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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMPK = AMP-aktivalt protein-kindz

B. = Bacillus

B. amylo = Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940

BL = Bacillus licheniformis CECT 5436

B. licheni = Bacillus licheniformis CECT 5436

DMEM/F12 = Dulbecco’s Modified Eagle’s medium és Ham’s F-12 Nutrient Mixtrure
EGF = Epidermalis novekedési faktor

ELISA= Enzyme-linked immunosorbent assay

FD4 = Fluorescein-isothiocyanate 4 kDa - dextran

GALT = Gut-associated lymphoid tissue (bélhez kapcsolodé immunrendszer)
GM-CSF = Granulocita-makrofag kolonia-stimulal6 faktor

H2DCF = 2,7-dichlorofluorescein

HRP = Horseradish peroxidase (torma-peroxidaz)

IL = Interleukin

L. = Lactobacillus

LB = Luria Bertani

LBP = Lipopolysaccharid-binding protein (lipopoliszacharid-koto fehérje)
Lp 2142 = Lactobacillus plantarum 2142

LPS = Lipopoliszacharid

mCD14 és sCD14 = membran CD14 és szolubilis CD14

NR = Neutral red

PAMP = Pathogen-associated molecular pattern (patogénekre jellemz6 molekuldris mintazat)
PBS = Phosphate buffered saline (foszfat pufferalt sooldat)

PRR = Pattern recognition receptor (mintazat felismerd receptor)

PUFA = Polyunsaturated fatty acid (t6bbszorosen telitetlen zsirsav)

ROS = Reactive oxygen species (reaktiv oxigén szarmazékok)

SH = Szulthidril-csoport

SCFA = Short-chain fatty acid (rovid szénlancu zsirsav)

SCS = Spent culture supernatant (sejtmentes feliiltiszo)

TER = Transepithelial electrical resistance (transzepitelialis elektromos rezisztencia)
TJ = Tight junction

TLR = Toll-like receptor

TNF-o = Tumor necrosis factor- a (tumor-nekrozis faktor- o)

TSB = Tryptone Soya Broth



1. BEVEZETES

A humén- és allatgydgyaszat tilzott mértékii antibiotikum hasznalata miatt kialakulo
rezisztens torzsek elterjedésének novekedése miatt az Eurdpai Unid kis d6zisu antibiotikumok
hozamfokozasra vald felhasznalasat teljes kortien betiltotta minden tagorszdgaban 2006.
januar 1.-1 hatéllyal, igy széleskorti kutatds indult meg ezen antibiotikumok helyettesitésére
[1]. A hozamfokoz6 antibiotikumok hatdsukat a napi stulygyarapodas novekedésével és
takarmanyhasznositas javitasaval, valamint a bélflora dsszetételének megvaltoztatasaval érték
el, igy ezek betiltdsa a haszonallatok egészségének romlasahoz, termelésiik csokkenéséhez,
hatalmas gazdasagi karokhoz vezetett [2], helyettesitésiikre tobbek kozott a probiotikumok
megfeleld alternativaként mertiltek fel.

A probiotikumok jotékony hatdsa az emberek és allatok egészségére mar évszazadok
oOta ismert. Bizonyitottdk szamos intesztinalis fert6zés ellen kedvezd hatisukat, javitanak a
bélflora sszetételén, a patogén baktériumokkal a bélben kompeticidba 1épnek tapanyagokért
¢s kotohelyekért [3], antimikrobalis metabolitokat termelnek [4], immunmodulatorként
alland6 stimulusban tartjak a bél immunrendszerét [5], és a tight junctionra (TJ) stabilizald
hatassal rendelkeznek [6]. A probiotikumok hozamfokozoként valo felhasznalasanak elonyeit
mar kordbban szamos esetben igazoltdk [7,8,9]. Kisérleti munkdm célja egy olyan in vitro
tesztrendszer Kkifejlesztése, mely alkalmas a Gram negativ baktérium sejtfalalkoto
lipopoliszacharid (LPS) kezelés altal eldidézett bélbeli gyulladasos folyamatok sejtszintii
hatdsainak folyamatos kovetésére, €s a probiotikus baktériumok anyagcsere termékeinek
potencialis gyulladdscsokkentd hatdsanak tanulmanyozasara. A bélben 1év0 osztodo vagy
elpusztuld Gram negativ baktériumbdl az LPS felszabadulva a bélepitélium enterocitdinak
pro-inflammatorikus citokin (GM-CSF, IL-1a, IL-B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a) termel6dését
valtja ki [10].

A vékonybélben lejatszddo in vivo komplex kolcsonhatasok modellezésére poliészter
membran inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtvonalat alkalmaztam, amely 0jsziilott, kolosztrumot
nem kapott sertés jejunumabol szarmazik. Fiziologids bélnyalkahartya epitéliuma az apikalis
¢s basolateralis tér kozott TJ sejtkapcsold struktirdkat képez, amely a bélnyalkahartya barrier
szerepét tolti be, korlatozva a transzepitelialis transzportot [11]. Kutatdsom célja, hogy az LPS
kezelés sejtréteg integritasdra gyakorolt hatdsat a transzepitelidlis elektromos ellenallas
méréssel (TER) és fluoreszcein izotiocianat-dextran (FD4) atjutds vizsgalatokkal kovessem
nyomon.

A védohatas vizsgalatok megkezdése eldtt neutral red (NR) citotoxicitas vizsgalatot
végeztem az alkalmazni kivant probiotikum feliilaszok (2,5; 5; 13,3 %) és LPS

koncentraciofiiggd (1 és 10 ng/ml) sejthalalt okozé mértékének meghatarozasa.



Tovabbi kisérleteim sordn célom szdmos probiotikum bélbarriert erdsitd és
gyulladascsokkentd hatdsanak vizsgalata volt. A kovetkezd baktériumtorzsek és vizsgélati
anyagok keriiltek kivalasztasra: Lactobacillus plantarum 2142, Bacillus licheniformis CECT
4536, Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 sejtmentes feliiliszoi, valamint a natrium-»n-
butirat bakteridlis fermentacids termék. Kutatdsom sordn azt vizsgéaltam, hogy a
baktériumtorzsek sejtmentes feliilliszoi €s a natrium-n-butirdt fermentacios termék milyen
mértékben képesek az IPEC-J2 sejteket az LPS altal okozott kdrosodastdl megvédeni. A
védohatast elsdsorban jelzémolekula (FD4) atjutasaval vizsgéltam, amely a paracellularis
permeabilitds valtozdas mértékérdl ad informacidt, mig az enterocitdk integritds vizsgalatat
TER méréssel tanulményoztam.

Munkédm sordn az LPS éltal kivaltott gyulladasos folyamatban termeld6dd reaktiv
oxigén fajtak (ROS) mennyiségét Amplex red alapa fluorimetrids méréssel kovettem nyomon.
A ROS vegyiiletek instabilak, fokozott reakcioképességiik miatt minden sejtalkotoval
reakcioba Iépnek [12]. Termelddésik mérésével meg akartam 4allapitani, hogy a TJ
funkcidveszteségéhez mekkora mértékben jarulnak hozza.

A TDK munkdam soran, nyomon kovettem, hogy az apikdlisan 1 ¢és 10 pg/ml
koncentracioban alkalmazott LPS mekkora mértékben emeli meg az enterocitdk IL-8
termelddését. A probiotikumok szdmos anti-inflammatorikus anyagcsere terméket
szintetizalnak. Ezek gyulladascsokkentd hatasanak pontos részletei még nem ismertek, igy azt
kivantam megvizsgalni, hogy sejtmentes feliilluszojukkal torténd kezelés mekkora mértékben
képes a gyulladasos citokin (IL-8) termelés mérséklésére.

Téavlati célja a kutatasnak egy olyan alternativ, természetes ¢s biztonsagosan
alkalmazhaté takarmény-kiegészité (probiotikum) eldallitisa, amely a hozamfokozo
antibiotikumok pozitiv hatasai koziil a patogén baktériumokkal szembeni védelmet €s allati
termelés novekedését Otvozi az antibiotikum rezisztencia tovdbbi ndvelése nélkiil.
Amennyiben a probiotikus baktérium torzsek bélnyalkahartya barrier funkcidjara gyakorolt
hatdsmechanizmusat megismerjiik, és az kedvezd, akkor lehetdség nyilik a kiilonb6z6
koroktanu enteritiszek okozta kartételek mérséklésére €s megel6zésére a human és az

allatorvosi terapidban egyarant.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A lipopoliszacharid jelatviteli modja

A baktérium sejtfal strukturalis merevitd funkciot 1at el, a baktérium életének feltétele.
Sejtfal nélkiil a baktérium sejtben fenndllo hatalmas ozmotikus nyomasnak a sejthartya nem
tud elegendden ellenallni, a sejt szétrobban. Gram negativ baktériumok sejtfal felépitésében
peptidogliikan vaz vesz rész, amely N-acetil-gliikkozaminbdl és muraminsavakbdl épiil fel, ezt
a vazat kiviilrél a lipoproteid-lipopoliszacharid (LPS) komplex boritja. Az LPS a baktérium
sejt feliiletén helyezkedik el, a Gram negativ baktériumok endotoxinja. Feloszthatdé magra
(core), amely cukormolekulakbdl 4ll, egy sejtfalantigénre (O antigén) s az ehhez kapcsolddod
O-specifikus oldallancra [13].

LPS szabadul fel 6nmagdban vagy baktérium feliileti fehérjéivel komplexben, amikor a
baktérium osztodik vagy elpusztul. Az immunrendszer kritikusan fontos feladata, hogy
felismerje a behatoldt, megkiilonboztetve azt a szervezet sajatjatol. A baktérium bejutisat a
velesziiletett immunrendszer érzékeli, melyhez az adaptiv immunrendszerre nincs sziikség. A
szervezetbe jutott baktérium f6 virulencia faktora az LPS, de a baktériumnak barmely része
potencialisan idegen lehet a szervezet szdmara, amelyeknek felismerése ismert mechanizmus
alapjan torténik. Legtobb antigén egy molekuléris mintdzattal ,,pathogen-associated molecular
pattern”-nel (PAMP) rendelkezik. Velesziiletett immunrendszer receptorai képesek a PAMP-
ok felismerésére. Ezek a pattern-recognition receptorok (PRR), melyek a PAMP-ok
megkotésével intracelluldris folyamatokat inditanak el.

Az alap mechanizmus szerint az LPS el6szor az LPS-koto fehérjéhez (LBP) kapcsolodik,
mellyel kialakul az LPS-LBP komplex, ami ezutdn a monocitdk feliiletén 1évé membran-
CD14-hez (mCD14) kotodik. A kotddés utan a monocitdkban LPS indukalta sejtaktivacio
kovetkezik be. Az LPS-LBP komplex a vérben és egyéb folyékony kozegben 1évo szolubilis-
CD14-hez (sCD14) is kapcsoldédhat. A CD14-en kotott LPS kivaltotta szignalt a sejtbe Toll-
like receptorok (TLR) kozvetitik. LPS-t mint PAMP-ot a TLR csalad tagjai ismerik fel [14].
A TLR-ok felfedezésére 1985-ben keriilt sor az ecsetmuslinca embrid fejlodésének vizsgalata
soran. Ezen receptorokkal hasonldsagot mutatd receptorokat mutattak ki tobbek kozt az
egerekben és emberekben, innen ered a Toll-like elnevezés [15]. Azdta bebizonyosodott, hogy
a a TLR-ok a természetes immunitas rendkiviil fontos elemei, hiszen aktivalodasukkor
citokinek termelése kezdddik meg, amely az akut fazis reakcidn at az adaptiv immunrendszert
inditja be. Tiz féle TLR-t azonositottak, melyek mindegyike egy PAMP felismerésére képes
PRR. A kiilonféle TLR-ok eltérd ligand megkotésére képesek, igy a TLR-4 a Gram negativ

baktérium sejtfalat alkotdé LPS-nek felismerésére és megkotésére képes [14].



Az eldbb vazoltakat kovetden, két tovabbi uton folyhatnak a reakciok. Egyik soran a
sejtmagban IL-8 gének atirodasa kezdddik meg, mig a masik Gton a nukleéris faktor-KB (NF-
kB) transzkripcids faktor aktivalodik, majd a sejtmagba jutva pro-inflammatorikus kemokin
¢s citokin gének expressziojat inditja be. Ennek eredményeképpen interleukin-1 és -6,

valamint tumor nekrézis faktor-a (TNF-a) termelodik [15].

2.2 IPEC-J2 sejtvonal

A felhasznalt IPEC-J2 egy nem transzformalt sejttenyészet, amely membran inzerten
monolayert alkot, in vitro koriilmények kozott fenntarthato, jejunumbodl szarmazo bélham
sejtvonal, melyet Ujsziilott malacbol nyernek szigortian a kolosztrum felvétele elott. A
sejtvonal szdmos tulajdonsdga alkalmassa teszi arra, hogy a bélnyalkahdrtya epitéliumat
megfeleléen modellezze [17].

Morfologiajarél elmondhatd, hogy apikalisan mikrobolyhokat fejleszt, bazalis €s apikalis
feliiletén citoplazma-nyulvanyokat, mikrobolyhokat bocséjt az intercellularis részbe,
feliiletét glycocalix fedi, azonban eltérden az él6 allatokban taldlhaté bélnyalkahartya
sejtrétegtdl, az IPEC-J2 sejtvonal sejtjei kozott nem taldlhatdk kehelysejteket. A sejtek
polarizalodnak, kiilonbozd sejtkapcsolo strukturakkal osszekapcsoltak. A sejtek apikalis
részén tight junction (TJ) komplexek, bazolateralis feliiletén zonula adherensek talalhatok,
mig bazalis kapcsold strukturdi a desmosomak. Az apikalis és a bazolateralis feliilet kozott
fennalld transzepitelidlis elektromos rezisztencia (TER) bizonyitja, hogy az egy rétegli
sejtvonal integritdsa megfelelo [18].

Bakterialis hatasra, oxidativ stresszre gyulladasos citokinek termelésével valaszol: IL-1a,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-18, TNF-0, GM-CSF (granulocita-macrofdg koldniastimulalé faktor)
génexpresszidja figyelhetd meg [18,19,20]. TJ felépitésében részt vevd molekulak karosodasa

a TER érték drasztikus csokkentését vonja maga utan [21].

2.3 Tight Junction

Bélnyalkahartya epitélsejtjei egymashoz sejtkapcsold strukturakkal kotddnek, a kialakulo
TJ barriert képez az apikalis és bazolateralis tér kozott, nagy molekulatomegii extracellularis
molekuldk fennakadtak ezen a diffuzios barrieren, azonban ez nem képez egy abszolut gatat,
hiszen viz és ionok képesek atjutni [22]. TJ-t felépit6 molekuldk kozott talalhatoak
transzmembran fehérjék, a claudin és occludin csalddjdba tartozd fehérjék, melyek
kapcsolddnak a zonula occludenshez, (ZO), amely a sejt citoszkeletdlis struktirajahoz koti a
transzmembran egységeket [23]. Claudin az a fehérje, mely a transzepitelialis elektromos
rezisztenciat (TER), paracellularis ionszelektivitast és transzportot fenntartja [24].

TJ két tipusat kiilonboztethetjiik meg, a szivargd €s a teljesen szoros TJ-t, utobbinak a

permeabilitdsa kicsi (magas TER mérhetd), ilyen taldlhatd a vesében €s a vér-agy gatban

7



[22]. Vesében claudin-1-t mutattak ki elsdsorban [25], ezt bizonyitja, hogy ennek over-
expresszidja magasabb TER-t eredményezett [26]. Szivargd TJ rendkiviil fontos a bélben,
hiszen itt hatalmas mennyiségili folyadék transzportja sziikséges, ezért nagyobb paracellularis
transzport lehetséges (ezaltal kisebb TER mérhetd) [22].

Gyulladast kelté faktorok, mint E. coli és oxidativ stressz, gyulladasos citokinek és TJ
fehérjék expresszidjanak csokkenését okoztdk Caco-2 sejteken [27].

A bélnyalkahartya epitélium sejtjeinek polaritdsat €s barrier funkciojat az apikalis ¢és
bazolateralis tér kozott a TJ tartja fenn, melynek integritasanak és megfelel6 funkciojanak
vizsgélata soran sziikséges a TER meghatdrozasa, tovabba kiilonbozd jelzdanyagok
hasznalataval az apikalis és bazolateralis tér kozotti paracellularis permeabilitas is mérhetévé
valik [28]. Az inzerteken novekedd egyrétegli sejtvonalak spontan differencidlédasra és
polarizaciora képesek, sejtkapcsold struktirakat kialakitva, hasonléan a fiziologias in vivo
kortilményekhez. Apikalis sejtkapcsold struktira, a TJ kialakul a felhasznalt IPEC-J2

sejtvonalban is, mely felépitésében rendkiviil nagy szerepe van a claudin-3,-4 valamint

occludin molekuldknak (1. abra).
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1.4bra: Immunhisztokémiai mddszerrel Claudin-1 (bal), claudin-4 (k6zépen) TJ alkotd és E-cadherin (jobb)
adherens junction alkoté fehérjék kimutatasa kollagén inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtvonalon. A sejtek kozotti
barna elszinezddés mutatja a pozitiv reakciot. Jol megfigyelhetdk a membran inzert porusai is. (Dr. Jakab Csaba
felvétele). Vonal 10 um.

A TJ altal szabalyozott paracelullaris transzpont vizsgalata lehetévé valik a TER
mérésével, ennek csokkenése azt mutatja, hogy a két tér kozotti rezisztencia csokkent, vagyis

viz €s ionok atjutasa fokozodik a két tér kozott [29].

2.4 Hozamfokoz6 antibiotikumok betiltasa

Az éllat- és huméangyogyaszatban egyre nagyobb aggodalomra ad okot, hogy méara széles
korben jelentek meg antibiotikumokkal szemben rezisztens baktérium torzsek. Az
antibiotikumok hozamfokozas céljara torténd betiltdsait magyarazza, hogy Eurdpa szerte
hatalmas mennyiségben alkalmaztak antibiotikumokat. FEDESA/FEDANA altal 1997-ben
publikalt adatok szerint az Eurdpa Unidban élelmiszertermeld allatok esetében 3494 tonna
antibiotikum hasznaltak fel hozamfokozas céljabol [30].

Az antibakteridlis szerek az egyik leggyakrabban alkalmazott gydgyszercsoport az

allatgydgyaszatban. Terdpids hasznalatkor a meglévo bakterialis fertdzottség kezelésére adnak
8



antibiotikumot. Nagy allatlétszam esetén sokszor az egyedi allatkezelés nehezen megoldhato,
ilyenkor a metaphylaxist alkalmaznak. Ebben az esetben a beteg allatokat gydgykezelés
céljabol, az egészségeseket preventive kezelik antibiotikumokkal. A metaphylaxis tehat
antibakteridlis terapia és prevencio egyszerre. Prophylaxis sordn a bakterialis fertdzés
kialakuldsa eldtt megel6z0 célbol adnak terdpias ddzisban antibiotikumokat. Még a
profilaxisnal is kritikusabban fogadott eljaras az antibiotikumok hozamfokozdsra torténd
felhasznalasa, mely soran az antibiotikumok szubterapids dozisban keriilnek felhasznalasra
[30]. Az antibiotikumok hozamfokoz¢ hatasara az 1940-es években deriilt fény. 1951-ben az
Amerikai Egyesiilt Allamokban allatorvosi vény nélkiil alkalmaztak az antibiotikumokat, az
50-es és 60-as években Europaban az orszadgok sajat dontése alapjan véltak hozzaférhetdvé
[31].

Bar a hozamfokozé hatdsanak pontos mechanizmusa részleteiben nem ismert, de az
elfogadott, hogy alkalmazasukkor a napi sulygyarapodds ¢s a takarmany hasznositas
novekszik. Hatasukra az 4llat természetes bél mikroflordja atalakul, az emésztést és a
takarmany hasznositasat jobban lehetdvé tevd mikroorganizmusok szaporodnak el, tovabba
patogén baktériumokat gyéritd és megbetegedést megel6z6 hatdsuk van [33].

Az antibiotikumok hasznalataval egyidés jelenség az antibiotikum rezisztencia
kialakuldsa. Minden antibiotikum esetében szelektalodnak rezisztens baktériumok, melyek a
rezisztenciat horizontdlisan és vertikalisan is terjeszthetik. A rezisztencia kialakuldsat a
szubterapias ddézisban torténd alkalmazas nagy fokban eldsegiti. Az allat és human terapidban
egyre fontosabb a feleldsségteljes (prudens) antibiotikum hasznélat, valamint a talzott, vagy
sziikségtelen alkalmazas visszaszoritasa, ezért az eurdpai orszdgok az allatorvosi és human
klinikai felhasznalast szabalyoztdk, majd hatalmas erdkkel fordultak a mezdgazdasagi
felhasznalas csokkentése felé, mely végiil Eurépdban az antibiotikumok hozamfokozasra
torténd felhasznalasdnak teljes kori besziintetéséhez vezetett [31,33]. Eldszor 1986-ban
Svédorszagban drasztikus modon minden antibiotikum hozamfokozésra valo felhasznalasat
betiltottak. Ezt kovetéen 1998-ban az Eurdpai Unid valamennyi tagorszagara hatalyos modon
kiterjesztve hét antibiotikum (avoparcin, bacitracin spiramycin és tylosin, virginiamycin,
olaquindox, carbadox) hozamfokozasra torténd felhasznaldsat tiltottak be [30, 32]. 2006-ra
mar csak négy hozamfokozds céljara alkalmazhat6 antibiotikum (monensin, salinomycin,
avilamycin, flavofoszfolipol) maradt engedélyezve az Eurdpai Unioban, amelyek 2006. januar
1-1 hatadlyba levd tiltdsaval megsziintették az antibiotikumok hozamfokozasra valo
alkalmazaséanak lehetéségét [1].

Koztudott, hogy azok az allati élelmiszerek, melyek a rezisztens baktériummal fertdzott
allatokbol szdrmaznak potencidlisan fertézoképesek lehetnek az emberekre nézve, azonban

ezen kiviil més fertdzési lehetdségek is 1éteznek. Szennyviz altal kontaminalodhat a
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kornyezet, melybdl nemcsak az élelmiszertermeld allatok, de szinte barmi és barki felvehet
rezisztens torzseket. Kornyezettel vald érintkezés ttjan vadallatok, haziallatok,
élelmiszertermel6 allatok, emberek fert6zodhetnek, tovabba a kontaminalodott 6ntozoviz a
novényeket is potencialis forrassa teszi [33].

Az antibiotikumok hozamfokozas céljara torténd betiltdsdnak negativ hatdsai is
megmutatkoznak az allatok egészségi allapotanak romlésédban (elsésorban a nem megfeleld
higiénias viszonyok kozott tartott allatok esetében) hatalmas gazdasagi karokat okozva,
azonban ez a tény sokszor figyelmen kiviil marad. A betiltds utan szignifikansan mutatkozott
meg az antibiotikumok pozitiv hatasainak hidnya, igy az alternativ, természetes ¢&s
potencialisan helyettesitd anyagok irdnti kutatas igénye fokozottan jelentkezett [33].

2.5 Bélflora

Rendkiviil fontos az egészséges élet megtartdsa érdekében allatban és emberben egyarant
a megfelelé bél mikrofléra megléte. A bél hatalmas feliilete (100-200m”) a bélbolyhok és
mikrobolyhok feliiletnovelésének koszonhetd. Ezen hatalmas teriilten szerény becslések
szerint is 10" szamG mikroorganizmus ¢l, a jejunumban a szadmuk 10%10%, féleg
streptococcusok és lactobacillusok, mig a colonban 10’-t is meghaladhatjak, itt foleg
streptococcusok, actinomycinek, corynebaktériumok és clostridiumok vannak nagy szdmban
[34]. Szédmos kutatds azt mutatja, hogy a bélflora Osszetétele az egyénre jellemzd, az
egyedekben relative allando a mikroorganizmus populaciok 0Osszetétele. Sziiletés utan
betelepedd mikroorganizmusok, bélbaktériumok egy része az allandd bélflorat alkotja, mig
vannak a tranziens bélfléra alkotok, melyek taplalkozas sordn, per os keriilnek be a
kornyezetbdl €s 6sszetételiik valtozo [35].

A bélflora elsddleges feladata az epitéliumban egy intestinalis barrier felallitasa, mely
megakadalyozza patogén mikroorganizmusok bejutdsat, megtapadasat, de emellett szdmtalan
tulajdonsaga van, mely nélkiil az egészséges élet elképzelhetetlen. A probiotikumok és bélben
€16 baktériumok a gazda altal meg nem emésztett szénhidratbol (pl. celluloz) rovid szénlancu
zsirsavak soit (acetatot, propiondtot €s butiratot) fermentdlnak, melyek a vastagbélben 1€vo
enterocitak enegiaelldtdsanak nagy részét tehetik ki, emellett fontos faktorok lehetnek a
postnatalis epithelidlis adapticioban és normal bélflora kolonizacidjanak kialakitdsaban.
Caco-2 sejtvonalon végzett kisérletben a butirattal vald kezelés javitotta az intestinalis barrier
funkciot, amely a TER szignifikdns emelkedésében mutatkozott meg. Vizsgalatok azt
mutattak, hogy nem kozvetleniil az occludin, claudin-1,-4 és ZO-1 fehérjék expresszidjara
hatott, hanem az AMPK aktivitasat novelte. Az AMP-aktivalt protein-kindz iranyitja a TJ
proteinjeinek Osszerendezését [36]. Bélben el baktériumok tovabbi szerepe az, hogy B-
vitaminokat, emésztd ¢s védekezd enzimeket termelnek, metabolizalnak potencialisan

karcinogén anyagokat, az immunrendszert allanddan stimulaljak [37].
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A nydlkahartydhoz kotott immunrendszer bélben a GALT nevet viseli. Per os bejutd
antigéneknek, toxikus anyagoknak, mikroorganizmusoknak a bélrendszer allanddan Kkitett
tertilet, csakis a megfelelden kialakult immunrendszer tudja ekkora veszély ellen megvédeni a
szervezetet. A GALT-ban 1év0o limfocitdk szdma megegyezik a 1épben 1évokével. A
limfocitdk nagy része a mucosaban taldlhaté Peyer-plakkokban helyezkedik el [38,39]. Kis
nyirokcsomak a gastrointestindlis traktus egész hosszaban fellelhetdk, ezen feliil limfocitak az
epitélium bazolateralis terében is eléfordulnak. Sziiletés utan bélben nincsenek mikrobak,
nyalkahartydhoz kotott immunrendszer sincs jelen, hiszen eddig antigén hatds nem érte a
szervezetet. Az anyatej felvétele sordn a mikrobdk folyamatosan telepiilnek be a bélbe,
kialakitva ezzel az egyedre jellemzé mikflérat. Ez a folyamat egyben hozzdjarul a bélhez
kotott immunrendszer kialakulasahoz, éréséhez. Mikroorganizmusok €s enterocitak kozotti
interakcidk fontosak a kontrollalt mértéki citokin és kemokin termelés kialakulasdhoz [40].

Genetikai prediszpozicié mellett kornyezeti tényezok is részt vehetnek olyan autoimmun
betegség kialakuldsdban mint példaul a sclesoris multiplex (SM), melynek folyamata soran
gyulladasos reakcidt valtanak ki a myelin réteget pusztitd antitestek. A SM-es ¢s egészséges
emberek mikrobidlis genomjanak vizsgdlata soran arra keresnek valaszt, hogy a mikrdba
populacié osszetétele 0sszefiiggésbe hozhato-e a betegség kialakitasaban [41]. A bélmikrobak
Osszetételének megvaltozasa szerepet jatszhat kronikus immunmedidlt gastrointestinalis

betegségek (Crohn betegség, idiopatikus patoldgias ulcerativ colitis) kialakulasaban [42].

2.6 Probiotikumok

2.6.1 Torténelem és fogalom

Etelek és italok fermentalasa hatalmas multra tekint vissza, hiszen a tartdsitis egy
legrégebbi modszere. A probiotikumok jotékony hatdsit az egészségre mar az
Otestamentumban is leirtak, hiszen Abraham hosszu életét az elfogyasztott savanyu tejnek
koszonhette. Pliniusz k.e. 76-ban bélbantalmak kezelésére fermentalt tejet ajanlott, majd
Mecsnyikov volt, aki megfigyelte, hogy kaukazusi emberek a kefir fogyasztasanak
koszonhetden sokkal tovabb ¢ltek, mint akik kefirt nem fogyasztottak. A probiotikum
elnevezés a ,,pro bios” kifejezésbol szarmazik, melynek jelentése ,,az életért”. Ezt a szot a mai
megfogalmazas szerint el0szor Parker haszndlta, aki szerint a probiotikumok olyan
mikrorganizmusok és azok vegytiletei, melyek hozzajarulnak a bél mikroflora egyensulyahoz.
Fuller 1989-ben probalta tovabb fejleszteni a probiotikum fogalmat, majd 1992-ben
Havenaarnak ¢s munkatarsainak szélesitett fogalomkore kovetkezett, akik tigy hataroztdk meg
a probiotikumot, hogy az egy mono vagy kevert mikroorganizmus kultura, melyet allatnak
vagy embernek adva jotékonyan befolydsolja a gazda szervezetét. Legjobb definicid végiilis

Huis In’t Veld és Havenaar nevéhez kotddik, hiszen 6k azt is kihangsulyoztdk, hogy
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figyelembe kell venni azt, hogy a probiotikum csakis megfelelé6 mennyiségben adva fejt ki
jotékony hatést a bélfléra mddositasa révén a gazdara [43].
2.6.2 Kritériumok

A probiotikumokkal szemben tdmasztott kritériumok kozott szerepel a hasnydlmirigy
enzimek ¢&s epesavval szembeni rezisztencia, valamint a gyomorsavval szembeni
ellenalloképesség. A gastrointestinalis traktusban a probiotikum tulélése fiigg a gyomor pH-
tol, az ott tartdzkodas idejétdl valamint a mikroorganizmus fajatol [44]. A bélnyalkahartyahoz
valé kotddési képesség szintén fontos szempont, mivel ezdltal kiszorithatja a patogén
mikroorganizmusokat. A biztonsag alapvetd fontossadgu, szamos vizsgalatnak kell alavetni a
feltételezett probiotikus tulajdonsdggal rendelkezd baktériumot mieldtt kereskedelmi
forgalmazasba keriilne, tobbek kozott, hogy dokumentalt, valds egészségre pozitiv hatdssal
rendelkezzen, és lehetséges legyen ipari mértékli eldallitasa [45,46]. A legjobb tulélést
gastrointestinalis traktusban a Lactobacillus acidophilus 2415, 2401, 2409, L. longum
valamint a Bifidobacterium pseudolongum mutatta [44]. A L. casei és a L. plantarum
hosszabb ideig képes tejben életben maradni, mint a L. acidophilus, a L. reuteri és a

Bifidobacterium. A L. plantarum birja legjobban a savas kozeget [47].

2.6.3 Probiotikumok hatasa

Probiotikumok pozitiv hatasa rendkiviil sokféle lehet, és a kutatasi eredmények alapjan ez
a lista csak egyre boviil. Legfontosabb kedvezd hatasai kozott tartjdk szdmon az egyén
kiszoritasat; a szérum koleszterin €s triglicerid szint, valamint a vérnyomads értékének
csokkentését; a laktéz intolerancia tiineteinek mérséklését; rota virus okozta hasmenés
csillapitasat; karcinogén anyagok megkotését, ezaltal a méhnyakrak és hugyhdlyagrak
eléfordulasanak valdsziniiségének mérséklését [48]. Stimulaljak a humordlis és a sejtes
immunrendszert; csokkentik a nemkivénatos metabolitok (ammonia, pro-carcinogén enzimek
a vastagbélben) szintjét, valamint mérséklik az allergias tlineteket; enyhitik az IBS
kialakuldsadnak lehetdségét; az asvanyi anyagok metabolizmusat javitjadk, ezzel a csont
denzitasra ¢s stabilitdsra jotékonyan hatnak [49]. A bélsar enzimek (B-glukuronidaz, béta-
galukozidas, nitroredukaz, uredz) mennyiségét csokkenteni képesek [50]; baktérium-ellenes
molekuldkat termelnek (savak, hidrogén-peroxid, bacteriocin). Tobb kisérlet bizonyitotta,
hogy human daganatbol szdrmazo transzformalt bélsejtvonalon kiilonb6zd patogének, mint
Salmonella, E. coli, Clostridium ellen védohatassal voltak, kimutathatéan csokkentették a
gyulladasos molekuldk és citokinek termelddését, ezaltal mérsékelték a gyulladasos valaszt a

bélben [51].
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A bélnyalkahartya feliiletét mucin védi, melynek a barrier funkci6 fenntartdsdban van
szerepe. A L. plantarum 299v a MUC-2 és MUC-3 gén transzkripcidjanak novelésével tobb
mucin termelését valtotta ki, ezzel megakadalyozva a patogén mikroorganizmusok kotodését
a bélfalhoz [52]. Mucin mellett, a barrier fenntartasaban kdzponti szerepe van az enterocitak
kozotti sejtkapesold struktiranak, a TJ-nak. Patogén baktériumok képesek a citoszkeleton és a
TJ proteinjeinek 4atrendezésével a barrier funkcid nagymértékli csokkentésére.
Probiotikummal vald eldkezelés javitotta a barrier funkcidt és csokkentette a patogének
kotodését a bélfalhoz. A TJ felépitésében szerepet jatszé occludin szerin-foszforilacidjat és a
Z0-1 tirozin-foszforilaciojat csokkentették, igy azok funkcidcsokkenését megeldzték [53].

A probiotikumok stimulaljdk az immunrendszert, az enterocitdkkal vald interakcidjuk
citokinek és kemokinek termelddéséhez vezet. L. sakei képes volt IL-1a, IL-8, TNF-a
termelés kivaltasdhoz, L. acidophilus és casei szisztémas immunstimuldciot okoztak, a
fagocita aktivitast novelték, a L. rhamnosus up-regultdlta a fagocita receptorok
génexpresszidjat. L. rhamnosus és L. casei a natural-killer sejtek aktivitasat és citotoxikus
potencialjat novelte. Kisérletek azt mutatjadk, hogy probiotikummal kezelés hatdsara
bekovetkezo IL-8 termelddés tlinik a f6 citokinnek a kapott valasz soran. A probiotikumok az
adaptiv idegrendszerre is hatdssal vannak, az IgA termelését stimulaljak a bélben [54].

A reaktiv szabad gyokoknek az oregedéssel-0sszefiiggd kronikus betegségekben, mint a
szivelégtelenségben, diabetes mellitusban nagy szerepik van. Gastrointestinalis
betegségekben (gasztrikus €s duodenalis fekélyekben, pancreatitisban, IBD-ben, vastagbél-
gyomor-nyeldcsd rakban) is igazoltdk a a reaktiv oxigén gyokok (ROS) karositd hatasait.
Ismert, hogy az antioxidansok védelmet nyujtanak az oxidativ stresszel szemben. Egyes
probiotikus baktérium fajokrol is bebizonyosodott, hogy antioxidans szereppel rendelkeznek,
azonban ez nem altaldnos hatasa a probiotkumoknak, ezt csak a L. paracasei, L. rhamnosus
GG esetében sikeriilt ezt idaig bizonyitani [55]. Uj felfedezés a probiotikumokkal
kapcsolatban, hogy képesek interakcidoba 1épni a koézponti idegrendszerrel [56], tovabba a
fogszuvasodasért feleldossé tehetd Streptococcus mutans valamint Candida albicans
novekedését képes gatolni a L. plantarum 299v, 931, L. rhamnosus, L. paracasei, L. reuteri
[57]. Az Enterococcus faecium a normalis bélflora tagja, emellett torzskonyvezett taplalék
kiegészitd. Kimutathatd, hogy a hasmenés kialakulasat és annak kovetkezményeit képes
csokkenteni. A Bacillus cereus és S. boulardii probiotikummal takarmanyozott malacok
esetében harmincszor kevesebb mannit atjutdst mértek a bélnyalkahartyan keresztiil, tehat a
bélnyalkahartya barrier funkciojat javitotta [58]. A jotékony hatdsok eléréséhez 10°-10°
sejt/nap elfogyasztas kell [47].
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2. abra: Probiotikum feltételezhet6en gatld hatast fejtenek ki az LPS 4altal kivaltott mérhet6 TER érték
csokkenésre, jelzomolekula (FD4) apiko-bazolaterdlis atjutdsra és gyulladasos citokinek termelésének
novekedésére. A sejtmentes feliiluszo (SCS) tovabba sekentden hat a gyulladascsokkentd mechanizmusokra

2.6.4 Probiotikumok az Eurépai Unioban
Eurdpai Unioban 2006 utdn minden antibiotikum felhasznaldsa hozamfokozésra tiltotta

valt, ami a mai napig hatalmas allategészségligi és ezaltal gazdasagi karokat okoz. A csokkent
termelés mellett a novekvd morbiditds és mortalitas i1s novekvd gondot okoz, igy az
alternativak keresése kiemelked6 jelentoségiivé valt. A 2.6.3 fejezetben felsorolt okokbdl a
probiotikumok megfelelonek tlinnek. Huméan felhaszndlasra Lactobacillus és Bifidobacterium
fajokat, mig allatoknak elsésorban Lactobacillus, Bacillus és Enterococcus fajokat adnak
[46]. Bar human felhasznalasra tobb évszazados torténelem tekint vissza, az allatok altali
felhasznalasdra a hozamfokozasra torténd antibiotikum betiltds utan keriilt sor. Régota
hasznalt probiotikumokrdl tudjuk, hogy nem toxikusak, nincs kéros hatasuk, azonban ijjabban
felfedezett baktérium fajokrdl nem feltételezhetjiik hogy ezek is artalmatlanok, hatékonysagi
¢s biztonsagi kisérletek sziikségesek [59]. Egyes Bacillus fajok termelnek toxinokat, emiatt a
SCAN (Scientific Committee on Animal Nutrition) azt javasolta, hogy Bacillus cereus térzsek

hasznalatat sziintessék be [60].

2.6.5 Prebiotikumok és synbiotikumok

A probiotikumok altal felhasznalhaté tapanyagot prebiotikumnak nevezik, melyek a
gazda szdmara emészthetetlen tdpanyagok, amelyek eljutnak a vastagbélig, ott tdpanyagként
szolgalnak a mikrofloranak, igy prebiotikum addsa novelheti a hatékony probiotikus
a laktuloz, az inulin és bizonyos oligoszacharidok, a melyeket a baktériumok képesek
fermentalni, és beldlik rovid szénlanct zsirsavakat képezni. A pro- és prebiotikumokat

egylittesen a synbiotikumoknak nevezik [61].
2.7 Oxidativ stressz

2.7.1 Oxidativ stressz és a citokinek szerepe
Az oxidativ stressz egy olyan koros allapot, melyrdl akkor beszéliink, amikor a szervezet

antioxidans véddmechanizmusai kimeriilnek, és mar a feleslegben 1év6 reaktiv oxigén fajtak
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(ROS) megbontjdk a szervezet redox-homeosztazisat [62]. A kiils6 kornyezetben szamos
folyamat billentheti ki a fiziologias redox-homeosztazist, ilyenek lehetnek a taplalékban 1évo
kiilonbozdé adalékanyagok és OsszetevOk, ionizald sugdrzasok, valamint a xenobiotikumok
[63]. Szamos betegség patomechanizmusdban az oxidativ stressznek szerepe van:
artherosclerosisban [64], magas vérnyomasban [65], diabetes mellitusban [66], gyulladdsos
eredetli bélbetegségekben (IBD), mint példaul a Crohn betegség vagy ulcerativ colitisben
[67], gyomorfekélyben ¢&s gyomorrdkban [68], neurodegenerativ betegségekben [69],
reumatoid arthritisben [70]. Keletkez6 ROS azonban rendkiviil fontosak is lehetnek, igy
fagocitozis sordn a monocitdkban, a neutrofil granulocitdkban és a macrofagokban, a
bekebelezett mikroorganizmusok elpusztitdsaban jatszanak szerepet (oxidative burst) [71]. A
mitokondriumokban megnovekedett ROS képzddés az apoptdzisban jatszik kozponti szerepet
(mitokondrialis apoptdzis) [72].

Az oxigén molekula elengedhetetlen a foldi aerob élethez, azonban minden él6lényre
veszélyt is jelenthet, hiszen biradikélis gyokként, kiils6 elektronhéjan 2 parositatlan elektront
tartalmaz. Ebben a formaban csak gyenge oxidaloszerként viselkedik, azonban redukcidjaval
szuperoxid anionna valhat, mely tovabbi redukcidval hidroxil gyokké alakulhat [73]. A ROS
vegyliletek koziil a legveszélyesebb a hidroxil gyok OH', mivel szinte minden molekulat
képes megtamadni. Annyira reaktiv, hogy életideje mikroszekundummal mérhetd, mivel
azonnal reakcioba 1ép egy masik molekuldval. A reaktiv szabad gyokok valamennyi
sejtalkotoban képesek karosodast okozni, de a legjelentdsebb mértékli gondot a DNS, RNS,
tiolok (féleg a fehérjét alkotd aminosavak oldallancanak SH- csoportjan) roncsolasa, valamint
a tobbszorosen telitetlen zsirsavakat tartalmazé (PUFA) bioldgiai membranok lipid
peroxidacioja jelenti [74].

Lipid peroxidacio soran a hidroxil gyok a zsirsavlancban 1évé C-atomrdl leszakit egy
hidrogént. Ezek a keletkez6 lipidperoxidok a membranban kapcsolddhatnak egymaéssal vagy
proteinekkel. Oxigénnel kapcsolédva peroxil gyok keletkezik (inicidcid), amely masik
zsirsavrol hidrogént szakit le, ezt a zsirsavat /ipid-peroxil gyokké alakitva, mig 6nmaga lipid
gyokké alakul (propagécid). A folyamat végén a hatalmas szdmban felszaporodott lipid
gyokok egymadssal kapcsolodnak, a membran tonkremegy, funkcidjat veszti (terminécid). Egy
hidroxil gyok tobb szaz zsirsavat képes karositani. A végeredmény, hogy a membran teljesen
elveszti a funkciojat, stulyos sejtkarosodast alakitva ki [71, 75] DNS, fehérje és lipid
oxidaciodja elso 1épeésként jatszhat szerepet a mutagenesisben [76] és carcinogenezisben [77].

Az élet alapveto6 feltétele, hogy a ROS karosito hatasat ki tudja védeni a sejt. A védekezo
mechanizmusok bonyolult rendszerének egyik legfontosabb tagjai az antioxidans vegyiiletek
(karotinoidok, aszkorbinsav, E-vitamin, glutation). Emellett enzimrendszerek (szuperoxid-

dizmutaz, kinon-reduktdz, kataldz, glutation-peroxiddz), kialakult DNS hibak javitasara
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szolgald javitd enzimek, és karosodott molekuldk eltavolitasat végzd proteoitikus enzimek,
foszfolipazok is a rendszer tagjai [78]. ROS vegyiiletek hatidsa a sejtekre koncentraciotol
figgden eltérd lehet. Mitotikus sejtekre serkentden hat a kismértékli oxidativ stressz, azonban
nagyobb mértékii ROS mar apoptozist €s nekrozist okoz [78]

Citokinekre, novekedési faktorokra, kiilsd kornyezeti hatdsokra a sejt ROS
termelddésével valaszol, igy a sejtben a reaktiv oxigén gyokok masodlagos hirvivd folyamatot
is ellatnak, sejtosztodas, gyulladas és apoptdzis jelatvitelében vald szerepiik bizonyitott [79].

A citokinek kis molekulatomegli szabdlyz6 molekuldk, melyek a velesziiletett és a
szerzett immunrendszer befolyasoldsdn at nagy szerepet kapnak a gyulladasos vélasz
kialakitasaban. Elsésorban parakrin és autokrin médon hatnak, immunsejtekben termelédnek
[80]. A citokinek csaladjaba tartoznak az interleukinok, interferonok, TNF-a, valamint nem
immunologiai citokinek (erithropoetin). Jellemzd rajuk a redundancia (mds-mas citokinek
ugyanazon feladatot 1atjak el) valamint a pleitréopia [81]. Specidlis membran receptorokhoz
kotddnek, ezzel egy intercellularisan lezajlodo kaszkadot inditanak el, megvaltoztatva a sejt
miuikodését. Sejtfelszinen expresszalddo receptorok szambeli mennyiségére hatdssal lehetnek,
szerepiik régota tisztazott, a gyulladas kivaltasaban vesznek részt (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a),
melyet proinflammatorikus hatdsnak hivunk. Vannak azonban gyulladas-ellenes citokinek is,
mint példaul az 1L-4,10,11,13, s6t meglepd modon az IL-1 és a TNF-a bizonyos receptorai is
ide sorolhatok [82].

A pleiotropianak megfeleléen a 1L-4,10,13 aktivalja a B-limfocitdkat, de a sejtekben
elnyomjak a IL-1 és TNF-a képzddését. Ehhez hasonlé modon az IFN-y is betolthet gyulladés
keltd ¢és ellenes szerepet. Oxidativ stressz képes beinditani gyulladdsos citokinek

termelddését, ezzel gyulladast kialakitva [83].

2.7.2 Az oxidativ stressz meghatarozas modszerei

Oxidativ stressz folyaman szamos ROS vegytilet keletkezik, melyek koziil a hidrogén-
peroxid a legstabilabbb, igy az oxidativ stressz kvantitativ mérésére legalkalmasabb vegyiilet.
A mar rendkiviil kis mennyiségnyi (50nM) hidrogén-peroxid meghatdrozasdra Amplex red
modszer segitségével van lehetdség. A reakcid 1ényege, hogy a H,O, Amplex red reagenssel
(10-acetil-3,7-deihidrofenoxazin) torma-peroxidaz (HRP) jelenlétében 1:1 ardnyban reagal,
mikozben resorufin keletkezik, mely piros szinben fluoreszkal [84]. Hasznéalatos még a p-

dihidrofenilacetil és a 2,7-diklorodihidrofloureszcein (H2DCF) alkalmazésa [85].
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3.Anyag és modszer

3.1 IPEC-J2 sejtvonal tenyésztése és LPS kezelés

IPEC-J2 sejtvonalat hasznaltam fel kisérleteimhez, melyet poliészter membran inzertre
helyeztem, ezzel egy sejtrétegli bélnyalkahartya epitéliumot modelleztem in vitro. Az apikalis
¢s bazolaterdlis folyadék kompartmentek kizardlag 0,4 pum-es porus atmérdjii interten
keresztiil voltak kapcsolatban. A komplett médium, melyet a sejtek fenntartasara hasznaltam,
1:1 ardnyban tartalmaz: Dulbecco’s Modeified Eagle’s mediumot és Ham’s F-12 Nutrient
Mixtrure-t (DMEM/F12), majd ezt kellett kiegészitenem, 5% FBS-sel (fotalis borju savo),
Sug/ml transzferrinnel, 5 ng/ml szelénnel, 5 pg/ml inzulinnal, 5 ng/ml epidermalis ndvekedési
faktorral (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin keverékkel (ez mind Fischer Scientifictdl
szarmazik).

Az IPEC-J2 sejtek inzertre valo helyezését 7 napos tenyésztés elézte meg egy 25 cm’
flaskdban 10 ml tapfolyadékban. Fontos, hogy 37 °C és 5 v/v % CO; jelenlétében torténjen a
tenyésztés minden folyamata. A tenyésztés végén a sejtek passzalasa kovetkezett. A tapoldat
ledntése és 5 ml PBS-sel (phosphate buffered saline) vald atmosast hajtottam végre. A sejtek a
flaska feliiletére ndve helyezkedtek el, azokat onnan el kellett tdvolitanom, melyet 2 ml
tripszin-EDTA (0,05% tripszin ¢és 0,6mM EDTA/etilén diamin-tetraacetat) hozzaadéasaval
végeztem el. Ovatos razassal fizikailag segitettem a folyamatot, 10 perc mulva a sejtek
levaltak a flaska feliiletérdl. A levalt sejteket 0j steril flaskdba helyeztem 2 ml mennyiséget
pipettdzva a tripszin-EDTA-sejt oldatbol, melyet a DMEM/F12 tapoldatbél 10 ml-re
egészitettem ki. Ezek utan a sejtek poliészter membran inzertre, 6 lyuku sejttenyésztd edényre
(Costar Transwell; 4,67 cm?/lyuk) keriiltek atoltasra. A kivant sejt denzitas 6x10° db sejt/lyuk.
Bazolateralis térbe 2,5 ml, mig az apikalis térbe 1,5 ml DMEM/F12 médium kertilt.
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3. dbra: A TER mérés sematikus rajza 3D IPEC-J2 sejtkultiran
A TER mérését (3. abra) TER mérokésziilékkel hajtottam végre (Evom Epithelial Tissue
Volt/Ohmmeter Precision Instruments). Az apikalis és bazolateralis kompartmenek kozotti
elektromos rezisztencia kiilonbség jelzéértéke a kialakult monolayer integritdsanak. Az
altalam tervezett tovabbi kisérleteket >4000 Ohm*cm” TER értéket mutatd monolayeren

végeztem el. A mérést steril koriilmények kozott kellett elvégezni szobahOmérsékleten.
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Hasznalat eldtt sterilizalni kellett az elektrodakat, majd mérések kozott a felhasznalt DMEM
médiumban obliteni. A mérdmiiszer 2 elektrodaja koziil a hosszl elektrodat a bazolateralis
térnek megfeleld folyadékba, mig a rovidebb elektrédat az apikalis kompartmentbe kellett
helyezni. A mérést haromszor ismételtem ( n=3).

A sejteket LPS kezelésnek vetettem ala, 1 és 10 pg/ml LPS koncentracidkat alkalmazva.
1 mg/ml Salmonella enterica ser Typhymurium (Sigma) torzsoldatbol allitottam el6 DMEM
felhasznalasaval a kivant koncentracidkat, majd 2,4 €s 24 ora inkubdcio utan TER értéket

mértem.

3.2 Baktérium torzsek sejtmentes foliiluszoinak elokészitése

Probiotikumok véddéhatasanak vizsgalatdhoz az alabbi baktérium fajokat alkalmaztam:
Lactobacillus plantarum 2142 (Institute of Dairy Microbiology, Agricultural Faculty of
Perugia University, Perugia, Italy), Bacillus licheniformis CECT 4536, Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 (Norel Animal Nutrition, Madrid, Spain). A kiilonb6z6
baktériumfajoknak tenyésztéséhez eltérd tapoldatokat hasznaltam. A L. plantarum 2142
tapoldata DeMan, Rogosa, Sharpe (MRS), a B. licheniformisnak Luria Bertani (LB), mig a B.
amyloliquefaciensnek tapoldata Tryptone Soya Broth (TSB).

A baktérium torzseket -20 °C 20% glicerin tartalmu tapfolyadékban taroltuk. A tervezett
kisérlet elott 2 nappal oltottam be a baktériumok torzseket a nekik megfeleld 10 ml tapoldatba
1% aranyban. Az inkubdlds 24 oraig 37 °C-on tortént, ezutdn ujabb leoltds kovetkezett,
tovabbi 24 6ra inkubécid utdn a baktérium tenyészetekbdl sejtmentes feliiluszot (SCS)
készitettem centrifugalassal (3000 g-vel 10 percig 5 °C). A kapott SCS-t steril kémcsdbe
pipettaztam, és steril koriilmények kozott 0,22 um porusatmérovel rendelkezd mikrosziiron
atszlirtem.

Korabbi kutatdsok mutatjadk, hogy a gyulladasos citokinek (IL-8, TNF-a) relativ
génexpresszidjanak szintjét az SCS 13,3% koncentracioban mérsékelte szignifikdns

mértékben [86].

3.3 Citotoxicitas vizsgalata Neutral red (NR) modszerrel
NR felvétel teszttel kvantitativan meghatdrozhatd az életben maradt sejtek szama,
gyakran hasznalt in vitro citotoxicitasi teszt. Azon az elven alapszik, hogy csak az életben
maradt sejtek képesek a NR festéket felvenni, és lizoszdmaikban tarolni. Az €16 sejtek altal
felvett NR mennyisége spektrofotometrias méréssel (540 nm hullimhosszon) meghatarozhato.
A citotoxicitds eredmények alapjan valasztottam ki azokat az LPS és probiotikum
feliilisz6 koncentraciokat, melyek mellett az IPEC-J2 sejtek még életképesek maradtak.

Ehhez az alabbi mddon allitottam 6ssze az oldatokat (1. tablazat):
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1.tablazat: Citotoxicitasi teszt protokolljanak megfelel6 oldatok eldallitasanak modja (n=3)

LPS:

1 pg/ml LPS oldat: 1 pl 1 mg/ml LPS +999 pl phenol red mentes DMEM
10 pg /ml LPS oldat: 10 ul 1 mg/ml LPS +990 ul phenol red mentes DMEM

Tapoldatok:

2.5% TSB/LB: 50 pl LB/TSB+1950 pl phenol red mentes DMEM
5% TSB/LB: 100ul LB/TSB+1900 pl phenol red mentes DMEM
13.3% TSB/LB: 260 pl LB/TSB+1740 pl phenol red mentes DMEM
13.3% MRS: 260 ul MRS+1740 pl phenol red mentes DMEM

Probiotikumok:

2.5% SCS :125 pl+4875 ul phenol red mentes DMEM
5% SCS :250 pl+4750 pl phenol red mentes DMEM
13.3% SCS :665 pl+4335 pl phenol red mentes DMEM

A sejteket az NR vizsgalatokhoz 96-os mikroplate-n tenyésztettem. A tenyésztés
befejezése utan a sejtek felszinérél a médiumot eltdvolitottam, majd phenol red mentes
DMEM-mel a sejtek felszinét kétszer atmostam. Ezutdn minden IPEC-J2 sejtet tartalmazo
lyukhoz NR-t adtam 100 pl/ lyuk mennyiségben (pH=7,4, ha ett6l eltér NaOH-dal
DMEM-et és 360 pl NR torzsoldatot tartalmazott. Ezutan a sejteket 37 °C-on inkubéltam 2-4
oran keresztiil. Inkubécids 1d6 utan ledntottem a sejtek feliiletérdl a festéket, majd alaposan
atmostam felsziniiket phenol red mentes DMEM-mel. Azutin destain oldatot adtam a
sejtekhez max 50 pl/lyuk mennyiségben, mely a sejteket elpusztitva, szétroncsolva
kiszabaditotta az NR-t. Ezzel a folyadékkal 10 percig inkubdltam a plate-t razatds mellett,
majd az eldhivott NR festék mennyiségét ELISA readerrel hataroztam meg (EZ Read 400

microplate reader biochrom).

3.4 Probiotikumok LPS elleni védohatasanak vizsgalata

Paracelluléris permeabilitas mértékét az epitelialis enterocitdk kozotti TJ-k szabalyozzak.
Fiziolégias koriilmények kozott az apikalis €s bazolateralis kozeget a TJ-ok elvalasztjak, ami
késlelteti az ionok és nem-ionos hidrofil anyagok koncentracio fiiggo atjutdsat. A TER mérése
az ion permeabilitds, mig a fluoreszcein-isotiocianat 4kDa-dextran (FD4) atjutds mérése a

nem-ionos hidrofil anyagok paracellularis atjutdsanak mérésére alkalmas. FD4-et apikalisan
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adtam a monolayerhez, és megfeleld inkubacids id6 utan a bazalateralis kompartmentben 1évo
mennyiségét fluoriméter (Victor X2 2030) segitségével hataroztam meg.
3.4.1 FD4 atjutas kalibracios gorbe

A kalibracios gorbe elkészitéséhez higitasi sort készitettem, melynek elkészitéséhez 1
mg/ml tomény FD4 (Sigma) torzsoldatot és DMEM tapoldatot hasznaltam fel. Az alkalmazott
FD4 oldatok koncentracidja (mg/ml): 0,02; 0,015; 0,01; 0,005; 0,002; 0,001; 0,0005; 0,0002;
0,0001. Inkubacids 1d6 letelte utan a bazolateralis térbe atjutott FD4 fluorimetrids mérésére
kertilt sor (485nm extinkcios és 544nm emisszids hullamhossz). A mérést Costar 96-os plate-
n végeztem, Ugy hogy a bazolateralis kompartmentbdl a plate lyukaiba 100 pl médiumot

pipettdztam, 3 parhuzamos sorozatot alkalmazva.

3.4.2Védohatas vizsgalata

A kisérlet eldtt IPEC-J2 sejtek integritasanak, differencidltsdganak ellendrzésére TER
mérést végeztem. A sejtekhez 37 °C-ra melegitett plain DMEM/F12 (a pDMEM/F12 FBS-t és
antibiotikumot nem tartalmaz) oldatb6l bazolaterdlisan 2,5 ml és apikdlisan 1,5 ml
mennyiséget pipettaztam. A LPS Salmonella enterica ser. Typhymurium-bol (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) szarmazott. Kisérlet eldtt frissen készitettem 1 mg/ml-es LPS
torzsoldatdbdl a tovabbi kisérlethez sziikséges 1 pg/ml és 10 pg/ml LPS oldatokat. A
védohatast 1, 2 és 13,3% SCS-sel valamint 2mM natrium-n-butirattal (SB) vizsgaltam.
Kontrollként LPS és SCS nélkiili 1,5 ml phenol red mentes DMEM tédpoldatot hasznaltam. Az
inzerteket apikalisan kezeltem (2. abra).

2. abra: Védohatas prokoll alapjan elvégzett kezelések n=3
Kontroll 1 pg/ml LPS 10 pg/ml LPS

10 pg/ml LPS +2mM SB 10 pg/ml LPS + 1% B.licheni 10 pg/ml LPS+ 2% B. licheni

10 pg/ml + 13,3% Lp 2142

SCS-ben 1év6 acetat, propionat butirat, tejsav fermentumok savanyithatjak a tapoldatot,
igy pH mérés ezek alkalmazasa elott rendkiviil fontos. Sziikség esetén az SCS-t NaOH-val
semlegesitettem.

A probiotikum véddhatds meglétének ellendrzésére TER ¢és FD4 paracelluldris atjutas
méréseket végeztem. Az IPEC-J2 monolayert 1 és 10pug/ml LPS-sel kezeltem ¢és 4 és a 24
oraban TER értéket mértem. LPS és SCS adasdval parhuzamosan 1 mg/ml FD4-t adtam
apicalisan a sejtekhez, melynek atjutasat 4 ¢és 24 Odra inkubdalds utdn bazolateralis

kompartmentbdl vett minta fluorimetrids mérésével hatdroztam meg.
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3.5 ROS mennyiségi mérése Amplex red reagenssel

Az LPS éltal indukalt hidrogén-peroxid meghatarozashoz Amplex red kit-et hasznéltam,
amely 5 fiola Amplex red reagenst (10-acetil-3,7-dihidrofenoxazin), 700 pl DMSO-t
(dimetilszulfoxid), 5Xreakcio puffert (RB), 10 egység torma-peroxidot (HRP), 200 pul 3%-os
hidrogén-peroxidot tartalmaz. Amplex red reagens levegoére, lugos kozegre €s fényre
szenzitiv, tovabba hasznalat eldtt sziikség volt szobahdmérsékletre vald felmelegitése.

A kisérlet eldtt el kellett készitenem a térzsoldatokat (3. tablazat).

3.tablazat: Amplex red reakcié elegyeinek elkészitési modja a kit hasznalati utasitasat kovetve.

10mM Amplex red: 60 ul DMSO-ban 1 fiola Amplex red feloldasa

1xReaction puffer: 4ml 5xRB-hez 16 ml desztillalt viz

10 U/ml torma-peroxidaz: Iml 1xRB-ben 1 fiola HRP

20mM H,0,: 3% H,0, adasa 1xRB-hez

A kalibracids gorbe elkészitéséhez a 96-o0s plate lyukaiba 50 pl hidrogén-peroxid oldatot
pipettaztam, az alkalmazott koncentraciok az aldbbiak (uM): 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,5; 1; 2,5; 5
voltak. Fél fél ora inkubacid utdn a 560 nm extinkcids és 590 nm emisszios hulldmhosszon
fluoreszcencia intenzitast mértem ( Victor X2 2030 multilabel reader).

Az LPS altal indukalt hidrogén-peroxid mérési reakciokban a sejteket 1 €s 10 pg/ml LPS-
sel kezeltem. A sejtekhez 10 pul-nyi mennyiségben 10mM Amplex red-et, 100 pl-t az 1 U/ml
torma peroxidazbol, valamint 4,85 ml 1xRB-t pipettaztam 1 és 10 ug/ml LPS-sel egyiitt. Az
IPEC-J2 sejtek a 96-os plate lyukainak aljan helyezkedtek el 50 pl phenol red mentes DMEM
médiumban, 30 és 60 perces inkubdlast kovetden a festék fluoreszcencidjanak intenzitasat

mértem.

3.6 IPEC-J2 sejtvonal IL-8 termelésének meghatarozasa szendvics-ELISA
modszer segitségével

Az IL-8 mérésére sertés-specifikus IL-8 ELISA kitet hasznaltam (Invitrogen). Elso
kisérletben a poliészter membran inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejteket egy oran at inkubaltam
apikalis kompartmentbe adott 1 és 10 pg/ml koncentracidju LPS-sel. Ezt kovetd kisérletben
probiotikumok gyulladéscsokkentd hatasat vizsgaltam, mely soran natrium-zn-butiratot 2 mM
koncentracioban alkalmaztam, valamint L. plantarum 2142 sejtmentes feliiliszgjat 13,3 %-
ban adtam apikalisan 1 és 10 ug/ml LPS-sel egyidében. Egy 6ra inkubacié utan, tovabbi 24
orés inkubacio kovetkezett mindkét kisérletben.

Az LPS hatasara a sejtek altal termelt IL-8 mennyiségét a bazolateralis és apikalis

kompartmentben is meghataroztam ELISA mddszerrel, mig a probiotikum véddhatas
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kisérletében az IL-8 mennyiségének mérését csak a bazolateralis térben végeztem, mivel a
korabbi kisérletek szerint a bazolateralis térben az IL-8 mennyisége meghatidrozobb volt. Az
inkubacios 1d6 letelte utan a médiumot a sejtek mindkét kompartmentjébol 6sszegytijtottem,
¢s a kit gyartdjanak haszndlati utasitasat kovetve végeztem el az ELISA tesztet (alabbiakban
az LPS hatds vizsgalatdnak pontos menetét fejtem ki, azonban a probiotikum
gyulladascsokkentd hatdsdnak vizsgalata is azonos modon tortént, a kisérletnek megfeleld
mintak felhasznalasaval):

Standardet higitopufferben (Standard Diluent Buffer) oldottam fel liofilizalt Sw IL-8
antigént, ezzel elkészitettem a 10000 pm/ml standard torzsoldatot. Ezutan 2000 pg/ml
pipettaztam az eldzetesen elkészitett standard oldatbol 20 pl-t. Kalibracids gorbe felallitasa
sziikséges a meghatarozni kivant minta IL-8 mennyiségének megallapitdsdhoz, igy higitési
sort készitettem (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, és 31,2 pg/ml-es oldatok felhasznalasaval).
A kitben talalhaté lemez lyukainak belso feliiletére IL-8 elleni antitestek vannak impregnalva.
Ezekbe a lyukakba 50 pl inkubéciés puffert mértem be. A kalibraciés gorbe mérését
megelozden vakként (chromogen blank) meghagytam tiiresen az els6 lyukat, abba nem
helyeztem vizsgalandd puffert. A mésodik lyukba 50 pl higitépuffert pipettdztam, a tobbi 7
lyukba pedig a higitasi sornak megfelelé koncentracioban adtam a standard oldatbdl 50-50 pl-
t. A lemez fennmarad6 lyukaiba apikalis és bazolateralis médiumbdl szarmazoé mintakat
pipettdztam az inkubacié 1d6 letelte utan, szintén 50 pl mennyiségben. A kit lemezt 2 6ras
inkubacid idejére letakartam €s szobahdmérsékleten tartottam, mely alatt a mintdkban 1évo
antigének (IL-8) kotddott a kit lyukak aljan 1évé IL-8 antitestekhez. Az inkubdcids 1d6
leteltével a lyukak folyadéktartalmat eltavolitottam, viz ¢és mosopuffer (Wash Buffer
Concentrate 25X) 1:24 aranyu keverékével négyszer atmostam, eltdvolitattam minden nem
kotott IL-8-t. A lyukakba ezutan 100 pl biotinnal konjugalt IL-8 ellenanyag-oldatot
pipettaztam (Sw-IL-8 Biotin Conjugate). Ezen médon hozzédadott 0j IL-8 ellenanyagok 1 6ras
szobahOmérsékleten letakart mddon végrehajtott inkubécio alatt hozzakotodtek a lyukak aljan
1évo antitestekhez kotddott 1L-8 molekuldkhoz, ezzel 1étrehozva 3 rétegben elhelyezkedo
ellenanyag-antigén-ellenanyag ,,szendvicset”. Ujabb mosas utan 100 pl sztreptavidin-
peroxidaz komplex (Streptavidin-HRP) 100-szorosra higitott oldatat adtam a lyukakba, 30
perc inkubécios id6 alatt a biotin kotOhelyekhez kapcsolddtak az avidin-enzim komplexek
(egy biotin molekuldhoz 4 avidin képes kotddni, megnovelve a reakcid szenzitivitasat).
Ezutan az oldatok eltdvolitasat, a lemez atmosasat végeztem el, majd hozzaadtam a kromogén
szubsztratot (Stabilized Chromogen), melynek hatdsara kékiilni kezdett az oldat. A 100 pl
kromogént az eddig iiresen all6 vak lyukaba is mértem, majd 30 percig sotét helyen torténd

inkubacio6 utan 100 pl leéllito oldatot adtam a mintakhoz (a chromogen blank-hez is).
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A kezdeti kék szin sargara atvaltott, melynek fényintenzitdsat mikrotiter lemez
leolvasdéval (MRX TC revelation Mikroplate Reader; DYNEX Technologies) detektaltam a
vak ellenében. (abszorbancia 450 nm). A leolvaso szoftvere megrajzolta a kalibracids gorbét,

mely alapjan kiszamitothatova valtak a mintak IL-8 koncentracidinak (pg/ml) meghatarozasa.
3.7 Statisztikai modszerek

Kisérleteim sordn kapott adatok statisztikai kiértékelésére sziikség volt. Microsoft Excel
2007 programot hazsnaltam fel. Atlag, szoras képleteket alkalmaztam, melyet a program a
kijelolt adatok alajan kiszamolt. A kapott atlag eredményeket oszlop diagram rajzoldséaval
szemléltettem a szords nagysagat feltlintetve rajta. Az eredmények tovabbi kiértékeléséhez R
2.11.1 (2010) szoftvert alkalmaztam. Az atlagok kozotti kiilonbségek egyutas ANOVA-val
kertiltek kiértékelésre post-hoc Tukey teszttel, ha az adatok normal eloszlastiak és a
variancidk homogének voltak vagy Kruskal-Wallis nemparaméteres tesztet hasznaltam. A p<

0.05 szignifikans kiilonbséget jelzett.
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4. EREDMENYEK

4.1 A citotoxicitas vizsgalata

Neutral red modszerrel azt vizsgaltam, hogy a kiillonb6zd koncentraciokban adott LPS €s

probiotikumok milyen mértékben befolyasoljadk a sejtek életképességét. Minél tobb sejt

maradt életben, annal tobb sejt vett fel NR-t, igy végiil a destain oldat hatasara nagyobb

mennyiségli NR-t is adtak le a sejtek.

3. tablazat: Kontroll szazalékéaban kifejezve az abszorbancia értékek (3 parhuzamos mérés atlag és szoras

eredményei) Az LPS hatast 6nmagaban, a baktériumok tapfolyadékénak hatasat (L. plantarum 2142 DeMan,

Rogosa, Sharpe /MRS/, B. licheniformis Luria Bertani /LB/, B. amyloliquefaciensnek Tryptone Soya Broth

/TSB/), valamint az LPS + a baktériumok tenyészete sejtmentes feliiliszojanak (SCS) egyiittes hatasat ismertei a

sejtek életképességére:

LPS LPS MRS | 1 B25% | LB5%| LB133%| TSB25%| TSB5%
1 pg/ml 10 pg/ml 13,3%
atlag 1,022843 1,08883] 1,11928 1,385787| 1,26393  0,8680 1,86802 1,4390
szoras 0,278344 0,392631 0,25787 0,169577| 0,18274 0,2270 0,52007 0,4737
TSB 1 pg/ml LPS+ 1 pg/ml LPS+
B.licheni 2.5% B.licheni 5% B.licheni B. licheni
13.3%
2.5% 5%
atlag 1,337563 1,335025 2,124365 1,073604 0,616751
szoras| 0,939494 0,136491 0,493281 0,177429 0,054907
10 pg/ml LPS+ 10 pg/ml LPS+ | 10 pg/ml LPS+ 1 pg/ml LPS+
B.licheni 13,3% He He He He
B. amylo 2.5% B. amylo 5% | B. amylo 13.3% B.amylo 5%
atlag 0,93401 1,040609 1,048223 0,63198 0,893401
szoras| 0,076269 0,035169 0,072368 0,020145 0,175678
1 pg/ml LPS+ | 1 pg/ml LPS+ |10 pg/ml LPS+|10 pg/ml LPS+| 10 pg/ml LPS+ |10 pg/ml LPS+
B. amylo 13.3%| B. licheni 13.3% |B. licheni 2.5% LB 5% LB 13.3% 13.3%TSB
atlag 0,901015 0,601523 0,57868 1,263959 0,870558 1,246193
szoras| 0,057149 0,073429 0,217905 0,139778 0,398008 0,380812

Ahhoz, hogy véddhatast mutassunk ki 1,1-nél nagyobb szamot kell kapni ( vagyis az LPS

kezelésnél kapott nagyobb szdmot), ha ennél kisebb szamot kapunk, akkor az LPS kezelés
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hatasara kialakuld sejthalal megel6zésében a probiotikumoknak nem volt szerepe, nincs
szignifikans védOhatdsa. A magasabb szdm azt mutatja, hogy tobb sejt maradt életben, az
adott kezelés jotékonyan befolyasolta a sejtek életképességét. Az 1 és 10 pg/ml LPS-sel kezelt
sejtekbol kapot adatok a kontrollal csaknem megegyezd szamot mutatnak (1 pg/ml LPS:
1,022; 10 pg/ml LPS: 1,088), igy levonhaté kovetkeztetésként, hogy nem okoznak az
alkalmazott LPS koncntraciok sejthalalt. B. licheniformis magas dozisban 1 és 10 pg/ml LPS-
sel adva toxikus a sejtekre (eredmények: 0,5-0,6), azonban alacsony dozisban veddhatasa van

LPS indukalta sejtkarositassal szemben (3. tablazat).

4.2. LPS és a probiotikumok hatasanak vizsgalata TER és FD4 atjutas
mérésével

A kalibracios gorbe elkészitéséhez az apikdlis térben alkalmazott kiilonb6zé FD4
koncentraciok az alabbiak voltak: 0,02; 0,015; 0,01; 0,005; 0,002; 0,001; 0,0005; 0,0002;
0,0001 mg/ml. A bazolateralis térbe atjutott FD4 koncentracidkat fluorimetrias mérés utan
megrajzolt kalibracids gorbe segitségével lehet meghatarozni, melynek egyenletei: y= 2E+07x
+32,23 és R*=0,999

Védohatast vizsgalatam 1 pg/ml koncentracidban apikalisan adott FD4 atjutas és TER
mérésel. A 2. tablazat alapjan elvégzett sejt kezelések soran 4 €s 24 ora inkubacids 1dot

kovetden FD4 atjutast, tovabba 2,4 és 24 ora inkubacidt kovetden TER értéket mértem.

LPSindukalt FD4 transzport probiotikum
jelenlétben- 4 6ra

40000

30000

20000
o j ' I
e}

Kontroll 1ugm.l 10 pgml 10 pgml 10 pgml 10 pgml 10 pgml
LIPS 1LPS LPS LIPS
2mM SB 1% BL 2% BL 13_3% Lp2142

Basolateralis FD4 fluoreszcens Intenzités

3. dbra: 4 6ras inkubéci6 utdn a bazolateralis térbdl vett minta fluorimetrids mérésének eredményei.
SB= natrium-n-butirat; BL= B. licheniformis; Lp2142= L. plantarum 2142; * szignifikdns eltérés a
pozitiv kontrollhoz képest (p< 0.05)
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1 és 10 pg/ml LPS kezelés nem szignifikdns mértékben novelte FD4 jelzdmolekula
paracelluldris 4atjutdsat. Az alkalmazott probiotikumok koziil szignifikdns védohatas
(p<0,05) az 1 és 2% B. licheniformis SCS esetében tapasztalhato magas LPS

koncentracioval szemben is (3. abra).

8 LPS indukalt FD4 transzport probiotikum

N jelenlétben- 24 ora
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§ Kontroll 1ug/mi 10 pg/mi 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/mi 10 pg/mi

1PS LPS 1PS LPS LPS LPS
2mM SB 1% BL 2% BL 13.3% Lp2142

4. abra: 24 6ras inkubacid utan a bazolateralis térbdl vett minta fluorimetrias mérésének eredményei.
SB= natrium-n-butirat; BL= B. licheniformis; Lp2142= L. plantarum 2142; * szignifikans eltérés a
pozitiv kontrollhoz képest (p< 0.05)

Az eredmények azt igazoltdk, hogy a natrium-n-butiratnak 10 pg/ml LPS kezelés esetén
védOhatdsa 4 oraban és 24 oOrdban sem mutathatd ki szignifikdnsan, azonban a Bacillus
licheniformis mar 1%-os koncentracidban is véddhatassal rendelkezik. A Lactobacillus
plantarum 2142 véddhatasa nem szignifikans ( 3. és 4. abra).

A sejtek 1 és 10 pg/ml LPS-sel val6 apikalis inkubacidja soran TER értékeket mértem a

kezelés elott, majd a kezelést kovetd 2, 4 és 24 draban.

LLPS kezeléest kovetoen mert TER értekek

Kontroll
1 usmilIPS
10 ug/miIPS

=

|
)
g80

==

TEER

__
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5. abra: IPEC-J2 sejtek 1 és 10 ng/ml LPS kezelését kovetden mért TER értékek 2,4,24 6raban. Szignifikans
kiilonbség nincs a LPS kezelést nem kapott kontroll monolayeren mért értékekhez képest ( p>0,05)
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A TER ¢értékekben szignifikans valtozas nem kovetkezett, az LPS koncentraciétol
fiiggetlentil sem bontja meg az IPEC-J2 sejtek integritasat (5. abra). LPS fentebb leirt
paracellularis permeabilitdst noveld hatdsat, igy nem a TJ karositdsaval, a monolayer

integritasdnak megbontasaval éri el vizsgalataim szerint.

4.3 LPS altal produkalt H,O, meghatarozas

Vizsgaltam, hogy az IPEC-J2 sejtvonalhoz adott 1 és 10 pg/ml LPS oxidativ stresszt
képes-e indukalni az epitelidlis sejtekben. A legstabilabb ROS a hidrogén-peroxid, melynek
kvantitativ mérésére Amplex red reakciot alkalmaztam, amely a biologiai mintdkban
talalhato, mar rendkiviil kis koncentracidban is eléforduld hidrogén-peroxid mennyiségi
mérésére ad lehetdséget peroxidaz jelenlétében. A hidrogén-peroxidot nem tudjuk kozvetlen
mérni, a reakcid folyaman azonban az Amplex red-bol egy fluoreszcens anyag (resorufin)
keletkezik, , melynek fluoreszcens fénykibocsatasanak intenzitasa meghatarozhato.

Kalibracios gorbét készitettem az alabbi hidrogén-peroxid koncentraciokkal (pg/ml): 0;
0,1; 0,25;0,5; 1; 2,5; 5. A megrajzolt H,O, kalibraciés gorbe egyenletei: y =44773x + 3321;
R’= 0,998. Ezek alapjan a biologiai mintik vizsgalata soran kapott fluoreszcens
fényintenzitdsokhoz a kalibracios gorbe alapjan hidrogén-peroxid koncentraciét tudunk
rendelni, igy az esetlegesen eldidézett oxidativ stressz kvantitativan is vizsgalhatd.

3. tabazat: A 30 és 60 perces LPS inkubaciot mgeléz6en mért fluoreszcens fényintenzitas atlagok és szords
értékek

Kiindulasi fluoreszcens intenzitas értékek
1 pg/ml LPS 10 pg/ml LPS Kontroll
atlag 21116 22472 22497
szoras 1064,5 445,42 577,7
Amplex red 30 perc inkubacio
60000 -
@
£ 40000 -
<
£
z 0
N 1 pug/ml LPS 10 pg/ml LPS Kontroll
|ATLAG 33790 36379 42530
SZORAS 1486,776 1238,498 2299,783

6. abra: Amplex red reakcio sordan 1 és 10 pg/ml LPS-sel kezelt IPEC-J2 sejtek bazolateralis terében mérhetd
mintdk fluoreszcens fényintenzitas értékei 30 perc inkubacids id6 utan. A fluoreszcens érték a kalibracids gorbe

alapjan megfeleltethet6 egy H,O, értéknek.
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30 perces inkubacido utdn a bazolaterdlis kompartmentbdl vett mintdk fluoreszcens
fényintenzitds mérét végeztem el. A kapott eremények nem mutatnak szignifikans
kiilonbséget a kontroll és az LPS-sel kezelt sejtek kozott, igy 30 perc utdn szignfikans
nagysagu H,O, produkcié nem detektalhatd a bélhamsejtekben (6.abra).

Amplex red 1 ora inkubacio
54000 -
w
'S 52000 -
N
£ 50000 -
L d
£ 48000 -
g
44000 -
1 pug/ml LPS 10 pg/ml LPS Kontroll
|ATLAG 48033 51824 52634
SZORAS 2309,109 1816,61 2244,201

7. abra: Amplex red reakcid soran 1 és 10 pg/ml LPS-sel kezelt IPEC-J2 sejtek bazolateralis terében mérhetd
minték fluoreszcens fényintenzitas értékei 60 perc inkubacios id6 utan. A fluoreszcens érték a kalibracios gorbe
alapjan megfeleltethetd egy H,O, értéknek.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a lipopoliszacharid ROS termelddését nem
valtotta ki 1 ora inkubacid utan sem (7.4bra) . Amplex red kisérletiink arra vilagitott ra, hogy

még 10 pg/ml LPS koncentracié sem okozott ROS termelddést IPEC-J2 sejtvonalon.

Kontroll LPS 1 pg/ml LPS 10 pg/ml

8. abra: Fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus CKx41, U-RFLT50) késziilt képek alapjan az Amplex red
moédszer festékmolekula intracellularis elhelyezddést mutatott, igy a sejten belili H,O, képzddés is
tanulmanyozhato valt. Az LPS és a kontroll képmintak k6zott nem detektalhato eltérés..

4.4 TPEC-J2 sejtvonal IL-8 termelésének meghatarozasa szendvics-ELISA
modszer segitségével

LPS kezelés hatasara pro-inflammatorikus citokinek (IL-8, TNF-a) génexpresszidjanak
up-regulacioja kovetkezik be, mely ezen citokinek megnovekedett termeléséhez vezet az
epitelidlis sejtrétegben [10]. A pro-inflammatorikus citokinek szintjének alakulasa
meghatdroz6 fontossagli a nagymértékli szoveti karosodas megeldzése céljabdl végzett

vizsgalataink soran, mivel az immunrendszer sejtjeinek (granulocitak, makrofagok,

crer
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hatdsanak vizsgalatdhoz a L. plantarum 2142 sejtmentes feliiliszo és a baktériumok altal
termelt  natrium-n-butirdt (SB)  hatdsat  vizsgéaltam. Pontos gyulladascsokkentd
hatdsmechanizmusuk nem ismert, igy azt vizsgaltam, hogy az LPS hatds miatt emelkedett
mennyiségben mérhetd 1L-8 termelését képeseke-e szignifikdns mértékben mérsékelni.
IPEC-J2 sejtek egy ordn at voltak apikalisan kezelve a vizsgalni kivant anyagokkal 6-
lyuku poliészter membran inzerten. Elsé kisérletben az IL-8 termelddésének LPS
koncentraciotol vald fliggését vizsgaltam 1 és 10 pg/ml LPS koncentracidt alkalmazva, arra
voltam kivancsi, hogy a magasabb LPS koncentracido magasabb IL-8 termelddést valt-e ki. A
monolayer apikalis és bazolateralis kompartmentjének vizsgdlata sordn azt akartam kideriteni,

hogy a bélhamsejtek hova valasztjak ki a termelt gyulladasos citokint.
IPEC-J2 IL-8 protein
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Kontroll 1pgml LPS 10 pgml LPS

9. abra: 1 és 10 pg/ml LPS 1 6ras inkubacié utan az apikalis és basolateralis kompartmentben mérhetd 1L-8
koncentrécioja szendvics ELISA mddszerrel. xxx jelzés a kapott eredmény szignifikansan (p<0,001) novedett
értékekét mutatja.

s

mérheté mindkét kompartmenben, mely azt mutatja, hogy fiziologias koriilmények kozott a
bélhamsejtek alacsony szintli alap citokin termelése apikdlisan ¢&s bazolaterdlisan
egyensulyban van. Az LPS kezelés hatasara kapott IL-8 koncentracidk szignifikdns
novekedést mutattak mindkét kompartmenben (p<0,001) 1 és 10 pg/ml koncentracidkban,
azonban a bazolateralis régidébol vett mintdban nagysagrendekkel tobb citokin koncentracio
volt mérhetd, mely jelzi, hogy a bélhamsejtek foleg ebbe a térségbe szekretaljak az IL-8-at (in
vivo az apikalis térség a bél lumenének felel meg). Az 1 és 10 pg/ml LPS hatasara aranyosan,
de ugyanakkora mértékben nott meg a az IL-8 mennyisége (9.abra).

Az fent kapott eredmények utdn a probiotikumok gyulladascsokkentd hatasanak

vizsgalata sordn az IL-8 mennyiségének mérését csupan a bazolateralis térben végeztem,
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hiszen a bélsejtek altalam bizonyitott mddon ebbe a kompartmentbe szekretdljak

nagysagrendekkel magasabb mennyiségben a gyulladasos citokint.

IL-8 koncentrici6é LPS és probiotikum Kezelés
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Kontroll 21ygmlIlPS 1yugmlIPS 1ygmiIPS 10ygmilPS 10ugmlIPS 10 ygml LIPS
2mM SB 13.3%Lp2142 2mMSB 13.3%1Lp2142

10. abra: 1 és 10 pg/ml LPS kezelés szignifikans IL-8 termelést valtott ki IPEC-J2 sejtvonalban.
Gyulladascsokkend hatasa szignifikdns mindkét alkalmazott LPS koncentracidéval szemben a L. plantarum
2142-nek €s a natrium-n-nutirdtnak. SB= natrium-»-butirat, Lp 2142= L. plantarum 2142. . xx = p<0,05, xxx =
p<0,001

A probiotikumok gyulladascsokkentd hatdsanak vizsgalatdban a kapott eredmények azt
mutatjak, hogy 1 és 10 pug/ml LPS hatasara az IPEC-J2 sejtek szignifikans mértékben (xx =
p<0,05, xxx = p<0,001) emelkedett IL-8 termelést mutattak a kontrollhoz képest. Az
alkalmazott natrium-n-butirat és L.plantarum 2142 szignifikdns védohatast mutatott 1 és 10
pg/ml LPS kezeléssel szemben. 1 pg/ml LPS hatdsdra emelkedett IL-8 termelddést a L.
plantarum 2142 sejtmentes feliilisz6 nagyobb mértékben volt képes csokkenteni, mint a
natrium-zn-butirat, és ez a tendencia a 10 pg/ml LPS kezelés esetében is megegyezik, azonban
a két védohatas eltérés kozotti kiilonbség az LPS koncentracid emelkedésével csokkenést

mutatott (10. abra).
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5.Megbeszélés

Bakterialis megbetegedések elleni védekezés elsddleges szerei az antibiotikumok.
Human- és allatgyogyaszatban fokozodd tudatos antibiotikum hasznalat érdekében azonban
az élelmiszer-termeld allatoknak az Eurdpai Unioban hozamfokozas céljabol antibiotikumot
adni tilos. Az élelmiszer-termeld allatoknak szubterapids dézisban adott antibiotikumok bar
fokoztak napi sulygyarapodast €s a takarmany hasznositast, azonban a rezisztencia kialakitasa
révén az antibiotikumok terapids értékét csokkentették Tiltds utan a termelési mutatok
visszaestek, a fellépd gazdasagi ¢és allategészségligyi karok miatt az antibiotikumok
alternativai (probiotikumok, szerves savak stb.) iranti igény fokozottan jelentkezett.

Kisérleteim soran a bélbeli folyamatok modellezésére sertés bélhdmsejt vonalat (IPEC-
J2) hasznaltam. Az allatokat ér6 bakterialis fertdzés sejtszinti modellezése céljabol Gram
negativ baktérium (Salmonella enterica ser. Typhymurium) endotoxinjat (LPS) alkalmaztam.
Az LPS kivaltotta cellularis vdalaszok sulyossdganak mértékét probiotikumokkal
(Lactobacillus plantarum 2142 /Institute of Dairy Microbiology, Agricultural Faculty of
Perugia University, Perugia, Italy/, Bacillus licheniformis CECT 4536, Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 /Norel Animal Nutrition, Madrid, Spain/) és szerves savval
(natrium-n-butirdt), mint lehetséges antibiotikum alternativakkal igyekeztem modositani.

Kutatadsaim soran az LPS hatdsmechanizmusét vizsgaltam IPEC-J2 sejteken. Mértem a
paracellularis permeabilitast, a ROS (hidrogén-peroxid) képzddést €s az interleukin (IL-8)
termelést. A paracellularis permeabilitas mértékét az enterocitdk kozotti TJ-k szabalyozzak.
Fizioldgias kortilmények kozott az apikalis és bazolateralis teret a TJ fehérjék valasztjak el,
melyek kontrollaljak az ionok és nem-ionos hidrofil anyagok atjutasat a bélhamon. A TER
mérése az ion permeabilitds, mig a fluoreszcein-isotiocianat 4kDa-dextran (FD4) atjutas a
nem-ionos hidrofil anyagok paracellularis transzportjdnak mérésére szolgal. Eredményeim
szerint LPS az alkalmazott koncentracidban a sejtek integritdsat nem befolyédsolta, a TER
értéke LPS kezelés soran nem mddosult, azonban a paracellularis permeabilitast jelentésen
fokozodott, amit az FD4 transzport névekedése mutatott. igy az LPS a bélnyélkahartya barrier
funkcidjat rontva lehetévé teszi a nem-ionos hidrofil anyagok paracellularis atjutasat a
bélhamsejtek 4ltal kialakitott gaton, melynek nagy szerepe lehet hasmenést okozo
fert6zésekben.

A jelenlegi tudasunk szerint TJ fehérjék 4altal szabalyozott paracellularis gat két
fizioldgiai 6sszetevobdl all: a 4 A sugart, toltés szelektiv, kis porusokon atvezetd Gtbol és egy
masodik ugynevezett ,,nonpore” utbdl, amely toltéssel nem rendelkezd nagyobb molekulakat
atjarhatdsagat biztositja. Az els6é utat a claudin expressziés mintdzata befolyasolja, a

masodikat valoszintleg kiilonb6z6 fehérjék és jelatvitelek vezérlik [87]. A toltéssel
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rendelkezd és toltéssel nem rendelkezd molekuldk paracellularis atjutdsa nem fligg Ossze
egymassal. Ugyanabban a szovetben igen magas oldott anyag atjutds mellett (nagy FD4
permeabilitds) az ionok atjutasa igen alacsony lehet (magas TER) [88]. A proinflammatorikus
citokinek az oldott anyagok atjutdsat a folyamatos TJ kapcsolatok kéarosodndsa nélkiil
fokozhatjak, ami a ,,nonpore” ut jelentdségére utal [89]. Ez a folyamat a gyulladdsos
bélbetegségek korai patogenezisében lényeges szerepet jatszhat.

Az oxidativ stressz szamos betegségben szerepel hajlamositd €s oktani tényezdoként.
Gyobgyszertani €s Méregtani Tanszék korabbi kutatdsai részleteiben térképezte fel a
hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stressz folyamatat in vifro bélhamsejteket.
Kutatdsom soran azt az eredményt kaptam, hogy az LPS nem okoz a bélhamsejtekben
emelkedett ROS termelést, nem alakul ki oxidativ stressz, de gyulladdsos citokinek
emelkedett produkcidja azt mutatja, hogy Gram negativ baktérium sejtfal alkot6 gyulladast
provokal a bélepitélium sejtjeiben. Mindezek fényében a probiotikumok gyakran meriilnek
fel megfeleld alternativdjaként a hozamfokozd antibiotikumoknak. Az emésztérendszer
gyulladasainak csokkentésének a probiotikum az egyik terdpids eszkoze lehet, emésztési
folyamatok javitasa ¢€s bélflora stabilizdld hatasa révén. Bar terdpids alkalmazéasban
gyulladascsokkentd hatdsuk igazolt a humén ¢és dallatgydgyaszati terdpidban, pontos
hatdsmechanizmus még nem ismert. Munkdm soran bebizonyitottam, hogy az LPS éltal
kivaltott emelt szinten termel6dd akut gyulladasos citokin, az IL-8 mennyiségének down-
regulacidja révén gyulladascsokkentd ¢€s védohatassal rendelkeznek a probiotikum
sejtmentes feliiliszok bélgyulladdsokban. Kutatdsom sordn a L. plantarum 2142 sejtmentes
feliiluszdjanak gyulladast csokkentd hatasat igazoltam az LPS-altal kivaltott gyulladdsos

folyamatokban.

Az a tény, hogy baktérium sejttél mentes feliiluszoénak védo €s gyulladaskeltd hatdsa
van, feltételezi, hogy a baktériumok olyan aktiv komponenseket termelnek, melyek a
probiotikumok jotékony hatdsat biztositjdk. Az aktiv komponens izoldlasa lehetdséget
nyitna bélgyulladdsokban ennek az Osszetevonek gyogykészitményként torténd
alkalmazasara. Altalam kivalasztott és vizsgalt aktiv komponens a natrium-»-butirat volt,
melyet a probiotikumok a gazda éltal nem emészthetd szénhidratok fermentacidja soran
keletkezik. Az LPS okozta fokozddd paracellularis permeabilitas vizsgdlatban az
eredmények nem mutattak szignifikdns védohatast, azonban a kialakuld gyulladdsos

folyamatokat szignifikdns mértékben volt képes mérsékelni a natrium-#n-butirat.
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6. Osszefoglalas

A probiotikumok hozamfokozoként torténd felhasznédldsdnak eldnyeit mar szamos
esetben igazoltak. Kisérleti munkam célja egy olyan in vitro tesztrendszer kifejlesztése volt,
mely alkalmas a Gram negativ baktérium sejtfal alkoto LPS kezelés altal eldidézett
gyulladdsos folyamatok sejtszintli hatdsdnak folyamatos kovetésére, és a probiotikum
baktériumok  anyagcsere termékeinek  potencidlis  gyulladdscsokkentd — hatdsanak
tanulmanyozasara. A vékonybélben lejatsz6dod komplex interakciok modellezésére poliészter
membran inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtvonalat alkalmaztam, amely 0jsziilott, kolosztrumot
nem kapott sertés jejunumabdl szarmazik.

Citotoxicitas tesztet végeztem, vizsgdlva a felhasznalt probiotikumok sejtmentes
feliiliszoinak és az alkalmazott LPS koncentracioktol fliggd toxikus hatasat. A sejtek
¢letképességének vizsgalata soran ugy talaltam, hogy az 1 és 10 pg/ml LPS nem citotoxikus a
sejtekre. A B. licheniformis magas koncentracioban (5 és 13,3%) erdsen toxikus a sejtekre,
azonban védohatassal rendelkezik 2,5%-os koncentracioban 1 pg/ml LPS kezeléssel szemben.

Az LPS kezelés hatdsat a sejtréteg integritdsara TER ¢és FD4 atjutds méréssel vizsgaltam.
Lactobacillus plantarum 2142, Bacillus licheniformis CECT4536, Bacillus amyloliquefaciens
CECT 5940 probiotikumok sejtmentes feliiliszdjanak valamint natrium-n-butiratnak
védohatasat vizsgaltam. Azt tanulmdnyoztam, hogy az 1 és 10 pg/ml koncentracioju LPS
kezelés hatasara kialakuld paracellularis permeabilitas fokozodast mely probiotikum
baktérium sejtmentes feliilluszok képesek mérsékelni szignifikdns mértékben. Kutatdsom
soran azt talaltam, hogy a B. licheniformis rendelkezik akar mar 1%-os koncentracidban is
védohatassal. A TER értékek mérésekor arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az 1 és 10
ng/ml LPS kezelés nem okoz rezisztencia érték valtozast.

A ROS termelddésének mértékét az LPS altal kivaltott gyulladasos folyamatban Amplex-
red alapt fluorimetrids méréssel kovettem nyomon. A kapott eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy még 10 pg/ml LPS sem okoz emelkedett H,O, termelddést IPEC-J2
sejtvonalon, oxidativ stressz nem alakul ki LPS hatasara bélhamsejtekben.

Gyulladésos citokin vizsgélatok koziil az IL-8 szintet mértem apikalis és bazolateralis
kompartmentben szendvics ELISA teszt segitségével. Kisérleteim bebizonyitottak, hogy mar
1 pg/ml LPS kezelés is szignifikans IL-8 termelést valt ki mindkét vizsgalt kompartmentben.
Probiotikumok gyulladaskeltd hatdsdnak vizsgalatakor azt talaltam, hogy a natrium-butirat és
a L. plantarum 2142 1 és 10 pg/ml LPS kezelés altal kivaltott megnovekedett IL-8 termelést

is szignifikansan képes volt csokkenteni az enterocitakban.
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7. Summary

Advantages of probiotics’ application as growth-promoters have been proven in several
cases. Underlying mechanisms behind beneficial effects of probiotics in the prevention and
treatment of enteric infections have not been fully revealed. The aim of the study was the
developement of in vitro test system which is suitable for tracing inflammatory processes
triggered by the Gram negative cell wall component, lipopolysaccharide (LPS) treatment and
investigation of potential anti-inflammatory effect of probiotics and their metabolites at
cellular level. To model complex interactions occuring in small intestine IPEC-J2 cell
monolayer derived from newborn unsuckled piglet’s jejunum was cultured on polyester
membrane insert.

In citotoxicity assay my aim was to determine the toxic effect of the spent culture
supernant and lipopolysaccharide. I revealed that LPS did not cause cell death in neither 1 nor
10 pg/ml concentration, however B. licheniformis showed high cytotoxic effect in 5 and
13,3% but cell preventive effect in low dose.

The effect of LPS treatment on the cell monolayer’s integrity was followed by
measurement of transepithelial electrical resistance and assessment of apico-basolateral
transport of fluorescein isothiocyanate labelled dextran (FD4). To investigate the protective
impact of probiotics against LPS-triggered cellular damage 1 used L. plantarum 2142, B.
licheniformis CECT 4536, B. amyloliquefaciens CECT 4940 SCS and sodium-butyrate.
According to my results low dose Bacillus licheniformis CECT 4536 SCS could decrease
FD4 transport by the strenghtening of intestinal monolayer integrity .

The formation of reactive oxygen species in LPS triggered inflammatory processes
was detected by Amplex-red based fluorimetric measurements. My results revealed neither 1
nor 10 pg/ml LPS treatment provoked increased level of H,O, poduction in IPEC-J2 cells,
LPS did not induced oxidative stress in intestinal cells.

My further aim was to investigate LPS induced inflammation using ELISA method by
determining elevated IL-8 production in apico-basolateral compartment. My results showed
increased IL-8 concentration in both compartment after 1 and 10 pg/ml LPS treatment. SCS
of Lp 2142 and sodium-butyrate showed anti-infmmatory effect by significantly decreasing

the level of IL-8 production after LPS treatment.

34



8. Hivatkozasok

[1] Ban on antibiotics as growth promoters in animal feed enters into effect European Commission - IP/05/1687,
22/12/2005, URL: http://europa.eu/rapid/press-release IP-05-1687 en.htm, Brussels, 22 December 2005

[2] DIBNER J. et al.: Antibiotic growth promoters in agriculture: history and mode of action, Poultry
Science, 2005 Apr. , Vol. 84, P: 634-643

[3] CORR S. C. et al.: Bacteriocin production as a mechanism for the antiinfective activity of
Lactobacillussalivarius UCC118, Proceedings of the National Academy of Sciences, 2007, Vol. 104, P: 7617-
7621

[4] SOGAARD H. et al.: Microbials for feed: beyond lactic acid bacteria, Feed International , 1990, Vol. 11, P:
32-34,36-38

[5] GALDEANO, C. M. et al.: Lactic Acid Bacteria as Immunomodulators of the Gut-Associated Immune
System. In: Mozzi, F. et al.: Biotechnology of Lactic Acid Bacteria: Novel Applications. lowa, Wiley-Blackwell,
2010, P: 125-137

[6] KARCZEWSKI, J. et al.: Regulation of human epithelial tight junction proteins by Lactobacillus plantarum
in vivo and protective effects on the epithelial barrier, American journal of physiology Gastrointestinal and liver
physiology, 2010, Vol. 298, P: 851-859

[7] PELICANO et al.: Intestinal mucosa development in broiler chickens fed natural growth promoters, Revista
Brasileira de Ciencia Avicola, 2005 Dec, Vol .7(4)

[8] GUNAL M. et al,: The effect of antibiotic growth promoter, probiotic or organic acid supplementation on
performance. Intestinal microflora and tissue of broilers, International Journal of Poultry Science, 2006, Vol. 5,
P: 149-155

[9] WILLIAM H. CLOSE et al.: Producing Pigs without Antibiotic Growth Promoters, Advances in Pork
Production , 2000, Vol. 11, P: 47

[10] PANG G. et al.: GM-CSF, IL-1a, IL-B, IL-6, IL-8, IL-10, ICAM-1 and VCAM-1 gene expression and
cytokine production in human duodenal fibroblasts stimulated with lipopolysaccharide, IL-1a and TNF-a,
Clinical & Experimental Immunology, 1994, Vol. 96, P: 437-443

[11] MADARA JL. et al.: Structure and function of the intestinal epithelial barrier in health and disease.
Monographs in Pathology, 1990, Vol. 31, P: 306-324

[12] HALLIWELL, B. et al. : Reactive oxygen species in living systems: source, biochemistry, and role in
human disease. The American Journal of Medicine, 1991, Vol. 91, P: 14-22

[13] Allatorvosi Jarvanytan 1. : szerk Tuboly Sandor

[14] HEUMANN D. et al.: Initial responses to endotoxins and Gram-negative bacteria. Clinica Chimica Acta,
2002 Sep, Vol. 323(1-2), P: 59-72

[15] CHRISTMAS P. et al.: Toll-Like Receptors: Sensors that Detect Infection, Nature Education, 2010, Vol.
3(9), P: 85

[16] WANG YH et al.: TNFa induced IL-8 production through p38 MAPK- NF-kB pathway in human
hepatocellular carcinoma cells Zhonghua Gan Zang Bing Za Zhi. 2011 Dec, Vol. 19(12), P: 912-916

[17] BERSCHNEIDER, H. M. et al.: Abstract of the Annual Meeting of the American Gastroenterological
Association.  Digestive Disease = Week and the 90th annual meeting of the American
GastroenterologicalAssociation, Washington D.C., 1989. Washington: Elsevier, 1989, P:774

[18] SCHIERACK, P. et al.: Characterization of a porcine intestinal epithelial cell line for in vitro studies of
microbial pathogenesis in swine. Histochemistry and Cell Biology, 2006, Vol. 125, P: 293-305

35



[19] SKJOLAAS, K. A. et al: Effects of Salmonella enterica serovar Typhimurium, or serovar
Choleraesuis,Lactobacillus reuteri and Bacillus licheniformis on chemokine and cytokine expression in the swine
jejunal epithelial cell line, IPEC-J2. Veterinary Immunology and Immunopathology, 2007, Vol. 115, P: 299-308
[20]. ARCE, C. et al.: Innate immune activation of swine intestinal epithelial cell lines (IPEC-J2 and IPI-2I) in
response to LPS from Salmonella typhimurium. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious
Diseases, 2010, Vol. 33(2), P: 161-174

[21]. JOHNSON, A. M. et al.: Disruption of transepithelial resistance by enterotoxigenic Escherichia coli.
Veterinary microbiology, 2010, Vol. 141, P: 115-119

[22] BALDA M.S. et al.: Functional Dissociation of Paracellular Permeability and Transepithelial Electrical
Resistance and Disruption of the Apical-Basolateral Intramembrane Diffusion Barrier by Expression of a Mutant
Tight Junction Membrane Protein The Journal of Cell Biology,, August 1996, Vol. 134, P: 1031-1049

[23] OHLAND C.L. et al.: Probiotic bacteria and intestinal epithelial barrier function, American Journal of
Physiology - Gastrointestinal and Liver Physiology, June 2010, Vol. 298, P: 807-819

[24] GONZALEZ et al.: Tight junction proteins, Progress in Biophysics and Molecular Biology, 2003, Vol.
81(1), P:1-44

[25] REYES et al.: The renal segmental distribution of claudins changes with development, Kidney Int., 2002,
Vol. 62(2), P: 476-487

[26] INAI T. et al.: Claudin-1 contributes to the epithelial barrier function in MDCK cells, European Journal of
Cell Biology, 1999, Vol. 78(12), P: 849-855

[27] SETH A. et al.: Probiotics ameliorate the hydrogen peroxide-induced epithelial barrier disruption by a PKC-
and MAP kinase-dependent mechanism, Gastrointestinal and Liver Psysiology, 2008, Vol. 294, P: 1060-1069
[28] BUCHERT M. et al.: Methods to examine tight junction physiology in cancer stem cells: TEER,
paracellular permeability, and dilution potential measurements. Stem Cell Rev., 2012 Sep, Vol. 8(3), P: 1030-
1034

[29] CENCIC A. et al.: Functional cell models of the gut and their applications infood microbiology — A review
International Journal of Food Microbiology, 2010, Vol. 141, P: 4-14

[30] SCHWARZ S. et al.: Use of antimicrobial agents in veterinary medicine and food animal production,
International Journal of Antimicrobial Agents. 2001 Jun, Vol. 17(6), P:431-437

[31] CASTANON J. I. R. et al.: History of the use of antibiotic as growthpromoters in European poultry feeds
Poultry Science. 2007 Nov, Vol. 86(11), P:2466-2471

[32] CASEWELL M. et al.: The European ban on growth-promoting antibiotics and emerging consequences for
human and animal health. Journeal of Antimicrobial Chemotherapy, 2003 Aug, Vol. 52(2), P: 159-161

[33] PHILLIPS I. et al.: Does the use of antibiotics in food animals pose a risk to human health? A critical
review of published data Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2004, Vol. 53, P: 28-52

[34] GUARRER F. et al.: The intestinal flora in inflammatory bowel disease: normal or abnormal?, Annual
review of immunology, 2005, Vol. 21(4), P: 414-418

[35] KASER A. et al.: Inflammatory bowel disease, Annual review of immunology, 2010, Vol. 28, P:573-621

36



[36] PENG L. et al.: Butyrate enhances the intestinal barrier by facilitating tight junction assembly via activation
of AMP-activated protein kinase in Caco-2 cell monolayers. Journal of Nutrition, 2009 Sep, Vol. 139(9), P:1619-
1625

[37] HOLZAPFER W. H. et al.: Overview of gut flora and probiotics./nternational Journal of Food
Microbiology, 1998 May 26, Vol. 41(2), P: 85-101

[38] FEATHETSTONE V. et al.: M cells: portals to the mucosal immune system, Lancet, 1997, Vol 350(9086),
P:1230

[39] HAMZAOUI N. et al.: Interaction of microorganisms, epithelium, and lymphoid cells of the mucosa-
associated lymphoid tissue, Annals of the New York Academy of Sciences, 1988, Vol. 859, P: 65-74

[40] DELCENSERIE V. et al.: Immunomodulatory effects of probiotics in the intestinal tract. Current Issues of
Molecule Biology, 2008, Vol. 10(1-2), P: 37-54

[41] BERER K. et al.: Commensal microbiota and myelin autoantigen cooperate to trigger autoimmune
demyelination, Nature, 2011, Vol. 479(7374), P: 538-541

[42] HALLER D et al.: Novel mechanisms of microbe-host interaction under conditions of intestinal
inflammation, International Scientific Conference Probiotics and Prebiotics Proceedings, Kosice Slovakia 2012.
[43] SCHREZENMEIR J. et al.: Probiotics, prebiotics, and synbiotics--approaching a definition. American
Journal of Clinical Nutrition, 2001 Feb, Vol. 73(2 Suppl), P : 361-364

[44] BEZKOROVAINY A et al.: Probiotics: determinants of survival and growth in the gut. American Journal
of Clinical Nutrition, 2001 Feb, Vol. 73(2 Suppl), P: 399-405

[45]OUWEHAND et al.: Probiotics: an overview of beneficial effects. Antonie Van Leeuwenhoek. 2002 Aug,
Vol. 82(1-4), P:279-289

[46] PATTERSON JA et al.: Application of prebiotics and probiotics in poultry production, Poultry Science,
2003 Apr, Vol. 82(4), P: 627-631

[47] YUAN-KUN LEE et al.: The coming of age of probiotics, Trends in Food Science & Technology, July
1995, Vol. 6, P: 241-245

[48]JOUWEHAND et al.: Probiotics: How should they be defined? Trends in Food Science & Technology, Vol.
10, P:107-110

[49] SCHREZENMEIR J. et al.: Probiotics prebiotics, and synbiotics--approaching a definition. American
Journal of Clinical Nutrition, 2001 Feb, Vol. 73(2 Suppl), P: 361S

[50] ROBERFROID M.B. et al.: Prebiotics andprobiotics: are they functional foods? American Journal of
Clinical Nutrition, 2000 Jun, Vol. 71(6 Suppl), P:1682-1687

[51] MALAGO JJ et al.: Microbial products from probiotic bacteria inhibit Salmonella enteritidis 857-induced
IL-8 synthesis in Caco-2 cells. Folia Microbiology 2010 Jul, Vol. 55(4), P:401-408

[52] DAVID R. et al.: Probiotics inhibit enteropathogenic E. coliadherence in vitro by inducing intestinal mucin
gene expression. Americal Journal of Physiology. 1999 Apr, Vol. 276(4 Pt 1), P: 941-950
[S3]JRESTA-LENERTSet al.: Live probiotics protect intestinal epithelial cells from the effects of infection with
enteroinvasive Escherichia coli, Gut. 2003 Jul, Vol 52(7), P: 988-997

[54] DELCENSERIE V. et al.: Immunomodulatory effects of probiotics in the intestinal tract. Current Issues of
Molecule Biology 2008, Vol. 10(1-2), P:37-54

[55] GROMPONE G. et al.: Anti-inflammatory Lactobacillus rhamnosus CNCM [-3690 strain protects against
oxidative stress and increases lifespan in Caenorhabditis elegans. PLoS One. 2012, Vol. 7(12), P: 52493

37



[56] AIT-BELGNAOUI A. et al.: Prevention of gut leakiness by a probiotic treatment leads to attenuated HPA
response to an acute psychological stress in rats. Psychoneuroendocrinology. 2012 Nov, Vol. 37(11), P: 1885-
1895

[57] HASSLOF P. et al.: Growth inhibition of oral mutans streptococci and candida by commercial probiotic
lactobacilli--an in vitro study. BMC Oral Health. 2010 Jul , Vol. 2, P: 10-18

[58] KLINGSPOR S. et al.: Characterization of the effects of Enterococcus faecium on intestinal epithelial
transport properties in piglets, Journal of Animal Science, 2013 Apr, Vol. 91(4), P: 1707-1718

[59] SALMINEN S. et al.: Demonstration of safety of probiotics - a review. International Journal of Food
Microbiology, 1998 Oct 20, Vol. 22(1-2), P:93-106

[60] ANADON A. et al.: Probiotics for animal nutrition in the European Union. Regulation and safety
assessment. Regul Toxicol Pharmacol. 2006 Jun; Vol. 45(1), P: 91-95

[61] MATTILA-SANDHOLM et al.: Technological challenges for future probiotic foods, International Dairy
Journal, 2002, Vol. 12 (3-4), P:173-182

[62] FINKEL T. et al.: Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing insight. Nature, 2000 Nov, Vol. 408,
P: 239-247

[63] VALKO, M. et al.: Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease.
Thelnternational Journal of Biochemistry and Cell Biology, 2007, Vol. 39(1), P: 44-84

[64] UNO K. et al.: Biomarkers of inflammation and oxidative stress in atherosclerosis. Biomarkers in
Medicine, 2010 Jun, Vol. 4(3), P: 361-373

[65] KAMINISKI KA et al.: Oxidative stress and neutrophil activation--the two keystones of
ischemia/reperfusion injury, International Journal of Cardiology, 2002 Nov, Vol. 86(1), P: 41-59

[66] YASANARI K. et al.: Oxidative stress in leukocytes is a possible link between blood pressure, blood
glucose, and C-reacting protein, Hypertension . 2002 Marc, Vol. 39(3), P:777-780

[67] REZAIE A. et al.: Oxidative stress and pathogenesis of inflammatory bowel disease: an epiphenomenon or
the cause?, Digestive Diseases and Science, 2007, Vol. 52, P:2015-2021

[68] TANDON R. et al:. Oxidative stress and antioxidants status in peptic ulcer and gastric carcinoma, Indian
Journal of Physiology and Pharmacology, 2004, Vol. 48, P: 115-118

[69] LIN M. T. et al.:.. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in neurodegenerative diseases, Nature,
2006, Vol. 443(7113), P: 787-95

[70] TAKK P. et al.: Rheumatoid arthritis and p53: how oxidative stress might alter the course of inflammatory
diseases, Immunology Today, 2000, Vol. 21(2), P: 78-82

[71] HALLOWELL B. et al.: Reactive oxygen species in living systems: source, biochemistry, and role in
human disease, American Journal of Medicine, 1991, Vol. 91(3C), P: 14-22

[72] FEBS et at. : Mitochondria and cells produce reactive oxygen species in virtual anaerobiosis: relevance to
ceramide-induced apoptosis, FEBS Letters,1998, Vol. 430(3), P: 338-342

[73] DAVIES et al.: Oxidative stress: the paradox of aerobic life, Biochemical Society Symposia, 1995, Vol. 61,
P: 1-31

[74] VALKO et al.: Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease, The
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 2007, Vol. 39, P: 44-84

[75] MYLONAS C. et al.: Lipid peroxidation and tissue damage, In Vivo, 1999, Vol. 13(3), P:295-309

[76] AKIKO S. et al.: Impact of reactive oxygen species on spontaneous mutagenesis inEscherichia coli, Genes

to Cells, 2006, Vol. 11(7), P: 767-778

38



[77] KLAUNIG J.E. et al.: Oxidative stress and oxidative damage in carcinogenesis., 7Toxicologic
Pathology, 2010 Jan, Vol 38(1), P:96-109.

[78] DAVIES, K. J. et al.: The Broad Spectrum of Responses to Oxidants in Proliferating Cells: A New
Paradigm for Oxidative Stress, /[UBMB Life, 1999, Vol 48, P: 41-47

[79] HENSLEY, K. et al.: Reactive oxygen species, cell signaling, and cell injury, Free Radical Biology and
Medicine, 2000, Vol 28(10), P:1456-1462

[80] VILCEK 1J. et al.: Historical review: Cytokines as therapeutics and targets of therapeutics, Trends in
Pharmacological Sciences, 2004, Vol. 25(4), P: 201-209

[81] OZAKI K: et al.: Cytokine and Cytokine Receptor Pleiotropy and Redundancy, The Journal of Biological
Chemistry, August, 2002, Vo.l 277, P: 29355-29358.

[82] DINARELLO et al.: Proinflammatory cytokines, Chest, 2000, Vol. 118, P: 503-508

[83] DAVID F. et al.: Cytokine and chemokine gene expression of IL-l1beta stimulated equine articular
chondrocytes, Veterinary Surgery, April 2007, Vol. 36(3), P: 221-227

[84] Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit Catalog no. A22188

[85].ZHOU M. et al.: A stable nonfluorescent derivative of resorufin for the fluorometric determination of trace
hydrogen peroxide: applications in detecting the activity of phagocyte NADPH oxidase and other oxidases,
Analytical Biochemistry, November 1997, Vol. 253, P: 162-168

[86] Erzsebet Paszti-Gere et al.: Acute Oxidative Stress Affects IL-8 and TNF-a Expression in IPEC-J2
Porcine Epithelial Cells, Inflammation, 2012 Jun, Vo. 35(3), P: 994-1004

[87] Anderson J. M. et al.: Physiology and Function of the Tight Junction Cold Spring Harb Perspect Biol., 2009
August, Vol. 1(2)

[88] Knipp. et al. 1997: The density of small tight junction pores varies among cell types and is increased by
expression of claudin-2, Journal of Cell Science, 1197, Vol. 121, P: 298-305 Biologists 2008

[89] Watson et al.: Interferon-gamma selectively increases epithelial permeability to large molecules by

activating different populations of paracellular pores. Journal of Cell Science, 2005, Vol. 118, P: 5221-5230

39



9. Koszonetnyilvanitas

Szeretném haldsan megkdszonni mindazoknak, akik barmilyen szinten segitették a TDK
dolgozatomnak az elkészitését. Els6sorban a Gyogyszertani és Méregtani Intézet dolgozdinak
akik segitségemre voltak barmikor, erdt, idot, tanacsot és anyagi koltségeket nem kimélve,

hogy ez a téma minden célkitlizése megvalaszolasra keriiljon.

Szeretném megkoszonni Palocz Orsolyanak és dr. Farkas Orsolyanak a szendvics ELISA

kisérletben nytjtott onzetlen segitségiiket, épitd kritikajukat.

Egyik legnagyobb koszonetemet Prof. Dr. Galfi Péter témavezetomnek ajanlom a kutatési
folyamat vezetésért, és a kisérlethez sziikséges feltételek megteremtésért, hiszen ezek nélkiil a
kutatdmunka megfelel6 szinvonala nem valdsulhatott volna meg. Tovabba épito jellegli kritiai

¢s megfigyelései a dolgozattal kapcsolatban hatalmas segitséget nyujtottak.

Csalddomnak, legkozelebbi bardtaimnak a sok tiirelemért, biztatdsért, batoritd szavakért a

halam végtelen.

Legutolsé sorban témavezetomnek Dr. Pasztiné dr. Gere Erzsébetnek jar legnagyobb halam.
Egy egész életre sz0lo kutatdi szemléletre, aldzatra és magatartasra tanitott, melyet jovobeli
kutatd munkdm ¢s magéanéletem sordn is kamatoztatni fogok. Kutatdsi munkdm minden

aspektusdban vald segitsége és biztatdsa nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna 1étre.
IPEC-J2 sejtvonal Dr. Jody Goodkin ajandéka volt az intézet szdmara ( Department of
Clinical Sciences, Collage of veterinary MEdcine, North Carolina State University).

A kutatds részben a TAMOP 4.2.2/B-10/1-2010-0011 "A tehetséggondozas és
kutatoképzeés komplex rendszerének fejlesztése a Szent Istvan

Egyetemen" c. palydzat tamogatasaval valosult meg.
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