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Roviditések jegyzéke

BSA = bovine serum albumin

CYP enzimek = citokrom P450 enzimcsalad
DAPI = 4°,6-diaminido-2-phenyilindol

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay
FBS = fetal bovine serum

FITC = fluoreszcin-izotiocianat

GALT = gut-associated lymphoid tissue
HEPES = N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid
IFN = interferon

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

IL = interleukin

LPS = lipopoliszacharid

Lp2142 = Lactobacillus plantarum 2142

MHC Il = major histocompatibility complex II.
NF-kB = nuclear factor-«B

NK sejtek = natural killer sejtek

NSAID = nonsteroidal anti-inflammatory drug (Nem szteroid gyulladascsokkentd)
P = tévedési valdsziniiség

PAMP = pathogen-associated molecular pattern
TLR = toll-like receptor

TNF = tumor necrosis factor



Bevezetés és irodalmi attekintés
A maj funkcidja, felépitése

A méj szervezetiink egyik legsokrétiibb funkcioval rendelkezd szerve. A bélbol
felszivodott anyagok Utjanak elsé allomasa, amelyek ide a vena portae Utjan érkeznek, és
valamilyen feldolgozas, atalakitas utan a keletkez6 termékek a szisztémas keringésbe jutnak.
Kiemelked6 feladata a kornyezetbdl felvett vagy endogén tton keletkezett mérgezo, karos,
illetve testidegen anyagok méregtelenitése és kivalasztasa. Szertedgaz6 funkcidi kozeé tartozik
a plazmafehérjék szintézise, ilyenek példaul az albumin, fibrinogén, plazminogen,
transzferrin, nem immunogén alfa és béta globulinok. Tovabbi feladata az epesav-szintézis,
illetve az epe szekrécioja és egyes szabalyoz6 molekuldk képzése, atalakitasa is, igy a majban
zajlik az eritropoietin, az IGF-1, az IGF-2 (insulin-like growth factor-1, -2) és az
angiotenzinogén szintézise. Fontos tovabba, hogy a méj, mint az intermedier anyagcsere
egyik legfontosabb szerve részt vesz a felszivodott szénhidratok glikogénkent valo
tarolasaban, szilkség esetén a glukdz mobilizalasadban, a glikoneogenezisben, valamint a
lipid- és aminosav-anyagcserében. Funkcioi koze tartozik emellett a folsav, a B1,- vitamin, az
A-vitamin, a vas és a réz tarolasa is (Robbins, 2009).

A maj szerkezetét alkotd sejttipusokat parenchymalis és nem parenchymalis sejtekre
oszthatjuk, elobbiekhez a hepatocytak tartoznak, melyek a szerv allomanyanak jelentds részét,
csaknem 80%-at teszik ki, utdbbi csoportot pedig a Kupffer-sejtek, a vér- és epeereket,
sinusoidokat, illetve a Disse-féle teret bélelé endothel sejtek, az Ito-sejtek és kiilonb6zé
fehérveérsejtek alkotjak (Rohlich, 2006).

A m3j feliletét kiviilr6l egy finom kollagén- és elasztikus rostokbol allo, Glisson-
toknak nevezett kotdszovetes tok boritja, mely a majkapunal befordul a mé; allomanyaba és
sokszorosan elagazik a majlebenykéket kortlvéve. Az interstitiumnak fontos szerepe van a
sejtek alakjanak és polaritasanak megdrzésében, ezt a glikoproteinek, Ca®* ionok és a sejtek
feliileti receptorainak egyiittmiikodése teszi lehetové (Puviani et al., 1998). A sejtek
vérellatasaért az ugynevezett majsinusok felel6sek, melyek kapillarisszerii, tagult véredények,
lumentiiket endothellel bélelt szabalytalan intercellularis nyilasok szakitjak meg. A nyilasok
kozott, a lumenbe nyulva talalhatok a szabalytalan alakd, fagocitozisra képes monocyta
eredetli fehérvérsejtek, a Kupffer-sejtek (1. abra), melyek a mononuclearis phagocyta-
rendszer tagjai. Fontos szerepet tdltenek be a szervezetbe keriilt fert6z6 anyagok, példaul
baktériumok eliminalasaban, a bekebelezett antigének bemutatasaban, mint antigénprezental6

sejtek, igy a szervezet védekezorendszerének nélkiilozhetetlen elemei (Kolios et al. 2006). A



lentebb bévebben kifejtett gyulladdsos reakcidban kiemelt jelentdségii citokineket termelnek,
melyek a méjban talélhat6 citokrom P450 (CYP) enzimekre szupresszids hatast gyakorolnak
(Sunman et al., 2004). A CYP enzimek tobb szervben, példaul a vesében, a tiidében és a
bélcsatornaban is megtalalhatok, de a majban mikodnek legnagyobb aktivitassal. Fo
feladatuk a majba kertilt testidegen, kéros anyagok — leggyakrabban redoxireakciokkal torténé
— atalakitasa, ezaltal elokészitve azokat a késébbi konjugaciora, majd eliminalasra (Pészti-
Gere et al., 2014; Galfi et al., 2010).

Szintén a fehervérsejtek kdzé tartoznak a lymphocyta tipusu, tgynevezett ,,pit sejtek”,
melyeknek feltehetéen az Ito-sejtekkel egyutt jelentés szerepik van a fibrinogenezisben. A
,»pit sejtek” a fibrintermelést stimulalo faktort allitanak eld, az Ito-sejtek pedig kdzvetlenl

fibrintermel6ként vesznek részt a folyamatban (Friedman, 2004a,b).
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1. abra: Elektronmikroszkopos felvétel Kupffer-sejtrol
Jeldlések: Kc= Kupffer-sejt, Pl= thrombocyta, Ds= Disse-féle tér,Ed= endothel sejt,
N= sejtmag, Nu= nucleolus, Cf= kollagén szél, Ly= lysosoma, m= mitochondrium, Go=
Golgi-apparatus
(Forras: http://histologyatlas.wisc.edu/slides/183/original)



A gyulladas biokémiaja

A gyulladas folyamata szoros kapcsolatban van az immunrendszer miikodésével, ezért
a gyulladds mechanizmusainak megértéséhez elengedhetetlen az immunrendszer
milkodesenek attekintése. Immunrendszeriinknek két alapvet6 eleme van, ezek a termeszetes
(6roklott) és az adaptiv (szerzett) immunitds. Immunvalaszt valthat ki minden, a szervezetbe
kerllt testidegen anyag, példaul a korokoz6 Gram negativ baktériumok sejtfalat alkoto
lipopoliszacharid (LPS) tipusu endotoxinok, de akar a szervatiiltetés és a vératomlesztés is. A
korokozoknak az immunvalasz kivaltasahoz elsé 1épésként at kell jutnia a szervezet védelmét
szolgalo barrier szervek valamelyikén. Ilyen példaul a bor, illetve a bélcsatornat béleld epithel
réteg (Gewirtz et al., 2002). Mindennapi életiink soran szdmtalan ilyen — immunvéalaszt
kivaltani képes — anyaggal keril kapcsolatba a szervezet, melyek legnagyobbrészt a
bélcsatornan keresztill keriilnek a verpalyaba, és ennek koévetkezményeként védekezd
rendszeriink aktivalodik (Neutra et al., 1996; Salmi et al., 1996). Mivel a vérdramba
felszivodott anyagok elsé 1épésként a majba keriilnek, nem meglepd, hogy ez a szerv
kulcsszerepet tolt be a szervezet védekez6 folyamataiban.

Miutén a korokoz6 bejutott a vérpalyaba, elséként a természetes immunitas folyamatai
indulnak meg. Arra a kérdésre, hogy mi alapjan ismerik fel az immunsejtek ezeket az
anyagokat, a valasz a korokozokra jellemz6 molekuldris mintazatban (pathogen-associated
molecular patterns = PAMP) rejlik. A felismerd mechanizmust az immunsejtek felszinén 1évo
Toll-like receptorok (TLR) segitik, melyek kilonb6z6 PAMP mintazatokat ismernek fel.
Ilyen példaul az LPS, a gombakban jelen levé mannan és a kiilonbozé virusokban talalhato
idegen nukleinsavak (pl. duplaszali RNS). Az idegen anyag és a TLR kapcsolddasa
kiilonbozd jelatviteli utakat indit be, és ezzel az immunvélaszt aktivalja. LPS hatasara nem
csak ez az aktivacio figyelhetd meg, hanem a TLR-expresszio is fokozodik (Burkey et al.,
2007; Arce et al., 2010; Hanson et al., 2011).

A természetes immunitas sejtjei — granulocytak, Natural Killer sejtek (= NK sejtek),
hizdsejtek és antigénprezentalo sejtek (makrofagok, dendritikus sejtek) — tobbrétii feladatot
latnak el annak érdekében, hogy a korokozokat sikeresen eliminaljdk. Szamos esetben
elegend6 a korok megsziintetéséhez az 0Oroklott immunvalasz miikodése, azonban ha
szlikséges, az adaptiv immunrendszer is aktivalodik. A korok megsziintetését szolgalja
kiilonboz6 citotoxikus fehérjek szekrécioja, illetve a fagocitozis, melynek eredményeként az
antigének a major histocompatibility complex Il-vel (MHC-II) egytt a makrofagok felszinére
kerlilnek, ezzel képessé véalnak az adaptiv immunvalasz aktivaldsara. A természetes

immunitas sejtjei szamos citokint is termelnek, mellyel az immunvalaszt szabalyozni képesek.



Az adaptiv immunvélasz sejtjei cellularis (T-lymphocytak) és humoralis (B-lymphocytak)
immunvalasz kialakitasara kepesek, specifikusan az adott kérok ellen hatnak, és memoriaval
rendelkeznek (Robbins, 2009).

A fent leirt immunfolyamatok soran kialakult mediatorok és az immunsejtek
egylttesen gyulladast hoznak Iétre, melynek jellemzéen Ot tiinete alakul ki: kipirultsag,
melegség, duzzanat, fajdalom és mikodéskieses. Ezeknek a megjelenéséért legfobbképpen az
arachidonsavbol képz6dd, eikoszanoid tipustt gyulladasos mediatorok felelések. Az
arachidonsav a szervezetben els6sorban a sejtmembranok foszfolipid molekulaiban
(foszfatidil-kolin — lecitin, foszfatidil-etanolamin — kefalin) foglal helyet. Ahhoz, hogy a
foszfolipidekbdl arachidonsav szabaduljon fel, a foszfolipdz-A2 enzim miikodése sziikséges.
Ennek aktivalasaban a szervezetbe kerilt idegen anyag, példaul az LPS és a TLR
kapcsolddasa altal medidlt citokintermelés kulcsfontossagu szerepet jatszik. llyen citokinek
példaul a tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa), az interferonok (IFN) és az interleukinok
(IL), ez utdbbiak kozil is a harom legfontosabb az IL-1, IL-6 és az IL-8. Ezeken kiviil
emlitésre méltd6 az IL-10, ugyanis ez gyulladascsokkent6 citokinként vesz részt a
folyamatban. A felsorolt fehérjék hatdsara a foszfolipaz-A2 aktivalasaval létrejové szabad
arachidonsav tovabbi atalakuldsokon mehet keresztil. A 1étrejové gyulladasos termékek
mindsége attol fiigg, hogy az atalakitdé mechanizmusban milyen enzimek vesznek részt, ez
alapjan négyféle atalakité ut létezik. Nem enzimatikus atalakulds soran izoprosztanok,
lipoxigenazok altal katalizalt reakcidban lipoxinek és leukotriének, ciklooxigenazok altal
katalizat reakciouton prosztaglandinok, prosztaciklinek és tromboxan, és végil a CYP
epoxigenazok altal katalizalt itvonalon epoxi-eikozatetraénsav keletkezik (Gélfi et al., 2010).

A felsorolt vegyiiletek felelések a gyulladas tiineteinek kialakulasaért, hatasukra
kialakulhat vasodilatatio, fokozott vascularis permeabilitas, ezzel elésegitve a kemotaxist es
leukocyta aktivaciot és megteremtve az immunsejtek mitkodésének megfelelé kornyezetet.
Ezen kiviil a gyulladasra jellemzd 14z, fajdalom és szovetkarosodas kialakulasaban is szerepet
jatszanak.

A gyulladas élettani esetben egy ©nmagat korlatozd, heveny folyamat, am
eléfordulhat, hogy nem sikeril eliminélni a kivaltd okot, igy a gyulladas idiltté valik, az

érintett szdvetben fibrdzis, funkcidcsokkenés, esetleg funkciovesztés kovetkezik be.

A maj szerepe a gyulladasos valaszreakcidban
Kiilonb6z6 bakteridlis fertézések soran a Gram negativ baktériumok sejtfalabol

felszabadul6 LPS hataséara a bélfal barrier funkcioja sériil, ateresztévé valik, igy az LPS a



verpalyaba keril, melynek kovetkeztében a vena portae-n keresztil a majba jut. A portélis
keringéssel a majba jutd baktériumok és termekeik eliminalasidban a sinusoidalis résben
talalhato szoveti makrofagoknak, a mar emlitett Kupffer-sejteknek kulcsszerepe van (Jacob et
al.,, 1977). Az LPS kapcsolodik a Kupffer-sejt TLR-4 receptoraihoz, ennek hatasara a
makrofag elkezdi az LPS bekebelezését, ezzel mérsekelve az LPS &ltal a majsejtekre kifejtett
karos hatisokat a gyulladas kezdeti szakaszaban (Gehring et al., 2006). Késobb azonban a
Kupffer-sejtek altal termelt gyulladadsos mediatorok, igy példaul a TNF-a vagy az IL-6 fontos
szerepet tolthetnek be a hepatocytak karosodasaban (Van Bossuyt and Wisse, 1988; Naito et
al., 2004). Az emlitett gyulladasos mediatorok nélkuldzhetetlenek a szisztéméas gyulladasos
valasz kialakuldsaban, hiszen a szisztémas keringésbe jutva a szervezet egészében tovabbi
gyulladasos folyamatokat inditanak be (Carrico, 1993). A gyulladas kezdeti szakaszaban
lezajlo sokrétli élettani valtozasokat 6sszefoglald néven akut fazis reakcionak nevezziik.

A fent leirtakon Kkivil a gyulladdsos medidtorok a majsejtekben is jelent6s
valtozésokat inditanak el. Az akut fazis reakcié sordn a gyulladdsos citokinek hataséara a
majsejtek fehérjeszintetizald tevékenysége megvaltozik, az Un. akut fazis fehérjék (pl.
komplement fehérjék, alvadasi fehérjék, 2. &bra) szintézise keriil el6térbe. Ennek

kovetkeztében az Un. negativ akut fazis fehérjék (melyek nem vesznek részt a gyulladasos

TNF-a
IL-1 —_—
IL-6

valaszreakcioban, pl. albumin)
szintézisének intenzitasa
jelentésen lecsokken, igy a

vérben  1év6  plazmafehérjék

aranya szamottevden
AKUTFAZIS FEHERJEK , . , .
megvaltozik. Az akut fazis
Komplementfehérjék: Fémion-koté fehérjék: L., . .
C3, C5 és C1 inhibitor (6-8 X) haptoglobin, céruloplasmin (1.5-2 x) feherjek csOkkentik a
Alvadasi fehérjék: Negative akutfazis fehérjék: szovetsérulés mértékét fontos
Fibrinogen (2-4 x) albumin, transzferin (0.4-0.5 X) '
von Willebrand faktor Nagymértékii valtozassal jar6 AFP-k: ~ szereplk van a sérlilt szdvetek
Proteinaz gatiok: Szérum‘amyolld.A (100-1000 X)
plazminogén aktivator inhibitor | S radkifvatenons regeneralasaban, részt vesznek a
u2-antiplazmin Szérum amyloid P komponens (SAP)
2. abra: Akut fazis fehérjék szintézise gyulladasos vedekezesi
(Forras: Balajthy et al., 2011) mechanizmusokban. Az akut fazis

reakcio sordn a kozponti idegrendszer megndveli a mellékvesekéreg glikokortikoid-
szintéziset, ami pedig a majsejtekben fokozza az IL-1 és TNF-o medialt akut fazis fehérjék
szintézisét. Ezzel egy id6ben egy negativ visszacsatolasi mechanizmust létrehozva a
glikokortikoidok a makrofagokban, igy a Kupffer-sejtekben is lecsdkkentik egyes gyulladasos
citokinek, peldaul az IL-1 szintézisét (Balajthy et al., 2011).



A gyulladas csokkentésének hagyomdanyos és alternativ lehetdségei

A gyulladdsos  folyamat  kialakuldsdt  tobb  ponton  mérsékelhetjlk,
megakadalyozhatjuk. A legtobbszor hasznalt gyulladascsokkentd szerek kdzé tartozik a nem
szteroid gyulladascsokkenték (=NSAID) csoportja, melyek a ciklooxigenaz Ut gatlasaval
csokkentik a képzddd prosztaglandinok és prosztaciklinek mennyiségét, ezaltal korlatozva a
gyulladas tlneteit, példaul a lazat eés a fajdalmat. Masik fontos vegyiletcsoport a
glukokortikoidok csoportja, melyek mérseklik kiilonboz6 citokinek, példaul az I1L-1, I1L-2, IL-
6 és a TNF-a felszabadulasat, gatoljak a foszfolipaz-A2 aktivalodasat, ezzel megakadalyozva
az arachidonsav szabadda valasat a membranbdl és korlatozva a kiilonboz6 arachidonsav
metabolitok kialakulasat (Galfi et al., 2010). A mar emlitett hatéanyagok mellett szintén
alkalmazott szerek a citokin-inhibitorok, tromboxan-antagonistak és a leukotrién-gatlok.

A fent emlitett gydgyszerek gyakran és széles korben alkalmazott szerek, am
mellékhatasaik (példaul a NSAID-ok esetében a gyomor-béltraktust karosité hatés), az
esetleges hosszU élelmezés-egészségligyi varakozasi idok, illetve a gyogyszermentes,
egészséges hus eldallitasanak vilagszerte fokozodo igénye miatt egyre inkabb eldtérbe kertil
kiilonbozd alternativ gyulladascsokkentd szerek hatékonysaganak vizsgalata és alkalmazasa.
Ilyen példaul a dolgozatom egyik témajat ado probiotikus baktériumok jotékony hatasanak,
illetve az Elettani és Biokémiai Tanszék altal sokat vizsgalt (natrium-)n-butirat (tovabbiakban
butirat) gyulladascsokkent6 hatasanak vizsgalata.

A butirdt a szénhidratok anaerob mikrobidlis fermentacidja soran keletkezd illd
zsirsavak (ecetsav, propionsav, vajsav) egyikének, a vajsavnak egyértékli anionja. Az illo
zsirsavak a kér6dzOk benddjében €s a monogastricus allatok vastagbelében képzddnek, és a
vastagbélben jelentds mennyiségben (80-120 mmol/l béltartalom) fordulnak elé (Bergman,
1990; Kiristensen et al., 1995). Szamos és széleskdrben vizsgalt funkcidt latnak el a
szervezetben, példaul a bend6- és bélhamsejtek energiasziikségletiik jelentOs részét ezen illo
zsirsavak oxidacidjabol fedezik. Ebben a folyamatban legintenzivebben a butirat vesz részt,
ezzel elsddleges energiaforrast biztositva a colonocytak szdméra (Veldzquez et al., 1997). A
bélhamsejtek altal nem hasznositott butirat a vena portae-n keresztil a majba jut, ahol a
hepatocytakba kerl, itt bekapcsolédhat peldaul a béta-oxidacioba, a ketogenezisbe, vagy
egyes fajok esetében részt vehet a hosszU szénlancu zsirsavak szintéziseben, ezzel
befolyasolva a maj anabolikus és katabolikus anyagcsere-folyamatait. A butirat —
epigenetikusan aktiv molekulaként — hathat egyes gének expresszidjdra a DNS metiléltsagi
fokénak és a hisztonfehérjék acetilacios allapotanak modositasaval (Doyle, 2010; Métis et al.,
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bélhdmsejtekre kifejtett proliferativ hatasa: ismert, hogy butiratetetés hatasara patkanyban az
epithelsejtek szama és abszorpcids képessege is ndvekedést mutat (Sakata, 1986).

A takarmany  butiratkiegészitésének  hatdsara  javult a  brojlercsirkék
takarmanyértékesitése, nétt az allatok stlygyarapodasa és a bélbolyhok hossza (Hu and Guo,
2007). Novendék sertésben szintén érvenyesiilt ez a pozitiv hatas a sulygyarapodasban, a
takarmanyértékesitésben és a bélmorfoldgia alakulasaban egyarant (Galfi és Bokori, 1990).
Monogastricus allatokban exogén butiratbevitel nélkiil az endogén uton keletkezett butiratnak
csak kis mennyisége keril a szisztémas keringésbe (Guilloteau et al., 2010). A takarmany-
kiegészitoként adott butirat azonban az egész szervezetre széleskorii hatast gyakorolhat,
tobbek kozt a szénhidréat- és lipidanyagcsere effektoraként, amely hatasat elsésorban a sejtek
inzulinérzékenységének és az inzulin jelpalyanak a befolyasolasaval fejti ki (Gao et al., 2009;
Matis et al., 2014). Kiserletesen megfigyelték, hogy takarmany-kiegészitéként adagolt butirat
hatasara a bélfal barrier funkcidja javult a tight junction fehérjék szintézisének fokozodasa
miatt (Bordin et al., 2004), tovabba a butirat hozzajarul a GALT (=gut associated lymphoid
tissue) megfeleld fejlddéséhez is (Friedmann et al., 2005).

A butirat tovabbi pozitiv tulajdonsaga a bélben 1évé patogén baktériumokra, példaul
Escherichia coli, Clostridium és Salmonella fajokra kifejtett szelektiv antibakteriélis hatas a
normal bélflora karositasa nélkil (Ricke, 2003; Fernandez-Rubio et al., 2008).

Arra a Kkérdésre, hogy a vastagbélben 1év0 nem patogén baktériumok
anyagcseretermékei miért nem inditanak el immunreakciét, a valasz szintén az ill6 zsirsavak,
elsésorban a butirdt mediator szerepében keresendd. Kisérletekbdl kideriil ugyanis, hogy a
szimbionta baktériumok &ltal termelt butirdt a bélfal lamina propria rétegében 1évé
intestinalis makrofagok gyulladasos citokin-, igy IL-6-termelését a TLR-0ttél fliggetlendl,
hiszton-hiperacetilalo hatdsdnak koszonhetéen szupresszalja (Chang at al., 2013). Segain és
munkatarsai in vitro vizsgaltdk a butirat gyulladascsokkentdé hatasat. Kisérleteiket
bélbioptatumbdl izolalt lamina propria és periférias vér mononuklearis sejtekbdl allo
tenyészeten végezték, és azt talaltak, hogy az LPS altal indukalt TNF-a és méas gyulladasos
citokinek expresszioja lecsdokkent butiratkezelés hatasara (Segain at al., 2000).

A fent leirt jotékony hatasok tették lehetévé, hogy a butirat takarmany-kiegészitoként
vald alkalmazéasa széles korben elterjedtté valjon, kiilonosen azt kovetden, hogy az
antibiotikumok hozamfokozasi célbdl torténd felhasznalasat 2006-ban betiltottdk az Eurdpai
Unidban. Mindemellett megindult mas, hozamfokoz6 szerként és a bélfléra egyensulyanak
javitasara hasznalhat6 anyagok hatasainak kutatasa, igy a kiilonb6z6 probiotikumok, példaul

Lactobacillus fajok vizsgalata.
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Probiotikumnak nevezziik azokat az élOcsiras készitményeket, melyeket a bélflora
normal allapotanak fenntartasara per os juttatunk a szervezetbe. J6tékony hatasukat a patogén
baktériumok kiszoritasaval, biofilmképzéssel, igy a belfal védelmével, valamint egyes
probiotikumok tejsavtermeléssel erik el. A tejsavtermelés jotékony hatasa abban rejlik, hogy a
bélbeli tejsavkoncentracio novekedésével a beltartalom pH-ja csokken, és ezzel az
alacsonyabb pH-ju kérnyezettel szemben a patogén csirdk sokkal kevésbé ellenélléak, mint a
probiotikus, illetve szimbionta baktériumok (Holzapfel et al., 2002). Ezen baktériumttrzsek
pozitiv hatasat napjainkban egyre tobb haszonallattartd telep hasznalja ki probiotikumok
takarmany-kiegészitoként torténé alkalmazasaval. A leggyakrabban alkalmazott probiotikus
baktériumkultirak, melyek a normal bélflora részét is képzik, a kovetkezok: Lactobacillus
spp., koztuk Lactobacillus plantarum és Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
thermophilum, Enterococcus faecium. A probiotikumok elényos hatasai leginkabb a javulo
stlygyarapodasban, illetve a hasmenéses bélfertézések visszaszorulasaban mutatkoznak meg,
am hatasmechanizmusuk pontos feltarasara egyelére még nem keriilt sor.

Szamos kutatas iranyul a probiotikumok gyulladdscsokkentd hatdsanak vizsgéalatéra.
Megfigyelték, hogy egyes Lactobacillus fajok csokkentették a kiilonboz6 gyulladasos
citokinek (pl. IFN-y) termelddését az emésztocsé hamsejtjeinek génexpresszids szintii

befolyasolasaval (Béuerl at al., 2012).

Az in vitro és in vivo modellek dsszehasonlitasa, primer majsejttenyészetek készitése
Az él6 szervezeten végzett vizsgalatokat in vivo vizsgalatoknak nevezziik, melyeknek
nagy elonye, hogy az adott kisérlet hatdsait, esetleg nem vart mellékhatasait a miikodo
szervezet egészének véalaszreakcidit vizsgalva kovethetjiik nyomon. Hatranyuk viszont, hogy
az é&llatvédelmi szempontok figyelembevételével meglehetésen leszikill a végezhetd
kisérletek kore, illetve, hogy egyes mechanizmusok vizsgéalata nehezen kivitelezhetd, hiszen a
szervezet egészében szamtalan folyamat kolcsonds egymaésra hatasa érvényesil. Ezen
problémak kikiiszobolésére szolgalnak az in vitro vizsgalatok, melyek soran egy szerv- vagy
szovetrészlet, illetve izolalt vagy tenyésztett sejtek szervezeten Kivili vizsgalatara nyilik
lehetdség. Ez a modszer lehet6vé teszi, hogy egy-egy mechanizmust a szervezet tobbi
anyagcsere-folyamatatol elkiilonitve vizsgaljunk, igy kideritve, hogy egy kiils6 hatasra adott
reakcié a szerv vagy szovet fliggetlen, 6nalld miikodésének eredménye-e. Teljes mértékben
mégsem valthatja ki az in vivo vizsgalatokat, hiszen az in vitro kisérletek célja legtébbszor,
hogy az adott eredményt az €16 szervezet mitkddésének befolydsolasara hasznaljuk, &m ehhez

bizonyitani sziikséges annak extrapolalhat6sagat in vivo vizsgalattal is.
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A médj in vitro vizsgalatanak egyik mddja a primer majsejttenyészetek készitése. Mivel
a hepatocytak izolalasuk utan még hosszu ideig életképesek maradnak, és metabolikus
aktivitasuk, illetve a kiilonb6z0 anyagcseretermékekre €és  hormonokra  adott
reakcioképesseguk is fennmarad, Aaltalaban napokig, de minimum 48 d&ran Kkeresztil
tenyésztjik Oket, igy lehet6ség nyilik miikodésiik részletes vizsgalatara. Ezeknek a
vizsgalatoknak els6 1épése a sejtek izolalasa, majd tenyésztdedényre valo lerakasa (Puviani et
al., 1998).

A majsejtek kinyerése a szervbdl torténhet a parenchyma mechanikus uton torténd
eltavolitdsdval (Schneider and Potter, 1943), illetve a ma mar legtébbszoér alkalmazott
eljarassal, a majsejtek enzimmel torténd emésztésével. Utdbbi szintén kétféleképpen
torténhet: egyrészt az egész szerv kollagenaztartalmu oldatba meritésével (Fry, 1981; Howard
and Pesch, 1968), masrészt az eldszor patkdnyokon kidolgozott eljarassal, miszerint az izolalt
maj nagy erein keresztill kollagenaztartalm( oldatot aramoltatunk at (Berry and Friend, 1969;
Seglen, 1976). Utdbbi eljards eredményesebb, ha a kollagenazos emésztés elétt kelatképz6
anyagot, példaul EDTA-tartalmd oldatot cirkulaltatunk a rendszerben. A lépés célja, hogy a
Ca?* ionokat elvonjuk a szervbdl, ezaltal fellazitva a sejtek kozti desmosomalis kapcsolatot.
Ugyelniink kell azonban, hogy a Ca®" ionokat utélag pétoljuk, ugyanis a kollagenézos
emésztés igy hatékonyabba valik (Seglen, 1972). Ezzel a moédszerrel lehetdség nyilt mas
allatfajokbol torténé hepatocytak izolaldsara is, igy nyulbol (Walpole et al., 1990), kutyabol
(Kasai and Mito, 1993), és véglil sertésbdl is (Rozga et al., 1993; Puviani et al., 1998).

A szervbdl izolalt és sejttenyésztd edényre lerakott sejtekbdl megfeleld koriilmények
kozott rovid idon beliil Osszefiiggd sejttenyészet jon létre, ezt a tenyészetet primer
majsejttenyészetnek nevezzik. Ez a modell a leggyakrabban alkalmazott a maj miikodésének
in vitro vizsgalatara. A hepatocytakat tenyészthetjiik egyszerii egyrétegii tenyészetként, illetve
ugynevezett szendvics kultdraként, amikor a sejtek két kollagén réteg kozott helyezkednek el.
A primer majsejttenyészet elonye a kiilonféle sejtvonalakkal szemben, hogy az allatbol frissen
izolalt és tenyésztett sejtek nagyfokd hasonlosagot mutatnak az in vivo kortlményekhez,
ezaltal az igy kapott eredmények jobban extrapolalhatéak az in vivo viszonyokra. A
tenyészetbe keriil6 nem parenchymalis sejtek (pl. Kupffer-sejtek, Ito-sejtek) szintén
hozzéjarulnak az intakt majra jellemz6 folyamatok mind jobb modellezés¢hez.

Kiilonboz6 sejtek, szovetek és szervek részvételével zajlo, dsszetettebb folyamatok in
vitro vizsgalatara hasznalhatéak az Un. ko-kultarak, amelyek lényege, hogy kiilonb6z6
sejteket tenyésztiink egyiitt. Igy a majsejteket tenyészthetjiik kiilonbozé extrahepatikus

sejtfélesegekkel, peldaul fibroblast sejtekkel, vagy aorta eredetii epithel sejtekkel is (Harimoto
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et al., 2002). A ko-kulturak lehetnek egyrétegiliek, azaz ,,monolayer” tenyészetek, melyekben
a sejttipusok egy rétegben egymas mellett helyezkednek el, ilyen példaul a mi kisérletiinkben
is hasznalt hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegli ko-kultira (Begue et al., 1984), amely
kitlinden alkalmas kiilonb6zo, akut és kronikus gyulladdsos folyamatok modellezésére.

Léteznek tovabba kétrétegii, azaz ,,double-layered” ko-kulturék, ilyenek példaul a
kovetkezOkben leirt enterohepatikus ko-kultira modellek. A bél és a méj mikodésbeli
kapcsolatanak in vitro vizsgalatara tobbféle ko-kultarat is létrehoztak. Elséként egy
daganatosan transzformalt sejtvonalakbol allé tenyészet kialakitasara kertlt sor, melyben az
egyik réteget HepG2 human majsejt carcinoma sejtvonal alkotja, a masik réteget pedig Caco-
2 daganatosan transzformalt bélhamsejtekbdl alloé 3D tenyészet (Brand et al., 2000; Choi et
al., 2004; Castell-Auvi et al., 2010). A 3D tenyészet lényege, hogy a tenyésztéfeliileten
porusok vannak, igy a bélhamsejttenyészetnek egy basalis és egy apicalis felszint létrehozva,
jobban modellezve az in vivo korilményeket. A daganatosan transzformalt sejtvonalak
létrehoz&sahoz tumorsejteket hasznélnak, melyeket tobbszor klonoznak, igy egy ,,6st61”
szarmazo sejtvonalak jonnek létre, melyek évekig megérzik osztodo- és életképességiket.
Hatranyuk a nem daganatos eredetii sejttenyészetekhez képest, hogy sokkal ellenallobbak,
valamint jelentds geno- és fenotipusos eltéréseket mutatnak az egészséges sejtekhez képest,
igy nem megfelel6en tlikrdzik az in vivo viszonyokat. Ennek kiklszdbolése érdekében Karunk
munkatarsai egy olyan kétrétegii ko-kultura modellt hoztak Iétre, melyben az egyik réteget
sertés primer majsejttenyészet, a masik réteget pedig egy nem daganatosan transzformalt
bélham sejtvonal, IPEC-J2 3D tenyészet alkotja (Péaszti-Gere et al., 2014).
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Célkitiizés

Korabbi kutatdsok soran igazoltak, hogy a primer majsejttenyészet alkalmas modell az
LPS altal indukélt gyullad&sos folyamatok vizsgalatara. Mivel a vizsgalt primer tenyészet a
hepatocytadkon Kivil egyéb sejteket, példaul Kupffer-sejteket is tartalmaz, melyeknek szintén
fontos szerepiik van a gyulladasos folyamatokban, illetve feleldsek a gyulladdsos mediatorok
termeléséért, elengedhetetlen ezen sejtek jelenlétének figyelembe vétele a tovabbi kisérletek,
igy gyulladasgatlo anyagok hatékonysaganak vizsgalata soran.

Munkank folyaméan két, sertés eredetli hepatikus in vitro modellen, a primer
majsejttenyészet (1. modell) mellett hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegii ko-kultaran (2.

modell) kivantunk kisérleteket végezni.

1. modell

Elsé 1épésként fontosnak tartottuk a tenyészet pontosabb jellemzése érdekében
meghatarozni a sertésmajbol készitett primer sejttenyészetben a sejtizolalas soran a
tenyészetbe keriild Kupffer-sejtek aranyat immunhisztokémiai modszer segitsegevel. A
tovabbiakban ezen in vitro modellen kivantuk vizsgélni a Lactobacillus plantarum 2142
(Lp2142) probiotikus baktériumtorzs sejtmentes felulUszoja, illetve a butirat hatasat LPS altal
indukalt gyulladasban. A gyulladascsokkentd hatast a tdpfolyadék-feliiliszokban jelen levd
IL-6 és IL-8 koncentracidinak ELISA moddszerrel torténd meghatarozasaval kovettik

nyomon.

2. modell

A kiilonboz6 tipusu, akut és kronikus gyulladasok pontosabb vizsgalatara célunk volt
els6ként 1étrehozni sertésmajbol egy olyan hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegi ko-kulturat,
ahol a ket sejttipus ardnyat a modellezni kivant gyulladas tipusanak megfelel6en allitjuk be. A
kivant sejtarany meglétének igazolasara immunhisztokémiai vizsgalatot alkalmaztunk.

Az igy létrehozott ko-kultira a jovOoben jo alapként szolgalhat a gyulladdsos
folyamatok tovabbi, mélyrehatd vizsgalataihoz, illetve Uj tipusu in vitro sejtmodellek
létrehozasahoz. Késobbi céljaink kozt szerepel az 1. modellen mar alkalmazott anyagok

gyulladasgéatl6 hatasanak vizsgalata az igy Iétrehozott ko-kultdran is.
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Anyag es modszer

1. modell

Sertés primer majsejttenyészet

Kisérleti allatok

A Kisérletekhez valasztas utani, 14-15 kg testtomegii magyar nagyfehér fajtaju artany
malacokat hasznaltunk fel, amelyeket a Dunahyb Kft. faddi telepérdl szereztiink be, és a
SZIE-AOTK Elettani és Biokémiai Tanszék allathazaban helyeztiink el a kisérletek kezdetéig.
A malacokat az eldirasoknak megfeleld, standard kornyezeti koriilmények kozott tartottuk, és
a Dunahyb Kft.-t61 beszerzett konvencionalis tappal takarmanyoztuk, amely ad libitum az
allatok rendelkezésére allt. A kisérlet el6tt 12 draval megvontuk a takarmanyt, hogy az altatés
soran esetlegesen fellépd hanyast megeldzziik. Az allatkisérletet a hatalyos allatvédelmi

szabalyoknak megfelelden, a sziikséges allatvédelmi engedélyek birtokaban végeztiik.

Vegyszerek

A fejezetben leirt kisérletekhez hasznalt vegyszereket a leirt kivételektdl eltekintve a

Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Miinchen, Németorszag) rendeltiik.

Elokésziiletek, miitét
Els6é 1épésként a sejttenyészet létrehozdsahoz nélkilozhetetlen pufferek és
tapfolyadékok elkészitését (1. tablazat), ezek hémérsékletének beallitasat, valamint a

megfeleld steril miianyag- és fémeszkozok elokészitését végeztik el.
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EDTA-tartalmu puffer

143 mmol/l NaCl
6,7 mmol/l KCI
19/l EDTA

10 mmol/l HEPES (autoklavozas
utan hozzéadva)

e pH=7,4 beéllitasa

EDTA-mentes puffer
e 143 mmol/l NaCl
e 6,7 mmol/l KCI

hozzaadva)
e pH=7,4 beéllitasa

A perfaziohoz hasznalt emészté puffer

e 67 mmol/l NaCl

e 6,7 mmol/l KCI

e 4,8 mmol/l CaCl,

e 100 mmol/l HEPES (autoklavozas utan hozzaadva)

e pH=7,6 bedllitasa

e | g/l kollagenaz IV. tipus (kozvetleniil a felhasznélés el6tt hozzaadva)
Tapfolyadék Szérummentes tapfolyadék

e William’s medium E e William’s medium E

e 15 mmol/l HEPES e 15 mmol/l HEPES

e 0,2 NE/ml inzulin e 0,2 NE/ml inzulin

e 2 mmol/l L-glutamin e 2 mmol/l L-glutamin

e 10000 IU/ml penicillin e 10000 IU/ml penicillin

e 10 mg/ml streptomycin e 10 mg/ml streptomycin

e 10% FBS

xylazin és 15 mg/ttkg ketamin intramuscularis injekcié beadasaval végeztiik. Miutan a vart
hatas kialakult (kb. 5-8 perc), az allatot hatfekvésben rogzitettik, a hasfal leborotvalasa és
alkoholos fertdtlenitése utan aszeptikus koriilmények kozott median laparotomiat hajtottunk

vegre. A belek félrehajtasat kovetéen a majat kivettlk (3. dbra) es steril folidra helyeztik,

1. tdblazat: A kisérlet soran felhasznalt oldatok 6sszetevoi

=77

A kovetkezo 1épés a kisérleti allat miitétre valo elokészitése volt. Az altatast 2 mg/ttkg
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e 10 mmol/l HEPES (autoklavozas utan




3. abra: A belek felrehajtasa és a méj kivétele

(sajat foto)

Majsejttenyészet keszitése

A maj kivételét kovetéen a majsejtek izolalasat, majd tenyésztését a Paszti-Gere et al.
(2014) altal leirt modszer alapjan végeztik el. Ennek els6 mozzanata az eltavolitott sertésmaj
processus caudatusanak lemetszése a szervrdl, és annak egy steril Uvegtolcsérbe helyezett,
nagyereken keresztll végeztik, az atfolyo puffert elontottiik. Kezdetben 500 ml jéghideg, a
sejtek kozti kapcsolat fellazuldsat eldsegité, kalciummegkoté EDTA-tartalmu, el6zdleg
Carbogennel (5% CO, és 95% O,) oxigenalt puffert hasznaltunk kb. 100 ml/perc aramlasi
sebességgel. Ezt kovetéen az EDTA-tartalmi puffer kimosasa kdvetkezett 600-700 ml, 37°C
hémérsékletii EDTA-mentes pufferrel, azonos aramlasi sebességgel. A lépésre azért volt
szlikség, mert az emésztd pufferben talalhato kollagendz megfeleld miikddéséhez sziikség van
kalciumionok jelenlétére. A perfaziot 37°C homérsékleti, kollagenaztartalmi emészto
pufferrel folytattuk, kb.100 ml/ perc aramlasi sebességgel. Az dsszesen kb. 150 ml térfogatl
emésztd puffer elsé 50 ml-ét az el6zbleg Osszegyiilt pufferekkel egyiitt elontéttiik, majd a
maradék 100 ml puffert steril tripszinez6 lombikban felfogtuk és recirkulaltattuk.

A perfuziét addig végezzik, amig a majparenchyma szerkezete szét nem esett (kb. 10
perc), amit a maj allomanyanak marvanyszerii rajzolata jelzett. A rajzolat megjelenése utan a
perflziot abbahagytuk, a lebenyt egy steril Gvegedénybe helyeztilk, majd a tovabbi Iépéseket

steril flilke alatt és jégen végeztiik. A folyamat sordn a kiillonbozo 1épések kozott a sejtek
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mosasahoz, illetve a kész tenyészetek kezeléséhez az elsé 24 oOrdban foetal bovine serum
(FBS) tartalmu tapfolyadékot, majd szérummentes tapfolyadékot hasznaltunk.

A Glisson-tok felvagasaval hozzajutottunk a sejtekhez, melyeket tapfolyadékban
szuszpendaltunk, majd 50 ml-es centrifugacsébe mértiink egy steril, 100 um porusméretii
nylonhalon keresztll (Millipore, Volketswil, Svajc). A szuszpenziot 40 ml-re egészitettik ki
tapfolyadékkal. A miiveletet haromszori centrifugalas kovette (50g, 1,5 perc, 4°C). Egy-egy
centrifugalads kozott a nem-parenchymalis sejteket tartalmazo felliliszokat az 1. modell
esetében elontéttik, a 2. modellnél jégbe hiitve félreraktuk (lasd késébb), majd mindegyik
esetben az lledéket tapfolyadékban reszuszpendaltuk és 40 ml-re egészitettik ki.

A 3. centrifugalast kovetoen kertilt sor a sejtek életképességének vizsgalatara, melyhez
200 upl, eldzodleg oOtszorosére higitott sejtszuszpenzidhoz 200 ul tripankéket adtunk. A
tripAnkék azokba a sejtekbe tud bejutni, melyeknek a membranja kérosodott, kékre szinezve
azokat, ezzel lehetdvé téve az elpusztult és €16 sejtek elkiilonitését, ardnyuk meghatarozasat.
A sejtek szamolasat Burker-kamra segitségével, fénymikroszkdp alatt végeztiik, és ha az €16
sejtek aranya, azaz a sejtek életképessége meghaladta a 90%-ot, akkor a sejteket tenyésztésre
alkalmasnak talaltuk.

Az életképesség vizsgalata utan a szuszpenziot a tenyésztéshez szilkséges sejtszamnak
megfeleléen higitottuk, Ggy, hogy a lerakasi koncentracié 4x10° sejt/ml legyen. A sejteket az
immunfluoreszcens vizsgalat céljara specialis, ,,Jumox” feliiletii 8 lyuka edényekre (0,4 ml
sejtszuszpenzi6 / lyuk) (Sarstedt, Nirnbrecht, Németorszag), mig a citokintermelés mérése
ceéljabol 6-lyuka TC feliiletli tenyésztdedényekre (1,5 ml sejtszuszpenzid / lyuk) (Greiner Bio-
One, Mosonmagyardvar) raktuk le. A tenyésztdedényeket eléz6leg kollagénnel vontuk be,
melynek sorén az I. tipusu kollagént 0,1 mmol/l koncentracioju ecetsavban oldottuk, 3 6rén
keresztiil magneses keverdn kevertetve duzzasztottuk. Ezzel egy 0,1 mg/ml-es koncentracioju
torzsoldatot kaptunk, melyet 0,1 mmol/l koncentréacioju ecetsavval tizszeresére higitottunk és
a tenyésztéedényekbe mértiik 1 ml/lyuk mennyiségben. Végul az edényeket egy éjszakan
keresztil UV fényben steril flilke alatt szaritottuk.

A centrifugalas soran leirt kivételtol eltekintve az eddigi lepések a két modell esetén
azonos médon zajlottak, a tovabbi Iépéseket azonban a két modell bemutatasanal kilon-kalon
ismertetem.

A lerakast kovetGen a sejteket termosztatban inkubaltuk (37°C-on, 100% relativ
paratartalom, 5% CO, tartalom) 4 6éran keresztiil, majd tapfolyadékcserét végeztiink, és

folytattuk a sejtek inkubalasat. 24 odra elteltével a tenyeszetek konfluenssé valtak, errél
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fenymikroszkopos vizsgélattal bizonyosodtunk meg, majd sor kerilt az immunhisztokémiai

vizsgalatokra, illetve megkezdtik a tenyészetek kezelését.

A Kupffer-sejtek aranyanak meghatarozasa primer majsejttenyészeten
immunhisztokemiai modszer segitsegével

A létrehozott tenyészet pontosabb jellemzésére immunhisztokémiai eljaréssal
meghatdroztuk az izoldlas soran a tenyészetbe keriil6 Kupffer-sejtek hepatocytakhoz
viszonyitott aranyat, a mar emlitett 8 lyuku specidlis ,,lumox™ feliiletli tenyésztéedényben
tenyésztett sejtek felhasznalasaval.

Ehhez a kovetkezd 1épéseket végeztiik el a 24 oras, konfluens tenyészeteken:

1) A tenyészetek moséasa PBS-sel 5 percig

2) Permeabilizalas: PBS-ben oldott Triton-X (0,25%) segitségével (5 perces inkubacios id6)

3) Blokkolas (a hattérfestddést és az ellenanyagok aspecifikus kotodését megakadalyozo
Iépés), 1 dra; az alkalmazott blokkold oldat dsszetétele:
a) 5% kecskeszérum
b) 1% BSA
c) 10 ul 0,1% Triton-X
d) A felhasznalt 6sszetevéket PBS-ben oldottuk, majd az oldat pH-jat 7,2-re allitottuk be.

4) Primer ellenanyag hozzdadasa: Fluoreszcein-izotiocianattal (=FITC) jelzett, anti-CD-68
ellenanyag. A CD-68 fehérje a makrofagok, igy a Kupffer-sejtek antigénje, tehat alkalmas
a Kupffer-sejtek specifikus kimutatasara.
Az ellenanyagot 1:200 higitasban (2 ml blokkol6 oldat + 10 pl ellenanyag) alkalmaztuk, a
tenyészeteket szobahdmérsékleten, 1,5 6raig inkubaltuk aluféliaval lefedve.

5) Mosas: 3x5 perc PBS-sel

6) 4’°,6-diamidino-2-fenilindol (=DAPI) festés (1 pg /ml): DNS-hez ko6tédik, minden sejtmag
pozitivitdst mutat (kék). Az inkubaci6 paraméterei: szobahdmérséklet, 5 perc, alufoliaval
lefedve.

7) Fedés: A targylemezekre néhany csepp fedd médiumot (PBS:glicerin, 2:1) pipettaztunk,
majd fedélemezzel fedtiik.

8) Mikroszkopos vizsgélat: A lemezeket Olympus CKX-41 tipusu fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk, a fenyképeket Canon EOS 1100D tipusi kameréaval
készitettik.
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Az elkésziilt fényképeken a sejtek szamoléasat ImageJ program segitségével végeztik.
Latoterenként vizsgaltuk az dsszes sejtmag (DAPI pozitiv — kék festodés) és a Kupffer-sejtek
(kettés, DAPI ¢és FITC pozitivitdst mutatd sejtek — kék ¢és zold festddés) szamat, ezaltal

meghatarozva a Kupffer-sejtek aranyat a majsejttenyészetben.

Sejtmentes baktériumfeliiluszo elodllitasa

A tenyészetek kezelésére — mint lehetséges gyulladascsokkentd hatasu anyagot —
Lactobacillus plantarum 2142 (Lp2142) (Perugiai Egyetem MezOgazdasagi Kar
Mikrobioldgiai Intézet, Olaszorszag) probiotikus baktériumtdrzs sejtmentes felliliszo
folyadékat hasznaltuk, amelyet Dr. Farkas Orsolya készitett el szdmunkra a Gydgyszertani és
Méregtani Tanszéken. A baktériumokat DeMan levesbe oltottak, és 24 oran a 37°C
hémérsékleten tenyésztették. A sejtmentes feltiliszot a bakterialis szuszpenziok 3000g-n 5°C
hémérsékleten 10 percig tartd centrifugdlasaval allitottak eld, a feliiliszot egy steril 0,22 pm

porusméretii filteren szlirték at.

Kezelés és mintavétel
A 6-lyukd lemezeken Kkialakitott kezelési csoportokat és kezelési oldatokat a 2.

tablazat mutatja be. Az LPS Salmonella enterica Typhimurium szerotipusb6l szarmazott, az
oldatokat frissen készitettlik és adtuk hozza a szérummentes tapfolyadékhoz. A sejtmentes
feluliszd koncentracidja 13 térfogat%, a natrium n-butiraté 2 mmol/l volt.

A tenyészeteken a kezel6oldatokat 1 oras inkubacio utan szérummentes tapfolyadékra

cseréltik le. Tovabbi 24 6rés inkubécid utan megkezdtiik a mintavételt.

Kezelési csoport Kezelési oldat
Kontroll Szérummentes tapfolyadék
Lactobacillus plantarum Natrium n-butirat
2142 LPS1 kontroll:
LPS1
+ + 1 ng/ml LPS
1 pg/ml LPS 1 pg/ml LPS
Lactobacillus plantarum Natrium n-butirat
2142 LPS10 kontroll:
LPS10 10 pg/ml LPS
+ +
10 pg/ml LPS g L

2. tablazat: A kialakitott kezelési csoportok n=3 lyuk/kezelési csoport
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A mintavétel soran a tenyészetek tapfolyadékat leszivtuk, majd azt 345g-n 10 percig
4°C hémérsékleten centrifugaltuk. Az IL-6 és IL-8 koncentracidjara vonatkozo méréseket az

Otszoroseére higitott feltiliszokbdl végeztiik el.

segitsegével

Vizsgélataink sordn a kezelt tenyészetek eldzdleg Otszordsére higitott tapfolyadék-
modszert alkalmaztunk, melynek Iényege a megfeleld antigén kimutatisa enzimmel
(legtobbszor tormaperoxiddz, horseradish peroxidase, HRP) jeldlt specifikus ellenanyaggal.
Az elegyhez vegul olyan szubsztratot adunk, melynek eredménye egy szinreakcid, aminek
erOsségét spektrofotométer segitségével mérhetjik. A kialakult szin intenzitasa aranyos a
mintaban 1évo kimutatni kivan antigén mennyiségével. A szendvics ELISA elénye, hogy a
hagyomanyos direkt ELISA vizsgalatndl érzeékenyebb, hiszen a reakcioban itt ketfele
ellenanyag vesz részt, az egyik a merés helyéil szolgalo lemezhez, illetve a vizsgalando
antigénhez kapcsolodik, a masik az enzimmel jel6lt ellenanyag, amely egyrészt szintén az
antigénhez, masrészt a reakciohoz adott szubsztrathoz kotddik.

Az IL-8 kimutatasahoz sertés-specifikus IL-8 ELISA Kitet (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) hasznaltunk, az IL-6 esetében pedig sertés-specifikus IL-6 ELISA kitet (Abcam,
Cambridge, UK) alkalmaztunk. A vizsgalatok mindkét esetben hasonlé mdédon, a gyartd
utasitdsai szerint zajlottak. A kezelés végig szobahémérsékleten tortént, egy 96-lyuku
lemezen, melynek meghatarozott lyukaiba a kiilonb6z6 mintakbol 100-100 pl-t mértiink be. A
vizsgaland6 oldatokon kivil bemértiik a standard sort, valamint egy pozitiv és egy negativ
kontroll mintat. Egy 0Oras inkubaciot kovetéen négyszeres mosas kovetkezett
mosdéfolyadékkal, majd széritas utan lyukanként 100 pl — az 1L-8 mérése esetén anti-sertés-
IL-8-HRP, az IL-6 esetén anti-sertés-1L-6-HRP — reagenst mértiink be, amelyet 30 percig
inkubaltunk. A kovetkez6 1épést a kromogén szubsztrat (tetrametil-benzidin) és a hidrogén-
peroxid ramérese jelentette (lyukankent szintén 100-100 pl mennyiségben), melynek hatasara
kék szinli termék keletkezett. Tizenot perc mulva a reakciot egy kénsavtartalmi gatlofolyadék
(,,stop solution™) felvitelével zartuk, és az igy kialakult sarga szin intenzitasat 415 nm-en

ELISA leolvasé segitségével mértiik. Az abszorbancia értékekbdl a standard sor segitségével

=z
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2. modell

Sertés eredetii hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegii ko-kultira

A Kko-kultura modell létrehozésara az 1. modellben szereplé allatokkal azonos fajtaju,
koru, ivard malacokat hasznaltunk, az allatok tartasara, elokészitésére és a mutéti fazisra

vonatkozo adatok megegyeznek az 1. modellnél leirtakkal.

A Kupffer-sejtek izolalasa és a ko-kultura kialakitasa

A ko-kultira készitése nagyreszt az 1. modellnél leirtakkal azonos moédon tortént,
azzal a kilonbséggel, hogy ebben az esetben a majbol nyert primer sejtszuszpenzid
centrifugalasakor két centrifugalas kozott a felliliszokat kulon csébe gytjtottiik, hiszen ez a
fazis tartalmazza a Kupffer-sejtek legnagyobb hanyadat. Az igy nyert Kupffer-sejt tartalmu
feltldszot 7 percig 500g-vel centrifugaltuk. Mivel ilyen fordulatszdm mellett mar a Kupffer-
sejtek is az Uledék fazisba kerlltek, a keletkezett felliluszot elontottik, az tledéket 20 ml
tapfolyadékban szuszpendaltuk. Ekdzben parhuzamosan két centrifugacsében el6készitettiik a
csovenkeént 15 ml 50%-o0s és 20 ml 25%-0s Percollt tartalmazé oldatot, majd rarétegeztiink
10-10 ml szuszpenzidt, ezzel megkezdve a Kupffer-sejtek elvalasztasat a szuszpenzidban
maradt sejttormeléktol.

A centrifugalas (500g, 20 perc) eredményeként az 50%-0s és 25%-0s Percoll oldat
hataran egy Kupffer-sejtekbdl allo gyiri jott étre, a csovek aljan tledékként sejttormelék és
vorosvérsejtek jelentek meg. A legfelsd féazist eltavolitottuk, a sejtgyliriit és az alsé
folyadékfazist egy-egy 0j cs6be vittik at, és a kb. 10 ml szuszpenzidt 40 ml-re egészitettiik Ki
tapfolyadékkal. 20 percig tartd6 600g-vel végzett centrifugalast kovetéen a fellliszot
elontottik, az Gledéket tapfolyadékkal reszuszpendaltuk és a két cs6 tartalmat egyesitettiik.

Eddigi munkank eredményességét a Kupffer-sejtek életképességének vizsgalataval
ellendriztiik. Ezt a mar korabban leirt modszer szerint tripankékes festéssel végeztik, es 90%-
o0s eletképesseg elérésekor a sejteket tenyésztésre eés ko-kultura létrehozasara alkalmasnak
talltuk. A sejtszuszpenzi6 higitasa utan eléz8leg kollagénnel bevont 6-lyuki lemezre (2x10°
sejt/lyuk), illetve 8-lyukd ,Jlumox” felilletii edényekre raktuk le a sejteket. Husz perc
termosztatban vald inkubadlds utan a Kupffer-sejtek letapadtak, ellentétben a
sejtszuszpenzidban talalhato tébbi nem-parenchymalis sejttel, igy a felilisz6 leszivasa és az
edények tapfolyadékkal torténd dvatos lemosésa utan tisztan Kupffer-sejtekbol allo réteget
kaptunk. Ezekre a letapadt sejtekre rétegeztik ra kiilonb6z6 aranyban a hepatocytékat,
kialakitva az egyrétegii ko-kultara kiilonb6z6 tipusait: a hepatocytakat és Kupffer-sejteket 6:1

és 2:1 aranyban tartalmazO tenyészeteket. A sejttenyészetek tapfolyadékat néegy ora
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inkubacios id6ét kovetden lecseréltiik, majd 24 6ra utan megkezdtik a sejtaranyok vizsgélatat
immunhisztokémiai modszer segitségével. Emellett a 6-lyukd lemezeken hepatocyta- és
Kupffer-sejt monokultarakat is készitettiink a kiilonb6z6 tipust sejtekbdl alld tenyészetek

mikroszkopos képének 6sszehasonlitasa céljabol.

A Kupffer-sejtek ardnyanak meghatarozasa immunhisztokémiai médszer
segitsegével

A 8 lyukd lemezek immunhisztokémiai festese, illetve el6készitése a mikroszkopos
vizsgalathoz az 1. modellnél leirtakkal azonos modon zajlott. A vizsgalattal a kiilonb6z6
tipust sejtek altalunk beallitott arAnyanak meglétét kivantuk ellen6rizni.

Az immunhisztokémiai eljards mellett a 6-lyuki lemezen tenyésztett ko-kultOrét,
illetve hepatocyta- és Kupffer-sejt monokultirakat Giemsaval festettik meg és

fénymikroszkop alatt vizsgaltuk.

Statisztika

A sejtizolalast 2 allatbdl végeztik el mindegyik modell esetén, allatonként egy
kezelési csoportbdl 3 parhuzamos Ilyukat készitettink a 6-lyukd lemezeken. Az
immunhisztokémiai vizsgalat céljara pedig mindegyik esetben két lemezt készitettlink, és
mindegyik lyukban 10 lat6teret vizsgaltunk.

Az eredmények feldolgozaséhoz R 2.14.0 statisztikai szoftvert alkalmaztunk. Az
atlagok kozti kulonbség megbecstiléséhez, normal eloszlasu alapsokasag esetén ,,egy- vagy
két-utas” ANOVA tesztet, a kezelt és kontroll csoportok Osszehasonlitasahoz post-hoc
teszteket végeztink. P<0,05 esetén szignifikdns kilonbséget allapitottunk meg. Minden
eredményt atlag + standard hiba alakban fejezttink ki.
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Eredmenyek

1. modell

Sertés primer majsejttenyészet

A Kupffer-sejtek aranyanak meghatarozasa primer majsejttenyészeten
immunhisztokemiai modszer segitsegével

Az elvégzett immunhisztokémiai vizsgalatok (4. abra) alapjan a primer
majsejttenyészetbe keriilt Kupffer-sejtek aranya 6,74 = 1,07%-nak adodott (kb. 16:1

hepatocyta:Kupffer-sejt arany), jol tiukrozve a majbol készilt primer sejttenyészetekre
jellemz6 fiziologias sejtaranyokat.

4. dbra: Primer majsejttenyészet képe immunhisztokémiai festést kovetden (40x nagyitas,
bar=50 um)
Kék fest6dés: DAPI, sejtmagok; Zold festédés: FITC, CD-68 fehérje (Kupffer-sejtek)
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V4

A tapfolyadékban mért IL-6 koncentracio LPS-stimulus hatdsara mindkét alkalmazott
dozis esetén szignifikdnsan emelkedett a kontroll tenyészetekhez képest (P<0,001) (5. abra).
Ezekhez viszonyitva viszont az IL-6 koncentracidja sem a butirat, sem az Lp2142 kezelés
hatdsara nem mutatott szignifikdns csokkenést, ellenben mind az 1 pg/ml, mind a 10 pg/ml
LPS-sel kezelt tenyészeteken a butirdt kezelés hatasara az IL-6 koncentracio szignifikansan
emelkedett a csak LPS-sel kezelt sejtekhez képest. Tovabba szignifikdns IL-6 koncentrécid
emelkedést mértink az 1 pg/ml LPS-sel és L. plantarum 2142-vel kezelt tenyeszetek
tapfolyadékaban is az LPS kontrollhoz képest (P<0,05) (5. abra).
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5. dbra: A tapfolyadék IL-6 koncentracidjanak valtozasa kiilonb6z6 kezelések hatasara
CTR=kontroll, LPS1=1 pg/ml LPS, LPS10= 10 pg/ml LPS, SB= 2mmol/l Na-butirat, LP=
13,33% Lp2142 (n=3/csoport, ***P<0,001)
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V4

A kontroll csoporthoz képest az IL-8 szintje a tapfolyadékban mind a két LPS
koncentracioval kezelt tenyészeten szignifikansan megemelkedett (az 1 pg/ml LPS tartalmua
csoportnal P=0,008, a 10 pg/ml LPS tartalmunal pedig P=0,011) (6. abra). A kiilonb6z6
gyulladascsokkent6 szerekkel vald kezelés utan az IL-8 koncentracié sem a butirat, sem az
Lp2142-kezelés hatasara nem csokkent, st a 10 ug/ml LPS-sel kezelt tenyészeten az Lp2142
kezelés tovabbi szignifikdns emelkedést valtott ki (P<0,05) (6. 4bra).
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6. abra: A tapfolyadék IL-8 koncentracidjanak valtozasa kiilonb6z6 kezelések hatasara
CTR=kontroll, LPS1= 1 pg/ml LPS, LPS10= 10 pg/ml, LPS, SB= 2mmol/l Na-butirat, LP=
13,33% Lp2142 (n=3/csoport, *P<0,05; ** P<0,01)
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2. modell

Sertés eredetii hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegii ko-kultlira

A Kupffer-sejtek aranyanak meghatarozasa immunhisztokémiai médszer
segitségevel

Az immunhisztokémiai vizsgalatok értékelése alapjan megallapithatd, hogy a 24 éras
inkubaciot kovet6en a ko-kultdrakban a Kupffer-sejtek és a hepatocytak aranya jo kozelitéssel

megfelel a sejtek lerakdsakor beallitott (Hepatocyta:Kupffer-sejt = 6:1, illetve 2:1)

sejtaranynak (7. &bra).

7. abra: Hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegii ko-kultdra képe immunhisztokémiai festést
kovetden (40x nagyitas, bar=50 um). A. Hepatocyta:Kupffer-sejt 6:1, illetve B. 2:1 sejtaranyu
tenyészetek (Kék: DAPI, sejtmagok; Z6ld: FITC, CD-68, Kupffer-sejtek)

A 6-lyuku lemezeken készitett hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegli ko-kultirékat,
illetve a kizardlag majsejtekbol vagy Kupffer-sejtekb6l allo monokultirdkat Giemséaval
megfestve (8-9. abra) megallapitottuk, hogy a tenyészetek 24 o6ras inkubaciot kdvetéen
konfluenssé valtak. A sejtek morfoldgiaja megfelel a sejttipusra jellemz6 sajatossagoknak, igy
— az immunhisztokemiai vizsgalatokon tdl — a tenyészetek mikromorfoldgidja is megerdsiti,
hogy azok alkalmasak tovabbi, a gyulladasos folyamatok vizsgalatara iranyuld kisérletek

végzésére.
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8. &bra/A: Hepatocyta-, illetve B: Kupffer-sejt monokultira Giemsa festési eljarassal festve

(20x nagyitas, bar=100 pm)

9. dbra: Hepatocyta — Kupffer-sejt egyrétegii ko-kultdra (2:1 sejtarany) Giemsa festéssel (20x
nagyitas, bar=100 um)
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Megbeszélés

A legtobb karos anyag hatdsara az ¢€l0 szervezetben az immunvalasz részeként
kiilonb6z6 gyulladasos citokinek altal medialt gyulladasos reakcid jatszodik le. Egyik ilyen
gyulladaskelt6 anyag a Gram negativ baktériumok sejtfalabol felszabaduld LPS, mely akkor
indit el immunvalaszt, ha a bélcsatornaban akar élettani koriilmények kozt is jelen 1évé
patogén baktériumok tulsdgosan elszaporodnak. Ilyenkor a bélfal hdmsejtjein talalhatd TLR
receptorokhoz — melyek kozt a legfontosabb LPS felismer6 altipus a TLR-4 — k6t6dik az LPS,
melynek hatéséra egy bonyolult mechanizmuson keresztl aktivalodik a nukleéris faktor-«B
(NF-xB), amely a kiilonboz6é gyulladasos citokinek, példaul IL-6, IL-8, TNF-o szintéziséért
felelGs transzkripcios faktorként (Armant et al., 2002., Uematsu et al., 2007.) elinditja a
gyulladasos valaszreakciot.

A bél eredetli gyulladasos folyamatokkal szembeni védekezésben kdzponti szerepet
tolt be a bélhdm barrier funkcidja, amely szoros 6sszefliggést mutat a bélhamsejtek kozti
kapcsolat erésségével. Elettani koriilmények kozott a bélhamsejtek felsd részén dvszeriien
korbefutd sejtkapcsol6 struktura, tight junction (zona occludens) talalhatd, amely olyan szoros
kapcsolatot alakit ki a sejtek kozott, hogy az intercelluléris rés szinte eltlinik. A struktara
kiilonbozd integrans membranfehérjék, példaul okkludin, klaudin komplexébdl all. (Rohlich,
2006.). Gyulladasos citokinek hatasara a bélhamsejtek kozti tight junction kapcsolatok
fellazulnak, helyenként megszakadnak, utat biztositva a baktériumok, illetve az LPS
vérpalyaba, igy a vena portae-n keresztil a majba jutasahoz, ezaltal a maj in vivo
korulmények kozott is direkt LPS stimulalo hatasnak lehet kitéve. Ennek in vitro vizsgalatara
szolgal a mi kisérleteink sordn is alkalmazott modell, amelyben sertés eredetii primer
majsejttenyészetet bakterialis LPS-sel kezellink, igy a kdzvetlen LPS-stimulus altal kivaltott
akut gyulladasos folyamatot tanulmanyozhatjuk (Morgan, 2001).

Munkank soran kiilonb6z6, takarmany-kiegészitoként alkalmazhaté anyagok, igy a
butirat és az Lp2142 probiotikus baktériumtoérzs gyulladascsokkenté hatasat vizsgaltuk.
Korabbi kutatdsok igazoltak, hogy a per os adott butirat fokozta a fent emlitett tight junction
fehérjék expresszidjat, ezzel javitotta a bélfal barrier funkciojat (Bordin et al., 2004). Leirtak
tovabba egy human bélbioptatum szovettenyészeten, mint in vitro modellen, hogy a butirat
gyulladascsokkent6 hatast fejt ki ugy, hogy az LPS altal aktivalt NF-xB aktivitasanak
gyengitésén keresztiil csokkenti a gyulladasos citokinek termelédését (Segain at al., 2000). In
vivo patkdny modell kisérletekben a butirdt — mint epigenetikusan aktiv molekula —

csokkentette a TNF-a-termelést az LPS altal stimulalt neutrophil granulocytakban a hiszton-
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deacetilaz enzim aktivitdsdnak szabalyozasan keresztil (Vinolo et al., 2011). Hasonld
gyulladascsokkentd hatast irtak le kiilonbozé probiotikumok per os torténd alkalmazésa
esetén is human bélbioptatumbdl szdrmazo in vitro tenyészeten. (Béuerl at al., 2012). Ezen
Kival IPEC-J2 (sertés eredetti vékonybél sejtvonal) in vitro modellen példaul a Bacillus
licheniformis csokkentette a Salmonella enterica serovar Thyphimurium altal stimulalt 1L-8
szekréciot (Skjolaas et al., 2007).

Karunk Gydgyszertani és Méregtani, valamint Elettani és Biokémiai Tanszékének
munkatarsai a fent emlitett szerek gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltdk IPEC-J2
monokultdran, illetve IPEC-J2 és primer hepatocyta tenyészetbdl allo kétrétegli ko-kultaran,
mint enterohepatikus in vitro modellen. Vizsgalataik soran azt talaltak, hogy az IPEC-J2
monokultdran mind az 1, mind a 10 pg/ml LPS-sel kezelt tenyészeteken a butirat, illetve az
Lp2142 kezelés hatasara is csokkent az 1L-8 mennyisége a tapfolyadékban, a csak LPS-sel
kezelt tenyészetekhez képest. Az enterohepatikus ko-kultardn az 1 pg/ml LPS-sel kezelt
tenyészeten mind a butirdt, mind az Lp2142 kezelés hatdsara szignifikans csokkenés
mutatkozott az IL-8 szintben. A 10 pg/ml LPS-sel kezelt tenyészeteken butirat hatasara
mérséklodott a tapfolyadék IL-8 koncentrécidja, illetve ebben az esetben mind butirat, mind
az Lp2142 kezelés hatasara csokkent IL-6 szint volt mérheté (Farkas et al., 2014). Ezek az
eredmények szintén az emlitett szerek gyulladascsokkentd hatasat bizonyitjak.

Az in vivo korilményeket igen jol modellezi az enterohepatikus ko-kultdra. Az LPS
egyrészt direkt stimulalja a bélhamsejteket, melynek hatasara azok kulonféle gyulladasos
citokineket termelnek; illetve a sejtek kozti kapcsolat is fellazul, igy az LPS-felszivodas
megnovekszik. A termelédott citokinek (IL-6, IL-8) és a felszivddott LPS a vérpalyan
keresztll a majba jut, ahol gyulladast indukal. A felszivodott LPS és a bélfal sejtjei altal
termelt citokinek egyarant sziikségesek a megfeleld mértékli immunvalasz kivaltasahoz és a
gyulladas kialakulasahoz (Paszti-Gere et al., 2013).

A jelen dolgozat targyat képez6 munkank soran LPS-sel kezelt primer
majsejttenyészeten (1. modell) kivantuk a targyalt szerek gyulladascsokkenté hatasat
vizsgalni. Tehat kisérleteinkben elsdsorban a fokozott bélpermeabilitds révén a majba jutd
endotoxinok altal indukalt gyulladas folyamatat modelleztiik. Vizsgalataink soran kiilonb6zd
koncentracioju LPS-sel (1 és 10 pg/ml) és butirattal (2 mmol/l) vagy Lp2142 sejtmentes
felultszdval (13,3 %) kezeltiink sertés eredetli primer majsejttenyészeteket, és ELISA teszttel
vizsgaltuk a tapfolyadék IL-6, illetve IL-8 mennyisegének valtozasat, 6sszehasonlitva a csak
LPS-sel kezelt tenyészetek tapfolyadékanak IL-tartalméaval. Eredményeink szerint nem
tapasztalhaté a gyulladasos citokinek (IL-6, IL-8) koncentraciojanak szignifikans csokkenése
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sem a butirat-, sem az Lp2142-kezelés hatasara egyik LPS-koncentracio esetén sem. Ezen
adatok tehat nem er6sitik meg a vizsgalt anyagok gyulladascsokkenté hatasat, szemben az
irodalmi forrasokban leirt, mads modelleken végzett kisérletek eredményeivel. Ez feltehet6en
azzal magyarazhat6, hogy modelliinkben kizardlag a hepatocytakat kozvetlenil stimulalo LPS
altal indukalt gyulladas folyamatat vizsgaltuk, az egyéb, bél eredetli €s szisztémas hatasoktol,
igy példaul a bél eredetii citokinek szerepétél elkulonitve.

Kisérletlink eredményének értékelése soran fontos kiemelni tovabba, hogy a vizsgalt
anyagok gyulladascsokkent6 hatasaban kulcsszerepet jatszik a gyulladas tipusa is. Az altalunk
vizsgalt primer majsejttenyészet (1. modell) egy akut gyulladasos folyamatot modellez,
azonban ha egy korok hosszu ideg jelen van, krdénikus folyamat veheti kezdetét, melynek
sorén jelentdsen megnovekszik a makrofagok, igy a majban a Kupffer-sejtek szama, amelyek
elsdsorban feleldsek a gyulladasos citokinek termelddésének szabédlyozasaért, illetve a
gyulladast kivaltd korokok eliminalasaért. Az 1. modellben az immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményének kvantifikalasdval megéllapitottuk, hogy a majsejtek kodzelében
elhelyezked6, igy emiatt a tenyészetbe keriilt Kupffer-sejtek ardnya megfelelt a majbdl
készitett primer sejttenyészetekre jellemzé fiziologias értéknek, igy ez a vizsgalati rendszer
els6sorban az egészséges majat éré gyors, rovid ideig fennallo gyulladdsos stimulus
hatasainak vizsgalatara alkalmas.

Igy nagy jelentdségii egy olyan egyrétegii ko-kultGra modell Iétrehozasa, melyben a
hepatocyték és a Kupffer-sejtek aranyat tetszélegesen hatarozhatjuk meg, a modellezni kivant
gyulladas tipusanak megfeleléen (2. modell). Mi 6:1, illetve 2:1 hepatocyta:Kupffer-sejt
ardnyban alakitottuk ki a ko-kulturat, és ezen sejtardnyokat immunhisztokémiai eljarassal is
ellendriztiik. Huszonnégy 6ras inkubaciot koveten a tenyészetek a Giemsaval valo festést
kovetd mikroszkopos vizsgalat alapjan konfluenssé valtak, és az immunhisztokémiai vizsgalat
mindegyik esetben az altalunk kialakitott sejtaranyokat igazolta.

Ez a modell az in vivo kdriilményeket jobban tiikrozve alkalmas kiilonboz6é stadiumu
kronikus gyulladasos folyamatok, illetve gyulladascsokkentd anyagok hatasanak vizsgalatara,
a sejtaranyok gyulladas tipusatol fliggd tetszdleges valtoztatasaval. Tovabbi céljaink kozt
szerepel a primer majsejttenyészeten vizsgalt anyagok gyulladascsokkenté hatasanak
tanulmanyozésa ezen, a korabbi vizsgalati modellinknél szélesebb kori vizsgélatokat

lehetdvé tevo ko-kultiran.
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Osszefoglalas

Napjainkban mindinkabb elétérbe keriil az alternativ hozamfokozok, igy kiilonb6zo
probiotikumok, illetve egyes mikrobialis metabolitok, igy a butirat takarmany-kiegészitéként
val6 felhasznalasa. Kordbbi kutatdsok leirtdk ezen anyagok bélfalra Kifejtett
gyulladascsokkenté hatasat, igy feltételezhet6, hogy mas szervekre, igy a majra is hasonld
hatast gyakorolnak. Munkank soran bakterialis lipopoliszacharidokkal (LPS-sel) kezelt, sertés
eredetli primer majsejttenyészeten mint in vitro modellen kivantuk vizsgalni a butiréat, illetve a
Lactobacillus plantarum 2142 (Lp2142) baktériumtorzs sejtmentes feliliszéja altal kifejtett
gyulladascsokkentd hatast (1. modell). Mivel a gyulladdsos valasz létrejottében a Kupffer-
sejtek kdzponti szerepet téltenek be, kutatasunk tovabbi célja Iétrehozni egy olyan hepatocyta
- Kupffer-sejt ko-kultarat, melyben a két sejttipus aranya tetszélegesen valtoztathato,
kiilonb6z6 gyulladasos folyamatokat modellezve (2. modell).

A maijsejteket 15 kg-os magyar nagyfehér artany sertések majanak processus
caudatus-abol tobb 1épcsds perfuzid segitségével izolaltuk; a sejteket kollagénnel bevont
tenyésztdedényekre raktuk le, és egy nap utan a tenyészetek konfluenssé valtak. Az 1. modell
esetén a sejteket LPS-sel és natrium-butirattal vagy Lp2142 sejtmentes felliluszdval kezeltiik 1
oran keresztil, majd 24 6rés inkubalas utdn a tapfolyadékbdl ELISA teszt segitségével
meghataroztuk két gyulladasos citokin, az IL-6 és IL-8 koncentracidjat. Az izolalas soran a
tenyészetbe kerilt Kupffer-sejtek aranyat immunhisztokémiai mddszerrel vizsgaltuk
(macrophag-specifikus CD-68 antigén kimutatasa). A 2. modell esetében a hepatocytak
Kupffer-sejteket is, majd a sejttipusokat 6:1, illetve 2:1 ardnyban (hepatocyta:Kupffer-sejt)
tenyésztéedényekre helyeztiik. Az aranyok ellenOrzését, egyben a ko-kultdra jellemzését
immunhisztokémiai eljarassal végeztik, az 1. modellhez hasonlé médon.

Az 1. modellben a Kupffer-sejtek aranya 6,74+1,07%-nak adodott, ami 6sszhangban
van az irodalmi forrasokban szerepld ertékekkel. A tapfolyadékbdl mért I1L-6 és IL-8
koncentracid a csak LPS-sel kezelt kontrollhoz képest — fizioldgias Kupffer-sejt-arany mellett
— nem csokkent sem a butirat-, sem az Lp2142-kezelés hatasara. Ugyanakkor irodalmi adatok
szerint in vivo korilmények kozott mind a butirdt, mind az Lp2142 hatékonyan csokkenti a
gyulladasok soran termelddé citokinek mennyiségét. Az in vitro €s in vivo kiseérletek kozotti
kiilonbségekre magyarazatot adhat, hogy a gyulladdscsokkenté hatds nagyban fiigg a
gyulladés tipusatol. Kronikus gyulladasok esetén jelentésen megemelkedik a Kupffer-sejtek

aranya a majban, ezért indokolt egy, a megnovekv6 Kupffer-sejt-aranyt modellez6 ko-kultdra
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(2. modell) létrehozasa. Az ezen végzett immunhisztokémiai vizsgalat az altalunk beallitott
sejtaranyok meglétét igazolta, és ezaltal alkalmas lehet tovabbi gyulladasos folyamatok

vizsgalatara.

Summary

Application of alternative growth promoters, such as probiotics and certain microbial
metabolites, amongst them butyrate as feed additives is getting more abundant in the animal
production. Previous studies have already described the anti-inflammatory effect of these
materials on the intestinal wall, therefore presumably they possess similar effect on other
organs, e.g. liver as well. In this study, we investigated the anti-inflammatory effect of
butyrate and that of the spent culture supernatant (SCS) of Lactobacillus plantarum 2142
(Lp2142) on primary culture of porcine hepatocytes stimulated with bacterial
lipopolysaccharides (LPS) as an in vitro inflammatory model (model 1). As Kupffer cells
have a central role in establishing inflammatory response, further aim of our investigations
was to create such a hepatocyte - Kupffer cell co-culture, in which the ratio of the two cell
types can be set, modelling various inflammatory processes (model 2).

Hepatocytes were isolated by multi-step perfusion of processus caudatus of the liver,
excised from male pigs of the Hungarian Large White breed, weighing 15 kg. Cells were
seeded onto culture plates coated by collagen, and cultures became confluent in one day. In
case of model 1, cells were treated with LPS and sodium butyrate or the SCS of Lp2142 for 1
hour, then after 24 hours incubation time concentrations of inflammatory cytokines IL-6 and
IL-8 were determined from culture medium by using ELISA method. Ratio of Kupffer cells in
the hepatic cultures was investigated by immunohistochemistry (detection of macrophage
specific CD-68 antigen). In model 2, after hepatocyte isolation Kupffer cells were separated
by percoll solutions of different concentrations, then both cell types were seeded onto plates
in 6:1 and 2:1 ratios (hepatocyte:Kupffer cells). Confirmation of the applied ratios and the
characterization of co-cultures was conducted by immunohistochemical method, similarly as
in model 1.

In model 1, rate of Kupffer cells was 6.74+1.07%, in accordance with values published
in scientific literature. Concentrations of IL-6 and IL-8 in culture medium of hepatocytes with
physiological Kupffer cell ratio did not decrease either after butyrate or Lp2142 treatment
compared to control group treated with LPS only. However, according to literature data both
butyrate and Lp2142 are able to effectively decrease the amount of inflammatory cytokines in

vivo. The fact that anti-inflammatory effect highly depends on the type of inflammation may
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provide an explanation for the differences between results of in vitro and in vivo studies. In
case of chronic inflammations, rate of Kupffer cells is significantly increasing in the liver,
therefore, establishing a co-culture modelling increased Kupffer cell ratio (model 2) is of
special importance. Immunohistochemical investigation performed on this model has justified

cell ratios set, thus it can be suitable for the investigation of further inflammatory processes.
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