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1. Bevezetés

A bioldgiai folyamatok molekuldris szinti in vitro vizsgalatahoz kivalo modellként
szolgdlnak a sejt- és szOvettenyészetek. Az ezeken végzett kisérletek — az allatvédelmi
szempontokat is figyelembe véve — lehetové teszik a sejtekben és szovetekben megfigyelhetd
mechanizmusok alaposabb megismerését, igy példaul a gyulladdsos- és stresszvalasz
folyamatainak feltarasat, valamint kiilonféle modulator hatéanyagjeldltek toxicitdsdnak és
hatékonysaganak tesztelését. Kiilondsen a frissen izolalt, primer sejt- €s szovetkulturak értékes

modellek, mivel jobban tiikrozik az in vivo viszonyokat, mint a sejtvonalak.

Elelmiszertermel8 haszonéllatokban — igy csirkében és sertésben — kiemelten fontos a
fert6z6 agensek, kornyezeti stresszorok €s toxikus anyagok kivaltotta enteralis és hepatikus
gyulladasos- €s stresszvalasz vizsgalata. A bélnyalkahartyaban és a mdajban lezajlé koros
folyamatok az allat egészségét és termelési mutatdit egyarant ronthatjak. Az antimikrobialis
rezisztencia terjedése siirgeti az antibiotikumfelhasznalas csokkentését, egyuttal olyan 1uj
hatdanyagjeldltek fejlesztését, amelyek a korokozok altal kivaltott immunvalasz modulalasaval
— a szervezet sajat védekezOmechanizmusainak aktivalasa és a gyulladasos-, illetve redox-
homeosztazis szabalyozasa révén — segithetik a fertézések lekiizdését. Az antimikrobialis
peptidek (AMP-k) — kozvetlen antibakterialis hatasukon tal — els6sorban immunmodulator
tulajdonsaguk révén lehetnek alkalmasak a bakteridlis eredetli gyulladésos korképek karosito
hatasainak mérséklésére. A kiilonféle probiotikus baktériumtorzsek, ill. novényi eredeti
bioaktiv hatdanyagok ugyancsak igéretes jeloltek lehetnek a hagyomanyos antibakterialis

kezelés kiegészitésére vagy helyettesitésére.

Az értekezés szerzéje az Allatorvostudomanyi Egyetem Biokémiai Osztalyanak
munkatarsaként eddigi palydja soran elsésorban primer sejttenyészetek fejlesztésével
foglalkozott, és az elmult években kutatdmunkajanak kozéppontjaba a csirke és sertés eredett,
a gyulladéasos- ¢és stresszvalasz vizsgalatara szolgald sejtmodellek kialakitasa keriilt. A szerzd
bizik benne, hogy az értekezésben bemutatdsra keriild 1) tudomanyos eredmények —
alapkutatasi jelentdségiikon tal — jo kiinduldpontként szolgalhatnak tovabbi alkalmazott,
hatdéanyag-fejlesztésre fokuszald kutatasok szamara is, hozzajarulva a gazdasagi haszonallatok

egészségvédelméhez.



2. Célkituzések

Csirkében és sertésben csak igen korlatozottan allnak rendelkezésre olyan primer

sejtmodellek, amelyek alkalmasak a gyomor-bélcsatorna és a maj altal alkotott bél-m4;j tengely

mentén lezajlo gyulladasos folyamatok tanulmanyozasara. Ezért az értekezésben bemutatott

kisérletek f6 célja csirke és sertés eredetli hepatikus, ill. enteralis sejt- és szovettenyészetek

kialakitasa volt a gyulladdsos- és stresszvalasz tanulmanyozasara.

A kutatomunka célkitiizései az alabbiakban foglalhatok 6ssze:

Primer sejtmodellek létrehozasa: Csirke ¢és sertés eredetii in vitro primer
majsejttenyészeteket (hepatocita monokulturdk €s hepatocita—nem parenchymalis
sejt ~ kokultardk), valamint  vékonybél-nyalkahartya  eredetli  explant

szovettenyészeteket kivantunk kialakitani és jellemezni.

Gyulladas vizsgalatara alkalmas sejtmodellek kialakitasa: A 1étrehozott sejt- és
szOovettenyészeteket kiilonféle potencialis gyulladaskeltd anyagokkal, patogén-
asszocialt mintazatokkal (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) kivantuk
kezelni, hogy feltarjuk, mely vegyiilet, milyen koncentracioban alkalmas a
gyulladasos citokinvalasz kivaltasara anélkiil, hogy jelentds sejtkarositd hatassal
Jjérna.

Immunmodulatorok vizsgalata: Célunk annak vizsgalata volt, hogy az in vitro
gyulladasos-, ill. oxidativ stresszvalasz milyen mdédon modulalhaté egyes 1j
hatoanyagjeloltek, igy elsdsorban AMP-k (katelicidin-2, IDR-1002, Papl2-6,
cekropin A ¢és PR-39), valamint egy probiotikus baktériumtorzs
(Limosilactobacillus reuteri) segitségével. Célunk olyan molekulak keresése volt,
amelyek gyulladascsokkenté hatasuk révén alkalmasak a proinflammatorikus
citokincsucsok mérséklésére, ugyanakkor megfeleld immunstimulans hatasukkal
hozzajarulhatnak az adekvat immunvalasz kialakitasahoz, ezaltal a fertdzések

hatékony lekiizdéséhez.

Tovabbi stresszhatasok vizsgalata: Tovabbi célunk volt csirke hepatikus
sejtmodelleken az akut hdstressz sejtszintli hatasainak feltarasa, valamint a
hdstresszvalasz moduldlasa kétféle, kurkuma és gyombér eredetii ndvényi
Kivonattal. A csirke majsejttenyészeteken tovabba a T-2 toxin sejtszintli hatasait és

egyes toxikologiai jellemzdit is vizsgalni kivantuk.



3. Anyag és modszer

3.1. A sejt- és szovettenyészetek létrehozdsa

A kisérletek soran csirke eredetii primer hepatikus és enterdlis sejttenyészeteket
alakitottunk ki, amelyhez a sejteket 21 napos, Ross-308 fajtaju, himivara brojlercsirkébol
nyertiik. Az allat exterminalasat kovetéen a mdajat a vena gastropancreaticoduodenalis-on
keresztiil tobbféle pufferoldattal perfundaltuk, és a kotdszovetes dllomanyt kollagenaz enzim
segitségével emésztettiik. Az igy nyert sejtszuszpenziobol tobblépcsds differencidlo
centrifugalas segitségével kiilonitettiik el a hepatocitdkat és a nem-parenchymalis (NP) —
elsdsorban makrofdgokat tartalmazd — sejtfrakciot. A két sejtszuszpenzio 6:1 ardnyu
elegyitésével kétdimenzios (2D) hepatocita — NP sejt ko-kultirat alakitottunk ki, melyet 24 6ran
keresztiil 37°C-os homérsékleten inkubalva konfluens sejttenyészetet kaptunk. Magnesezhetd
nanorészecskék, valamint specialis, magneses sejttenyésztd edények alkalmazasaval a kétféle
sejtfrakciobol hosszabb ideig fenntarthatd haromdimenzios (3D) sejttenyészeteket is
kialakitottunk; a sejtek ebben az esetben 48 oOras inkubaciot kovetden szferoidokba
rendezOdtek. Az izolalt sejtpopulacidkat &ramldsi citometria segitségével, majd a
sejtmodelleket szovettani vizsgalattal, valamint a hepatocitak és makrofagok immuncitokémiai
kimutatasaval jellemeztiik. A vékonybél eredetli szovettenyészetek kialakitdsdhoz 1,5 mm
atmérdji explantokat metszettiink ki a csirke ileumabol, melyek 2 ora eldinkubaciot kovetden
készen alltak a kezelésekre. Az explantok morfoldgidjat és sejtdsszetételét is szovettani,

valamint immunhisztokémiai vizsgalattal jellemeztiik.

A sertés eredetli sejtmodellek kialakitasat 15 kg testtomegili, magyar nagyfehér fajtaja,
artany sertésekbdl végeztiik el. A maj processus caudatus lebenyének lemetszését kdvetden a
metszéslapon keresztiil tobblépesds perfuziot végeztink, ¢és a csirkéhez hasonldan
kollagenazzal emésztettiik az intersticialis allomanyt. A nyers sejtszuszpenzidobol differenciald
centrifugalas segitségével kiilonitettiik el a hepatocitdkat és az NP sejteket, melyekbdl 6:1
sejtaranyu 2D kokultrékat alakitottunk ki. 24 ora tenyésztést kdvetden a konfluens sejtréteget
szovettani és immuncitokémiai vizsgalattal jellemeztiik, igazolva a bedllitott sejtaranyt. A
vékonybél eredetli explantokat a csirke esetében kidolgozott mddszer adaptalasaval, azzal

lényegében megegyez6 modon izolaltuk.
3.2. A sejt- és szovettenyészeteken végzett in vitro kisérletek

A maj esetében a 2D sejttenyészeteket 24 ora, a 3D szferoidokat pedig 48 ora tenyésztést
kovetden, mig a vékonybél eredetli explantokat 2 ora eldinkubacid utan kezeltiik az egyes
kisérletek soran alkalmazott kezeldoldatokkal. A gyulladdsos vélasz vizsgalatdhoz eldszor
kiilonféle potencialisan gyulladaskeltd vegyiiletekkel kezeltiik a sejteket, hogy kivalasszuk az
adott sejtmodellen gyulladds kivaltasara leginkabb alkalmas molekuldkat, ill. kezelési
koncentraciokat. Ezutdan a gyulladdsos valasz befolydsoldsa céljabol immunmodulator
hatdéanyagjelolteket — elsdsorban AMP-ket (katelicidin-2, IDR-1002, Pap12-6, cekropin A és



PR-39) - alkalmaztunk, ¢és vizsgaltuk a gyulladasos citokinvalasz valtozésait. A
majsejttenyészeteken 24 o6ras, a vékonybél eredetli explantokon 12 o6rds kezelési idot
alkalmaztunk.

Emellett kiilon kisérletben tanulméanyoztuk az akut (egy és két 6ra id6tartami) hostressz
sejtszintli hatédsait a csirke eredetii hepatocita — NP sejt ko-kultirakra, valamint a kurkuma- és
gyombérkivonat hostresszvalaszra kifejtett modulalo aktivitdsat. A 2D és 3D hepatikus
sejttenyészeteken 0sszehasonlitod vizsgalatokat végeztiink a szubletalis dozisban 8, ill. 24 6raig

alkalmazott T-2 toxin sejtkarosito tulajdonsagainak feltarasara.

Tovabba, a csirke vékonybél eredetli szdvettenyészetekbdl explant — baktérium
kokultarat alakitottunk ki, melyen két ora idStartamu Salmonella Enteritidis-expozicioval
segitségével valtottunk ki gyulladast, és azt Limosilactobacillus reuteri probiotikus torzzsel
tortént két oras eldinkubacio segitségével modulaltuk.

Az egyes kisérletek fobb jellemzdit az 1. tablazat foglalja O0ssze. A kezeléseket
kovetden a tenyésztett sejtek é€letképességét a metabolikus aktivitas CCK-8 teszttel torténd
mérésével, valamint a laktat-dehidrogenaz (LDH) — a sejtmembran integritdsat tiikr6z0 —
extracellularis aktivitdsanak kolorimetrids meghatarozasaval kovettiik nyomon. A tenyészetek
tapfolyadékabol vett mintakbol az 1. tablazatban feltlintetett citokinek koncentraciojat
fajspecifikus Luminex xMAP ¢és ELISA mddszerek segitségével hataroztuk meg. Az explant —
baktérium kokulturdk esetén az egyes citokinek génexpresszidjat kvantitativ real-time PCR
felhasznalasaval mértiik. A tapfolyadék, ill. a sejtlizatum redox paramétereit fajspecifikus
ELISA, valamint fluorimetrias €s kolorimetrids modszerek segitségével hataroztuk meg. A 3D
szferoidok esetében a tapfolyadék metabolomikai analizisére az AbsoluteIDQ pl180 kit

felhasznalasaval kerult sor.



1. tablazat. Az értekezésben bemutatott kisérletek fobb jellemzdinek attekintése. 2D = kétdimenzios,
3D = haromdimenzios, LPS = lipopoliszacharid, LTA = lipoteichosav, EtxB = Escherichia coli eredetii
hélabilis enterotoxin B alegysége, PMA = forbol-mirisztat-acetat, poly I:C = poliinozil-policitidilsav,
IDR = innate defense regulator, Papl2-6 = papiliocin mesterséges szarmazéka, metab. akt. =
metabolikus aktivitas, LDH-akt. = laktat-dehidrogenaz-aktivitas, IL = interleukin, CXCLi2 = chicken
chemotactic and angiogenic factor, IFN = interferon, M-CSF = makrofag-koloniastimulalé faktor, MDA
= malondialdehid, RANTES = Regulated And Normal T-cell Expressed and Secreted, Nrf2 = Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2, PC = protein-karbonil, TNF = tumornekrozis faktor, TGF =
transzformald ndvekedési faktor, GM-CSF = granulocita-makrofag-koloniastimulalé faktor.
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3.4. Statisztika

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk-teszt segitségével vizsgaltuk, a szdérdsok
homogenitasat Levene-teszttel ellendriztiik. Normalis eloszldas esetén egytényezds
varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink, majd a csoportok paronkénti Osszehasonlitasara
Dunett-féle post-hoc teszttel keriilt sor. Nem normalis eloszlasti alapsokasag esetében
Wilcoxon-féle rangdszeg-probat végeztiink. A kiilonbségeket P<0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak. A statisztikai elemzésekhez az R 4.0.3. és a GraphPad Prism 9 szoftvereket
hasznaltuk. A kezelt sejttenyészetek értékeit a kezeletlen kontrollcsoporthoz, valamint a
kombinacids kezelésben részesiilt sejtek értékeit a kizarolag gyulladaskeltd expozicionak kitett

csoportokhoz viszonyitottuk.



4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Primer sejtmodellek létrehozdsa

Kisérleteink soran sikeresen hoztunk Iétre és jellemeztiink olyan maj és bél eredeti
primer sejt- és szovetkultirakat csirkébol és sertésbol, melyek alkalmasak a gyulladasos- és
stresszvalasz vizsgalatara. Tapasztalataink alapjan a hepatikus 2D sejttenyészetek (csirke és
sertés esetében egyarant) 24 6ra tenyésztést kdvetden tovabbi 24 6ra idotartamu kezelésre, mig
a 3D szferoidok (csirke) 48 6ra inkubacid utan tovabbi 48 oOras fenntartdsra alkalmasak. Az
ileumbol izolalt explant szovettenyészetek mindkét allatfaj esetében 2 ords eldinkubéciot
kovetd 12 ora expozicios 1d6 erejéig megodriztek morfoldgidjukat €s életképességiiket.

A m3j eredetli sejttenyészetek koziil a makrofagokat is tartalmazo hepatocita — NP sejt
kokultarak bizonyultak — ¢életképességiik és citokinprofiljuk alapjan — a legjobb modellnek a
gyulladasos- €s stresszvalasz vizsgalatara. A bedllitott 6:1 sejtardny eredményeink szerint a
legtobb alkalmazott PAMP hatasdra mindkét fajban megfeleld gyulladasos citokintermelést
mutatott. Az immunfluoreszcens festésekkel pedig sikeresen igazoltuk, hogy a kokultarak mind
a hepatocitakat, mind a makrofagokat megfeleld szamban tartalmaztak. Fontos kiemelni, hogy
mindegyik modell primer tenyészetként frissen, az adott szervbdl nyert sejtekbdl vagy
szovetdarabbol kertilt kialakitasra, igy sokkal jobban megkdzelitik az in vivo viszonyokat, mint

a sejtvonalak.

4.2. Gyulladasos vdlasz kivaltasa

A proinflammatorikus hatdanyagjeloltek vizsgélata soran a kiilonbozé sejtmodellek
citokinprofiljaban tapasztalt valtozasokat a 2. tablazatban foglaltam 6ssze. A gyulladasos
valasz kivaltasara iranyulod kisérleteink alapjan az egyes PAMP-ok koziil 6sszességében a
Gram-pozitiv bakteridlis endotoxin, a Staphylococcus aureus eredeti lipoteichosav (LTA) ¢és a
virdlis RNS-analog poliinozil-policitidilsav (poly I:C) bizonyult a leghatékonyabbnak a
proinflammatorikus citokintermelés fokozasara. Az LTA a sertés vékonybél eredetii explantok
¢s a csirkébdl izolalt hepatikus szferoidok kivételével mindegyik sejtmodellen, mig a poly I:C
az Osszes sejt- és szOvettenyészeten hatékonyan valtott ki gyulladast (2. tablazat). A csirke
eredetli 3D szferoidokon a gyulladadsos citokinek valtozasa nem volt kovetkezetes, igy a

hepatikus immunvélaszra vonatkozoé tovabbi kisérleteket a 2D kokultura modellen végeztiik el.

Az életképességi vizsgalatok eredményei alapjan a tapfolyadékhoz adott LTA nem
mutatott relevans sejtkarositd hatast: a csirke 2D és a sertés hepatikus modellen mérsékelten
emelte a tapfolyadék LDH-aktivitdsat, mig a vékonybél-explantok életképességi paramétereit
egyik fajban sem befolyésolta. Az alkalmazott poly 1:C-dozisok (50 és 100 pg/ml) részben
membrankarositonak bizonyultak, ami a sertés majsejttenyészetek esetében volt — a kontrollhoz
képest haromszorosara emelkedett LDH-aktivitds alapjan — a legjelentdsebb, mar
citotoxikusnak tekinthetd mértékii, és a tapfolyadék csokkent IFN-y- ¢és GM-CSF-

koncentracidjadhoz vezetett. Ezzel szemben a poly I:C-expozicionak kitett 2D csirke



majsejtmodellen kisfokt metabolikus depressziot ¢s LDH-aktivitas-emelkedést tapasztaltunk,
a 3D szferoidokon csak az extracellularis LDH-aktivitds nétt, a csirke ileumbodl izolalt
explantok metabolikus aktivitasa csokkent kimutathatdé membrankéarosodas nélkiil, mig a sertés
bélmodell esetében semmilyen eltérést nem észleltiink az életképességi paraméterekben.
Erdekes, hogy a sertés majsejtek kiilonosen érzékenynek bizonyultak a poly I:C-vel szemben,
mig a sertés bél eredetli szovettenyészeteken egyaltalan nem tapasztaltunk sejtkarositd hatast.
A csirke esetében a poly I:C sejtanyagcserére és mebranintegritasra gyakorolt hatasa nem érte
el a citotoxikusnak tekinthetd szintet, igy — a kivaltott markans citokincsucsokat figyelembe
véve — kivaldoan alkalmazhatd gyulladaskelté agensnek bizonyult a tovabbi kisérleteink
szamara. A flagellin és az LPS — az LTA-hoz hasonl6an — kedvezd citotoxicitasi tulajdonsagokat
mutatott: a flagellin egyik modellen sem volt sejtkarositd hatasu, az LPS pedig csak a sertés
hepatikus kokultira LDH-aktivitasat emelte meg kis mértékben.

Az elsOsorban toll-like receptor (TLR)-2-agonista LTA hatasdra bekovetkezo
citokinprofil-valtozas (2. tablazat) alapjan a Gram-pozitiv endotoxin a csirke maj és bél,
valamint a sertés maj esetében egyarant markans €s kovetkezetes gyulladasos citokinvalaszt
valtott ki. Az LTA-expozicid6 kovetkeztében fokozodott a proinflammatorikus mediatorok
széles spektrumanak felszabadulasa, igy megnétt az interleukin (IL)-2, IL-4, IL-6, chicken
chemotactic and angiogenic factor (CXCLi2, az IL-8 ortoldgja csirkében), interferon (IFN)-y
¢s a Regulated And Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES), valamint csokkent egyes
antiinflammatorikus citokinek, igy az IL-10 és a makrofag-koldniastimuldlo faktor (M-CSF)
tapfolyadékban mért koncentracioja. Mindez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal, melyek
az LTA-expozicio kovetkeztében elsésorban az IL-2, IL-6, IL-8 és és tumornekrozis faktor
(TNF)-a fokozott termelésérol szamolnak be. Az egyes sejtmodellek citokinvalaszat 6sszevetve
figyelemreméltdo, hogy a sertés maj esetében nem tapasztaltunk LTA kivaltotta
interferonvalaszt, mig a tobbi esetben szignifikdnsan emelkedett a sejtek IFN-y-leadasa LTA

hatasara.

A gyulladaskeltd hatasat elsddlegesen a TLR-3 receptorokon keresztiil kifejtd, viralis
nukleinsav-analdg poly I:C proinflammatorikus aktivitasa széles korben ismert, csirke €s sertés
eredetli in vitro rendszerekben azonban eddig kevésbé vizsgaltak a hatésait. A poly I:C a csirke
majsejtmodellen valtotta ki a legszélesebb korli citokinvélaszt; ehhez képest relevans eltérés,
hogy a legfobb citokinek koziil a CXCLi2/IL-8 koncentracidja nem emelkedett a poly [:C-vel
kezelt explantok esetében egyik fajban sem (2. tablazat). A sertés majsejtek esetében a
sejtkarosito hatas miatt a poly I:C kivaltotta gyulladdsos valasz nem volt érdemben
Osszehasonlithato a tobbi sejtmodell citokinprofiljaval, de az IL-6-leadds fokozodasa a

sejtkarosodas ellenére megfigyelhetd volt.



2. tablazat. A gyulladasos valasz kivaltasa céljabol alkalmazott vegyiiletek altal a kiillonb6z6 sejtmodelleken kivaltott gyulladasos citokinkoncentracio-
valtozasok attekintése. A felfelé mutato nyil a koncentracio szignifikdns ndvekedését, a lefelé mutatd nyil a koncentracio szignifikans csokkenését jelzi
a kontrollcsoporthoz képest (P<0,05). A sziirkével jelzett mérésekre nem keriilt sor, a kihtuzott cellak esetében nem volt szignifikans eltérés. A roviditések

magyarazata a szovegben talalhato.
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Az elsddlegesen a TLR-5 receptorokon hatd, Salmonella Typhimurium flagellin
ugyancsak jol hasznalhat6 a gyulladas in vitro modellezésére, igy esetiinkben — a sertés eredetii
majsejttenyészetek kivételével — szintén alkalmasnak bizonyult a gyulladasos valasz
kivaltasara, de az LTA-hoz és a poly 1:C-hez képest sziikebb citokinspektrumra volt hatassal.
Az egyes citokinek koziil a flagellinkezelés kivaltotta IL-6-cstcs a csirke maj és bél, valamint
a sertés bél eredetli kulturdkban egyarant jellemz6 volt (2. tablazat). Fontos kiemelni, hogy a
gyulladas kivaltasara elterjedten alkalmazott, Escherichia coli eredetii lipopoliszacharid (LPS)
nem indukalt gyulladasos citokinvalaszt a csirke eredetli hepatikus kokultaran (2. tablazat),
igy az enteralis explantokat mar nem is kezeltiik LPS-sel. Ezzel szemben az LPS-stimulus
mindkét sertés eredetli modellen kifejezett proinflammatorikus hatdst mutatott, a
kulcsfontossagu citokinek koncentraciojat kovetkezetesen megemelve. A csirke esetében
elmaradt sejtvalaszt a TLR-4 jelpalya eltérései magyarazhatjadk. Madarakban ugyanis a TLR-4-
agonistak jellemzden csak a MyD88-fliggd utvonalon keresztiil serkentik a nuclear factor-kB

(Nf-xB)-t, a MyD8&8-fiiggetlen ut és egyes TLR-4 jelatviteli gének ortologjai hidnyoznak.
4.3. Gyulladasos valasz modulalasa antimikrobidlis peptidek segitségével

A gyulladasos valasz kivaltdsara vonatkozo kisérleteket kovetden, a gyulladés
modulalasara irdnyul6 vizsgélataink soran a csirke hepatikus modelleken az LTA-t, a PMA-t és
apoly I:C-t hasznaltuk gyulladaskeltésre, a csirke eredetti vékonybél explantokon LTA-t és poly
[:C-t alkalmaztunk. Sertés esetében pedig ezutin mindkét sejtmodellen LPS segitségével
valtottunk ki gyulladast. Modulalé hatoanyagjeldltként 6sszesen 6tféle AMP-t (katelicidin-2,
IDR-1002, Pap12-6, cekropin A, PR-39) teszteltlink a kiilonféle sejt- és szdvettenyészeteken. A
szakirodalomban leirt immunmoduldns hatdsokat a sajat kisérleti eredmények jelentdsen
bovitették a célallatfajként szerepld csirkére és sertésre, mint legfobb ¢élelmiszertermeld
haszonallatfajokra vonatkozoan.

Antimikrobidlis peptidek citotoxicitisa

Elészor az AMP-expoziciok esetleges sejtkarositd hatasait vizsgaltuk, hogy kivalasszuk
azokat a koncentraciokat, amelyek nem citotoxikusak, igy alkalmasak a tenyészetek kezelésére
¢s az immunmodulacié tanulmanyozésira. A katelicidin-2 a csirke hepatocita — NP sejt
kokultaran a magasabb, 10 nmol/ml dozisban jelentdsen csokkentette a sejtek metabolikus
aktivitasat és megnovelte az extracellularis LDH-aktivitast, ami vélhetden a peptid eukariota
sejtekre kifejtett ,off-target” mebrankotddésével van Osszefliggésben. A citotoxikusnak
bizonyult koncentraciot kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol, és az LTA-val, ill. PMA-val
kombindlva mar csak az 5 nmol/ml AMP-koncentraciot alkalmaztuk. Ez a d6zis dnmagaban
adva mérsékelten befolydsolta mindkét életképességi paramétert, de az eltérés nem mindsiilt
citotoxikusnak, mig a PAMP-okkal kombinalva a metabolikus aktivitds mar nem valtozott
szignifikans mértékben, az LDH-aktivitas pedig joval kisebb mértékii emelkedést mutatott,
kiilondsen az LTA-val egyidejiileg alkalmazva. Mindez a katelicidin-2 endotoxinkotd és -

semlegesitd hatdsdval hozhatod Gsszefliggésbe, igy az LTA-hoz kapcsolodva mar csak kisebb
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mértékben rontotta a membranok integritasat. A csirke vékonybélbdl izolalt explantok esetében
— bizva a bélnyalkahartya kisebb érzékenységében — az 5 és 10 nmol/ml mellett egy magasabb,
25 nmol/ml-es peptidkoncentracidt is teszteltiink, ¢és egyik vizsgalt katelicidindozis sem
bizonyult sejtkarositd hatdsunak. A csirke eredetii hepatikus és enteralis modelliink k6zott tehat
jelentés kiillonbség mutatkozott a katelicidin-2 citotoxicitdsaval kapcsolatban, és a
bélnyalkahartya sejtjei joval kevésbé voltak érzékenyek a peptid membrankarositd hatasaval
szemben, igy az csirkében vélhetden biztonsaggal alkalmazhatd a bakteridlis endotoxinok
kovetkeztében kialakuld bélgyulladas modulalésara.

Az IDR-1002 kifejezetten kedvezd toxicitasi profillal rendelkezett mindharom vizsgalt
sejtmodellen, igy a csirke eredetli majsejtmodell, a csirke ileumbdl izolalt explantok €s a sertés
eredeti hepatikus kokultura esetén sem bizonyult citotoxikusnak a 10-90 pmol/ml
koncentracidtartomanyban, akar Onalloan, akar LPS-sel vagy LTA-val kombindcidban
alkalmazva. Ez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal, melyek szerint az IDR peptidcsalad
tagjai nem kotddnek az eukaridta membranokhoz, és csak kivételesen magas koncentracioban
lehetnek sejtkarositd hatdsuak. Eredményeink alapjan az IDR-1002 nagy biztonsaggal
alkalmazhatonak tlinik enterdlis és szisztémas fertézések sordn a gyulladas befolyasolasara
csirke és sertés esetében egyarant. A csirke maj és bélnyalkahartya eredeti sejtmodelleken
alkalmazott Pap12-6 ugyancsak nem bizonyult citotoxikusnak, 6sszhangban a szamos emlds
sejtvonalon tapasztalt kedvezd toxicitasi tulajdonsdgaival. A cekropin A 6,25 pg/ml
koncentraciéig nem mutatott sejtkarositd hatast sem a csirke maj, sem a csirke bél eredetii
tenyészeteken, hasonléan a szakirodalomban emlds makrofagokra ¢és bélhamsejtekre
vonatkozdéan rendelkezésre 4ll6 adatokhoz. Viszont 12,5 és 25 pg/ml doézisban mar
szignifikdnsan megnovelte a majsejtek tapkozegének LDH-aktivitasat, igy az explantokon e
magasabb koncentracidkat mar nem alkalmaztuk. A csak sertés bél explantokon tesztelt PR-39
peptid 5-10 umol/ml dozisban deprimalta a szovettenyészetek anyagcseréjét, de a csokkenés

mértéke alapjan még felhasznalhatonak bizonyult az immunmodulans aktivitas vizsgalatara.

Az életképességi eredményeket 0sszegezve az IDR-1002, a Pap12-6 és a cekropin A
peptidek egyike sem volt citotoxikus a vizsgalt sejtmodelleken, igy az alkalmazott
koncentraciokban biztonsadggal felhaszndlhatoak a tovabbi, a gyulladds modulalasara iranyuld
vizsgalatokhoz. A katelicidin-2 5 nmol/ml dézisban kisfoku metabolikus depressziot idézett eld
a csirke majsejteken, magasabb koncentracioban pedig sejtkarositd hatast mutatott, szemben a
csirke explantokkal, melyeken 25 nmol/ml dézisig biztonsaggal alkalmazhatonak bizonyult. Az
5 és 10 pmol/ml koncentracidban a tapfolyadékhoz adott PR-39 pedig jelentdsen csokkentette
a sertés iledlis explantok metabolikus aktivitasat, igy a peptid nagyobb doézisban torténd
alkalmazasa kapcsan a sejtek életképességének koriiltekinté monitorozasa sziikséges.

Antimikrobidlis peptidek immun- és redox-moduldtor hatdsai

Az Onalldan alkalmazott peptidek gyulladdsos mediatorokra gyakorolt modulalo

aktivitdsat a 3. tablazatban foglaltam Gssze.
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3. tablazat. A gyulladasos valasz modulalasa céljabol onalloan alkalmazott antimikrobialis peptidek (AMP-k) altal a kiilonb6z6 sejtmodelleken
kivaltott gyulladasos citokinkoncentracio-valtozasok attekintése. A felfelé mutatd nyil a koncentracio szignifikans ndvekedését, a lefelé mutato nyil a
koncentracio szignifikans csokkenését jelzi a kontrollcsoporthoz képest (P<0,05). A sziirkével jelzett mérésekre nem keriilt sor, a kihuzott cellak esetében
nem volt szignifikans eltérés. A roviditések magyarazata a szovegben talalhato.
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A katelicidin-2 a tapfolyadékhoz adva Onmagaban dontdéen proinflammatorikus,
immunaktivacidval jaré hatast gyakorolt mind a csirke hepatikus kokultarakra, mind a csirke
vékonybélbdl szarmazo szovettenyészetekre. Az IDR-1002, a Papl2-6 és a cekropin A
peptidekkel kezelt csirke majsejtek (tovabba az IDR-1002 esetén a sertés majsejtek)
citokinprofilja nagyrészt anti-, a csirke explantok tapfolyadékanak citokindsszetétele pedig
proinflammatorikus irdnyba valtozott, mig a PR-39 nem befolydsolta érdemben a sejtek
gyulladdsos homeosztazisat (3. tablazat). A csirke bélnyalkahartya-kulturdk esetében tehat
mind a négy tesztelt peptid gyulladaskeltd hatéast fejtett ki, mig a méjon csak a katelicidin-2
rendelkezett ilyen tulajdonsaggal. Az explantokon tapasztalt immunstimulans aktivitas
mindegyik peptid esetén megmutatkozott az [L-2 emelkedett koncentraciojaban, a katelicidin-
2 ¢és az IDR-1002 pedig tovabbi citokinek leadasanak fokozasdval még kifejezettebb
proinflammatorikus hatdssal birt. Az IL-2 fontos szerepli a bél immunhomeosztazisanak
fenntartasaban a Treg-sejtekre gyakorolt hatasokon keresztiil, igy az AMP-k IL-2-leadasra
gyakorolt serkentd hatdsa nem tekinthetd egyértelmiien proinflammatorikus iranytnak, hanem
sokkal inkabb az adekvat immunvalasz kialakitasat eldsegitd immunstimulaciot jelent. A ma;j
¢s bél eredetli modellek 6nallo AMP-kezelésre adott valasza k6zotti markans kiilonbség pedig

a sejt- és szovetspecifikus eltérések fontossagara hivja fel a figyelmet.

Az immunmodulétor aktivitdsok tanulmanyozasara a legfontosabb rendszert az AMP
altal a PAMP-expozicidval kivaltott gyulladasos allapotra gyakorolt modulalé hatas vizsgalata
jelenti, melynek eredményeit a 4. tablazatban mutatom be. A katelicidin-2 a csirke bél eredetii
sejtmodellen talnyomorészt gyulladascsokkentd hatast fejtett ki LTA kivaltotta gyulladas
esetén. [gy mérsékelte az LTA-kezelés kovetkeztében emelkedett IL-2- és IL-6-koncentraciot,
valamint az IFN-y/IL-10 aranyt, az utobbit az IL-10-termelés fokozasan keresztiil. Arnyalja a
képet, hogy a felsorolt hatasokkal ellentétben a peptid tovabb emelte az LTA kivaltotta CXCLi2-
csucsot. A csirke maj eredeti kokulturan joval komplexebb kép rajzolodik ki a katelicidin-2
immunmodulalé hatasaval kapcsolatban: gyulladdscsdkkentd irdnyba mutat, hogy a peptid
mérsékelte a majsejtek LTA hatasara emelkedett IFN-y-leadasat, viszont a PMA-expozicio
nyoman megndvekedett, antiinflammatorikus jellegli M-CSF-termelés csokkentése, valamint
PMA jelenlétében a tapfolyadék CXCLi2-koncentracidjanak novelése, ill. LTA-val egyidejiileg
adva az IL-10-termelés csokkentése a gyulladasos reakcid fokozasara utal. Eredményeinket
Osszefoglalva, a katelicidin-2 dnmagaban adva a csirke eredetli maj- és bélmodelleken is
nagyrészt immunstimuldlé, mig gyulladds esetén a ma4jsejteken vegyes, inkabb
proinflammatorikus irdnyd immunmoduldtor hatast, a vékonybél-nyalkahartyan pedig
hatékony gyulladascsokkentd aktivitasu peptidnek bizonyult (4. tablazat).
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4. tablazat. A gyulladasos valasz modulalasa céljabol gyulladaskelté vegyiiletekkel kombinaciéban alkalmazott antimikrobialis peptidek (AMP-
k) altal a kiilonb6z6 sejtmodelleken kivaltott gyulladasos citokinkoncentracio-valtozasok attekintése. A felfelé mutato nyil a koncentraciéd szignifikans
novekedését, a lefelé mutatd nyil a koncentracio szignifikans csokkenését jelzi a kontrollcsoporthoz képest (P<0,05). A sziirkével jelzett mérésekre nem
kertilt sor, a kihuzott cellak esetében nem volt szignifikans eltérés. A kék hattér a gyulladaskelt6 vegyiilet hatasanak ellenstlyozasat, a rozsaszin hattér
annak erdsitését jelzi. A roviditések magyarazata a szovegben talalhato.
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Az IDR-1002 a csirke eredetli hepatikus és enteralis modellen is talnyomorészt
gyulladascsokkentd hatasokat mutatott az LTA-val modellezett gyulladéas soran. A majsejteken
csokkentette az LTA kivaltotta IL-6-, CXCLi2- és IFN-y-csucsokat, az explantokon pedig
mérsékelte az IL-2, a CXCLi2 és a RANTES endotoxinhatasra emelkedett koncentraciojat.
Mindkét modellen tapasztaltunk ezzel ellentétes, proinflammatorikus irdnyba mutatd hatast
(LTA hatasara emelkedett RANTES-koncentracid tovabb ndvelése a majsejteken, ill. LTA
kivaltotta IFN-y-cstcs tovabb emelése a bélen), de tovabbi, LTA jelenlétében megfigyelhetd
gyulladascsokkentd jellegli hatdsokat is, igy Osszességében egyértelmilen a bakteridlis
endotoxin kivaltotta immunvalasz mérséklése hatarozza meg az 6sszképet. Mindezzel szemben
sertés majon az IDR-1002 kdvetkezetesen €s markansan fokozta az LPS kivaltotta gyulladasos
citokinvalaszt, tovabb ndvelve az IL-1B, az IL-6 ¢és az IL-8 endotoxinhatisra emelkedett
extracellularis koncentraciojat. Kiilonosen az IL-8 esetében tapasztaltunk robosztus
proinflammatorikus aktivitast, a 90 pug/ml IDR-kezelés ugyanis tobb, mint hiiszszorosara

novelte meg a feliiliszo IL-8-koncentraciojat a csak LPS-sel kezelt sejttenyészetekhez képest.

Osszegezve tehdt, a kifejezetten kedvezd citotoxicitdsi és potens immunmodulator
tulajdonsagokkal rendelkezd IDR-1002 a csirke hepatocita — NP sejt kokultirdkon 6nalléan és
endotoxin kivaltotta gyulladdsos valasz esetén is antiinflammatorikus, a csirke vékonybélbol
izolalt explantokon Onmagaban gyulladaskelté, LTA indukélta gyulladas esetén viszont
gyulladascsokkentd, a sertés hepatikus modellen pedig 6nalldan anti-, mig endotoxinexpozicid

esetén proinflammatorikus hatassal birt (4. tablazat).

A Papl2-6 poly I:C kivaltotta gyulladas esetén a csirke majsejteken egyértelmiien
gyulladascsokkentd tulajdonsaggal rendelkezett, hiszen csokkentette a poly I:C indukalta IL-6-
és RANTES-csucsokat, és az CXCLi2-re is csokkento hatassal volt. A csirke bél eredetii
explantokon komplexebb kép bontakozott ki a poly I:C hatasara emelkedett IFN-y-koncentracio
csokkentése, ugyanakkor az IL-2, CXCLi2 és RANTES leadasanak fokozasa révén. Tehat a
Papl12-6 a csirke hepatikus modellen mind 06nélléan, mind poly [:C-vel kombindlva
gyulladascsokkentd, az enteralis szovettenyészeteken pedig poly I:C-nek kitett és ki nem tett

explantokon is inkabb gyulladaskeltd aktivitdsunak bizonyult (4. tablazat).
A cekropin A a csirke eredetli hepatocita — NP sejt kokultirdn 6nalléan és poly 1:C

jelenlétében is nagyrészt antiinflamatorikus hatdsokat mutatott, az utobbi esetben a poly I:C
kivaltotta fokozott IFN-y-leadds mérséklése kiillondsen fontosnak tekinthetd. A peptid a csirke
bélmodellen kevésbé kifejezett immunmoduldns aktivitdssal rendelkezett: Onmagaban
alkalmazva az IL-2-koncentracié emelésére szoritkozd enyhe immunstimuldns, mig poly I:C-
vel kombindlva az IL-2-leadds novelése és az IL-6-koncentracio csokkentése révén
egyértelmiien be nem sorolhatd iranya valtozasokat okozott, viszont nem befolyasolta a poly
I:C kivaltotta IFN-y- és RANTES-csucsokat (4. tablazat). A PR-39 peptid pedig — a

szakirodalomban leirt potens immunmodulator szerepe ellenére — sem Onalldoan, sem LPS-sel
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kombindlva nem befolyasolta a sertés vékonybél eredetii explantok citokintermelését (4.
tablazat).

Az egyes AMP-k (a PR-39 kivételével) a tapasztaltak alapjan potens, komplex
immunmodulator hatast mutatnak, amelynek modja és mértéke fligg az allatfajtol, a modellezett
szervtOl, a gyulladasos allapottdl és az alkalmazott koncentraciotol is. Kisérleteink igazoltak,
hogy a létrehozott sejtmodellek alkalmasak a csirke €s sertés majaban, ill. bélnyalkahartyajaban
zajlé gyulladasos folyamatok befolyasolasanak nyomon kovetésére, igy immunmodulator,
gyulladascsokkentd hatoanyagjeloltek tesztelésére. Az AMP-k alkalmazdsa a gyulladasos
sejtvalasz  befolyasolasa révén hozzajarulhat a hatékony immunfolyamatok, ¢és a
proinflammatorikus citokincsicsok mérséklése révén a megfeleld gyulladasos reakcio
kialakitdsdhoz. Eredményeink alapjan az IDR-1002 kiilondsen igéretes jeloltnek tlinik a csirke
enteralis €és hepatikus immunvalaszanak modulalasara. Tovabba a Papl12-6 és a cekropin A
csirke majsejtekre gyakorolt hatdsai, valamint a katelicidin-2 altal az enteralis gyulladasos

valaszra csirkében kifejtett hatasok szintén biztaté eredményeknek szdmitanak.

A jovoben érdemes lenne az in vitro kisérleteink soran hatékonynak bizonyult
peptideket in vivo kisérletekben is vizsgalni, azonban ehhez — kiilondsen a hepatikus és a
szisztémas gyulladasos valasz tekintetében — fontos figyelembe venni a molekulak kinetikai
paramétereit is. A kisméretli, lipofilebb, valamint emésztdenzimeknek jobban ellenallo
mesterséges AMP-k (pl. IDR-1002, Pap12-6) vélheten elonydsebb kinetikai paraméterekkel
rendelkeznek, igy ezek ¢l6 allatban torténd alkalmazédsa (kiilondsen az enteralis immunitas
befolyasolasa céljabol) konnyebben megvalosithatonak tiinik. Ugyanakkor a késébbi esetleges
készitmény-fejlesztésekhez 11, a kedvezo toxicitasi és hatastani eredményeket megtartd, de még
jobb felszivodast és megoszlasu AMP-szarmazékok tervezése és tesztelése is tovabbi 1]

perspektivat jelenthet.

4.4. Gyulladasos valasz moduldlasa probiotikumok segitségével

A PAMP-ok keltette gyulladas vizsgélatat kovetden a csirke bélnyalkahartya eredetii
modell tovabbfejlesztésével explant — baktérium kokulturat hoztunk Iétre, melyen nem csupan
sejtfalalkotokkal, hanem ¢l6 baktériumok segitségével valtottunk ki gyulladdsos valaszt. A
baktériumokkal torténd kokultivacié az Gsszesen 8 Ora hosszisadgl inkubacios 1d6 alatt nem
megfelelonek bizonyult vizsgalatainkhoz. A Salmonella Enteritidis-expozicioval sikeresen
valtottunk ki gyulladdsos valaszt az explantokon, melyet az IL-18, CXCLi2, IL-18 és TNF-a
megndvekedett génexpresszidja, valamint az IL-10 gén csokkent kifejez6dése mutat. A
protektiv céllal alkalmazott Limosilactobacillus reuteri probiotikus tdrzzsel tortént elékezelés
hatékonyan mérsékelte az IL-1B és az IL-18 megndvekedett, valamint az IL-10 csdkkent
génexpresszidjat, viszont tovabb novelte a CXCLi2 kifejez0dését, illetve fokozta az IL-15 és a

transzformal6 novekedési faktor (TGF)-p4 expressziojat.
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Eredményeink ramutatnak arra, hogy az explant — baktérium kokultira megfeleld
modellrendszerként szolgdl az enteropatogén baktériumok bélnyalkahartyara kifejtett
gyulladaskeltd hatasanak, valamint a probiotikus mikroorganizmusok modulalé aktivitasanak
vizsgalatara. A L. reuteri kisérletiinkben megfigyelt pro- és antiinflammatorikus hatdsai hasonlo
mintdzatot mutatnak az egyes AMP-k komplex immunmoduldlé tulajdonsagaihoz. A
probiotikus baktériumtorzs dontd tobbségében mérsékli a Salmonella kivaltotta gyulladasos
citokincstucsokat (IL-1p és IL-18) és normalizalja a csokkent IL-10 expressziot, azaz elosegiti
az adekvat gyulladdsos valasz kialakitisat, ¢s megakadalyozza a citokinexpresszid jelentds
kilengéseit. Emellett a L. reuteri dnmagaban valo alkalmazasa (IL-1pB, IL-18), ill. Salmonella-
expozicidval torténd kombindldsa (CXCLi2, IL-15 ¢és TGF-B4) a jelzett citokinek up-
regulacioja révén a torzs immunstimulans, proinflammatorikus iranyt tulajdonsagara utalnak,
szintén hasonloan szamos AMP jellegzetes modulaléd hatasaihoz. Fontos azonban megjegyezni,
hogy az enteralis kokulturan végzett kisérlet soran a citokineket génexpresszids szinten
vizsgaltuk, €és a tanulmanyozott citokinprofil részben eltért az explantokon mértektdl, igy az

eredmények Osszevetése az AMP-k esetén nyert adatokkal csak korlatozottan lehetséges.

Eredményeinket Osszegezve tehat a csirke ileumbol izolalt explant szdvettenyészet
baktériumokkal kokulturat alkotva megfeleld in vitro rendszert képez a salmonellosis esetén
jellemzod bélgyulladas modellezésére, valamint a probiotikumok immunmodulator hatdsainak
tanulmanyozéasara. A rovid idejii S. Enteritidis-expozicid a sejtmorfologia karositasa nélkiil
valtott ki proinflammatorikus citokinvalaszt (IL-1B, IL-18, CXCLi2, TNF-a), melyet a L.
reuteri elOkezelés hatékonyan mérsékelt az IL-1B és IL-18 kifejezoddését csokkentve,
ugyanakkor egyes gyulladaskelté (CXCLi2, IL-15) és gyulladasgatld (TGF-B4) mediatorok

fokoz6do génexpresszidja révén immunstimulans hatassal is birt.

4.5. Hostressz és mikotoxinok hatdsanak vizsgalata

A fertdzésekhez csatlakozd gyulladasos folyamatok mellett a csirke eredetii hepatikus
modellen a hdstressz — mint nagy relevanciaval biré kornyezeti eredetii stresszor — sejtkarositd
hatasait is vizsgaltuk, ezzel igazolva, hogy a sejtmodell alkalmas a hdstressz kivaltotta
stresszvalasz kutatasara is. A kifejezetten rovid idejii, egy 6ra id6tartami hdkezelés — a sejtek
¢letképességének csokkentése nélkiil — markdnsan deprimalta a tapfolyadékba leadott IL-6 és
CXCLi2 mennyiségét, utalva a hdstressz hatasara megfigyelhetd erételjes immunszupressziora.
Kétoras hostresszt kovetden azonban a majsejtek — vélhetden a fokozott hdsokfehérje (HSP)70-
felhasznalas 4ltal is tiikr6zott intenziv hdsokkvalasz, valamint a metabolikus adaptacio és az
antioxidans rendszerek aktivalodasa révén — eredményesen alkalmazkodtak a koriilményekhez,
ami az egyes paraméterek normalizdlodasahoz vezetett. A hdstressz kivaltotta hepatikus
immunszupresszid eredményesen mérsékelhetd volt a mdjsejtek kurkumakivonattal torténd
kezelésével, amely — feltételezhetden a HSP-rendszer egyes tagjainak eredményeink altal is
igazolt modulalasa révén (HSP27 és HSP90 fokozddott, HSP70 csokkent kifejezOdése) —
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megndvelte a proinflammatorikus IL-6 és IFN-y, valamint az antiinflammatorikus IL-10 és M-
CSF koncentraciojat is.

A hepatocita — NP sejt kokultira alkalmasnak bizonyult a baromfitartasban nagy
gyakorlati jelentéséggel bird T-2 toxin sejtkarositd hatasainak vizsgalatara is, azaz toxikologiai
kisérletek szamara is megfeleld in vitro modellként szolgalhat. A tartésabb mikotoxinexpozicid
tanulmanyozasara hosszabb fenntarthatésaguk miatt a 3D szferoidok megfelelobbnek tlinnek,
de az értekezésben a jobb Osszehasonlithatdsag érdekében a legfeljebb 24 6ras inkubacid
eredményeit vetettiik 6ssze a 2D és 3D kokulturakon. A szubletalis T-2-toxinkoncentraciok
sz€les spektrumanak kitett 2D kokulturak 8 oras inkubacié utan fokozott IL-6- ¢s CXCLi2-
termelést mutattak, ami — a hdstresszhez hasonléan toxinhatas esetén is tapasztalt hatékony
adaptacio kovetkeztében — 24 orat kovetden mar nem volt megfigyelheto.

A 3D szferoidok ehhez képest lassabb alkalmazkodasi potencialt €s diverzebb képet
mutattak: ezek IL-6-leadasa csokkent, IL-8-termelése nott 24 6ras toxinkezelés utan.
Eredményeink alapjan valdsziniisithetd, hogy az oxidativ stressz nem t6lt be kozponti mediald
szerepet a T-2 toxin majsejtekre gyakorolt hatasaiban, mert a 2D sejttenyé€szeten nem valtozott
a téapfolyadék H»O-koncentracidja, a 3D modellen pedig — vélhetéen az adaptacios
mechanizmusokbol fakado tilkompenzacié miatt — csokkent a malondialdehid (MDA) és a
protein-karbonil (PC) koncentracioja. A szferoidok metabolomikai analizise azt mutatja, hogy
a toxinexpozicid hatasara megvaltozott a membranalkotd foszfolipidek zsirsavosszetétele,
valamint emelkedett a gyulladdsos- ¢és oxidativ stresszmarker alfa-aminoadipinsav
koncentracidja, tehat a T-2 toxin kompenzalt, oxidativ distresszt nem okozd, de egyes

molekularis markerekkel kimutathato ,,szubklinikai” jellegli prooxidans hatassal birt.

4.6. A gyulladasos- és oxidativ stresszvalasz osszefiiggései

A gyulladasos- €s oxidativ stresszvalasz Osszefliggéseinek feltarasara a gyulladasos
medidtorok mellett szamos kisérlet sordn nyomon kovettiik egyes redox paraméterek alakulasat
is. A gyulladdsos és redox paraméterek altal kovetett hasonld mint4zatot tapasztaltuk tobb
kisérletben is, igy a katelicidin-2 a csirke majsejtmodellen — az IFN-y-hoz hasonléan — 6nall6an
alkalmazva megnovelte a tapfolyadék H2O2-koncentraciojat, LTA-val kombinadlva azonban mar
mérsékelte az endotoxin kivaltotta oxidativ stresszt. Az IDR-1002 ugyanebben az in vitro
rendszerben mind dnmagéaban, mind LTA-expozicié mellett az Nrf2-jelpalya — eredményeink
altal is alatamasztott — aktivalasa révén antioxidans hatast mutatott, ami a H.O»-koncentracio
csokkenésében nyilvanult meg, hasonloan a feliiliszoba leadott IL-6 és IL-10 mennyiségének
alakuldsahoz, ill. a CXCLi2 és IFN-y a kontrolltél szignifikdnsan nem kiilonbozd, de jellegzetes
mint4dzatdhoz. A Pap12-6 reaktiv oxigénfajtdk (ROS) leaddsat mérsékld hatasa pedig poly I:C-
vel kombinacidban volt megfigyelhetd, az IL-6- és RANTES-koncentracio, valamint az IL-
6/IL-10 arany alakulasat kovetve. A cekropin A esetében viszont nem tapasztaltuk a gyulladasos
és redox paraméterek szinkronban torténd valtozédsat, igy a peptid kivaltotta enyhe, de

szignifikans H>O»-szintemelkedést nem kisérte a mért citokinek és az MDA koncentraciojanak
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novekedése. Eredményeink alapjan tehat a vizsgalt AMP-k nem csak immun-, hanem redox
modulator tulajdonsdgokkal is rendelkeznek, és eldsegithetik a fertdzések hatékony
legy6zéséhez sziikséges oxidativ eustressz fenntartasat. Mindezekkel szemben hostressz esetén
az egy oOras hokezelés hatdsara az erésen szupresszalt 1L-6- és CXCLi2-koncentraciokkal
negativan korreldlva emelkedett a H,O> mennyisége, amely két 6ra utan normalizalodott, igy
mindez utalhat az oxidativ stressz immunszupresszidban betoltott mediald szerepére. Fontos
azonban megjegyezni, hogy az oxidativ homeosztazist csak egyes kisérletek soran vizsgaltuk,
¢s joval kevesebb paraméter mérésére nyilt lehetdség, mint a citokinek esetében, igy a
kovetkeztetések levondsa soran is mértéktartobbnak kell lenniink.

A doktori mitben bemutatott eredményeket Gsszegezve, sikeresen hoztunk létre maj €s
bél eredetli primer, jellemzett és jol reprodukalhatd sejtmodelleket csirkébdl és sertésbol,
melyek alkalmasnak bizonyultak a PAMP-ok kivéltotta gyulladés, valamint a hdstressz és a T-
2 toxin sejtszintli hatdsainak kovetésére, tovabba az AMP-k immunmodulator hatdsanak
tesztelésére. Az értekezés szerzdje bizik benne, hogy a bél-m4;j tengely vizsgalatara kialakitott
modellek a jovoben szdmos tovabbi in vitro kisérlet szamara megfeleld alapot nyajtanak. A
kisérletek eredményei jelentdsen bovitették a patogén mikroorganizmusok altal csirkében ¢€s
sertésben kivaltott enterdlis és hepatikus immunvalaszra, valamint a hdstressz és a
trichotecének sejtkarositd hatdsaira vonatkozo ismereteinket. Feltartuk tovabba egyes AMP-k,
probiotikumok €s ndvényi kivonatok potens immun-, ill. redox moduldtor hatasait, mely
eredmények — alaptudomanyi jelentéségiik mellett — hozzajarulhatnak uj, alternativ, a
fertozések legy0zését a szervezet védekezd rendszereinek moduldlasaval elésegitd
hat6anyagok fejlesztéséhez Ezzel reményeim szerint elosegithetjiik az
antibiotikumfelhasznalas csokkentését €s lassithatjuk az antimikrobialis rezisztencia terjedését,
egyben hozzdjarulva a  gazdasagi haszonallatok egészségének, jollétének  és

termelékenységének javitdsahoz is.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Az értekezésben bemutatott kisérletek legfontosabb uj tudoméanyos eredményeit az

alabbiakban foglalom 6ssze:

1.

A l1étrehozott csirke €s sertés eredetii primer hepatocita — nem-parenchymalis sejt
kokultara és vékonybél-nyalkahartyabol nyert explant szdvettenyészet olyan primer
sejtmodellek, melyek alkalmasak a gyulladasos- és az oxidativ stresszvalasz sejtszintii
folyamatainak, valamint immun- és redox moduldtor vegyiiletek hat4sainak in vitro
vizsgalatara.

A csirke és sertés eredetli sejtmodellek eltérd érzékenységet mutattak a bakteridlis
endotoxinokkal szemben. Az FEscherichia coli eredetii lipopoliszacharid (LPS)
gyulladasos valaszt valtott ki a sertés eredetli hepatocita — nem-parenchymalis sejt
kokulturan és vékonybél explant szovettenyészeten, mig a csirke eredetli sejtmodelleken
nem bizonyult gyulladaskeltonek. A Staphylococcus aureus eredetii lipoteichosav (LTA)
proinflammatorikus tulajdonsaggal rendelkezett a csirke maj €s bél, valamint a sertés maj
eredetli sejtmodelleken, mig a sertés ileumbol izolalt explantokon nem wvaltott ki

gyulladasos valaszt.

. Az egyes antimikrobidlis peptidek Onmagukban alkalmazva a sejt- ¢és

szOvettenyészeteken egyes esetekben gyulladaskeltd, immunstimulans hatést
(katelicidin-2 csirke mdj €s bél modellen, IDR-1002, Pap12-6 ¢és cekropin A csirke bél
modellen), mig mas esetekben gyulladascsokkentd aktivitast (IDR-1002, Pap12-6 ¢és

cekropin A csirke maj modellen és az IDR-1002 sertés maj modellen) mutattak.

Az IDR-1002 LTA kivaltotta gyulladas esetén a csirke maj €s bél eredetii modellen
egyarant elsdsorban gyulladascsokkentd hatassal birt, a sertés mdj modellen azonban
proinflammatorikus hatast fejtett ki LPS altal keltett gyulladas soran. A Pap12-6 a csirke
m4j modellen gyulladascsokkentd tulajdonsaggal birt poly I:C kivaltotta gyulladés
esetén, azonban a csirke eredetil enterdlis modellen inkabb gyulladdskeltd aktivitasinak

bizonyult.

A rovid tavi, egy oOra idétartamu hdstressznek Kkitett, csirke eredetli hepatikus
sejttenyészetek — nagy mértékben csokkent citokinleaddssal jar6 — stresszvalasza
hatékonyan moduldlhaté volt kurkumakivonat hozziadasdval, amely a gyulladasos

medidtorok és a hdsokkfehérjék mennyiségét is befolyasolta.

A szubletdlis dozisban alkalmazott T-2 toxin 8 Oras expozicidja fokozott
gyulladasoscitokin-leadést valtott ki a csirke eredetli kétdimenzios majsejttenyészeteken,
amely 24 o6ras inkubéciot kdvetden mar nem volt észlelhetd. A T-2 toxin alkalmazésa
egyik sejtmodellen sem jart oxidativ stressz kialakulasaval, viszont a haromdimenzios
szferoidok foszfolipidjeinek zsirsavosszetételében tortént valtozasok, és az alfa-adipinsav

emelkedett koncentracioja mérsékelt prooxidans hatédsra utalnak.
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7. Kokulturat hoztunk Iétre csirke vékonybél eredetli explantokbol és baktériumokbdl,
melyen gyulladdsos valaszt valtottunk ki Salmonella Enteritidis segitségével. Ennek
soran megndtt egyes gyulladdsos citokinek génexpresszidja, amit a probiotikus
Limosilactobacillus reuteri torzzsel tortént elokezelés hatékonyan mérsékelt. A kokultura
megfeleld modellként szolgalhat az enteropatogén ¢és probiotikus baktériumok
bélnyalkahartydra gyakorolt hatasainak vizsgalatdra, a L. reuteri pedig hatékony

immunmodulator lehet brojlercsirkék Salmonella-fert6zése esetén.
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tanultam, aki mindig tamogatott, sziikség esetén véddernyot nydjtott szamunkra, és — egyetemi
kozéleti feladataim al6l mentesitve — lehetdvée tette, hogy a szamomra igazan kedves oktato- és
kutatdmunkara 0sszpontosithassak, és megirjam az akadémiai doktori értekezésemet. Halasan
gondolok vissza Dr. Kutas Ferenc professzor Ur bdlcs gondolataira, aki kivalo eldadoként az
oktatds szenvedélyét hagyta 6rokiil szamomra. K6szondm Dr. Veresegyhdzy Tamas docens
urnak, hogy megszerettette velem a Biokémiat, és nagyszerii eldadasain iilve érett meg bennem
a gondolat, hogy egyszer majd én is itt szeretnék dolgozni. K&szonettel tartozom Dr. Galfi Péter
professzor urnak, hogy PhD-tanulmanyaim sordn tamogatott, és segitett elindulni kutatoi
palyamon.

A ,,.Biokémiat” mindig a csaladias légkor és a valodi munka megbecsiilése jellemezte,
biiszke vagyok arra, hogy az Osztaly vezetdjeként, egy rendkiviil motivalt és sikeres csapatot
iranyitva én is ezt az értékrendet képviselhetem. Munkatarsaim koziil kiilonos halaval tartozom
Dr. Mackei Mat¢ adjunktus kollégamnak, aki nem csak kreativ Gtleteivel, ill. a kutatdsban és az
oktatasban egyarant kivalo munkajaval, hanem igaz baratként is mellettem all, és akivel mindig
szamithatunk egymasra. Halaval tartozom volt és jelenlegi munkatarsaimnak — Dr. Kulcsar
Annanak, Dr. Papp-Sebdk Csillanak, Dr. Trdj Patriknak, Dr. Marton Regének, Voroshazi
Julidnak, Dr. Kemény Agnesnek, Dr. Kdman-To6th Evelinnek, Dr. Lajos Andrednak, Kulcsarné
Dr. Petrilla Jankanak, Dr. Barna Rékanak ¢s Dr. Hatala Patricidnak — a j6 hangulatu, eredményes
k6z6s munkaért és az inspirdld kozos gondolkodasért.

Koszonettel tartozom a veliink egylittmitk6do kutatdtarsaknak a palyazatok és kutatasi
projektek megvalositdsdban nytjtott rengeteg segitségért. Kiilon kdszondm Dr. Husvéth
Ferenc, Dr. Dublecz Karoly, Dr. Pal Laszl6 ¢és Dr. Nagy Szabolcs professzor uraknak, valamint
Dr. Molnar Andor baratomnak (MATE Georgikon Campus), Dr. Fébel Hedvig (MATE, majd
ATE) és Dr. Korinna Huber (Hohenheimi Egyetem, Stuttgart) professzor asszonyoknak,
valamint Dr. Viera Karaffova és Dr. Zsuzsanna KisSova (Kassai Allatorvosi és Gyogyszerészeti

Egyetem) kollégdimnak az évek soran végzett eredményes kdzos munkat.

Nem kevésbé fontos, hogy a maganéletben is mindig szeretd, tdmogatd csaladi kozeg
vett koriil, ami biztos alapot és nyugodt hatteret biztositott a munkdmhoz. Halas szivvel
kdszondm azt a rengeteg szeretetet és tlirelmet, amelyet menyasszonyomtol, Béres Emesétdl
kaptam. Emese mindig feltétel nélkiil tdmogatott a munkdmban és biztatott az értekezés

megirasara, megértden fogadva, hogy még a Kilimandzsaron tirazva, vagy otthon éjszaka is

25



elokeriilt a laptop, és a ,,nagydoktori” irasa kototte le a figyelmemet. Koszondm szépen
édesanyam, Matisné Szultos Erzsébet szeretd tamogatasat, és halas vagyok azért, hogy tdle és
¢desapamtol a tandri palya szeretetét is orokolhettem. Halas szivvel emlékezem édesapamra,
Matis Ferencre, aki mindig a legnagyobb érdeklodéssel kovette a munkamat, segitett az abrak
szerkesztésében, €s lelkesen szurkolt a PhD-védésemen ¢és a habilitdciomon is. Sajnos palyam
elmilt éveit és az MTA doktori értekezésem megirasat nem érhette meg, de biztos vagyok

benne, hogy odafentrél most is ugyanugy szorit és oriil a sikereinknek.

Kutatasainkhoz elengedhetetlen sziikség volt azokra a palyazatoki forrasokra, melyeket
az elmult évek sordn elnyertlink. A szamos palyazat koziil kiemelve koszonom az NKFIH
OTKA 114033., 124586. és 134940. palyazatok, az ATE altal meghirdetett bels6 kutatasi
palyazatok, valamint az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatésat.
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