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Roviditések jegyzéke

CycA = cyclophilin-A

CYP = citokrém P450 enzimcsalad

DNS = dezoxiribonukleinsav

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA = etilén-glikol-tetraecetsav

EET = epoxieicozatetraénsav

ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FBS = fetal bovine serum

HEPES = N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid
HPRT = hipoxantin-foszforibozil-transzferaz
HRP = horseradish peroxidase

IFN = interferon

IGF-1,2 = insulin-like growth factor-1,2

IL = interleukin

LPS = lipopoliszacharid

NF-xB = nuclear factor-xB

NOS2 = nitrogén-monoxid szintaz 2

P = tévedési valoszinliség

PAMP = pathogen-associated molecular pattern
PGE; = prostaglandin-E2

PGF; = prostaglandin-F2

PGI, = prostaglandin-12

gRT-PCR = quantitative real-time polymerase chain reaction
RNS = ribonukleinsav

TLR = toll-like receptor

TNF = tumor necrosis factor

TXA, = tromboxan-A2



Bevezetés és irodalmi attekintés

Az emberiséget évszdzadok ota foglalkoztatja, hogy mi is torténik pontosan az €16
szervezeteken beliil. A szlinni nem akard kivancsisdgnak koszonhetden végzett mélyrehatd
kutatasok eredményeképpen mara mar temérdek folyamat mechanizmusa tisztazott elejétol a
végéig, am még mindig akadnak felfedezésre varo terliletek is. A napjainkban is zajlod
vizsgalatok eredményei olykor alatdmasztjak eddigi elképzeléseinket, de el6fordul, hogy
gyokeresen megvaltoztatjdk azokat, ezzel atirva mindazt, amit esetleg az orvosi
tankonyvekben eddig tényként olvashattunk. Ennek koszonhetéen diagnosztikai eljarasok,
sebészi modszerek, valamint egyes gydgyszerek terapids alkalmazdsa modosulhat lényegesen,
biztonsagosabba és hatékonyabba téve azokat.

Az intakt, él16 szervezeteken alkalmazott vizsgald eljarasokat in vivo modszereknek
nevezzilk. Ezzel szemben bizonyos részek (szervek, szovetek, sejtek) elkiilonitett, a
szervezeten kivill végzett vizsgalatara is lehetéségiink van egy ex vivo, in vitro (azaz
iivegedényben) végzett kisérlet soran. Utobbi eldnye az in vivo vizsgalatokhoz képest foként
abban rejlik, hogy egy in vitro modell segitségével modunk nyilik a szervezet biokémiai
kolesonhatasok sokasagabdl allo, végteleniil 6sszetett rendszerét leegyszeriisitve, kizarolag az
altalunk kivalasztott szovet-, vagy sejttipus mitkodését vizsgalni egy adott reakcidban. Az
elobbiekbdl kiindulva tehat, in vitro rendszerekkel valo kisérletezés soran fel tudjuk deriteni,
hogy bizonyos kiils6 hatasra adott valasz az adott sejt-, vagy szdvettipus kozvetlen reakcioja-
e, tovabba hogy a vizsgalt szerv sejtjei 6nmagukban, a szervezet utasitasa nélkiil, milyen
anyagokat hasznositanak, illetve adnak le kornyezetiikbe. Az eredményekkel pedig fontos
informaciokhoz juthatunk a vizsgalt szerv, szovet, sejt Onalld milkodését, anyagcsere-
folyamatait illetden. Az Ujonnan szerzett ismeretek segitségével pedig a tovabbi kisérleteket
célzottan tervezhetjilk meg és végezhetjiik el, rdadasul pontosabban is értelmezhet;jiik dket.

Mindezen tal, az in vitro és in vivo végzett kisérletek Osszehasonlitasa soran nem
hagyhatoak figyelmen kiviil az allatvédelmi szempontok sem. Minden &llatokon végzett
kisérlet esetében ragaszkodni kell az un. ,,3R koncepciohoz”, mely szerint elsddleges a
refinement, reduction és replacement kifejezések altal képviselt iranyelvek kovetése. Azaz
fontos az allatbarat kivitelezés, az esetlegesen szenvedést okozd 1épések minimalizéléasa,
tovabba lehetdség szerint az ¢él6 allaton végzett kutatasok in vitro koriilmények kozott torténd

végrehajtasa.



Az in vitro kisérletek hatranya, hogy a legtobb esetben az ily modon nyert eredmények
nem vonatkoztathatéak kdzvetleniil a teljes €16 szervezetben lejatszodo folyamatokra, mivel a
sejtek in vitro miikodése jelentésen el is térhet az in vivo tapasztaltaktol. A bioldgiai és
biomedicinalis kutatasok végsé célja viszont természetesen az in vivo miikodés felderitése,
igy nélkiilozhetetlen  azin  vitroadatok in  vivo érvényességének,  relevanciajanak
meghatarozasa (Kovacs and Laszl6, 2012).

Régota és mar sokak altal kutatott teriilet a természetes immunitds, annak
mechanizmusa, valamint vele egyiitt a gyulladasos valasz kialakulasanak folyamata és
kovetkezményei is. Eddig a legtobb kisérlet a majat, mint az intermedier anyagcsere kozponti
szervét célozta, de jelentés eredmények sziilettek az agy, a vese és a bélrendszer sejtjeinek
gyulladasos folyamatokban betoltott szerepét illetden is (Oswald, 2006; Sewer et al., 1997,
Giarca Del Busto Cano et al., 1997).

A maj funkcidja és felépitése, majsejt-izolacio

Funkcidjat tekintve a maj az egyik legsokoldalubb szerv. Legfontosabb szerepe
anatomiai helyez0désével hozhatd kapcsolatba, mivel a v.portae-n keresztiil a bélbol
felszivodott anyagok kozvetleniil a hepatocytakba jutnak, és az itt zajlo anyagcsere-
folyamatokba 1épve legtobb esetben atalakulnak. Mindez kiilonosen fontos a nem tapanyag
jellegli testidegen anyagok, az tugynevezett xenobiotikumok expozicidja esetén, mivel
kiilonb6z6é szovetek sejtjeiben akkumuldlodva karosithatjdk a szervezetet. E molekulak
biotranszformacioja féleg a majszovetben, a mikroszomalis citokrom P450 (CYP)
enzimcsalad révén megy végbe.

Ezen tal nélkiilozhetetlen funkcidi kozé tartozik a plazmafehérjék szintézise és
szekrécioja a vérbe. Ilyenek tobbek kozott az albumin, a fibrinogén, egyes véralvadasi
faktorok, globulinok, komplementrendszer, plazminogén, transzferrin, lipoproteinek fehérje
komponense. Részt vesz kiilonboz6 jelmolekulak (hormonok, mediatorok), mint példaul
citokinek, eritropoietin, IGF-1, IGF-2, angiotenzinogén, calcitriol, trijodtironin képzésében,
atalakitdsaban. Fontos tovabba, hogy a fent emlitett citokinek kozremiikodésével kdzponti
funkcidja az epesavak szintézise és szekrécidja a bél lumene felé az intra-, és extrahepatikus
epeutakon keresztiil, valamint egyes vitaminok és fémek tarolasa (pl.: A-vitamin, folsav, B12-

vitamin, vas illetve réz) (Rohlich, 2006).



Az emlés maj koriilbeliil 78%-at a parenchymat képz6 majsejtek alkotjak. Az
ugynevezett nem-parenchymalis (a m4j allomanyanak 6%-at képzd) sejtalkotok kozé a vér-,
¢és epeereket, sinusoidokat illetve a Disse-féle teret bélelé endothel sejteket, a phagocyta
tulajdonsagokkal rendelkez6 Kuppfer-sejteket, a lipideket tarold Ito-sejteket, a Natural Killer
tipusu fehérvérsejteket, valamint a ,pit” sejteket sorolhatjuk. Utdbbiak a sinusoidok
lumenében lehorgonyzott, maj asszocialt lymphocytak, melyek szoros kapcsolatban vannak az
endothel-, valamint a Kupffer-sejtekkel. Valosziniileg foleg a fibrogenezist stimulalo faktorok
termelésében lehet szerepiik (Friedman, 2004a,b). A fennmarad6 16%-ot a Disse-féle tér, a
sinusoidok és az epeutak lumene teszi ki (Blouin et al., 1977). A parenchymat 6sszefiiggo,
finom kollagén- és elasztikus rostok haldzatabol 1étrejovo kotészovetes allomany szovi at. Ez
utobbi a foéként elasztinbol, proteoglikanokbdl, valamint adhézidés molekulakbol (laminin és
fibronektin) allo extracellularis matrixba agyazott.

Az interstitum a glikoproteinekkel, Ca**-ionokkal, tovabba a méjszdvetben eléforduléd
sejtek feliileti receptoraival egylittmiikddve fontos szerepet tolt be a sejtek alakjanak,
polaritasanak ¢és funkcidjanak megoérzésében. Mindezen, a maj morfologidjaval ¢és
funkciojaval kapcsolatos ismeret nélkiilozhetetlen az in vitro vizsgalati modellek készitéséhez
sziikséges hepatocyta-izolacié modszerének részletes kidolgozasahoz (Puviani et al., 1998).

Emlds majsejt-szuszpenzio kinyerésére kétféle eljaras is 1étezik. LehetOségiink van a
parenchyma mechanikus Uton torténd elkiilonitésére (Schneider and Potter, 1943), de a
leggyakrabban alkalmazott modszer a majsejtek enzimatikus emésztéssel torténd izolalésa.
Utobbi kivitelezhetd a szerv kollagenaz oldatba valdé meritésével (Fry, 1981; Howard et
Pesch, 1968), de létezik egy korszerlibb eljaras is, mely sordn az elobb emlitett
emésztdenzimet perfizios rendszer segitségével a maj érhaldzatan atdramoltatva alkalmazzuk,
ily modon elérve a kivant hatast a szerv teljes egészén (Berry and Friend, 1969; Seglen,
1976). Ezeket az eljarasokat elsdként patkdnyok felhasznalasaval dolgoztak ki. Az 4ttdrést a
Seglen altal 1976-ban létrehozott ,két-lépéses modszer” jelentette, mely az eldbbick
kismértékli, am annal jelentésebb moddositasaval jott létre. Ennek lényege pedig, hogy a
megfeleld sejtizolacidé érdekében eldszor a szerv Ca®*-tartalmat el kell tavolitani, példaul
kiilonboz6 fém-ionokkal kelatképzd vegyiiletek alkalmazasaval (EGTA, EDTA), a sejtek
kozotti desmosomalis kapcsolatok megsziintetése céljabol, am a késdbbiekben sziikség van az
elvont ionok potlasara. A kollagendzzal torténd emésztés ugyanis hatékonyabb Ca®*
jelenlétében, mivel az fokozza az enzim aktivitasat €és gyorsitja a sejtszétesés folyamatat

(Seglen, 1972).



Ez a modszer tette lehetévé az eljaras egyéb éllatfajokon torténé alkalmazasat is. igy
nyulon (Walpole et al., 1990), kutyan (Kasai and Mito, 1993) végrehajtott kisérletek mellett
az egyébként kotdszovetes allomanyban rendkiviil gazdag, ezaltal nehezen disszocialhato
sertés maj felhasznalasaval is késziiltek intakt hepatocyta sejtizolatumok (Rozga et al., 1993;
Puviani et al., 1998). Mindezen feliil Mito és Kusano munkajanak koszonhetéen ma mar
lehet6ség van emberi majbol subsegmentectomiaval egészen kisméretii szervfragmentum
kinyerésére, és az el6bbiekhez hasonlo feldolgozasara (Mito and Kusano, 1993). Ennek
jelentésége foleg a human medicindban kimagasld, mivel az eljaras alkalmazasaval végzett
majsejt-transzplantacios kisérletek 1j kapukat nyithatnak meg az akut és kronikus
majbetegségek, valamint az Oroklott vagy szerzett (mdj eredetll) anyagcsere-betegségek
gyogyitasaban (Puviani et al., 1998).

Az izolalt hepatocytak (1. abra) még orakig megbrzik életképességiiket, metabolikus
aktivitasukat, valamint kiilonb6z6 hormonokra, mediatorokra vald érzékenységiiket, ezzel
lehetoséget teremtve miikodésiik és szerkezetiik részletes vizsgalatara. Mindezen
tulajdonsaguk még tovabb fenntarthatdo, hogyha azokat tenyésztéedényekre lerakva
sejtkultarakat hozunk létre (Puviani et al., 1998).

1. abra 1.1.: Izolalt sertés majsejt transzmisszios eletronmikroszkopos képe, N= sejtmag, B=
exkrécios vakuolum, M= mitokondrium (forras: Puviani et. al, 1998); 1.2.: 1zolalt patkany
majsejt pasztazo eletronmikroszkdpos képe, H= mdjsejt, P= I-es tipusu kollagénnel bevont
miianyag halo, nyilak= a sejt feliiletén megfigyelheto citoplazmanyulvanyok, melyek

segitségével a hepatocyta a miianyag halo feliiletéhez rogziil (forras: Puviani et. al, 1998)



A természetes immunitas és a gyulladas

Régota és mar sokak altal kutatott teriilet a természetes immunitds, annak
mechanizmusa, valamint vele egyiitt a gyulladdsos valasz kialakuldsanak folyamata ¢és
kovetkezményei is.

A természetes immunvalasz soran a szervezetbe keriilt exogén anyagokat vagy az
immunsejtek altal idegenként regisztralt tumorsejteket nem specifikus, de azonnal reagalni
képes cellularis (mint példaul makrofagok, granulocytak, NK sejtek) és humoralis elemek
(példaul komplement faktorok, hé-sokk fehérjék, citokinek, hisztamin) tavolitjak el. Ezzel a
rendszerrel szoros kolcsonhatdsban mikodik az adaptiv vagy mdas néven szerzett
immunreakcid, melynek célja az immunvalasz iranyitasa (serkentés, gatlas), antigénspecifikus
célzott védekezés és az immunmemoria kialakitasa. Elemei a T- és B-lymphocytak, illetve az
utobbi altal termelt, mar a korokozoéra specifikus antitestek.

A kiilonféle idegen antigének, mint példaul a taplalékbol szarmazé proteinek, toxinok,
a természetes bélflorat alkotd baktériumok vagy egyes korokozok leggyakrabban a
bélrendszeren keresztiil jutnak be a szervezetbe (Chen et al., 2000; Neutra et al., 1996; Salmi
et al., 1996). Ennek megakadalyozasa érdekében a gastrointestinalis traktus (a gyomortdl a
vastagbélig) iiregének teljes egészét egységes epithelsejt-réteg béleli, barriert képezve a
luminalis kornyezet és a szervezet intact milieu-je kozott (Gewirtz et al.,, 2002). Ez a
bélhamsejtek miikodésén alapuld védelmi vonal tobb f6 Osszetevobol épil fel. Igy
beszélhetiink az epithel altal képzett fizikai barrierr6l, a Goblet-sejtek termelte mucin réteg
defenziv funkcidjardl, a bélham altal szekretalt védd peptidekrdl, illetve kiilonféle
kemokinekrdl és citokinekrdl, mint a szervezetet a bél feldl érkezé exogén, sok esetben karos
anyagoktol 6vo elemekrél (Oswald, 2005). El6fordul, hogy bizonyos okbol, példaul
enteropatogén baktériumtorzsek bélbe jutasa és elszaporodasa miatt, ez a tobb komponenses
rendszer valamely ponton sériil, utat nyitva az antigén természeti molekulak szamara, példaul
kiilonb6zé bakterialis eredetii exotoxinok vagy Gram-negativ baktériumok sejtfalabol
szarmazo lipopoliszacharidok (LPS). Ennek kovetkeztében a természetes immunvalasz
azonnal aktivaldédik, majd egy gyulladdsos reakcid veszi kezdetét, mely a folyamat soran
termel6dott mediatoroknak (citokinek, hisztamin, prosztaglandinok stb.) a vérpalyaba
kertilésével, mar az egész szervezetet érinti (Ogle et al., 1997). Els6k kozott a bélrendszerrel a

v. portae altal kozvetleniil kapcsolatban all6 maj kényszeriil valaszreakciora.



A fent emlitett okokbol a témakort tanulmanyozé kutatok figyelme sok esetben a
bélhamsejtekre, illetve a hepatocytakra iranyul, ennek értelmében a legtobb feldolgozott adat
is e két sejttipust illetden all rendelkezésiinkre.

Az immunvalasz részeként 1étrejové gyulladasos reakcid in vitro tanulmanyozasanak
egyik klasszikus gyakorlata a sejttenyészetek bakterialis eredetii LPS-el torténd kezelését

kovetd vizsgalata (Morgan, 2001).

A gyulladas biokémiaja és hatasa a sejtek citokrom P450 expresszidjara

A gyulladas kiilonb6z6 koérokokra visszavezethetd immunologiai reakciok eredménye,
melynek klasszikus tiinetei a kipirultsag, melegség, duzzanat, fajdalom és esetleges mitkodés
kiesés. Mindezt a folyamat sordn felszabadult gyulladidsos termékek eredményezik,
melyeknek kiindulé vegyiilete a minden sejt membranjaban foszfolipidekkel észterifikalodva
foszfatidil-kolinként (lecitin), illetve foszfatidil-etanolaminként (kefalin) megtalalhato
arachidonsav. Utobbi felszabadulasahoz foszfolipaz A2 sziikséges, mely akkor aktivalodik, ha
valamely sejt a korokozohoz, vagy a beldle esetlegesen felszabadult LPS-hez kapcsolodva, az
un. Toll-like receptoranak, (transzmembran fehérje, TLR) segitségével felismeri annak idegen
elemekre jellemzé molekularis mintazatat (pathogen associated molecular patterns=PAMP).
Ezen anyagok kozé tartozik példaul a Gram-negativ baktériumok LPS-e, a gombak mannanja
vagy egyes patogén virusok kettés szali RNS-e. Kisérletekkel mar kimutattak, hogy LPS
hatasara kiilonbozé szovetek sejtjeinek TLR expresszidja illetve a meglévé receptorok
aktivitasa fokozodik (Burkey et al., 2007; Arce et al., 2010; Hanson et al., 2011). Az idegen
anyag receptorhoz valdé kotddésével pedig egy intracelluldris jelatviteli mechanizmus
aktivalddik, melynek eredményeként fokozodik a gyulladasos citokinek expresszidja, igy a
tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa), interleukinok (IL), interferonok (IFN) termel6dése.
Ezek lesznek azok a mediator anyagok, melyek tobbek kozott a mar fent targyalt foszfolipaz-
A2 aktivalodasaért felelosek, ezzel bizonyitva szerepiik fontossagat a gyulladdsos reakcio
kialakulasaban. Bar fontos megjegyezni, hogy az elébb emlitett IL-okat gyulladasos
folyamatokban betdltott szerepiik alapjan két kiillon csoportba sorolhatjuk. Ezek alapjan
beszélhetliink gyulladasos citokinekrél, mint példaul az IL-6 és az IL-8, valamint
gyulladasgatlo hatast molekulakrol, mint az IL-10.

Az észterkotések hasitdsat kovetden felszabadult arachidonsav sorsa kiilonb6zo
aszerint, hogy milyen enzim gyakorol rd tovabbi hatast. Egy lipoxigenaz katalizalta folyamat
soran leukotriének, ciklooxigenaz altal pedig prosztaglandinok (pl.: PGE2, PGF2),
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prosztaciklinek (pl.: PGI2) és tromboxdnok (pl.: TXA2), tovabba citokrom-tartalmu
epoxigenaz enzimek kozremiikodésével epoxieikozatetraénsav —szarmazékok (EET-K,
szerepikrél az aldbbiakban még olvashatunk) jonnek létre a mar emlitett kiindulasi
vegyitiletbol (Galfi et al., 2010).

Ezen komponensek koziil foként a prosztaglandinok allnak a gyulladdsos reakcio
szolgalataba azaltal, hogy kiilonb6z6 fehérvérsejteket aktivalnak, hatasukra az érintett Szovet
erei kitagulnak, valamint bizonyos koncentracioban a test maghdmérsékletét is emelik (1az),
ezzel biztositva a korokozo gyors és hatékony eliminalasahoz sziikséges koriilményeket az
immunrendszer sejtes és humoralis elemei szamara. Optimalis esetben a reakcio eléri céljat és
ennek az Osszetett rendszernek kdszonhetden a szervezet megszabadul a folyamatot kivaltd
patogéntdl. Amennyiben ez nem torténik meg, a gyulladdsos termékek hossza tdvon komoly
karosodéasokat idézhetnek eld az érintett szovetben (fibrosis, végleges funkcidcsokkenés vagy
-kiesés). Az artalmas hatdsok mar az akut fazis reakcido sordn, a folyamat kezdetén is
megfigyelheték, ha az érintett sejteket anyagcseréjiilk szintjén vizsgaljuk. Ezen az alapon
sokat kutatott teriilet az intracellularisan, a mikroszomakban talalhat6 citokréom P 450 (CYP)
enzimcsaldd miikodése.

A szervezetet allanddéan terhelik olyan molekulak (testidegen anyagok,
xenobiotikumok), melyek a sejtekben akkumulalodva karosak lehetnek. A CYP enzimek
legfobb feladata az un. 1. fazisi reakciok katalizdldsa, azaz ezen molekulak egy
leggyakrabban redoxireakcioban torténd bontasa, hidroxilezése, dealkilalasa vagy hidrolizise,
ezaltal a kés6bbi konjugaciora (I1. fazisu reakciora) torténd elokészitése. A 1ényeg tehat, hogy
az 1. fazist reakcidoban keletkezd termék rendelkezzen olyan poléris sajatossagii csoporttal,
mely a biotranszformacid kovetkezd, konjugacios 1€épésének célpontjaul szolgalhat. A CYP-
enzimcsoport mitkodése legnagyobb aktivitassal a majban figyelhetd meg, de fellelhetok még
egyéb szovetekben is, példaul a bélfalban, vesékben, tiidoben, petefészkekben, herékben,
mellékvesékben (Galfi et al., 2010). A CYP monooxigenazokat biokémiai sajatossagaik,
illetve aminosav-szekvenciajuk homoldgiaja alapjan csaladokba, azon beliil alcsaladokba
sorolhatjuk. Ez a rendszerezés megmutatkozik az egyes enzimek elnevezésében, igy a
csaladot arab szammal, az alcsalddot betlivel és az adott enzimet egy Ujabb arab szam
feltiintetésével jeloljiik. Igy példaul az emlésok majaban legnagyobb aranyban talélhaté tipus
a CYP3A alcsaladhoz tartozik, illetve az emberben leggyakrabban el6forduld izoenzimet
CYP3A4 (Morgan, 2000) betii-szam kombinacidval kiilonboztetjiik meg a tobbitol.

Ezen enzimekkel kapcsolatos kutatdsok akar allatorvosi, akar orvosi viszonylatban is

foleg azért jelentések, mert ezek feleldsek az alkalmazott gyogyszerek metabolikus
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aktivaciojaért vagy inaktivaciojaért a szervezetben (Morgan, 1997). Masképpen
megfogalmazva, moédositjak azok hatasat, ezzel pedig minden esetben szamolnunk kell
(példaul a dozis beallitasanal) a kivant hatés elérése és a nem kivant mellékhatasok elkeriilése
érdekében.

Mindezeken til szintén figyelembe veendd bizonyitott tény, hogy minden fert6zés €s a
kovetkezményes gyulladasos folyamat hatassal van a kiilonb6zé CYP enzimek expressziojara,
illetve aktivitasara (Morgan, 1997). Ennek a jelenségnek az okai és kovetkezményei még a
mai napig sem ismertek teljes egészében. Bizonyos részleteket mar sikeriilt megfejteni, am a
kapott eredményekkel csak jabb megvalaszolando kérdések kertiltek napvilagra.

Az mar tobb mint 30 éve tisztazott, hogy a szervezet immunvalaszanak aktivaciojat a
legtobb esetben CYP enzim szupresszio koveti (Morgan, 1997; Sewer et al., 1997). Ma mar
az a f6 kérdés, hogy ez miért kdvetkezik be. Morgan ¢és kutatocsoportja 1989-ben feltételezte,
hogy mindez nem egy adaptiv, homeosztatikus valasz része, hanem csupan annak a
kovetkezménye, hogy ilyenkor a majsejtek transzkripciés mechanizmusait az ugynevezett
akut fazis proteinek termelése koti le a CYP-expressziot hattérbe szoritva (Morgan, 1989). Az
egyes CYP enzimek szabalyozasa tobbféle mechanizmuson keresztiil valosul meg, amelyeket
kiilonboz6 citokinek eltér6 modon befolyasolhatnak (Morgan, 1997). Tovabbi kisérletek
alapjan pedig vilagossa valt, hogy a mar emlitett okokbdl bekovetkez6 CYP enzim
szupresszio ténylegesen része egy a szervezet homeosztazisat a gyulladasos mediatorok kéros

hatasatol megovni igyekvo rendszernek (Muntane-Relet et al., 1995).

A CYP enzimaktivitast gatlo faktorok és a csokkent enzimmiikodés feltételezett elényei

Bizonyitott, hogy a gyulladdsos folyamat sordn felszabadul6 citokinek szelektiv
modon hatnak a CYP expressziora (Muntane-Relet et al., 1995; Morgan, 1997), bar t6bb
majsejttenyészeten végzett kutatds eredményei alapjan elmondhaté az is, hogy ugyanazon
citokrom szupressziojat tobb féle citokin is képes eldidézni. Tehat a legfobb kérdés
tulajdonképpen az, hogy mely citokinek mely CYP enzimek expresszidjanak modulalasaban
jatszanak szerepet (Morgan, 2000).

Warren ¢és munkatarsai altal végzett kutatds célja az endogén TNF-alfa CYP
expressziora gyakorolt hatdsanak megallapitasa volt. A CYP1A, CYP2B ¢s CYP3A
alcsaladok enzimeinek aktivitasa bakteridlis infekcio (a kisérletben LPS stimulus) hatdsara, a

TNF-alfatol fliggetleniil csokkent. Ezzel szemben a CYP2D9, valamint a CYP2E1 miikodés a
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stimulus utan magasabb intenzitast mutatott az emlitett citokin receptoraval genetikai alapon
nem rendelkez6 egerekben, mint a kontroll allatokban (Warren et al., 1999).

Egy évvel kés6bb Siewert egy hasonlo kisérlet soran az IL-6 szerepét vizsgalta. Valasztasa
azért erre a citokinre esett, mert ez a gyulladasos reakcidé egyik legjelentdsebb medidtora
azaltal, hogy a folyamat kezdetén az akut-fazis protein génexpressziojat fokozza a
majsejtekben. Az eredmények szerint a turpentin (kiilonb6zd feny6félék gyantdjanak
leparlasaval nyert, féleg monoterpéneket tartalmazé folyadék) indukalt immunvalasz soran a
CYPIA2, a CYP2AS5 ¢és a CYP3Al redukci6 nem valosult meg az IL-6 génhidnyos
allatokban. Tehat ez az interleukin nélkiilozhetetlen komponense a CYP szupresszionak
(Siewert et al., 2000).

Megfigyelték, hogy a citokineken kiviil kiilonb6zé hormonok is hatast gyakorolhatnak a
targyalt mikroszomalis enzimekre. Igy példaul egyes gliikokortikoidok (Morgan, 1997), a
glukagon (Sidhu and Omiecinski, 1995), a névekedési hormon (Shapiro et al., 1995) és a
tesztoszteron (Kojima et al., 2010). Utdbbival, sertéseken végzett kutatasok soran
megallapitottak, hogy ez a tipikusan him nemi hormon regulalni képes a hepatikus CYP1Al
¢s CYP1A2 enzimek génexpressziojat, nemek szerinti kiilonbségeket 1étrehozva
miikddésiikben.

Segitséget adhat a gyulladas alkalmaval kialakuld CYP enzim szupresszié okainak
megértéséhez, ha megtalaljuk az enzimcsalad katalizalta reakciok koziil azokat, melyek
végtermékei valamilyen okbol karosak lehetnek a sejtekre, szovetekre és ily modon az egész
szervezetre nézve vagy azokat, melyek a természetes immunvalasz egyes részfolyamatainak
megvaldsulasara hatranyosan hatnak. Mindehhez segitséget nytjt a 2. abra.

A képen is jol lathato, hogy ezek az enzimek miikodésiik soran reaktiv oxigén
vegyliletek, mint szuperoxid anion gyok és hidrogén-peroxid, felszabadulasat eredményezik
(White et Coon, 1980). Az utobbibol fém jelenlétében kialakuld hidroxil-gyok pedig
reagalhat, a CYP enzimek mellett nitrogén-monoxid szintdz (NOS2) altal katalizalt
folyamatbol (Harbrecht et al., 1997) szdrmazo6 nitrogén-monoxid molekuldkkal, 1étrehozva a

nagyon reaktiv peroxinitritet (Morgan, 2000).
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2. abra. A CYP enzimek gyulladasos folyamatok soran feltételezett funkcioi
(forras: Morgan, 2000)

A masik megfigyelhetd, ebbdl a szempontbol kiemelendé CYP-funkcio, hogy képesek a
gyulladasos vélasz soran, a sejtmembranbol felszabadulé arachidonsavbol ugynevezett epoxi-
eikozatetraénsav (EET) szarmazékok szintézisére (Campbell, 2000). Az EET-k a fert6zést
kovetd immunreakciot kontrollaljak, tovabba értagité sajatossdguk is ismert. A
gyulladasellenes tulajdonsagukra bizonyiték, hogy gatoljak a TNF-alfa indukalt vascularis sejt
adhéziés molekula-1 expressziojat, valamint a nuklearis faktor-xB (NF-kB) elnevezésii
transzkripcios faktor miikodését (Node et al., 1999).

A mar elébbiekben targyalt mediatorok CYP enzimekre gyakorolt szupressziv
hatasanak koszOnhetden tehdt mind az Onmaguk altal termelt, mind pedig az infekcid
kovetkeztében felszabaduld citokinek hatasara 1étrejovo reaktiv oxigén gyokok mennyisége
redukalddik. Mindekozben az EET molekuldk mennyiségének csokkenésével biztositott a

gyulladasos folyamat fennmaradasa.
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Célkitiizés

A majban zajlo kiilonféle gyulladdsos és metabolikus folyamatok vizsgalatara, az
alapveté molekularis mechanizmusok tisztazasara — a hagyomanyos in vivo allatkisérleteket
részlegesen kivaltva — kitlind modellként szolgalnak a primer majsejttenyészetek. Munkank
soran célul tiztik ki a szamos korkép soran felszabaduld bakterialis lipopoliszacharidok
(LPS) majra kifejtett hatasainak vizsgalatat egy altalunk létrehozott sertés primer
majsejttenyészeten, mint in Vvitro rendszeren. A sejttenyészet jellemzésére, valamint a
majsejtek  ¢életképességének  és  metabolikus  aktivitasdnak  ellenOrzésére  azok
albumintermelésének mérése szolgalt. Az LPS hatdsara beinduld hepatikus gyulladasos
folyamatokat az egyik legfontosabb gyulladasos mediator, az interleukin-8 (IL-8)

A gyulladasos, szeptikus folyamatok alapvetéen befolyasoljak a hepatocytak
mikroszomadlis citokrém P450 (CYP) enzimjeinek expresszidjat, illetve aktivitasat, melynek
fgy a gyoégyszer-metabolizmusban legnagyobb jelentéséggel bir6 CYP izoenzimek
génexpresszidjanak meghatarozasaval az LPS hatasara a mdj detoxifikdldo rendszerében
bekovetkezd valtozasokat is nyomon kivantuk kovetni.

Kutatasunk eredményei alapjan igazolni kivantuk, hogy az altalunk kialakitott sertés
primer majsejttenyészet megfeleld modell a kiilonféle gyulladdsos folyamatok
tanulmanyozasahoz. Fontos tovabba, hogy a szerzett tapasztalatok felhasznéalasaval a
majsejttenyészet a jovoben egy bél-maj ko-kultira rendszer kialakitasahoz is jo alapként

szolgalhat.
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok

A sejtizolalashoz 15 kg tomegli, magyar nagyfehér fajtaju artany sertéseket
hasznaltunk. Az allatokat a Dunahyb Kft. faddi sertéstelepérdl szereztiik be, és a kisérlet
megkezdéséig a SZIE-AOTK Elettani és Biokémiai Tanszékének allathazaban helyeztiik el a

hatalyos allatvédelmi jogszabalyoknak megfelelden.

Vegyszerek
Minden vegyszert, reagenst a Sigma-Aldrich Kft.-t6l szereztiink be (Miinchen,

Németorszag), a kivételeket a szovegben kiilon jeloltiik.
Elokésziiletek

A sejttenyészet készitésének 1épéseit Puviani és Meng altal mar korabban kidolgozott
modszer alapjan terveztik meg (Puviani et al.,, 1998; Meng et al., 2010). A kisérlet
tapoldatokat, amelyek a késObbiekben a hepatocytdk tenyésztéséhez nélkiilozhetetlenek
(tapfolyadék 1., tapfolyadék I1.). A kiilonb6z6 oldatok Gsszetételét az 1.tablazat mutatja.
desztillalt vizzel atmostuk. Ezutan kovetkezett azok — eldzdleg Carbogennel (95% O2 és 5%
CO2) atbuborékoltatott — perfuzids oldattal torténd feltoltése. Az EDTA-tartalmu puffert
jégbe hiitve taroltuk, az EDTA-mentes oldatot 44°C beallitott vizfiirddbe helyeztiik, hogy
felhasznalasakor a maj szdveti dllomanyaba érve épp 37°C legyen. A mosofolyadék allando
aramlasi sebességét a perfuzidos pumpa 100 ml/perc sebességre torténd allitasaval
biztositottuk. Mindezek utan el6készitettiik a mitéthez sziikséges steril eszkozoket. A
kivalasztott malactdl a takarméanyt az izolalast megeldézéen 12 6rén keresztiil megvontuk.

A maj aszeptikus kiemelését az allatok 2,5 mg/ttkg xylazin (CP-Xylazin 2% inj. AUV)
és 25 mg/ttkg ketamin (CP-Ketamin 10% inj. AUV) kombinacioval torténd altatasa eldzte
meg. A szerv kivétele utani azonnali eutanaziat pentobarbital-injekcioval (Euthasol 40% inj.

AUV) biztositottuk 200 mg/ttkg dozisban.
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EDTA-tartalmu puffer EDTA-mentes puffer
v 143 mmol/l NaCl v 143 mmol/l NaCl
v 6,7 mmol/l KCI v" 6,7 mmol/l KCI
v 19/l EDTA vo-
v desztillalt viz v desztillalt viz
v' 10 mmol/l HEPES (hozzdadas az v' 10 mmol/l HEPES (hozzdadas az
autoklavozas utan) autoklavozas utan)

Emészto puffer

v" 67 mmol/l NaCl

v 6,7 mmol/l KCI

v 4,8 mmol/l CaCl,

v autoklavozni

v/ 100 mmol/l HEPES

v" pH beallitasa 7,6-re

v 1 g/L kollagenaz IV. tipus (hozzdadas kozvetleniil a felhasznalas el6tt!)
Tapfolyadék I. Tapfolyadék I1.

v" William's medium E (Sigma) v" William's medium E (Sigma)

v" 15 mmol/l HEPES v 15 mmol/l HEPES

v' 0,2 NE/ml inzulin v" 0,2 NE/ml inzulin

v' 2 mmol/l L-glutamin v" 2 mmol/l L-glutamin

v/ 10000 IU/ml penicillin v/ 10000 IU/ml penicillin

v 10 mg/ml sztreptomicin v 10 mg/ml sztreptomicin

v" 10% Fetal Bovine Serum (FBS) voo-

1. tablazat. A kisérlet soran felhasznalt oldatok Osszetétele

Majsejtek izolalasa és tenyésztése

Az altatas utan az éllatot hanyattfekvésben rogzitettiik, a hasi tajékot borotvaltuk, majd
70%-o0s etanollal fertdtlenitettiik. Median laparotdmia elvégzése utdn a mar megnyitott
hasiiregben a belek és egyéb zsigerek félretolasa utan fértiink hozza a majhoz, melyet a lig.
triangulare, a lig. falciforme hepatis, a lig. hepatogastricum, a lig. hepatoduodenale, a lig.
hepatorenale és a v. cava caudalis atvagasa utan emelhettiink ki a hasiiregbdl.

A kovetkezOkben a steril alufdlia folott levalasztott hatulsd lebeny részletet (processus
caudatus) steril tolcsérben 1évo steril szlirére helyeztiikk, mely alatt kezdetben nem steril
edénybe gyljtottilk az elfolyd mosofolyadékot. Az infizids szereléket a metszéslapon 1évo
nagyobb erekbe illesztettiik felvaltva, igy biztositva az egész lebeny teljes vértelenedését. Az
izolalt szervrészleten eldszor 300 ml jéghideg EDTA-tartalma puffert dramoltattunk at. A
1épés célja, hogy az oldatban taldlhat6 EDTA, mint kelatképz6 anyag, a kalcium ionok

megkotésével eldsegitse a majsejtek kozotti dsszekottetések felbomlasat. Ezt kovette a 300

16



ml, eldmelegitett EDTA-mentes puffer hasznalata. Az eldbb emlitett elegy utolsé 100 ml-ét
100 ml emésztopufferrel egészitettiik ki. Az igy kapott oldat elsd 50 ml-ének ataramoltatasa
utdin a ma4j alatt taldlhatd gyljtéedényt sterilre cseréltiik és a fennmaraddo 150 ml-t
recirkulaltattuk addig, amig a hepatocytak szétvalasat jelz6 marvanyszerl rajzolat meg nem

jelent a lebeny feliiletén (3. abra). Ez koriilbeliil 10 percet vett igénybe.

3. abra. A hepatocytak szétvalasat jelz0 marvanyszerl rajzolat megjelent a m4j feliiletén

A szervrészletet ezutan egy steril livegedényben jégbe hiitve steril fiilke ala
szallitottuk. Itt a Glisson-tok csipesszel torténd felhasitdsa utan, a szabadda valo majsejteket a
tapfolyadék I-be helyeztik. Az igy kapott sejtszuszpenzid még sejtaggregatumokat ¢és
kotoszoveti részeket is tartalmazhatott, ezek eliminalasdhoz sziiroként egy specidlis 100 um
pérus méreti nylon filtert (Millipore, Volketswil, Svdjc) hasznaltunk. A mivelet
végrehajtasaval a sziirlet kdzvetleniil egy 50 ml-es mlianyag centrifugacsébe kertilt, melyet a
tapfolyadék I-gyel kiegészitve 40 ml-re toltottiink fel. A sejtszuszpenziot harom alkalommal
centrifugaltuk (50 g, 2 perc, 4 fok), egy-egy alkalom utan a feliiluszot elontottiilk, majd az
iledéket 15 ml tapfolyadék I-ben miianyag pipetta segitségével reszuszpendaltuk, és az
el6zéekkel megegyezd mddon a centrifugacsd tartalmat 40 ml-re egészitettiik ki.

A hepatocytdk tenyésztéedényekbe torténd lerakasa eldtt meg kellett hataroznunk a

sejtek életképességét, valamint az Osszes sejtszamot. Erre a célra tripankéket hasznaltunk,
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amely csak az elpusztult sejtek membranjan képes atjutni, igy megfestve azokat. Mindehhez
200 pl tripankéket adtunk elézdleg Otszordsére higitott sejtszuszpenzid azonos
mennyiségéhez, és a kapott elegyet Biirker-kamraban, fénymikroszkop ald helyezve
vizsgaltuk. Amennyiben az ¢letképesség elérte a 90%-ot, a szuszpenzidt a kisérlet folytatasara
alkalmasnak mindsitettiik. Tovabba a hepatocytak szama alapjan meghataroztuk a sziikséges
higitast, mely szerint végiil a szuszpenzid koncentracioja a sejtek lerakasakor 4 * 10° sejt/ml
lett.

A majsejtek tenyésztéséhez TC feliiletli, 6 lyukd (1,5 ml sejtszuszpenzid/lyuk)
tenyésztoedényeket (Greiner Bio-One, Mosonmagyarovar) hasznaltunk. Ezek mindegyikét
el6zdleg kollagénnel vontuk be, hogy a hepatocytdk letapadasat biztositsuk. A
tenyésztdedények ily modon torténd eldkészitésének folyamata a kovetkezd: a kollagént
kaptunk. Mivel a kollagén rosszul oldodik és érzékeny szerkezetli fehérje, ugy végeztiik el az
oldatkészitést, hogy 2-3 oran keresztiil magneses keverén folyamatosan Kkevertetve
duzzasztottuk. Az igy nyert torzsoldatot 0,1 M ecetsavban tizszeresére higitottuk, a kész
munkaoldatot tenyésztéedényekbe pipettaztuk (1 ml/lyuk), majd egy éjszakan keresztiil UV-
fényben, steril fiilke alatt beszaritottuk.

Ezt kovetden megkezdtik a majsejtek tenyésztését az inkubator altal biztositott
homérséklet (37°C), relativ para- (100%) és CO2 tartalom (5%) mellett. Az els6 tapfolyadék-
cserére 4 6ras inkubdacids 1d6t kdvetden kertilt sor. A tenyészetek a lerakastol szamitott 24 ora

elteltével konfluenssé valtak, amit fénymikroszkopos vizsgalattal ellendriztiink.
Kezelés és mintavétel

24 6ra inkubécié utdn eltavolitottuk a haszndlt médiumot, és az egyes kezelési
csoportoknak megfeleléen kiilonb6z0 Osszetételli, Salmonella Typhimurium baktériumbol

izolalt LPS-t tartalmazo kezeléoldatokra cseréltiik (2. tablazat). Ez utdbbit 1 6ra inkubaciod

utan minden csoport esetében egységesen tapfolyadék IL.-re cseréltiik.
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Kezelési csoportok Kezeldoldat

Kontroll csoport Téapfolyadék I1.

LPS 1-csoport Tapfolyadék II. + 1 ug/ml LPS
LPS 10-csoport Tapfolyadék II. + 10 ug/ml LPS

2. tablazat. Az egyes kezel6 oldatok Osszetétele kezelési csoportonként

A mintavétel a kezeldoldatok lecserélése utan 24 oraval kovetkezett. A folyamat elsé
1épéseként lyukanként kiilon Eppendorf csovekbe pipettaztuk a tdpoldatot, majd TRI Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével lizaltuk a letapadt majsejteket. A mintakat
tovabbi vizsgalatokig -80°C-on taroltuk. Ennek sordn meghataroztuk a tdpfolyadék albumin
¢és IL-8 tartalmat szendvics ELISA segitségével, valamint gRT-PCR hasznalataval vizsgaltuk
a hepatocytak mikroszoémalis citokrom P450 (CYP) enzimeinek génexpressziodjat.

Az emlitett vizsgald modszerek a tovabbiakban keriilnek részletes ismertetésre.

Szendvics ELISA

Ez a mddszer az egyik leggyakrabban hasznalt szerologiai probak egyike. Mint a tobbi
ELISA-eljaras, adott antigén kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas (l1éteznek
ellenanyag detektalasara alkalmas valtozatok is).

Lényege egy szilard fazison lejatszodo antigén-ellenanyag reakcid, mely az antitesthez
kapcsolt enzim ¢€s a hozzaadott szubsztrat segitségével kovethetdé nyomon. Az eredmény egy
szinreakcid, mely szabad szemmel és fotométerrel is értékelhetd. A kapott szin intenzitasa a
rendszerben megkdtott, enzimmel jeldlt ellenanyag (=konjugatum) mennyiségével aranyos.
Az altalunk vélasztott modszer, a hasonléan antigén kimutatdsara alkalmas, direkt-ELISA
eljarasnal joval érzékenyebb. Ennek oka, hogy e proba sordn kétféle ellenanyagot is
alkalmaznak, melyek k6zos tulajdonsaga, hogy a keresett antigént egyarant kitni képesek. Az
egyik tipus ezen kiviil a lemezhez (szilard fazis) is kapcsolodik, a masik pedig a konjugatum

részeként vesz részt a reakcidban (4. abra).
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4. abra. A szendvics ELISA sematikus abrazolasa (szerkesztve az alabbi forras alapjan:
http://www.antikoerper-online.de/images/news/Sandwich%20ELISA.JPG.png)

Az altalunk végzett eljaras soran specialis, anti-sertés albuminnal bevont 96 lyuku
lemezeket alkalmaztunk (4. abra/l1.). A mar emlitett antigénnek, a tapoldatok albumin, illetve
IL-8 tartalma felelt meg. Albumin kimutatdsédhoz ,,porcine-specific albumin ELISA Kitet”
(Alpha Diagnostic International, San Antonio, USA); IL-8 esetében pedig ,,porcine-specific
IL-8 ELISA Kitet” (Invitrogen) hasznaltunk. A proba elvégzésének lépéseit a tovabbiakban
részletezem.

Az eljaras sordn minden egyes reagenst szobahdmérsékleten alkalmaztunk. El6szor a
vizsgaland6 minta (tapfolyadék) és a mosofolyadék megfeleld koncentraciora torténd higitasat
végeztiik el. Az utdbbi oldat funkcidja, az egyes 1épések kozott a reakcidba mar nem 1€po, a
rendszerben feleslegben maradt reagensek eltavolitdsa, megakadalyozva ezzel a hamis,
valotlanul magas koncentracio-értékek jelentkezését a mérés soran. A kovetkezd 1épésben 100
ul higitott mintat pipettaztunk az elére meghatarozott lyukakba (4. abra/2.). A viszonyitasi
alapul szolgél6 standardekbdl (sertés szérum, melynek albumin koncentracidja higitassal vagy
tisztitott sertés albumin hozzaadasaval elére beallitott: 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml,
100 ng/ml) és a pozitiv kontrollbol (kezeletlen sertés szérum, melynek albumin
koncentracidja: 33 ng/ml) ugyanekkora mennyiségeket mértiink az {liresen maradt helyekre.
Az alkalmazott inkubacids id0 mindegyik esetben 60 perc volt. Ezutan a mosas kdvetkezett,

melyet a gyartd eldirasa szerint négyszer ismételtiink meg a pontos eredmény érdekében.
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Szaritas utan minden lyukba 100 pl adagoltunk a kdzvetleniil a hasznalat el6tt 100x-ra higitott
anti-sertés albumin-HRP-nek (HRP=horseradish peroxidase) nevezett reagensbdl, melynek a
reakcioban szerepet jatszo komponensét peroxidazzal konjugalt anti-sertés albumin alkotta
(4. abra/3.). Az inkubacié ebben az esetben 30 percig tartott, és a kromogén szubsztrat
lyukakba mérése kovette (100 pl/lyuk) (4. abra/4.). Utobbi reakcidelegy tetrametil-benzidint
¢s hidrogén-peroxidot tartalmazott. Alkalmazasakor — a negativ kontroll kivételével — kék
szinreakcidt tapasztaltunk (inkubécios id6: 15 perc). Zard 1épésként az enzim katalizalta
folyamatok leallitdsa érdekében gatlooldatot adtunk minden reakcioelegyhez, melynek
kovetkeztében azok szine sargara valtozott. Ezutan az egyes lyukakban talalhato elegyek
abszorbanciajat ELISA leolvaso segitségével meghataroztuk (415 nm), melybdl a standard sor
segitségével szamitassal meghataroztuk a koncentraciot.

A probat az elézdéekhez hasonloan végeztiik el a tdpfolyadékok IL-8 tartalmanak
vizsgalata esetén is. Kiilonbség csak az alkalmazott anyagok mindségében figyelheté meg,
hiszen itt a lemez IL-8 specifikus antitestekkel lett elézdéleg bevonva, és a hasznalt

konjugatum anti-sertés-1L-8-HRP volt.

Kvantitativ real-time PCR

Ezzel a modszerrel meghatarozott génszakaszok vagy a réoluk irodott RNS molekulak
mutathatok ki, munkdnk sordan a majsejtek CYP enzimjeinek génexpresszidjat vizsgaltuk a
segitségével. Az eljaras 1ényege, hogy az eredetileg kis mennyiségben jelenlevd célmolekulak
megsokszorozasa utan, azok fluoreszcens detektalassal kimutathatova valnak.

Els6 1épésben az altalunk vizsgalni kivant RNS-tartalom kivonasat végeztiik el. Ez
részben megtortént, amikor TRI Reagent segitségével leoldottuk a sejteket a
tenyésztéedények feliiletérdl. Ez a specialis oldat fenolt és guanidin-izotiocianatot tartalmaz, a
sejtet, valamint a sejtalkotokat roncsolja, de az RNS-t védi. A mintdkhoz kloroformot adtunk,
¢s a kapott elegy 5 perces, 4°C-on torténd inkubécidja utan centrifugaltuk azokat (1200g, 15
perc, 4°C). Ennek eredményeként a centrifugacsovek tartalma 3 rétegre kiiloniilt el: also,
hidrofob szines fazisra, mely fenolt és kloroformot tartalmazott; intermedier fazisra, valamint
felsd, szintelen, hidrofil fazisra. Ez utobbiban taldlhatd az izoldlandd RNS, igy pipettor
segitségével ezt elkiilonitettiik az alsobb rétegektdl, majd a kovetkezd Iépésben izopropil-
alkoholt adtunk hozza, melynek hatasara az elegy ribonukleinsav tartalma kicsapodott. A
metodust 1 6rds inkubdacid kovette -80°C-on, majd a mintékat centrifugaltuk (1200g, 10 perc,

4°C). Ez utobbi eredményeképpen az RNS fehér pelletként jelent meg a csovek aljan.
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A kovetkez6kben a mar izolalt RNS tisztitdsa volt a feladatunk. Ehhez -20°C-0s, 75%-0s
etanolt hasznaltunk, és a reakcioelegyeket ismét centrifugaltuk, ezattal 7500g-n, 5 percig,
4°C-on. Ezutan széritottuk, majd 50 pl RNaz-mentes vizben feloldottuk az izoldtumokat. A
mintank esetleges exogén eredetli, vagy a hepatocytdkbol szarmaz6d sajat DNS-
szennyez6dését Amplification Grade DNase | (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag)
emésztOpuffer segitségével eltavolitottuk. A reagensben 1évé DNaz gatlasat specialis leallitd
oldat hozzaadasaval végeztiik el, majd 70°C-o0s, 10 perces hokezeléssel denaturaltuk is a mar
inaktivalt enzimet.

Az izolalt RNS mennyiségét és tisztasagat (Azeo/Azgo €s Azeo/Azszp arany) NanoDrop
ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Wilmington, USA) hataroztuk meg. Ez a
1épés fontos, mert a minta a vizsgalt nukleinsav (Agep) mellett tartalmazhat szénhidratokat,
szerves oldoszereket (Agz), Vvalamint kiilonféle fehérjéket (Aagp), melyek jelenléte az
eredményeket torzithatja. Mivel a polimerdz lancreakcidé soran DNS dependens DNS
polimerdz enzimet alkalmaztunk, ezért a vizsgdland6 RNS-t eldszor at kellett irnunk a
polimeraz enzimmel kompatibilis un. cDNS-¢é. Ezt RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Roth, Németorszag) segitségével hajtottuk végre.

A kvantitativ real-time PCR vizsgalatokat az iQ SYBR Green Supermix kit (BioRad,
Hercules, CA, USA) felhasznalasaval végeztilk el; a reakcidkat a MiniOpticon System
(BioRad) nevii késziiléken futtattuk le.

A vizsgélt célgének a kovetkezdk voltak: CYP1Al, CYP1A2 ¢és CYP3A29.
Referencia génként hipoxantin-foszforibozil transzferazt (HPRT) és cyclophilin-A-t (CycA)
hasznaltunk. A PCR-ekben templatként szolgaldo cDNS-bdl, alkalmazasa eldtt Otszoros
higitasokat készitettink. A PCR reakcidhoz sziikséges elegy tartalma mintanként: 2,5ul
cDNS, 0,2 umol a megfelelé primerekbdl, valamint 1x iQ SYBR Green Supermix

(végtérfogat 25 pl). A kiilonb6z6 primer parok szekvenciaja a 3. tablazatban talalhato.
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Vizsgalt gén | Primer szekvencia

CYP1A1l F 5’-CAGAGCTGCTTAGCCTTATCAACC-3’

R 5’-CTGGATGCTGGGATTTGTCACCAG-3’

CYP1A2 F 5°- GTGAGGAGATGTTCAGCATCGTGAAG-3’

R 5-CTTCTGTATCTCAGGATATGTCACA-3’

CYP3A29 |F5-TTCGTGCTTCACAGAGAGACCC-3’

R 5’-TACTAGGTGGGGGTGGATGG-3’

HPRT F 5’-GGACTTGAATCATGTTTGTG-3"

R 5’>-CAGATGTTTCCAAACTCAAC-3’

CycA F 5’-GCGTCTCCTTCGAGCTGTT-3’

R 5’-CCATTATGGCGTGTGAAGTC-3’

3. tablazat. A kisérletben vizsgalt gének primer parjainak szekvenciaja (F=forward primer,
R=reverse primer)

A PCR a kévetkezo hoprofil szerint folyt:

e denaturacios 1épés: 3 perc 95°C

e 40 ciklus (20 sec 95°C, 30 sec 60°C, 30 sec 72°C)

Minden egyes ciklus végére beiktattunk egy 10 sec hosszl leolvasési 1épést, mely soran a
késziilék meghatdrozta valamennyi minta fluoreszcencidjat. Ennek lehetdségét az teremtette
meg, hogy az eldzdleg alkalmazott SYBR Green festék a kettds szali DNS molekulédhoz
kotott és megfeleld hullamhossza (520 nm) gerjesztd fény hatasara fluoreszkalt.

A reakcid specificitdsat olvadaspont analizis segitségével ellendriztiik. A vizsgalat alapja,
hogy a keletkezett PCR termék olvadaspontjat annak C-G bazispar-aranya, valamint a hossza
befolyasolja, igy adott tipusi DNS-hez mindig kizarélag egy, a szerkezeti sajatossagaibol
kovetkezd olvadaspont érték tartozik. Tehat, ha az analizis sordn egy olvadaspontot kapunk

eredmeényiil, az azt jelenti, hogy kizardlag egy termék képzddhetett a PCR reakcioban.
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A specificitds mellett a hatékonysag is ellendrizendd paraméter. Ez utobbi a legtobb
esetben nem 100%-o0s, ami azt jelenti, hogy a templat DNS megkettéz6dése egyes
ciklusokban nem teljes. Megallapitdsahoz sziikség van az ugynevezett Ct értékek
meghatarozasara minden cél- ¢és referencia gén esetében. Ez tulajdonképpen azt a
ciklusszamot jeloli, melynél a fluoreszcens jel exponencidlis ndvekedést mutat. Ebben a
tartomanyban lesz a legnagyobb a PCR hatékonysdga, ugyanis itt a templdt mennyisége
minden ciklusban biztosan megkétszerezodik. A kapott Ct értékeket a kiinduldsi cDNS
mennyiségének (logio) fliggvényeében abrazolva a pontok egy egyenesre estek. Az egyenes
meredekségének ismeretében a PCR-ek hatékonysagat a kovetkezd képlet segitségével
szamoltuk ki: E=10Y™-1, ahol E a PCR hatékonysaga, m pedig az egyenes meredeksége.

A Ct-érték forditottan aranyos a kezdeti templat cDNS szamanak logaritmusaval. Minél
nagyobb mennyiségli ¢cDNS van a mintdban, anndl hamarabb detektalhat6 a keletkezett
termék, €és csokken a Ct érték. Ez alapjan a Ct érték segitségével a szoftver meghatarozza a

relativ génexpresszio értékét.
Statisztika

A vizsgalt célgének relativ génexpresszio szintjét a Relative Expression Software Tool
(REST) 2009 (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) segitségével hataroztuk meg. Az egyéb
adatok feldolgozasat az R-program 2.14.0 verzidjanak hasznalataval végeztiik el. Az atlagok
kozti kiilonbséget, normal eloszlasu alapsokasag esetén ,,egy-utas” vagy ,.két-utas” ANOVA
segitségével becsiiltiik meg. A kezelt és kezeletlen (=kontroll) csoportok dsszehasonlitasahoz
post-hoc teszteket végeztiink (Dunnett-teszt). Szignifikdns kiilonbséget P<0,05, trendszerti
valtozast pedig 0,05<P<0,10 eredmény esetén allapitottunk meg. Minden eredményt atlag +

standard hiba alakban fejeztiink ki.
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Eredmények

Szendvics ELISA

A tapfolyadék albumintartalma

A téapfolyadékbol torténd albuminkoncentracio-meghatarozas eredményei alapjan a
majsejtek 4ltal termelt albumin mennyisége mindkét alkalmazott LPS kezelés hatasara
szignifikansan csokkent. (1 pg/ml P=0,038; 10 pg/ml P=0,041) Ennek ellenére mind a
kontroll, mind a kezelt hepatocytdk albumintermelése a vizsgalati modellnek megfeleld

vitalitast tenyészeteket mutatott (5. abra).
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5. abra. A tapfolyadékok albumintartalma (* jelentése: P=0,01-0,05)

A tapfolyadék IL-8 tartalma

A hepatocytdk IL-8 termelése az alacsonyabb dozisi LPS-stimulus hatasara
trendszertien emelkedett (P=0,073), a magasabb LPS-d6zis esetében azonban nem

tapasztaltunk szignifikans valtozast (P=0,637) (6. abra).
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6. abra. A tapfolyadékok IL-8 koncentracioja (# jelentése: P=0,05-0,1)

Kvantitativ real-time PCR

CYPIAI génexpresszio

A kvantitativ real-time PCR eredményei alapjan a CYP1A1génexpresszio szignifikans
csokkenést mutatott az 1 pg/ml-es LPS kezelés hatasara (P=0,009), mig ez a hatas a nagyobb

koncentracioban alkalmazott LPS-stimulust kovetéen nem jelentkezett (P=0,811) (7.1. abra).

CYPIA2 génexpresszio

E CYP enzim esetében mindkét alkalmazott LPS koncentracid hatasara szignifikans
génexpresszio-csokkenést tapasztaltunk (1 pg/ml esetén P=0,046; 10 pg/ml esetén P=0,021)
(7.2. abra)

CYP3A429 génexpresszio

A CYP3A29 enzimet kodolé6 RNS mennyisége mindkét LPS kezelés hatasara
csokken6 tendenciat mutatott, am ez a valtozas egyik esetben sem Vvolt szignifikans (1 pg/ml

esetén P=0,278; 10 ug/ml esetén P=0,172) (7.3. abra)
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Relativ CYP1A1 génexpreszio (atlag+SEM)
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7. abra. A majsejtek relativ CYP1A1 (7.1.), CYP1A2 (7.2.) és CYP3A29 (7.3.)
génexpresszioja LPS kezelés hatasara (** jelentése: P=0,01-0,001)

27



Megbeszélés

A szervezetet folyamatosan terheld exogén és endogén eredetli karos anyagokkal
szemben szamos hatékony védekez6 rendszer alakult ki. Ezek kozott emlithetjiik a gyulladas
folyamatat, melynek célja optimalis esetben a korok climinalasa és a regeneracio. Minden
gyulladasos reakcid soran, a kivaltdo oktol fiiggetleniil, hasonld folyamatok zajlanak le. Az
érintett sejtekbdl medidtor molekuldk sokasdga szabadul fel, melyek parakrin modon hatést
gyakorolnak a kornyezd, majd a vérpalyaba jutva a kiindulasi ponttol egészen tavoli sejtek
milkodésére is. Az immunvalasz részeként létrejové gyulladasos reakcido in  vitro
tanulmanyozasanak egyik fontos moédja a kiilonféle sejttenyészetek bakterialis eredeti
lipopoliszachariddal (LPS) torténé kezelést kdvetd vizsgalata (Morgan, 2001), igy a kutatod
csapatunk altal végzett Kkisérlet soran is ezt a moddszert alkalmaztuk. Azok a
mikroorganizmusok, melyek sejtfala LPS-t tartalmaz, fiziologias esetben is megtalalhatok a
belekben, igy az altaluk keltett stimulus gyakorlatilag folyamatosan éri az intestinalis epithelt
¢s az immunsejteket, allando készenléti allapotban tartva azokat. Ez a mechanizmus a bélbeli
patogénekkel szembeni védekezés fontos része. Probléma akkor jelentkezik, ha valamiért a
mar emlitett mikroorganizmusok talzott mértékben elszaporodnak, példaul fertézés vagy
hosszantartd antibiotikumos kezelés hatdsira. Ebben az esetben a lokalisan nagyobb
mennyiségben termelt gyulladasos citokinek, mint a Tumor Necrosis Faktor-alfa (TNF-alfa),
interleukinok (IL), interferonok (IFN) hatasara a bélhamsejtek kozotti zonula occludens (tight
junction) kapcsolatok gyengiilnek, majd helyenként meg is szakadnak. Ezt kovetéen a
baktériumok sejtfalabol felszabaduld LPS, valamint az epithel altal termelt citokinek a
vérkeringésbe jutva, a v. portae kozvetitésével, elséként a mdj allomanyaba érve, az itt
talalhat6 sejtekre fejtenek ki hatast.

A kérdés az, hogy egy-egy gyulladdsos reakcid termékei milyen mértékben és
mindségben képesek befolyasolni az érintett sejtek (vizsgalatunk esetében: hepatocytak)
miukodését. Korabbi kutatasokhoz hasonloan, mi is erre kerestiik a valaszt az altalunk végzett
kisérlet eredményeinek elemzésével.

Els6ként a levett tapfolyadék albumintartalmat hataroztuk meg a tenyészetek
életképességének valamint a metabolikus aktivitasanak jellemzése céljabol. A kezelt mintak
koncentracioja a kontrollcsoportokéhoz képest szignifikansan csokkent, ez a valtozas

megfelel a korabbi kutatasok sordn, masok altal mért értékeknek (Behnia et al., 2000). A
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csokkenés ellenére mind a kontroll, mind a kezelt hepatocytdk albumintermelése a vizsgalati
modellnek megfeleld vitalitasu tenyészeteket mutatott.

A gyulladasos folyamatok jellemzése céljabol, kiillonbozo stresszhatasnak Kitett
(példaul Salmonella Typhimuriumbol szarmaz6 LPS, H,0,) tenyészetek Interleukin-8 (I1L-8)
termelésének valtozasait korabban is kutattdk, &m ezeket a vizsgélatokat foként kiilonféle
bélhamsejt vonalakon végezték el (Arce et al., 2010; Paszti-Gere et al., 2012; Angrisano et al.,
2010). A kordbban tapasztaltakat alatdmasztjdk az altalunk, hepatocytdkon végrehajtott
kisérlet eredményei, mivel a kisebb LPS doézis (1 pg/ml) alkalmazasa esetén, a tapfolyadék
IL-8-tartalma a kontrollhoz képest trendszeri emelkedést mutatott. Tehat bakterialis stimulus
hatasara majsejtekben, a bélhamsejtekhez hasonldan, egy in vitro korilmények kozott
generalt gyulladasos reakcio vette kezdetét. Erdekes, hogy az ennek megfeleléen vart markéans
IL-emelkedés helyett csak trendszerli novekedést tapasztaltunk, illetve a 10 ug/ml LPS-
kezelés esetén nem kaptunk kiilonbséget. Ezen eltérés hatterében feltételezhetéen tobbek
kozott az all, hogy a bélham altal termelt citokinek hidnyaban, kizarélag az LPS direkt hatasat
vizsgalva, nem olyan kifejezett az emelkedés, hiszen a felszivodott és a majba juté LPS,
valamint a bél altal termelt citokinek egyarant sziikkségesek a megfelel6 IL-valasz kivaltasahoz
(Paszti-Gere et al., 2013).

A kovetkezd Iépésben a hepatocytdk citokrom P450 (CYP) enzimjeinek
génexpresszidjat hataroztuk meg qRT-PCR segitségével. Vizsgalataink a CYP1A1, CYP1A2
és CYP3A29 monooxigendzokra terjedtek ki. Valasztdsunk azért esett épp ezekre az
izoenzimekre, mert a kiilonb6zd testidegen anyagok (xenobiotikumok) lebontasdban
leggyakrabban a CYP1, CYP2 és CYP3 csaladba tartozé mikroszomalis detoxifikald enzimek
vesznek részt (Jacobs et al., 2000; Baader et al., 2002).

LPS1 ug/ml LPS 10 pg/ml

IL-8 koncentracié (a szignifikans eltérés nem

trendszeri emelkedés

kontrollhoz képest) mutathato Ki
CYP1A1 génexpresszio (a C e o . szignifikans eltérés nem
kontrollhoz képest) szignifikans csokkencs mutathatd ki
CYP1A2 génexpresszio (a P ) . P ] .
kontrollhoz képest) szignifikans csokkenés szignifikans cs6kkenés
CYP3A29 génexpresszio (a szignifikéans eltérés nem szignifikéans eltérés nem
kontrollhoz képest) mutathat6 ki mutathat6 ki

4. tablazat. A majsejtek IL-8 produkcidjanak és CYP génexpresszidjanak kontrollhoz
viszonyitott valtozasa LPS kezelés hatdsara
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A fenti tablazatban (4. tablazat) is jol lathato, hogy az alacsonyabb LPS dozis
hatdsara a majsejtek CYPIA1 és CYP1A2 génexpresszidja csokkent. Utébbi CYP enzim
esetében, ez a valtozds a nagyobb koncentracidoban alkalmazott LPS-stimulust kdvetden is
jelentkezett, mig ugyanez a CYP1A1-r6] mar nem mondhato el. A gyulladasos, szeptikus
folyamatok CYP génexpressziora gyakorolt hatasarol, eredményeink €s a rendelkezésre allo
irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy ez a hatds altaldban szupressziv jellegli, am sok
egyéb tényezd befolydsolja, ezért a kiilonféle kisérletekben kapott eredmények sokszor
ellentmondoak (Warren et al., 1999; Siewert et al., 2000). Kutatasunk soran tehat igazoltuk,
hogy egy antigén természetii anyaggal, az LPS-sel indukalt gyulladdsos reakcio, a maj mar
emlitett CYP enzimeire szupressziv médon hat. Az viszont még kérdéses, hogy a gyulladast
generald exogén (vagy akar endogén) anyag koncentracidja hogyan befolyasolja a hatas
mindségét, ugyanis bizonyos esetben a génexpresszio az alkalmazott LPS dézistdl fiiggetlentil
(CYP1A2, CYP3A29), maskor azzal 6sszhangban valtozott (CYP1AL).

Tovabbi problémat vet fel az enzimszupresszié €s a sejtek megndvekedett 1L-8
modosithatja a CYP-ek miikodését (Morgan, 2000), &m eredményeink ezt nem tdmasztjak ala
egyértelmiien, ugyanis a CYPIA1 kivételével egyik enzim esetében sem figyelhetd meg
egyértelmii kapcsolat az IL-8 koncentracié emelkedése és a CYP génexpresszid valtozasa
kozott. Példaul a CYP1A2 esetében szignifikdns génexpresszid csokkenést tapasztaltunk az
alacsonyabb és a nagyobb LPS dozis alkalmazasakor is, annak ellenére, hogy az IL-8
koncentraci6 csak a kisebb alkalmazott LPS koncentraci6 esetében mutatott eltérést a
kontrollcsoporthoz viszonyitva. Ez a jelenség bonyolitja az interleukinok CYP-ekre gyakorolt
hatasdnak megértését, am bizonyitja, hogy a CYP-ek gyulladésos reakcidé soran létrejovo
szupresszidja nem csupan a citokineknek kdszonhetd, hanem kozvetleniil a gyulladast kivaltd
antigéntermészetli molekuldk jelenlétének is (Morgan, 2000). A CYP3A29 génexpressziot
vizsgalva nem tapasztaltunk szignifikans eltérést (a kontroll-csoporthoz képest) egyik LPS
kezelés esetében sem. Mivel ugyanezen CYP alcsalad enzimeivel, patkanyokon végzett
kutatdsok is hasonld eredményre vezettek (Sewer et al., 1997), valosziniisithetd, hogy a
szoban forgd enzim mitkddését sem a gyulladdsos folyamat induktora, sem a mediatorai nem
befolyasoljak.

A CYP enzimek szerepe nélkiilozhetetlen a szervezetet folyamatosan terheld
xenobiotikumok biotranszformaciojaban. Tehat mindazon folyamat, koztik egy a
szervezetben kialakul6 gyulladéas, mely szupresszélja miikodésiiket, jelentdsen megvaltoztatja

a terapias célbol alkalmazott gydgyszerek, illetve kiilonb6z6 endogén szubsztratok
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metabolizmusat is. Ezaltal az eldbb emlitett szerek farmakokinetikai paraméterei
megvaltozhatnak, emelve az alkalmazott hatéanyag terapias indexét, valamint csokkentve a
terapia biztonsagossagat. Tovabb neheziti a kiilonbozd, CYP enzimeken bomld szerek
megfeleld dozisanak beallitasat, hogy bizonyos xenobiotikumok egyszerre tobb tipusua CYP
enzimmel képesek Kkiillonb6z6 jellegli interakcioba 1épni. Példaul a phenytoin
(antiepileptikum), a CYP2C9 altal metabolizalodik, de a CYP3A4,5, 7 enzimek induktora is
egyben. Igy ha ezzel a hatéanyaggal parhuzamosan olyan szert alkalmazunk, mely utobbi
enzimek katalizalta reakcié soran bomlik (példaul a kalciumcsatorna-blokkol6d verapamil, a
kozponti idegrendszerre hatdo diazepam vagy a makrolid antibiotikumként hasznalt
erythromycin), a terapias hatas nem a gyartd altal megadott dozis alkalmazasa esetén fog
jelentkezni (Galfi et al., 2010). Fontos tovabba, hogy tobbek kozott az elébbiekben targyalt
okokra visszavezetheté enzimgatlas modosithatja az ¢lelmezés-egészségligyi varakozasi id6
hosszat is. Mindezek figyelembevétele azért kiillonosen fontos, mert sok gydgyészati célbol
hasznalt xenobiotikumot (gyulladdscsokkentdk, antibiotikumok) olyan allaton alkalmaznak,
melynek szervezetében a korokot eliminalni igyekvé gyulladasos folyamatok épp aktivan
zajlanak. Tehat a gyulladasos reakcidk kiilonb6zd CYP-ekre gyakorolt hatdsdnak pontos
ismerete nélkiilozhetetlen az egyes gyogyszerek hatékonysdganak, valamint toxicitdsanak
meghatarozasahoz, illetve figyelembe kell venni az élelmezés-egészségiigyi varakozasi ido
megallapitasanal is.

Vizsgalataink folytatasaként a Puviani és Meng moddositott protokollja (Puviani et al.,
1998; Meng et al., 2010) alapjan létrehozott, miikodéképes, homogén primer majsejttenyészet
alkalmas lehet az LPS mellett kiilonféle gyulladasgatlé anyagok sejtekre gyakorolt hatasainak
vizsgalatara. Igy a kapott eredmények gondos elemzésével, hasznos informaciokhoz juthatunk
a szisztémas gyulladasos folyamatok kezelésére szolgald hatoanyagok, igy a hagyomanyos
antimikrobialis és gyulladasgatld farmakonok alternativajaként alkalmazhato szerek
hatékonysagat illetéen. Mindezen feliil a primer majsejttenyészet egy bél-maj kokultara

rendszer kialakitasahoz is jo alapként szolgalhat.
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Osszefoglalas

Kiilonféle stresszorok, igy a Gram-negativ baktériumok sejtfalabol felszabadulo
lipopoliszacharidok (LPS) akut vagy kronikus gyulladas kialakulasat okozhatjak. Ilyenkor a
stresszhatds alatt allo sejtek nagy mennyiségben termelnek gyulladdsos medidtorokat,
elsésorban citokineket, igy az altalunk is vizsgalt interleukin-8-at (IL-8). A bélhamsejtek altal
termelt gyulladdsos mediatorok és a felszivodd LPS a v. portae-n keresztiil a majba jutnak,
igy a belekben helyileg jelentkezd elvaltozas szisztémas jellegi gyulladéassa alakulhat.

Munkénk sordn épp ezért, a mar emlitett baktérium eredeti LPS majra kifejtett
hatasait kutattuk sertés primer majsejttenyészeten, mint in vitro rendszeren. A majsejtek
¢letképességére azok albumintermelése, mig a gyulladdsos folyamatokra a tapfolyadék IL-8-
koncentracioja engedett kovetkeztetni. Tovabba vizsgaltuk a hepatocytdk mikroszomalis
citokrom P450 (CYP) enzimjeinek génexpresszidjat is, melyeknek fontos szerepiik van a

A hepatocytékat 15 kg tdmegli, magyar nagyfehér fajtajl, artdny sertésekbdl izolaltuk.
A maj aszeptikus kiemelését kdvetden a processus caudatus-t levalasztottuk, majd az izolalt
lebenyt tobb 1épcsében (EDTA tartalma-, majd EDTA-mentes, ill. kollagenazzal kiegészitett
pufferekkel) perfundaltuk, melynek eredményeként a majsejtek szabadda valtak. Ezt kovetden
a hepatocytdkat FBS (foetal bovine serum) - tartalmt sejttenyésztdé médiumban (Williams’
Medium E) vettiik fel. A sejteket el6zdleg kollagénnel bevont, 6 lyuku lemezeken
tenyesztettiik (6* 10° sejt/lyuk), ahol 24 6ras inkubaciot kdvetden konfluenssé valtak.

A tovabbiakban a tenyészeteket Salmonella typhimurium eredetii LPS-sel (1 és 10
pg/ml) kezeltiik 1 oran keresztiil. Huszonnégy ora elteltével leszivtuk a tapfolyadékot és
szendvics ELISA segitségével meghatdroztuk a médium albumin és IL-8 tartalmat. Emellett a
hepatocytakat TRI Reagent segitségével lizaltuk, és qRT-PCR segitségével vizsgaltuk a CYP
enzimek génexpresszidjat.

A kezelést kovetd 24 ora utdn az albuminkoncentracié mindkét alkalmazott LPS
kezelés hatdsara szignifikdnsan csokkent a kontroll csoporthoz viszonyitva. A hepatocytak IL-
8 produkcidja az alacsonyabb LPS dozis hataséra trendszerli ndvekedést mutatott. A majsejtek
CYPIAIl és CYPIA2 enzimeinek génexpresszioja szignifikdns csdkkenést mutatott az 1

crer

kontroll csoporthoz képest. A CYP3A29 és a CYP1AIl esetében sem figyelhettiink meg
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szamottevd valtozast a magasabb LPS dozis alkalmazasa utdn, a CYP1A2 génexpresszio
viszont szignifikdnsan csokkent ugyanezen kezelés hatasara.

Kutatdsunk eredményei igazoljak, hogy az altalunk alkalmazott sertés primer
majsejttenyészet megfeleld modell a kiilonféle gyulladasos folyamatok tanulméanyozéasahoz.
Kimutattuk, hogy a bakterialis LPS szignifikdnsan csokkenti egyes CYP enzimek
génexpressziojat, ezen hatds azonban az alkalmazott LPS-koncentraciotol, illetve a vizsgalt
izoenzim tipusatol fliggden eltéréseket mutat. A jovében ugyanezen modellen az LPS mellett
kiilonféle gyulladasgatldo anyagok (probiotikus baktériumok és n-butirat) sejtekre gyakorolt
hatdsait is szeretnénk elemezni. A szerzett tapasztalatok felhasznéalasaval pedig a

majsejttenyészet egy bél-mdj ko-kultira rendszer kialakitasahoz is jo alapként szolgalhat.
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Summary

Stress factors, such as release of lipopolysaccharides (LPS) of Gram-negative bacteria
can lead to formation of acute and chronic inflammation. In this case, the inflammatory
mediators produced by the cells under stress, first of all cytokines — such as interleukin 8 (IL-
8) — are produced in larger quantities. The inflammatory mediators produced by the
enterocytes and the absorbed LPS can easily enter the liver through the portal vein, where
they can induce the activation of a new inflammatory cascade. In this way, a local intestinal
process can develop into a systemic inflammation.

In our work, therefore, we examined the effects of bacterial LPS on the liver in a
culture of pig liver cells, which served as an in vitro system. We were able to determine the
viability of the liver cells based on their albumin production, and the state of the inflammatory
processes by the concentration of IL-8 in the culture medium. We also examined the gene
expression of the microsomal cytochrome P450 (CYP) enzymes of the hepatocytes, which
have an important role in the biotransformation of the xenobiotics.

For the cell isolation, 15-kg castrated male pigs of the Hungarian large white breed
were used. After aseptical excision of the liver, the processus caudatus was removed. The
isolated tissue was then perfused in multiple stages (using buffers first with, then without,
EDTA, subsequently supplemented by collagenase), as a result of which the liver cells were
dissociated. The hepatocytes were then resuspended in a cell culture medium (Williams’
Medium E) containing FBS (foetal bovine serum) and were cultured using a collagen-coated,
six-well plate (6*10° cells/well) for 24 hours, after which the cell cultures were confluent in
every case.

The samples were then exposed to LPS extracted from the cell membrane of
Salmonella typhimurium, with differing concentrations (1 és 10 pg/ml), for one hour. After 24
hours, the culture medium was removed, and the ELISA method was used to determine the
medium’s albumin and IL-8 content. The hepatocytes were also lysed using TRI Reagent, and
gRT-PCR was used to examine the gene expression of CYP enzymes.

Albumin concentration corresponding to intact hepatocytes was significantly reduced
24 h after LPS treatment with either of the two concentrations of LPS. IL-8 production of
hepatocytes tended to be increased by the lower dose of LPS treatment. CYP1Al and
CYP1A2 gene expression of hepatocytes was significantly decreased after exposure to 1

pg/ml LPS, but CYP3A29 was not altered. No significant difference could be found between
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10 pg/ml LPS-stimulated and control cells concerning the expression of hepatic CYP1A1l and
CYP3A29 genes, however, CYP1A2 was down-regulated after treatment with the applied
higher LPS concentration.

Based on our results, the cell culture we applied is an appropriate model for the study
of various inflammatory processes. It was found in the present study that gene expression of
various CYP enzymes can be reduced by bacterial LPS, which is in agreement with literature
data. However, this effect may vary depending on the applied LPS concentration and
examined isoenzyme. In the future, this model is suitable to examine the effects of anti-
inflammatory substances besides LPS, such as Lactobacillus plantarum and n-butyrate, on
cells. Furthermore, the applied liver cell culture will serve as a good basis for the development

of a novel enterohepatic co-culture model.
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