Az OTKA altal tamogatott, 100701 azonosité szamu ,, A xenobiotikum anyagcsere
oxidativ stressz okozta megvaltozasanak megel6zése sertés bél- és majsejt ko-kultura

modellen” cimii palyazat zardjelentése

Bevezetés

Az allati emésztOrendszer illetve az azzal szoros kapcsolatban all6 maj miikodésének szamos
fontos Osszefiiggésének megismerésére nyilik lehetdség nem tumoros eredeti sejtvonalak ¢és
primer sejttenyészetek felhasznéaldsaval. Az egyféle sejttipust tartalmazoé mono-kulturakkal
szemben a kettd vagy tobbfajta sejttipusbol allo bél-maj ko-kultira rendszerek az in vivo
viszonyokat még pontosabban leir6 modellként szolgalhatnak kiilonféle molekulak bélbeli
felszivodasanak,  biologiai  hasznosuldsdnak és  mégjbeli  biotranszformécidjanak
tanulmanyozasara. A ko-kulturdk alkalmazasaval allatkisérletek szama tovabb csokkenthetd.
A bélhamsejtek és a majsejtek enterohepatikus anyagforgalmanak modellezésére alkalmas,
allati eredetli ko-kultara sejtmodellt azonban eddig még nem készitettek. Az egyetlen, eddig
leirt modell humdn, tumoros eredetli sejtvonalakat tartalmaz (Caco-2 human colon
adenocarcinoma és HepG2 human hepatocita karcinoma). Kutatasunk elsédleges célja egy 1j,
erre alkalmas, differencialodott sertés bélhamsejtekbol (IPEC-J2) ¢és sertés primer
majsejtekbol allo ko-kultura sejtmodell kidolgozasa volt. Mésodsorban azt tanulmanyoztuk,
hogy a mikrobialis lipopoliszacharid (LPS) és reaktiv oxigén vegyiiletek hatasdra a
bélhamsejtek altal termelt gyulladdsos medidtorok hogyan befolydsoljdk a maéjsejtek
xenobiotikumok, igy gydgyszerek metabolizmusdban kulcsfontossagu citokrém P450
enzimjeinek aktivitasat.

A kis-dozisu antibiotikumok hozamfokozoként valéd felhasznalasat az Europai Unid 2006-t61
betiltotta, mivel bizonyos antibiotikumokkal szemben egyes korokozo baktériumokban
rezisztencia alakult ki. Ebbdl addodoan egyre novekszik az igény, hogy a kis-dozisu
antibiotikumokat kiilonféle természetes anyagok, példaul probiotikumok valtsak fel. Ezért
kiilonféle probiotikus mikrobak (Lactobacillus és mas nemzetségbe tartoz6 fajok) sejtmentes
feliiluszojanak, illetve egyes anyagcsere-termékeiknek, igy a natrium n-butiratnak potencialis

gyulladasgétlo hatdsat tanulményoztuk a ko-kultira sejtmodell segitségével.

Gyulladas modellezése bakteridalis eredetii lipopoliszachariddal IPEC-J2 bélham

monokulturan



Korébbi kutatési projektiink soran (OTKA 76133 azonositd szamu ,,A bélhamsejtek oxidativ
stressz okozta gyulladdsanak gatlasa probiotikus tejsavbaktériumokkal: hatdsmechanizmus ¢€s
alkalmazhatdsadg antibiotikum-helyettesitd hozamfokozasra valasztdsi malacokon” cimii
palyazat) kidolgoztuk az IPEC-J2 sertés bélham-sejtvonal tenyésztési koriilményeit, valamint
létrehoztunk egy olyan in vitro rendszert, amely az oxidativ stressz modellezésére valamint a
védo hatast vegyliletek tesztelésére alkalmazhatd. Jelen projektiink témdaja szervesen
kapcsolodott az el6z6 kutatashoz, hidrogén-peroxid (oxidativ stressz kivaltas) helyett, illetve
mellette nagyobb hangstlyt akartunk fektetni a gyulladds modellezésére. A gyulladést
bakterialis eredetli lipopoliszachariddal (LPS) valtottuk ki.

Els6 1épésben megvizsgaltuk, hogy az milyen hatdssal van az LPS bélhamsejtek
¢letképességére. Az IPEC-J2 sejtek vitalitasat Neutral Red assay-vel vizsgaltuk, tobbféle
kezelési 1d6t és kezelési koncentraciot alkalmazva. A vizsgélatok 96 lyuk(i mikroplate-en
torténtek. Elmondhatjuk, hogy az alkalmazni kivant koncentraciok (az szakirodalom alapjan
Ipg/ml és 10pg/ml) egy oras kezelési idO esetében az IPEC-J2 sejtek tobb mint 90%-a
¢életképes maradt (1. dbra). Megallapitottuk, hogy 4 6ras 10pg/ml LPS kezelést alkalmazva az

€16 sejtek szama jelentdsen (t6bb mint 20-kal) csdkken.
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1. abra Bakteridlis eredetli LPS hatasa az IPEC-J2 sejtek ¢letképességére — €10 sejtek
mennyiségének meghatarozasa Neutral Red teszt alapjan. Az 1 oras LPS kezelés (1
illetve 10pug/ml) nem jar szignifikdns mértéki sejtpusztulassal, igy biztonsagosan

alkalmazhat6 IPEC-J2 kultaran



Kovetkezd [épésben kidolgoztuk a kollagénnel bevont poliészter membran inzerten
tenyésztett IPEC-J2 bélhamsejtek LPS kezelésének modszerét. Kétféle LPS-t hasznaltunk,
Salmonella typhimurium illetve Escherichia coli eredetit, 1 pg/ml illetve 10 pg/ml
koncentracioban alkalmazva. A kezelési id0 1 dra volt (mint korabbi kisérleteink soran a
H,0, kezelés esetében). Az LPS kezelés hatasat az IPEC-J2 sejtréteg integritdsaira TER
(transzepitelidlis elektromos ellenallas) méréssel kovettiik nyomon. Megallapitottuk, hogy a
kezeléseket kovetden a TER érték csokken, majd 24 ora elteltével regeneralddik. A sejtekbdl
az egy Oras kezelési és egy oras varakozasi id6 utan -megfeleld mintaeldkészitést kdvetden -
g-PCR modszerrel meghataroztuk az I1L-6, IL-8 és TNF-a gének relativ expresszidjat a
haztartasi génekhez (CycA és HPRT) viszonyitva. Megallapitottuk, hogy az IL-6 expresszidja
valtozott. Mind a S. typhimurium, mind az E. coli eredeti LPS kezelés esetében
megfigyelhetd volt az IL-8 és a TNF-a gén up-regulacidja (2. dbra). A sejttenyészetek apikalis
¢s bazolateralis tapfolyadékabol 1 oras kezelési és 24 o6ras varakozasi ido elteltével szendvics
ELISA modszerrel mértiik az IL-8 mennyiségét (eldkisérleteink alapjan 24 orasnal rovidebb -
4, 6 1ll. 12 6ra- varakozasi 1d6 alatt nem mutathat6 ki a kontroll mintadkhoz képest szignifikéns
mind a bazolateralis folyadéktérbdl vett mintdknal szignifikdnsan megnétt az I1L-8

koncentraciodja a kontroll mintakhoz képest az 1pg/ml és a 10pg/ml-os LPS kezelés hatasara.
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2. 4abra Az IL-8 ¢és a TNF-a relativ expresszidja szignifikdnsan megné az 1 6ras (1-10

ug/ml) LPS kezelés hatasara IPEC-J2 sejtekben.

A bazolateralis tapfolyadékban jelentdsen nagyobb (kb. hétszeres) mennyiségli IL-8-at
mutattunk ki az apikalis tapfolyadékban mért IL-8 szinthez képest. Ez az eredmény eldrevetiti

annak a lehetdségét, hogy a létrehozand6 ko-kultardban a bélhamsejtek altal leadott IL-8 a




bazolateralis térbe keriilve gyulladéaskeltd hatast fog kifejteni a majsejtekre. Megallapitottuk,
hogy mind az E. coli, mind a S. typhimurium jol alkalmazhato gyulladas kivaltasara és
modellezésére az IPEC-J2 bélhamsejt-kultaran.

Korabban vizsgaltuk 1mM-os H,O, IPEC-J2 sejtek IL-8 termelésére gyakorolt hatasat ELISA
modszerrel. Erdekes, hogy ebben az esetben az apikalis térbe kivéalasztodo IL-8 mennyisége
24 ora eltelte utan tobb volt, mint a bazolateralis térben mérté, de a kontroll mintdkhoz képest
a bazolateralis IL-8 koncentracio is szignifikan megnétt. A kordbban ImM H,0,-vel térténd
kezelést 0,5 mM koncentraci6 alkalmazédsdval megismételtiik. Megallapitottuk, hogy az
oxidativ stressz igy is jol modellezhetd, mikdzben az €16 sejtek szama novekszik. A qRT-PCR
vizsgalatok mindhdrom vizsgalt gén (IL-6, IL-8, TNF-a) esetén up-regulaciot mutatott a
kezeletlen kontroll mintakhoz képest.

Elvégeztiik a primer sertés hepatocitdk izoldlasat és jellemzését. A sejtizolalashoz 15 kg
tomegli, magyar nagyfehér fajtji artdny sertéseket hasznaltunk, amelyeken median
laparotémiat végeztiink, és a maj aszeptikus kiemelését kovetden levalasztottuk a processus
caudatus-t. Az izolalt lebenyt tobb lépcsében perfundaltuk, majd a sejteket kollagenaz
segitségével emésztettiik (1. kép), és a Glisson-tok felvagasat kovetden sejttenyésztd

médiumban reszuszpendaltuk.

1. kép: Az izolalt majlebeny kezelése kollagenaz enzimmel — a sejtkapcsold komplexek

felbomlasa

Haromszori centrifugalds (50g, 2 perc) és reszuszpendalas utan tripankékes festéssel
hataroztuk meg a sejtek életképességét, amely minden esetben 90% felettinek adodott. A
méjsejteket — el6z6leg kollagénnel bevont — 6-lyuka lemezeken tenyésztettik (6*10°
sejt/lyuk) 24 oraig, mialatt a tenyészetek minden esetben konfluenssé valtak. Ekkor a sejteket

cre

10 pg/ml) LPS-sel kezeltiik 1, valamint 4 6ran keresztiil. Tovabbi kezelést végeztiink 0.5 mM



hidrogén-peroxid alkalmazasaval (H,O,). Célunk annak vizsgélata volt, hogy a kozvetleniil
(vagyis nem a bélhamsejteken keresztiil) kivaltott gyulladas hatasara hepatocitak interleukin-8
termelése novekszik-e, illetve hogy megnézziik, torténik-e valtozds a CYP enzimek
expresszidjaban. Szendvics ELISA segitségével meghatdroztuk a médium albumin- és IL-8-
tartalmat. Az albumin a majsejtek vitalitdsanak markereként szolgélt. Az immunhisztokémiai
jellemzéssel szemben a hepatocitak altal termelt albumin mennyisége nem csak kvalitativ,
hanem kvantitativ jellemzéje is a vizsgalt sejteknek, valamint az albumin szint
meghatarozasaval egy tovabbi paraméter adodik a ko-kultara kisérletek soran a kontroll és a
kezelt mintdk Osszehasonlitdsdra. A kontroll sejtek az irodalmi adatoknak megfeleld
mennyiségben adtak le albumint a tapfolyadékba, az LPS altal kivaltott stressz viszont minden
esetben szignifikansan (p<0,05) csokkentette a hepatocitak albumintermelését, amely a stressz
hatasara beindult gyulladasos folyamatokkal magyarazhato.

Ezt tamasztja ald, hogy az LPS-kezelés is szignifikdnsan fokozta a hepatocitak IL-8
stimulus iddtartama nem befolyasolta szignifikdnsan a sejtek albumin- és interleukin-
termelését. A hepatocitdkbol qRT-PCR-rel mért CYP1AL, CYP1A2 ¢és CYP3A29 enzimek
expresszidjaban sem tortént valtozas a kontroll mintdkhoz képest.

Az IPEC-J2 sejtek LPS kezelésének modszerének kidolgozasa és a primer hepatocitak

jellemzése utan létrehoztuk az IPEC-J2 és hepatocita ko-kulturat (3. dbra).
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3. abra A sertés bélham-ma4jsejt ko-kultura felépitése. A kollagénnel bevont poliészter
membran inzerten tenyésznek az IPEC-J2 sertés jejunum eredetli, kell6 mértékben

differencialodott (sejtkapcsold komplexek kialakultak, TER megfeleld értéket vett fel) sejtek.



A tenyésztéedény kollagénnel bevont aljan helyezkednek el a sertésbdl szdrmazd primer
hepatocitak. Az apikalis és a bazolateralis kompartment kozott kizarolag a bélhamsejteken

keresztiil torténhet anyagforgalom.

A hepatocita izolalas utdn 24 oraval a konfluens primer majsejttenyészetekre maximalisan
polarizalodott IPEC-J2 sejteket tartalmazé inzerteket helyeztiink, igy az IPEC-J2 sejtek
bazolateralis kompartmentjébe a majsejtek kertiltek, mig az apikalis kompartmentet az IPEC-
J2 sejtek lumindlis feliilete képezte. Az IPEC-J2 sejtekben az oxidativ stresszt hidrogén-
peroxid és S. enterica LPS hozzaadaséaval valtottuk ki tobbféle koncentraciot és mintavételi
id6t (24 h és 48h) alkalmazva az apikalis kompartmentben. A kezelések hatasat az IPEC-J2

sejtréteg integritasara TER méréssel kovettiikk nyomon.
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4. dbra A hepatocitak albumintermelése, mint életképességiik markere. A primer hepatocitak
24 oran keresztil életképesek maradtak. LPS és H,O, kezelés hatasara a hepatocitak

albumintermelése 48 ora elteltével jelentdsen csdkkent.

A bazolaterdlis kompartment tapfolyadékbol ELISA modszer segitségével mértik a
hepatocitdk altal termelt albumin és az enterocitak altal leadott IL-8 mennyiségét. A CYP1AI,
CYPI1A2 és CYP3A29 enzimek expresszidjat qRT-PCR-rel a méjsejtekbdl hataroztuk meg.

A TER értékek és a majsejtek altal termelt albumin mennyiségének meghatarozasa alapjan
megallapithatd, hogy a ko-kultira 24 6ran keresztiil életképes maradt (4. bra).

A bazolateralis kompartmentben az apikalisan alkalmazott LPS kezelést kovetéen kimutathato
volt az IL-8; 10pg/ml LPS koncentracid esetén az IL-8 érték szignifikansan nétt. Ugyanakkor
a CYPIA2 és a CYP3A29 expresszidja a majsejtekben az alkalmazott LPS koncentraciotol
fliggben valtozott. Ezzel ellentétben a primer majsejttenyészetek LPS-sel torténd kozvetlen
kezelése nem befolyasolta ugyanezen CYP gének expresszidjat. Ezek alapjan ugy gondoljuk,
hogy a CYP-expresszid csak az enterocitak altal termelt kozvetitd anyagok (citokinek)

szerepe révén valtozhat, ami kiemeli a kialakitott ko-kultiira modell jelentoségét.
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5. abra Hepatocita feliiluszo hatasa az IPEC-J2 sejtek életképességére — Neutral Red

vitalitasteszt

Mivel az LPS-sel torténd kezelés utan a ko-kultira rendszerben nem tortént tapfolyadékesere,
felmeriil, hogy a primer hepatocitakbdl keletkezé és felhalmozodd metabolitok kedvezotleniil
befolyasoljak az IPEC-J2 sejtek ¢letképességét. Ennek megallapitasara a hepatocitak 24 6ras
feliiliszojabol vett mintaval kezeltiink IPEC-J2 sejteket 96 lyuku tenyésztéedényen, és



Neutral Red modszerrel vizsgaltuk a sejtek életképességét. Nem taldltunk szignifikans

kiilonbséget a kezelt és a kezeletlen bélhamsejtek életképessége kozott (5. abra).

A fenti eredmények alapjan megdllapithaté, hogy az Aaltalunk kidolgozott enterocita-

hepatocita ko-kultara jol alkalmazhat6 az enterohepatikus kommunikécié modellezésére.

Hogyan befolyasolja a probiotikumokkal torténo kezelés a sertés bélham monokultira

paramétereit gyulladdsos dllapotban?

Korabbi kutatdsunk soran vizsgaltuk kiillonb6zd probiotikus baktériumok sejtmentes
szlirletének csillapitdé hatasat hidrogén-peroxiddal indukalt oxidativ stressz esetén IPEC-J2
sejtkultiran. Védo tapasztaltunk a Lactobacillus nemzetségbe tartozo baktériumok esetén,
kiilonosen a Lactobacillus plantarum 2142 (Lp 2142) baktériumtorzs alkalmazasakor. Ezen
eredményeinkbdl kiindulva LPS indukalta gyulladas esetén is megvizsgaltuk harom,
Lactobacillus nemzetségbe tartozé torzs (Lp 2142, Lactobacillus plantarum 299v — Lp299v és
a Lactobacillus casei Shirota — Lp Sh.) valamint egyik legfontosabb anyagcseretermékiik, a
Na-n-butirat IPEC-J2 sejtekre gyakorolt gyulladdscsokkentd hatdsat. Ezen kiviil egy korabban
altalunk nem vizsgalt, am sertések esetében takarmany kiegészitoként alkalmazott
baktériumtérzs, a  Bacillus  licheniformis (B. lich.) felilusz6janak  esetleges
gyulladascsokkentd hatasat is teszteltiik.

Vizsgélataink sordn maximalisan polarizalt IPEC-J2 sejteken 1 illetve 10 pg/ml 1 6rdn
keresztiil tarté LPS kezeléssel gyulladast keltettliink, majd tovabbi 1 éra varakozast kdvetéen
qPCR-rel kovettiik nyomon két gyulladasos citokin, az IL-8 és a TNF-a relativ génexpresszio-
valtozésat a kiilonb6z6 bakterialis feliiliszok illetve a natrium n-butirat hatasara. A feliilluszok
elézetes kisérleteink alapjan 13,3% koncentracioban voltak hatékonyak, a butirat pedig 2mM-
os koncentracidban, ezért mostani kisérleteink soran is ebben a koncentracidban alkalmaztuk
Oket. A Lp 2142 13,3 %-os feliiluszoja szignifikdns mértékben csokkentette az LPS kezelés
kovetkeztében megnovekedett IL-8, és a TNF-a génexpressziot, mind az 1 pg/ml, mind a 10
ug/ml lipopoliszacharid kezelés esetén. Hasonldan pozitiv, szignifikdnsan IL-8 csokkentd
hatast tapasztaltunk a 2mM-os butirat kezelést kovetden. Ezzel szemben a Lp 299v és a Lp Sh.
13,3 %-os feliiliszdja nem csokkentette szignifikdnsan a vizsgalt célgének expresszidjat. A B.
lich. 13,3 %-os feliiliszdja dnmagaban és LPS-sel egyiitt alkalmazva is jelentdsen novelte
mind az IL-8, mind a TNF-a génexpresszidjat, 24 ora varakozast kovetden pedig a

sejttenyészet pusztulasat okozta.



Az igéretesnek tlind Lp 2142 feliiluszo és a butirat hatasat fehérje szinten, IL-8 koncentracid
ELISA modszerrel vald kimutatasaval is bizonyitottuk. A vizsgalt két anyag LPS-sel egyiitt (
Ipg/ml és 10 pg/ml) apikalisan alkalmazva 24 6ra elteltével jelentdsen csokkentette az IL-8

mennyiségét a bazolateralis tapfolyadékban (6. abra).

250

200
E
o
=
© 150
1%
“©
=
c
3
e 100
o
4
A
=

50

0 4
kontroll LPS+ butlrat LPS+ Lp2142
2mM 13,3%

6. abra Lactobacillus plantarum (feliiluszo, 13,3%) illetve natrium n-butirat (2mM) kezelés
gyulladascsokkentd hatdsa az LPS-sel kezelt IPEC-J2 bélham monokultarara — IL-8

koncentracié meghatdrozas a bazolateralis tdpfolyadékban

A fenti eredmények alapjan az Lp2142-t és a butiratot valasztottuk tesztanyagnak tovabbi
kisérleteinkhez, melyeket bélham-majsejt ko-kultaran hajtunk végre. Az IPEC-J2 sejtekbdl a
bazolateralis folyadéktérbe kivalasztodo IL-8 okozhat gyulladast a modellrendszeriinkben alul
elhelyezked6 hepatocitakon, tesztanyagaink pedig a gyulladast csillapitva akadalyozhatjak

meg mind a bélham, mind a majsejtek karosodasat.

Lactobacillus plantarum 2142 sejtmentes sziirletének és a ndtrium n-butirdt

gyulladascsokkentd hatdasanak vizsgalata bélham-madjsejt ko-kulturdan

A tovéabbiakban a konfluens primer méjsejttenyészetbdl és maximalisan polarizalddott IPEC-
J2 sejtekbdl kialakitott ko-kultira modellen teszteltiik a Lp27/42 és a butirat gyulladast
csOkkentd hatasat. Az IPEC-J2 sejtekben az oxidativ stresszt Salmonella enterica LPS

hozzaadasaval valtottuk ki — a tavalyi kutatasi eredményeink alapjan 1 és 10 pg/ml-es



koncentraciot, 1 oras kezelési valamint 24 oras varakozasi idét alkalmazva az apikalis
kompartmentben. A kezelések hatasat az IPEC-J2 sejtréteg integritdsira TER méréssel
kovettiik nyomon. A bazolateralis kompartment tapfolyadékbol ELISA modszer segitségével
mértiik az enterocitdk altal leadott IL-8 mennyiségét. Kisérletiinket nem csak a ko-kultaran,
hanem primer hepatocia tenyészeten is elvégeztik és a vizsgalt paramétereket a két

rendszerben 6sszehasonlitottuk.
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7. abra A bazolateralis térben mért IL-8 koncentracié (pg/ml) IPEC-J2-primer hepatocita ko-
kultaran LPS (1 és 10 ng/ml) kezelés, valamint védd hatasti anyagok (Lactobacillus plantarum

feliiluszo (13,3%) illetve butirat (2mM)) hatdsara.

A ko-kulturdban a bazolaterdlis kompartmentben az apikélisan alkalmazott LPS kezelést
kovetden az IL-8 érték szignifikdnsan ndtt, mind az 1 pg/ml, mind a 10 pg/ml kezelést
kovetden. A primer majsejtkultara feliiluszojaban is jelentds értékben megnovekedett az 1L-8
mennyisége mind az 1 pg/ml, mind a 10pg/ml LPS kezelés hatasara. Jelentds kiilonbséget
figyelhetiink meg a két modellrendszerben a gyulladascsokkentd hatdsu tesztanyagok
hozzaadasa utan. A Lp 2142 feliiluszoja és a butirat hatdsara az IL-8 szint jelentdsen csokkent
a bazolaterdlis folyadéktérben a ko-kultira modellben. Ezzel szemben a hepatocita

sejtkultiran nem tapasztaltunk IL-8 csokkentd hatast Lp 2742 illetve butirat és LPS egyiittes



alkalmazasakor. A butirdtot és a Lp2742 feliiliszot egyiittesen adva vizsgaltuk esetleges
szinergikus hatasukat a két modellrendszerben. Az egyiittes kezelés sem a ko-kulturan, sem a
hepatocitdkon nem eredményezett szignifikdns nagyobb IL-8 csokkenést ahhoz képest,
amikor a két tesztanyagot kiilon-kiilon alkalmaztuk (7. dbra).

Az IL-8 koncentracidja mellett vizsgéltuk egy masik gyulladisos citokin, az IL-6
Tapasztalataink hasonldak voltak, mint az IL-8 meghatarozasakor; a Lp 2142 feliiliszdja és a
butirat hatdsara a bazolateralis térben mért IL-6 szint szignifikansan csokkent a ko-kultira
modellben. A hepatocita monokultiran viszont nem tapasztaltunk IL-6 csokkenté hatast Lp
2142 illetve butirat és LPS egyiittes alkalmazasakor.

Vizsgaltuk mind a ko-kultara, mind a hepatocita mono-kultura esetében a CYP1A1, CYP1A2
¢s CYP3A29 enzimek expresszigjat. A relativ génexpresszid6 mértékét qPCR-rel a
majsejtekbdl hataroztuk meg. Megallapithatd, hogy a vizsgalt gének expresszidja a ko-kultira
majsejtjeiben az alkalmazott LPS koncentraciotdl fiiggéen valtozott - 1 pg/ml —es LPS
kezelés down-, a 10 pg/ml-es kezelés up-regulaciot eredményezett. Ugyanakkor a
gyulladascsokkentd anyagok alkalmazasakor nem talaltunk egyértelmii CYP enzimeket
befolyasold hatast sem a mono-kultura, sem pedig a ko-kultira esetében.

Megéllapithatd, hogy az altalunk kidolgozott enterocita-hepatocita ko-kultara jol
alkalmazhaté az enterohepatikus kommunikacié modellezésére, és a vizsgalt Lp2142

feliiluszo és a Na-butirat alkalmasak lehetnek bakterialis eredetli bélgyulladas csillapitasara.

Tovabbi kisérletek IPEC-J2 monokulturan illetve primer hepatocita monokultiurdan

A gyulladéasos citokin markereken kiviil vizsgaltuk a bélham integritasat, melynek szintén
nagy jelent0sége van a fertézések és az oxidativ stressz kivédése szempontjabol. Az LPS
kezelés hatasat a sejtréteg integritasara transzepitelidlis elektromos ellenallas (TER) méréssel
¢s fluoreszcein izotiociandt-dextran (FD4) atjutds vizsgalatokkal, a reaktiv oxigén fajtak
(ROS) termel6désének mértékét az LPS (1 és 10 pg/ml, 1 6ran at alkalmazva) altal kivaltott
gyulladdsos folyamatban Amplex-red alapti fluorimetrids méréssel kovettikk nyomon.
Vizsgaltuk, hogy a Lp 2142 sejtmentes feliiliszdja valamint a butirat milyen mértékben képes
a sejteket az LPS altal okozott barrier karosodastol megvédeni. Megallapitottuk, hogy az LPS
szamottevlO ROS képzddés nélkill idézte eld a sejt-egyrétegen keresztiil a paracellularis

permeabilitds novekedését, melyet az FD4 apiko-bazolaterdlis transzport jelentés mértékii



novekedése mutatott (8. dbra). Az FD4 mennyisége a Lp2142 és a butirdt hatdsdra nem
csokkent szignifikansan. A TER mértéke sem az LPS kezelés, sem a tesztanyagok hatasara

nem valtozott szamotteven.
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8. dbra A paracelluldris permeabilitas valtozasa IPEC-J2 mono-kulturan LPS, Lactobacillus

plantarum 2142 sejtmentes sziirlet (LP) illetve butirat (SB) hatasara.

Az Amplex Red proba alapjan kijelenthetjiik, hogy a mono- illetve ko-kultura kisérletekben
az altalunk hasznalt LPS koncentriciotartomanyban (1-10 pg/ml) intracellularis ROS
H,0, képzddéshez vezet, azonban az LPS-t —citotoxikus hatdsa- miatt ebben a

koncentraciotartomanyban ko-kultara kisérleteinkben nem hasznaltuk.



