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Bevezetés

A folyamatosan novekvO mértékii antimikrobidlis rezisztencia (AMR), mely vilagszerte
sulyos problémakat okoz, foleg a helytelen és mértéktelen antibiotikumfelhasznalés
eredménye. Mivel a multirezisztens (multidrug resistant, MDR) baktériumok szdma
rendkiviil gyorsan nd, sok esetben kihivast jelent a kordbban antibiotikummal még jol
kezelhet6 bakterialis fert6zések elleni fellépés. A korhazakban jelentds mértékben jelenlévo
multirezisztens Staphylococcus aureus (MRSA), vankomicin-rezisztens Staphylococcus
aureus (VRSA), és egyéb MDR baktériumok ndvelik mind a korhazi tartozkodas hosszat,
mind a gyogyszerekre forditandd koltségeket. Emellett az allategészségiligyben is
folyamatosan novekvd AMR veszélyezteti a humanegészségiigyet és a humanélelmezést is,

nagyiizemi allattartas esetén pedig komoly gazdasagi karokat okoz.

E probléma mérséklésére a kutatok olyan antibiotikum-alternativakat probalnak alkalmazni,
mint az antimikrobidlis peptidek (AMP-k), melyek 10j lehetdséget nyitnak a MDR
baktériumok elleni kiizdelemben. Az AMP-k antibiotikumokkal szembeni eldnyei kozé
tartoznak, hogy a rezisztencia kialakulésa elleniik csekély, széles spektrumu antimikrobialis
és biofilmellenes hatassal rendelkeznek, valamint a velesziiletett immunrendszer

kulcsfontossagu részét képezve az immunfolyamatokat befolyéasolni képesek.

Az AMP-k koz¢ tartoz6 cecropin A mind a Gram-negativ, mind a Gram-pozitiv baktériumok
esetében hatékony alternativanak igérkezik a MDR korokozokkal szemben, valamint
immunmodulald hatésarol is tobb kutatds beszamol. Kisérletlink soran célunk a cecropin A
in vitro immunmoduldlo tulajdonsagdnak vizsgdlata volt csirke eredeti majsejt-nem-

parenchimalis sejt ko-kultaran.



Célkitiizés

Az antimikrobidlis rezisztencia sulyosboddsa visszavezethetd az allattenyésztésben évekig
tartd kontrollalatlan antibiotikumhasznélatra, igy egyezményes torekvéssé valt az
antibiotikum-felhasznélas csokkentése és a haszonallattartdsban valdé megfelelé védekezés a
kérokozok okozta fertézésekkel szemben. Mivel a Dbakteridlis fertézések a
humanegészségiligyben is problémat okoznak, igy a rezisztenciahelyzet romlasa globalis
problémakat vet fel, melynek kikiiszobdlésére alternativ megoldasok sziikségesek. A
természetes AMP-k széleskorti el6fordulasukkal, csekély rezisztencia kialakitasara mutatott

hajlamukkal és immunmodulétor hatdsukkal megfeleld valasztasnak bizonyulhatnak.

Kutatdsunk soran a rovar eredetli cecropin A immunmodulator hatasat vizsgaltuk csirke
eredetli majsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kulturdkon. A kisérlet soran a cecropin A hatasat
kiilonb6z6é koncentraciokban dnmagaban alkalmazva, illetve a Toll-like receptor (TLR) 3-
agonista poliinozin-policitidilsavval (Poly I:C) kivaltott gyullad4ds mellett tanulmanyoztuk.
A mintavétel a feliiluszobol tortént, majd a sejtek életképességét az extracellularis (EC)
laktat-dehidrogendz (LDH) aktivitdsanak kolorimetrids mérésével hataroztuk meg. A
gyulladasra kifejtett hatasok feltdrasara Luminex-modszert alkalmazva mértilk az
ELISA-moédszerrel meghataroztuk a transzformald novekedési faktor (transforming growth

factor, TGF)-81 szintjét.



Irodalmi attekintés

Antimikrobialis rezisztencia

Az antimikrobidlis rezisztencia okozta globalis problémak megolddsa egyre kevésbé
halogathatd. Mivel az antibiotikumok mértéktelen és felel6tlen hasznalata régen csak
minimalis szabalyozas alatt allt, ezért ma mar sok, korabban j6 progndzisu betegség ellen a
hatéanyagok jelentds része csokkent hatékonysdgot mutat. Bar a rezisztenciahelyzet
dinamikusan valtozik, és a vilag kiilonboz6 részein eltérd mértékii, a thlzott felhasznalas
miatt sok hatéanyag esetén esély sincs a néhai hatékonysag visszanyerésére, amennyiben az
alkalmazas tovabbra is ilyen kontrollalatlan marad. Egy 2015-6s kutatas szerint az eladott
antibiotikumok 80%-a az allatgydgyaszatban keriilt felhasznalasra profilaxisként ¢és
hozamfokozoként, és bar az adatok az Egyesiilt Allamokra vonatkoznak, vilagszerte hasonlo
helyzettel allunk szemben. A rezisztencia mérséklésére az Eurdpai Unié 2006-ban betiltotta
a hozamfokozas céljabol adott antibiotikumok alkalmazasat, 2014-ben pedig felallitotta az
allatgydgyaszatban az AntiMicrobial Expert Group (AMEG) szakértdi csoportot, melyben a
human gyogyaszatban jelentds antibiotikumok figyelembevételével e hatdanyagok csokkent
felhasznaldsara tesznek ajanlasokat az allatorvoslasban [1]. Ennek ellenére a rezisztencia
csOkkentésének legjobb mddja az antibiotikum-felhasznaléds drasztikus mérséklése lenne, ez
pedig teret enged az ijabb antimikrobidlis szerek alkalmazasanak is, mint amilyenek az

AMP-k.

Antimikrobialis peptidek

Az AMP-ket 1939-ben fedezték fel, és egy talajlakod Bacillus baktériumbol izolaltak el6szor.
Az elsé allati eredetli AMP a nyul leukocitaibol izolalt defenzin volt [2]. A természetes AMP-
k az ¢él6lények tobbségében jelen vannak, a szervezetben jellemzden a patogéneknek kitett
szovetekben ¢és szervekben taldlhatok meg a velesziiletett immunrendszer részeként,
valamint fert6zés soran befolyasoljak a gazdaszervezet immunvalaszat is. Utobbit tdmasztja
ala, hogy a Gram-negativ baktériumok pusztulasa sordn felszabaduld lipopoliszacharid

(LPS) emlésokben serkenteni képes az AMP-k termelddését [3].

A peptidek termelésében kiilonbozo sejtek vesznek részt, mint az emésztérendszer, illetve a
hagy- és nemiszervek epitél sejtjei, nyiroksejtek, limfocitak és fagocitdk. Az AMP-ket
specifikus gének expresszaljak, melyek lehetnek konstitutivak, vagy meghatarozott

tényezOk altal indukalhatoak [2] [3].



Szerkezetiik

Szerkezetiiket tekintve 15-40 aminosavbol 4ll6 oligopeptidek, hosszisaguk pedig
meghatdrozza a molekula amfipatikus jellegét [4]. Az AMP-k jellemzbéen tobb csoportba
sorolhatoak masodlagos szerkezetiik alapjan, mint példdul a-hélix, B-red6 vagy linedrisan
elnyqjtott alaka, melyek koziil az a-hélix és a B-red6 a leggyakoribb, leginkabb pedig az
elobbit kutatjdk [5]. Néhany AMP nem tartozik egyetlen konkrét kategoridba sem
(rendezetlen, masnéven random coil struktara), és van, amelyik csak a célsejt membranjaval
valo talalkozaskor veszi fel az aktiv formara jellemzd szerkezetet [2]. Az AMP-kre jellemz6

masodlagos szerkezeti formakat az 1. dbra szemlélteti.

1. dbra: Az AMP-kre jellemzd legf6bb masodlagos szerkezeti formak az a-hélix (A), linedrisan elnyujtott (B),
rendezetlen (C) és B-red6 (D) struktara. Forras: https://www.profacgen.com/antimicrobial-peptides-
services.htm

A jellemzben kationos peptidek pozitiv toltéséért a molekulakban jelentés mennyiségben
megtalalhat6 arginin és lizin aminosavak feleldsek, melyek igy kdzvetetten meghatarozzak

az AMP-k direkt baktériumellenes hatasat is [6].

Kozvetlen antimikrobidlis hatas és hatdsmechanizmus

Kozvetlen antimikrobidlis hatdsuk kifejtése soran az AMP-k célpontja elésorban a sejtfalban
talalhato negativ toltésti LPS, mely a Gram-negativ, illetve lipoteichosav (LTA), ami a Gram-
pozitiv baktériumok jellemzdéje [2] [7]. A folyamat soran a kationos AMP-k

hozzdkapcsolodnak a negativ  toltésti  sejtfalhoz, amivel megvaltoztatjdk a



membranpotencialt, ezzel karositjdk a baktérium membranjat, valamint a nagy méretii
fehérjéket is, ami a korokozd pusztuldsdhoz vezet (2. éabra). Az AMP-k poérusok
kialakitasaval tovabb roncsoljak a baktériumok membranjat, ezzel kifejtve antibakterialis
hatasukat [8]. Mivel a baktérium ¢életfunkcioiért felelds fehérjék harmada a sejtmembranhoz
kothetd, ezért e fehérjék AMP-k altali kdrosodasa akkor is elpusztitja a baktériumot, ha
kozvetleniil nem okozza annak szétesését. Ennek ellenére minden esetben sziikség van az
AMP-k membranhoz val6 kapcsolodéasara a hatas elérése érdekében, ez pedig meghatarozza
a spektrumukat is. Az eukariota sejtek magas koleszterintartalma és enyhe anionos toltése
miatt azonban a gazdasejtek nem valnak a peptidek célpontjaiva [2]. A membranaktiv AMP-
k tobbsége amfipatikus; kationos tulajdonsdguk lehetdvé teszi a negativ toltésii

sejtmembrannal valé kolcsonhatast, hidrofob résziik pedig a membranba valo beépiilését [9].

Riboszomalis
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2. abra: Antibiotikumok és antimikrobialis peptidek dsszehasonlitasa hatasmechanizmus szerint. Forras:
Browne és mtsai., 2020 [1]

Néhany peptid emellett intracellularisan is képes gatolni egyes, a baktériumokban zajld
létfontossagu folyamatokat, mint a DNS-replikaci6 és a fehérjeszintézis (2. abra), igy akar
sejtlizis nélkiil is elpusztithatjak dket [10]. Emellett képesek lehetnek a sejten beliili autolizin
aktivalasara is, ami eldidézi a baktérium szétesését. Ezek a folyamatok nem fliggenek 6ssze
a membrankarositd hatassal, valamint érdekességiik, hogy sokkal alacsonyabb AMP-

koncentracio is elegendd hozza [2].



Mindezek alapjan az AMP-k hatdsmechanizmusa eltér az antibiotikumokra jellemzd
hatdsmechanizmustdl, a baktériumok sokkal szélesebb spektruma ellen hatékonyak, ezért
alkalmasak a sok hatdanyaggal szemben rezisztens korokozok ellen is. Antibakterialis
hatasuk mellett egyes AMP-k antimikotikus, antiviralis, és biofilmellenes hatassal is
rendelkeznek, valamint a hagyomanyos antibiotikumokkal szinergista kolcsonhatasba

lIéphetnek [3] [2].

Az AMP-k immunmodulal6 hatasa

Az AMP-k antimikrobialis hatasuk mellett igen jelentds immunmoduldlé hatéssal is
rendelkezhetnek, mely jelentds elénynek szamit a hagyomdnyos antibiotikumokkal
szemben. A kdzvetlen antimikrobialis hatas mellett alternativ mechanizmusokat kinalnak fel
a védekezéshez a gazdaszervezet szadmara, mely segit karositani a baktériumokat. Ezek kozé
tartozik példaul a bél homeosztazisara vagy a gyulladdsos folyamatokra kifejtett hatasuk.
Pozitiv tulajdonsaguk tehat, hogy nem csak a patogénekre hatnak, hanem a fert6zésre adott
immunreakcio egészére [11]. A velesziiletett immunitas részét képezve azt dsszekapcsolni
képesek a szerzett immunitassal, és igy befolyasolni tudjdk az immunvalaszt, a gyulladas
mértékét és a homeosztazis fenntartdsaban is részt vesznek [12]. Gyulladaskeltd és
gyulladascsokkentd citokinek termelddésére is hathatnak, kemotaktikus tulajdonsaggal
rendelkezhetnek, semlegesithetik a baktériumok pusztulasa altal felszabadult endotoxinokat

¢s az immunsejtek aktivaciojara is képesek lehetnek [12].

Rovar eredetit AMP-k

A rovarok rendkiviil ellendlloak a bakteridlis fertézésekkel szemben, ezzel gazdag forrasai a
természetes AMP-knek. A beldliik szarmaz6 AMP-k 3 csoportba oszthatdak szekvenciajuk
¢és szerkezetiik szerint: o-hélix, B-redd és linearisan elnyujtott szerkezetliek. Az a-hélix
szerkezettel rendelkezd peptidek, mint a cecropinek, jellemzéen kevés ciszteint
tartalmaznak, mig a B-redds szerkezetliek, mint a defenzinek, ciszteinben gazdagok. A
linedrisan elnyujtott alaki AMP-k, mint a lebocinok, ezzel szemben kiilonb6z6
aminosavakbol (altalaban prolin, arginin vagy triptofan) tartalmaznak nagyobb mennyiséget

[13].

Cecropin A

A cecropinek a rovarokban természetes formaban az egyik leggyakrabban el6fordul6 AMP-
k, melyek els6 képviseldjét a Lepidoptera (lepkék) torzsbe tartozd Hyalophora cecropia

hemolimf4jabdl sikeriilt izolalni. Kis méretii peptidekként nagyjabol 30-40 aminosavbol
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allnak és a-hélix szerkezettel rendelkeznek. A cecropinek hatékonynak bizonyultak szdmos
Gram-negativ és (ugyan kisebb mértékben, de) Gram-pozitiv baktérium ellen is, ezen feliil
pedig gombaellenes hatassal is rendelkeznek. Szamos egyéb AMP-vel Osszehasonlitva
hangsulyozandd, hogy mind a hemolitikus hatasuk, mind a magasabb rendszertani
kategoriaba tartoz6 ¢élélények gazdasejtjeivel szemben mutatott toxicitasuk alacsonyabb

[14].

Korabbi kutatdsok mar in vivo korilmények kozott is vizsgaltdk a cecropinek
immunmodulalé hatasat, tobbek kozott a pontyok bél mikrobiomjara vonatkozoan, valamint
egerek esetén mesterségesen kivaltott gyulladdsos bélbetegségben (inflammatory bowel
disease, IBD) is [15] [16]. Baromfi esetén pedig mar voltak korabbi kutatasok a peptidek
kifejtett hatasanak feltérképezésére. EbbOl kideriilt, hogy a cecropinek alkalmazasa
kedvezden hatott a novekedésre, az izomzat fejloddésére, meggatolta a karos bélbaktériumok

crer

immunrendszert [17].

A cecropinek egyik legintenzivebben kutatott tagja, a cecropin A egy 37 aminosavbol allo,
az egyes rovarokban természetes koriilmények kozott termel6dé AMP, melynek szerkezetét
a 3. abra szemlélteti [14]. Széles spektrumi kozvetlen antimikrobidlis hatasa mellett a
cecropin A koradbbi kutatdsok eredményei alapjan bizonyitottan immunmodulans
tulajdonsaggal is rendelkezik [18]. In vitro koriilmények kozott RAW 264.7 egér makrofag-
¢s IPEC-J2 sertés bélham-sejtvonalon is, gyulladés kivaltasa utan a peptid gatlo hatést fejtett
ki az LPS okozta gyulladdsos citokinek termelddésére, mint a tumor nekrézis faktor o
(TNFa), interleukin (IL)-1B, IL-6 és IL-8, valamint makrofdg gyulladasos fehérje
(macrophage inflammatory protein, MIP)-1 és MIP-2. Mindezek mellett mar in vivo
koriilmények kozott is fény deriilt a cecropin A gyulladdscsokkentd hatasara, egerek
intraperitonealis kezelése utan. Escherichia colival indukalt hashartyagyulladasban a peptid
alkalmazésa utan javult az allatok ttlélése, tovabba csokkent a plazma TNFa- és endotoxin-
koncentracioja is [19]. Egerek kisérletesen kivaltott IBD-je soran pedig cecropin A hatdsara
a tiinetek enyhiilését és egyes gyulladasos citokinek (TNFa, IL-18 és IL-6) szintjének lokalis
csokkenését irtak le [20].
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3. 4bra: A cecropin A szerkezete. Forras: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cecropin-A

&

A maj szerepe az immunfolyamatokban

A mdj méregtelenitd szerepe szoros kapcsolatban all a béltraktussal. Innen a tadpanyagokon
kiviil a baktériumok és toxinjaik is a majba keriilnek, melyet az anatomiailag is szoros
kozelségben 1évé bél-maj tengely tesz lehetdvé. A folyamat sordn a bélbol a portalis
keringésen keresztiil a majba jutnak a felszivodni képes molekuldk, igy akar a bélfertdzés
soran felszabadulo LPS és egyéb korokozd eredetli metabolitok is, ami hosszatavon
karosithatja a maj szerkezetét és funkcidjat. A felszaporodott patogén-asszocialt molekularis
mintdzatok (pathogen-associated molecular pattern, PAMP) ¢és sériilés-asszocialt
molekularis mintazatok (damage-associated molecular pattern, DAMP) kdzvetleniil is
hatéassal lehetnek a hepatocitdkra és a majban 1évo, a velesziiletett immunités részét képezo
egyeéb sejtekre, pl. Kupffer-sejtekre is, melyek a feliiletiikon elhelyezkedd Toll-like
receptorok (TLR) altal aktivaljak az immunfolyamatokat. Az immunologiailag aktivalodott
m4j pro-inflammatorikus, apoptotikus és antivirdlis folyamatokat is elindithat, mely lehet
pozitiv és negativ hatdsu is a szervezetre, a folyamatok intenzitdsatol fiiggéen [21].
A mdj regeneralddasahoz, szerkezeti atépiiléséhez és metabolizmusahoz szintén sziikségesek
a gyulladasos folyamatokban résztvevé anyagok, de ez a szervezet thlterheltsége esetén

erdteljes immunvalaszt képes kivaltani [22].
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Anyag és modszer

A sejtek izolalasa

A kisérlet soran a sejtizolalashoz 6 hetes himivaru Ross-308 brojlercsirkét alkalmaztunk, és
a kutatocsoport altal mar korabban kidolgozott protokoll szerint jartunk el. [23] Az allatot a
beérkezése utan azonnal felhasznaltuk, igy az Allatorvostudoméanyi Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaganak (MAB) allaspontja szerint allatkisérleti engedélyre nem volt
sziikség [23]. Amennyiben a tovabbiakban nincsen erre vonatkozé kiilon megnevezés,
minden sziikséges anyagot és reagenst a Merck Kft.-t6l (Darmstadt, Németorszag)

szereztiink be.

Szén-dioxiddal valé kabitas utan az allatot dekapitaltuk, a ventralis teriiletrdl eltavolitottuk
a tollakat, majd dorzalis fektetésben rogzitettiik. A borfeliilet etanollal torténd megtisztitasa
utdn tompa fejtéssel feltartuk a testiireget, majd 22G-s vénakaniillel kaniilaltuk a v
gastropancreaticoduodenalist, melyen keresztiil késébb perfuzios folyadékot vezettiink a
majba (4. abra). A sziv kaniildldsa a jobb pitvaron ejtett metszéssel, majd iivegkaniil

behelyezésével tortént, melyen keresztiil a vénan bevezetett oldatokat elvezethettiik.

4. abra: A maj perfuzidja a v. gastropancreaticoduodenalis kaniilalasan keresztiil

A kisérlet soran haromlépcsds perfuziot alkalmaztunk, ahol a perfuzi6 allandé sebessége 30
ml/perc volt, az oldatok pedig 40°C-on keriiltek felhasznaldsra, melyeket elézdleg

Carbogennel (95% O2 és 5% CO:) buborékoltattunk at.
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Elészor 150 ml 0,5 mmol/l etilénglikol-tetraacetdt (EGTA) tartalmi HANKS-puffert
vezettiink 4t a rendszeren a maj vértelenitése és a sejtkozotti alloméanyban fellelhetd kationok
(Ca?* és Mg' ionok) megkotése érdekében. Az EGTA igy kelatokat képezve a

sejtkapcsolatokban jelen 1év6 ionokkal fellazitja a szoveteket, ami segiti a sejtizolaciot.

Ezutan 150 ml EGTA-mentes HANKS-puffer kovetkezett, melyet az EGTA teljes
eltavolitasa céljabol vezettiink 4t a rendszeren, hogy a reziduumok az ionok megkdtésével

ne befolyasoljak kedvezdtleniil a késdbbi emésztési folyamatot.

Az oldat 100 mg IV. tipusq, frissen feloldott kollagendzt, valamint 7 mmol/l CaClz-vel és
ugyanennyi MgCl-vel kiegészitett HANKS-oldatot tartalmazott. A jobb pitvaron at elfolyo
oldatot steril tripszinezd lombikban felfogtuk, majd vizfiirdén melegen tartva ismét
recirkulaltattuk a rendszeren, mig fel nem tlint a 3. 4dbran is lathatd, a m4jparenchima

felbomlasara jellemzd rajzolat.

Sejtek mosasa és a sejtfrakciok elkiilonitése

A perfuziét kovetéen a majat eltavolitottuk, és egy steril fé6z6poharba helyeztik. A
sejtizolalds sordan a tovabbiakban végig steril fiilke alatt dolgoztunk a kontaminacid
elkeriilése érdekében. A Glisson-tokot steril olloval és csipesszel felvagtuk, majd 50 ml
szarvasmarha szérum albuminnal (bovine serum albumin, BSA) kiegészitett hideg HANKS-
oldatba helyeztik a sejtek Osszetapadasanak elkeriilése érdekében. Az emésztett
majparenchimat dvatosan, steril csipesz hasznalataval nyertiik ki. A szuszpenziot 3 réteg
steril gézen 4t sziirtiik az emésztetlen részek és az Osszetapadt sejtcsoportok eltavolitasa
érdekében, majd 50 ml-es steril centrifugacsébe mértiik, ezutan pedig a sejtszuszpenziot
BSA-tartalmit HANKS-oldatban, jeges hiitéssel, 50 percig inkubaltuk. A sejtszuszpenzid
sejtfrakciok szerinti szétvalasztasa ezutan differencial6d centrifugdlassal tortént. Ennek soran
a hepatocitakat valasztottuk szét a nem-parenchimadlis sejtektdl ugy, hogy az elsd
centrifugdldsi sorozat soran nyert iiledék a hepatocitdkat, a masodik pedig a nem-

parenchimalis sejteket tartalmazta.

A hepatocitak elkiilonitéséhez egymas utan haromszor, 3 percig 100 g fordulatszamon tortént
a centrifugalas, elészor BSA-val kiegészitett HANKS-oldattal, majd kétszer William’s
Medium E tapfolyadékkal. A tapfolyadékot eldzetesen 0,22 % Na-bikarbonattal, 50 mg/l

gentamicinnel, 2 mmol/l glutaminnal, 5 % fetalis borji szérummal (fetal bovine serum,
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FBS), 4 ng/l dexametazonnal, 20 IU/1 inzulinnal és 0,5 pg/ml amfotericinnel egészitettiik ki.
Az igy nyert iiledéket végiil reszuszpendaltuk William’s Medium E-ben, amivel

hepatocitakban gazdag szuszpenzidt nyertiink.

Az életképes sejtek szamanak meghatarozasat Biirker-kamra alatt végeztiik tripankék
festéssel, ahol ¢életképes sejteknek a nem festddd alakokat tekintettiik. Ennek magyarazata,
hogy tripankék festés soran csak a karosodott sejtmembranon képes atjutni a festék, igy a
kékkel festodott sejtek életképtelennek mindsiilnek, mig a festetlen sejtek életképesek. A
sejtszuszpenzio akkor tekinthetd hasznalatra alkalmasnak, ha az életképes sejtek ardnya a
mintaban 90% feletti. Az életképesség meghatarozasa utan sejtszamlasast végeztiink, majd

a tomény sejtszuszpenziot 10%/ml-re higitottuk a sejtszamnak megfelelden.

A nem-parenchimalis sejtek nyeréséhez a korabban a hepatocitak izolacidja soran kapott
feliiluszok elegyét centrifugéltuk 350 g-n, 10 percig. Ezutan a feliiliszokat ismét 10 percig
centrifugéltuk, ezuttal azonban mar 800 g-n. A centrifugadldsok utan kapott nem-
parenchimalis sejteket tartalmazo tiledéket 5 ml William’s Medium E-ben reszuszpendaltuk,
majd tripankék festéssel, Biirker-kamra felhasznalasaval a kordbbihoz hasonldan
megallapitottuk az életképes sejtek aranyat. A tomény sejtszuszpenzid higitasa sejtszdmlalas

utan ebben az esetben is 10%/ml-re tortént.

Végiil a hepatocitdkat és nem-parenchimalis sejteket tartalmazo frakciokat 6:1 ardnyban

elegyitettiilk egymassal a ko-kultura 1étrehozéséhoz.

A sejtek lerakasa és tenyésztése

A sejtszuszpenzidt 300 pl/lyuk mennyiségben 24 lyuku sejttenyészté lemezekre mértiik. A
lerakast megeldzéen a lemezeket I-es tipusu kollagénnel (10 pg/cm?) vontuk be a sejtek
letapadéasanak eldsegitése céljabol. A lemezeket ezutan 100%-os relativ paratartalmu és 5%
CO;-tartalmu, 37°C-os inkubatorba helyeztiik. Tapfolyadék cseréjére 4 6ra, 37°C-on torténd
inkubaciot kovetden keriilt sor, amit egy szintén 37°C-os, 24 oOras inkubécio kovetett,

melynek eredményeként dsszefiiggd sejttenyészeteket nyertiink.

Sejtek kezelése

Az inkubdaciot kovetden a sejttenyészeteket onmagaban, illetve 50 pg/ml Poly I:C-vel

s

kezelési csoportokat az 1. tablazat szemlélteti.
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1. tdblazat: Csirke eredetli majsejt-nem-parenchimalis ko-kultirakon alkalmazott kezelési csoportok.

Kezelési csoport Cecropin A Poly I:C
Kontroll — —
Cec-1 1 pg/ml —
Cec-2 3,125 pg/ml —
Cec-3 6,25 pg/m —
Cec4 12,5 pg/ml —
Cec-5 25 pg/ml —
PI:C — 50 pg/ml
PI:C+Cec-1 1 pg/ml 50 pg/ml
PI:C+Cec-2 3,125 pg/ml 50 pg/ml
PI:C+Cec-3 6,25 pg/ml 50 pg/ml
PI:C+Cec-4 12,5 pg/ml 50 pg/ml
PI:C+Cec-5 25 pg/ml 50 pg/ml

Minden kezelési csoport 6 parhuzamos minta alkalmazéasaval tortént, igy csoportonként
késébb 6 mérést végeztiink, és ezek atlagat vettik eredményként. A kezelések utdn
sejttenyészeteinket 24 6ran at, 37°C-on inkubaltuk, majd ennek leteltével mintat vettiink a

feliiluszobol, ezeket pedig tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Mérések

Extracellularis laktat-dehidrogenaz aktivitas mérése

Az LDH intracellularisan katalizalja a reverzibilis piruvat-laktat atalakulast, amely
NADH+H" termelddéséhez vezet. A sejthartya sériilésekor azonban az enzim a
tapfolyadékba jut, igy a képzodott NADH+H" mennyiségének mérésével meghatarozhato az
LDH aktivitasa, ezaltal a membrankarosodas mértéke és a sejtek életképessége. A mérés
sordn, a Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit alkalmazasaval, a gyartd utasitdsai
szerint 50 pl/lyuk puffer- és szubsztrattartalmi Master Reaction Mixet mértiink a mintakra,
amit 37°C hémérsékleten, fénytdl védve, 2-3 perces inkubacid kovetett. Ezutan 450 nm-en,
Multiscan GO 3.2 reader (Thermo Fisher Scientific Kft., Waltham, MA, USA) segitsé¢gével
hataroztuk meg az abszorbanciakat, amit a tovabbiakban 5 percenként elvégeztiink, amig a

legaktivabb minta értéke elérte a legtoményebb standard abszorbancidjat.
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1L-6, IL-10, és IFN-y koncentracid mérése

Az IL-6, IL-10, és IFN-y citokinek koncentracioit Milliplex Chicken Cytokine/Chemokine
Panel 1 — Immunology Multiplex Assay felhaszndldsdval, a Pécsi Tudomanyegyetem
Farmakologiai és Farmakoterdpias Intézetében, Luminex-modszerrel vizsgéltuk, melynek
nagy eldénye, hogy kis mennyiségli mintabol is akar 100 kiilonb6zd analit koncentracidja
meghatdrozhatd. A mérés soran egy 96 lyuku lemezre lyukanként 25 pl-t vittiink fel a
mintabol, ezen feliil 25 pl antitesttel bevont, szinezett gyongyo6t mértiink minden lyukba. A
lemezt egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk, majd a mosasi fazist kovetden biotinilalt detektald
antitestet, sztreptavidint és fikoeritrint adtunk hozza. A végsé mosas utan 150 ml drive
folyadékot mértiink a lyukakhoz, a gyongydket 5 percre lemezrazogépre tettiik ¢és
reszuszpendaltuk, majd Luminex MAGPIX gép segitségével leolvastuk az eredményeket.
Ezt kovetéen Luminex xPonent 4.2 szoftvert hasznaltunk az adatok kiértékeléshez, és a
Belysa Immunoassay Curve Fitting szoftver segitségével kalibracids gorbéket készitettiink

[24].

TGF-B1 koncentracid mérése

crer

(Chicken Transforming Growth Factor Beta 1 ELISA Kit, MyBioSource, San Diego, CA,
USA), melyhez a mintakat foszfatpufferelt sooldattal (phosphate-buffered salin, PBS)
higitottuk. A mérés a kithez tartozé 96 lyuka lemezen tortént, ahol 100 pl/lyuk standard,
minta és vak hozzdadasa utan 90 percig tartd, 37°C-on torténd inkubacio kovetkezett. Ezutan
két mosasi fazisra kertiilt sor, majd 100 ul/lyuk Bitionylated Antibody bemérése utan a lemezt
60 percen at, 37°C-on inkubaltuk. Harom mosas kovette a folyamatot, mely utan a vak
kivételével minden lyukba 100 pl Enzyme Conjugate oldatot mértiink, amit ezutan 30 percig,
37°C-on tovabb inkubaltunk. Eztuan 6tszori mosast kovetéen 100 ul/lyuk Colour Reagent
(A+B) bemérése tortént, majd sotétben, 37°C-on a legtoményebb standard latvanyos
elsotétedéséig (~20 perc utdn) ismét inkubacid kdvetkezett. Ezt kovetden 100 ul/lyuk Colour
Reagent C bemérése tortént, majd dsszekeverés utan 450 nm-en 10 percen beliil Multiscan

GO 3.2 reader segitségével mértilk meg a mintdk abszorbancidjat.

Statisztika
Statisztikai vizsgalataink sordn a kezelési csoportok eredményeinek paronkénti
Osszehasonlitdsdhoz az R v. 4.0.3 (R Core Team, 2020) program hasznélataval a Wilcoxon-

probat alkalmaztuk, szignifikans kiilonbségnek pedig a 0,05-nél kisebb p értéket tekintettiik.
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Az 6nmagéban cecropin A-t tartalmazo6 kezelési csoportokat (Cec-1-5) és a Poly I:C altal
kivaltott gyulladast (P1:C) a Kontroll csoporthoz, mig a Poly I:C és a cecropin A kombinacios
kezeléseit (P1:C+Cec-1-5) a PI:C csoporthoz hasonlitottuk. Az dbrdk a Prism 9 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, V 9.2.1) program segitségével késziiltek.
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Eredmények

Extracellularis laktat-dehidrogenaz aktivitasa

Eredményeink alapjan a cecropin A alacsonyabb koncentracioinak (1; 3,125 és 6,25 pg/ml)
hatasara nem valtozott az LDH aktivitasa, azonban magasabb koncentracioi (12,5 és 25
pg/ml) esetén szignifikans novekedés (p=0,0159 és p=0,0381) volt észlelhetd. A Poly I:C-
okozta gyulladas esetén az LDH aktivitasa szignifikans novekedést (p=0,0095) mutatott a
Kontroll csoporthoz képest (5. dbra).

LDH

1000

800 kk T T - T
T
600 *

400+

200

enzimaktivitas * SEM (mU/ml)
*

5. dbra: Az EC LDH enzim aktivitasa csirke eredetli majsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kultaran, cecropin A-
¢és Poly I:C-kezelés hatasara. Cec-1: 1 ug/ml cecropin A; Cec-2: 3,125 ng/ml cecropin A; Cec-3: 6,25 pg/ml
cecropin A; Cec-4: 12,5 png/ml cecropin A; PI:C: 50 pg/ml Poly I:C. *p<0,05; **p<0,01

Az EC LDH aktivitdsdnak meghatarozasa soran kapott eredmények alapjan a cecropin A

c sy

png/ml) kezelési csoportjaira vonatkozdan vizsgaltuk.
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IL-6 koncentracioja

cyey

srer

cecropin A az IL-6 termelésében szignifikans csokkenést eredményezett (p=0,0381,

p=0,0022, p=0,0411 &s p=0,0152) (6. &bra).
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6. abra: Az IL-6 koncentracioja csirke eredetli majsejt nem-parenchimalis sejt ko-kultiran, cecropin A- és
Poly I:C-kezelés hatasara. Cec-1: 1 pg/ml cecropin A; Cec-2: 3,125 pg/ml cecropin A; Cec-3: 6,25 pg/ml
cecropin A; PI:C: 50 pg/ml Poly I:C. *p<0,05; **p<0,01
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1L-10 koncentracidja

T

A a citokin termelésében szignifikans csokkenést eredményezett (p=0,0381, p=0,0260 ¢s

p=0,0411) (7. 4bra).
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7. abra: Az IL-10 csirke eredetli majsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kultiran, cecropin A- és Poly [:C-kezelés
hatasara. Cec-1: 1 pg/ml cecropin A; Cec-2: 3,125 pg/ml cecropin A; Cec-3: 6,25 pug/ml cecropin A; PI:C: 50
pg/ml Poly I:C. *p<0,05
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IFN-v koncentracidja

cre

crer

kivaltott gyulladds soran az interferon szignifikdnsan nagyobb mértékben termel6dott a
Kontroll csoporthoz képest (p=0,0191), melyet a cecropin A 1 és 6,25 pg/ml
koncentréacioinak hozzdadasa szignifikansan csdkkenteni volt képes (p=0,0022 és p=0,0152)

(8. abra).
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8. dbra: Az IFN-y koncentracidja csirke eredetli méjsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kultiran, cecropin A- és
Poly I:C-kezelés hatasara. Cec-1: 1 pg/ml cecropin A; Cec-2: 3,125 pg/ml cecropin A; Cec-3: 6,25 pg/ml
cecropin A; PI:C: 50 pg/ml Poly I:C. *p<0,05; **p<0,01
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TGF-B1 koncentracidja

TGF-B1 esetén csak az onmagaban alkalmazott, 6,25 pg/ml-es koncentracioji cecropin A

oldatanak hozzaadéasa eredményezett szignifikans csokkenést (p=0,0416) (9. abra).
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9. abra: Az TGF-B1 koncentracioja csirke eredetii majsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kultiran, cecropin A- és
Poly I:C-kezelés hatasara. Cec-1: 1 pg/ml cecropin A; Cec-2: 3,125 pg/ml cecropin A; Cec-3: 6,25 ng/ml
cecropin A; PI:C: 50 pg/ml Poly I:C. *p<0,05
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Ertékelés

A globalis problémaként fellépd antimikrobialis rezisztencia a haszonallattartdsban az
egészségiigyi kockdzaton kiviil jelentds gazdasagi kérokat is okoz. A baromfifajok
kifejezetten érzékenyek a béleredetli fertdézésekre, igy nagyiizemi 4allattartdsban az
antimikrobialis szerek alkalmazdsa a rezisztencia ellenére tovabbra is sziikséges. Erre
alternativ megoldast kinadlnak az AMP-k, melyek a szervezetben a velesziiletett immunitas
részeként veszik fel a harcot a patogénekkel szemben. Az antibiotikumokkal 6sszehasonlitva
jelentds elonyiik, hogy immunmodulélo hatasuk révén valtozatos kozvetett antimikrobialis
hatassal rendelkeznek, mely igy csokkentheti a hatdéanyaggal szembeni rezisztencia

kialakuldsanak mértékét, valamint részt vesznek tobbek kozott a gyulladdsos folyamatok

crer

Kisérletiinkben a cecropin A immunmodulator hatasat vizsgaltuk csirke eredetii majsejt-
nem-parenchimalis sejt ko-kultaran. A gyulladas kivaltasahoz a szintetikus dsRNS-analog
Poly I:C-t hasznaltuk, mely a TLR3 receptorhoz kotddik. Ez a nuclear factor-kB (NF-kB)
aktivacigjat eredményezi a jelatviteli uton keresztiil, igy képes immunvalaszt kivaltani a
szervezetben [26]. E molekula korabbi kisérletek alapjan megteleld gyulladaskelté anyagnak

mindsiilt csirke eredetili sejttenyészetek alkalmazasakor [27] [28].

Bér korabbi kutatasok mar bizonyitottak, hogy a cecropin A toxicitasa az eukariota sejtekre
igen kismértékli, a vizsgalatok eddig csak az emldsok irdnydbodl kozelitették meg a
biztonsagossag kérdését, baromfifajokra vonatkozéan még nem sziiletett kelld mennyiségii
relevans informacié [13]. E tulajdonsag vizsgdlataira az EC LDH aktivitasat kovettiik
nyomon, mely a cecropin A nagyobb dézisainak alkalmazasa soran szignifikdnsan megnott.
Ez a membranintegritas csokkenésére utal, ami pedig a karosodott sejtek mennyiségérdl ad
informéciot. Kisérletiinkbdl kideriilt, hogy az alacsonyabb koncentracidokban alkalmazott
cecropin A vélhetden biztonsdgosan alkalmazhato lenne baromfifajok esetén, magasabb
koncentraciokban azonban mar szamolnunk kell a hepatikus sejtek karosodasdnak
lehetdségével. Méréseinkkel egybevag az a 2022-es tanulmany is, melyben a cecropin A
toxicitdsat humdn szdjiiregi hamsejteken vizsgaltdk. E kisérletben szintén magasabb
koncentraciok esetén (>10 pg/ml) volt csak észlelhetd szignifikans eltérés a sejtek
¢letképességét tekintve [29]. A cecropin A azonban kordbbi kutatdsok alapjan RAW 264.7

egér makrofag-, illetve IPEC-J2 sertés bélham-sejtvonalon nem fejtett ki toxikus hatéast a
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sejtekre. Mindezek alapjan koncentraciofiiggd, és az egyes sejttipusokra vonatkozoan eltérd

sejtkarositd hatdsanak részletesebb megismeréséhez még tovabbi kutatdsok sziikségesek.

A sejtek életképessége mellett sejtmodelliinkén a cecropin A immunmodulédtor hatasat
vizsgaltuk. Mivel az immunvalasz magaba foglalja a pro- és az anti-inflammatorikus

folyamatokat is, igy a gyulladaskeltd citokinek koziil az IL-6 ¢és IFN-y, a

crer

crer

akutfazis fehérjéinek termelddését, ezaltal szabalyozza az immunvalaszt s jelentds szerepe

van az immunrendszer aktivaldsaban [30]. Kisérletiinkben az 6nmagéaban adott 1 pg/ml

crer

crer

Korabbi kutatdsok mar kimutattdk, hogy a cecropin A Escherichia coli baktériumokkal

egyiitt tenyésztett IPEC-J2 sejtvonalon szintén képes volt csokkenteni az IL-6 szintjét [18].

Az IL-10 szintén jellemzden mikrobialis hatasokra termelddik a szerzett és a velesziiletett
immunitas sejtjei altal, anti-inflammatorikus hatasa révén pedig sejtszinten gatolni képes a
gyulladdsos folyamatokat [31]. Kisérletlinkben az 6nmagéban alkalmazott cecropin A 1
pg/ml koncentracidoban, valamint Poly 1:C-vel kivaltott gyulladas mellett 1 és 6,25 pg/ml
koncentracioban szignifikans csokkenést eredményezett az IL-10 termelésében. A cecropin
A IL-10-re mutatott hatdsa egybevag egy masik mar vizsgalt cecropin, a Musca Domestica
cecropin (Mdc) Salmonella typhimurium-eredetii gyulladasra kifejtett hatasaval, melyet
egérmodellen vizsgéltak [32]. Ez a csokkentd hatds utalhat arra a feltételezésre, hogy a
cecropin A okozta, a gyulladaskelté citokinek termelddésére kifejtett csokkentd hatas miatt
a szervezet mar eleve gyengébb immunvalasszal reagalt, igy nem volt sziikség az IL-10

termelddésének serkentésére.

Az IFN-y pro-inflammatorikus hatassal rendelkezik, serkenti az antigénprezentaciot és
cecropin A 1 pg/ml koncentracidoban szignifikans csokkenést eredményezett az IFN-y
termelésében, Poly I:C-vel kivaltott gyulladas esetén 1 €s 6,25 pg/ml koncentracioban valo
alkalmazésakor pedig szintén szignifikans csokkenés volt tapasztalhatd az IFN-y szintjében.
Bér a cecropin A hatasat erre az interferonra még nem vizsgaltdk, két masik cecropin

esetében hasonlo valtozasrol szintén beszamol a szakirodalom [34], [35].
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Az AMP-kkel kapcsolatban ritkdbban vizsgalt TGF-8 (jelen tanulmanyban a TGF-B1
izoforma) baromfira gyakorolt gyulladdscsokkentd hatasdr6l mar késziilt kordbban
tanulmany [36]. Ezen feliil azonban a TGF-B-nak jelentds szerepe van a sejtproliferacioban
¢és -differencialédasban, a szoveti homeosztazisban, részt vesz az extracellularis matrix
kialakitasaban és fibrotikus folyamatokban is [37] [38]. Eredményeink alapjan csak az
onmagaban alkalmazott, 6,25 pg/ml-es koncentracidju cecropin A alkalmazésa
eredményezett szignifikans csokkenést a TGF-81 szintjében, de gyulladas kivaltasa mellett
3 termelddésére gyakorolt hatdsat, a cecropin P1 AMP esetén in vitro koriilmények kozott
szintén csokkentd hatas volt megfigyelhetdé [40]. Gyulladascsokkentd szerepe ellenére
leirtdk, hogy a m4dj sejtjei kifejezetten érzékenyek lehetnek a TGF-B-ra, ami magas
koncentracioban hepatikus sejthalalt idézhet eld, igy termelddésének gatldsa a majfunkciod
megorzését tdmogatja. Mindezek alapjan a TGF-B1 csokkentése a jelen kisérletben akar arra

is engedhet kovetkeztetni, hogy a cecropin A jotékony hatést fejtett ki a hepatikus sejtekre
[41], [42].

Kisérletiinkbdl kideriilt, hogy bar a cecropin A csdkkentette a pro-inflammatorikus citokinek
termelddését (IL-6, IFN-y), hasonld hatdssal volt az anti-inflammatorikus (IL-10, TGF-1)
citokinek termelddésére is, ezért hatasat nem tekinthetjiik pusztdn gyulladascsokkentonek.
Ez tovabbi kérdéseket vet fel, mivel amennyiben a gyulladasos folyamat esetén a hatas
mindkét iranyban jelentés, ugy tovabb mérlegelendd, pontosan milyen immunoldgiai
kovetkezményekkel jar a cecropin A alkalmazasa. Kisérletiink soran azonban bizonyossagot
nyert, hogy képes volt csokkenteni a Poly I:C éaltal kivaltott emelkedést az IFN-y
mérséklésében. Hangstlyozandd, hogy az AMP-k immunmodulator hatdsa rendkiviil
Osszetett, szamos bioldgiai tényezd fiiggvénye, igy sejtszintli hatdsaik feltérképezése,
melyhez kutatdsunkkal hozzajarulni kivantunk, rendkiviil fontos. Szakirodalmi adatok és a
kisérletiink alapjan tehat elmondhatd, hogy a cecropin A komplex antimikrobidlis és
immunmodulator tulajdonsdgai révén potencidlis jeldltnek szamithat {1j antimikrobialis
hatéanyagok fejlesztésre, azonban késdbbiekben valod alkalmazasahoz tovabbi kutatdsok

szlikségesek sejtszintli hatasainak minél részletesebb megismerése érdekében.
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Osszefoglalas

Az antimikrobidlis rezisztencia ndvekedése viladgszerte sulyos problémat jelent, mely
hatéssal van az allat- és a humanegészségiigyre egyarant. A probléma orvoslasa érdekében
megnott a kereslet az antibiotikumokat helyettesité alternativ hatdéanyagok alkalmazésa
irant. Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) kis méretii oligopeptidek, melyek természetes
koriilmények kozott is megtalalhatoak a szervezetben a velesziiletett immunités részeként.
Az antibiotikumokkal szembeni jelentds elonyiik, hogy kozvetlen antimikrobidlis hatasuk
mellett a rezisztencia kialakitasara val6 hajlamuk alacsonyabb, valamint immunmoduléator
hatéssal is rendelkezhetnek. Az AMP-k alkalmazasa az allatgydgyaszat teriiletén is kedvezd
megoldast kinal, azonban a peptidek haszonallatokban kivaltott sejtszintli hatasair6l még

csak csekély mennyiségii adat all rendelkezésre.

A méj jelentds szerepet jatszik a homeosztazis fenntartasaban, valamint a gyulladasos
folyamatokban, ezért kisérletiinkben a cecropin A neviit AMP immunmodulator hatasat csirke
eredetli m4jsejt-nem-parenchimalis sejt ko-kultarakon vizsgaltuk. A kisérlet soran a cecropin
A-t kiilonb6zd koncentracidokban (1; 3,125; 6,25; 12,5 és 25 pg/ml) 6nmagaban, és a viralis
nukleinsav-analdg poliinozin-policitidilsavval (Poly I:C, 50 pg/ml) kivaltott gyulladas
mellett is alkalmaztuk. A feliiliszobdl torténd mintavétel utan a sejtek életképességét az
extracellularis laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitasanak kolorimetrids mérésével vizsgaltuk.
Emellett a cecropin A (1; 3,125 és 6,25 ng/ml) immunvalaszra kifejtett hatasat az interleukin
(IL)-6, IL-10 ¢és interferon (IFN)-y szintjének Luminex-moddszerrel, valamint a

mérésével kovettilk nyomon.

Eredményeink alapjan a cecropin A alacsonyabb koncentracidinak (1; 3,125; 6,25 pg/ml)
hat4sara nem valtozott az LDH aktivitasa, azonban magasabb koncentracioi (12,5; 25 pg/ml)

esetén szignifikdns csokkenés volt észlelheté a membran integritdsdban. A

crer

s

s

oldatanak hozzaadasa szignifikans csokkentést mutatott a citokin termelésére vonatkozoan.

Kisérletiinkben az alacsony koncentracioban alkalmazott cecropin A nem befolyésolta a

sejtek életképességét, igy vélhetéen biztonsdgosan alkalmazhaté lenne az €16 szervezetben,
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nagyobb dozisanak hasznalata azonban a mdj szempontjabol megfontolandd. Emellett
eredményeink alapjan immunmodulator hatassal is rendelkezik a vizsgalt paraméterekre
vonatkozoan, mivel képes volt befolydsolni az IL-6, IL-10, IFN-y ¢és TGF-81
termelddésének mennyiségét. Mindezek alapjan a cecropin A igéretes jelolt lehet a jovOben

Uj antimikrobialis hatdéanyagok fejlesztésére.
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