megfigyelés, hogy a 863-as torzs antibiotikummal kezelt formdja esetében 24 oOra utdn is
fennmaradt az emelkedett H2O2-szint, arra utalhat, hogy a baktériumok elpusztulasa soran
felszabaduld sejtfal-komponensek vagy egyéb mikrobidlis mintazatfelismeré molekuldk
tartdsabb immunstimuldciot valthatnak ki. Kordbbi tanulmanyok kimutattdk, hogy az
antibiotikumok hatdsara szétes§ Gram-negativ baktériumokbol felszabadulé endotoxinok és
mas strukturdk tovabbra is képesek aktivalni az immunsejteket €s oxidativ valaszt kivaltani
[207]. Ez a torzs nemcsak az intracellularis ROS és az extracellularis H2O2 mennyiségét novelte
a PBMC tenyészeten, hanem egyuttal szignifikans RNS szint emelkedést is indukalt. Ezen a
kezelési tipuson kiviil csak az antibiotikummal kezelt 340-es torzs esetében volt kimutathatd az
RNS szintek szignifikdns novekedése, és mindkét esetben kizardlag a 24 6rés inkubacios 1dot
kovetden jelentkezett. A ROS és RNS termelés egyiittes novekedése jol ismert jelenség az
immunsejtek bakteridlis stimuldcidja soran. Gram-negativ baktériumok jelenléte — kiilondsen
az endotoxinokat tartalmaz¢ sejtfal-komponensek révén —aktivalja a velesziiletett immunvéalasz
jelatviteli ttvonalait, amelyek a NADPH-oxidaz rendszer aktivacigjahoz és ROS képzddéséhez
vezetnek. Ezzel parhuzamosan az immunsejtekben fokozodhat az indukalhaté nitrogén-
monoxid-szintaz (iNOS) expresszidja is, amely az NO ¢és egyéb RNS-ek termelését
eredményezi [208]. Az NO és a szuperoxid kdlcsonhatasa példaul peroxinitrit képzodéséhez

vezethet, amely erdsen reaktiv molekula, és jelentGs szerepet jatszik a mikroorganizmusok
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elleni védekezésben. Az a megfigyelés, hogy a reaktiv nitrogénszarmazékok szintjének
novekedése elsdsorban a 24 dras inkubaciot kovetden volt kimutathatd, dsszhangban all azzal,
hogy az iNOS expresszidja altalaban a bakterialis stimulacié késobbi fazisaban jelenik meg.
Mig a ROS-termelés gyakran mar a stimulacid korai szakaszdban megfigyelhetd, addig az
INOS génexpresszio €s az ebbdl kovetkezd NO-termelés kialakuldsa tobb orat igényel, ezért a
nitrogénszarmazékok emelkedése gyakran csak hosszabb inkubdciés idé utdn valik
detektalhatova [209]. Az antibiotikummal kezelt baktériumok esetében tapasztalt erdteljesebb
immunvalasz hatterében az allhat, hogy a baktériumok karosodasa vagy lizise soran nagyobb
mennyiségben szabadulhatnak fel olyan mikrobialis struktirak — példaul LPS-ek és egyéb
sejtfal-komponensek —, amelyek a mintazatfelismeré receptorokon keresztiil aktivaljak az
immunsejteket. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy antibiotikumok hatdsara a Gram-negativ
baktériumokbol felszabadul6 endotoxinok fokozhatjak az immunsejtek gyulladasos valaszat és
citokintermelését [210]. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az enrofloxacinnal kezelt 863-
as torzs erdteljesebb immunstimulalé hatdsa a baktériumokbdl felszabaduld mikrobialis
komponensek altal kivaltott fokozott immunaktivacioval magyarazhato. Mivel a TNF-a
szabalyozasa jellemzden az NF-kB utvonal késobbi elemeként torténik, és MAPK-fiiggd
mechanizmusok is befolydsoljak, a ROS- ¢és TNF-a-véltozasok parhuzamossaga
Osszeegyeztethetd redox-érzékeny gyulladasos jelatviteli utak aktivalodasaval [211].
Ugyanakkor a vizsgalt E. coli izolatumok koz6tt jelentds kiilonbségek mutatkoztak a TNF-a
indukcio tekintetében. A legtobb torzs a PBMC-kben mérhetd TNF-a-valasz fokozodasat idézte
eld, mig a 404-es izoldtum sem Onmagdban, sem enrofloxacinnal kombindlt 1 és 5 oras
inkubaci6 sordn nem ndvelte szignifikansan a citokin szintjét a kontrollhoz képest. A
szeptikémias eredetii E. coli torzsek kozott ismert a virulenciafaktorok és a felszini PAMP-ok
jelentds heterogenitdsa, amely a gazdasejtek immunvalaszat alapvetden meghatarozhatja.
Egyes E. coli izolatumok moédositott lipid A strukturaval rendelkezhetnek, amely csokkent
TLR4 affinitassal jar, igy gyengébb proinflammatorikus citokin valaszt valt ki a
monocita/makrofag populacioban [212]. Emellett a kapszularis poliszacharidok, illetve egyes
immunmodulalé virulenciafaktorok szintén képesek mérsékelni a gazdasejtek citokin valaszat.
Erdekes modon az oxidativ stressz markerek esetében a 404-es torzs nem kiiloniilt el markansan
a tobbi izolatumtol. Ez arra utal, hogy a redoxvalasz aktivacioja dnmagaban nem feltétleniil
elegendd a TNF-a expresszid fokozasahoz, €s a citokinvalasz mértékét inkabb a TLR-medialt
jelatvitel er6ssége vagy a bakterialis PAMP-profil hatarozhatja meg.

Az intracellularis ROS, az extracellularis H202, valamint a RNS és TNF-o szintjének

emelkedése arra utal, hogy az enrofloxacinnal kezelt 863-as torzs 24 oras kezelési ido mellett a
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vizsgalt PBMC modellben erételjesebb oxidativ stressz- és gyulladasos valaszt valtott ki, ezért
ez a kezelési tipus bizonyult a tovabbi kisérletekhez a legalkalmasabbnak. A kisérleti
céljainknak megfeleld baktériumtorzs kivalasztasat kovetéen a PBMC-ket kvercetinnel,
luteolinnal és sz6l6émag proantocianidinekkel kezeltiik 25 és 50 pg/ml koncentracioban E. coli
jelenlétében. Mindharom flavonoid mindkét koncentracioban szignifikansan csokkentette a
ROS- és TNF-a-szinteket az E. coli-val kezelt csoporthoz képest, a baktérium kezelés hatasara
emelkedett extracellularis RNS szinteket azonban nem befolyasoltak. Az extracellularis H2Oo-
szint a PBMC feliiluszokban vegyiiletspecifikus mintdzatot mutatott: a kvercetin €és a
proantocianidinek esetében emelkedést, a luteolin esetében csokkenést figyeltiink meg, annak
ellenére, hogy a 24 oras kezelés esetében egységesen csokkent az intracellularis ROS-szint. Ez
az eltérés magyarazhat6 azzal, hogy az Amplex Red assay soran tormaperoxidaz jelenléte is
szlikséges, €s a polifenolok — kiilondsen a kvercetin — jelentdsen interferalhatnak a HRP-alapu
fluoreszcens mérésekkel, ami a vegyiilet tipusatol és a koriilményektdl fliggben a H202
mennyiségének til- vagy alulbecsléshez vezethet. A luteolin hatasa dsszefiigghet az Nrf2-hez

tarsulod antioxidans kapacitas fokozasaval, mivel kimutattak, hogy eldsegiti az Nrf2 nuklearis

crer

[213].

Eredményeink 6sszességében azt mutatjak, hogy a kezelések befolyasoljak a bakterialis kezelés
soran a PBMC-k oxidativ és gyulladdsos valaszait, és kisérleti koriilményeink kozott
funkcionalis bizonyitékot szolgaltatnak a redox—gyulladas tengely mérséklésérol. Hasonlo
eredményeket irtak le human PBMC-modellekben E. coli LPS stimulacié mellett, ahol a
kvercetin és a luteolin szintén antioxidans és gyulladascsokkentd hatast fejtett ki [214]. Egér
reumatoid artritisz modellekben egyes flavonoid kezelések csokkentették az immunsejtek
gyulladasos faktor szekréciojat [215]. A jelen E. coli-val kezelt PBMC-modellben a kvercetin,
a luteolin és a sz6lémag proantocianidinek hasonlé modon csokkentették a ROS- és TNF-a-
szinteket. Bar kozvetlen, kutya PBMC-ken végzett adatok ezekkel a flavonoidokkal és mért
paraméterckkel korlatozott szamban allnak rendelkezésre, ismert, hogy a kutya PBMC-k
kifejezett gyulladasos citokinvalaszt — beleértve a TNF-a mennyiségének emelkedését — adnak
bakterialis ingerre, mint az LPS vagy a hdinaktivalt baktériumok, igy a TNF-o relevans
paraméternek tekinthetd ebben a fajban. Bar a jelatviteli itvonalak aktivaciojat kozvetleniil nem
mértiik, az NF-kB, MAPK és Nrf2/ARE utvonalak valészintileg kézponti szabalyozdelemei
lehetnek a megfigyelt ROS- és TNF-a-csokkenésnek. A jovoben célzott, itvonal-specifikus
vizsgalatok sziikségesek e jelatviteli mechanizmusok szerepének tisztazasara ebben a PBMC-
modellben [216].
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A MIC és MPC értekek meghatarozasa alapvetd fontossagi a flavonoidok antimikrobialis
potencialjanak kvantitativ értékeléséhez. Eredményeink arra utalnak, hogy a luteolin kisebb
koncentraciok esetén is antibakterialis aktivitast mutat. Korabbi E. coli in vitro modellekben a
kvercetint irtak le er0sebb bakterialis inhibitornak, mig a luteolin gyengébb aktivitast mutatott,
feltehetden szerkezeti kiilonbségeik miatt [217]. Ugyanakkor az antimikrobialis hatas er6sen
torzsfiiggd, és az eredmények az izolatum eredetétdl fiiggden eltérhetnek. A flavonoidok és az
enrofloxacin kozotti in vitro szinergizmus vizsgalatat is elvégeztiik, amely soran semleges
interakciot figyeltiink meg. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az enrofloxacinnal torténd
egylittes alkalmazas kisérletes koriilmények kozott nem ellenjavallt, és megalapozhatja a
jovobeli, adjuvans terapias megkozelitéseket szepszis esetén.

A két eltérd stimulacios modell dsszehasonlito értékelése céljabol elemeztiik az izolalt LPS,
illetve a teljes baktériummal torténd kezelés PBMC-sejtekben kivaltott oxidativ és gyulladasos
valaszait. A PBMC-sejteken végzett vizsgalatok soran az E. coli eredetii LPS-stimulacié a
kontrollhoz viszonyitva 1,4-szeres intracellularis ROS-szint emelkedést eredményezett. Ezzel
szemben az enrofloxacinnal kezelt E. coli baktériummal torténé stimulacio 1,75-szoros ROS-
novekedést idézett eld, amely jelentdsen meghaladta az LPS-kezelés hatasat. A gyulladasos
valasz markereként vizsgdlt TNF-o termelés esetében még kifejezettebb kiilonbséget
tapasztaltunk: mig az LPS-kezelés 3,5-szeres emelkedést okozott a kontrollhoz képest, addig a
teljes baktériummal torténd stimulacio 25-szorés TNF-o-szint novekedést valtott ki, amely
szignifikansan erdteljesebb gyulladasos valaszt jelentett az izolalt endotoxin alkalmazasahoz
viszonyitva. Eredményeink alapjan a komplex bakterialis stimul4dci6 — amely nem csupén az
LPS-komponenst, hanem a baktérium egyéb patogenitasi faktorait is magéaban foglalja —
markéansabb oxidativ és gyullad4sos valaszt indukal PBMC-sejtekben, igy megbizhatobb és a
fiziologias viszonyokat jobban tiikr6z6 modellt jelenthet az endotoxémias allapot in vitro
vizsgalatara. Fontos megfigyelés, hogy a flavonoidok ebben a fokozott gyulladasos és oxidativ
stressz kornyezetben is képesek voltak mind a ROS-szint, mind a TNF-a-termelés szignifikans
mérséklésére, tovabb erdsitve az antioxidans €s az immunmodulald hatasuk relevanciajat
komplexebb stimulacidés modellben is.

A harmadik kisérletes modellben a vizsgéalat fokuszat a szisztémas immunvalaszrol az
intesztinalis kornyezet felé helyeztiik at: a vékonybél gyulladasos folyamatait ex vivo kutya
duodénum explantatumokkal modelleztiik, ahol az LPS-sel indukalt gyulladas mellett
ismételten a flavonoidok antioxidans és immunmodulalé hatasait értékeltiik. A nativ mukozalis
architektiira megorzésével ez a kisérleti rendszer lehet6vé tette az epitelialis €s az immunsejtek

kozotti kdlesonhatasok vizsgalatat, amelyek kozvetlenil érintettek a kutya CIE patofiziologiaja
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szempontjabol [166]. Két kiillonboz6 Gram-negativ baktérium eredetii LPS alkalmazasa
kontrollalt gyulladasos valaszt valtott ki, amely lehetévé tette a flavonoidok hatasanak
értékelését a citokinfelszabadulas és a redox egyenstly vonatkozasaban. Az E. coli és a S.
Enteritidis eredetii LPS-t bakterialis gyulladas modellezésére hasznaltuk, mivel mindkét
korokozo gyakori tagja a kutya bélmikrobidtajanak, és endotoxinjaikon keresztiil kozponti
szerepet jatszanak a CIE patogenezisében. A biopszias uton nyert duodénum explantatumok
alkalmazésa validalt modell a immunvélaszok ¢és citokinexpresszid vizsgalatara kronikus
enteropatiaban szenvedé kutyak esetében, mivel ezek képesek patogénasszocialt molekularis
mintazatokra a TLR-rel 0sszefiiggd jelatvitelen €s citokinmodulacion keresztiil reagdlni, hiien
tilkrozve az in vivo gyulladasos mintazatokat [7,218]. Ezek az eredmények alatamasztjak azt a
hipotézist, hogy a flavonoidok képesek mérsékelni a CIE patogenezisében kulcsszerepet jatszo
mechanizmusokat, nevezetesen a citokin-medialt gyulladast és az oxidativ stresszt. A CIE
patogenezisének kozponti eleme a bélbarrier integritidsanak sériilése, amely eldsegiti
szisztémas keringésbe. A megemelkedett mennyiségli LPS a keringésben korrelal a klinikai
betegség sulyossagaval CIE-ben szenvedd kutyakban,[219,220]. Ebben az dsszefliggésben az
az LPS-indukalt epitelialis gyulladasra. Az explantaitum modellben a kvercetin, a luteolin és a
GSOP 50 ug/ml koncentracidoban torténd alkalmazasa szignifikans metabolikus aktivitas-
novekedést eredményezett a CCK-8 assay alapjan, ami fokozott sejtvitalitasra és proliferaciora
utal a kezeletlen kontrollhoz képest. Fontos megjegyezni, hogy egyik vegyiilet sem okozott
szignifikans citotoxicitast ebben a koncentracioban alkalmazva, amit a feliiliszokban mért
valtozatlan LDH-felszabadulas igazolt. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a vizsgalt
koncentraciok mellett a flavonoidok jol toleralhatok primer kutya duodénum explantatum
kultarakban [221]. Ezzel 6sszhangban mindharom flavonoid — kvercetin (50 pg/ml), luteolin
(25 és 50 pg/ml) és GSOP (25 és 50 ug/ml) — szignifikansan csokkentette mind az alap, mind
az LPS-indukalt intracellularis ROS-szinteket az explantatum kultarakban. Az LPS 6nmagaban
(10 pg/mL, E. coli vagy S. Enteritidis eredeti) kifejezett ROS-novekedést okozott, mig a
flavonoidokkal torténd egyiittes alkalmazas ezt a hatast a jelentOsen csokkentette. Els6
megkozelitésben ellentmondasosnak tlinhet, hogy az LPS-stimul4cio szignifikdnsan ndvelte az
intracellularis ROS-szinteket anélkiil, hogy ezzel parhuzamosan extracellularis H2O»-
emelkedés jelentkezett volna. Az eltérést valdszintileg abbol adodik, hogy a DCFH-DA proba
elsésorban az epitelidlis és immunsejteken beliil keletkez6 intracellularis ROS-t méri, beleértve

a H202-t és mas intermediereket, amelyek gyulladasos jelatvitelben vesznek részt. Ezzel
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szemben az Amplex Red assay szelektiven az extracellularisan felszabaduldé H2O»-t detektalja.
Kovetkezésképpen az intracellularis ROS fokozott termelddése nem sziikségszerlien jar egyiitt
aranyos extracellularis H2O»-felszabaduléssal. Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogy az
intra- és extracellularis oxidativ markerek egymast kiegészit6, de nem felcserélhet6 aspektusait
tikkrozik az oxidativ stressznek, ezért értelmezésiik ennek megfeleld6 megkozelitést igényel
[222]. A luteolin kezelés hozzdjarult mind 6nmagaban és az LPS kezeléssel egyiitt is az
extracellularis H>O2 mennyiségének csokkentéséhez, ezzel is alatdmasztva antioxidans
potencialjat in vitro vékonybél modellben. A polifenolos flavonoidok, mint a kvercetin, a
luteolin és a GSOP, amelyeket gyakran alkalmaznak taplalékkiegészitéként, bizonyitottan
csokkentik az iNOS/NO-termelést LPS-sel kezelt makrofag- és epitelialis sejtkultirakban az
NF-kB/MAPK utvonalak modulalasan keresztiil, amit Griess-reakcioval is igazoltak. In vitro
vizsgélatok soran a NO-termelés mennyiségi jellemzése leggyakrabban a Griess-reakcion
alapuld nitritmérés segitségével torténik, amely modszer széles korben alkalmazott
gasztrointesztinalis modellekben, és korabban kutyak gyomor- és bélmukozajabdl szarmazo
szOvettenyészetek esetében is validalasra keriilt. Emellett kutya immunsejt-modellekben
igazoltdk az LPS-indukalt NO-termelést, amely farmakoldgiai beavatkozéssal gatolhato,
alatamasztva ezen jelatviteli utak relevanciajat ebben a fajban is [68]. Ezek az adatok egyiittesen
arra utalnak, hogy a polifenolok taplalékkiegészitdként vald alkalmazasa segithet az oxidativ
stressz mérséklésében és az epitelialis integritas helyreallitasaban CIE esetén [185,223,224].
Kisérleteink soran egyediil a GSOP kezelés idézett el jelentés RNS csokkenést. A flavonoid
kezelések LPS jelenlétében szignifikansan mérsékelték a TNF-a felszabadulasat is, amit ELISA
modszerrel mértiink. A kvercetin és a GSOP 25 és 50 ug/ml koncentracidban egyarant kifejezett
TNF-a-csokkenést okozott, mig a luteolin csak 25 ug/ml koncentracioban alkalmazva volt
hatékony, ami dozisfliggd hatasra utal és valdsziniileg dsszefliggésbe hozhatd azzal, hogy az
eltérd szerkezetli flavonoidok masképp vesznek részt az immunvalaszok szabalyozasaban.
Ezek a citokinmodulal6 hatasok 6sszhangban vannak a kvercetin és luteolin NF-kB- és MAPK-
gatlason alapuld hatdsmechanizmusaval, amely csokkenti a gyulladdsos medidtorok
felszabadulasat endotoxin-terhelt sejtekben [195]. Ez a megfigyelés kiilonosen relevans a kutya
CIE patofiziologidja szempontjabol, ahol a TNF-a kézponti proinflammatorikus mediatorként
jarul hozza az intesztinalis immunaktivacidhoz és szovetkarosodashoz [7]. Ennek megfeleléen
az LPS-indukalt TNF-a szekrécié markans csokkenése kutya duodénum explantatumokban
alatdmasztja a flavonoidok potencialis szerepét, mint dié¢tds immunmodulatorokét, amelyek
transzlacids szempontbol is relevansak lehetnek a TNF-a-vezérelt gyulladds mérséklésében

CIE-ben. Az IL-6 termelést parhuzamosan mértiik a gyulladasos profil tovabbi jellemzésére. A
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kvercetin és a luteolin 25 pg/ml koncentracioban szignifikansan csokkentette az IL-6
mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz képest, ami gyulladascsokkentd hatdsra utal endotoxin
stimulacié hianyaban. Az E. coli LPS-kezelés a varakozasoknak megfelelden szignifikansan
novelte az IL-6 mennyiségét a kontrollhoz viszonyitva. Ugyanakkor LPS-sel stimulalt
explantatumokban egyik flavonoid kezelés sem okozott szignifikans valtozast az IL-6-
szintekben az adott LPS-kontrollhoz viszonyitva. Erdekes modon az IL-6 indukcié mértéke
szignifikansan eltért a két endotoxin kozott: az E. coli LPS erételjesebb IL-6 valaszt valtott ki,
mint az S. Enteritidis LPS, ami arra utal, hogy az IL-6 szabalyozasa ebben a modellben nemcsak
az endotoxin jelenlétét6l, hanem annak tipusatol és ebbdl adodo esetleges jelatvitelre gyakorolt
eltérd hatasaitol is fligg. Megfigyelhetd volt tehat, hogy a kvercetin €s a luteolin dnmagukban
alkalmazva csokkentették az IL-6 szintet, ugyanakkor egyik sem volt képes gatolni az LPS-
indukalt IL-6 termelést, szemben a TNF-a-ra gyakorolt kifejezett hatasukkal. Ez az eltérés arra
utal, hogy a citokinvalaszok szabdlyozdsa utvonalspecifikus, ¢€és nem egységes
gyulladascsokkentd hatasrol van szo. Bar az NF-kB aktivacié mind a TNF-o, mind az 1L-6
transzkripcidjanak egyik fo szabalyozoja, az IL-6 expresszidjat tovabbi jelatviteli utak — példaul
STATS3- és MAPK-utvonalak — is fenntarthatjdk, amelyek erdteljes endotoxin stimulédcio esetén
kompenzativ médon aktivalodhatnak. Ilyen koriilmények k6zott a flavonoidok altal kozvetitett
NF-kB-gatlas elegendd lehet a TNF-a felszabadulds mérséklésére, mig az IL-6 termelés
fennmaradhat egyéb vagy idében eltérd jelatviteli inputok révén. Hasonlo dsszefiiggéseket mas
tanulmanyokban is leirtak, amelyek szerint a kvercetin és a luteolin mérsékelt stimulacio esetén
hatékonyan csokkenti az IL-6 expresszidt, azonban erételjes gyulladasos reakcidk esetén
hatasuk korlatozottabb. A flavonoidok emellett az NF-kB-gatlason tul egyéb sejtvédo jelatviteli
utvonalakat is befolyasolnak, beleértve az Nrf2 aktivaciojat, amely az oxidativ stressz ¢és a
gyulladasos jelatvitel szabalyozasaban is szerepet jatszik az epitelialis szovetekben. Ezzel
Osszhangban kimutattdk, hogy a kvercetin Nrf2 aktivacion keresztiil mérsékli a deoxinivalenol
mikotoxin altal kivaltott vékonybél barrier diszfunkciot IPEC-J2 sejtekben és valasztott
malacokban [225]. Tovabba fontos figyelembe venni, hogy az intesztinalis explantatum modell
tobbféle sejtes komponenst tartalmaz, és a TNF-a, illetve az IL-6 részben eltérd
sejtpopulaciokbdl szarmazhat. A TNF-a-t jellemzden az aktivalt myeloid sejtek termelik, mig
az IL-6 termelése tobb sejttipus — koztiik epitelialis és stromalis sejtek — altal is fenntarthato,
ami eltérd kinetikat és kiilonbozo érzékenységet eredményezhet a flavonoidok altal kozvetitett
jelatviteli modulacioval szemben [226]. Osszességében az a megfigyelés, hogy a flavonoidok
hatékonyabban gatoltak a TNF-a-t, mint az IL-6-ot, arra utal, hogy elsésorban az akut, TNF-a-

dominalt gyulladasos jelatvitelt képesek csillapitani, amely a kutya CIE citokin mintdzatanak
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relevans komponense. Ezek az eredmények alatamasztjak azt a koncepciot, hogy a
taplalékkiegészitoként alkalmazott polifenolok hozzéjarulhatnak a kismértékii fokt oxidativ és
citokin-vezérelt gyulladas mérsékléséhez CIE-ben, ugyanakkor hatékonysaguk a
citokinspecifikus jelatvitel, a stimulus intenzitisa és az aktivacid idébeli dinamikaja
fliggvényében valtozhat.

A PBMC-sejtes modellben és a duodénum explantatumokon kapott eredmények
Osszehasonlitasa lehetdséget adott arra, hogy az LPS-indukalt gyulladasos €s oxidativ vélasz,
valamint a flavonoidok modulald hatasa két eltérd komplexitdsu rendszerben keriiljon
értékelésre. Az intracellularis ROS-szint tekintetében a két modell kozott alapvetd hasonlosag
mutatkozott: az LPS-kezelés mind a PBMC sejtekben, mind a duodénum explantatumokban
hasonld mértékii oxidativ stressz-fokozddast idézett elé a kontrollhoz viszonyitva. A vizsgalt
flavonoidok mindkét modellben kovetkezetesen mérsékelték az emelkedett ROS-szintet, ami
arra utal, hogy antioxidans hatasuk a sejttipustdl és a szdveti kornyezettdl részben fliggetleniil
érvényesiil. A TNF-a-termelés esetében azonban markans kiillonbségek voltak megfigyelhetdk.
A PBMC-sejtekben az LPS-stimulacié szignifikansan emelte a TNF-a-szintet a kontrollhoz
képest, mig a duodénum explantatumok kezelésekor csak az E. coli eredeti LPS befolyasolta a
TNF-a mennyiségét, de ez a valtozas csekélyebb mértékii volt. Ez arra utalhat, hogy a komplex
szoveti kdrnyezetben — ahol tobb sejttipus és regulacidos mechanizmus van jelen — az LPS altal
kivaltott gyulladasos valasz szabalyozottabb vagy kompenzaltabb formaban jelentkezik. A
flavonoidok immunmodulalé hatdsa szintén modellfiiggd kiilonbségeket mutatott. A PBMC-
sejtekben a GSOP 25 ng/ml koncentracidoban szignifikdnsan ndvelte a TNF-a-termelést, mig
duodénum explantatumok esetében ugyanez a kezelés csokkentette annak szintjét. Ezzel
szemben a luteolin a PBMC-sejtekben mind 25, mind 50 pg/ml koncentracioban alkalmazva
mérsékelte az LPS-indukalt TNF-o-termelést, mig az explantatumokban kizarélag az 50 pg/ml
koncentracio bizonyult hatékonynak.

Ezen eredmények alapjan megéllapithatd, hogy mig az oxidativ stressz modulélésa tekintetében
a flavonoidok hatasa konzisztensnek tekinthet6 a kiillonb6z6 modellekben, addig a gyulladédsos
citokinvalasz szabalyozasa erésen fiigg a vizsgalt rendszer komplexitasatol. A PBMC-modell
érzékenyebben tiikr6zi a direkt immunsejt-aktivaciot, mig az explantdtum modell a szdveti
kiegészitve ad atfogobb képet a flavonoidok immunmodulald hatdsarol: a sejtes rendszer
alkalmas a kozvetlen immunaktivacid6 mechanizmusainak vizsgélatira, mig az explantatum
modell kozelebb all az in vivo fizioldgias viszonyokhoz, és jobban tiikkrozheti a szoveti szintl

valaszreakciokat.
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Fontos hangsulyozni, hogy a jelen in vitro explantatum modellben alkalmazott flavonoid
koncentraciok (25-50 pg/ml) nem feleltethet6k meg kodzvetleniil az oralis adagolast kovetden
elérhetd szisztémas szoveti koncentracioknak. In vivo koriilmények kozott a flavonoidok —
példaul a kvercetin — kiterjedt emésztési €s metabolikus folyamatokon mennek keresztiil, ami
kutyakban korlatozott szisztémas biohasznosulast eredményez [227]. Ugyanakkor oralis
adagolas utan az intesztinalis lumenben atmenetileg 1ényegesen nagyobb lokalis koncentraciok
alakulhatnak ki, kiilonosen a felszivodast €s metabolizmust megeldzéen, ami azt valdszintsiti,
hogy a bélmukoza flavonoid-expozicidja elérheti a lokalis epitelialis és immunmodulaciohoz
relevans szinteket. Az eredményeink ramutatnak a kontrollalt farmakokinetikai vizsgalatok és
a jol megtervezett klinikai tanulmanyok sziikségességére annak meghatarozasara, hogy az in
vitro kimutatott antioxidans és gyulladascsokkenté hatasok klinikailag relevans elényokké
fordithatok-e CIE-ben szenved6 kutyak esetében.

A jelen vizsgalatok eredményeinek értelmezésekor tobb modszertani korlatozo tényezét is
figyelembe kell venni. Az alkalmazott in vitro és ex vivo modellek jellegiikbdl adodéan nem
képesek teljes mértékben visszaadni az in vivo kdrnyezet komplexitasat. A PBMC modell jol
alkalmazhaté az immunsejtek redox- és citokinvélaszainak vizsgélatdra bakteridlis stimulus
esetén, ugyanakkor nem tartalmazza az epitelidlis kornyezetet, a szoveti sejtkdlcsonhatdsokat
¢s a mikrobiota hatasait. A duodénum explantaitum modell ugyan megérzi az epitelialis,
stromalis €s immunsejtes strukturakat, igy fizioldgidsabb rendszert biztosit, azonban az
inkubaci6 eldrehaladtaval a szoveti integritas fokozatos romlasa volt megfigyelhetd. Emellett a
flavonoidok farmakokinetikai sajatossagai — igy a korlatozott felszivodas, az intenziv
mikrobidlis és hepatikus metabolizmus, valamint a gyenge szisztémas biohasznosulds — nem
értelmezhetéek ezekben a rendszerekben. A vizsgalatok soran alkalmazott flavonoid
koncentraciok (25-50 pg/ml) ezért nem tekinthetok kozvetleniil klinikailag elérheté szoveti
szinteknek, hanem elsdsorban hatasmechanizmusra utalé bizonyitékként értelmezendok.

A jelen tanulmany eredményei alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt flavonoidok — a
kvercetin, a luteolin és a sz6ldmag-eredetii proantocianidinek — kdvetkezetes antioxidans és
immunmodulalé hatast mutattak tobb, egymast kiegészitd kutyamodellben. Mind a periférias
mononukledris fehérvérsejtekben, mind a duodénum explantumokban képesek voltak
csokkenteni az endotoxin-indukalt oxidativ stresszt ¢€s mérsékelni a gyulladasos
citokinvalaszokat, kiilonosen a TNF-a termelést. A duodénum explantdtum modell alkalmazésa
igazolta, hogy ezek a hatasok komplex, intakt nyalkahartyai kdrnyezetben is érvényesiilnek,
ahol az epitelialis és immunsejtes kolcsonhatasok kulcsszerepet jatszanak a gyulladas

fenntartasaban. A TNF-a gatlasanak hangsulyosabb volta az IL-6-hoz képest arra utal, hogy a
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flavonoidok szelektiv modon, meghatarozott jelatviteli itvonalakat célozva fejtik ki hatasukat,
ami kedvezd lehet kronikus, enyhe foka gyulladassal jaro korképekben. Ezek az eredmények
alatdmasztjdk azt a koncepcidt, hogy a flavonoidok potencidlisan alkalmazhatok
kiegészitokként olyan gasztrointesztindlis betegségekben, amelyekben az endotoxémia, a
bélbarrier karosodasa és a mikrobiom egyensulyanak felboruldsa kozponti szerepet jatszik, igy
elsdsorban a hatasmechanizmusra utald bizonyitékotszolgaltatnak, és nem teszik lehetévé a
kozvetlen klinikai kovetkeztetések levonasat. A jovobeni kutatasoknak ezért tobb egyed
bevonasaval, fejlettebb  bélmodellek  (organoidok, immun-epitelidlis ko-kultarak)
alkalmazasaval, valamint in vivo farmakokinetikai és hatasossagi vizsgalatokkal kell
igazolniuk, hogy a flavonoidok antioxidans és immunmodulélo hatasai klinikailag is relevans

elénydket biztosithatnak a kronikus gyulladdsos enteropétidban szenvedd kutydk szamara.
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Uj tudoményos eredmények

PBMC-sejtekben kifejezett oxidativ és gyulladasos valaszt (ROS-, TNF-a-termelés)
indukal, mig a metabolikus aktivitdst nem befolyasolja szamottevden.

csokkenti az E. coli és S. Enteritidis LPS-indukalt intracellularis ROS-szintet a PBMC- és
a PMN-sejtekben, citotoxikus hatas nélkiil, illetve egallapitottam, hogy a kvercetin 50
indukalt TNF-o-termelést a PBMC-kben.

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

. Megallapitottam, hogy a vizsgalt flavonoidok direkt antibakteridlis aktivitasa csekély, és
enrofloxacinnal nem mutatnak antagonizmust, ezért Dbiztonsagosan adhatok
enrofloxacinnal egylitt, de hatasuk elsésorban az immunmodulacidhoz kotheto.

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

crer

IL-6 mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz képest.
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13. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni Oszinte koszonetemet témavezetdimnek, Farkas Orsolyanak és Psader
Rolandnak a folyamatos tdmogatasukért, szakmai iranymutatasukért és értékes tanacsaikért a
dolgozatom elkészitése soran.

Kiilon halas vagyok a Gyogyszertani és Méregtani Tanszék vezetdjének, Jerzsele Akosnak,
valamint a tansz€ék minden munkatarsanak a segitségiikért és a rendelkezésemre allo szakmai
tamogatasért.

Koszonom Toth Gergelynek a Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék a baktériumtorzsek
biztositasat és szakmai utmutatasat.

Ezton szeretném megkoszonni Szilasi Annanak, a Patoldgiai Tanszék munkatarsanak, a
kérszovettani elemzésekben nyujtott segitségét.

Marton Rege Anndnak koszondm a bél explantatum tenyésztés koriilményeiben nyujtott
tamogatasat.

A kutatast az RRF-2.3.1-21-2022-00001 szadmu projekt finanszirozta, a Helyreallitasi ¢és
Rezilienciaépitési Eszkoz (RRF), valamint a Nemzeti Helyreallitasi Alap tamogatasaval.

A tanulmanyt tovabba a Budapesti Allatorvostudoményi Egyetem stratégiai Kutatasi Alapja is

tamogatta (SRF-003 szamu tdmogatas).
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