Az OTKA iltal tamogatott, 76133 azonosité6 szamui ,,A bélhamsejtek oxidativ stressz
okozta gyulladasanak gatlasa probiotikus tejsavbaktériumokkal: hatasmechanizmus és
alkalmazhatosag antibiotikum-helyettesito hozamfokozasra valasztasi malacokon” cimii

palyazat zardjelentése.

Az elmult években a Kis-dozisu antibiotikumok hozamfokozoként vald felhasznalasat az
Eurépai Kozdsség betiltotta, mivel bizonyos antibiotikumokkal szemben egyes korokozo
baktériumokban rezisztencia alakult ki. Ebbol adodoan egyre ndvekszik az igény, hogy a kis-
dozisti antibiotikumokat kiilonféle természetes anyagok, probiotikumok valtsak fel. A
probiotikumok olyan €16 mikrobialis tap- illetve élelmiszer kiegészitdk, amelyek elfogyasztva
jotékony hatassal vannak a gazdaszervezet egészségi allapotara, jo kozérzetére. A
probiotikumok pozitiv hatdsait mar szamos esetben igazoltdk a bélrendszer fertézéseinek,
rendellenességeinek illetve betegségeinek megeldzésében és/vagy kezelésében, azonban a
jelenségek mogott huzoédd mechanizmusok még sok esetben felderitésre varnak. Jelen
palyazatban probiotikus baktériumok ¢és anyagcsere termékeik hatasat kivantuk

tanulmanyozni oxidativ stressz okozta citokin-termelddés (IL-6, IL-8, TNF-a) mérséklésére.

Elokisérletek. Munkank soran elészor hidrogén-peroxiddal és a probiotikus baktériummal
torténd kezelés koriilményeit pontositottuk, hogy modelliink megfeleld legyen a tovabbi
IPEC-J2 sertés jejunum sejtvonalon végzendd vizsgéalatokhoz. Az eldkisérletekhez human
vastagbél adenokarcinoma sejtvonalat (CaCo-2) hasznaltunk, amely hasonléan és spontan
modon differencialodik (transzepithelialis elektromos rezisztencia /TER/ mérés, 1. abra),

mint a tovabbi kisérletekhez alkalmazott IPEC-J2 sertés jejunum sejtvonal.
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1. abra Az inzerten tenyésztett sejtek transzepithelialis elektromos rezisztencia /TER/ mérése
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Vizsgaltuk a tenyésztés (tenyésztdéedény feliiletén /inzert nélkiil/, vagy membranon /inzerten/

szaporitott sejtek), a HyO, kezelés (koncentracid €s idétartam) és a kereskedelmi forgalomban



kaphato, bizonyitottan probiotikus torzsek sejtmentes sziirletével torténd kezelés
kortiilményeinek (/a/ elokezelés tejsavbaktériumok sejtmentes sziirletével, majd H,O, kezelés,
/b/ tejsavbaktériumok sejtmentes sztlrletével és HoO,-val egy idében torténd kezelés, majd
végiil /¢/ H,O»-val, majd a tejsavbaktériumok sejtmentes sziirletével torténd kezelés) hatasat a
sejtek €letképességére (nekrdzis, apoptdzis) €s IL-8 termelésére.

Eredményeink szerint az egy 6rds HyO, kezelés esetén fellépd oxidativ-stressz kovetkeztében
24 6ra mulva kialakul6 sejthalal az inzert nélkiil szaporitott sejtek esetén mar 1 mmol/l H,0,
kezelésre az inzerten tenyésztett sejtek joval ellenallobbnak bizonyultak. Az inzerten
szaporitott sejtek esetében a sejthalal (nekrozis) csak 10 mmol/l vagy annal nagyobb
koncentracioban alkalmazott H,O;, kezelést kovetden (mar 24 oran beliil) jelentkezett. Az
inzerten tenyésztett sejtek esetében a TER alakuldsit az 1 mmol/l H,O; kezelés nem
valtoztatta meg szignifikansan. A H,O, kezelést kovetden kialakul6d sejthaldl tipusa mind az
inzert nélkiil (1 mmol/l H,0, kezelés), mind az inzerten (10 mmol/l H,O, kezelés) szaporitott
sejtek esetben nekrozisnak mutatkozott (DAPI festés), apoptdzisra utald jegyeket nem tudtunk
kimutatni (Annexin V festés). Mind az inzert nélkiil, mind az inzerten tenyésztett sejtek
esetében a tapfolyadékban mérheté IL-8 koncentraci6 emelkedése a H»O, kezelés
apikalis H,O; kezelést kovetden az IL-8 apikalisan mérheté koncentracioja szignifikansan
alacsonyabb volt, mint az inzert nélkiil tenyésztett sejtek esetében. Az inzerten tenyésztett
sejteknél az apikalis H,O, kezelést kovetden az IL-8 apikalisan mérhetd koncentracigja
szignifikansan magasabb volt, mint bazolateralisan. A probiotikus baktérium sziirletével
(Lactobacillus plantarum 2142) torténé kezelés legjobban a H,O, kezeléssel egyiitt
alkalmazva csokkentette szignifikansan az IL-8 szekréciot az inzert nélkiil szaporitott sejtek
esetében. Vizsgalataink szerint az IL-8 szekrécid csokkenés id6fliggd volt. Abban az esetben,
amikor a probiotikus baktériumok szlirletét a H,O; kezelés eldtt vagy utan alkalmaztuk, nem
kaptunk szignifikansan csokkend valtozast a sejtek IL-8 termelésében.

Elékisérleteink alapjan az IPEC-J2 sejtvonallal tervezett vizsgalatainkat a kdvetkezoképpen
végeztiikk: az oxidativ stressz okozta gyulladdsos folyamatok tanulmanyozasara a sejteket
kizardlag membran inzerten szaporitottuk, az apikalis és bazolateralis kompartmentek
kialakulasat a TER novekedésével kontrollaltuk. Az akut oxidativ stressz kivaltasara 1 mmol/I
H,0, kezelést hasznaltuk, mivel az nem okozott nekrozist a kezelést kovetd 24 oraban. A
génexpresszioban bekovetkezd valtozasokat a H,O, kezelést kovetden 0,5; 1, 2, 4 oraval

vizsgaltuk. A HyO, hozzaadasat a sejtekhez apikalisan végeztiik és az IL-8 szekréciot mind az



apikalis, mind a bazolateralis kompartmentb6l meghataroztuk. Megallapitottuk, hogy a
tejsavbaktériumok sejtmentes sztlirletével torténd kezelést a H,O; kezeléssel egyiitt sziikséges

alkalmazni.

A 2009-es kutatasi évben beszereztiik az IPEC-J2 sejteket, amelyek optimalis szaporodasat
ellendriztiik. Az IPEC-J2 sejtvonalat 0jsziilott (12 6rasnal fiatalabb) sertés jejunumbol
izolaltak. A sejtek fenntartasahoz és szaporitisdthoz DMEM/F12 (Mediatech) tapfolyadékot
hasznaltunk, amelyet kiegészitiink 5% hdéinaktivalt (56°C, 30 perc) FBS-sel (Hyclone). A
sejtek optimalis életkoriilményeinek biztositasa érdekében a médiumhoz 5 ug/ml inzulint, 5
ug/ml transzferrint és 5 ng/ml szelént (ITS premix, BD Biosciences), valamint epidermalis
novekedési faktort (EGF, Fisher 5ng/ml) adtunk. Az alkalmazott antibiotikum
penicillin/streptomycin keverék (500 1.U. penicillin/ml és/500 pg/ml streptomicin) volt. A
sejtek novekedése lassu (osztddasi id6 kb. 48 6ra), ezért a passzalds 7-10 naponta tortént. A
passzalast 0,05% tripszin/0,02% EDTA oldattal végeztiik, mely a sejteket nem karositotta. A
sejtek lefagyasztasahoz sziikséges médium megegyezett a fenntartasukhoz alkalmazott
tapfolyadékkal, kiegészitve 10% DMSO-val. A lefagyasztast a kovetkezd protokoll szerint
végeztiik: 4 6ra -80°C-on ultramélyhiitdben izopropil-alkoholt tartalmaz6 fagyasztoedényben
(Cryo 1 Degree C Freezing Container, NALGENE), majd 4 ora elteltével a sejteket folyékony
nitrogénbe tettiik ¢és ott taroltuk a tovabbi felhasznalasig (az eddig lefagyasztott
sejttenyészetek szama 34 csd). A fagyasztdsi eljaras sikerességét tobbszor ellendriztiik
(letapadas 10-15%, konfluenssé valas 1-2 nap). A tovabbi kisérletekhez a folyékony
nitrogénben tarolt sejteket hasznaltuk és minden kisérlet sorozathoz jabb nitrogénben tarolt
sejttenyészeteket inditunk, hogy elkertiljiik a hosszu tavl fenntartas soran fellépd valtozasokat,
amelyek soran a sejtek fokozottan érzékennyé valnak az oxidativ stresszel szemben, ami
Caco-2 sejtek esetében is kialakul. A sejtek Mycoplasma mentességét szintén ellendriztiik

(PCR vizsgalat).

. KILONBOZO TIPUSU MEMBRAN INZERTEKEN TENYESZTETT IPEC-J2
HAMSEJTEK NOVEKEDESE ES H,0,-KEZELEST KOVETO GENEXPRESSZIOJA

Vizsgalataink soran a megfeleldé modell kialakitasa érdekében Osszehasonlitottuk a
polikarbonat (PC) és a kollagénnel bevont poliészter (PE) inzertek hatasat az IPEC-J2 sejtek
polarizaltsagara, valamint a hidrogén-peroxid kezelés hatasat tanulmanyoztuk a citokin

expressziora (2. abra, 1. tablazat). A kollagénnel bevont poliészter (PE) inzerteken



tenyésztett IPEC-J2 sejtek mar 1-2 nappal a kiiiltetés utan maximalisan befedték az inzert
feliiletét, ami mikroszkoppal jol megfigyelhet6 volt. A 8. naptdl kezdve a transzepithelialis
rezisztencia (TER) gyors ndvekedést mutatott ¢s a 18-19. napra elérte a maximumat (~9-
10000 Ohmxcmz), ami a sejtek maximalis polarizaltsagi fokat mutatta. A polikarbonat (PC)
inzerten a TER alakulasa az id6 fiiggvényében hasonléan valtozott, a sejtek azonban csak a
20-21. napra érték el a maximalis TER-értékeket, ami azonban alacsonyabb volt, mint a

kollagénnel bevont (PE) inzerteken tenyésztett sejtek esetében (~6-7000 Ohmxcm?).
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2. abra A két kiilonbdz6 tipusu inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejtek TER értékenek alakulasa.
Ures korok kollagénnel bevont poliészter membran (PE), telt korok polikarbonat membran

(PC).

1. tablazat A TER értékének jellemzdi polikarbonat és kollagénnel bevont poliészter
membranon tenyésztett sejteknél. Atlag = SEM, n=7

TER Polikarbonat membran (PC) [ Kollagénnel bevont poliészter
membran (PE)
TER novekedés kezdete 8. nap 8. nap
TER novekedésének napi 663 Ohmxcm® 803 Ohmxcm®
mértéke
Maximélis TER 6135 + 154 Ohmxcm® 8703 + 46 Ohmxcm*

Megallapitottuk, hogy a kollagénnel bevont poliészter membran inzert alkalmasabb az IPEC-
J2 sejtek tenyésztésére, mint a polikarbonat inzert (TER novekedés mértéke ¢és a végsé TER
magasabb az elébbi esetben). A 0.5-1 mM H,0,-vel valo kezelés nem valtoztatta meg az
IPEC-J2 tenyészet TER-jét, 2 mM ~20%-0S, 4 mM ~40%-os csokkenést okozott. A 0.5-1 mM
H,0,-vel valo kezelés nem okozott az IPEC-J2 tenyészetben nekrdzist, mig 2 mM a sejtek

~10%-aban, 4 mM ~15%-aban okozott nekrozist (3., 4. abrak).
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3. abra H,0O, kezelés hatdasa a TER és a nekrotiku§ sejtek %-0s alakuldsara. A kiilonbozden
jelolt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05) Atlag + SEM, n=3

A nagyobb hidrogén-peroxid koncentracidknal mért mérsékeltebb génexpresszid novekedésre
a sejttenyészet sériilése adhat magyarazatot; ezt bizonyitja, hogy a hidrogén-peroxid

koncentraci6 emelésével megnétt a nekrotikus sejtek aranya (DAPI festés).

Kontroll 4 mM H,0,

Nomarski felvétel

Fluoreszcens felvétel

4. abra H,0; kezelés hatasa a nekrézis mértékének alakuldsara kollagénnel bevont poliészter
membran inzerten tenyésztett IPEC-J2 sejttenyészetben. A DAPI festés alapjan (kék szinben
elotiing fluoreszcencia) megallapithatd, hogy a 0.5-1 mM H,O0,-dal toérténd kezelés nem okoz
sejtkarosodast. A 2 és 4 mM H,0,-dal torténé kezelés a sejtek ~10 illetve ~15%-aban
nekrozist okoz.

A vizsgalt sejtkapcsold fehérjék (E-cadherin, claudin-1) eloszlasadban nem tapasztaltunk

valtozast a HyO, kezelés hatasara (5. abra).



Kontroll 2 mM H,0, 4 mM H,0,
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5. abra Sejtkapcsold fehérjék kimutatasa kollagénnel bevont poliészter membran inzerten
tenyésztett egyrétegli IPECJ-2 sejttenyészetben. A sejteket hidrogén-peroxid eltérd
koncentracioival 1 oran at kezeltiik. Az E-cadherint (felsé sor) és a claudin-1 (alsé sor)
kimutatdsa immunhisztokémiai moddszerrel tortént. A sejtek kozotti barna szinreakcid az E-
cadherin és a claudin-1 pozitivitast mutatja. A membran porusai a felvételeken jol kivehetok.

A gyulladasos citokinek szintjének valtozasat az alkalmazott peroxid mennyisége és a kezelés
utan valasztott regeneralodasi 1d6 jelentdsen befolyasolja. Az IL-8 és a TNF-a expresszidja
(QRT-PCR) 1 mM hidrogén-peroxid hatasara emelkedett meg a legnagyobb mértékben a PE,
inzerten, a koncentracid6 tovabbi novekedésével az up-regulacidé mértéke fokozatosan
mérséklodott: az 1L-8 expresszidja mar 4 mM hidrogén-peroxiddal valé kezelésnél visszatért
az alapszintre, mig a TNF-a esetében ez a kezelés az up-regulacié mértékét csokkentette (6.
abra). A H,O, adasa nem valtoztatta meg az IL-6 szintjét a 0.5-4 mM koncentracio

tartomanyban.
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6. abra Az IL-8 szintje megemelkedett 0.5-2 mM H,0, hatasara, a legnagyobb expressziot
(~3.5x) az 1 mM H202 kezelés esetében tapasztaltuk. A TNF-a szintje 0.5-4 mM H,0,



hatasara megndvekedett, a leginkabb (5-6x-os novekedés) 1-2 m,M H,O, kezelés esetében. A
kiilonbozden jelolt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05) Atlag = SEM. n=3

A H;0; kezelés mintavételi idé fliggvényében is befolyasolta az IL-8 és TNF-a citokinek

génexpressziojat (7. abra), mig az IL-6-ét nem valtoztatta meg.
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7. abra Az IL-8 expresszidja ndvekedést mutatott a kezelés utan 4 6raig, majd a transzkripciod
erételjesen lecsokkent (~3.5x-6s down-regulacio). A TNF-a szintje megemelkedett a kezelés
utan 1 oraig, majd szintén erdteljesen lecsokkent (~6x-0s down-regulacid). A kiilonbozéen
jelolt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05) Atlag + SEM. n=3

Az IL-8 citokin mennyisége az apikalis médiumban id6-fliggd moédon ndvekedést mutatott,

mig a bazolateralis médiumban nem valtozott meg (8. abra).
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8. abra Az IL-8 kimutatasa ELISA moddszerrel. Az IL-8 mennyisége megnétt az apikalis
médiumban 1 mM H,0; kezelés hatasara. A novekedés a kezelés utan 4 6raval mar mérhetd
volt (60 pg/ml). A kezelés utan 24 6raval 135 pg/ml IL-8 szint volt mérheté. A bazolateralis
médiumban az IL-8 mennyiségének valtozasat nem tapasztaltuk.

A hidrogén-peroxid kezelés egyik koncentracidban és egyik inzert esetében sem volt hatassal

az IL-6 expresszio szintjére. A mért citokinek expresszidja bar hasonléan alakult mindkét



inzert esetében, a jobb polarizaltsag (differencialtsdg) miatt a kollagénnel bevont PE membran
inzert alkalmasabbnak bizonyult az IPEC-J2 sejtek tenyésztésére, mint a PC membran inzert,
tovabba az 1 mM, egy oran keresztiil tartd hidrogén-peroxid kezelés tiint a legmegfelelobbnek,

mivel a TER valtozast nem mutatott.

A bemutatott I. szamu munkabol a kévetkezo publikacionk jelent meg:

Erzsebet Paszti-Gere, Edina Csibrik-Nemeth, Krisztina Szeker, Rita Csizinszky, Csaba Jakab,
Peter Galfi: Acute Oxidative Stress Affects IL-8 and TNF-a Expression in IPEC-J2 Porcine
Epithelial Cells. INFLAMMATION doi: 10.1007/s10753-011-9403-8. p. 11 (2011)

Il. Hogyan befolyasolja az oxidativ stressz és a probiotikumokkal torténd kezelés a

sertésbélhamsejtek aktivitasat?

Kutatasi munkank eredeti célja egy olyan in vitro rendszer létrehozasa volt, amely a
bélgyulladést el6idézd, kisérleti koriilmények koézott hidrogén-peroxid kezeléssel kivaltott,
akut oxidativ ingerek modellezésére valamint a védd hatasii vegyiiletek tesztelésére
alkalmazhatd. Vizsgalataink arra irdnyultak, hogy a probiotikumok sejtmentes feliiluszoja
hogyan befolyasolja a bélhamsejtek oxidativ stresszre adott valaszat, és képes-e megvédeni
azokat a karosodasoktol. Célunk volt tovabba, hogy a bakterialis feliiliszobol olyan aktiv

komponenseket azonositsunk, amelyek szerepet jatszhatnak a védéhatasban.

Az akut oxidativ stressz €s a probiotikumok hatdsanak vizsgéalatahoz kollagénnel bevont
poliészter membran (PE) inzerten tenyésztett, 0jsziilott sertés jejunum eredetii IPEC-J2
sejtvonalat alkalmaztunk. A peroxiddal kezelt IPEC-J2 sejtekben a gyulladasos citokinek (IL-
8 és TNF-a) és a védd hatasu hdsokk fehérje 70 (Hsp 70) relativ génexpresszidjat kvantitativ
real-time PCR-rel hataroztuk meg a probiotikus baktériumtorzsek (Lactobacillus plantarum
2142, Lactobacillus casei Shirota, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940, Enterococcus faecium CECT 4515) feliltszojanak
(SMSz=SCS), illetve a rovid szénlancu szerves savak hozzaadasat kovetden. O-dianizidin
festékképzési modszeren alapuld méréssel vizsgaltuk az altalunk hasznalt probiotikum SCS-

ek és a hidrogén-peroxid kozotti kémiai interakcio jelenlétét.

A L. plantarum 2142 sejtmentes feliiluszojaban 1év6 anyagcsere termékek koncentraciofiiggd

valtozasokat okoztak a citokin génexpresszioban. Az 1ImM H;0,-dal kivaltott citokin



expressziot az alacsonyabb dozisban alkalmazott sejtmentes feliiliszé (3,33%v/v és a
6.66%v/v) nem befolyasolta, az indikator citokinek szintjének emelkedése ugyanolyan
mértékiinek adodott a szlirletet is tartalmazo illetve a csak 1 mM hidrogén-peroxiddal kezelt
mintdk esetében. Nagyobb koncentracidoban, 13,3%v/v-ban jelenlévd sejtmentes feliiliszo
azonban szignifikdnsan gatolta a hidrogén-peroxiddal kezelt IPEC-J2 sejtekben az IL-8 és a
TNF-a expresszio szintjének novekedését. Kisérleti eredményeink aldtamasztjak, hogy a L.

plantarum 2142 anyagcseretermékei IPEC-J2 bélhamsejteken oxidativ stressz koriilményei

crer

A Lactobacillus plantarum 2142 SMSz nemcsak hatékonyan csokkentette az IL-8 és a TNF-a
szintjét, hanem novelte a Hsp70 génexpresszidjat (9., 10. abra).
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9. abra A L. plantarum 2142 SCS hatasa az [L-8 és TNF-a expressziora. Az IPEC-J2 sejteket
1ImM H,0,-val, illetve feliiliszoval/ tapoldattal valo kombinacioban (H,0,+13,3 v/iv% SCS,
H,0,+13,3 vIv% MRS (baktérium tenyésztésre hasznalt tapfolyadék) kezeltiik. A kiilonb6zo
bettikkel jelolt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05) Atlag + SEM. n=3
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10. abra A L. plantarum 2142 SCS hatasa a Hsp70 expressziora. Az IPEC-J2 sejteket 1mM
H,0,-val, illetve feliiluszoval/ tapoldattal valé kombinacioban (H,0,+13,3 v/iv% SCS,



H20,+13,3 viv% MRS (baktérium tenyésztésre hasznalt tapfolyadék) kezeltiik. A kiilonb6zo
betiikkel jelolt csoportok kozti eltérés szignifikans (P<0,05) Atlag £ SEM. n=3

Kimutattuk, hogy a gyulladascsokkentd hatas alapja nem a feliiliszo és a hidrogén-peroxid
kozotti kolesonhatas (2. tablazat). Nincs kémiai reakcio (p> 0.05) a L. plantarum 2142, E.
faecium, L. casei Shirota feliiliszoja és a H,O, kozott. A B. amyloliquefaciens feliiliszojaban
1évo termékek esetében szignifikans peroxidbontas detektalhat6. A BB-12 tapoldata cisztein

tartalma miatt onmagdaban is elésegitheti a peroxid bomléasat

2. tablazat Kémiai interakcid vizsgalata a kivalasztott probiotikumok anyagcseretermékei ¢és

a hidrogén-peroxid kozott o-DA alapu spektrofotometrids modszerrel.

H,O, koncentracié (mM) %-ban kifejezett
A vizsgalt oldatok osszetétele Reakcidido csokkenési
Oh 1h mérték

H,0, 1,04 £ 0,09 0,86 + 0,05 17,3
H,O, + MRS 0,96 +0,10 0,83 +£0,08 13,5
H,0, + SCS (L. plantarum 2142) 1,02 £ 0,02 0,88 £ 0,04 13,7
H,0O, + SCS (L. casei Shirota) 1,00 £ 0,03 0,86 + 0,02 14,0
H,0, + SCS (E. faecium) 0,91 £0,07 0,84 + 0,06 7,7
H,O, + TPY 0,86 £ 0,04 0,54 £ 0,07 37,2
H,0, + SCS (BB-12) 0,96 + 0,01 0,54+0,11 43,7
H,O, + TSB 0,72+ 0,06 0,50 + 0,05 30,5
H,0, + SCS (B. amyloliquefaciens) 0,48 + 0,04 0,03 + 0,001 93,7

A probiotikumok jotékony hatasanak kisziirésére vizsgaltuk az akut oxidativ stressznek kitett
IPEC-J2 sejtek gyulladasos citokin génexpresszidjanak modosulasat feliiliszok jelenlétében

gRT-PCR modszerrel.

Vizsgalatok alapjan az Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Enterococcus faecium
CECT 4515 védohatassal nem rendelkezik. A Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940

feliiliszoja pedig szignifikansan fokozta a TNF-a génexpressziot (11. abra).
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11. abra A peroxid altal indukalt IL-8 and TNF-a upregulacié tovabbi ndvelése
(immunstimulans hatas) (p<0.05) figyelheté meg , TSB-ben tenyésztett, az IPEC-J2 sejtekhez
13.3 vIv%-ban hozzaadott Bacillus amyloliquefaciens feliilisz6 hatasara. Nincs szignifikans
kiilonbség a peroxiddal és tapoldattal illetve a peroxiddal és BB-12-vel (Bifidobacterium
animalis subsp. lactis) kezelt sejtek gyulladasos citokin génexpresszidjaban. A peroxid altal
eléidézett gyulladasos citokin génexpresszid novekedését IPEC-J2 sejtekben az E. faecium
feliliszoja sem mérsékelte (p>0.05). A kisérleteket harom parhuzamos méréssel végeztiik, az
eltéré betlik szignifikans kiillonbségeket jeleznek, a kisbetiik az IL-8, a nagybetiik a TNF-a
értékekre vonatkoznak.

A 12. abran a kisérletek eldtti és a kezelések utdni TER értékek lathatok. Mindegyik
kiindulési sejttenyészeten mért TER érték meghaladta a kisérletek elkezdésének feltételéiil
szabott 8000 Ohm/cm? értéket, és egymastol szignifikansan nem kiilonboztek. A H,0,, illetve
az SMSz vagy MRS hozzaadasa sem valtoztatta meg markansan a TER-t, ami arra utal, hogy

egyik kezelés sem karositotta sulyosan az enterocyta-monolayerek integritasat.



TER értékek kezelés elott és utan
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12. abra Az IPEC-J2 sejteken mért TER értékek H,O,, SMSz (L. plantarum 2142 feliiluszo6),
MRS kezelések el6tt és utan. Az adatok TER érték = S. E. M-ként kertiltek feltiintetésre (n=3).

A kivélasztott baktériumtorzsek altal termelt szerves savak gyulladdscsdkkentésben betoltott

szerepének meghatarozasahoz végeztiik el a tejsav mennyiségi meghatarozasat (13. abra).
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13. abra A wvizsgalt baktériumtorzsek tejsav termelésének meghatarozasa enantiomer
kimutatasara alkalmas laktat dehidrogenaz enzim alapu méréssel (n=3). A tejsav
koncentraciok (D- és L-tejsav) mmol/liter egységben kertiltek feltiintetésre.

A racém-, D-, és L-tejsav szerepét a H,O, kivaltotta oxidativ stresszben a gyulladasos
citokinek és a Hsp70 hdsokkfehérje termelédésének mértékére a 14. abra mutatja be.

Megallapithatd, hogy nincs jelentds kiilonbség a tejsav harom modosulatanak hatasa kozott:



Statisztikailag nem bizonyithatd, hogy barmelyik tejsav optikai izomer a feliiliszoban

jelenlévé koncentracidban szignifikans védohatast gyakorolna az oxidativ stresszel szemben.
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14. abra Az IPEC-J2 sejteken mért IL-8, TNF-a, és Hsp70 relativ génexpresszi6 valtozasai
H,0, és tejsav (LA) kezelések hatasara.

Eredményeink szerint a Lactobacillus plantarum 2142 altal termelt tejsav (racém, L-és D-
tejsav) nem csOkkentette szignifikdnsan a gyulladasos citokinek expresszidjat
Fehérjeanalitikai modszerek segitségével sikeriilt kimutatni a Lactobacillus plantarum 2142

altal termelt eltéré molekulatomegii fehérje jellegii anyagok jelenlétét.

A L. plantarum 2142 gyulladascsokkenté hatasanak hatterében jelentdségiik lehet a peptid és
fehérje termékeknek. A 7-200 kDa molekulastlyt fehérjék kimutatdsdhoz hasznalt 15% SDS-
PAGE elvalasztas (festési eljaras: Coomassie Brillant Blue R-250 és eziist-nitratos festés)
harom parhuzamos minta elemzése soran két kiilonboz6 fehérjét mutatott ki a L. plantarum
2142 SMSz-ben, amelyeket az MRS nem tartalmaz. A nagyobb mennyiségben jelen 1évo,
erésebb savot ado fehérje mérete a 20-29 kDa kozti tartomanyban van (kb. 21,5 kDa), a
halvanyabb savot adé masik termék molekulatomege 29 és 37 kDa kozotti (kb. 31,5 kDa).

Kapillaris zonaelektroforézis segitségével kis molekulatomegii peptidek (<7 kDA) jelenlétét
mutattuk ki. A 15. abran lathat6 elektroforetogramon egy olyan SMSz-ben jelenlévé anyag
cstcsa lathatod, amely a kontrollként hasznalt tapleves, az MRS gorbéjén nem taldlhaté meg.
Ez a L. plantarum 2142 -specifikus peptid 11,86 perces retencios idével volt elualhatd a

kapillarisrol.
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15. abra A Kkapillaris zodnaelektroforézis (UV detektalas, 200 nm) soran kapott
elektroforetogram, amely a Lactobacillus feliilusz6 (SMSz, kék gorbe) és a tapleves (MRS
kontroll, piros) kis molekulatomegii peptidjeit mutatja. Nyil jelzi a Lactobacillus plantarum
2142-specifikus peptidet (te=11,86 percnél)

A bemutatott I1. szamu munkabol a kovetkezo publikdciot nyujtottuk be:

Erzsebet Paszti-Gere, Krisztina Szeker, Edina Csibrik-Nemeth, Rita Csizinszky, Andras
Marosi, Orsolya Palocz, Orsolya Farkas, Peter Galfi: Metabolites of Lactobacillus
plantarum 2142 prevent oxidative stress-induced overexpression of proinflammatory
cytokines in IPEC-J2 cell line INFLAMMATION (pozitiv birdloi visszajelzéssel) (2011)

I11. IPEC-J2 SERTES VEKONYBELHAM SEJTEK PKC IZOENZIM MINTAZATA
(Jelatviteli mechanizmusok aktivalodasa oxidativ stressz esetén)

Szamos irodalmi adat tamasztja ala a protein kinaz (PKC) izoenzimek kulcsszerepét oxidativ
stressz hatterében meghuzodo jelatviteli folyamatok esetén. A protein kinaz C (PKC)
izoenzimjei kozé tartoznak a PKCa, PKCBI, PKCBII, PKCy (cPKC), az n PKC-k, mint a
PKC5, PKCeg, PKCH, PKCn és az atipusosak, mint a PKCA, PKCC és PKCu.

Western-blot modszerrel végzett kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a kollagénnel bevont
poliészter inzerteken polarizalodott (differencialodott) IPEC-J2 sejtek PKCC szintje magas
volt, tovabba kimutathatéak voltak a PKCa, PKCS, PKCe és PKCn izoenzimek. Ugyanakkor
teljesen hidnyzott a PKCy. Ez 0sszhangban van azokkal a tanulményokkal, amelyek szerint a
PKCy elsésorban a bélham kripta sejtjeire (nem differencialt) jellemzd, mig a villus sejtekbdl
(differencialt) szinte teljesen hidnyzik. Az 1 mM hidrogén-peroxid kezelés hatasidra a PKCa
szintje a kezelés utan 6 oraval megemelkedett, mig a PKCe szintje emelkedd, majd csékkend
tendenciat mutatott. Legjelentdsebb valtozasokat a PKCC szintjében mutatkozott, ennek

tendenciaja novekvo volt (16. abra). A PKC6 és PKCn szintje valtozatlan maradt.
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16. abra A kisérletek soran a pPKC( (fels6 kép) és a pPKC{/A (Thr410/403) (als6 kép)
foszforilalt alakjait is vizsgaltuk. A foszforilacid a molekula aktivalodasat, és a tovabbi
jelatviteli mechanizmusban betoltott szerepét mutatja. A vizsgalatok szerint a p-PKC{/A
molekuldban a 410/403 helyen 1€v4 tirozin foszforilacio a hidrogén-peroxid kezelést kovetden
fokozodik. Feltehetéen ezek a mechanizmusok jatszanak szerepet a citokinek expressziojanak
valtozéasaban.

A PKCC( izoenzim tobb tanulmanyban is szerepel, mint az oxidativ karosodasra reagalo PKC

enzim, ezért vizsgalata kozelebb vihet majd a probiotikumok gyulladasos folyamatokban

betoltott védd hatdsanak alaposabb megértéséhez.

A bemutatott I17. szamu munka alapjaul szolgalt a kévetkezé publikacio:

Dorota Garczarczyk, Krisztina Szeker, Peter Galfi, Adam Csordas, Johann Hofmann: Protein
kinase Cy in colon cancer cells: Expression, Thr*'* phophorylation and sensitivity to butyrate-
mediated upregulation as related to the degree of differentiation CHEMICO-BIOLOGICAL
INTERACTION 185(1): 25-32. (2010)



IV/A Tight junction vizsgalatok: Claudin-1, -4 és -7 immunhisztokémiai kimutatasa

sertésjejunumbdl

A claudin-1, -4, és -7 immunhisztokémiai vizsgalatat ujszilott és kifejlett sertések
jejunumaban is elvégeztiik (17. abra).
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17. abra Bal oldal: A. Az Gjsziil6tt malac jejunum claudin-1 negativ (nyilak). (IH, 400x,
Szakasz: 20 um). B. Claudin-4 membran pozitivitas 0jsziilott malac jejunumban (nyilak) (IH,
400x, Szakasz: 20 um). C. Fals claudin-4 pozitivitas a villus apikalis részén a
tubulovezikularis rendszerben (nyilak) (IH, 400x, Szakasz: 20 um). D. Intenziv difftz linearis
membran claudin-7 pozitivitas a formalinnal fixalt paraffinba agyazott jejunum mintakban
(nyilak). Jobb oldal: A. Claudin-1 negativitas felnétt sertés jejunumban (nyilak). B. Claudin-4
membran pozitivitas felnétt sertés jejunumban (nyilak). C. Gyenge claudin-7 pozitivitas a
kripta sejtekben (nyilak) és erételjesebb claudin-7 pozitivitas a felnétt sertés jejunumaban
talalhat6 villusok proximalis bélhamsejtjeiben. D. Diffaz linedris claudin-7 pozitivitas a
felnétt sertés jejunumban (nyilak) (IH, 400x, Szakasz: 20 um).

A bemutatott IV.A szdmi munkabdl a kivetkezd publikdciot nyujtjuk be:

Csaba Jakab, Erzsebet Paszti-Gere, Gyula Balka, Peter Galfi: Expression of claudin-1, -4, -7
proteins in small intestine of swine (Immunohistochemical study) (koziésre elékészitve ACTA
VETERINARIA HUNGARICA)(2012)

IV/IB Tight junction vizsgalatok: A gentamicin permeacidja IPEC-J2 egyrétegii

sejttenyészeten

Kisérleteinket teljesen polarizalédott (TER > 8000 Ohmxcm?), inzerten tenyésztett IPEC-J2
sejttenyészeteken végeztiik. A sejteket apikalisan kezeltilk 6nmagaban 1 mg/ml gentamicin-
szulfattal, illetve 1 % DMSO-val kiegészitett gentamicin-szulfattal, majd O (kontroll), 1 illetve
6 oOra mulva mintat vettiink az apikalis és bazolateralis tapfolyadékbol a gentamicin

mennyiségi meghatarozasahoz. A vizsgalat kontrolljaként IPEC-J2 sejtréteget nem tartalmazo



inzertek  szolgaltak. = A gentamicin-szulfait =~ meghatarozasat  nagyhatékonysaga
folyadékkromatografias modszerrel végeztiik, Merck LaChrome Elite HPLC-s késziilékkel. A
meghatarozds szarmazékképzéssel tortént, FMOC reagens segitségével. Kromatografias

modszeriinket a hatalyos iranyelvek alapjan validaltuk.

Eredményeink szerint a sejt nélkiili inzerteken végzett vizsgalatban 6 6ra alatt a gentamicin
koncentracidja az apikalis és a bazolateralis kompartmentben teljesen megegyezett (3.
tablazat). Az egyrétegli sejttenyészeten végzett mérések soran azonban a gentamicin sem
onmagaban, sem 1% DMSO jelenlétében nem jelent meg a bazolateralis kompartmentben,

ami igazolja a tight junction kapcsolo struktira jelenlétét.

3. tablazat A gentamicin koncentracioi (%) az IPEC-J2 sejt egyréteget tartalmazd és a
sejtmentes membran inzertek apikalis és bazolateralis kompartmentjeiben. A 100% a kezdeti
apikalis gentamicin koncentraciot jelenti.

Inzert sejt nélkiil Egyrétegl sejtvonal
. . Apikalis Bazolateralis Apikalis Bazolateralis
Kezelés 1d6 (h) komgartment kompartment komgartment kompartment
(%) (%) (%) (%)
Gentamicin 0 100,00£0,00| 0,00£0,00 |100,00+0,00( 0,00%0,00
1 72,38*£1,07 | 26,47%+1,52 |100,00£0,00| 0,00=0,00
6 52,13+£0,53 | 46,81%+0,32 | 99,94+0,01 | 0,05£0,01
Gentamicin + 1% 0 100,00£0,00| 0,00£0,00 |100,00+0,00( 0,00%0,00
DMSO 1 | 7267+1,15 | 27,12+1,29 |100,00+£0,01| 0,00+0,00
6 54,45+1,23 | 44,98%+1,31 | 99,93+0,02 | 0,05£0,01

A bemutatott IV. B szami munkdbol a kovetkezd publikdciot nyujtottuk be: AKos Jerzsele,
Gabor Nagy, Krisztina Szeker, Rita Csizinszky, Csaba Jakab, Peter Galfi: 1% DMSO
supplementation does not enhance penetration of gentamicin-sulphate across cell monolayer
membranes in vitro (benyujtva JOURNAL OF MEMBRANE SCIENCE) (2011)



V.IN VIVO VIZSGALATOK

A probiotikumok a legigéretesebb antimikrobidlis szerek kozé tartoznak, amelyeket azért
fejlesztettek ki, hogy megovijak az allatok egészségét, €s megnoveljék a tdpanyag hasznositas
hatékonysagat. A probiotikumokrol igazoltak, hogy azonos hatasfokkal rendelkeznek, mint a
szintetikus antimikrobialis hozamfokozok (tobbek kozott antibiotikumok), melyeket korabban
profilaktikumként alkalmaztak annak érdekében, hogy visszaszoritsdk a karos bélbaktériumok
novekedését €s aktivitasat. Europaban, 2006 januarjaban azonban teljesen betiltottdk a
szintetikus hozamfokozok hasznalatat. Azonban az antibiotikum hozamfokozok betiltasa
gazdasadgi hatranyokhoz vezethet az EU orszdgaiban az egyliregi gyomra allatok
takarmanyozasaban, mivel az EU-n kiviili orszagokban még megengedett a hasmenés és az
elhalasos bélgyulladds megeldzésére ilyen anyagok alkalmazasa. Kovetkezésképpen a
takarmanyozasban a probiotikummal valé takarmanykiegészités elterjedésének kell a
gazdasagi hatranyt egyensulyba hoznia. Az egyliregii gyomru allatoknal kiilondsképpen a
probiotikumok segithetnek abban, hogy az antibiotikum hozamfokozok betiltdsa utdn
jelentésen megnovekedett terapids célu antibiotikum kezelések visszaszoruljanak. Jelenleg az
emésztocsd egészségi allapotanak megdrzése a takarmanyiparnak is 6 kutatasi teriilete, és a
probiotikumok takarmany kiegészitoként valo kifejlesztése és hasznalata jelenti a legjobb

alternativat a probléma megoldasihoz

A takarmanyfelvétel és a takarmanyhasznositas tanulmanyozasa sertésekben

A kisérleteket az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatointézetben (2053 Herceghalom,
Gesztenyés ut 1.) végeztiik az alabbiakban részletezett metodika szerint. A kisérleti teremben
egyedi elhelyezés volt, igy egyedi sulygyarapodast és takarmany-felvételt mértiink. A
hémérséklet a kisérlet ideje atlag 20 °C, mig a paratartalom 80% volt. Kisérleti allatok
MNFxML allomanybol szarmaztak, kezelésenként 8 siildét hasznaltunk, fele-fele
ivararanyban. A kisérlet soran hasznalt takarmany Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza.
Mindegyik kezeléshez ezt a takarmanyt hasznaltuk, a Kontroll és kisérleti kezelések kozotti
kiilonbség az volt, hogy a kisérleti kezelés soran 0,15%-ban (13,6 mM) Na-n-butirat
kiegészitést alkalmaztunk. A Na-n-butirat tartalmu tap etetése 28 napig tortént. Az allatokat
115 napos korban az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatointézethez tartozo vagéhidon,

engedélyezett koriilmények kozott vagtuk le.



4. tablazat Hizo6 1. tap Osszetétele és szamitott tapanyag-tartalma (%)

. Hiz6 I.tap
Megnevezes Kisérleti Kontroll

Kisérleti adalékanyag /Na-n-butirat/ 0,15

Zeolit univerzal 0,15
Kukorica 57,91 57,91
Extrahalt sz6ja 46% 16,97 16,97
Extrahalt napraforgo 37% 10,00 10,00
Korpa 11,37 11,17
Takarmany mész 1,30 1,30
MCP 1,10 1,10
NaCl 0,50 0,50
L-lizin-HCI 0,20 0,40
Hizé 0,5%-0s premix* 0,50 0,50

*Premix osszetétele: Fe 22400 mg/kg; Mn 16880 mg/kg; Cu 2800 mg/kg; Zn 20000 mg/kg;
Se 84 mg/kg; Co 103 mg/kg; | 120 mg/kg; A-vitamin (E672) 2055863 NE/kg; Ds-vitamin
(E671) 400000 NE/kg; E-vitamin (o-tokoferol) 4263 mg/kg); Ks-vitamin 102 mg/kg; Bi-
vitamin 72 mg/kg; B,-vitamin 269 mg/kg; Be-vitamin 168 mg/kg; Bi,-vitamin 1,88 mg/kg;
Pantoténsav 794 mg/kg; Folsav 46 mg/kg; Biotin 4,8 mg/kg; Niacin 4409 mg/kg; Kolinklorid
72100 mg/kg; C-vitamin 1140 mg/kg

Munkank soran tanulmanyoztuk a takarmanyfelvétel és takarmanyértékesités mértékét (5.
tablazat), tovabba az aktiv komponens vékonybél irritacio mérséklésében kifejtett lehetséges

védo hatasait az ¢é16 allatok szervezetében.

5. tablazat A butirat hatdsa a sertések takarmanyfelvételére és hasznositasara

Paraméterek Kontroll Kisérleti

Kezd6 tomeg, kg 36,8+1,3 37,1£1,3
Végso tomeg, kg 57,9+2,7 59,8+1,7
Napi testtomeg gyarapodas, g

Hetek 1-2 625+48 750445

Hetek 3-4 884+62 86644

Hetek 1-4 754452 808+34
Napi takarmany felvétel, kg

Hetek 1-2 1,8+0,1 2,0+0,1

Hetek 3-4 2,3+0,1 2,4+0,1

Hetek 1-4 2,0+0,1 2,2+0,1
Takarmanyértékesités

Hetek 1-2 2,83+0,1 2,61+0,2

Hetek 3-4 2,58+0,1 2,77+0,1

Hetek 1-4 2,71+0,1 2,75+0,1

Az értékek megadasa atlag+ S. E. M-ben tortént (n=16, 115 nap).




A mintak és az antibiotikumt6l valamint a hozamfokoz6tdl mentes takarmany butirat tartalmat

crer

Na-n-butirat (10 mM f6lotti koncentracidok esetén) indirekt modon segitette eld a bélflora

egyéb baktérium torzseinek, mint az E. coli szaporodasanak visszaszoritasaval (18. abra).
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18. abra A L. plantarum 2142 (bal oldali abra) és az E. coli (jobb oldali abra) szaporodasa,
Na- butirat kiegészités (butirat koncentracié 0-100 mM) hatasara pH=6-on. A baktériumok
szaporodasanak meghatarozasa optikai denzitdsméréssel (OD) tortént.

A mikrobiolédgiai analizisek soran a tejsavbaktériumok tenyésztését MRS taptalajon (deMan
Rogosa and Sharpe) végeztik 37°C-on 72 o6raig. Az alacsony pH és a magas acetat
koncentraci6 miatt a tejsavbaktériumok szelektiv szaporoddsa révén a teljes
tejsavbaktériumszam meghatdrozasra keriilt vizualis kolonia szdmldlas alapjan. A butirat
kiegészités hatdsara a vékonybélben szignifikdnsan megemelkedett a tejsavbaktériumszam és

ennek kovetkeztében a probiotikum altal termelt tejsav mennyisége (6. tablazat).

6. tablazat A butirat tartalmt takarmany etetés hatasa a tejsavbaktérium koncentraciora, a
tejsavtartalomra és a pH-értékre sertések ileumaban

Paraméterek Kontroll Kisérleti
Lactobacillus szam Logio CFU/g ileum tartalom 8,43+0,32° 9,29+0,40"
D-Tejsav (mM/kg)* 1,90+1,80 2,374+2,03
L-Tejsav (mM/kg)® 21,32+3,81  30,78+7,34°
pH® 6,26+0,16 6,2110,13
Atlag+S. E. M.

2mM/kg nedves tsmeg
Az ileum tartalom pH-értéke
Az eltéré betiik szignifikans kiilonbséget jeleznek (p<0.1).

Immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a szovetmintakat eldkészitettiikk (dehidralas, paraffinba

agyazas, metszés). Az osztddd sejtek szamanak meghatarozasat Ki67 proliferaciés marker



festéssel végeztiik. A szaporodo sejtek Ki67-et expresszalnak a kései G1, S, G2 and M
fazisokban, a nyugvé G0-ban nem. A Ki67 pozitiv sejtek mennyiségét 10 latdbmezo alapjan
hataroztuk meg a kriptasejtek kozott (19. abra). A butirattal kezelt sertés bélhamsejtekben a

proliferacié mértéke szignifikansan magasabb volt a kontroll értékekhez képest (7. tablazat).

Kontroll

19. abra A takarmanyba kevert butirat hatdsa a vékonybél (ileum) kripta sejtjeinek Ki67
pozitivitasara (Fénymikroszkopos felvétel, vonal 200 um).

7. tablazat Ki67 pozitiv sejtek sertések ileumaban

Paraméter Kontroll Kisérleti
Ki67 pozitiv sejt/kripta 15,75+1,17° 19,61+1,37°
Atlag+SEM

B Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jeleznek (p<0.1).

Az ileum nyalkahartyared6in eléforduld bélbolyhok szama szignifikansan magasabb volt a
kontroll értékekhez képest (8. tablazat)

8. tablazat A butirat tartalmu takarmany etetés hatasa az ileum nyalkahartyareddin eléfordulo
bélbolyhok szamara

Paraméter Kontroll Kisérleti
Bélboholy/nyalkahartyared6 19,30+1,73% 26,77+2,45"
Atlag+SEM

® Az eltérd betiik szignifikans kiilsnbséget jeleznek (p<0.1).

A vizsgalati eredmények kiértékelése, publikéaciora vald eldkészitése folyamatban van.



