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Roviditések jegyzéke

CD ¢s CT = konjugalt diének ¢€s triének

Ct = threshold cycle, kiiszobciklus

CycA = ciklofilin-A

DAPI = 4',6-diamidino-2-phenylindole

DMEM/F12 = Dulbecco’s modified Eagle medium és Ham's F-12 Nutrient
EDTA = etilén-diamin-tetraacetat

EGF = epidermalis novekedési faktor

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay

FBS = fetalis borjusavé

GALT = gut-associated lymphoid tissue

GM-CSF = granulocita makrofag koloniastimulalo faktor

GSH = glutation

GSH-Px = glutation-peroxidaz

HNE = 4-hidroxi-2-nonenal

HPRT = hipoxantin foszforibozil-transzferaz

Hsp70 = Heat shock protein 70

IBD = inflammatory bowel disease (gyulladasos bélbetegség)
IFN-y = interferon-y

IgA = immunglobulin A izotipus

IL-8 = interleukin-8

Lp 2142 = Lactobacillus plantarum 2142

MDA = malondialdehid

MRS = de Man, Rogosa és Sharpe-féle Lactobacillus tapleves
NADP = nikotinsavamid-adenozin-dinukleotid-foszfat

PBS = phosphate buffered salin

PUFA = polyunsaturated fatty acid (tobbszordsen telitetlen zsirsav)
ROS = reactive oxygen species (reaktiv oxigén szarmazékok)
SDS-PAGE = SDS(natrium dodecil szulfat)-poliakrilamid-gélelektroforézis
SMSz = sejtmentes feliiliszo/sejtmentes sziirlet (SCS: spent culture supernatant)
SOD = szuperoxid-dizmutaz

TER = transzepithelidlis elektromos rezisztencia

TJ = tight junction

TLR = toll-like receptor

TNF-a = tumor nekrozis faktor-o



1. BEVEZETES

Az allati szervezetben az élettani sejtmiikddés része, hogy reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
képzddnek szadmos biokémiai folyamat eredményeként. Ezek a kiemelkedd kémiai reaktivitasi és
ennek kovetkeztében igen instabil, oxigéntartalmu molekuldk reakcioba 1épnek a sejtalkotod
struktarak fehérje, lipid és nukleinsav épitdkoveivel modositva ezzel a fizioldgias funkcidkhoz
szlikséges optimalis térbeli szerkezetiiket. Az oxidativ karosito hatds bizonyos esetekben
kifejezetten elényds, példaul a neutrofil granulocitdk a fagocitozissal felvett idegen anyagokat
szabadgyok-képzddéssel jard folyamatok soran hatastalanitjdk (NADPH-oxidaz és mieloperoxidaz
enzimaktivitds). A mitokondriumokban zajlo terminalis oxidacidé koztitermékeiként, valamint az
anaerob dehidrogendz enzimrendszerek miikddése altal is folyamatosan képzddnek reaktiv oxigén
szarmazekok a szervezetben. A sejtkarositd hatdsok kivédése céljabol az evoluciod soran Osszetett
védekezorendszerek [1] alakultak ki, amelyek képesek a szabadgyokoket, és a potencidlisan
szabadgyokké alakuld peroxidokat semlegesiteni, és az altaluk okozott karosodéasokat ellensulyozni.
Az antioxidans hatasért egyrészt specifikus enzimek felelések, mint a szuperoxid-dizmutaz (SOD),
a kataldaz vagy a glutation-peroxidaz (GSH-Px); masrészt nélkiilozhetetlen szereppel birnak egyes
vitaminok (tokoferolok, karotinoidok, aszkorbinsav) szabadgyokfogo hatasuknak kdszonhetéen. Az
érzékeny visszacsatolasokkal fenntartott sejtszintli redox homeosztazis konnyen felborulhat, ha az
oxidativ tulsulyt kompenzalé antioxidans védekez6 rendszerek kimeriilnek.

Napjainkban nagysagrendekkel tobb a kornyezeti artalom, mint korabban, aminek
kovetkeztében a szervezetet érd az oxidativ terhelés jelentds mértékben fokozodott. A hibas,
vitaminhianyos taplalkozas és az allati takarmanyozéas az antioxidansok relativ hidnyahoz vezethet.
Mindezek miatt a védekezdrendszerek gyakran nem tudnak egyensulyt tartani a szabadgyokok
képzdédésével, igy oxidativ stressz alakul ki [2, 3]. Egyre tobb human ¢és allati megbetegedés
hatterében valik ismertté az oxidativ stressz jelentdsége. Szerepét szamos neurologiai [4] és
cardiovascularis [5] korkép, kronikus maj- és vesebetegségek [6], a carcinogenesis [7] ¢és az idiilt
gyulladasok [8] korfejlédésében komoly kutatdsok igazoltdk. Az oxidativ stressz sokféle fert6zo
betegség hajlamositdé tényezdje is lehet: az oxidativ kéarosodasokat szenvedett szovetekben a
koérokozok szaporodasa felgyorsul.

A bélcsatorndban a reaktiv oxigén szarmazékok (hasonldéan egyes kémiai anyagokhoz és
bakterilis toxinokhoz) gyulladasos citokinek termelddését valtjak ki az enterocytakban [9], ezzel
hozzédjarulnak a bélgyulladasok kialakulasdhoz ¢és sulyosbodasdhoz. Az oxidativ talstly a
sejtmembranok lipidperoxidaciojat €s sejthalalt is okozhat a bélhamsejtek kozott [10].

A probiotikumok jotékony hatasai az emésztérendszerre régdta ismertek. Alkalmazasuk az
utdbbi években rohamosan ndvekszik, mind az emberi, mind az allati egészségmegdrzés céljabol:

kiilonosen az emésztési zavarok, a bélcsatorna egyes betegségei €s tartds per os antibiotikum-
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terapia esetén gyakori a hasznalatuk. Az allattenyésztést érintd tovabbi 1ényeges szerepiik, hogy
hozamfokozoként is alkalmazhatok, ami kiilonosen a hasonld célra hasznalt kis-dozisu
antibiotikumok Eurdpai Unios betiltasa 6ta kertilt el6térbe.

A probiotikumok eredményessége a gastrointestinalis betegségek megeldzésében
figyelemreméltdo: a bélcsatornat kolonizalva kiszoritjdk a patogén mikroorganizmusokat,
bakteriocineket termelnek [11], immunmodulator hatastiak [12], erdsitik a bélhamsejtek kozotti
tight junction (TJ) sejtkapcsold strukturakat, stabilizdlva ezzel a hamréteg integritasat [13]. Az
altaluk termelt bioaktiv molekuldk szabalyozzdk a sejtek anyagcseréjét és valaszat a sejtkarosito
hatasokra, igy az oxidativ stressz okozta gyulladasos folyamatok visszaszoritasaban is jelentdségiik
van. E gyulladascsokkentd hatds pontos mechanizmusa részleteiben még nem tisztazott, de az egyik
f6 tamadaspont lehet a citokinek bélbeli termelddésének befolyasolasa [14]. Amennyiben a
probiotikus baktériumok, vagy azok egyes anyagcseretermékei képesek csokkenteni a gyulladasos
citokinek termelddését a bélhamsejtekben, az jelentésen csokkentheti az oxidativ stressz-okozta
gyulladast és sejtkarosodast a bélcsatorndban. Ezért azt vizsgaltuk, hogy a Lactobacillus plantarum
2142 (Lp 2142) probiotikum torzs — amely a tanszéken folyd kutatasok sziirési eredményei alapjan
a vizsgalt torzsek koziil a legeredményesebben csokkentette a gyulladast — sejtmentes feliiluszdja
hogyan hat a bélhdmsejtek gyulladasos citokin-termelésére. A kisérleteket in vitro sertés jejunum
bélhamsejtvonalon (IPEC-J2) végeztiikk, amelyen az oxidativ stresszt hidrogén-peroxid oldattal
valtottuk ki. A probiotikum feliiluszo6javal tortént kezelést kovetden meghataroztuk két gyulladasos
citokin (az IL-8 és a TNF-o), valamint a sejtvédd hatasu 70 kDa-os hdsokkfehérje (Hsp70)
génexpresszidjat a sejtekben.

Tovabbi kérdésként meriilt fel, hogy a probiotikumok sokféle bioaktiv terméke koziil me-
lyek feleldsek az oxidativ sejtkarosodasok elleni védOhatasért. A tejsavbaktériumok legnagyobb
mennyiségben rovid szénlancl szerves savakat termelnek [15], ezért bizonyos szerves savak (ecet-
sav, tejsav) citokin-expresszidra gyakorolt hatasat is tanulmanyoztuk IPEC-J2 sejteken. Sertés-spe-
cifikus ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kittel meghataroztuk hidrogén-peroxid hata-
sara termelt IL-8 mennyiségét az apikalis és bazolateralis médiumokban kiilonbdzd inkubacios idok
utan. Mivel a fehérjetermészetli anyagok szerepe jelentds lehet a véddhatasban, a Lp 2142 feliil-
usz06jabol kiilonbozo fehérje Osszetevoket mutattunk ki.

A vizsgalatok tavlati célja olyan aktiv komponens izolalasa (és részletes hatasmechanizmu-
sanak felderitése) a bakterialis termékek koziil, amely izolalt hatéanyagként hossza tavon, biztonsa-
gosan alkalmazhato lenne a bélgyulladasok kezelésére vagy megeldzésére a gyogyszeres terapia-

ban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az oxidativ stressz

Az aerob ¢let kialakulasanak f6 nehézsége az lehetett, hogy mikozben a molekuléris oxigén elen-
gedhetetlenné valt az eukariota €él6lények taléléséhez, ugyanez a molekula sulyos veszélyt is jelen-
tett minden €16 organizmusra. Az oxigénmolekula ugyanis biradikalis gyok; kiilsé elektronhéjan két
parositatlan elektron taladlhato. Ebben a formaban csak gyenge oxidansnak szamit, azonban redukcid
altal szuperoxid anionna valik (O2*), ami tovabbalakulva a még reaktivabb hidroxil ((OH) gyok ke-
letkezéséhez vezet. Ez utdbbi szabadgyokok kifejezett sejtkarositd hatdsuak. A mitokondriumban a
normal terminalis oxidacid (oxigénmolekula tetravalens redukcidja) mellett kis mértékben mindig
végbemegy az univalens redukciés folyamat is (1. abra), aminek koztitermékei az emlitett reaktiv
szabadgyokok [16]. Ezért minden aerob szervezetben kialakultak a védekezd rendszerek, melyek
egyik alappillére az antioxidans vegytiletek (C- és E-vitamin, karotinoidok, glutation, ubiquinon) és
enzimrendszerek (SOD, katalaz, GSH-Px, kinon-reduktdz), mésik pedig a hibajavito (DNS-repair
enzimek), és a karosodott molekulékat eltavolitd (proteolitikus enzimek, foszfolipaz-A2 [17]) enzi-

mek [18].

e e e e
W

O, —- 0, = HO, = 'OH — HJO

2H~ OH" H™

1. abra: a molekularis oxigén univalens redukcidja

Az oxidativ stressz olyan koéros allapot, amikor a ROS (szabadgyokok €s peroxidok) keletkezésével
(2. abra) nem tudnak Iépést tartani a védekezé mechanizmusok, az eldbbiek tulprodukciodja,
és/vagy az utobbiak hidnya miatt. A mai kdrnyezeti hatasok kozott konnyen eldallhat ez a helyzet: a
kornyezetszennyezés, az ionizald sugarzasok, kiilonféle élelmiszer-, takarméanyadalékok ¢és
-0sszetevok, xenobitikumok jelentdsen hozzdjarulhatnak az ¢élettani redox-homeosztazis
megvaltozasahoz [19].

A ROS hatéséra szinte minden cellularis 6sszetevd sériil, kiilonosképpen a DNS, a fehérjék
¢s a (tobbszordsen) telitetlen zsirsavak. A hidroxil gyok a DNS-ben egyarant karositd hatast fejt ki
purin és pirimidin bazisokra és a pentdz-foszfat gerincre is. Ezek az oxidacios folyamatok gyakran
az elsO lépést jelentik a mutagenesis és carcinogenesis felé, ezzel alapot képezve a sejtszintii
oregedést érintd ,,szabadgyok-elméletnek” [20]. A fehérjék foként az oldallancok oxidacidja révén
karosodnak, aminek kovetkeztében megnd a karbonil csoportok szama. Kiilonosen érzékenyek az

oxidativ stresszre a kéntartalmu aminosavak [19].
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2. abra: A ROS termel6dés lokalizacigja és fobb funkcioi a sejtben. NAD: nikotinsav-adenozin-dinukleotid, COX:
ciklooxigenaz, LOX: lipoxigenaz, SOD: szuperoxid-dizmutaz, ER: endoplazmatikus retikulum, NF-kB: nuklearis faktor

kappa B, MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz, PARP: poli-ADP-rib6z-polimeraz

A ROS kartételére legérzékenyebbek a telitetlen zsirsavak, kiilondsen a sok telitetlen kotést
tartalmazé tipusaik (PUFA). A lipidek a bioldégiai membranokban talalhatok meg legnagyobb
mennyiségben, ezért az oxidativ stressz egyik leggyakoribb kovetkezménye a membrankarosodas.
A lipidperoxidacionak nevezett lancreakciot szabadgyokok inditjak el: parositatlan elektront
tartalmazo lipid gyok keletkezik, ami molekuléris oxigént megkotve lipid-peroxil gyokké alakul
(iniciacid). Ez az instabil molekula egy ujabb lipiddel 1ép reakcidba, amelybdl lipid-peroxid lesz,
mikozben a lipid-peroxil gyok lipid gyokké alakul vissza (propagacid). A folyamat akkor ér véget,
ha mar kelléen sok lipid gyok képzodott, €s ezek egymadssal reagalnak (terminacio). Stabil
végtermékek jonnek létre (malondialdehid — MDA; 4-hidroxi-2-nonendl — HNE), amelyek
indikatorként hasznalhatok a lipidperoxidacié nyomon kovetésére [19]. Ezek a képzddott molekuldk
[21] roncsoldan hatnak a membranra, megbontva integritasat szovetkarosodast okoznak.

A reaktiv oxigén szarmazékok koncentraciotol fliggden mds-mds hatast gyakorolnak a
sejtekre. A fenti sublethalis folyamatok mellett oszt6do sejtekben kismértékii oxidativ stressz
serkenti a mitozist, er6sebb hatasra ellenben befejezik az osztodast, és ezzel parhuzamosan az
antioxidans enzimek up-reguldcidja figyelheté meg benniik. Kifejezetten erds oxidativ hatdsra a

sejtek apoptozisba 1épnek, mig ennél is nagyobb ROS koncentracidé nekrozist okoz [18].



Ma mar az is ismert, hogy a legtobb sejttipus kis mennyiségben ROS-termeléssel valaszol
bizonyos stimulusokra (egyes novekedési faktorok, citokinek, kdrnyezeti faktorok) [19]. Az igy
keletkezett ROS fontos masodlagos hirvivd a szervezetben, a sejtproliferacio, az apoptdzis és a
gyulladasok jelatvitelében is érintett (2. abra). Ezek a folyamatok a terdpidnak is tdmadaspontjai
lehetnek: ha sikeriil gatolni a redox-szenzitiv jelatviteli utakat, az a kronikus gyulladasok, €s szamos
oxidativ-stresszel 0sszefiiggd degenerativ folyamat kezelésében nyitna 0j perspektivat [8].

Az oxidativ stresszt igen sok emberi ¢és allati betegséggel hozzak 0sszefliggésbe, mint a
korfejlédés fontos tényezdje, vagy akar elsddleges kivaltd ok. Humén vonalon az carcinogenesis, az
atherosclerosis, az ischaemia/reperfiizid-szindroma, a magas vérnyomas, a diabetes mellitus, a
rheumatoid arthritis, neurodegenerativ betegségek (Parkinson-kor, Alzheimer-kor), a gyomorfekély,
a gyulladasos bélbetegség (IBD) betegségcsoport (Crohn betegség €s ulcerativ colitis), és még sok
mas korkép kapcsan keriil emlitésre [19, 20].

Az oxidativ stressz kivédésének allatgydgyaszati jelentoségét alatdmasztja az, hogy a
szabadgyokok ¢€s a lipidperoxidacid szerepet jatszik egyes maj- és vesebetegségek, a (szubklinikai)
mastitis, a carcinogenesis, kronikus bélgyulladasok, E-vitamin-/Se-hidnyos korképek (kérddzok
fehérhus-betegsége, sertés stressz szindroma, lovak rhabdomyolysise, csirkék exsudative diathesise)

kialakulasaban is [6].

2.2. A citokinek és szerepiik a gyulladdasban

A citokinek kis molekuldju szabalyozo fehérjék, melyek a sejtek kozti kommunikacioban
kiemelkedd jelentdséglick. FO6 hatasuk, hogy immunmoduldtorok, befolydsoljak mind a
velesziiletett, mind a szerzett immunrendszer miikodését, a gyulladdsos valaszban is Iényeges
szerepiik van [22] illetve fontos feladatuk az embriogenezis alatt a fetomaternalis immuntolerancia
biztositasa [23, 24]. Legnagyobb mennyiségben immunsejtekben termelddnek, de a szervezet szinte
Osszes sejtje képes citokinek eldallitasara. Foként parakrin és autokrin médon szabalyoznak, de a
keringésbe jutva szisztémds (endokrin) hatdsuk is gyakori (pl. interleukin-1 (IL-1) endogén pirogén
mikddése). A citokinek koz¢ tartoznak az interleukinok, az interferonok, a tumor necrosis factor-o
(TNF-a) és -B, és még sok egyéb regulatoros fehérje (kemokinek, nem-immunolégiai citokinek,
mint az eritropoetin). A citokinekre altalanosan jellemzd a redundancia (kiilonboz6 citokinek
hasonl6 feladatokat is ellatnak) és a pleiotropia (az adott citokinnek tobbféle eltérd hatasa is van)
[25].

A citokinek koziil az IL-1-et és az interferonokat az els6k kozott fedezték fel az 1950-es
é¢vekben [26, 27]. Késébb egymas utan azonositottak az ujabb tipusokat és molekulakat;
napjainkban tobb szaz citokin molekula ismert [28]. A citokinek specifikus membran-receptorokhoz
kapcsolodva fejtik ki hatdsukat: intracellularis kaszkéadot inditanak el a sejtekben, ezzel kiilonféle

8



fehérjék génjeit aktivalva vagy blokkolva. Tehat kdzvetett modon megvaltoztatjak a sejt mitkodését.
Hatéssal vannak sajat sejtfelszini receptoraik expresszidjara is (up-regulacio, vagy gatldé feedback
miatti down-regulacid). A citokinekkel kapcsolatos terapias lehetdségek kore széles; ezek koziil
kiemelkedik az interferonok virusellenes felhasznalasa, és az anti-TNF ellenanyagok (infliximab és
adalimumab) illetve TNF-receptor-analégok (etanercept) igénybevétele bizonyos autoimmun
betegségek (foként rheumatoid arthritis) kezelése céljabol [22].

A citokinek szerepe a gyulladds szabalyzasdban régdta ismert jelentdségili €és intenziven
kutatott teriilet. Egyes citokinek inkdbb elésegitik a gyulladdsos folyamatokat, ezért
proinflammatorikus (gyulladaskelté vagy gyulladasos) citokineknek nevezziik 6ket, mint példaul az
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, stb [29]. Mésok inkdbb a gyulladas ellen hatnak (anti-inflammatorikus
citokinek): IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, tovabba az IL-1, és TNF-a egyes receptorai is ide sorolhatok,
mert megkotik e két gyulladasos citokint [30]. A besorolas ebbe a két ellentétes csoportba azonban
nem mindig konnyli. A citokinek pleiotropidja miatt lehetnek egyarant gyulladast tdmogatd és
visszaszoritd hatasuak is. Példaul az IL-4, IL-10, és IL-13 aktivaljdk a B-limfocitdkat, de a
sejtekben elnyomjak az IL-1, a TNF-a, és a kemokinek termelddéséért felelds géneket. Hasonldan,
az IFN-y is ellentétes beindithat gyulladaskeltd és gyulladasellenes folyamatokat [27]. Az oxidativ
stressz egyik hatasa, hogy eldsegiti a gyulladasos citokinek termelddését [31]. Szamos citokin e
mellett a sejteket mas citokinek termelésére készteti [32, 33]. Ezek a folyamatok kronikus
gyulladésokhoz vezetnek.

A Dbélcsatorndban a hamsejtek oxidativ stressz (és egyes kémiai anyagok, bakterialis
toxinok) hatdsara a kovetkezd gyulladasos citokineket termelik: IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a [9]. Ezen
termékek képzddésének detektilasa altal nyomon kdvethetjiik a gyulladésos folyamatot in vitro
bélhamsejtvonalon végzett vizsgalatok soran. Kisérleteinkben IPEC-J2 bélsejtekben az IL-8-at és a
TNF-a expresszigjat mértiik. Az IL-8 makrofagokban, epithelsejtekben és endothelsejtek Weibel-
Palade-testjeiben keletkezik [34]; els6sorban a sejtfelszini Toll-like receptorok (TLR) idegen
antigének okozta aktivacioja serkenti a termelddését. Az IL-8 a kemokinek csoportjaba tartozik: a
neutrophil sejtek kemotaktikus faktora, amelyet a CXCR1 és CXCR2 membran-receptorok kdtnek
meg. A TNF-a aktivalt macrophagok, és még sok egyéb sejttipus altal termelt citokin, aminek
prominens szerepe van a gyulladdsos valasz és az akut fazist reakcidk kialakitasaban. Képes
apoptozist eldidézni, foként karosodott sejtekben, ezért virus-, €s tumorellenes hatasu. Nevét is az
utobbi funkciodjarol kapta, 1975-6s felfedezésekor [35]. A TNF-a immunstimulans, képes lazat és
cachexiat okozni, tilzott képzddése pedig sokféle betegséggel 0sszefiigg (kronikus bélgyulladas,

daganatok, autoimmun betegségek, idegrendszeri korképek) [36].



2.3. A hosokkfehérjék

A hésokkfehérjék (Hsp) olyan, minden él6 organizmusban megtalalhaté fehérjék, amelyek a sejtek
fehérjéinek mitkodoképes allapotat hivatottak fenntartani, féleg stresszhatasok esetén [37]. A
fehérjék nagyon érzékeny biomolekuldk, a hoéhatdsokra, és kémiai valtozdsokra gyorsan
denaturalodnak, nem tudjak ellatni a feladatukat, ez pedig a sejt pusztuldsahoz vezet. A Hsp-k
képesek a fehérjék normalis térszerkezetét visszadllitani, a kdrosodott hélix-részeket tjra
»felcsavarni” [38]. Bar egy alacsony szinten mindig képzddnek és jelen vannak a sejtekben,
homérseklet-emelkedésre, vagy egyéb (oxidativ) stresszhatasra az expressziojuk rovid id6 alatt
sokszorosara novekszik. A Hsp-ket molekulatomeg szerint csoportositjak: a legjelentdsebbek a
Hsp33, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100, és a kis Hsp-k (sHsp). A Hsp fehérjéknek tobbféle tovabbi
¢lettani szerepe ismert: a Hsp90 nitrogén-monoxid-felszabadulason keresztiil kifejezett értagitd [39]
¢s tumorellenes [40] hatasar6l is beszamoltak, a Hsp70 idegen anyagokat megkdtve

antigénprezentald lehet az immunrendszer szamara [41].

2.4. Probiotikumok

A probiotikum elnevezés gordg eredeti, jelentése: ,,az életért” (pro bios). A mult szdzad elsé
¢veiben Ilja Mecsnyikov orosz kutato felfigyelt ra, hogy a Kaukazus teriiletén €16 népcsoportokban
a hosszabb varhato élettartam Osszefiigg a fermentalt tejtermékek nagy mennyiségben torténd
fogyasztasaval. A magyardzat az volt, hogy a tejtermékekben megtalalhatd €16 tejsavbaktérium-
kultirdk megakadalyoztdk a bélben a patogén, toxintermeld ¢és rothaszté baktériumok
elszaporodasat, igy szamos bélrendszeri fertézés kockazata csokkent [42]. Az elkovetkezd
¢vtizedekben a probiotikumok egyre tobb pozitiv hatasat fedezték fel. Napjainkban is intenziv
kutatas folyik a teriileten, ezzel parhuzamosan a probiotikumok mind jobban teret hdéditanak az
¢lelmiszer- ¢és takarmanyiparban, sokféle betegség terdpidja terén, és — mint az Eurdpai Unidban
betiltott kis-dézisu antibiotikumok alternativai — hozamfokozoként az allattenyésztésben [43, 44,
45].

Probiotikumnak ,olyan ¢l6 mikroorganizmusok nevezhetok, amelyek megfeleld
mennyiségben fogyasztva jotékony hatdssal vannak a gazdaszervezet egészségére” [46, 47].
Tovabbi fontos szempontok, hogy a probiotikum patogén és toxikus nem lehet, a bélben képesnek
kell lennie a tulélésre, kolonizacidra és metabolikus aktivitasra, tovabba a tarolas és a hasznalat
soran végig ¢letképesnek kell maradnia [48].

A probiotikus baktériumok terdpias jelentdsége a human- és allatorvoslasban kiemelkedd a
bélflora egyensulyanak karosodasaval jar6 korképek (példaul a hosszan tartdé peroralis
antibiotikum-terapia mellékhatasaként fellépd dysbacteriosis), patogén baktériumok tilszaporodasa

[49] okozta fertdzések kezelésében. Mivel a probiotikus baktériumok a természetes bélflora legfébb
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alkotéi kozé tartoznak, kell6 mennyiségben felvéve, és a megfeleld ,niche”-t elfoglalva
visszaallithatjak a fizioldgids aranyokat a bél mikrobiotajaban.

Tovabbi alkalmazési teriiletek lehetnek: bizonyos emésztési zavarok, idiilt bélgyulladasok
gyogykezelése, tumoros folyamatok kialakuldsanak és progresszidjanak megeldzése, a helyi és
szisztémds immunrendszer erdsitése. A pontos mechanizmusokat ezeknek a kedvezd hatdsoknak
hatterében még nem tisztaztdk, de szdmos tanulmany foglalkozik a kérdéssel, amelyek eredményei
koziil kiemelkednek a kovetkezok:

Fizikai gatat képezve, és a tdpanyagokért torténd kompeticidban a probiotikumok kiszoritjak
a patogén korokozokat [50], és erositik a nyalkahartya barriert, megakadalyozva ezaltal a
baktériumok atjutasat a bélfalon [51, 52]. Ez utdbbi folyamatban az is segit, hogy a bélhamsejtek
kozott apikalisan talalhato tight junction (TJ) sejtkapcsolo struktardkat erdsitik a probiotikumok:
egyes torzsek serkentik a TJ fehérjék (zonula occludens-1 ¢és occludin) szintézisét a
bélhamsejtekben a Toll-like receptor 2 (TLR-2) altal irdnyitott jelatviteli modon [13], més torzsek a
citoszkeleton apikalis 0sszehuzodasat gatolva akadalyozzédk meg a TJ-k ,kinyilasat” [53]. A bél
immunrendszerét is serkentik: hatassal vannak a ,,gut-associated lymphoid tissue” (GALT) minden
elemének miikddésére (pl. Peyer-plakkok, lamina propria 6néllo limfocitai) [54], és fokozzdk a
secretoros IgA-termel6dést [55, 56].

A probiotikumok igen sok biologiailag aktiv molekulat termelnek, amelyek a bél sejtjeinek
metabolizmusat befolydsoljadk, vagy antimikrobds hatdst mutatnak. Ez utobbiak kozé tartoznak a
bakteriocinek, amelyek kozvetleniil kérositjdk a tobbi mikroorganizmust [11, 57]. Més termékek a
gyulladésos valaszt modositjak [58] a kornyezo sejtekben: foként a pro-inflammatorikus citokinek
termelddését gatoljak [14, 55, 59], mikézben az anti-inflammatorikus citokinek képzddése nem
csOkken [60]. Ez lehet a probiotikumok f6 gyulladascsokkentd hatdsmechanizmusa.

Egy adott probiotikus torzs természetesen nem mutathatja egyszerre az dsszes fenti pozitiv
effektust, az emlitett hatasmechanizmusokat jellemzden egy, vagy kettd baktériumtorzset vizsgalva
mutattdk ki. Tovabb bonyolitja a képet, hogy az €16 szervezetre kifejtett jotékony hatasok mogott
meghuzodo biokémiai folyamatok igen Osszetettek, igy a probiotikumok teljes korli szerepének és
hatasmaddjanak tisztdzdsa az emésztOrendszeri €s egyéb betegségek elleni védekezésben még a jovo

feladata.

A leggyakrabban hasznalt probiotikus baktériumok a Lactobacillus és Bifidobacterium
nemzetségbe tartoz6 Gram pozitiv, fakultativ- vagy obligat anaerob fajok. Tovéabbi probiotikum
fajokat talalunk a Bacillus, Streptococcus és Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus genusokban,
¢s az ¢€lesztok kozott (Saccharomyces, Kluyveromyces) is [43]. A legtdbb ismert probiotikus torzs

hasznalata biztonsdgos, de egyes Enterococcus torzsek igénybevétele atgondolandd, mert kiterjedt
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antibiotikum-rezisztenciajukat vertikalisan terjeszthetik mas baktériumokra, ezzel multirezisztens
patogén torzsek létrejittét segitve eld. A cereus-csoportba tartozd Bacillus fajok probiotikumként
val6 alkalmazéasa is veszélyes lehet, ugyanis enterotoxinok €s egy emeticus toxin termelését is
igazoltak esetiikben [61].

Az altalunk vizsgalt Lactobacillus plantarum 2142
(Lp 2142; 3. abra) non-starter tejsavbaktérium
torzs, fakultativan heterofermentativ  (foként
tejsavat, borostydnkdsavat, ecetsavat termel [15]),
hidrogén-peroxid- és bakteriocin-termelése altal
gatolja a  Bacillus  cereus, a Listeria
monocytogenes [57], és a Salmonella Enteritidis

857 novekedését [62].

3. abra: Lactobacillus plantarum 2142

adhézioja Caco-2 sejtekhez (Gram festés).

2.5. Az IPEC-J2 sejtvonal

Az IPEC-J2 egy sertés bélhamsejtvonal (5. és 6. abrak), amely tumorosan nem transzformalt jeju-
num sejtekbdl all, ujsziilott, kolosztrumot még fel nem vett malacbol szarmazik, és folyamatos in
vitro tenyészetben fenntarthato [63]. A sejtek membran inzerten egy rétegben ndnek. Az érett sejt-
kultiraban nagyobb szogletes-, ¢és kozottiikk kisebb lapos bélhamsejtek lathatok, kehelysejtekkel
nem lehet talalkozni.

Az IPEC-J2 sejtvonal megfelelden modellezi az €16 allatok bélnyalkahartyajanak hamréte-
gét, ugyanis sejtjei polarizéltak, apikalisan mikrobolyhos kefeszegélyt ndvesztenek, mig bazalis és
lateralis részen rovidebb citoplazma-nytlvanyokat bocséjtanak az intercellularis térbe. Sejtkapcsold
strukturdkkal dsszekapcsoltak (4. abra): apikalisan TJ, alatta zonula adherens kapcsolatok alakul-
nak ki, igy a monolayer integritdsa megfeleld, ami az apikalis és a bazolateralis folyadéktér kozotti
transzepithelialis elektromos rezisztencia (TER) mérésével igazolhat6. A mikrobolyhok feliiletén

glycocalix-réteg (mukopoliszacharid) figyelheté meg [64].
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Zonula occludens

Zonula adherens

desmosoma

Extracellularis matrix integrin

4. abra: A bélhamsejtek kozti sejtkapcsold strukturdk sematikus abrazolasa.

A hamsejtek képesek metabolikus valaszt adni kiillonboz6 stresszhatasokra, mint a bakterialis ferto-
z0dés vagy az oxidativ stressz. Ilyenkor a reakcid gyulladasos citokinek és egyéb anyagok szintézi-
se: kimutathato az IL-1a, IL-6, IL-7, IL-8, IL-18, TNF-a, és az un. granulocita makrofag kolonia-
stimulalé faktor (GM-CSF) génexpresszidja. Kiilonboz6 patogén baktériumok hatasra megndhet az
IL-8, a TNF-a, vagy a CC chemokine 20 transzkripcidjanak szintje [64, 65, 66], illetve a TJ fehér-

jék karosodasa miatt a sejtréteg integritasa (€s ezzel a TER érték) drasztikusan csokkenhet [67].

—
5. abra: IPEC-J2 monolayer fénymikroszkopon 6. abra: IPEC-J2 monolayer fénymikroszképon
claudin4-immunhisztokémiai festés, hematoxilin claudin7-immunhisztokémiai festés, hematoxilin
hattérfestéssel. A fekete vonal 10 um-t jeldl. A hattérfestéssel. 400X nagyitas. Csak kék festodés
barna elszinezddés a claudin4 molekulak lokali- lathatd, pozitiv reakciora utald barna szin nem fi-
zaciojat mutatja (a bélhamsejtek kozotti TJ-ben). gyelhetd meg: a proba negativ volt.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. IPEC-J2 sejtek tenyésztése

A kisérletekhez olyan IPEC-J2 sejtekre volt sziikségiink, amelyek a kollagénnel bevont membran
inzertet, mint alaphartyat egy rétegben beboritjak, polarizaltak, kialakultak kozottiik a megfeleld
sejtkapcsolo struktarak, €s az apikalis és bazolateralis folyadékterek kizarélag a membranban 1évo
0,4 um-es porusokon keresztiil vannak kapcsolatban egymassal. Ennek az allapotnak az eléréséhez
a — megeldzden cseppfolyds nitrogénben tarolt — sejteket 22-25 napig kellett kellett tenyészteni. A
tenyésztés minden szakasza 37°C-on, 5% CO, jelenlétében tortént. A médium DMEM/F12
(Dulbecco’s modified Eagle medium és Ham's F-12 Nutrient 1:1 aranyu tapfolyadék-keveréke;
Sigma-Aldrich) volt, kiegészitve 5% fetalis borjasavo (FBS), 5 pg/ml inzulin, 5 ug/ml transzferrin,
5 ng/ml szelén, 5 ng/ml epidermalis ndvekedési faktor (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin
keverékével.

Az elsd, 7 napos fazis 25 cm*-es flaskdban és 10 ml tapfolyadékban torténd tenyésztést
jelentett. A flaskdban novekvd sejtek a passzaldsa a kovetkezOk szerint zajlott: a tapoldat
eltavolitasa és 5 ml PBS-sel (phosphate buffered salin) torténd atmosas utan 3 ml tripszin-EDTA-
oldatot (0,05% tripszin és 0,6 mM etilén-diamin tetraacetat) adtunk a sejtekhez, amelyek az oldat
hatasadra 10 percen beliil levaltak a flaska feliiletér6l (erre rasegitettiink a flaska kiméletes
rdzogatasaval i1s). Az 10j (steril) flaskakba 1-1 ml-t pipettaztunk a sejteket tartalmazd tripszin-EDTA
oldatbdl. Az tovabbi inkubécio megkezdése eldtt flaskak folyadéktartalmat 10 ml-re egészitettiik ki
DMEM/F12-vel.

Egy hét elteltével a sejtek atkeriiltek a kollagénnel bevont poliészter membran inzertekre, 6
lyuku sejttenyésztd edénybe (Costar Transwell; 4,67 cm?/lyuk). Az eredeti flaskdkban 2 ml
sejtszupszpenziot hagytunk, amit tapfolyadékkal 20 ml-re egészitettiink ki. Ebbdl a tenyésztdedény
lyukaiba, az inzert apikdlis részére 1,5-1,5 ml mennyiséget pipettaztunk (1-2 x 10° sejt/1,5 ml). A
bazolateralis térbe 2,6 ml DMEM/F12 keriilt. A tenyésztés soran minden masnap lecseréltiik a
tapfolyadékot, és ilyen alkalmakkor rendszeresen ellendriztiik a TER értékeket is (késziilék: EVOM
Epithelial Tissue Volt/Ohmmeter; World Precision Instruments, Berlin) a 6-lyuka edény Osszes
lyukéanal (ezzel az apikélis és bazolaterdlis kompartmentek kozti elektromos ellenallas hatarozhato
meg, ami szoros Osszefliggésben all a hamréteg integritdsaval). A sejttenyészeteket akkor itéltiik
alkalmasnak a kisérletre, ha a TER érték elérte 8000 Ohm x cm?-t.

A sejtvonalat tanszékiink Dr. Jody Gookin ajandékaként kapta (Department of Clinical
Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State University, Raleigh).
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3.2. Lactobacillus plantarum 2142 probiotikum torzs tenyésitése és sejtmentes
feliiluszojanak elodllitasa
A Lactobacillus plantarum 2142 baktériumtorzset (Lp 2142; beszerzési forras: Culture Collection
of the Institute of Dairy Microbiology, Agricultural Faculty of Perugia University, Perugia) -80°C-
on taroltuk, 20% glicerintartalmu tapfolyadékban. A tervezett kisérletek eldtt 2 nappal ezt oltottuk
be 10 ml MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) taplevesbe, 1% aranyban. Az MRS 6sszetétele, 1 literben:
10 g kazein pepton; 8 g huskivonat; 4 g élesztokivonat; 20 g D-gliikoz; 2 g K;HPO,, 1 ml Tween
80; 2 g (NH.),-citrat; 5 g Na-acetat; 0,2 g MgSO, x 7 H,0; 0,04g MnSO, x H,O.

24 o6ra 37°C-on torténd inkubacio utan ujabb leoltas kovetkezett (ismét 1%-ban 10 ml MRS-
be). Tovabbi 1 nap elteltével eldallitottuk a sejtmentes feliiluszot (sejtmentes sziirlet; SMSz) a
kovetkezOképpen: 3000 g-vel, 5°C-on, 10 percig centrifugdltuk a Lp 2142 tenyészetet, majd a
feliiluszot steril kémcsobe vittiik at, és mikrosziiron atszlrtiik (0,22 pm porusatmérd). Az ily médon

nyert SMSz-t hasznaltuk fel a kisérletekben.

3.3. IPEC-J2 sejtek kezelése

A megfeleld TER értéket elért sejttenyészetek tapfolyadékat eltavolitottuk, majd a sejteket 37°C-ra
felmelegitett, antibiotikumokat é¢s FBS-t nem tartalmaz6 (plain) DMEM/F12 oldattal atmostuk
(pPDMEM/F12). A bazolateralis kompartmentet 2,6 ml pPDMEM/F12-vel toltottiik fel. A tenyészetek
apikalis folyadékterébe pipettaztuk a kisérlethez sziikséges anyagokat olyan mennyiségben, hogy a
pDMEM/F12-vel a végtérfogatra, 1,5 ml-re vald kiegészités utdn azok a kivant koncentracioban
legyenek az oldatban (1., 2., és 3. tablazat). Az oxidativ stressz kivaltasa hidrogén-peroxid (H,O,)
oldattal tortént: 10 mM-os H,O, térzsoldatbol 150 pl-t juttatunk az apikalis kompartmentbe (a 1,5
ml végtérfogatban 1 mM-os lett koncentracid). A védohatas vizsgalatdhoz kiilonb6zo
koncentraciokban Lp 2142 SMSz-t; illetve a Lp 2142 &ltal nagy mennyiségben termelt — ecetsavat
¢s tejsavat (racém-, D-, és L-modosulat) adtunk a sejtekhez a H,O,-al egyiitt. Kontrollként az SMSz
mellett annak taplevesével, MRS-sel is elvégeztilk a kisérletet, annak a lehetdségnek kizarasa
érdekében, hogy a kapott eredményt a tapleves anyagai okozzék. A kisérleti elrendezéseket a 1., 2.,
¢s 3. tablazat tartalmazza.

A kezelés utan a sejteket 37°C-on, 60 percig inkubaltuk CO,-termosztatban. Ezutan ujbol
megmértiik a TER értékeket, eltavolitottuk az oldatokat ¢s pDMEM/F12-vel atmostuk a
sejttenyészeteket.

A sejthalalt és a lipidperoxidaciot vizsgald kisérletekhez (1d. 3.6. és 3.7. pontok) 2 hetes,
membran inzert nélkiili 6 lyukas lemezben tenyésztettiik az [IPEC-J2 sejteket.
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1. tablazat: IPEC-J2 sejtek kezelése a Lp 2142 SMSz oxidativ stressz elleni véddhatasat vizsgalo kisérletben

pDMEM/F12 [ H,0, (10 mM) | MRS SMSz
Kontroll 1500 pl - - -
ImM H,0, 1350 pl 150 pl - -
13,3 v/v% MRS 1300 pl - 200 pl -
13,3 v/v% SMSz 1300 pl - - 200 pl
ImM H,0, + 3,3 v/v% MRS 1300 pl 150 pl 50 ul -
ImM H,0, + 3,3 v/v% SMSz 1300 pl 150 ul - 50 ul
ImM H,0, + 6,3 v/v% MRS 1250 pul 150 pul 100 ul -
1mM H,0, + 6,3 v/v% SMSz 1250 pl 150 pl - 100 pl
ImM H,0, + 13,3 v/v% MRS 1150 pl 150 pl 200 pl -
ImM H,0, + 13,3 v/v% SMSz 1150 pl 150 ul - 200 ul

2. tablazat: IPEC-J2 sejtek kezelése az ecetsav oxidativ stressz elleni véddhatasat vizsgald kisérletben (50 mM ecetsav
torzsoldat készitése soran a higitas pPDMEM/F12-vel tortént)

pDMEM/F12 | H;0; (10 mM) Ecelt;;}/)(SO
Kontroll 1500 ul - -
ImM H,0O, 1350 pl 150 pl -
1,3 mM ecetsav 1460 ul - 40 pl
6,7 mM ecetsav 1300 pul - 200 ul
ImM H,0, + 1,3 mM ecetsav 1310 pl 150 ul 40 pul
ImM H,0, + 6,7 mM ecetsav 1150 ul 150 ul 200 ul

3. tablazat: IPEC-J2 sejtek kezelése a tejsav oxidativ stressz elleni védéhatasat vizsgald kisérletben (50 mM tejsav
torzsoldat készitése soran a higitds pDMEM/F12-vel tortént). A kisérletet racém-, D-, és L-tejsav hasznalataval is
elvégeztiik

pDMEM/F12 | H,0, (10 mM) Teﬁ%(so
Kontroll 1500 pl - -
ImM H,0O, 1350 pl 150 pul -
6,7 mM tejsav 1300 pl - 200 pl
ImM H,O, + 6,7 mM tejsav 1150 pl 150 ul 200 ul

3.4. A génexpressziok meghatarozdsa kvantitativ real-time PCR-rel (qPCR)
3.4.1. RNS-izolalas

Homogenizalas: A 3.3. pontban leirtak elvégzése utan 1 ml TRIzol reagenst (fenolt és
guanidin-izotiocianatot tartalmazé6 RNS izoldlo folyadék; Invitrogen) mértiink minden
sejttenyészetre. A sejteket pipettaval alaposan szuszpendaltuk az oldatban, és a keletkezett
sejtlizatumot steril mikrocentrifuga csévekbe mértiik at.

RNS-kivonas 5 perc 4°C-on torténd inkubacié utan 0,2 ml -20°C kloroformot (Reanal)
mértiink a csovekbe, amiket ezutan alaposan vortexeltik (15 mp). Ujabb inkubécié (5 perc, 4°C)
utan egy 12000 g-vel torténd centrifugélas kovetkezett (15 perc, 4°C). A centrifugalas utan szétvalo

3 fazis koziil a fels6, vizes fazis tartalmazta az RNS-t (az als6 egy kloroformbdl és fenolbdl allo
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fazis, a kozéps6 fazis atmeneti). A felsé fazist pipettdval dvatosan masik steril mikrocentrifuga
csovekbe vittlik at. Az 0j csovekkel az RNS-kivonasi 1€pést megismételtiik a kloroform bemérésétol
kezdve.

RNS-kicsapas: a masodik kivondsi miivelet végén a vizes fazis ismét tijabb csovekbe kertilt.
Ezekhez 1:1 ardnyban -20°C-os izopropil alkoholt adtunk. Vortexes keverés utdn 4°C-on 10 percig
inkubaltuk a mintdkat, majd centrifugéltuk dket (12000 g, 15 perc, 4°C). A feliilusz6t elontve a
mikrocentrifuga csdvek aljan a precipitalodott, fehér szinben eldtliind RNS maradt.

RNS-tisztitas: Az RNS-pellethez 1 ml 75%-0s -20°C-os etanolt mértiink. A csoveket
vortexeltiik, majd ismét centrifugaltuk (7500g, 5 perc, 4°C), a keletkez6 feliiluszot pedig ledntottiik.
A kivonashoz hasonloan ezt a Iépést is megismételtiik.

RNS-feloldas: A feliiluszo eltavolitasa utan az RNS-pelletet 10-15 percig szaritottuk, és
feloldottuk 50 pul RNaz-mentes vizben (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf).

Maradék DNS-emésztés: a mintdban kis mennyiségli maradék DNS sem toleralhaté a PCR
nagy érzékenysége miatt. A DNS emésztését az Amplification Grade DNase I (Sigma-Aldrich)
RNé4z-mentes DNdaz-al végeztik el: 8§ pul RNS-mintdhoz 1-1 pl reakcidpuffert és DNaz-t (1
egység/ul) adtunk, a felhasznalt (RN4z-mentes) PCR-csovek tartalmat dsszekevertiik, és 15 percig
37°C-on inkubaltuk. Az elegyekhez 1 pl leallitdé oldatot adtunk, aminek feladata az enzim
inaktivalasa. Ezt egy 10 perces, 70°C-os hokezelés kovette, amivel denaturdltuk a DNaz-t.

RNS-ellenorzés: a kinyert RNS mennyiségének ¢és tisztasdgdnak megéallapitasara
spektrofotometrids modszert hasznaltuk. A nukleinsavak (DNS és RNS) mennyisége 260 nm-en
mérhet6. Az Aaltalunk hasznalt berendezés (NanoDrop ND-1000 spektrofotométer; Thermo
pg/ml-ben. Az RNS tisztasagat szintén az emlitett spektrofotométer segitségével hatdroztuk meg; az
Aseo/Anso €s Aneo/ Az ardnyok megallapitasaval. E16bbi hanyados a fehérje-szennyezettséget jelzi (a
fehérjék abszorpciés maximuma 280 nm), elfogadhatd értéke 1,8 és 2,0 kozott van. Az Ase/Azso
arany a mintaban maradt szerves oldoszerek és szénhidratok mennyiségére jellemzd, 1,5 feletti
érteke esetén mondhaté az RNS minta tisztanak.

Az RNS-degradacio kizarasa érdekében a minta agar6z gélelektroforézises ellendrzését is el
kell végezni. Az 1%-os agardz gél 1 g agardzbol (Sigma-Aldrich), 10 ml 10x TBE pufferbdl (107,8
g/l Tris, 57 g/l borsav, 7,4 g/l EDTA; pH=8,3), 90 ml dietil-pirokarbonatbol (DEPC) késziilt viz
segitségével. Amikor a gél homérséklete 50°C ald csokkent, hozzékevertlink 10 pl etidium-
bromidot (10 pg/ml, Fluka). E nélkiil a gélképen nem latszandnak az RNS-t jelold csikok. A gél
zsebeit 2 pl minta és 1 pl téltépuffer (6x Orange Loading Dye Solution, Fermentas) keverékével
toltottiik fel. Az elektroforézis 25 percig tartott, 80 V fesziiltséggel, 1x TBE pufferben (ebben az

Osszetevok koncentracidja 1/10-e a 10x TBE puffernél leirtaknak). A gél elemzéséhez az InGenius
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LHR Gel Documentation and Analysis System (Syngene) programot vettiik igénybe; az RNS
detektdlasa UV fény segitségével tortént. Idedlis esetben (megfeleld integritasi RNS) két csik
lathato a gélképen (18S rRNS és 28S rRNS). Kettdnél tobb csik megjelenése esetén a minta nem

hasznalhato a tovabbiakban.

3.4.2. Reverz transzKkripcio
Mivel a PCR eljaras soran RNS nem amplifikalhato, ezért az RNS-t sziikséges cDNS-¢ atirni. A

folyamathoz a RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Fermentas) hasznaltuk, a
kovetkezok szerint: PCR csovekben 1 ul RNS minta, 1 pl random hexamer primer és 10 ul RNaz-
mentes viz keverékét 70°C-on, 5 percig inkubaltuk az RNS molekuldk lineariz4cioja érdekében. Az
inkubdacios 1d6 leteltét kovetden a csovek tartalmat 4 pl reakciopufferrel, 1 ul RNaz inhibitorral
(RiboLock) és 2 ul dNTP-keverékkel egészitettiik ki. Az 1 pl reverz-transzkriptdz hozzaadasat
megeldzden az elegyeket dsszekevertiik és 25°C-on, 5 percig inkubaltuk. Az atiras 10 percig 25°C-
on, majd 60 percen keresztiil 42°C-on folyt. Végiil, egy 10 perces, 70°C-os periodus ledllitotta a

reakciot.

3.43.qPCR
PCR-késziilékiink (MiniOpticon System; BioRad) kvantitativ real-time PCR vizsgalatok

elvégzésére alkalmas: a DNS-amplifikici6 minden ciklusa utdn detektdlja a mintdk
fluoreszcencidjat megfeleld hulldmhosszi gerjesztd fényben (ez a dsDNS-ekhez reverzibilisen
kot6d6, reakcidelegyben 16v6 fluoreszcens festéknek koszonheté). fgy a PCR termékek
mennyiségét a berendezés a reakcio kozben folyamatosan méri.

A kiilonbozd kisérletekben a kovetkezd célgének szerepeltek: IL-8, TNF-o és Hsp70.
Referencia génnek a hipoxantin foszforibozil-transzferdzt (HPRT) és a ciklofilin-A-t (CycA)
valasztottuk. A primer-parok szekvenciait az 4. tablazat tartalmazza.

PCR vizsgélatainkhoz az 1Q SYBR Green Supermix kit-et (BioRad) hasznaltuk (ebben van a
fluoreszcens festék). A cDNS mintdkat 6tszords higitdsban hasznéaltuk PCR-templatként (higitas:
RNdéz-mentes vizzel). A reakcidelegy 2,5 pl higitott cDNS mintabdl, 12,5 ul 2x iQ SYBR Green
Supermix-bdl, 0,5 pl forward primerbdl (10 pM), 0,5 pl reverse primerbdl (10 pM) és 9 ul RNaz-
mentes vizbdl allt. A végtérfogat igy minden csében 25 pl volt. Minden cDNS mintabol két

reakcioelegyet készitettiink (két parhuzamos minta).
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4. tablazat: A PCR-reakcioban hasznalt primer-parok

Gén | NCBI azonosité Primer szekvencidk PCR termék
mérete (bp)
IL-8 NM 213867 F 5’-AGAGGTCTGCCTGGACCCCA-3 126

R 5’>-GGGAGCCACGGAGAATGGGT-3’

F 5-TTCCAGCTGGCCCCTTGAGC-3’
TNF-a | NM_214022 | © 5 GAGGGCATTGGCATACCCAC-3’ 146

F 5-GCCCTGAATCCGCAGAATA-3'
Hsp70 | NM_OOTL23I27 | R 5°.TCCCCACGGTAGGAAACG-3' "

F 5-GGACTTGAATCATGTTTGTG3"
HPRT | NM_001032376 | p 5> cAGATGTTTCCAAACTCAAC-3’ o1

F 5-GCGTCTCCTTCGAGCTGTT-3"
CyeA | NM214353 | ¢ 5 CCATTATGGCGTGTGAAGTC-3’ 160

A PCR reakcidk hoprofilja: 3 perc 95°C (cDNS denaturacio), ezutan 40 egyforma ciklus (20 mp
95°C, 30 mp 60°C, 30 mp 72°C, 10 mp fluoreszcencia-leovasas). Az utols6 ciklus végeztével a
PCR-késziilék a hémérsékletet lassan emelve minden 0,5°C ndvekedés utdn megméri a mintak
fluoreszcencidjat (olvadaspont-analizis). Ez arra szolgal, hogy megtudjuk, mennyire volt specifikus
a reakcid, hanyféle PCR termék keletkezett.

A PCR reakciok hatékonysdgat ugy allapitottuk meg, hogy egy kivalasztott (6tszords
higitasu) cDNS mintdbdl higitasi sort készitettiink, majd az igy késziilt oldatokkal PCR-t végezve
az Osszes hasznalt génre (célgének és referenciagének) nézve, felvettiik azok standard gorbéit.

Ezekbdl lehet meghatarozni a hatékonysagot.

3.4.4. A PCR-termékek ellendrzése
Agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, hogy

a PCR termékek hossza a vartnak megfeleld-
e, tehat a kivant gének amplifikacidja tortént-
e meg. A 3.4.1. pontban leirt moddszertdl
eltérden itt 2%-os agardz gélt készitettiink (2
g agar6zbol). A gél zsebeibe 5 pl PCR-termék
¢s 1 pl toltépuffer keverékét juttattuk. A
legsz€lso zsebekbe 2 pl molekulasuly marker
(O’GeneRuler Low Range DNA Ladder;
Fermentas)  keriilt. A 25 perces
elektroforézis 1x TBE pufferben, 80 V

fesziiltség alatt zajlott le. A megjelend csikok

vizualizacidjat a 3.4.1. pont szerint végeztiik
(7. abra), mig az amplikonok hosszat a Gene- 7. 4bra: TNF-o, és a két referenciagén képe

Tools Software-el (Syngene) hataroztuk meg. agar6z gélen. M: molekulatdmeg marker
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3.4.5. A relativ génexpresszio meghatarozasa és adatelemzés
A kiiszob ciklus érték (Ct) azt a ciklusszdmot jelenti, ahol kiiszobvonal elmetszi a felvett

fluoreszcencia gorbéket. Ezt a mutatét a PCR-késziilék szamitja ki mindegyik minta esetében, a
kovetkezd szempont alapjan: a kiiszobvonalat a fluoreszcens jel exponencidlisan novekvo
tartomanyaba igazitja, ugyanis a lancreakcié hatékonysaga ekkor a legjobb (minden ciklus soran
megdupldzodik a templatok mennyisége). Kézenfekvd moédon azokhoz a mintdkhoz, ahol a cDNS
koncentracidja nagyobb, kisebb Ct érték fog tartozni, mivel kevesebb ciklus is elég lesz hozza, hogy
a PCR termékek mennyisége elérje a fluoreszcencia detektalasahoz sziikséges szintet.

A vizsgalt célgének relativ expresszidjanak meghatarozasahoz a REST 2009 programot
(Relative Expression Software Tool) hasznaltuk. A szoftver altal a génexpresszié meghatarozasara

hasznalt képlet a kovetkezo:

koncentraci6 = ef ficiencigCt®ontroll-Ctlminta

a célgen koncentricisja

relativ expresszio = , — —
referenciagének koncentricisjanak geometriai itlaga

Az R 2.11.1 programcsomag (2010) segitségével elvégzett statisztikai kiértékelésnél a relativ
génexpresszid értékeket atlag + SEM (n) formaban adtuk meg, ahol a SEM standard hibat jelent, az
n pedig az parhuzamos mérések szamat. Az atlagok kozti eltéréseket varianciaanalizissel (ANOVA)
allapitottuk meg, 5%-os szignifikancia szint mellett (p=0,05). Az ANOVA meger0sitette az adatok

normal eloszlasat és a variancidk homogenitasat.

3.5. IL-8-termelés meghatdarozdsa szendvics-ELISA maodszerrel

Az IL-8 gyulladdsos citokin termelddését sertés-specifikus IL-8 ELISA-kittel (Invitrogen)
vizsgaltuk (TNF-a-hoz nem talaltunk megfeleld kittet, amivel elvégezhettiik volna az ELISA-t). A
membran-inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejteket 1 oran keresztiil H,O,-al kezeltiik (1 mM). Ezutén a
kiilonbozo sejttenyészeteket kisérleti csoporttol fliggéen tovabbi 0, 1, 4, 6, vagy 24 Oran at
inkubaltuk. Az inkubacids id6 leteltével az apikalis és bazolateralis médiumot Osszegytijtottiik,
amivel a gyart6 utasitasai szerint elvégeztiik az ELISA-tesztet:

A liofilizalt Sw IL-8 antigén standardet higitopufferben (Standard Diluent Buffer) feloldva
10000 pm/ml standard térzsoldatot készitettiink, ebbdl 120 ul-t egy 480 ul higitépuffert tartalmazéd
sort készitettiink (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, és 31,2 pg/ml-es oldatok). A higitasi sor a
kalibracios gorbe felallitasahoz volt sziikséges.

Az — IL-8 elleni — antitestekkel boritott bels¢ feliileti lyukakat tartalmazé miianyag lemez
lyukaiba 50 pl inkubdcids puffert pipettdztunk. Egy lyukat fenntartottunk a vaknak (chromogen
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blank), ezt az els6 1épések alatt liresen hagytuk. A kalibracidos gorbe elsd pontjanak megfeleld
lyukba 50 ul higitopuffer kertilt, tovabbi 7 lyukba pedig a higitasi sornak megfelelden a standard
bazolateralis médium) pipettaztuk, szintén 50 ul mennyiségben. A lemezt letakarva 2 oran keresztiil
szobahOmérsékleten inkubdltuk, ez alatt az antigének az antitestekhez kotodtek. A lyukak
folyadéktartalmat leszivtuk, majd a lyukakat mosopuffer (Wash Buffer Concentrate 25X) €s viz
1:24 aranyt keverékével négyszer atmostuk.

A lyukakba ezutdn 100 pl biotinizalt IL-8 ellenanyag-oldatot juttatunk (Sw IL-8 Biotin
Conjugate); az ellenanyagok a kovetkezd 1 oras inkubacid (szobahdmérsékleten, letakarva) alatt
hozzakotddtek a lyukak aljan 1€vé antitestekhez kihorgonyzott IL-8 molekuldkhoz, 1étrehozva az
ellenanyag-antigén-ellenanyag ,,szendvicset”. A folyadék ujboli eltavolitdsa és mosas utan a
streptavidin-peroxiddz komplex (Streptavidin-HRP) 100-szoros higitasu oldatat mértiik a lyukakba
(100 pl). A korabbiakhoz hasonlé koriilmények kozott inkubaltuk a lemezt, ezuttal 30 percig. A
inkubacié soran a biotin kotdhelyeihez kapcsolodtak az avidin-enzim komplexek (egy biotin
molekuldhoz 4 avidin képes kotddni, ez megnoveli a reakcid szenzitivitasat). Az inkubacid utdn az
oldatokat eltavolitottuk, a lyukakat 4&tmostuk, majd hozziadtuk az utolsé komponenst, a kromogén
szubsztratot (Stabilized Chromogen, 100 pl). A 100 pul kromogént az eddig tiresen allé chromogen
blank lyukéba is bemértiik.

Pozitiv esetben a peroxidaz hatasara azonnal kékiilni kezd a kromogén. 30 perc, sotét helyen
torténd inkubacié utan 100 pl ledllitd oldatot adtunk a mintdkhoz (a chromogen blank-hez is). A
kék szin sargara valtott a csovekben, aminek intenzitasat mikrotiter lemez leolvaséval (MRX TC
revelation Mikroplate Reader; DYNEX Technologies) detektaltuk a vak ellenében. Az

abszorbanciat 450 nm-en olvasta le a késziilék (OD-érték), amelynek szoftvere felvette a kalibracios

crer

3.6. IPEC-J2 sejtek vitalitasanak vizsgalata oxidativ stressz esetén

Az IPEC-J2 sejtek vitalitasit DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) festéssel hatdroztuk meg
kiilonbdzd koncentracidkban alkalmazott H,O,-kezelés utan. A DAPI egy fluoreszcens festék, ami a
sejtmagban a DNS A-T gazdag szakaszaihoz kotddik, igy a sejtmagok fluoreszcens fényben kék
szinben tlinnek eldé. A DAPI az el sejtek membranjan csak nagy koncentracidban hatol at, ezért
hasznalhat6 a nekrdzis kimutatasara: 1 pg/ml DAPI/PBS oldat hasznélatakor csak a halott sejtek
lathatok kék szinben.

A DAPI festés eldtt a sejteket 1 o6ran keresztiil H,O,-kezelésnek tettiik ki, 0, 0.5, 1, 2, és 4
mM koncentraciokban. Ezutan a H,O,-oldatot eltavolitottuk, a sejteket pPDMEM/F12-vel mostuk, és
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1 pg/ml DAPI/PBS oldattal 1 6ran keresztiil festettilk. A festés végén a sejteket PBS-el 6tszor
atmostuk, majd 4 v/v%-os formaldehid/PBS oldattal fixaltuk. A fluoreszcens mikroszkopos

vizsgalatig a mintdkra 3:1 aranyu glicerin/PBS oldatot rétegeztiink és 5°C-on taroltuk Oket.

3.7. Az IPEC-J2 sejtekben oxidativ hatdasdra fellépd lipidperoxiddcio mérése

Az IPEC-J2 sejteken H,O,-kezelés hatasara kialakuld lipidperoxidacio mértékét a kovetkezd
paraméterek mérésével hataroztuk meg: konjugalt diének (CD) és -triének (CT) (a lipidperoxidacid
kezdeti szakaszanak termékei), valamint az MDA (az eldrehaladott lipidperoxidacié végterméke)
mennyisége. Az antioxidans rendszer allapotdt jelzé redukalt GSH-tartalmat és GSH-Px
enzimaktivitast is vizsgaltuk.

A kontroll sejtekhez PBS ¢és MRS keverékét adtuk (1,3 ml és 0,2 ml), a tobbi sejthez a 0,2
ml MRS mellett 1,3 ml PBS-el higitott H,O, oldatot pipettaztunk. A peroxid-koncentracié az 1,5 ml
folyadékban a kisérleti csoportoknak megfelelden 1, 2, és 4 mM volt. 1 6ra szobahdmérsékleten
torténd inkubalds utdn az oldatokat eltavolitottuk, és a tenyészeteket PBS-el kétszer atmostuk. A
PBS leontését kovetden a sejtekhez 1,5 ml 0,3 w/v%-o0s KCl-oldatot mértiink, majd a sejtkapardval
levalasztottuk ket a tenyésztéedény feliiletérdl. A lekaparas utan a sejtszuszpenziot a KCl-oldatban
20 masodpercig szonikaltuk ultrahangos homogenizatorral (Sonoplus UW 2200; BANDELIN
Electric), majd 3000 RPM-el centrifugaltuk (5°C, 20 perc). A feliiliszét Osszegyljtottik a
lipidperoxidacios kisérletekhez.

A mintdkat kiilsé laboratériumba kiildtik (SzIE-MKK, Allattudomanyi Alapok Intézet
Takarmanyozastani Tansz¢k laboratoriuma), ahol egyrészt az MDA, CD ¢és CT tartalmakat mérték
(spektrofotometrias modszerrel; MDA: 535 nm, CD: 234 nm, CT: 268 nm), masrészt
megallapitottak a mintadk redukalt GSH-tartalmat és GSH-Px enzimaktivitasat.

3.8. Lactobacillus plantarum 2142 specifikus fehérjetermékeinek kimutatdasa

A Lp 2142 feliiliszdjaban taldlhatd peptid €s fehérje termékeket két kiillonbozod fehérjeanalitikai
modszerrel  vizsgaltuk: a  kisebb molekulatomegli  peptideket (<7 kDa) kapillaris-
zonaelektroforézissel (CZE), az ennél nagyobb fehérje-produktumokat (7-200 kDa) SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) mutattuk ki.

A CZE elvalasztas BioFocus 2000 késziiléken (Bio-Rad) tortént, bevonat nélkiili, 38°C-os
kvarc kapillarisban, UV detetektalassal (200 nm: ez a hullimhossz a peptidkdtésre jellemzd). A
vivéelektrolit 0,1 M-os foszfatpuffer volt (pH=2,5). Az elektroforézis megkezdése elott sziikséges
volt az SMSz (minta) és MRS (kontroll) hokezelése (100°C, 10 perc), a fehérjék eltavolitasa
céljabol; igy csak a kisebb peptidek maradtak az oldatokban. A hasznalt mddszer eredetileg a

husban talalhato biologiailag aktiv dipeptidek (karnozin és anzerin) kimutatasara lett kidolgozva, a
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kimutatési hatar karnozin esetében 0,016 uM.

Az SDS-PAGE elvalasztas Laemmli mddszerével tortént [68], Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-
Rad) késziiléket hasznalva, 15%-os akrilamid gélben. A liofilizalt minta 300 pl mintaold6 pufferben
(3% Na-dodecil-szulfat (SDS), 62 mM Trisz-(hidroximetil)-amino- metan, 8,7% glicerin, 10% f-
merkapto-etanol, pH: 6,8) lett feloldva. 5 perc forralds utdn a gél zsebeibe 5, 10, és 15 pl
mennyiségben keriiltek mintdk (SMSz és MRS-kontroll). A gél festése Coomassie Brillant Blue R-
250 festékoldattal (érzékenység: 100 ng) illetve eziist nitrattal (érzékenység: 5-10 ng) tortént. A gél
dokumentéciojara a Gel Doc 2000 (Bio-Rad) rendszert hasznaltuk. A kiértékelést a Quantity One
Software 1-el (Bio-Rad) végeztiik, a fehérjék jeleit az els6 zsebbe toltott molekulatomeg standard

(LMW Pharmacia) savjaihoz hasonlitva.
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4. EREDMENYEK

4.1. A Lactobacillus plantarum 2142 feliiluszojanak hatasa a hidrogén-peroxiddal
kezelt IPEC-J2 sejtek génexpressziojdara

crer

cre

expresszioban a kizarolag hidrogén-peroxiddal kezelt csoporthoz képest. A pozitiv effektus
(P<0,05) csak 13,3%-0s SMSz-t hasznalva volt megfigyelhetd, ezért a késobbi kisérletekben ezzel a
koncentracioval dolgoztunk. A szadmszerii eredmények a mellékletekben megtalalhatoak (7.
tablazat).
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8. abra: A Lp 2142 feliiluszo kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa a gyulladasos citokinek génexpresszidjara hidrogén-
peroxiddal kezelt IPEC-J2 sejteken. Atlag + standard hiba (SEM). n=4
A 9. abran a kisérletek eldtti €s a kezelések utani TER értékek lathatok (I1d. még: a mellékletek 8.
tablazata). Mindegyik kiindulasi sejttenyészeten mért TER érték meghaladta a kisérletek
elkezdésének feltételéiil szabott 8000 Ohm/cm?® értéket (ez a tobbi, példaul a szerves savakat
vizsgald qPCR-es kisérlethez hasznalt sejttenyészetnél is igy volt), egymastdl pedig alig
kiilonboznek. A H,O,, illetve az SMSz vagy MRS hozziaddsa sem valtoztatta meg markansan a
TER-t, ami arra utal, hogy egyik kezelés sem karositotta sulyosan az enterocyta-monolayerek

integritasat.
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TER értékek kezelés elott és utan

Kontroll H202 SMSz H202+MRS H202+SMSz

12000

10000

8000

H Kezelés el6tt

6000 B Kezelés utan

4000

TER (Ohm*cm2)

2000

9. abra: Az IPEC-J2 sejteken mért TER értékek H,O,, SMSz (Lp 2142 feliiluszo), MRS kezelések el6tt és utan

Az IL-8 és TNF-a gyulladasos citokinek és a Hsp70 hésokkfehérje génjeinek relativ expresszidjat a
peroxidkezelés és SMSz hatasara a 10. abra szemlélteti.

Az IL-8 esetében lathatd, hogy az SMSz ¢s az MRS nem valtoztatja meg a transzkripcio
mértékét, de H,O, hatdsara mintegy 2,5-szeresére (P<0,05) megnd az expresszid a negativ
kontrollhoz képest, regulatoros valaszként az oxidativ stresszre. A Lp 2142 feliiltszoja hatdsosnak
bizonyult a gyulladasos citokin termelésének mérséklésében: a peroxid mellett SMSz-el is kezelt
sejttenyészetek IL-8 expresszidja csak kevéssel haladja meg (nem szignifikansan) a negativ
kontrollnal mért szintet, mikdzben az érték joval alacsonyabb, mint a pozitiv kontroll esetében
(P<0,05). Megfigyelhetd, hogy a Lactobacillus tapleves (MRS) nem befolyésolta a sejtek H,O,-ra
adott reakciojat.

A TNF-o0-t tanulmanyozva hasonld tendencia figyelhet6 meg, mint az IL-8-ndl, de a
kiilonbségek kifejezettebbek. Erdekes, hogy az 6nmagaban adott SMSz és MRS hatasara is
szignifikans (2-3-szoros) up-regulacid figyelhetd meg. Az oxidativ talstuly (pozitiv kontroll) a
génexpresszio tobb, mint 7-szeres novekedését valtotta ki a bélhamsejtekben. Az MRS itt sem véd a
gyulladas ellen, az SMSz azonban szinte teljesen neutralizdlja a H,O, hatasat (P<0,05): az
expresszio peroxid és SMSz egyiitt addsa esetén nem haladja meg szignifikdnsan az SMSz
kontrollndl mért szintet. A gyulladdst mérsékld hatas itt tehat még kifejezettebb, mint az IL-8
esetében.

A Hsp70 expressszidja az alaptermelés mintegy 2,5-szeresére emelkedik H,O,-ot adva a
sejtekhez. Az SMSz itt ellenkezdleg hat, mint a két el6z6 esetben: jelentdsen tovabb emeli a Hsp70
génjének transzkripcidjat (alapérték kb. 7-szerese). Ez szignifikdns eltérést jelent a pozitiv

kontrollhoz képest. A Hsp70-expresszid6 novekedése sejtvédd hatasu a gyulladds okozta
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karosodasokkal szemben, ugyanis chaperonhatasuknél fogva segitik fenntartani vagy helyreéllitani
a sériilt szerkezeti sejtfehérjék nativ allapotat. Az MRS a Hsp70-termelés tekintetében sem
moédositja szignifikansan az IPEC-J2 sejtek H,O,-ra adott valaszat, egyediili addsa viszont tobb,
mint 50%-kal csokkenti a hdsokkfehérje alaptermelddését. Az SMSz kontroll csoportoknal ez nem
figyelhetd meg. Osszességében az eredményekbdl kideriilt, hogy a Lp 2142 sejtmentes feliiliiszoja
csokkenti a gyulladasos folyamatokat €s védi a sejteket az oxidativ karosodasoktol. Az eredmények

a mellékletekben is megtalalhatok (9. tablazat).

Lp-2142 SMSz hatasa az IL-8, TNF-a és Hsp70 expressziora
9 5
a

E
1

5 ML
L TNF-a
4 M Hsp70

Relativ génexpresszié a kontrollhoz viszonyitva

H202 MRS SMSz H202+MRS H202+SMSz

10. abra: Az IPEC-J2 sejteken mért IL-8, TNF-a, és Hsp70 relativ génexpresszio valtozasai H,O,, SMSz (Lp 2142
feliiluszo), MRS kezelések hatasara. A kiilonbozden jeldlt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05)

Atlag + SEM. n=3

4.2. Szerves savak hatdsa a sejtek génexpresszidjara oxidativ stresszben

gyulladasos citokinek és a Hsp70 hdsokkfehérje termelddésének mértékére a 11. abra (és a
mellékletek kozott a 10. tablazat) mutatja be. Amint a diagramrol leolvashato, nincs Iényeges
kiilonbség a tejsav harom modosulatanak hatasa kozott. Statisztikailag nem bizonyithatd, hogy

barmelyik tejsav optikai izomer szignifikans véddhatast gyakorolna az oxidativ stresszel szemben.
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Tejsav hatasa az IL-8, TNF-a és Hsp70 expressziéra

| . IL-8
3 D TNF-a
. Hsp70

Relativ génexpresszié a kontrollhoz viszonyitva

0 \ \ \ \
H202 H202 + D-,L-tejsav H202 + D-tejsav H202 + L-tejsav

11. abra: Az IPEC-J2 sejteken mért IL-8, TNF-a, és Hsp70 relativ génexpresszio valtozasai H,O, és tejsav-kezelések
hatasara. Atlag + SEM. n=3

A két kiilonboz6 koncentracidban torténd ecetsavas kezelés hatésa az IL-8 és TNF-a gének atirdsara
a 12. abran figyelhetd meg (Id. még: mellékletek, 11. tablazat). A kontrollokhoz képest markans,
majdnem tizszeres mértékii TNF-a-, és a szintén szignifikans, kb. 2,5-szeres IL-8 up-regulaciot az
ecetsav egyik vizsgalt koncentracidban alkalmazva sem csokkentette. Kijelenthetd, hogy a
tejsavnak és ecetsavnak sincs kizardlagos jotékony hatdsa az oxidativ stressz okozta gyulladasok

elleni védekezésben.

Ecetsav hatasa az IL-8 és TNF-a expresszid szintjére
12

10

M-8
L TNF-a

: -

1,3 mM ecetsav H202 + 1,3 mM ecetsav
H202 6,7 mM ecetsav H202 + 6,7 mM ecetsav

Relativ génexpresszié a kontrollhoz viszonyitva
[e)]

12. abra: Az IL-8, TNF-a, és Hsp70 relativ génexpresszio valtozasai H>O, és ecetsav-kezelések hatasara.
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4.3. IL-8 szintézis az oxidativ hatas mértékétol fiiggden IPEC-J2 sejtekben

A gqRT-PCR-el végzett kisérletiinkben a gyulladasos citokinek és a Hsp70 génexpresszidjanak
meghatarozasa arra irdnyult, hogy a sejtekben milyen reakciokat valt ki az oxidativ stressz, és
szamolhatunk-e az SMSz vagy az altala termelt szerves savak védéhatasaval a gyulladas ellen. A
vizsgalatok igazoltdk, hogy hidrogén-peroxid hatasara a sejtekben a gyulladdsos termékek
génexpresszidja nd. A citokinek tényleges termelddésének kimutatdsdhoz sziikségesek a
transzlacids szintli vizsgdlatok, amelyek soran arra is fény deriilhet, mennyi id6vel koveti a
transzkripciot a fehérje-szintézis. Ebben a kisérletben az egyik pro-inflammatorikus citokin, az IL-8

crer

szendvics-ELISA modszerrel.

IL-8 szintézis valtozasa hidrogén-peroxid hatasara

120
100
€
3_’ 80
2
Ne)
2 60
i B Apikalis
o 40 [ Bazalis
(3]
c
o
X 20
c©
-
0 — —
-20

Oh 1h 4h 6h 24h

Inkubacios ido6

13. abra: Az IPEC-J2 sejtek médiumaban mért IL-8 koncentracié oxidativ stressz esetén, 0-24h inkubacio utan. A

kiilonboz6 betiijelii csoportok kozott a kiilonbség szignifikans (P<0,05). Atlag + SEM. n=7

Amint az a 13. abran lathaté (1d. még: mellékletek, 12. tablazat), méréseink az apikalis
médiumban mar 4 ora utan szignifikdns emelkedést mutattak az IL-8 koncentracidoban (peroxid-
kezelés nélkiil egy igen alacsony alapszekrécio figyelhetd csak meg). A citokin mennyisége 6 Ora
inkubdcio6 utan a 4 6ras szint majdnem kétszeresére nétt, a legnagyobb mértékii szintézist pedig 24
Ora elteltével tapasztaltuk (a kontrollhoz képest tobb, mint 100-szoros ndvekedés). Az IL-8
mennyiségének ndvekedése tehat idofliggdnek bizonyult.

Mig az IL-8 génexpresszid csucsa 1 ora inkubacids id6 utan mérhetd; a fehérjeszintézis
lassabban torténik, a kovetkezd 1 nap sordn fokozatosan nd az apikélis koncentraciod, amelynek
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végso értéke meghaladja a 100 pg/ml-t. A bazolateralis kompartmentben az IL.-8 mennyisége csak
kevéssel ndtt az amuagy is minimadlis alapértékhez viszonyitva (nem szignifikans), ez azt bizonyitja,
hogy a megtermelt citokint a bélhamsejtek az apikalis térbe valasztjak ki (in vivo korilmények kozt

ez a bél lumenének felel meg).

4.4. A hidrogén-peroxid kezelés kivaltotta sejthalal IPEC-J2 sejteken

A sejtek vitalitdsat kiillonb6z0 koncentraciokban alkalmazott peroxid-kezelés utan vizsgaltuk. A
DAPI festés soran a nekrotikus sejtek ardnya a H,O,-koncentraciotol fliggden valtozott (8.
tablazat): 0,5 mM és 1 mM koncentraciokban nem tapasztaltunk szamottevd sejthalélt (1-2%-os
arany, ez nem kiilonbozik szignifikansan a kontroll csoportnal mért értéktdl, ahol nem tettiik ki a

sejteket oxidativ stressznek), ezzel Kontroll

4 mM H,0,

szemben a 2 ¢és 4 mM-os H,0,-
oldatok hasznalatakor mar
jelentdsen megndtt a nekrdzis a
bélhamsejtek kozott (P<0,05). A

mikroszkopos vizsgalat soran kék

fluoreszcenciat mutattak az 14.
abra: DAPI festés eredménye a kontroll csoportndl, és 4 mM-os

elhalt sejtek magjai (14. abra).

H,0: oldat hasznalatakor (a nekrotikus sejtek magjai kék szintiek)

5. tablazat:Sejthalal IPEC-J2 sejteknél DAPI festéssel vizsgalva, H,O,-kezelést kovetden

H,O0, koncentracio Elpusztult sejtek
(mM) (DAPI)
0 mM 2,00%
0,5 mM 1,10%
1 mM 1,40%
2 mM 10,10%
4 mM 14,60%

4.5. Oxidativ stressz okozta lipidperoxidacio IPEC-J2 sejteknél

A ROS egyik legjelentésebb sejtkarositdo hatasa a — foleg a biologiai membranokat érintdé —
lipidperoxidéacio [19]. Ennek markereit vizsgalva nem sikeriilt igazolni feltételezésiinket, hogy a
H,0,-koncentraciok novekedésével aranyosan nd a lipidperoxidacidos termékek mennyisége és
csokken az antioxidans védekezOrendszerek kapacitdsa az entrocytdkban. Ez a tendencia

statisztikailag a kisérletiinkben vizsgalt egyik paraméternél sem volt igazolhat6 (6. tablazat).
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6. tablazat: A glutation-védekezdrendszer kapacitasa és lipidperoxidacios értékek. GSH: glutation, GSH-Px: glutation-

peroxidédz, MDA (malondialdehid), CD (konjugalt diének), CT (konjugalt triének). Atlag + SEM, n=3

GSH (uM) | GSH (uM/| GSH-Px (E/| MDA (nmol/| CD (ABS 234 | CT (ABS 268
g fehérje) | g fehérje) g fehérje) nm) nm)
()Hrzné\:I 189&?:?2 * 1621é2’§65 * 37%%663 * 2,495+0,89 0,528 +0,18 | 0,122 +0,03
lHrzné\:[ 19823?6 * 21;,;5’;: * 436?7996 * 1,637 £0,35| 0,577 +£0,24 | 0,135+ 0,04
2}11:1(;\:[ 19652’;5 * 1811’1’244 * 46%?5226 * 1,851 £ 0,25 | 0,453 +0,03 | 0,107 0,01
4}[?(1)\21 2335531,;1 * 2357;,1977 * 42%{35 * 1,556 £ 0,33 | 0,790 +0,14 | 0,165%0,3

4.6. A Lactobacillus plantarum 2142 specifikus fehérje- és peptidtermékei

A Lactobacillus fajok sokféle fehérjetermészetli biologiailag aktiv anyagot termelnek, ilyenek
példaul a bakteriocinek [11] Lp 2142 gyulladascsokkentd hatasdnak hatterében jelentdségiik lehet a
peptid és fehérje termékeknek. A 7-200 kDa molekulasulyu fehérjék kimutatasahoz hasznalt 15%
SDS-PAGE elvélasztas harom parhuzamos minta elemzése soran (n=3), két kiilonb6z6 fehérjét
mutatott ki a Lp 2142 SMSz-ben, amelyeket az MRS nem tartalmaz. Ezek a specifikus termékek két
jol lathaté savként tlinnek eld a Coomassie Brillant Blue R-250-¢l és eziist-nitrattal festett géleken.
A nagyobb mennyiségben jelen 1évd, erdsebb savot add fehérje mérete a 20-29 kDa kozti
tartomanyban van (kb. 21,5 kDa), a halvanyabb savot ad6é masik termék molekulatomege 29 ¢s 37

kDa kozotti (kb. 31,5 kDa). A gélelektroforézis eredménye a 15. abran lathato.
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15. abra: Az SDS-PAGE fehérjeanalizis eredményeként kapott gélképek. Bal oldali: Coomassie Brillant Blue R-250
festés, jobb oldali: eziist-nitratos festés. Oszlopok balrdl jobbra mindkét gélnél: molekulastandard (1), 5 pl tapleves-
MRS (2), 5 ul feliilasz6-SMSz (3), 10 ul MRS (4), 10 pl SMSz (5), 15 pl MRS (6), 15 pul SMSz (7), iires hely (8), 20 pl
MRS (9), 20 ul SMSz (10). Kiértékelés: Quantity One Software-1 (Bio-Rad)

Kapillaris zonaelektroforézis segitségével kis molekulatomegli peptidek (<7 kDA) jelenlétét
probaltuk kimutatni. A 16. abran lathaté elektroforetogram szamos csucsa koziil egy olyan lathato,
amely az SMSz mellett nincs meg a kontrollként hasznalt tapleves, az MRS gorbéjében is. Ez a Lp

2142-specifikus peptid 11,86 perces retenciods iddvel volt elualhaté a kapillarisrol.
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4,44

2.88
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-0.25- |
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16. abra: Akapillaris-elektroforézisben (UV detektalas, 200 nm) eredményiil kapott elektroforetogram, amely a
Lactobacillus felilluszo (SMSz, kék gorbe) és a tapleves (MRS kontroll, piros) 7 kDa-nal kisebb peptidjeit mutatja.
Z51d nyil jelzi a Lp 2142-specifikus peptidet (11,86 percnél)
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5. MEGBESZELES

Az oxidativ stressz hatdsanak feltérképezése kiemelkedd jelentéségli human és allategészségiigyi
szempontbol is. Sejt- és molekuléris szintli megismerésének ¢és kivédésének igénye egyre inkabb
meghatarozza a gyulladdsos folyamatok kezelési lehetéségeinek kutatdsi iranyat. Bar ismert jo
néhany élettani szerepe, leggyakrabban mégis azon betegségekkel kapcsolatban keriil emlitésre,
amelyek patogenezisében mint koérok, vagy mint hajlamositod tényezd szerepel. Az ilyen kérképek
kezelésében €és megeldzésében az oxidativ stressz csokkentése kiemelt fontossagu feladat.

Az oxidativ stressz sejtkarositd hatasara a sejtek vitalitasa csokken. H,O,-kezelést kovetden
a sejthalal mértéke DAPI festéssel vizsgalva szoros korrelaciot mutatott az alkalmazott peroxid-
koncentréacioval.

Feltételeztiikk, hogy az oxidativ karosodasok legjellegzetesebb megnyilvanuldsanak, a
lipidperoxidacionak szadmszertsitett értékei is a H,O,-koncentracidéval aranyosan valtoznak, ¢és
ekozben a celluldris antioxiddns védekezdrendszerek kapacitdsdnak (GSH, GSH-Px) fokozatos
csokkenése mutathato ki. Az eredmények nem igazoltak a varakozéasokat, mert egyik paraméter sem
fliggott az oxidativ behatas mértékétol.

Az emésztérendszerben az oxidativ stressz csokkentésének egyik terapias lehetOséget a
probiotikumok jelentik, melyeket széles korben alkalmaznak, els6sorban a bélflora egyensulyanak
fenntartdsa érdekében, emésztési funkciok javitasara, és kiilonbozo bélgyulladasok esetén is. A
gyulladascsokkentd hatas — bar sokszor igazoltak allatgyogyaszati és human terdpids vizsgalatok is
[69, 70, 71] — mechanizmusanak részletei még kevésbé ismertek. A hatas kialakitasaban jelentds
szerepet jatszhat a bélbeli immunsejtek és az enterocytdk citokin-termelésének modositasa [72, 73,
59], ami az immunrendszer parakrin szabdlyozasat befolyasolja. A reaktiv oxigén szarmazékok
nagy koncentracioban sejthaldlt okoznak [18], egyes probiotikus baktériumtorzsek ez ellen is
mutathatnak véddhatast [74, 75].

A gyulladasos citokinek termelésének csokkentéséhez az €16 probiotikumok jelenlétére
nincs feltétleniil sziikség. A Gyogyszertani és Méregtani Tanszéken végzett korabbi vizsgalatok
igazoltak, hogy a jotékony hatas kivalthatd tejsavbaktériumok sejtmentes feliiluszojaval is: a Lp
2142 torzs feliiliszoja jelentdsen csokkentette a hidrogén-peroxid altal eldidézett IL-8 termelddést
Caco-2 sejtekben [74]. Jelen vizsgalatunkban is igazoltuk a Lp 2142 SMSz gyulladascsokkentd
szerepét: a feliiluszo6 megakadalyozta hidrogén-peroxiddal kivaltott IL-8 és TNF-a up-regulaciot.
Kimutattuk tovabba, hogy az SMSZ sejtvédd hatastu: a Hsp70 hdsokkfehérje génexpresszidja
szignifikansan emelkedett oxidativ koriilmények kozott. Fontos kiemelni, hogy kisérleteinkben a
kordbban alkalmazott human vastagbél adenocarcinoma sejtvonal (Caco-2) helyett nem
transzformalt, sertés jejunumabol szdrmazo bélhamsejt vonalat (IPEC-J2) hasznaltunk. Az ezt

alkotd (polarizélt, apikalisan mikrobolyhokat fejlesztd) sejtek altal képezett egyrétegli tenyészet
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jobb modellt szolgaltat az ¢16 allatokban zajl6 fizioldgias folyamatokhoz.

Az a tény, hogy a probiotikumok sejtmentes feliiliszoja 6nmagaban képes csokkenteni a
gyulladdsos mediatorok termelését azt is jelenti, hogy a baktériumok 4ltal termelt és leadott
anyagok kozott olyan (egy vagy tobb) aktiv komponens van, ami alkalmas az oxidativ stressz miatt
kialakulo gyulladas csokkenésére. Ha sikeriilne azonositani a jotékony hatasért felelds bakterialis
termékeket, a kronikus bélgyulladasok kezelésében 1j lehetdségek nyilndnak meg, ugyanis egy
izolalt hatdanyagot tartalmazd gydgyszerkészitmény terapids felhasznildsa szamos eldnnyel
rendelkezne az €16 probiotikumokkal szemben. Utdbbiakndl komoly korlatozd tényezd, hogy
tarolasuk soran életképesnek kell maradniuk, megfeleld mennyiségben kell elérniiik a gyomor-
bélrendszert, ott meg kell tapadniuk a nyalkahartya hamrétegén, és el kell tudniuk szaporodni, hogy
a kivant feladatot ellassak. E miatt rdaddsul a hatas kialakuldsa gyakran lassabb a sziikségesnél. A
probiotikum tartalmu étrendkiegészitok, gydgyszerkészitmények és allati tapok gyartdsa soran az
alkalmazhat6 technologiat behataroljak az emlitett kritériumok. Természetesen az aktiv komponens
izolalasa esetén sem lehet elvetni a probiotikumok hagyomanyos hasznélatat, hiszen példaul a
patogén baktériumok elleni kiizdelemben és az antibiotikumok okozta hasmenés kezelésében csak
az ¢€l6 ¢és intenziv szaporodasra képes probiotikus baktériumok johetnek szoba. A
gyogyszertechnologia feladata olyan hatékony, célzott hatéanyagleadast biztositd terdpias
rendszerek ¢€s gyogyszerforméak fejlesztése, amelyek igénybevételével az ¢€l6 probiotikumok
kevesebb veszteséggel és nagyobb biztonsdggal vihetdk be az emésztérendszerbe. Szamos modern
elképzelés létezik erre a célra (példaul electrospinning technikéval eldallitott nanoszalakba zart
Lactobacillus torzsek [76]).

A probiotikumok 4altal termelt gyulladascsokkenté molekuldk jellegérdl az irodalomban
megoszlanak a vélemények. Nem kizart, hogy tobb kiilonb6zd tipusu termék egyiittes hatdsa
nyilvanul meg a bakterialis feliiliszok gyulladascsokkentésének hatterében. Egyes tanulmanyok a
szerves savak szerepét hangsulyozzdk, mondvan, hogy a tejsavbaktériumok altal legnagyobb
mennyiségben eldallitott tejsav (esetleg ecetsav és mdas szerves sav is) felelds a gyulladéaskeltd
citokinek bélben torténd termelddésének mérsékléséért [75]. Vizsgalataink nem igazoltdk a rovid
szénldncu szerves savak jelentdségét a gyulladasos folyamatok visszafogdsadban: H,O,-kezelés
mellett tejsavat (racém-, D-, és L-modosulat) és ecetsavat adva a sejttenyészetekhez a gyulladasos
citokinek génexpresszidja nem volt szignifikdnsan kisebb, mint a csak H,O,-nak kitett kisérleti
csoportban.

Az irodalom kiemeli a fehérjék jelentdségét a probiotikumok hatdsmechanizmuséban [11,
77]. A Lp 2142 specifikus peptid- és fehérjetermékeinek kimutatdsdhoz kétféle fehérjeanalitikai
eljarast alkalmaztunk: SDS-PAGE elvalasztassal — a 7-200 kDa kozotti mérettartomanyban — két,

eltéré molekulatomegli fehérjeterméket mutattunk ki, mig egy kis molekuldju peptid jelenlétét az
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SMSz-ben kapillaris elektroforézissel igazoltuk.

A génexpresszid qRT-PCR-el végzett tanulméanyozasa mellett IL-8 esetében transzlacios
szintll vizsgalatot is végeztiink: a sejttenyészetek apikdlis médiumban mérhetd IL-8 koncentracio
hidrogén-peroxid hatdsara 4 6ra inkubdcié utan szignifikdnsan nétt. A legmagasabb citokinszintet
24 6ras inkubaciot kdvetden mértiik. A bazolateralis folyadékkdzegben az IL-8 koncentracid csak
minimalis mértékben valtozott, mert a citokint a bélhamsejtek az apikalis oldalon adjak le, ami in
vivo koriilmények kozott a bél lumenét jelenti (in vitro sejttenyészetben pedig az apikalis
tapfolyadékot).

A késobbi vizsgalatok f6 célja a Lp 2142 SMSz-ben jelen 1évé biologiailag aktiv
(gyulladascsokkentd) anyagcseretermékek izolalasa. Ehhez folytatni kivanjuk a fehérjeanalitikai
vizsgalatokat, hogy tisztitott formaban kinyerhessiik a kimutatott fehérjetermészetli bakterialis
termékeket, és azok hatdsait megallapithassuk a gyulladédsos citokinek génexpresszidjara. A tovabbi
Osszetevok elvalasztasat kiillonbozo kromatografids eljarasok segitségével tervezziik végrehajtani.
Ha egy vagy tobb, tisztitott formaban kinyert komponensrdl beigazolodik, hogy oOnmagaban
hatékonyan mérsékli a gyulladasos folyamatokat, akkor a kovetkezd feladatok a szerkezetének
felderitése és molekularis szintli hatdsmechanizmusdnak megallapitasa (jelatviteli folyamatok,
redox szabalyzas).

Ezen kiviil tervezziikk, hogy a gyulladasos folyamatban ¢érintett tovabbi fehérjéket,
prosztaglandin /leukotrién szintézisben szerepet jatsz6 enzimeket is bevonunk a qRT-PCR-es
génexpresszio vizsgalatokba, folytatjuk az transzlacids szinten torténd kisérleteket szendvics
ELISA moédszerrel és Gjabb probiotikus baktériumtdrzsek bélgyulladéas-ellenes hatasat vizsgaljuk. A
késObbiekben szeretnénk in vitro eredményeinket in vivo allatkisérletekkel (ragcsalo és/vagy sertés)

1s alatamasztani.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az antioxidans rendszerek alapvetd szerepe, hogy ellensulyozzak a szervezetben képzddott reaktiv
oxigén szarmazékok karos hatdsait. Ha ez az egyensuly felbomlik, oxidativ stressz alakul ki, ami
betegségek széles korével Osszefiiggésbe hozhatd, mint kivaltdé ok vagy hajlamosité tényezd. A
bélcsatornaban az oxidativ stressz — kozvetlen sejtkarositd hatasan tul — gyulladaskeltd citokinek
termelddését valtja ki a bélhamsejtekben és lipidperoxidaciot idéz eld a membranokban. A
probiotikumok terapids értékét szamos esetben igazoltdk a bélrendszer gyulladésos
megbetegedéseiben, a fertdzések megeldzésében és kezelésében, azonban a gyulladascsokkentd
hatés hatterében meghuz6dé mechanizmus részleteiben még kevéssé ismert.

Vizsgalataink arra iranyultak, hogy a probiotikumok sejtmentes feliiluszdja hogyan
befolydsolja a bélhamsejtek oxidativ stresszre adott valaszat, és képes-e megvédeni azokat a
karosodasoktol. Célunk volt tovabba, hogy a bakteridlis feliiliszobdl olyan aktiv komponenseket
azonositsunk, amelyek szerepet jatszhatnak a véddShatdsban. A probiotikus torzsek koziil eldzetes
eredményeink alapjan a Lactobacillus plantarum 2142 védoéhatasa bizonyult legjelentdsebbnek,
ezért a kisérletekben ennek a torzsnek feliiliszojat hasznaltuk.

Az akut oxidativ stressz ¢€s a probiotikumok hatasdnak vizsgalatat kollagénnel bevont
poliészter membran inzerten tenyésztett, IPEC-J2 in vitro bélhdmsejtvonalon végeztiik, amely
ujsziilott sertés jejunum eredetii, daganatosan nem transzformalt enterocytakbol all. A sejtekben az
oxidativ stresszt hidrogén-peroxid oldattal valtottuk ki.

A peroxiddal kezelt IPEC-J2 sejtekben a gyulladasos citokinek (IL-8 és TNF-o) és a
citoprotektiv hatasti 70 kDa-os hésokkfehérje (Hsp70) relativ génexpressziojat kvantitativ real-time
PCR-rel hataroztuk meg a feliiliisz0, illetve az ebben megtalalhatd rovid szénlanct szerves savak
(ecetsav ¢€s tejsav) hozzaadasa utan.

Eredményeink szerint a Lactobacillus plantarum 2142 sejtmentes feliiliszdja hatékonyan
csillapitotta az oxidativ tulstly okozta gyulladasos folyamatokat: hatasara az IL-8 és TNF-a
expresszioja szignifikansan csokkent, mig a Hsp70 génexpresszidja jelentés novekedést mutatott. A
probiotikum altal termelt ecetsav ¢€s tejsav nem okozott szignifikans csokkenést a gyulladdsos
citokinek expresszidjaban. Fehérjeanalitikai méddszerek (SDS-poliakrilamid gél elektroforézis és
kapillaris elektroforézis) segitségével sikertilt eltéré molekulastlyt fehérjék jelenlétét kimutatni a
a gyulladascsokkentd hatds kifejtésében. Tovabbi kutatdsi munkank célja kettds: az aktiv
komponensek izolalasa tejsavbaktériumok feliiliszojabol és az oxidativ sejtkdrosodasok
kivédésének hatterében lezajlo folyamatok tipusdnak meghatarozasa (jelatviteli mechanizmusok,

antioxidans hatas).
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7. MELLEKLETEK

7. tablazat: IPEC-J2 sejteken mért IL-8 és TNF-a

2142 feliiluszé és MRS kezelések utan. Atlag + SEM,

srer

n=4
IL-8 TNF-a

1 mM Hx0, 2,809 £ 0,591 6,105 £ 1,000
13,3% MRS 0,924 +0,212 |2,385+0,138
13,3% SMSz 0,865+ 0,145 |2,667 + 0,873
1 mM H,0, + 3,692+0,492 6,366 + 0,481
3,3% MRS

1 mM H,0, + 3,065+1,399 5,281 £2,036
3,3% SMSz

1 mM H,O, + 3,703 £ 0,954 6,963 £ 1,042
6,6% MRS

1 mM H,O, + 2,904 £ 0,507 7,298 £2,431
6,6% SMSz

1 mM H,0O, + 1,957 £ 0,253 6,997 £0,419
13,3% MRS

1 mM H,O, + 1,004 + 0,237 12,824 + 0,668
13,3% SMSz

9. tablazat: IPEC-J2 sejteken mért IL-8, TNF-a, és
Hsp70 relativ génexpressziéo H,O,, Lp 2142 feliiliszo és

MRS kezelések utan. Atlag + SEM. n=3

8. tablazat: IPEC-J2 sejteken mért TER értékek H,O,,
SMSz (Lp 2142 feliiltszo), MRS kezelések el6tt és utan.

Atlag + SEM, n=3

TER (Ohm*cm?) | TER (Ohm*cm?)
kezelés elott kezelés utan
Kontroll (nincs | 9605 + 407 9331 + 355
kezelés)
1 mM H,O, 10121 + 236 8710 £ 904
13,3% MRS 10173 + 121 10439 + 229
13,3% SMSz 9709 + 617 9642 + 826
1 mM H,0, + 9591 + 390 9089 + 437
13,3% MRS
1 mM H,0, + 9898 + 847 9014 + 543
13,3% SMSz

10. tablazat: IPEC-J2 sejteken mért IL-8, TNF-q, és

Hsp70 relativ génexpresszio H,O, és tejsav-kezelések

utan. Atlag + SEM. n=3

11. tablazat: IPEC-J2 sejteken mért IL-8 és TNF-a

relativ génexpresszio H,O, ¢€s ecetsav-kezelések utan.

IL-8 TNF-a Hsp70 IL-8 TNF-a Hsp70
I mM H,O0, 2,650,226 |7,51+0,43 |2,64+0,17 1 mM H,0, 2,06 = 395+ 339+
13,3% MRS 1,04 £0,10 |2,65+0,23 0,37 £0,02 0,30 0,46 0,57
1 mM H,0,+6,7 235+ 3,70 £ 2,13+
V) > > > >
13,3% SMSz 0,79 £ 0,05 [2,30+£0,47 | 1,41 £0,27 mM D-,L-tejsav | 0.63 0.99 1.07
+
i3m31})ilﬁgzs 2,44+0,29 |7,22+0,68 [1,49%0,10 I mMH:0, + 67 | 1,60+ 315+ 2,16+
i mM D-tejsav 0,19 0,13 0,18
1 mM H,0, + + + +
m0 20, +11,51+£0,15 [2,90+0,30 |7,13+1,39 | mM H,0,+ 6.7 |3.15+ 453 + 212 +
13,3% SMSz . ’ ’
mM L-tejsav 0,50 1,08 0,34

12. tablazat: Az IPEC-J2 sejtek médiuméaban mért IL-8

koncentracio oxidativ stressz esetén, 0-24h inkubacio

n=1 utan. Atlag + SEM. n=7
IL-8 TNF-a Apikalis Bazolateralis
1 mM H,0, 2,95 9,58 Oh 0,82 + 1,84 0,45+ 1,21
1,3 mM ecetsav 0,71 1,57 lh 4,26 2,51 2,09+ 1,18
6,7 mM ecetsav 2,55 8,18 4h 28,68 £2,27 7,14 + 2,00
1 mM H,0; + 1,3 mM ecetsav | 0,9 1,76 6h 51,24 £ 5,61 3,08 £4,66
1 mM H,0, + 6,7 mM ecetsav | 3,61 10,3 24h 101,54 £ 9,36 6,08 + 3,81
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8. SUMMARY

EFFECT OF BIOACTIVE METABOLITES OF PROBIOTICS IN PREVENTION OF GASTROINTESTINAL
OXIDATIVE INJURY

An essential role of antioxidant systems is that they counteract the harmful effects of reactive oxygen
species. Oxidative stress is caused by changes in this delicate balance. It is associated with a wide range of
diseases as underlying cause or predisposing factor. The intestinal oxidative stress, aside from its direct
cell-damaging effect, induces the production of proinflammatory cytokines in enterocytes and causes lipid
peroxidation in membranes. The therapeutical value of probiotics has been proven in the prevention of
several intestinal inflammatory diseases and treatment of infections, however, the main driving force
responsible for this anti-inflammatory effect remains to be elucidated.

The aim of our investigations was to reveal the influence of spent culture supernatant (SCS) of
probiotics on the response of enterocytes to oxidative stress, and the SCS's ability to protect them from
oxidative injury. Another goal was to find out which active components of the SCS can play a role in this
beneficial effect. Our preliminary data indicated that probiotic strain Lactobacillus plantarum 2142 has
the most promising protective effect against oxidative stress-induced inflammation. Therefore, we used its
SCS in our experiments.

To determine the impact of probiotics in acute oxidative stress, the experiments were performed
on IPEC-J2 in vitro intestinal epithelial cell line (cultured on collagen-coated polyester membrane inserts),
which contains non-transformed enterocytes isolated from the jejunum of a neonatal piglet. We used
hydrogen peroxide solution to provoke oxidative stress in cells. We determined the relative gene
expression of two inflammatory cytokines (IL-8 and TNF-a) and that of cytoprotective 70 kDa heat shock
protein (Hsp70) in peroxide-treated IPEC-J2 cells using a quantitative real-time PCR method after
addition of the SCS or its defined components (short chain fatty acids: acetic acid, and lactic acid).

According to our results, the SCS of L. plantarum 2142 effectively reduced oxidative stress-
induced inflammation: there was a significant decrease in the expression of IL-8 and TNF-a, while the
gene-expression of Hsp70 increased significantly. Acetic and lactic acid produced by the probiotic strain
could not reduce the expression of inflammatory cytokines. The production of L. plantarum 2142-specific
proteins of different molecular weights was ascertained from the SCS by two bioanalytical methods (SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and capillary electrophoresis). These products may play key role in
reducing the up-regulation of inflammatory cytokines and in the anti-inflammatory effect. In the future,
our goals are to isolate active components present in the SCS of lactobacilli and to determine the type of
processes behind protection against oxidative cell damage (signal transduction pathways and/or free

radical scavenging effect).
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