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Absztrakt

A gasztrointesztinalis traktus gyulladdsa emésztési zavarokhoz és szisztémads
megbetegedésekhez vezet a baromfi dgazatban, mely komoly gazdaséagi karokkal jarhat. Az
¢lelmiszertermeld allatok gyogykezeléséhez alkalmazott antibiotikumok felhasznalasanak
csOkkentése manapsidg nagyon fontos iranyelv a rezisztencia terjedésének megeldzése
érdekében. Tobbek kozott ezért is keriilnek eldtérbe alternativ. megoldasok az
allatgydgyaszatban, mint a ndvényi vagy gomba eredetli kivonatok hasznalata.

A vOrés rovarrontogombat (Cordyceps militaris) hagyomanyosan az azsiai
gyogyaszatban alkalmazzak jotékony hatasa miatt, melyet foként a benne talalhato
poliszacharid tipust vegyiileteknek tulajdonitanak. Ugyanakkor a gomba altal termelt egyik
legfontosabb bioaktiv anyag egy nukleozid-analég, a cordycepin, mely virusellenes és
gyulladascsokkentd potenciallal bir.

Jelen tanulmany célja a Cordyceps militaris kivonat hatasainak vizsgalata Ross-308
brojlercsirke ex vivo ileum explant tenyészeteken. Az ileum explantokat poliinozin-
policitidilsavval (poly I:C), egy viralis nukleinsav-analoggal kezeltiik a gyulladas modellezése
érdekében. A tenyészeteket egyidejlileg 0,12, illetve 0,6%-o0s koncentracidkban dextr6zos
Cordyceps militaris kivonattal (CME) kezeltiik. A tenyészetek életképességét CCK-8
modszerrel vizsgaltuk, az extracellularis LDH aktivitast pedig fotometriasan meértiik
tapfolyadékbol. A RANTES, IL-6, IFN-y és az IL-1p citokinek mennyiségét Luminex MagPix,
valamint ELISA eljarassal hataroztuk meg tapfolyadékbol. Az IFN-y esetében mind a 0,6%,
mind a 0,12%-0s Cordyceps kivonat csokkenté hatast mutatott a gyulladasos kontrollhoz
képest. A RANTES szintjét a 0,12%-os CME kezelés mérsékelte, mig az IL-1p esetében a
0,6%-0s CME kezelés bizonyult gyulladascsokkentének a poly I:C-vel kezelt csoporthoz
képest. A jelen vizsgalat azt mutatja, hogy a Cordyceps militaris képes mérsékelni a

proinflammatorikus valaszt csirke ex vivo modellben.



Abstract

Inflammation of the gastrointestinal tract may lead to maldigestion and systemic
diseases in poultry, which can result in substantial economic losses. Reducing the use of
antibiotics in farm animals has become a critical priority to prevent the spread of antimicrobial
resistance. Consequently, alternative solutions such as plant- and fungus-derived extracts are
gaining increasing attention in veterinary practice.

The orange caterpillar fungus (Cordyceps militaris) has long been used in traditional
Asian medicine due to its beneficial effects, which are primarily attributed to its polysaccharide
compounds. Although one of its most important bioactive molecules is a nucleoside
analogue,cordycepin, which exhibits antiviral and anti-inflammatory potential.

The aim of the present study was to investigate the effects of Cordyceps militaris extract
in ex vivo ileal explant cultures derived from Ross-308 broiler chickens. Ileal explants were
treated with polyinosinic—polycytidylic acid (poly I:C), a viral nucleic acid analogue, to model
inflammation. Subsequently, the cultures were treated with Cordyceps militaris extract (CME)
formulated with dextrose at concentrations of 0.12% and 0.6%. Cell viability was assessed
using the CCK-8 method, while extracellular LDH activity was measured photometrically from
the culture medium. The concentrations of RANTES, IL-6, IFN-y, and IL-1p cytokines were
quantified from the medium using Luminex MagPix and ELISA assays. For IFN-y, both the
0.6% and 0.12% Cordyceps extract treatments showed a reducing effect compared to the
inflammatory control. RANTES levels were decreased by the 0.12% CME treatment, whereas
for IL-1pB, the 0.6% CME treatment demonstrated an anti-inflammatory effect. The present
study demonstrates that Cordyceps militaris is capable of mitigating the pro-inflammatory

response in a chicken ex vivo model.”
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2 Irodalmi attekintés
2.1 A bél szerkezete és a mikrobidta

A bélnyalkahartya egyik legfontosabb feladata az elfogyasztott taplalék megemésztése
¢s a tapanyagok felszivasa. A nyalkahartya egy biokémiai és fizikalis barriert képez bél lumene
¢és a szovetek kozott a patogénekkel, toxinokkal, valamint allergénekkel szemben. Ha ez a
védogat sériil, akkor gyulladaskeltd molekuldk, példaul endotoxinok a keringésen keresztiil
eljuthatnak a kiilonb6z6 szervekhez, elinditva ezzel szervezetszintli patologias folyamatokat
[1].

A bélbolyhok, a lumen fel¢é tiiremkedve jelentdsen novelik a nyalkahartya feliiletét. A
bélbolyhokat borité6 ham egyrétegli kefeszegélyes hengerham. Ezen a hamfelszinen keresztiil
valosul meg a tapanyagok felszivodasa. Gyakori sejttipus a bélboholy hamjaban a kehelysejt,
mely mucint termel, ezzel védi €s csuszossa teszi a vékonybél hamrétegét. A bélbolyhok kozott
a veékonybél mirigyei, vagyis a Lieberkiihn kriptdk taldlhatok. Benne helyezkednek el az
ugynevezett Paneth-sejtek, melyek nagyméretli exokrin mirigysejtek. Ezen sejtek szekrécios
granulumai lizozimet, glikoproteineket, argininben gazdag fehérjéket, Zn-ionokat, tovabba
defenzineket és foszfolipdz-A2 enzimet tartalmaznak. Ezek az anyagok felszabaduldséara a
taplalékkal bejutd baktériumok szolgalnak ingerként, fontos szerepet jatszanak a bél
baktériumflorajanak szabalyozasaban (1. abra) [2].

A bélrendszer nyalkahartyajahoz kapcsolddo limfoid szovet (GALT) az elsé védelmi
vonalat képezi azokkal a korokozokkal szemben, amelyek az emésztérendszer nyalkahartyajan
keresztiil jutnak a szervezetbe. Alapvetden a nydlkahdrtya immunrendszere ugy fejlodott, hogy
képes legyen tolerdlni a szervezet szdmdra hasznos kommenzalista mikrobdkat, mikdzben
gyorsan ¢s hatékonyan reagal a kérokozok jelentette kihivasokra. Bar az emldsok és a madarak
nyalkahéartya-immunitdsa szamos koz0s, a nyalkahartydhoz tarsult nyirokszovetek
mitkddéséhez alapvetd tulajdonsdggal rendelkezik, a madarak nyalkahartya immunrendszere
mégis eltérd. Az egyik alapvetd kiilonbség az emldsok és madarak kézott, hogy a madarak nem
rendelkeznek nyirokcsomokkal, viszont jol fejlett diffuz nyirokszovetiik van. A madarak
immunrendszerének sajatossaga tovabba a Bursa Fabricii jelenléte, amely a B-sejtek érésének
kozponti szerve, valamint az, hogy a madarak IgY ellenanyag csoporttal rendelkeznek,

amelynek funkcidja az eml6sok IgG ellenanyagahoz hasonlo [3].

2.2 Mikrobioéta

Gyakorlatilag minden tdobbsejtli €l6lény szoros kapcsolatban ¢l a kornyezetében

talalhatdé mikrobdkkal. Azokat a mikroorganizmusokat, amelyek békés egyiittélésben élnek

7



gazdaszervezetiikkel, mikrobiotanak, mirtofloranak vagy normal fléranak is nevezik. A
bélmikrobiota a mikroorganizmusok olyan egyiittese, amely az emldsdk gyomor-bél
traktusanak teljes hosszdban megtalalhatd. Ennek a mikrobidlis kozdsségnek az Osszetétele
gazdaspecifikus, az egyed ¢€lete soran folyamatosan valtozik, és kiilsé (exogén), valamint belsd
(endogén) tényezok egyarant befolyasolhatjak. Az utobbi idében a nagyfoku tudoményos
érdeklddés e ,,szerv”’ milkodése és szerkezete irant ramutatott annak kdzponti szerepére az
egészségben ¢és a betegségek kialakulasaban egyarant [4]. Az egészséges mikrobialis kozosség
Osszehangolja az effektor ¢és regulator immunsejtek egyensulyat, valamint az
anyagcseretermékei révén szabalyozza a gyulladascsokkent6 és gyulladaskelté hatasokat [5].
A vastagbél trillionyi mikroorganizmusnak ad otthont, amelyek szdmos elonyt
biztositanak a gazdaszervezet szdmara, tobbek kozott a vitaminok termelését, a tapanyagok
felszivodasat, a korokozok kiszoritasat, valamint az immunrendszer fejlédését [6]. A
bélmikrobiota alapvetd szerepet tolt be az emésztOszervrendszer ¢lettani miikodésének
szabalyozasaban, részben a Dbélidegrendszerrel kialakitott kolcsonhatdsai révén. A
bélmikrobiom 0sszetételében bekovetkezd valtozasok gyakran tarsulnak az enterikus idegi
szabalyozas zavaraihoz kiilonb6z6 patofizioldgiai allapotokban [7]. A bélmikrobiota
miikodésének mélyrehatd megértése szamos izgalmas terapias fejlesztéshez vezetett, mint
példaul a prebiotikumok, probiotikumok, posztbiotikumok, szinbiotikumok és a fekalis

transzplantacio, amelyek mind hozzajarulnak az egészség megorzéséhez [8].

2.3 Bél explant modell

A bélsejt-tenyészetek fontos modellt jelentenek a bélham barrierfunkcidjanak
elsddleges vizsgalatdhoz. Azonban az olyan modellek, amelyek kizarolag hamsejtekbdl allnak,
nem képesek utanozni a mas sejttipusokkal valé komplex kolcsonhatasokat. Ezek a
kolcsonhatasok rendkiviil fontosak lehetnek a hambarrier funkcidjanak megerdsitésében,
valamint a gyulladas soran lezajlo megfelelé immunvalasz-folyamatok 6sszehangolasaban [9].
Ezen oknal fogva fejlesztették ki a bél explant modelleket az 1950-es években, melyek
tulajdonképpen az €16 allatmodell és a sejttenyészetek kozti kozéput. Noha az explant modellek
technikajat folyamatosan fejlesztették, finomitottak, alkalmazasi teriiletiikk Trowell 1959-ben
megjelent, mérfoldkOnek szamitd tanulméanydig szinte kizardlag az embriondlis szervekre
korlatozodott. Trowell 1959-es tanulméanyaban, ugyanis kidolgozta azt a tapfolyadékot és
modszertant, amely lehetové tette az érett patkanyszovetek fenntartasat megtelelé morfologiai

és szovettani allapotban akar 9 napon keresztiil [10]. Tiz évvel késdbb Browning és Trier 1969-



ben részletesen ismertette Trowell moddszerének egyik modositott valtozatat, amely
segitségével sikeresen hoztak 1étre vékonybél nyalkahartya ex vivo kultarat [11].

Az explant rendszer egyesiti az in vitro rendszerek valamennyi elényét, mikozben
megérzi a szovetek kozotti kapcsolatrendszert, és potencialisan fenntartja az in Vivo
megfigyelheté komplex differencialodasi mintazatokat [10]. Ennek kovetkeztében a
haromdimenzids primer szovettenyészetek, amelyek az in vivo kdornyezetet hiibben
reprezentaljak, szdmos eldnyt kinalnak a fiziologiai, farmakoldgiai, tumorbiologiai, valamint
mikrobioldgiai vizsgalatok szamara [12]. Az endoszképos technikak elterjedésével a
kutatasban az ex vivo modszert is folyamatosan finomitottak, lehetévé téve az explantok
hosszabb tavu életképességét, illetve a modell szélesebb kori kutatasi alkalmazhatosagat [13].

A vizsgalatok soran megfigyelték, hogy az explantok magas metabolikus aktivitast
mutatnak, ami sziikségessé teszi a taptalaj glutaminnal torténd kiegészitését. Fontos a szdvet, a
tapfolyadék ¢és a levegd hatarfeliileteinek viszonya a tdpoldat elsavasoddsanak minimalizalasa
¢s a sejtek oxigénellatasa érdekében, hiszen a sejtek nekrdzisat elsdsorban az oxigén hianya

okozza ezekben a tenyészetekben. [14].

2.4 Probiotikumok

A probiotikumok modern torténete az 1900-as évek elejére vezethetd vissza, amikor a
késobbi Nobel-dijas Ilja Metchnikoff, a Parizsi Pasteur Intézetben tevékenykedd orosz kutatod
uttord vizsgalatai megalapoztak e tudomdanyteriilet kialakuldsat és fejlodését. Metchnikoff
elsOként vizsgalta, hogy a fermentacidért felelés mikroorganizmusok potencialisan milyen
hatéassal lehetnek az emberi egészségre. A Lactobacillus-okat példaul olyan probiotikumoknak
tekintette, amelyek kedvezd hatassal lehetnek az egészségre, és akar gatolhatjak, lassithatjak az
oregedeési folyamatokat.

A probiotikum kifejezés a latin ,,pro” és gorog ,,0i0s” szavakbol all és annyit tesz: ,,Az
¢letért”. Ezt a kifejezést Werner Kollath német kutatd vezette be 1953-ban, azzal a céllal, hogy
,»,az egészséges fejlddéshez nélkiilozhetetlen aktiv anyagok™ -at jelolje. Pontosabban Fuller
1992-ben a probiotikumokat Gigy hatarozta meg, mint ,,é16 mikrobialis takarmany-kiegészitd,
amely kedvezden befolydsolja a gazdaallatot azaltal, hogy javitja annak bélmikrobialis
egyenstlyat” [15]. Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezési és MezGgazdasagi
Szervezete (FAO), valamint az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a probiotikumokat ugy
hatarozza meg, mint ,,¢16 mikroorganizmusokat, amelyek megfelelé mennyiségben alkalmazva

kedvez6 egészségiigyi hatast fejtenek ki a gazdaszervezetre ” [16].
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baktériumok ellen iranyul és megakadalyozza vagy korlatozza azok tilszaporodasat. E gatlas
hatterében allhat széles spektrumi bakteriocinek termelése, vagy olyan metabolitok, mint a
rovid szénlancu zsirsavak, amelyek a pH csokkenését idézik elo, igy kedvezodtlen kornyezetet
teremtve a baktériumok novekedéséhez. Illetve ilyen hatdst fejthetnek ki az ugynevezett
antimikrobialis ,,bioszurfaktansok”. Ezen gatlé hatés kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil is
érvényesiilhet: példaul a kotohelyekért folytatott versengés, illetve az adhézid gatlasa révén.

A probiotikumok egy madsik hatdsmechanizmusa a bélham barrier funkcidjanak
javitasaval all Osszefliggésben. Ez a véddofunkcio elsdsorban a bélhamsejtek kozotti tight-
junction kapcsolatok integritdsanak és mindségének fliggvénye. A barrier funkcio
fenntartasaban azonban mas sejtttipusok is szerepet jatszanak, mint példaul a Paneth-sejtek,
amelyek antimikrobialis peptideket (defenzineket, lizozimot) termelnek, valamint a
kehelysejtek, amelyek mucindzus valadéka védoréteget képez, megakadalyozva a bél
lumenében talalhaté baktériumok kozvetlen érintkezését a hamsejtekkel. A probiotikumok tobb
ponton is befolyasolhatjak ezt a rendszert. Hatast gyakorolhatnak olyan jelatviteli itvonalakra,
melyek fokozzak a mucin réteg vastagsagat vagy a defenzinek termelését, tovabba javithatjak
a tight junctiont alkotd fehérjék miikodését, igy erdsitve a bélham fiziologiai védogatjat. A
probiotikumok ezen feliil immunmodulans hatassal is birnak.

Az immunsejtek tobb mint 70%-a a bélrendszerben, azon beliil is legjelentésebb
szamban a vékonybélben talalhato, ahol ezek a sejtek a GALT-ot alkotjak. Az immunvalasz
aktivalasa a velesziiletett immunrendszer sejtjein talalhatdo specifikus receptorokat az
ugynevezett mintazatfelismerd receptorokat (PRP) igényli. Ezen receptorok a
mikroorganizmusok felszinén ismétlédéen megjelend patogén-asszocidlt molekularis
mintazatokat (PAMP)-okat ismerik fel. Ezek a szerkezeti komponensek kdlcsonhatasba 1épnek
a bélhamsejtekkel és aktivaljak a bél immunrendszerének sejtjeit a lamina propria szintjén. A
probiotikus hatasu baktériumok, kiilonosen a Lactobacillus-ok, kiilonbdz6 hatasokat fejthetnek
ki, attol fiiggden, hogy milyen citokin valaszt indukadlnak. Ezek a hatidsok lehetnek helyi
jellegtiek, €s csupan a bél immunitdsanak stimulélésara korlatozoédhatnak, vagy szisztémasak,

azaz az egész szervezetre kiterjedhetnek [17].
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2.5 Prebiotikumok

A prebiotikumok fogalmat el6szor 1995-ben hataroztak meg, és azota alkalmazzak a
gazdaszervezetben ¢€l6 mikroorganizmusok célzott befolyasoldsara, azzal a céllal, hogy
objektiven mérhetd egészségligyi elonyoket érjenek el. A tudomanyos ismeretek ¢&s
technologiai fejlodés kovetkeztében sziikségessé valt a definicid pontositasa, ezért 2017-ben
frissitették azt a kovetkezképpen: ,,a prebiotikum olyan szubsztrat, amelyet a gazdaszervezet
mikroorganizmusai szelektiven hasznositanak, ¢s amely ezaltal egészségiigyi elonyt biztosit a
gazdaszervezet szamdara”. A prebiotikumok tehat viszonylag 1) fogalomnak szémitanak,
amelyeknek az alapelve az, hogy az emésztetlen takarmanydsszetevok (példaul az
emészthetetlen oligoszacharidok) szelektiven fermentalédnak olyan baktériumok altal,
amelyek jotékony hatassal vannak a bélfunkciokra [18].

A bélben jelen 1év6 endogén tejsavbaktériumok és Bifidobacterium fajok proliferacioja
igazoltan kedvezd hatdst gyakorol a gazdaszervezet egészségére. A prebiotikumok
elosegithetik ezen jotékony baktériumok szaporodasat a bélben, ezaltal javitva a gazdaszervezet
mikrobialis egyensulyat. A prebiotikumok ellentétben a probiotikumokkal, azokat a
bélbaktériumokat stimulaljak, amelyek mar alkalmazkodtak a béltraktus kdrnyezetéhez [18]. A
jelenleg ismert prebiotikumok tulnyomorészt szénhidrat alapu vegyiiletek, azonban mas
anyagok, példaul a polifenolok €s a tobbszordsen telitetlen zsirsavak is prebiotikus hatast
fejthetnek ki [19]. A prebiotikumok azon képessége, hogy novelik a Lactobacillusok
mennyiségét a bélrendszerben, eldsegitheti a korokozok kompeticid altali csokkenését a

madarak gyomor-bél traktusaban [18].

2.6  Szinbiotikumok

A szinbiotikum fogalmat 1995-ben irtdk le eldszor, arra az ismeretre alapozva, hogy a
szelektiven fermentalhatd, emészthetetlen taplalékosszetevék, azaz prebiotikumok
kombinalhatok a probiotikumokkal a gazdaszervezet egészségi allapotanak javitasa érdekében.
E meghatdrozas szerint a szinbiotikumokat ugy definialtdk, mint olyan ,,probiotikumok és
prebiotikumok keveréke, amely jotékony hatassal van a gazdaszervezetre”.

Maga a kifejezés a gordg syn (jelentése: ,egylitt”) eldtagbdl és a biotic (,,¢lettel
kapcsolatos™) utdtagbol ered, kifejezve a két komponens egyiittes, szinergikus hatdsanak elvét.
A szinbiotikum kifejezés megfeleld hasznalatanak pontositasa €s egységesitése érdekében az
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) nemzetkozi
bizottsaga 2019-ben 0Osszegytilt, hogy attekintse a szinbiotikumok aktudlis tudomanyos

statuszat, és meghatarozza, illetve pontositsa fogalmukat a korszeri tudomanyos ismeretek
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fényében. Az aktualis definicio tehat a kdvetkezo: ,,A szinbiotikum olyan komplex biologiai
rendszerként értelmezhetd készitmény, amely ¢€l6 mikroorganizmusokat, valamint a
gazdaszervezet endogén mikrobiotaja altal szelektiven metabolizalhaté szubsztratokat
tartalmaz €s e komponensek szinergikus kdlcsonhatasa révén bizonyitottan kedvezo fiziologiai

vagy egészségligyi hatast fejt ki a gazdaszervezetre” [20].

2.7 Gyulladas

A sejtek karosodasa vagy pusztuldsa — amelyet fert6z6 mikroorganizmusok, mechanikai
trauma, extrém hdmérsékleti hatasok, ionizald sugarzas vagy neoplasztikus sejtek valthatnak ki
— egy komplex, szigoruan szabalyozott, érfal reakcidt €s sejtszintli valtozasokat is magaba
foglalo biologiai folyamatot indit el a szovetekben. Ezt a védelmi és helyredllito mechanizmust
akut gyulladasnak nevezziik. Ezen valtozasok az extravaszkularis térben folyadék, elektrolit és
plazma, valamint leukocitak felhalmozdodasahoz vezetnek.

Klinikai tiinetekben vald6 megnyilvanuldsaként rubor (vorosség), tumor (duzzanat),
calor (melegség), dolor (fajdalom), functio laesa (funkcidkiesés) figyelheté meg. A gyulladas
gyakran egy védelmi mechaniznus, amelynek bioldgiai célja a karositd tényezd eltavolitasa,
valamint a kdrosodas kovetkeztében sériilt szovetek helyredllitdsa. Gyulladas nélkiil az allatok
nem ¢Inék til mindennapi érintkezésiiket a kornyezeti mikrobdkkal, idegen anyagokkal és
sériilésekkel. A gyulladasnak tulajdonithatd klinikai jeleket eldszor 1. e. 1600-ban irtak le
Egyiptomban. Anulus Cornelius Celsus rémai ir6 irta le elséként a gyulladds négy klasszikus
jelét (rubor, tumor, calor, dolor), amelyeket ma is gyakran hasznalnak a gyulladas
diagnosztizalasaban. Az 1800-as évek kozepén Rudolf Virchow, a modern patologia
megalapitdja, hozzdadta az 6tddik klasszikus gyulladésos jelet: a funkcidkiesést (functio laesa).

Az akut gyulladds harom fézisra oszthatd, amelyek kronoldgiai sorrendben a
kovetkezok: az exudativ fazis, a sejtes fazis, és végiil a reparativ fazis [21]. Az akut gyulladas
exudativ fazisaban vaszkularis valtozasok, pontosabban a kis erek (arteriolak, kapillarisok)
tagulata figyelhetd6 meg. Az Ujonnan megjelend kapillaris haldézat és a kitagult arteriolak
fokozott véraramlast biztositanak a gyulladds helyére. Az endotélsejtek strukturalis és
funkcionalis modosulasai progressziven ndvelik a mikrovaszkularis apparatus permeabilitasat,
ami plazmafehérjéket és folyadékot juttat az extravaszkularis térbe, ezzel eldsegitve a gyulladas
tovabbi lépéseit. A vaszkularis lumenben maradd csokkent folyadéktérfogat a vér
viszkozitdsanak novekedését €s az aramlasi sebesség csokkenését eredményezi. Ezek a
hemodinamikai valtozasok kedveznek a leukocitak marginacidjanak: a fehérvérsejtek elészor

szelektinek kozvetitette ,,gordiilé” mozgéssal, majd integrinek altal medialt adhézioval
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kotédnek az endotélsejtekhez. Ezt kovetden a leukocitdk diapedesis, illetve transzendotelialis
migracio utjan kilépnek az érbdl, és az intesticialis térbe jutnak. Ezzel teljesiil az akut gyulladas
alapvetd funkcionalis célja: a védekez0 sejtek és plazma eredetii mediatorok eljuttatasa a sériilt
vagy fert6zott szovetekhez [22].

A sejtkdrosodast és szoveti sériilést okozo, tehat akut gyulladasos reakciot kivalto
anyagokat két csoportra oszthatjuk eredetiik szerint: endogén és exogén anyagokra. A
mikrobidlis komponensekbdl szdrmazdé PAMP-ok (lipopoliszacharidok=LPS, a viralis RNS
vagy a gombakbol szadrmazod béta-gliikanok) és a karosodott gazdasejtekbdl felszabaduld
szoveti sériilés asszocidlt molekularis mintazatok DAMP-ok (hdésokkfehérjék, DNS,
fibrinogén) PRR-ekhez kotédve aktivaljak az intracellularis jelatviteli kaszkadokat. Ilyen
receptorok példaul a Toll-like receptorok (TLR), illetve a NOD-like receptorok (NLR). Az akut
gyulladdsos vélasz kémiai mediatorai k6zé tartoznak olyan molekuldk, mint a hisztamin, a
szerotonin, a bradikinin és a tachykininek. Ezek nagy része elére megtermelddik a majban,
valamint a neutrofil granulocitdkban, bazofil granulocitdkban, makrofagokban,
vérlemezkékben, hizosejtekben, endothel sejtekben, simaizomsejtekben, fibroblasztokban és a

legtobb epithel sejtben [23].

2.8 Az oxidativ stressz és a lipidperoxidacié

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) az oxigén- anyagcsere soran keletkezd molekuldk,
amelyek a sejtlégzés elkeriilhetetlen melléktermékeiként folyamatosan képzO8dnek minden
aerob szervezetben. Oxidativ stresszrol akkor beszéliink, amikor a ROS keletkezése és az annak
semlegesitésére szolgalo antioxidans védekezd mechanizmusok k6zotti egyensuly megbomlik.
Napjainkban szdmos, gyakran kronikus betegség, degenerativ folyamat — tobbek kozott a
daganatos megbetegedések, az Alzheimer-kor és az autoimmun korképek — patogenezisében
meghataroz6 szerepet jatszik az oxidativ stressz. Habar a ROS alacsony koncentracioi
elengedhetetlenek bizonyos sejten beliili jelatviteli folyamatok szabalyozasdhoz, a ROS és a
reaktiv nitrogén gyokok (RNS) talzott felhalmozodasa szabadgyok indukalt lancreakcidkat
eredményez. Ezen reakciok nem specifikus moddon kérositjdk a fehérjéket, lipideket,
poliszacharidokat és a DNS-t, valamint aktivaljak az apoptdzis intrinsic Gtvonalat. Kiilonb6zo
kornyezeti stresszhatasok — tobbek kozott a ho- és hidegstessz — szintén fokozott ROS
termelddéshez vezet [24].

A sejtek természetes modon rendelkeznek antioxidansokkal, amelyek dontd szerepet
jatszanak a molekuldk oxidaciojanak gatldsdban, igy fenntartva a prooxidansok és

antioxidansok kozotti egyensulyt. Az antioxidansok véd6hatasa a ROS artalmatlanitasan alapul,
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amely soran mind enzimes (katalaz, szuperoxid dizmutdz, glutation peroxidaz), mind nem
enzimes (o-tokoferol, aszkorbinsav, flavonoidok, B-karotin) mechanizmusok vesznek részt
[25].

A ROS magas reakciokészségébol adddoan molekulak széles spektrumaval 1ép
kolcsonhatasba, azonban legérzékenyebb célpontjai a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat
(PUFA=poly unsaturated fatty acid) tartalmazé lipidek, amelyek a lipoproteinek és a
sejtmembranok komponensei. A telitetlen zsirsavak szabadgyokokkel vald interakcidja egy
lancreakciot indit el, mely soran szamos kiilonb6zo intermedier és végtermék molekula
keletkezik, tobbek kozott a malondialdehid (MDA) is. Az MDA tehat kitiind indikatora Iehet a
ROS altal kivaltott lipidperoxidacionak és sejtkarosodasnak [26].

2.9 Citokinek
A citokinek olyan fehérjék, melyeket szdmos sejttipus termel, tobbek kozott a

limfocitak, makrofagok endothel sejtek, granulocitak, hizosejtek, epithel és kotdszoveti sejtek.
A citokinek elsddleges szerepe az, hogy serkentd, illetve gatld hatasukkal szabalyozzak mas
sejttipusok miikodését a gyulladasos valasz sordn. A kemokinek olyan citokinek, melyeket
segitik eld. Funkcidjuk alapjan tobb csoportba sorolhatoak a citokinek:

e hematopoetikus novekedési faktorok

e gyulladisos mediatorok, melyek akut fazis reakciot aktivalnak

e kemotaktikus citokinek

e T-limfocita proliferacios aktivacios €s differencidcios citokinek.

Azon ingerek, melyek e citokincsaladok expresszidjat indukaljak rendkiviil
valtozatosak ¢és szamos kiilonféle receptor aktivaciojara képesek, beleértve a szolubilis
receptorokat, a sejtfelszini receptorokat, az endoszomalis receptorokat €s a citoplazmatikus
receptorokat. Ezek tobbek kozott olyan sejtszintli jelatviteli Gitvonalakat aktivalnak, mint a
NF«B (nukledris faktor kappa B), az ERK (extracellularis jelhez kapcsolt kinaz), a Jun és a p38,
amik fokozzdk a proinflammatorikus citokinek termelését, illetve jelentds mértékben

befolyasoljak a sejtek életképességét és anyagcsere folyamatait [21].

2.10 Cordyceps militaris
A Cordyceps militaris (2. abra) egy, a tomlésgombak torzsébe tartozdé gombafaj,

amelyet gyogyaszati és élelmezési célzattal egyarant régota alkalmaznak. Azsiaban évszazadok
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oOta széles korben alkalmazzak, mind étrend-kiegészit6ként, mind gyogyszerészeti célokra. A
C. militaris szamos bioaktiv vegyiiletet tartalmaz. igy tobbek kozott a cordycepint (COR), a
pentostatint (PTN), karotinoidokat, ergotionint, valamint poliszacharidokat. Az elmult években
egyre nagyobb hangsulyt fektetnek arra, hogy megértsék hogyan fejtik ki hatdsukat ezek az
értékes kémiai vegyiiletek a szervezetben [27].

A COR az egyik legértékesebb vegyiilete a Cordyceps militarisnak, mely szamos
bioaktiv funkcidval rendelkezik. Szerkezetileg nagyon hasonlé az adenozinhoz, csupan
annyiban tér el, hogy egy 3’ hidroxil csoport hianyzik. Daganatellenes, gyulladascsokkent6 és
virusellenes hatassal bir. A PTN, vagyis a 2’-dezoxicoformycin, egy adenozin-deaminaz gatlo,
amely megakadalyozza a COR dezaminalésat a gomba szervezetében. Ezenfeliil gyogyszerként
is alkalmazzak daganatellenes kezelésekben, kiilondsen kronikus limfocitas leukémia és a hajas
militaris-ban nagyobb mennyiségben talalhatok meg, mint mas ismert gombafajokban. A C.
militaris-bol izolalt karotinoidok kozott luteint, zeaxantint és négyféle kordixantint
azonositottak. A karotinoid pigmentek bioaktiv funkcioval is rendelkezhetnek a szervezetben:
antioxidans, gyulladascsokkenté és borvédd hatasaik ismertek. A C. militaris kiilonféle
poliszacharidokat tartalmaz, amelyek f6ként mannozbol, gliikozbol és galaktozbol épiilnek fel.
Szamos allatkisérlet és klinikai vizsgalat kimutatta, hogy ezek a poliszacharidok sejtvédd
tulajdonsagokat mutatnak. gy tobbek kozott immunmodulans, antioxidans, daganatellenes és

gyulladascsokkent6 hatassal birnak [27, 28].

1. abra:Cordyceps militaris termétest [28]
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3  Célkitiizések

A Cordyceps militaris, amely Kelet- Azsiaban széles korben ismert gyogyhatast
gomba, szamos bioaktiv vegyiiletet tartalmaz, amelyek bizonyitottan gyulladascsokkentd,
virusellenes és daganatellenes tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Mivel szadmos virusos ¢és
bakterialis fert6zés fontos szerepet jatszik csirkék enteralis korképeiben, a C. militaris
feltehetden képes lehet a gyulladasos vélasz modulédldsara, ezdltal javitva a nagyiizemi
koriilmények kozott tartott brojlerek egészségi allapotat és termelési mutatait.

Célunk igy a C. militaris kivonat hatasainak vizsgalata volt, hogy in vitro igazoljuk ezt
a hatést. A kisérlet soran csirke ileum eredetii explant kultirdkat alkalmaztunk, amelyeket egy
dextrozzal kiegészitett DMEM F12 tapfolyadékban tenyésztettiink. Ezeket a tenyészeteket poly
I:C-vel, egy virus nukleinsav analoggal kezeltiink, a gyulladasos reakci6 modellezéséhez, C
militaris kivonat jelenlétében vagy annak hianyaban. A gomba liofilizatum potencialis
gyulladascsokkentd hatdsat kivantuk vizsgalni. A sejtek metabolikus aktivitasat a NADH+H*
koncentracié meghatarozasaval terveztilk mérni. A sejtmembran integritdsat az LDH mérésével
terveztik nyomon kovetni. Az oxidativ stressz indikatoranak az MDA és a H»O»
koncentraciokat szantuk. Tovabba a gyulladas mértékére a pro-inflammatorikus citokinek, mint
az IL-B1, IFN-y, valamint a RANTES koncentraciéinak mérésével terveztiink kovetkeztetni,
hogy atfogobb informaciot nyerjiink a kivonatok hatasair6l, miel6tt esetleges késobbi in vivo

alkalmazasukra sor kertilne.
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4 Anyag és Modszer
4.1 Kisérleti allatok

A kisérlethez egy himivaru Ross-308 brojlercsirkét hasznaltunk fel. Az allat tartasa és
kezelése az Allatorvostudomanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak szabalyai és
eldirasai, valamint az Eurdpai Unid allatjoléti jogszabalyai szerint tortént. A csirkék
gondozasanal és etetésénél a Ross technoldgia utmutatdsait kovettiik. Az allatkisérlethez
szilkséges engedélyt a Zala Megyei Korméanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi, Novény-és
Talajvédelmi Igazgatésaga (Zalaegerszeg, Magyarorszag) adta ki (engedélyszam: GK-
419/2020; jovahagyas datuma: 2020 majus 11.).

4.2 Az explantok kimetszése

A testiireg megnyitasat megel6zéen az allatot CO»-os kabitas mellett dekapitaltuk, majd
hati fektetésbe helyeztiik. A Meckel-féle diverticulumtol 10 cm-re talalhatd ileum szakaszbol
egy kb. 15 cm hosszasagh darabot vagtunk ki. A bélhez tapadd zsirszovetet manudlisan
tavolitottuk el. A bélszakasz kiilsé felszinét foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS), 1%-0s
penicillin-streptomicinnel (Pen-Strep) kiegészitve oOblitettiik at, mig a lument gombosvégii
szonda segitségével mostuk at mindkét irdnybol. Ezt kovetden a bélszakaszt a mezenteridlis
oldal mentén hosszanti iranyban megnyitottuk, majd harom alkalommal PBS + Pen-Strep
oldattal mostuk at. A mosast addig ismételtiik, mig a lathat6 tartalmat maradéktalanul el nem
tavolitottuk. A preparatumot ezutan hosszanti iranyban négy darabra vagtuk, majd jéghideg
PBS + 1% Pen-Strep oldatba helyeztiik. A tovabbi miiveleteket egy jéggel hiitott iiveglapon
fiilke alatt végeztiik.

Az explant kulturak eléallitasahoz I-es tipusu kollagénnel bevont (10g/cm?) 96 lyuku
tenyésztélemezeket alkalmaztunk (Greiner Bio-One Hungary Kft.,, Mosonmagyarovar,
Magyarorszag), melyek lyukait tapfolyadékkal toltottiink fel. A Dulbecco's Minimal Essential
Medium F-12 (DMEM F12) tapoldatot hasznaltuk, melyet 2,5% fotalis borjasavoval (FBS),
1% glutaminnal, 1% penicillin és sztreptomicin oldattal és egy adagnyi HCM™ SingleQuots™
Kit-tel egészitettink ki. A HCMTM SingleQuotsTM Kit aszkorbinsavat, bovin
szérumalbumint, hidrokortizont, transzferrint, humén epidermalis novekedési faktort (hEGF),
inzulint, gentamicint és amfotericin B-t tartalmaz. Az explant tenyészeteket 37°C-on, 1égkori

koriilmények mellett (5% COz) sejttenyésztd inkubatorban tartottuk fenn (2. abra).
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2. abra: Hematoxilin—eozinnal (H&E) festett ileum explant mikroszkdpos felvétele 14 oranyi,
kezelés nélkiili inkubaciot kovetden. A nyil a bélkrypta hamjat jeloli [29].

Az explantok preparalasahoz a béldarabokat nyalkahartya-felsziniikkel felfelé steril,
Jjéggel hiitott tiveglapra helyeztiik. Azokat a mintavétel ideje alatt jéghideg PBS + 1% Pen-Strep
oldattal mostuk. A 1,5 mm atmérdjii mintakat korkords mozdulattal, biopszias korkést (MDE
GmbH, Heidelberg, Németorszag) alkalmazva nyertiik ki, majd kdzvetleniil a tapfolyadékkal
elézetesen feltoltott lyukakba helyeztiik az eszkoz dugattyuja segitségével (3. abra).

3. abra: Az explantok kinyerése punch biopszias korkés segitségével

4.3 Az explant kulturak kezelése

Az 1,5 mm-es explantokat 200 pl tapfolyadékban tenyésztettiik 96 lyukt lemezeken. A

tapfolyadék cseréjét az explantok behelyezése utan egy oraval végeztiik el. A kisérlet soran az
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egyik csoportot 0,6, a masikat 0,12%-ban (m/m) dextrozos Cordyceps militaris kivonattal
(CME) kiegészitett tapfolyadékban kezeltik (COR1 és COR2). A kontroll csoportok
tapfolyadékat 0,12% (m/m), illetve 0,6% (m/m) dextrozzal egészitettiik ki (C1 és C2). A
gyulladas indukalasahoz 50 ug/ml poly I:C-vel kezeltiik az explantokat 0,12% (m/m), illetve
0,6% (m/m) dextroz kiegészités mellett (PC1 és PC2). Emellett létrehoztunk kombinalt kezelési
csoportokat is, amelyekben az explantatumok 0,12% (m/m) vagy 0,6% (m/m) dextré6zos CME-
t, tovabba 50 pg/ml poly I:C kezelést kaptak (PCOR1 és PCOR2) (1.tablazat). A 12 o6ras
inkubaciot kdvetden, a tenyészet feliiluszoit 6sszegylijtottiik, €s a késobbi vizsgalatokig -80 °C-
on taroltuk.

A mintavétel menete: 12 h tenyésztést kovetden a tapfolyadékot leszivtuk és azt
mintaként -80°C-on taroltuk a késébbi citokin mérésekhez. A sejteket ezutdn szintelen,
indikator mentes DMEM-F12 tépfolyadékkal lattuk el, amit kiegészitettink a CCK
vizsgalathoz sziikséges reagenssel a metabolikus aktivitds vizsgalatdhoz. Ezt kdvetden 70
ul/lyuk Mammalian Protein Extraction reagenst (M-PER) adtunk a lyukakhoz lizis puffer
gyanant, a sejtek kozotti kapcsolat bontdsa céljabol. A sejtek eltavolitasat a lemezrol
ultrahangos szonikatorral végeztiik. A nyert sejtlizatumot kéd6ébb mintaként a malondialdehid
(MDA) szint mérésekor hasznaltuk fel, addig Eppendorf csdvekben -80°C-on taroltuk.

A Bioved 2005 Kft. biofilm rendszerli, szilard fazisi tomegtenyésztési eljarassal
eldallitott, majd szaritott és porrda 6rolt Cordyceps militaris micéliumot hasznal fel a
kivonatkészitéshez. A kivonat eldallitasa soran etil-alkoholt, desztillalt vizet és a micéliumbol
késziilt gombaport elegyitik. Az etil-alkoholos és desztillalt vizes kivonatot ezt kdvetden,
meghatarozott mennyiségii dextréz-monohidrattal keverik dssze. A folyamat végso 1épéseként
a gyartd a kapott etil-alkohol—desztillalt viz—dextr6z-monohidrat elegyet keverés kozben
megszaritja, aminek eredményeként elkészil a CME. A CME analitikai vizsgalatat
folyadékkromatografia-tandem tomegspektrometriaval (LC-MS/MS) végeztek az Institute of
Bioanalytics and Agro-Metabolomics, Department of Agrobiotechnology, University of
Natural Resources and Life Sciences, Vienna (BOKU) intézetében. A kivonat 5264 ng/g
cordycepint, 4592 ng/g beauveriolid I-et, 9912 ng/g beauveriolid I1l-at és megkdzelitleg 1%o
B-gliikant tartalmaz.

1. tablazat: a kezelési csoportok attekintése

Csoport Poly I:.C Dextréz Cordyceps
militaris kivonat
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C1 (Kontroll) - 0,12% (m/m) -
C2 (Kontroll) - 0,6% (m/m) -
COR1 - - 0,12% (m/m)
COR2 - - 0,6% (m/m)
PC1 50 pug/ml 0,12% (m/m) -
PC2 50 pg/ml 0,6% (m/m) -
PCOR1 50 ug/ml - 0,12% (m/m)
PCOR2 50 pg/ml - 0,6% (m/m)

4.4 Mérések
4.4.1 Kletképesség meghatarozasa

Az explantok metabolikus aktivitasat a CCK-8 teszttel hataroztuk meg (Cell Counting
Kit-8, Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA). A CCK-8 reagens 1:10
aranyban higitottuk indikatormentes DMEM F12 tapoldattal és ezt az elegyet pipettaztuk az
explantokra. Egy oras inkubacidt kovetden standard koriilmények kozott, 100 ul feliiluszot
atpipettaztunk egy tires 96 lyukt lemezre. Az abszorbanciat a gyarto eldirasainak megfelelden
340 nm-en mértiik Multiskan GO 3.2 késziiléket hasznalva (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Mivel a képz6d6 formazan mennyisége egyenesen aranyos a keletkezd
NADPH+H" mennyiségével, a szinintenzitas a sejtek katabolikus aktivitasanak indikatora, igy
az explantok metabolikus aktivitdsat mutatja.

Az LDH (laktat-dehidrogendz) aktivitds mérését széles korben hasznaljak a szoveti
¢letképesség és a sejtkarosodas markerének ex vivo kultarakban. A kultarak kozegében
megemelkedett LDH-aktivitas a sejtmembran sériilésére utal, mivel az intracellularis enzim a
membrankarosodas kovetkeztében kijut az extracelluléris térbe. A membrankarosodast jelzd
extracellularis LDH aktivitast kinetikus fotometrids moddszerrel hatdroztuk meg. A mérés a
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) reagens
segitségével tortént. A modszer 1ényege, hogy az LDH-katalizalja a NAD" redukciojat NADH
+ H'-ra, amely keletkezése 450nm-en detektalhatd. A mérés soran 50 pl tapfolyadékot
elegyitettiink LDH puffer oldattal, majd hozzdadtunk 50 pl frissen készitett Master Reaction

Mix-et. Két perces, 37°C-on torténd inkubacido utan a kezdeti abszorbanciat 450nm-en
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hataroztuk meg a Multiskan GO 3.2 késziilékkel. Ezutdn a méréseket 5 perces 1dokozokkel
ismételtilk mindaddig, amig a legnagyobb aktivitdst mutaté minta abszorbancidja meg nem

haladta a legmagasabb standard értéket.

4.4.2 Interleukin-1p (IL-1B) koncentracié meghatarozasa
kittel (MyBioSource, San Diego, CA, USA) hataroztuk meg a gyartd eldirasai szerint. Az
abszorbanciaértékeket Multiskan GO 3.2 késziilékkel vizsgaltuk.

443 |IFN-y, IL-6, RANTES koncentracié meghatarozasa

Az IFN-y, IL-6 és RANTES fehérjekoncentracidjat a tapfolyadék mintdkban a Milliplex
Chicken Cytokine/Chemokine Panel (Cikkszam: GCYT1-16K, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) segitségével hataroztuk meg, a gyartd ajanlasait kovetve. A méréseket vakon
végeztilk Luminex MagPix késziilékkel, és minden minta elemzése kétszer tortént meg. Az
adatrogzités a Luminex xPonent 4.2 szoftverrel tortént. Az egyes citokinekre vonatkozo
standard gorbéket Otpontos logisztikus regresszidval allitottuk eld, a gyongyok median
fluoreszcencia intenzitasa alapjan, a Millipore Belysa 1.1 szoftver (Merck Millipore,

Darmstadt, Németorszag) segitségével.

4.4.4 Malonaldehid (MDA)-koncentraciéo meghatarozasa

A sejtlizatum higitasa és centrifugaldsa utan meghataroztuk az intracellularis MDA-
koncentraciot. Ez a paraméter a lipidperoxidacidé mértékének jellemzésére szolgéal és
kolorimetrids modszerrel hatarozhatdé meg. A vizsgalathoz 100 pl feliilliszéhoz 300 nl
tiobarbitursavat adtunk, majd a gyartdi protokoll szerint 95 °C-on 1 6rén at inkubaltuk a
mintakat. Az inkubaciét kovetden a mintakat 10 percig jégen hitottiik, végiil pedig a Multiskan

GO 3.2 késziilékkel 532 nm-en mértiik az abszorbanciat.

445 H202 koncentracié meghatarozasa

Az extracellularis ROS (reactive oxygen species) koncentacidé meghatarozasahoz a
H20,-termelddést az Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Pearoxidase Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértiik. Peroxidaz jelenlétében az Amplex® Red
reagens H202-vel reagalva resorufint, egy vordsen fluoreszkald ocidacids terméket hoz létre.

A képz6dott resorufint ezt kovetéen Victor X2 2030 fluoriméterrel mértiik.
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45 Statisztika

A statisztikai elemzéseket az R core Team szoftverrel végeztiik (R Core Team, 4.0.4-€sS
verzid). Az eredményeket a mért abszorbancia értékek atlagaként (+/- az atlag standard hibaja)
adtuk meg, és oszlopdiagramokon abrazoltuk, amelyeket GraphPad Prism segitségével
készitettlink. A kapott adatok eloszlasat Q-Q plottal vizsgaltuk. A vizsgéalatban a
csoportatlagokat a kezeletlen kontrollcsoport értékeivel vetettiik Ossze Wilcoxon-féle
rangproba alkalmazédsaval. A megfeleld dextroztartalmti kontrollcsoporthoz hasonlitottuk a
kezelt csoportok eredményeit. A kombinacids csoportok értékeit a csak poly I:C-vel kezelt
csoportokhoz hasonlitottuk. A COR1-2, ill. a PC1 és PC2 csoportokat mindig a megfeleld
dextr6zos kontrollhoz (C1 és C2) hasonlitottuk, mig a kombinacids csoportokat a PC1 és PC2
csoportokhoz. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p <0.05.
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5 Eredmények
A poly L:C 50 npg/ml koncentracidban az explantok metabolikus aktivitasat
szignifikansan csokkentette mindkét dextr6zos kontroll esetében (p=0,012), azonban a mért

paramétert a CME kezelés nem befolyasolta (4. abra).

Metabolikus aktivitas

S 0.08 .
L :
] T :
Hoo006d] | T, 5
- lls
= .
5 ,
© 0.044

1)

c

®

2 0.02-

Q

N

F

s 0.00—T T 1

4. abra: A metabolikus aktivitas vizsgalata CCK-8 teszttel. C1=kontroll 0,12% dextrdz, C2=kontroll 0,6%
dextroz, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%, COR2=Cordyceps militaris kivonat 0,6%, PC1=poly I:C
(50 pg/ml) és dextroz 0,12%, PC2=poly I:C (50ng/ml) és dextréz 0,6%, PCOR1=poly I:C (50 pg/ml) és
Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50 pg/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,6%. Atlag +
standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk dssze, mig a
PCORI1 ¢és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2 csoportokkal vetettiik dssze.

50 pg/ml koncentracidban alkalmazva a poly I:C kezelés 0,12% és 0,6% dextroz mellett
is szignifikdnsan csokkentette az extracellularis LDH-aktivitast. A CME kezelés nem

befolyasolta az explantok LDH-aktivitasat (5. abra).
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5.dabra: Az extracellularis laktat-dehidtogenaz aktivitdsanak vizsgalata kinetikus fotometrias teszttel.
Cl=kontroll 0,12% dextréz, C2=kontroll 0,6% dextréz, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%,
COR2=Cordyceps militaris kivonat 0,6%, PC1=poly I:C (50 pg/ml) és dextroz 0,12%, PC2=poly I:C (50pg/ml)
és dextroz 0,6%, PCOR1=poly I:C (50 ng/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50
ng/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,6%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat
a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk 6ssze, mig a PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2
csoportokkal vetettiik dssze.
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crcr

I:C kezelést kovetéen. A CME 0,6%-ban alkalmazva, a gyulladdsos kontrollhoz képest
csokkentette (p=0,016) az IL-1B koncentraciot (6. abra).

Interleukin-1p koncentracié
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6. abra: Az IL-1B koncentracié meghatarozasa csirke specifikus ELISA modszerrel. C1l=kontroll 0,12% dextroz,
C2=kontroll 0,6% dextr6z, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%, COR2=Cordyceps militaris kivonat
0,6%, PC1=poly I:C (50 pg/ml) és dextroz 0,12%, PC2=poly I:C (50ug/ml) és dextréz 0,6%, PCOR1=poly I.C
(50 ug/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50 ug/ml) és Cordyceps militaris kivonat
0,6%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk
0ssze, mig a PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2 csoportokkal vetettiik dssze.

A tapfolyadékhoz adott poly I:C szignifikansan emelte az IFN-y koncentraciojat mind
0,12%-0s (p=0,008), mind 0,6%-0s (p=0,016) dextrozkoncentracio mellett. PAMP hianyaban
a CME kezelés szignifikdnsan csokkentette az IFN-y citokinkoncentraciot a kezeletlen
csoporthoz képest (p=0,016). A gyulladésos kontrollhoz képest a CME kezelés mind a 0,6%-
0os (p=0,047), mind a 0,12%-0s (p=0,016) koncentracioban csokkentette az IFN-y

koncentraciojat (7. abra).
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7. abra: Az IFN-y koncentracié meghatarozasa csirke specifikus Luminex MagPix modszerrel tapfolyadékbol.
Cl=kontroll 0,12% dextroz, C2=kontroll 0,6% dextr6z, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%,
COR2=Cordyceps militaris kivonat 0,6%, PC1=poly I:C (50 pug/ml) és dextroz 0,12%, PC2=poly I:C (50ng/ml)
és dextroz 0,6%, PCOR1=poly I:C (50 ug/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50
ng/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,6%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat
a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk 6ssze, mig a PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2
csoportokkal vetettiik dssze.
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A RANTES koncentracioja szignifikans ndvekedést mutatott poly I:C kezelés hatasara
0,12% (p=0,032), valamint 0,6%-0s (p=0,029) dextréztartalom mellett egyarant. A CME
0,12%-ban alkalmazva (p=0,032) szignifikansan csokkentette a RANTES koncentracidjat a
sejtekben (8. abra).

RANTES koncentracio
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8.abra: RANTES koncentracié meghatarozasa csirke specifikus Luminex MagPix modszerrel tapfolyadékbol.
Cl=kontroll 0,12% dextréz, C2=kontroll 0,6% dextroz, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%,
COR2=Cordyceps militaris kivonat 0,6%, PC1=poly I:C (50 ug/ml) és dextr6z 0,12%, PC2=poly I.C (50ug/ml)
és dextroz 0,6%, PCOR1=poly I:C (50 pg/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50
ng/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,6%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat
a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk 6ssze, mig a PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2
csoportokkal vetettiik Ossze.

A CME 0,6%-ban alkalmazva novelte a MDA koncentraciot (p=0,029), ami

lipidperoxidaciora utal (9. abra).

Malondialdehid koncentracié
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9. abra: MDA koncentracié meghatarozasa sejtlizaitumbol kolorimetrias modszerrel. C1=kontroll 0,12%
dextroz, C2=kontroll 0,6% dextrdéz, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%, COR2=Cordyceps militaris
kivonat 0,6%, PC1=poly I:C (50 pg/ml) és dextroz 0,12%, PC2=poly I.C (50pg/ml) és dextrdz 0,6%,
PCOR1=poly I:C (50 ug/ml) és Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50 ug/ml) és Cordyceps
militaris kivonat 0,6%. Atlag + standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat a C1 és C2
csoportokkal hasonlitottuk 6ssze, mig a PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2 csoportokkal
vetettiik dssze.
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A poly I:C és a CME az extracellularis H2O> koncentracidéra nem gyakorolt hatést (8.

abra).
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8. abra: H,0; koncentracié meghatarozasa Amplex Red modszerrel. C1=kontroll 0,12% dextréz, C2=kontroll
0,6% dextroz, COR1=Cordyceps militaris kivonat 0,12%, COR2=Cordyceps militaris kivonat 0,6%, PC1=poly
I:C (50 pg/mL) és dextroz 0,12%, PC2=poly I:C (50pg/mL) és dextréz 0,6%, PCOR1=poly I:C (50 pg/mL) és
Cordyceps militaris kivonat 0,12%, PCOR2=poly I:C (50 pg/mL) és Cordyceps militaris kivonat 0,6%. Atlag +
standard hiba (SEM), *p<0,05. A PC1 és PC2 csoportokat a C1 és C2 csoportokkal hasonlitottuk dssze, mig a
PCOR1 és PCOR2 csoportokat rendre a PC1 és PC2 csoportokkal vetettiik 6ssze.
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6 Megbeszélés

Munkank soran a CME gyulladascsokkentd hatasait vizsgaltuk csirke ileum eredetii
explant tenyészeteken. Az explantokat poly I:C-vel, kezeltiik, hogy vizsgalhassuk az altala
kivaltott gyulladasos és oxidativ folyamatokat, illetve a CME hatésait a kivaltott gyulladasos
reakciora. Annak érdekében, hogy jobban megértsiik e folyamatok eredményét, olyan citokinek
koncentracioit mértiik, mint az IL-1p, IL-6, INF- vy, és RANTES. Az explant tenyészetek elénye
az in vitro sejttenyészetekkel szemben az, hogy minden relevans sejttipus, enzim, transzporter
¢és kofaktor jelen van benniik és igy jobban tiikrozik az in vivo koriilményeket. Ezen feliil az
explant rendszerek csokkenthetik a kisérleti allatok felhasznaldsat is, mivel egyetlen allatbol
tobb explant is eldallithatd. Ez nemcsak a kontrollcsoportok megbizhatdsaga szempontjabol
elényds, de az allatkisérletekben alkalmazott 3R (reduction, refinement, replacement) szabaly
megvalositasahoz is hozzajarul [10].

Az Elettani és Biokémiai Tanszék Biokémiai Osztalya egy korabbi kisérletben az 1 és
2 mm atmérdjli bél explantok tenyészthetdségét és eltarthatosaganak idejét vizsgalta. A 48 6ras
tenyésztés soran a szovetdarabok életképességét, valamint szoveti morfologiat kovették
nyomon. Eredményeik alapjan, a nagyobb méreti explantok ¢letképessége kezdetben
magasabb, azonban 12 éra elteltével a kisebb méretii explantok bizonyultak életképesebbnek.
Ugyanezen kisérletben, poly I:C alkalmazasaval sikeresen valtottak ki citokintermelddést, azaz
gyulladast 1,5 mm atmérdjii explant tenyészeteken, mely modszert mi is sikerrel alkalmaztuk
kisérletiink soran [30].

A gyulladasos kontrollhoz képest a CME mind 0,6%-0S, mind 0,12%-0s
koncentracioban csokkentette a sejtek IFN-y-termelését. Ezt tdmasztja ald az a kutatés is,
amelyben a Cordyceps militaris kivonata cs6kkentette a lipopoliszacharidok altal kivaltott IFN-
y expressziot Ross 308 brojlercsirke 1épben és Bursa Fabricii-ben.[31] Egy masik vizsgalat
szerint azonban, egér 1€p sejtekben a CME ndveli szamos citokin termelddését, koztiik az INF-
vy szintjét is az NK sejtek és a makrofagok aktivacioja altal [32].

Megfigyeléseink alapjan a CME jelentdsen csokkentette a poly 1:C- vel kezelt explantok
altal termelt IL-1B és RANTES szintjét. Ezt aldtdmasztando, egy egér eredetii RAW 264.7
sejtvonalon, a CME csokkentette az olyan proinflammatorikus citokinek és kemokinek
expressziojat, mint az IL-1p, IL-6, TNF- a és a RANTES.[33] Egy hasonl6 kutatasban, LPS-
sel stimulalt RAW 264.7 sejteken a CME eldkezelés koncentracio fliggd modon csokkentette a
TNF-a, valamint az IL-1f szintjét [34].

Zige Liu és mtsai a RAW 264.7 sejtvonalon vizsgéltdk a cordycepin hatasat a

gyulladasra és a piroptozisra. A CME-vel torténd el6kezelés szignifikansan csokkentette a
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makrofagok LDH kibocsatasat, valamint az elhalt sejtek szamat.[35] Mindazonaltal, a jelen
tanulmanyban a CME nem gyakorolt szignifikans hatast a sejtek metabolikus aktivitasara és a
tapfolyadékban mért LDH aktivitasra. Ez kedvezd eredmény, hiszen egyik kezelés sem
bizonyult citotoxikusnak.

A CME antioxiddns hatdsa els6sorban a benne 1évé karotinoidoknak ¢és
poliszacharidoknak kdszonhetd. Ezt a hatast tdimasztja ala az a tanulmany is, melyben ARPE-
19 sejteken vizsgaltak a CME hatésait. A sejteken H2O2-vel indukaltak oxidativ stresszt, majd
a CME kezelést kovetben a ROS és MDA csokkenését, illetve antioxidans enzimek
aktivitasanak novekedését figyelték meg [36]. Ugyanigy RAW 264.7 sejteken is megfigyelték,
hogy H20»-vel torténd oxidativ stressz kivaltasat kovetéen, a CME kezelés szignifikansan
csokkentette az MDA szintjét [37]. Ezzel ellentétben a jelen kisérletben a CME prooxidans
hatast fejtett ki a sejtekre 0,6%-os koncentracioban alkalmazva.

A gyulladascsokkentd hatast az IFN-y, az IL-1P és a RANTES szignifikans csokkenése
tamasztja ala a poly I:C-vel kezelt gyulladasos csoporthoz képest. Eredményeink igazoltadk a

Cordyceps mililtaris kivonat immunmodulal6 hatasat csirke ileum explant modelleken.
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7 Osszefoglalas

Az éllati eredeti ¢lelmiszerek iranti globalis kereslet a vilag népességének folyamatos
novekedésével parhuzamosan emelkedik. A husipar szdmara komoly kihivast jelent a novekvo
igények kielégitése a termékmindség fenntartdsa mellett. Az antibiotikumok preventiv
alkalmazasanak korlatozasa, valamint az antimikrobialis rezisztencia visszaszoritasanak
szlikségessége kovetkeztében egyre nagyobb hangsuly helyezddik az alternativ terapids
megoldéasok kutatdsara. Ezen alternativak koz¢ tartoznak a kiilonb6z6 ndvényi és gombaeredetii
bioaktiv kivonatok is. Jelen kutatds célja a Cordyceps militaris kivonat potencialis
gyulladascsokkentd hatasainak vizsgélata.

A kisérlet sordn 3 hetes csirkék ileumabol szarmazé explantokat alkalmaztunk,
amelyeket 12 6ran & DMEM F12 tapoldatban inkubaltunk. A kontrollcsoportok 0.12% illetve
0.6% dextrozt, mig a kezelési csoportok 0.12% illetve 0.6% dextrozos Cordyceps militaris
kivonatot tartalmaztak. A kombinalt kezelési csoportok esetében az explantok tapfolyadékat a
korabbi kezelések mellett 50 pg/ml poliinozin-policitidilsavval (poly I:C), egy virdlis
nukleinsav analdggal is kiegészitettiink. A kisérlet végén a sejtek metabolikus aktivitasat a
CCK-8 teszttel hataroztuk meg. A tipfolyadékbol mértiik a laktat-dehidrogendz (LDH)
aktivitast, valamint az interleukin 1p (IL-1B), interferon-y (IFN-y) és a RANTES citokinek

A poly I:C kezelés szignifikansan csdkkentette az explantok metabolikus aktivitasat és
a tapfolyadék LDH-aktivitasat, ugyanakkor a Cordyceps militaris kezelés egyik paraméterre
sem gyakorolt kimutathato hatast. A poly I:C-vel kezelt gyulladdsos kontroll csoportokhoz
képest a Cordyceps militaris kivonat legalabb az egyik koncentracioban szignifikansan
csokkentette az IL-1B, az IFN-y és RANTES citokinek koncentraciojat. Az MDA szintje
azonban emelkedést mutatott 0.6%-0s Cordyceps militaris kivonat hatasara a poly I1:C-vel
kezelt csoportban.

Az eredmények alapjan allithatjuk, hogy a Cordyceps militaris kivonat potencialis
gyulladascsokkentd hatassal rendelkezik, azonban 0,6%-0S, magasabb koncentracidban
lipidperoxidéaciét okozva prooxidans hatdsunak bizonytl. A vizsgalt gombakivonat

hatdsmechanizmuséanak pontosabb megértése érdekében tovabbi vizsgélatok sziikségesek.
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