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1. Bevezetés

Kiilonféle novényi részeket és az abbdl készitett kivonatokat, fézeteket és tedkat
évezredek ota hasznositanak szamos kultara 6si gydgymaddjaiban. Az elmult évtizedekben az
olyan human egészségiigyi problémak, mint példaul a magas vérnyomas, szivinfarktus, stroke
(agyvérzés €s agyi €relzarddas) és diabetes egyre magasabb szamban fordulnak eld. Ennek
hatterében elsdésorban a ma mar szinte népbetegségnek tekinthetd, helytelen taplalkozasra
visszavezethetd elhizas all. Ebbol adodoan egyre nagyobb figyelmet kap az egészséges
¢letmod, melynek alapja a megfelel6 taplalkozas, ami nem csak mennyis€gi, hanem mindségi
kritériumokat is tamaszt az elfogyasztott ételekkel szemben. Optimalis taplalkozéssal
tamogathatjuk szervezetiink immunrendszerét a kiillonbozé fertdzé agensekkel szemben,
tovabba csokkenthetjilk példaul a sziv és érrendszeri problémak, cukorbetegség
kialakuldsdnak kockazatat. Az egészséges étrend alapvetd részét képezi a zoldségek és
gylimolcsok rendszeres, naponta tobbszori fogyasztasa. A zoldségek és gyiimolesok nem csak
magas rost- és vitamintartalmuknak koszonhetdéen gyakorolnak jotékony hatast a szervezetre,
hanem a benniik nagy mennyiségben talalhatd polifenolos vegyliletek révén is. Ezek kozé
tartoznak a flavonoidok, melyek antioxidans aktivitdsuk révén csokkentik a szervezetet
terheld oxidativ stressz mértékét. Emellett ismert gyulladdscsokkentd, anti-allergias,

daganatmegel6z6, antibakterialis, antiviralis és antithromboticus hatasuk is.

A flavonoidok alkalmazasa Ilehetséges a haszonallatok korében, mint alternativ
hozamfokoz6 szerek. Antioxidans tulajdonsaguk révén javulhat az dallatok altalanos
immunstatusza; antiviralis, antibakteridlis és gyulladascsokkentd hatdsuknak kdszonhetden
pedig a kiilonbozd infekciok klinikai megjelenési formaja mérséklodhet. Mindezek altal a
fokozodhat a sulygyarapodas, javulhat a fajlagos takarmany-felhasznalas €s csokkenhet a
kiilonb6z6 megbetegedések miatti elhullasok szdma, dsszességében tehat nagyobb hozam
érheté el. Tovabbi eldnye a flavonoidoknak, hogy természetes eredetiiknél fogva,
felhasznalasuk nem jelent veszélyt a késdbbiekben a fogyasztokra nézve sem, igy
helyettesithetik a kordbban hozamfokozas céljabol felhaszndlt antibiotikumokat vagy

hormonokat (melyek alkalmazéasa az Europai Unioban 2006. januar 1. 6ta szigortan tilos).

Masik felhasznalési alternativat jelent — foleg kedvtelésbdl tartott allatok esetében — a
kronikus gyulladdsok kezelésére torténd alkalmazasuk. Ezéltal bizonyos esetekben
csOkkenthetnék a nem szteroid gyulladascsokkentd gydgyszerek (NSAID) hasznélatat, igy az
altaluk okozott mellékhatasok elkeriilhetéek lehetnének. A hosszantart6 NSAID terapia



ugyanis artalmas, mivel a ciklooxigenaz (COX) izoenzimek (COX-1 és COX-2) nem
szelektiv gatlasa kovetkeztében megsziinik azok citoprotektiv hatdsa. Ez a gastrointestinalis
traktusban (elsésorban a gyomorban €s a duodenumban) irritacio kialakulasdhoz, stilyosabb
esetben kimarddasok, fekélyek létrejottéhez vezet. Emellett hosszu tava hasznalatuk karositja
a vese vérkeringésének szabalyozasat, valamint a thrombocyta-aggregacio gatlasa miatt

megnovekedett vérzékenységhez vezet.

A flavonoidok pontos gyulladascsokkentd hatasmechanizmusénak a megismerése és az
allattartasban torténé gyakorlati felhasznalasuknak a megerdsitése érdekében tovabbi in vitro

¢és In vivo végzett vizsgalatokra van sziikség.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Flavonoidok

A flavonoidok a polifenolok, azon beliil a nem tannin fenolok k6zé tartozo, alacsony
molekulatomegii, rendkiviil valtozatos szerkezeti felépitésti vegyiiletek. Méara mar tobb mint
4000 flavonoidot azonositottak, melyek novényekben, elsésorban azok gyokerében,
leveleiben, magvaiban, kérgében, viragzataban valamint termésében talalhatok meg ( Heim et
al., 2002). A novények esetében a flavonoidoknak elsédlegesen biologiai szerepe van az UV —
sugarzas, parazitak, kiilonb6zé pathogének és novényevok elleni védelemben. (Harborne et
al.,, 2000). A human taplalékok kozott féleg a zoldségek, gylimolesok — kiilondsen a
citrusfélék —, tedk, borok és a kakad tartalmaz nagyobb koncentracidoban kiilonb6zo

flavonoidokat.
2.1.1 Szerkezet és csoportositas

A flavonoidok benzo-y-piron szarmazékok. A valtozatos kémiai szerkezetii molekulak
kozos alapja (1. abra) a harom gytrtibol allo flavan vaz, ami két fenol és egy piran gyliriibol

all 6ssze.

1. abra A flavonoidok molekularis alapvaza és az atomok szamozasa (Cook et al., 1996)

A vegyiiletek kémiai felépitése illetve kiillonb6z6 alosztalyokba torténd relativ
orientacidja jellemzi a biologiai aktivitasukat és metabolizmusukat. Szubsztituensek sokasaga
kapcsolodhat a flavonoid gytirlikhéz, mely kiilonb6z6 alcsoportok kialakuldsdhoz vezet. A
flavonoidok osztdlyzasa (1. tdblazat) a heterociklusos rész oxidaltsagi allapota alapjan

lehetséges. (Rice-Evans et al., 1996)



1. tablazat Flavonoidok csoportositasa, szerkezete (Rice-Evans et al., 1996; Rice Evans et al.,

1995 alapjan)
. Lo . Funkcios . .
Osztaly Altalanos szerkezet Flavonoid Eléfordulas
csoportok
Flavanol catechin 3,5,7,3°,4-OH | tea
apigenin 5,7,4’-OH petrezselyem
Flavon
chrysin 5,7-OH gytimolcshéj
kaempferol | 3,5,7,4’-OH brokkoli
Flavonol
quercitin 3,5,7,3°,4’-OH | vorosbor
OH
naringin 54-OH, I- rapefruit
g rhamnogliikéz grap
Flavanon 3,5.3°-OH, 4’
- Me, 7 -
hesperidin 0 .ef narancsfélék
rutinoz
genistein 5,4-0OH, 7- sz6jabab
ik
Isoflavon giRoz
daidzein 7,4’-OH sz6jabab
- - 3,5,7,4’-OH,
Anthocyanidin @—O cyanidin 35.0Me cseresznye




A flavonoidok természetes forrasaikban féleg 3-O-glikozidok és polimerek formajaban
talalhatok meg (Hammerston et al., 2000). A szervezetbe vald bekertilésiik utan kiilonb6z6
metabolikus folyamatokban hidroxilalodhatnak, metilalodhatnak, szulfataloédhatnak vagy
gliikuronidalodhatnak. A fentebb lathatd alapvaz polimerizécidja soran tanninok €s egy€b
komplex vegyiiletek jonnek létre, melyek a vordsborban, szélében és a fekete tedban

fordulnak el6 (Cook et al., 1996).

2.1.2 Jotékony hatasok

A zoldségek és gylimolcsok rendszeres fogyasztasa az egészséges €s kiegyensulyozott
taplalkozas alapjat képezi, valamint ezaltal csokkenthetd a Kkiilonb6z6 rakos és
cardiovascularis megbetegedések kialakulasanak esélye is. Ezt a jotékony hatast régebben a [3-
karotinnak és az aszkorbatoknak tulajdonitottak, azonban ma mar egyértelmii, hogy ebben a
kiilonb6z6 fenolos vegyiileteknek is nagy szerepe van. (Heim et al., 2002). A flavonoidok
kedvezd tulajdonsdgai rendkiviil véltozatosak. Ezek kozé tartozik antioxidéns aktivitasuk,
tovabba antiangiogén, antibakterialis, antiviralis, antithromboticus, antiatheroscleroticus,
allergia és tumor ellenes, és nem utolsdsorban gyulladascsokkent6 hatasuk. Képesek egyes
antioxidans enzimek aktivalasara (Elliot et al., 1992), az a-tokoferolbdl képzddd kiilonbdzo
szabadgyokok mennyiségének csokkentésére (Hirano et al, 2001) és az oxidazok
mikodésének gatlasara (Cos et al., 1998). Tobb allatkisérlet soran hatdsosnak bizonyultak
kronikus gyulladasos folyamatok gatlasaban is (Camuesco et al., 2004; Fatehi et al., 2002;
Hendriks et al., 2004; Kawaguchi et al., 2004). Szamos megbetegedés soran, elsésorban rakos
megbetegedések, tovabba cardiovascularis betegségek ¢és neurodegenerativ elvaltozasok
esetében (Spencer et al., 2004) hasznalhatoak kiegészitd terapiaként. Kardioprotektiv hatasuk
abbol a tulajdonsagukbol adodik, hogy képesek a low density lipoproteinek (LDL) oxidacidjat
gatolni (Kondo et al., 1996; Mazur et al., 1999). Egy iddsebb férfiakon végzett atfogod
vizsgalat soran keriilt megallapitasra az, hogy a magasabb flavonoid-bevitel mellett
alacsonyabb a halalozasi arany koronaria megbetegedések és myocardialis infarctus
kovetkeztében (Hertog et al., 1993). Menopauzan atesett n6k korében végzett felmérés soran
irtak le a koronaria megbetegedések valosziniségének 38 %-kal valo csokkenését (Yochum et
al., 1999).

Az osteoarthritis €s a rheumathoid arthritis kialakulasdban ¢és korfejlodésében
kiilonboz6 gyulladdsos mediatoroknak és citokineknek — példaul a TNF-o, IL-1f8, IL-6 —
kozponti szerepe van (van de Loo et al., 1995; Pelletier et al., 1995). A flavonoidok képesek a



gyulladésban résztvevé medidtorok mennyiségének csokkentésére. Ezekbdl adddoan a
flavonoidok potencialis alternativ lehetdségként kindlkoznak a jovoben kiilonb6zd kronikus

gyulladasos betegségek kezelésére (Hougee et al., 2004).
2.1.3. Hatasmechanizmus, szerkezet és biologiai aktivitas osszefiiggései

A flavonoidok pontos és részletes hatismechanizmusa maig sem ismert teljesen. A
korai tanulményok a szervezetre gyakorolt jotékony hatdsukat csaknem teljesen az
antioxidans aktivitdsukra vezették vissza. Az antioxiddns hatast els6sorban a hidroxil-
csoportok szama és pozicidja hatarozza meg. Ugy tiinik példaul, hogy a B gyiiriin a hidroxil-
csoportok konfiguracidja determinalja az antioxidans aktivitast, csak ugy, mint a citokrom
(CYP) 450 1A-ra kifejtett gatlo hatast (Sekher et al., 2001; Kim et al., 2005). A miikodési
elviikre iranyul6 vizsgélatok soran a késdbbiekben azonban kideriilt, hogy szamos flavonoid
(koztik az apigenin, kaempferol, quercitin, chrisin, luteolin és a genistein) képes az
intracellularis jelatviteli rendszer modulalasan keresztiil kifejteni hatasat. Az eldbb felsorolt
flavonoidok gatoljak a szamos gyulladasos mediator transzkripcidjaban részt vevd Nuclear
Factor-k B-nek (NF-xB) és a mitogén-aktivalt protein kinazoknak (MAPK) a mikodését.
Tovabba képesek a fehérjék vagy az mRNS szintjén gatolni a kiilonbozé gyulladdsos
mediatorok megjelenését, mint példaul az interleukin (IL)-8, IL-6, ciklooxigenaz (COX)-2.
(Rahman et al.,2006; Romier et al., 2009). Az, hogy az NF- kB és MAPK gatlasa, valamint az
IL-8, IL-6 és COX-2 koncentraciok csokkentése idében egyszerre vagy egymastol fliggetleniil
zajlo folyamat-e még nem teljesen tisztdzott. A NF-kB-nek kozponti szerepe van a
génexpresszioban a gyulladasok soran kialakulo immunvalasz folyaman. gy a miikodésének
gatlasa révén a gyulladasos folyamat is csokkenthets. A MAPK-ok - ide tartozik a p38
MAPK, az extracellularis szignal-regulalt kindz (ERK) és a c-jun N-terminal kinaz (JNK) —
fontos kaszkdd mechanizmusokban vesznek részt (Seger & Krebs, 1995), melyek
végeredménye kiilonbozé gyulladdsos utak aktivaléddsa ¢és mediatorok, citokinek

termelddése.

Hatasmechanizmusukat kémiai szerkezetiik, az alapvazhoz kapcsolddo szubsztituensek
mindsége és mennyisége is nagyban befolyasolja. Egy tanulmany soran az apigenin, luteolin
és chrysin szelektiven eliminalta a monocitakat valamint makrofagokat primer csontvelébdl
szarmazd sejttenyészetbol. Ez egybeesett a kiilonb6z6 gyulladasos mediatorok csokkent
mennyiségével és alacsonyabb szintii metabolikus aktivitasaval. A fenti hatasért valoszintileg

a C2-C3 kettds kotés, és a harmas szénatomon a hidroxil csoport helyett szereplé hidrogén a



felel6s. Azok a flavonoidok, amelyek nem rendelkeztek ezekkel a jellemzdékkel — példaul a
kaempferol és a quercitin — nem mutattak hasonlé tulajdonsagokat (Hougee et al., 2005). Ezen
tulmenéen a hidroxil-csoportok jelenléte az 5, 7 és a 4’ szénatomon (apigenin), a
monocitakra/makrofagokra iranyuld szelektiv citotoxikus hatasban nyilvanult meg. Ha a 4’
atomon a hidroxil-csoportot hidrogénre cserélték (chrysin), az elobb emlitett aktivitas sokkal
csekélyebb mértékiinek bizonyult. Ha a hidrogén atomot hidroxil-csoportra cserélték a 6-0s
szénatomon, a gyulladasos citokinekre kifejtett gatlé hatds megsziint. Mivel a gyulladasos
folyamatokban a monocitdk és a makrofigok az els6dleges forrasai a gyulladasos
citokineknek, a szamuk csokkenésével az IL-1B, TNF-a és az IL-6 szintje is csokkenni fog
(Hougee et al., 2005).

2.1.4. Apigenin

Az apigenin (4°,5,7-trihidroxiflavon), a flavonok kozé tartozod, az egyik leggyakrabban
eléforduld, alacsony citotoxicitasi  flavonoid. Széles korben fellelhetd  kiilonb6z6
z0ldségekben ¢és gyiimdlesokben, mint példaul a petrezselyem, fokhagyma ¢és a zeller (Miean
& Mohamed, 2001). Az elmult évek soran tobb, az apigenin bioaktivitasara iranyul6 vizsgalat
foglalkozott a vegyiilet thrombocyta — aggregacidt gatld, antioxidans és rak-megel6zd
hatasaval (Das et al., 2010; Han et al., 2009; Wright et al., 2010; Yuan et al., 2007; Zhang et
al., 2008). Tovabba szamos tanulmany igazolta az apigenin gyulladascsokkentd tulajdonsagat
in vitro és in vivo kisérletekben egyarant (Ha et al., 2008; Lee et al., 2007; Nicholas et al.,
2007; Smolinski és Pestka, 2003).

2. abra Az apigenin molekulaszerkezete (Funakoshi-Tago et al., 2011)

Az apigenin antioxidans tulajdonsagat kémiai szerkezete teszi lehetové (2. abra). A B-

gylrt rendelkezik egy hidroxi-csoporttal, ami hidrogén- vagy elektron-donorként egyarant
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viselkedhet. Hidrogén leaddsa utdn az apigenin ArO-, mig elektron leadds utin ArOH-*
formaja keletkezik, melyek azutan képesek kiillonboz6 karos szabadgyokok semlegesitésére,
az alacsony kotési energia €s ionizacids potencial kovetkeztében. Ennek eredményeként az
apigenin csokkenti a reaktiv oxigén specieszek (ROS) mennyiségét a szervezeten beliil (Han
et al., 2009; Leopoldini et al., 2004; Zhang et al., 2008). Egy kisérletben, ahol két kiilonb5z6,
egérbdl szarmazd makrofag sejtvonalat (RAW 264.7 és J774 A.1) LPS-sel aktivaltak, az
apigenin sikeresen gatolta a NO ¢és a PGE2 képzddést, az oOket termeld két enzim —
indukalhat6 nitrogén-oxid szintaz (iNOS) ¢és ciklooxigenaz (COX) — miikddésének gatlasa

révén (Liang et al., 1999; Raso et al., 2001).

Egy masik, egereken végzett vizsgalatban az apigenin sikeresen csokkentette a szérum
IL-6 és TNF-a szintjét. Ugyanez a kutatocsoport megallapitotta, hogy in vitro (RAW 264.7
sejteken) csak az IL-6 mennyiségére volt hatassal az apigenin (Smolinski. et al., 2003). Ez az
eredmény azt erdsiti meg, hogy nem elég csupan az in vitro kisérletekre tamaszkodni a

flavonoidok vizsgalata soran.

2.2. Metoxiflavonok

2.2.1. Elofordulas, bioaktivitas

A metoxiflavonok a flavonok azon csoportjat képviselik, melyben funkcids csoportként
metoxi csoport kapcsolodik a benzo-y-piron alapvazhoz. A polimetoxiflavonok (PMF)
esetében a vegyliletek ketté vagy tobb metoxi és a C4 atomon 1évé karbonil csoporttal
rendelkeznek alapvazhoz kapcsoltan. Ezek a vegyiiletek csaknem kizardlag citrusfélékben
fordulnak el (Li et al., 2009). Az apigenin metoxi-szarmazéka, az 5,7,4’-trimetoxiflavon
azonban egyarant el6fordul citrusfélékben (Cavalcante et al., 1985) és mas olyan novényi
részekben, amit a népi gyogyaszat hasznosit (Jaipetch et al., 1983; Yenaji et al., 2004). A
kiilonboz6 illoolajok és terpenoid vegyiiletek mellett a metoxi- és polimetoxiflavonok —
példaul a tangeretin, sinensetin és nobiletin — a citrushéj f6 alkotoelemei k6zé tartoznak. A
benne taldlhatd kedvezd hatasu vegyiiletek miatt a citrusfélék héjat évezredek 6ta hasznaljak
kiilonbozo betegségek kezelésére az alternativ gyogyaszatban. A narancshéj példaul
tradiciondlis gyogyszer volt a gyomorfajdalom, kohogés, dermatitis, izomfajdalom, otvaros
fert6zések gyogyitasara, csak ugy, mint a magas vérnyomas csokkentésére (Li et al., 2009). A
polimetoxiflavonok szintén rendelkeznek a flavonoidokra jellemzé rak-megel6z6 (Murakami

et al., 2000a, 2005; Lai et al., 2007; Tang et al., 2007), gyulladascsokkent6 (Murakami et al.,

10



2000b, 2005; Lai et al., 2005) és anti-allergén (Kurowska et Manthey, 2004; Saito et al.,
2007) tulajdonsagokkal. A chrysin dimetoxilalt valtozata, az 5,7-dimetoxiflavon
tanulmanyozasa soran beszamoltak kemopreventiv, antiviralis, vasodilatator, pigment-
stimulélo és antikolinészteraz hatasairdl (Wen et al., 2005; Khan et al., 2011; Sookkongwaree
et al., 2006; Sawasdee et al., 2009; Tep-Areenan et al., 2010; Kang et al.,2011).

Korabbi tanulmanyok azt a nézépontot képviselték, hogy a szabad hidroxil csoporttal
rendelkezd flavonoidok sokkal nagyobb aktivitdst mutatnak a szabad gyokok megkdotésében,
mint a metilalt parjaik. Ezzel szemben a teljesen metoxilalt formék is képesek a reaktiv
oxigén specieszek szintjének csokkentésére. Ennek oka, hogy hatasosan gatoljak az olyan
enzimeket, mint példdul az iNOS ¢és a NADPH oxidaz, melyek a szabad gyokok
keletkezésében (NO szuperoxid anion) jatszanak fontos szerepet (Murakami et al., 2000b;
Choi et al., 2007). Osszességében tehat mindkét flavonoid tipus hatékonyan csdkkenti a

szervezetben a reaktiv oxigéngyokok mennyiségét.

A kisebb méreti metoxiflavonok, melyek maximum harom metoxi csoporttal
rendelkeznek, hidroxil csoportok nélkiil, sokkal kevésbé tanulmanyozott vegyiiletek. Ennek
két valdsziniisithetd oka van. Egyrészt a flavonoidok a jotékony hatasat elsdsorban az
antioxidans tulajdonsdgukkal hozzak Osszefiiggésbe, ezzel szemben a kisméreti
metoxiflavonok nem rendelkeznek azzal a szubsztituenssel, mely az elébbi tulajdonsagért
felelos. Masrészt pedig ezek a metoxiflavonok olyan ndvényekben fordulnak eld, melyek

kisebb aranyban talalhatok meg a kereskedelemben értékesitett ndvényi élelmiszerek kozott.

A flavonoidok metoxilalt szdrmazékai akkor kertiltek a figyelem koézéppontjaba, amikor
tobb in vivo kemopreventiv vizsgalat soran hatékonyabbnak bizonyultak, mint a metoxi
csoporttal nem rendelkezé tarsaik. Ez a flavonoidok csekély oralis értékesiilésével
magyarazhatd, mivel képtelenek intakt uton atjutni szisztémds keringésbe a bél/md;j altal
képviselt kettds barrieren. Ezt a gyenge biologiai értékesiilést a chrysin (Walle et al., 2001),
quercitin (Walle et al., 2001; Manach et al., 2004), a resveratrol (Goldberg et al., 2003; Walle
et al., 2004) és a curcumin (Garcea et al., 2004) esetében is igazoltdk. Ennek oka abban
keresendd, hogy a vékonybélben kiilondsen magas az UDP-gliikuronoziltranszferazok (UGT),
a szulfotranszferazok (SULT) expresszidja, mely enzimek hatdsdra az oralisan felvett
flavonoidok az abszorpcios folyamat soran nagymértékben metabolizalodnak. Ezt kovetden a
majba keriilnek, ahol az elébb emlitett enzimeken kiviill még a citokrom 450 (CYP450)
csaladba tartoz6 enzimek is hozzajarulnak a tovabbi metabolizaciojukhoz. Mindezek

eredményezik a csekély oralis hozzaférhetdséget, amit tovabb ront az, hogy a legtobb
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flavonoid és diétas polifenol glikozidok forméjaban fordul eld a kiilonbozd taplalékokban,

amely alakban a szervezet szamara nehezen, vagy egyaltalan nem hozzaférhet6 (Walle, 2007).

A metoxi- és polimetoxiflavonok azonban nagyfoku stabilitdst mutatnak a szervezeten
beliil. Egy kisérlet soran chrysint és metoxi-szarmazékat, az 5,7-dimetoxiflavont vizsgaltak
mikroszomalis ¢és citoplazma enzimekkel, valamint a gliikuronidaciohoz (UDPGA),
szulfatdlashoz (PAPS) ¢és oxidacidhoz (NADPH) sziikséges kofaktorokkal egyarant
rendelkez0d human majsejteken. A vizsgalat soran a chrysin gyorsan metabolizalodott, 20
perc inkubdcios 1d6 utdn visszamaradd anyamolekula nélkiil. Ezzel szemben az 5,7-
dimetoxiflavon metabolikusan stabilnak bizonyult a teljes 60 perces vizsgalati id6 alatt (Wen
et al., 2006; Walle et al., 2006). A quercetin és resveratrol metabolizacioja, csak ugy, mint sok

mas metoxilalatlan flavonoid a chrysinhez hasonloan zajlott.
2.2.2. Gyulladascsokkenté hatas

Nem csak metabolikus stabilitdsukban, hanem gyulladéscsokkentd aktivitasukban is
jobbnak bizonyulnak a metoxi- és polimetoxiflavonok Osszehasonlitva metoxilalatlan
parjaikkal. Egy kisérlet sordan a chrysinhez képest a 5,7-dimetoxiflavon szignifikansan
nagyobb mértékben redukalta, az IL-8 kivételével, az 0Osszes gyulladdsos mediator
mennyiségét, valamint a NF-xB expressziojat (During ¢és Larondelle, 2013). A
polimetoxiflavonok kozé tartozd nobiletin képes megakadalyozni az LPS indukalta PGE2
képzodést, illetve kiilonboz6 gyulladasos citokinek (IL-1a, IL-18, TNF-a, IL-6)
génexpressziojat. (Murakami et al., 2005; Lin et al., 2003). Egy masik tanulméanyban a
nobiletin csokkentette az aktivator protein 1, az NF-kB és a cCAMP ,,response element” kot6
fehérje mRNS expressziojat, csak tgy, mint a COX-2-ét. (Murakami et al., 2005). A nobiletin
ezen funkcigja hasonlit a gyulladdscsokkentd szteroidokéhoz, de hasznalata lényegesen
kevesebb mellékhatdssal jar. Ezek az eredmények a nobiletin, mint Iehetséges
gyulladascsokkentd ¢és/vagy immunmodulalo hasznalatat sugalljak. Azonban a fenti
eredmények tobbnyire in vitro vizsgalatokon alapulnak, a jovében in vivo koriilmények kozt

is vizsgalni kell a vegyiilet gyulladascsokkent6 hatasat (Shimming Li et al., 2009).
2.2.3. Metoxiflavonok szervezeten beliili keletkezése

Ahogy azt mar az el6bb leirtakban (2.2.1. fejezet) is olvashaté volt, a vékonybél
enterocytaiban jelen vannak kiillonb6z6 metabolizacids folyamatokban részt vevd enzimek. A

flavonokbol a szabad hidroxil-csoportjuk metilacidja révén keletkeznek az O-metilalt, vagy
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metoxilalt analogjaik, azaz a metoxiflavonok. Ezt a reakciét novényekben kiilonbozd O-
metiltranszferazok (Lam KC et al., 2007), allatokban pedig catechol-O-metiltranszferazok
(COMT) katalizaljak (Lu et al., 2003). A catechol-O-metiltranszferazok aktivitasa az allati
szervezeten belill mindeniitt, igy az emésztOcsatornaban jelenlévé bélhamsejtekben is
kimutathat6 (Nissinen et al., 1988). Ebbdl kovetkezden az enterocytdkban jelenlévé metoxilalt
flavonok egyarant szdrmazhatnak a szajon at felvett takarmanybol, illetve a bélhamsejtekben

zajlo biotranszformacids folyamatokbol.
2.3. A vékonybél

2.3.1. A bél, mint immunszerv

A vékonybélnek nem csak az emésztési-felszivasi funkciok ellatdsaban van szerepe. A
bél nyalkahartyaja valédi nyirokszervként is funkcional. A propridban elhelyezkedd
immunsejtek 0sszessége alkotja az emésztdcsohdz asszocialt lymphoid szovetet, azaz a GALT
= Gut Associated Lymphoid Tissue egységét, mely tobb kiillonb6zd méretli képzédmény és
6nallo nyiroktiiszé Osszessége. Ide tartoznak tobbek kozott a szdj-garatiiregben talalhato
tonsillak, a gastrointestinalis traktusban elhelyezkedd Peyer plakkok, illetve a bélcsé mucosa
rétegében jelenlévo elszort nyiroktiiszok is (Tuboly, 1998). A GALT fontos szerepet tolt be a
bélben, mint bemeneti kapuban, a takarmannyal felvett kiils6 patogén agensek elleni
védelemben. A kiilonbozd lymphoid elemek egyarant szerepet jatszanak a lokalis sejtes €s

humoralis immunvalasz kialakulasaban.

A bél lumen feldl érkezd korokozo hatdsokkal szemben a szervezet négy védelmi
vonallal védekezik. Az els6 a mikrobialis barrier, melyet eubiotikus allapotban 90%-ban a
foflorat alkotdé mikrobak (Gram pozitiv bifidobacteriumok és lactobacillusok, Gram negativ
eubacteriumok — Fusobacterium és Bacteroides nemzetség) tesznek ki. Az elébb emlitett
baktériumok eubiotikus allapotban kommenzalista szervezetekként vannak jelen a bél
lumenében, s6t tulajdonképpen hasznosnak is tekinthetok. Ezek a floraalkotd baktériumok
szorosan kapcsolodnak egymashoz, illetve a bélnyalkahartyahoz, ezzel alkotva a masodik,
anatomiai barriert. A harmadik a humoralis barrier, melynek f6 alkot6i a plasmocytak altal
termelt immunglobulinok. A plasmocytak a fajspecifikus IgG, IgM és IgE mellett legnagyobb
részben IgA-t szintetizalnak, amely részt vesz a kiilonbozé virusok €s foly€kony antigének
eliminalasaban. A lamina propria rétegében elhelyezkedd makrofagok, mint
immunkompetens sejtek adjak a negyedik védelmi vonalat, a cellularis barriert (Fekete et al.,
2009).

13



O @S O “é) ’
f\a I‘Q? = 8 %—W&g ’
¥ oy eV

ILF

Laména propria

3. dbra GALT sematikus abraja (ILF = izolalt lymphoid folliculus; FAE = folliculus
asszocialt epithelium,; SED = subepithelidlis ,,dome”; DC = dentritikus sejt; GC =
germinativ centrum; SC = stroma sejt) (Fagarasan & Honjo, 2003)

Az eldzéekben ismertetetteken til a bélcsatorna egyéb mechanizmusok révén is
védekezik a fert6z0 agensekkel szemben. Ilyen példaul a perisztaltikus mozgas, mely
jelentdsen megneheziti a patogének nyalkahartyan valé megtapadasat. Szintén a baktériumok
megtapadasanak esélyét csokkenti a kehelysejtek altal termelt mucinréteg, ami egyfajta
védomazként vonja be a nyalkahartya felszinét. Ezek mellett az enterocytdk folyamatos
cserélédése is hozzajarul ahhoz, hogy az exogén korokozé ne tudjon megtelepedni a
nyalkahartya felszinén. A gyomor, illetve a vékonybél eliilsé szakasza pedig szamos
baktericid és bakteriosztatikus anyag szekretidlasaval (gyomor-sésav, epesav, zsirsavak)

védekezik a takarmannyal felvett kiillonboz6 patogén csirak ellen (Fekete et al., 2009.)

Folyamatos, enyhe antigénterhelés mellet a szervezet valasza gyanant, a primer
mediatorok — elsésorban a leukocitak aktivitasanak és funkciojanak szabalyozasaban is fontos
szerepet jatszo TNF-a — alacsony koncentracidban torténd szekrécioja zajlik. Ez a folyamat
pedig egy altalanos immunstimulacids 4allapotot, valamint fokozott cellularis védelmet
eredményez. Azonban thlzott antigénterhelés kovetkeztében, ami a karos baktériumflora
feldusulasa, vagy pedig nagyobb mértékli viralis, parazitas, gombas behatds kovetkeztében
alakul ki, a szervezet védekezdmechanizmusai kdrosodnak. Az enterocytdk szekrécios
tevékenysége csokken, a bélbolyhok laposabbd, a perisztaltika kisebb intenzitasuva valik, a

bélfal megvastagszik és gyulladas, azaz enteritis alakul ki.
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2.4. Bélgyulladas

A bélgyulladas (enteritis) valtozatos korokok hatasara kialakuld, az emésztdcsd
egészére, vagy csak bizonyos szakaszaira (pl.: vékonybélgyulladas) kiterjed6 megbetegedés.
Az emésztocsO gyulladasa lehet elsddleges vagy masodlagos, lefolyasa szerint heveny vagy
idiilt, megjelenési formdaja alapjan, kortani szempontbol pedig megkiilonboztetiink hurutos,
vérzéses, alhartyas, fekélyes és elhaldsos bélgyulladast. Enteritist el6idézé korokok kozott
elkiilonithetiink fert6z6 és nem fert6z6 okokat. Utdbbi kategéridba tartoznak a tartési-
takarmanyozasi hibdkra, mérgezésekre, gyogyszerekre visszavezethetd bélgyulladasok.
Elofordul az is, hogy mas szervi megbetegedés vezet az enteritis kialakulasahoz, illetve, hogy

valamilyen idiopathicus folyamat az eldidézdje.
2.4.1. Allatokban el6fordulé enteralis patogének

Fert6z6 agensek koziil virusok, baktériumok ¢€s parazitdk egyarant képesek gyulladas
indukéldsara a gastrointestinalis traktusban. Az allatfajonként leggyakrabban eléforduld

bakterialis kérokozokat a 2. tablazat foglalja dssze.

2. tablazat Leggyakrabban eldfordulo enteralis baktériumok (Karsai & Vords, 2013; Karsai
& Voros 1992)

Lo Szarvasmarha Sertés Kutya, Macska
B e Escherichia coli ¢ Bacillus anthracis e Campylobacter
B . -.crichia coli e Salmonella e Clostridium jejuni
k| « salmonella spp. typhymurium septicum e Salmonella spp.
o e S. enteritidis e Cl. perfringens C e Clostridium
T ° CIOSt_”dlum e S. dublin e Erysipelothrix perfringens
. perfringens
E o Actinobacillus e Clostridium rhusiopathiae e Clostridium difficile
R equul perfringens C e E. coli e Yersinia
| « Rhodococcus equi e Mycobacterium e Salmonella enterocolitica
u . Bacillus anthracis paratuberculosis choleraesuis e Yersinia
M |, Mycobacterium spp. e Chlamydia psitacci . Brachyspira-l parz’:-ltuberf:L-JIosm-
O |« streptococeus equi e Campylobacter hyodisenteriae e Bacillus piliformis
jejuni e Lawsonia ¢ Escherichia coli
K e C.coli intracellularis e Mycobacterium spp.
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2.4.2 Gram negativ baktériumok LPS-komplexe és annak hatasai

A Gram negativ baktériumok (pl.: E. coli, Salmonella spp., Yersinia spp.) sejtfala kett6s
felépitésti. A citoplazmat koriilvevd ¢és sejtfalat alkotd peptidoglikdn véazat kiviilrdl
lipoproteid-lipopoliszacharid- (LPS) komplexek boritjak, melyek citotoxikus aktivitasuk
mellett egytttal antigén hatassal is rendelkeznek. Ez alapjan latszik, hogy a baktériumok LPS-
komplexe egyben az endotoxinjuk €s O-antigénjiik is. E10bbi funkcioért az LPS foszfolipidje,
a lipid-A, mig az utobbiért a poliszacharid komplex a felelés (Tuboly, 1998).

A per os felvett, majd a bél lumenében szétesé Gram negativ baktériumokbol ez az LPS
felszabadul, majd az enterocytak abszorpcios tevékenysége révén a keringésbe kertil. Az LPS
a szervezeten beliill a monocytak és a makrofagok potencialis aktivatora (Comalada et al.,
2006). A feliileti toll-like receptor 4 (TLR4)-hez kotédve az LPS szamos gyulladasosban
résztvevé mediator €s citokin szintjének novekedését eredményezi. Az LPS hatasara
bekovetkezd gyulladdsos molekuldk expresszidja tobb jelatviteli t és transzkripcios faktor
altal regulalt folyamat. Ilyen transzkripcios faktor példaul a ,nuclear factor kB” (NF-kB)
heterodimer fehérje, amely féleg p65 €s pS0 alegységekbol all 6ssze. Normal koriilmények
kozott a NF-kB inaktivalt allapotban a citoplazmaban talalhato, az IkB fehérjéhez kototten.
Gyulladasos szignal hatasara egy intracellularis jelatviteli kaszkdd mechanizmus aktivalddik
melynek eredménye az IkB foszforilacioja, majd az azt koveté degradacioja (Tanaka et al.,
2001). Ennek eredményeként a NF-kB mar aktiv allapotban felszabadul, majd a sejtmagban
transzlokalodva kiilonbozd citokinek, kemokinek, anti-apoptotikus faktorok ¢&s sejt
novekedési faktorok expresszigjat indukélja (Li & Verma, 2002). Mindezek mellett az LPS
nem csak a NF-kB-t, mint dontd transzkripcios faktort aktivalja, hanem a mitogén-aktivalt
protein kinazok (MAPKSs) foszforilaciojat is indukalja. Ez a 1épés végsé soron a
makrofagokban szintén a NF-kB felszabadulasahoz vezet (Jung et al., 2008; Ha et al., 2010).
A mitogén aktivalt protein kinazok olyan szignal-molekuldk, amelyek kulcsszerepet toltenek
be a sejtnovekedés, sejtdifferencialodas, sejttulélés/apoptozis, sejtek citokinekre, stresszre és

gyulladasra adott valaszanak szabalyozasaban (Bufalo et al., 2013).

Az el6zdekben leirtakbol is latszik, hogy a Gram negativ baktériumokbdl felszabaduld
LPS hatasra a szervezet egy komplex, szisztémas immunvalasszal reagal. Talzott mértéki
endotoxin felszabaduldsa azonban endotoxinsokk és kovetkezményes elhullds veszélyével

fenyeget.
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3. Célkituzések

Kisérleteink két flavonoid tipusu vegyiilet bélhamsejteken kifejtett gyulladascsokkentd
hatasanak vizsgalatara iranyultak. Vizsgadlatunkhoz sertés jejunumbol izoladlt IPEC-J2
sejtkulturat valasztottunk. Elonye, hogy ellentétben a széles korben elterjedt sejtkultarakkal
szemben, melyek tumoros eredetii vagy transzformacion atesett sejtekb6l szarmaznak, az
IPEC-J2 sejtek egészséges bélhambol keriiltek izolalasra, igy megfeleléen modellezik a

bélhamot.

A Dbélhamsejtekben bakterialis eredetli LPS-sel indukaltunk gyulladast, melynek
mértékét négy gyulladasos marker — az interleukin 6 (IL-6), az interleukin-8 (IL-8), a
tumornekrozis faktor a (TNF-a) és a ciklooxigenaz-2 (COX-2) — relativ génexpresszios

szintjének valtozasaval kovettiink nyomon.

Vizsgaltuk a két kivalasztott flavonoid, az apigenin és metoxilalt szdrmazékanak, a
trimetoxi-apigeninnek a bélhamsejtekre gyakorolt gyulladascsokkentd hatasat. A gyulladasos
markerek szintét 6sszehasonlitottuk az LPS-sel kezelt sejtekben, és azokban a sejtekben, amik
egyiddben részesiiltek LPS és flavonoid kezelésben. Tovabba megvizsgaltuk, hogy a két

vizsgalt flavonoid gyulladdscsokkentd hatdsa kozott tapasztalhato-e kiilonbség.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. IPEC-J2 sejtek tenyésztése

Az éltalunk hasznalt IPEC-J2 sejtvonal Dr. Jody Gookin (Department of
ClinicalSciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh,
NC, USA) ajandéka volt. A sejteket fenntartasdra Dulbecco’s modified Eagle medium és
Ham's F-12 Nutrient tapfolyadékok 1:1 aranyt keverékét (DMEM/F12, Sigma-Aldrich)
hasznaltuk, melyet kiegészitettiink 5% fotalis borjisavo (FBS), 5 pg/ml transferrin, 5 pg/ml
inzulin, 5 ng/ml szelén, 5 ng/ml epidermalis novekedési faktor (EGF) és 1% penicillin-
streptomycin keverékével. Els6 1épésben a folyékony nitrogénben tartott IPEC-J2 sejteket egy
hétig szaporitottuk, 37°C-on 5% CO, tartalmu légtérben, egy 25 cm®-es, 10 ml DMEM/F12
tapfolyadék tartalmt flaskaban, majd ebbdl a sejteket inzertekre iltettiik ki. Passzalas soran a
flaskaban tenyésztett sejteket a tapfolyadék leszivasa utdn 5 ml PBS-sel atmostuk. Ezt
kovetéen 3 ml tripszin-EDTA (0,05% tripszin, 0,6 mmol EDTA) oldatot mértiink a sejtekhez,
mellyel a sejtek a flaska feliiletérdl levalaszthatok. Koriilbeliil 10 perc varakozas utan addig
razogattuk a flaskat, amig minden sejt levalt annak feliiletér6l. Ezutan uj, steril flaskakba
atpipettaztuk az 1-1 ml tripszin-EDTA-ban felvett sejteket, amelyet minden flaska esetében
DMEM/F12-vel 10 ml térfogatra egészitettiink ki, majd a kdvetkezd passzalasig inkubaltunk.
A Kkisérletekhez az IPEC-J2 sejtek tenyésztését kollagénnel bevont poliészter membran
inzerten, CostarTranswell 6-lyukii sejttenyésztd edényben (4,67 cm?/lyuk) valdsitottuk meg.
A kiindulasi flaskaban 2 ml sejtszuszpenzidohoz 18 ml DMEM/F12-t adtunk, majd ebbdl
mértiink at lyukanként 1,5 ml-t a 6-lyuku sejttenyészté edénybe. A tenyészet inditasakor, a
bazolateralis részbe 2,6 ml tapfolyadékot pipettaztunk, illetve az inzertek apikalis részére 1-2
- 10° db sejtet raktunk le, 1,5 ml térfogatban. A sejttenyésztés teljes ideje alatt a sejteket 37°C
hémeérsékleten, 95% levegd és 5% CO, tartalmu atmoszféraban tartottuk. A tapfolyadékot

minden masodik nap cseréltiik.

Az altalunk hasznalt inzert célja a bazalis membran modellezése, ezért kialakitdsaban az
apikalis és bazolateralis médium Ugy van elvalasztva, hogy a két kompartment kizarolag a

membranban 1év6 0,4 um nagysagu porusokon keresztiil van kapcsolatban egymassal.

A membran kollagénnel torténd bevonasa eldsegiti a sejtek megkotddését, melyek igy a
membran feliiletén szaporodnak el. Ez a tenyésztési eljaras jol modellezi a bélhamsejtek

szamara az in vivo kornyezetet, lehetové teszi, hogy polarizalt sejtekké fejlédjenek és

18



kialakuljanak a sejtkapcsold strukturak (5. abra). A vizsgalatunk soran hasznalt sejtek a
rendelkezésiikre allo feliiletet a néhany nap alatt, egy rétegben benétték. A TER értékét 2-3
naponta ellendriztiik, amelyhez az EVOM Epithelial Tissue Volt/Ohmmeter (World Precision
Instruments, Berlin, Németorszag) késziiléket hasznaltuk. A TER a tenyésztés ideje alatt
folyamatosan ndvekedett; a maximalis szintjét korilbelil 15-18 nap alatt érte el. A

kisérleteket 7000 Ohm cm? TER értéket elérd sejttenyészeteken végeztiik.

tight junction @

médium

inzert

apikalis kompartment

IPEC-J2
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s e e g sy ; membran

bazolateralis kompartment

4. dbra: A sejttenyészto edény sematikus rajza és a TER mérés

4.2. Flavonoidok

A Kkisérletiink soran felhasznalt két flavonoid az apigenin és analdgja, a trimetoxi-
apigenin voltak. Az apigenint a Sigma-Aldrich (Steinheim, Németorszag), mig a trimetoxi-
apigenint az Indofine Chemical Company (Hillsborough, NJ, USA) cégtdl vasaroltuk meg. A
flavonoidok feloldasa DMSO-ban, majd higitasuk DMEM/F12 tapfolyadékban tortént. A
kisérletekben hasznalt kezeldoldatok legfeljebb 1% DMSO-t tartalmaztak.

4.3. Neutral red citotoxicitasi teszt

A Neutral red teszt in vitro kiséretek sordn hasznalatos kvantitativ mérési modszer,
mellyel meghatarozhatjuk az ¢l6 sejtek szamat adott sejtkultiraban. Ez az egyik legtobbet
hasznalt citotoxicitast vizsgaldé moddszer, mivel nagyfoku érzékenysége mellett jelentdsen
olcsobb a forgalomban 1év6 tobbi teszthez képest. A Neutral red miikodési alapja a sejtekben
lezajlo lizoszomadlis reakcid. Ennek soran a reakcioban haszndlt enyhén kationos festéket a

sejtek bekebelezik, azutan a lizoszoOmaik matrixaban anionos részekhez kototten
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koncentraljak. A fest¢k abszorbancidja etanolos kivonas utdn spektrofotométeres uton
mérhetd. Mivel a lizoszomalis integritas €és az ezzel jar6 festék-kotd képesség egy nagyon
érzékeny mutatdja a sejt életképességének, az 540 nm-en mért abszorbancia értéke és az €16

sejtek szama kozt linearis 6sszefliggés van.

A Neutral red teszt soran az apigenin és a trimetoxi-apigenin 25, 50 és 100 uM

c sy

Els6 1épésben az IPEC-J2 sejteket 96 lyuk sejttenyésztd edényre helyeztiik, majd 24
oran keresztiil inkubaltuk 6ket. Ezt kdvetden minden lyukba 150 ul kezeldéoldatot mértiink. A
hasznalt koncentraciok 25 uM, 50 uM, 100 uM apigenin ¢€s trimetoxi-apigenin. Kontrollként
DMEM tapfolyadékot pipettaztunk a sejtekre. Mivel a flavonoidok felolddsa soran DMSO-t
hasznaltunk, a sejtek kezelése 1% DMSO-t tartalmaz6 DMEM oldattal is megtortént. Ezutan
a sejteket 1 oran keresztiil 37 °C hémérsékleten inkubaltuk, majd leszivtuk roluk a folyadékot
és PBS — sel (Phosphate Buffered Saline) torténd mosas kovetkezett, végil DMEM
tapfolyadékot mértiink a lyukakba. Egy ujabb 24 6ras inkubaciot kovetden minden lyukba
100 ul Neutral Red festéket pipettaztunk, majd a mintat 2 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.
A kovetkezd 1épésben leszivtuk a folyadékot a sejtekrdl, majd egy ismételt PBS-es mosast
kovetéen 50 pl ,,destaining” oldatot (50% etanol (96%-os), 49 % ioncserélt viz, 1% jégecet
(cc. ecetsav)) mértiink a lyukakba. Ezutan a sejttenyészt6 edényt 10 percig razattuk, majd 540

nm-en spektrofotometrias eljarassal mértiik az abszorbancia mértékét.

4.4. Az IPEC-J2 sejtek kezelése LPS-sel, apigeninnel és trimetoxi-
apigeninnel
Kisérletiink soran plain medium tapfolyadékot hasznaltunk (pDMEM/F12), amely nem

tartalmaz szérumot €s egyeb kiegészitd anyagokat.

A kontroll sejtekre 10 ml pDMEM-t mértiink. Az IPEC-J2 sejteken LPS kezeléssel
indukaltunk gyulladast. A kezelt sejtekre pPDMEM-ben feloldott LPS-t (10 pg/ml), pPDMEM-
ben feloldott apigenint és trimetoxi-apigenint, végiil pedig pPDMEM-ben egyiittesen oldott
apigenint és LPS-t, valamint trimetoxi-apigenint és LPS-s mértiink. Mindkét flavonoid
esetében, az elézetes Neutral red citotoxicitasi vizsgalat alapjan, a 25 uM koncentraciot
valasztottuk. A flavonoid torzsoldatok koncentracioja 100 uM, az LPS-e 1 mg/ml volt.

Az alkalmazott LPS koncentracié minden esetben 100 pl, a végtérfogat pedig 10 ml
volt. A bélhamsejtek bazolateralis részéhez eldzetesen 2,6 ml DMEM/F12 tapfolyadékot
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adtunk. A sejtek 1 oran at, 37 °C hémérsékleten tortént inkubacidja utan pDMEM-mel

atmostuk Oket.

3. tablazat A kisérletben hasznalt kezeldoldatok osszetétele

PDMEM/F12 LPS Apigenin T;;;';Ztnol)r‘]'
(1 mg/ml) (100 pM) (100 M)
Kontroll 10 ml - - -
LPS (10) 10 ml 100 pl - -
LPS + apigenin 7,5ml 100 pl 2,5ml -
LPS +
trimetoxi- 7,5ml 100 pl - 2,5ml
apigenin
Apigenin 7,5ml - 2,5ml -
LA 7,5 ml i i 2,5ml
apigenin

4.5. RNS-izolalas

4.5.1. Homogenizalas

A kezelés utan a sejtekhez lyukanként 1 ml TRIzol, INvitrogen tipust total RNS
izolalo folyadékot adtunk. Ezt kdvetden pipetta fel-le mozgatasaval szuszpendaltuk a sejteket,
majd az igy kapott homogén lizatumot — mely -80 °C-on akar egy évig is tarolhato - steril

mikro-centrifugacsdvekbe mértiik.
4.5.2. RNS kivonas

A sejtlizatumot 4°C hdmérsékleten 5 percig inkubaltuk, majd a mintdkhoz adtunk 0,2
ml -20°C homérséskletii kloroformot (Reanal, Budapest, Magyarorszag), ezutan a csoveket 15
masodpercig vortexeltiik. Ezt egy 5 perces jégen (4°C) torténd inkubacid kovette, ami utan a
mintakat 12000 g sebességgel 15 percig azonos hémérsékleten (4°C) centrifugaltuk. Ennek a

folyamatnak a végén harom elkiiloniild fazist kaptunk:
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1. felso, vizes fazis
2. kozépso, intermedier fazis

3. also, fenol-kloroformos fazis

Mivel az RNS a fels6 vizes fazisban talalhatd, igy azt Ovatosan leszivtuk, és steril
mikrocentrifugacsovekbe pipettaztuk. A leszivott feliilisz6 mennyiségével megegyezo
aranyban a csovekhez kloroformot mértiink. Ezt kovetden megismételtiik az RNS kivonasi

1épést.
4.5.3. RNS kicsapas

A vizes fazist 0j, steril mikrocentifugacsovekbe mértiik at, melyekhez 1:1 aranyban
hiitétt izopropil-alkoholt (Merck, Darmstadt, Németorszag) adtunk, majd ismételt vortexelés
kovetkezett. A mintdkat 4°C hdmérsékleten, 10 percig inkubéltuk, eztkdvetden a csdveket
12000 g sebességgel, szintén 4°C-on 10 percig centrifugaltuk. Igy az RNS a
mikrocentrifugacsovek aljan fehér pellet formajaban kicsapodott, a keletkezett feliiliszot
ovatosan leszivtuk, egy vékony réteget hagyva a kicsapodott RNS-en. A feliiliszoéban van a

micro RNS, melyet -20°C hémérsékleten, késébbi vizsgalatok céljara tarolhatunk.
4.5.4. RNS mosdas

Az RNS mintankhoz 1 ml, 75%-0s, -20°C hémérsékletii etanolt mértiink, abbol
adodoan, hogy a kiindulési reagensiink mennyisége szintén 1 ml volt. Ezutan a csdveket
vortexeltiik, majd 4°C-on 7500 g-vel 5 percen keresztiil centrifugaltuk. A feliiliszé ledntése
utdn a Iépést megismételtiik. Végiil a csoveket leporgettiik és a maradék etanolt lepipettaztuk

¢s a pelletet 10-15 percig szaritottuk.
4.5.5. RNS feloldas

Az RNS-t 50 pul RNaz-mentes vizben (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf,
Hamburg, Németorszag) oldottuk fel.

4.4.6. A mintaban maradt DNS emésztése

A mintdban maradt DNS-t az Amplification Grade DNase | (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Németorszag) segitségével tavolitottuk el, kovetve a gyartdé altal eldirt
utasitasokat. A feloldott RNS-bol 8 pl-t mértiink be RNaz-mentes PCR-cs6be, melyhez 1 pl
10x reakcioé puffert és 1 pl DNaz enzimet (1 egység/ul) adtunk. Az igy nyert elegyet
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Osszekevertiik, majd 37°C-on 15 percig inkubaltuk. Az enzimet 1 pl leallito oldat
hozzéadasaval inaktivaltuk, majd az elegyet 10 percig 70°C hémérsékleten hdokezeltiik, az

enzim ¢s az RNS denaturacdjanak céljabol.
4.5.7. RNS futtatds

Az RNS sértetlenségének ellendrzését agardz gélelektroforézises vizsgalat
segitségével végeztiik. Agaroz gélt (1%-os) készitettiink 1 g agaréz (Sigma-Aldrich), 10 ml
10x TBE puffer (107,8 g/l Tris, 57 g/l borsav, 7,4 g/l EDTA; pH=8,3), 90 ml DEPC (dietil-
pirokarbonat) viz felhasznalasaval. A gél 50°C-ra torténd lehtlésést kovetden 10 pl etidium-
bromidot (10 pg/ml, Fluka, Buchs, Svajc) kevertiink hozza. igy téve lathatova az RNS-t.
Ezutan az agar6zgél zsebeibe toltottiink 1 pl toltépuffert (6x Orange Loading Dye Solution,
Fermentas, St. Leon-Roth, Németorszag) 2 pul RNS mintaval dsszekeverve. Az elektroforézist
1x TBE futtat6 pufferben, 80 V fesziiltségen, 25 percig végeztiik, majd UV fényben az RNS
detektalasara kertilt sor, az In Genius LHR Gel Documentation and Analysis System
(Syngene, Cambridge, Anglia) hasznalataval. Abban az esetben, ha az RNS mintank ép volt, a
gélfoton két csik megjelenését tapasztaltuk — a 18S és 28S rRNS. Amennyiben a gélben

kettdnél tobb csik megjelenése volt lathatd, a mintat tovabbi vizsgalatokhoz nem hasznaltuk.
4.5.8. OD mérés

Annak érdekében, hogy a kivont RNS tisztasdgat meghatarozzuk Nano Drop ND-1000
spektrofotométeres (Thermo Scientific, Wilmington, USA) vizsgalatot végeztiink (230, 260 és
280 nm-en) és kiszamitottuk az A260/A280 és az A260/A230 aranyokat. Az A260/A280
hanyados megmutatja a minta fehérje szennyezettségét, az A260/A230 arany pedig a minta
szénhidrat és/vagy egyéb szerves oldoszerekkel vald szennyezettségérdl ad felvilagositast. Az
A260/A280 értéknek 1,8 és 2,1 kozé kell hogy essen, mig az A260/A230 értéknek
nagyobbnak kell lennie 1,5-nél ahhoz, hogy az RNS mintat tisztanak fogadjuk el. A
nukleinsavak elnyelési maximuma 260 nm-en van. A Nano Drop programja az RNS

mennyiségét ugy szamolja ki, hogy a 260 nm-en mért abszorbancia értéket megszorozza 40

crer

4.5. Az RNS atirasa

A reverz transzkripciot Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit

(Fermentas) hasznalataval végeztiikk. A bemért RNS mennyisége minden esetben 1000 ng
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volt. A PCR-csovekbe bemért RNS-t 11 ul térfogatra egészitettiik ki RNaz-mentes vizzel.
Miutan hozzaadtunk a csdvekhez 1 pl random hexamer primert, felkevertiik, majd leporgettiik
az elegyet. A kovetkezd 1épésben 70°C homérsékleten 5 percen keresztiil inkubaltuk a mintat.
Mindezek utan 4 ul reakciopuffert, 1 pl RiboLock-ot (RNaz inhibitor) és 2 pul dNTP mixet
adtunk a csovekhez. Keverés ¢és leporgetést kovetéen a csoveket 25°C-on, 5 percig
inkubaltuk, majd 1pl reverz transzkriptazt adtunk a mintakhoz. Az atirast az alabbi hdprofil
szerint végeztiikk: 25°C-on, 10 percig, majd 42°C-on 60 percig inkubaltuk az elegyet. A

reakci6 ledllitdsanak céljabol 70°C-on 10 percig inkubaltuk a mintakat.
4.6. Kvantitativ real-time PCR

A kvantitativ real-time PCR vizsgalatot iQ SYBR Green Supermixkit-tel (BioRad, Hercules,
CA, USA), Mini Opticon PCR-késziilék (BioRad) segitségével végeztik el. A PCR
templatjaként szolgalé6 cDNS mintakat, RNaz-mentes vizzel 6tszordsére higitottuk a reakciot
megelézéen. A vizsgalt célgénjeink az interleukin-6 (IL-6), az interleukin-8 (IL-8), a
ciklooxigenaz-2 (COX-2) és a tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), ), referencia génjeink a
hipoxantin-foszforibozil-transzferaz (HPRT) és a ciklofilin-A (CycA) voltak. A PCR-

reakciokban a 4. tablazatban szerepl6 sertés-specifikus primer-parokat alkalmaztuk.

4. tablazat A kvantitativ PCR-reakciokban hasznalt primer szekvencidak (F: forward, R:
reverse)

NCBI ) ) PCR termék
Gén Primer szekvencia
azonosito szam mérete (bp)
IL-6 NM_214399 F 5-TTCACCTCTCCGGACAAAAC-3’ 122

R 5’-TCTGCCAGTACCTCCTTGCT-3’
IL-8 NM_213867 F 5’-AGAGGTCTGCCTGGACCCCA-3’ 126

R 5’-GGGAGCCACGGAGAATGGGT-3’
COX-2 NM_214321 F 5>-AGAAGCGAGGACCAGCTTTC-3’ 215

R 5’-AAAGCGGAGGTGTTCAGGAG-3’

TNF-a NM_214022 F5’-TTCCAGCTGGCCCCTTGAGC-3’ 146
R 5’-GAGGGCATTGGCATACCCAC-3’
HPRT NM_001032376 F 5’-GGACTTGAATCATGTTTGTG-3’ 91

R 5’-CAGATGTTTCCAAACTCAAC-3’
CycA NM_214353 F 5°-GCGTCTCCTTCGAGCTGTT-3’ 160

R 5°’-CCATTATGGCGTGTGAAGTC-3’
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Az egyes PCR reakciokhoz 2,5 pl cDNS mintat hasznaltunk fel, ehhez 12,5 ul 2xiQ
SYBR GreenSupermixet, 0,5 pl forward primert (10 uM), 0,5 ul reverse primert (10 uM) és 9
ul RNaz-mentes vizet adtunk. A reakciok héprofilja a kovetkez6 volt: 95°C-on 3 perc, ezt
kovetden 40 ciklus; 95°C-on 20 masodperc, 60°C-on 30 masodperc és 30 masodperc 72°C-
on. A PCR késziilék minden egyes ciklus végén detektalta a fluoreszcenciat, amely folyamat
valamennyi ciklus esetében plusz 10 masodpercet jelentett. A reakcid specificitasarol valod
meggy6z6dés céljabol a PCR reakciok minden esetben olvadaspont analizissel végzddtek. A
reakciok hatékonysaganak meghatarozasdhoz felvettilkk a vizsgalt célgének és referencia

gének standard gorbéit, egy kivalasztott minta cDNS-bdl higitasi sort készitve.

4.7 A célgén relativ expresszidjanak Kkiszamitasa, statisztikai

szamitasok

A PCR-késziilék a reakciok végén megadta a mintdkhoz tartozd Ct-értékeket (kiiszob
ciklus), amely azt a ciklusszamot jelenti, ahol a kiiszobvonal elmetszi a felvett fluoreszcencia
gorbéket. A PCR hatékonysdga az exponencialis tartomanyban — ahol a templat mennyiség
minden ciklusban megkétszerezddik - a legnagyobb, tehat a kiiszobvonalat a késziilék abban a
tartomanyban helyezi el, ahol a fluoreszcens jel exponencialis novekedést mutat. A célgének
relativ expresszigjat a REST 2009 szoftver (Relative Expression Software Tool) segitségével
végeztiik el. A relativ expresszid értékeket hasznaltuk a statisztikai kiértékeléshez, melyet a
STATISTICA programsegitségével végeztiink el. A statisztikai modellezéshez egytényezds
varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltunk, a csoportok kozotti kiilonbséget 5%-0S
szignifikancia szint (p=0,05) mellett hataroztuk meg. A kontroll csoporttal vald
Osszehasonlitashoz Dunnet-probat hasznaltunk, valamint Fisher-probaval mutattuk ki, hogy az

apigenin €s analogjanak hatdsa kozt van-e szignifikans kiilonbség..
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5. Eredmények

5.1. Neutral red citotoxicitasi teszt eredményei

cre

apigenin és trimetoxi-apigenin kezelést kovetden. Mindkét flavonoid esetében az alkalmazott
koncentraciok 25, 50 és 100 uM voltak. Ahogy az az 5. abran is jol lathato, a kontroll, illetve
a kontroll + 1% DMSO-t tartalmazo abszorbancia értékekek atlagahoz képest 25 uM apigenin
és trimetoxi-apigenin hatasara nem kovetkezett be szamottevd abszorbancia értékbeli
csokkenés. Ezzel szemben az 50 és 100 uM-os kezelés hatasara az abszorbencia értékek
atlaga jelentésen csokkent. Mivel az 540 nm-en mért abszorbancia értéke és az €16 sejtek
szdma kozott linedris Osszefiiggés van, jol lathatd, hogy mig 25 pM-os koncentradcidban
alkalmazva a flavonoidoknak nincs citotoxikus hatasa, addig az ennél magasabb koncentracio
hasznalata a bélhamsejtek elhaldsat okozza. Ezek alapjan valasztottuk kezeldoldatainknak a

25 uM-os apigenin €s trimetoxi-apigenin koncentraciot.

140

120

100 I
80
60 l \ I o= API

v

Abszorbancia A=540 nm
(kontroll %-ban kifejezve)

20
O T T T T 1
Kontroll Kontroll + 25 uM 50 uM 100 pM
DMSO (1%)

Flavonoid koncentracio

5. abra Neutral red citotoxicitasi teszt IPEC-J2 sejteken

26



5.2. Apigenin és trimetoxi-apigenin gyulladiascsokkenté hatasa

LPS-sel kezelt bélhamsejteken

5.2.1. Az IL-6 génexpressziojanak valtozasa

IL-6

3,50

3,00

2,50 T

2,00 -

mIL-6

1,50 -

IL-6 relativ génexpresszio

1,00 -

0,50 -

0,00 -

LPS LPS+apigenin LPS+trimetoxi-apigenin

6. abra Az IL-6 relativ génexpressziojanak valtozasa a bélhamsejtekben kiilonbozo kezelések

hatasara

A 10 pg/ml-es 1 6ran at tartd LPS kezelés hatasara az IL-6 relativ génexpresszios
szintje szignifikansan emelkedett (p=0,044), csaknem két és félszeresére a kontroll
sejttenyészetben mérheté IL-6 expresszidjanak. Kisérletiink soran az apigenin (25 puM)
szignifikansan csokkenteni tudta az IL-6 génexpresszidjat (p=0,0348). Ezzel szemben a
trimetoxi-apigenin (25 uM) kezelés hatasara nem kovetkezett be jelentds csokkenés az IL-6

expresszidban (6. abra).
5.2.2. Az IL-8 génexpresszidjanak valtozasa

Az IL-8 relativ génexpresszidjanak szintje — ahogy az az IL-6 esetében is megfigyelhetd
volt — 1 oran at tartd 10 pg/ml-es LPS kezelés hatasara szignifikansan emelkedett (p=0,001).
Az expresszio novekedése koriilbelill harom és félszerese volt a kontroll sejttenyészetben

megfigyelhet6 értéknek (7. abra).
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7. abra Az IL-8 relativ génexpresszidjanak valtozasa a bélhamsejtekben kiilonbozo kezelések

hatasara

Az IL-8 relativ génexpresszidja LPS és apigenin (25 pM), illetve LPS és trimetoxi-
apigenin (25 uM) egyiittes alkalmazasakor egyarant szignifikansan csokkent (p=0,009
valamint p=0,0014). Utobbi flavonoid esetében a downregulacid mértéke valamelyest
szamottevobb volt, de a két vegyiilet gyulladascsokkentd hatdsa nem kiilonbozott egymastol

szignifikans mértékben.
5.2.3. A TNF-a génexpresszidjanak valtozasa

LPS-sel (10 pg/ml) 1 oOrdn keresztil torténd inkubéciot kovetden a vizsgalt
bélhamsejtekben a TNF-a relativ génexpresszidja szignifikansan emelkedett (p=0,018).

Ennek mértéke a kontroll sejttenyészethez képest csaknem 6tszords volt (8. abra).
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8. abra A TNF-a relativ génexpressziojanak valtozasa a bélhamsejtekben kiilonbozo kezelések

hatasara

A TNF-a relativ génexpresszidjanak szintjét az LPS-sel egyiittesen alkalmazott
trimetoxi-apigenin (25 uM) szignifikansan csokkentette (p=0,0081). Ezzel szemben az
apigeninnel (25 uM) tortént egyiittes kezelés hatasara, a vizsgalt gyulladasos mediator relativ

expresszidjanak szignifikans csokkenése nem volt tapasztalhato.
5.2.4. A COX-2 génexpresszidjanak valtozasa

Ahogyan az mar az elébbiekben szerepld gyulladasos citokinek esetében is lathato volt,
LPS-sel 10 pg/ml koncentracidban torténd 1 oras kezelés hatdsdra a COX-2 relativ
génexpressziojanak szintje is szignifikans emelkedést mutatott (p=0,012). Ez, a kontroll

bélhamsejtekben tapasztalhato értéknek tobb mint az 6tszordsét jelentetette (9. abra).
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9. abra A COX-2 relativ génexpressziojanak valtozasa a bélhamsejtekben kiilonbozo

kezelesek hatasara

A COX-2 esetében — csak ugy mint ahogy az az IL-8 vizsgalata soran is megfigyelhetd
volt — mind az apigeninnel, mind a trimetoxi-apigeninnel tortént egyiittes inkubacié hatasara
a relativ génexpresszié szintje csokkent (p=0,0287 illetve p=0,0006). A kiilonbség az IL-8
esetében latottakhoz képest azonban az, hogy ebben az esetben a trimetoxi-apigenin

gyulladascsokkentd képessége szignifikansan jobbnak bizonyult metoxilalatlan analdégjahoz

képest (p=0,0264).
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6. Megbeszélés

Az apigenin in vitro gyulladascsokkenté hatasat mar szamos tanulmanyban vizsgaltak,
noha ezekben a kutatasokban daganatos eredetli sejtvonalakat illetve immunsejteket
hasznaltak. LPS altal stimulalt human periférids mononuklearis sejteket apigenin jelenlétében
inkubaltak, majd a TNF-a, IL-1B és IL-6 mennyiségét mérték a sejtkultura feliiliszojaban
(Hougee et al., 2005). Az apigenin dozisfiiggden gatolta a gyulladasos citokinek termelddését.
Smolinski és munkatarsai (Smolinski et al., 2003) egérbdl szarmazd makrofag sejteket és
egereket kezeltek LPS-sel és novényi alkotoelemekkel. Az IL-6 és TNF-a koncentracid
valtozasat ELISA segitségével mérték a szérumbol, valamint a sejtek feliiliszojabol.
Mindharom névényi szdirmazék — beleértve az apigenint is — gatolta az LPS indukalta IL-6 és
TNF-a mennyiségét az egérbdl szarmazd makrofag sejtkulturan. Az egereken végzett
kisérletben viszont a két citokin produkcidjanak a gatlasa nem mutatott az in vitro sejtkulturan
tapasztalt eredményekhez hasonloakat. Az apigenin kezelés (3.7 mM illetve 37 mM)
csokkentette az LPS-indukalta IL-6 szintet, de ezzel ellentétben a TNF-a produkcidjat nem.
Ezzel szemben a Mastuda és munkatarsai (Mastuda et al., 2002) altal végzett kutatas
eredményei azt mutattdk, hogy az apigenin (IC50=5.3 mM) gétolta az antigén-lgE-medialt
TNF-a szekréciot RBL-2H3 mastocyta sejteken. Az apigenin nem csak a TNF-a produkciojat
gatolta, hanem az iNOS expresszidjat és kovetkezményesen a NO termelddését is, LPS-
aktivalt makrofag sejtekben. Ez a tulajdonsaga a flavonoidnak az NF-«kB jelatviteli ut
gatlasaval hozhato Osszefiiggésbe (Comalada et al., 2006). Az apigenin TNF-o szekréciora
kifejtett gatlo hatdsa Comalada és munkatarsainak vizsgalata soran dézisfiiggd volt. A TNF-a
felszabadulasara, 25 uM koncentraci6 alatt, csupan enyhe gatld hatast gyakorolt, mig 50 uM-
os koncentracidban 41,6%-kal csokkentette a TNF-o mennyiségét. Az altalunk végzett
vizsgalat soran az IPEC-J2 sejtek apigeninnel valo kezelése szignifikdnsan csokkentette mind
az IL-6, mind az IL-8 relativ génexpresszidjanak mértékét, dsszehasonlitva a csak LPS-sel
kezelt sejtekkel. A TNF-o génexpresszidjara azonban az apigenin nem volt hatassal. Az
eredményekben mutatkozo kiilonbségek lehetséges oka az eltérd sejtkultura és gyulladast

indukald anyag alkalmazasaban keresendd.

Wang kutatasa soran (Wang et al., 2013) az apigenin gyulladas csokkentd hatasat
vizsgalta Helicobacter pylori altal fert6zott human eredetli adenocarcinoma sejteken
(MKN45), mely soran az IkB, COX-2 ¢és gyulladasos citokin szintek valtozasait mérte. Az

apigenin (9.3-74 uM) kezelés szignifikansan csokkentette az IkB expresszidjat és ezaltal az
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NF-xB aktivaciojat is. Wang az IL-6, IL-8 és COX-2 expresszidjanak szintjében is jelentds

csokkenést irt le.

A metoxiflavonok gyulladascsokkentd hatdsdval maig csupan néhany tanulmany
foglalkozott. A leginkabb vizsgélt metoxiflavonok a citrushéj alkotoelemei koz¢ tartoznak. A
nobiletint, naringint és hesperidint tartalmazé Citrus aurantium L kivonat, LPS altal stimulalt
makrofagokon vizsgalva gatolta a kiilonbozé gyulladasos mediatorok — citokinek, COX-2 és
INOS — felszabadulasat, az NF-kB és a MAPK jelatviteli utak blokkolasa révén (Kang et al.,
2011). During és munkatarsa (During & Larondelle, 2013) azt tanulmanyoztak, hogy vajon a
metoxilalt flavonok vagy a metilalatlan analogjaik képesek-e az intestinalis gyulladasos
valasz modulalasara. Caco-2 sejteken IL-1p alkalmazasaval indukaltak gyulladast, majd az
apigenin, chrysin, luteolin és quercetin gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltak. Eredményeik
azt mutatjak, hogy a chryisin metoxilalasa szignifikdnsan javitja a gyulladdscsokkentd hatasat,
valosziniileg az NF-«kB jelatviteli ut befolyasolasa altal. Ez a jelenség azonban més flavonoid
esetében nem volt tapasztalhat6. Tovabbd sem az apigenin, sem a metilalt analdgja nem
csokkentette. Az altalunk végzett vizsgalatok soran a trimetoxi-apigeninnel (25 uM) tortént
kezelés hatdsara az IL-8, TNF-a és a COX-2 relativ génexpresszioja egyarant csokkent, mig
az IL-6 expresszidjara az apigenin metoxilalt analdgja nem volt hatassal. Tovabba a COX-2
génexpresszojanak csokkentése tekintetében a trimetoxi-apigenin szignifikansan jobbnak

bizonyult az apigeninnél.

Ugy tiinik tehat, hogy a hidroxiflavonok és a metoxilalt analogjaik esetében is ugyanaz
a jelatviteli ut allhat a hatdsmechanizmusuk hatterében. Ennek pontos felderitése azonban

mind a hidroxi-, mind a metoxiflavonok esetében tovabbi vizsgalatokat igényel.
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7. Osszefoglalas

A flavonoidok az elmult években keriiltek a figyelem kozéppontjaba, antioxidans
hatasuknak koszonhetden. Emellett szamos egyéb jotékony tulajdonsaggal is rendelkeznek
(pl. daganatellenes, allergia ellenes és gyulladascsokkentd hatas), és ezaltal mind a human
mind az allatorvosi gydgyaszatban szamos teriileten felhasznalhatova valhatnak.
Gyulladascsokkentd hatdsukbol eredden alkalmasak lehetnek a nem szteroid gyulladasgatlok
helyettesitésére, ezzel csokkentve a mellékhatasokat. Antioxidans €s gyulladascsokkentd
tulajdonsaguknak koszonhetden felhasznalhatoak a haszonallatok korében, mint hozamfokozo
szerek. Kisérletlink soran két flavonoid, az apigenin és metoxilalt szarmazéka a trimetoxi-

apigenin, bélhamsejteken kifejtett gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltuk.

A vizsgalathoz az IPEC-J2, sertésbdl szarmazo vékonybél (jejunum) eredetli epithel
sejtvonalat  hasznaltuk, melyet kollagénnel bevont poliészter membran inzerten
tenyésztettiink. A sejtek novekedési szakaszdban a sejtréteg integritasat transzepithelialis
elektromos ellenallasméréssel kisértiik figyelemmel. A gyulladés indukaldsara bakterialis
lipopoliszacharidot (LPS) hasznaltunk. A gyulladasos valasz mértékének meghatirozasara az
IL-6, IL-8, TNF-a and COX-2 mRNS expresszidjanak szintjét mértilk real-time PCR
segitségével. A teszteléshez az apigenin és a trimetoxi-apigenin esetében is a 25 puM

koncentraciot valasztottuk.

Az LPS (10 pg/ml) kezelés hatdsara az Osszes vizsgalt gyulladdsos citokin relativ
génexpresszioja szignifikansan emelkedett. Az apigenin szignifikdnsan csokkentette az IL-6
génexpressziojat, ezzel szemben a trimetoxi-apigenin esetében ez nem volt tapasztalhatd. Az
IL-8 relativ expresszidjat az apigenin és a trimetoxi-apigenin egyarant szignifikansan
csokkentette. A sejtek trimetoxi-apigeninnel €s LPS-sel tortént egyiittes kezelése a TNF-a
relativ génexpresszidjanak csokkenését eredményezte, mig az apigeninnel tortént egyiittes
kezelés soran ez nem volt megfigyelhetd. A COX-2 relativ expresszidjat mindkét flavonoid
csokkentette, azonban a trimetoxi-apigenin gyulladas-csokkentd hatdsa szignifikdnsan

jobbnak bizonyult az apigeninnél.

Az apigenin és a trimetoxi-apigenin egyarant képesek az LPS indukalta gyulladas
csokkentésére. Pontos hatdasmechanizmusuk megismerése ¢és a gyulladas-csokkentd
aktivitdsukban mutatott kiilonbségek megértése tovabbi kutatdsok targyat képezik, csak ugy,

mint az in vivo végzett gyulladas-csokkentd vizsgalatok.
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8. Summary

In the past few years there have been a greater interest in flavonoids, due to their
antioxidant activity. Furthermore, several properties have been ascribed to flavonoids such as
anti-cancer, antiallergic and anti-inflammatory effect. For these reasons is feasible to use them
both in human and veterinary medicine, for example as a promising new class of anti-
inflammatory agents with less side-effects than the non-steroid anti-inflammatory drugs
(NSAIDs). Moreover, the antioxidant activity and the fact that flavonoids are able to moderate
the inflammatory response enable to use them as growth promoter in livestock production.
Our aim is to investigate the anti-inflammatory effect of apigenin and its trimethylated

analogue, trimethoxyapigenin on intestinal epithelial cells.

In the experiments IPEC-J2 non-transformed swine intestinal epithelial cells were used.
The cells were seeded onto collagen-coated polyester membrane inserts. In the growth period
the cell monolayer integrity was controlled by transepithelial electrical resistance
measurement. Inflammation was evoked by bacterial lipopolysaccharide (LPS). The levels of
IL-6, IL-8, TNF-a and COX-2 gene-expression were measured by real-time PCR. Both the

apigenin and the trimethoxyapigenin concentration was 25 pM.

After 10 pg/ml LPS treatment the relative gene expression of all the assayed
proinflammatory cytokines were significantly increased. The gene expression of IL-6 was
significantly decreased by apigenin. Trimethoxy-apigenin did not influence the 1L-6 mMRNA
level. Both apigenin and trimethoxyapigenin reduced the level of IL-8 expression
significantly. Treatment with trimethoxyapigenin lowered the gene expression of TNF-a,
while apigenin did not show that activity. Apigenin as well as trimethoxyapigenin caused
significant reduction in the level of COX-2 gene expression, but the methylated analogue

proved to be more effective than the unmethylated one.

In conclusion, our results suggest that both apigenin and trimethoxyapigenin can
modulate the LPS activated intestinal inflammatory response. Further research should deal
with understanding the exact mechanism that lie behind their anti-inflammatory properties
and unravelling the differences in the bioactivity of the methylated and unmethylated

analogues. Nevertheless, there is specified need of in vivo studies.
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