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I. BEVEZETES, CELKITUZES

Napjainkban egyre né az igény arra vonatkozolag, hogy az élelmiszerekben alkalmazott
kémiai adalékanyagok mennyiségét lecsokkentsék. A tejsavbaktériumokat mar régota
hasznaljak tejtermékek, htisok és zoldségfélék tartdsitasdhoz, mivel a tejsavbaktériumok altal
termelt anyagcseretermékek (tejsav, ecetsav, hidrogén-peroxid, bakteriocin stb.)
visszaszoritjak ill. megakadalyozzadk egyes korokozoé-és patogén mikroorganizmusok
novekedését a fermentacié soran. Ugyanakkor taplalkozasi szempontbol fontos elvaras, hogy
a fermentalt termékek a tarolds soran is megdrizzék bioldgiai értékiiket és kedvezd élettani
tulajdonsagokkal rendelkezzenek.

A szervezet allapotat jotékonyan befolydsold probiotikumok féként tejsavbaktériumokat €s
bifidobaktériumokat tartalmaznak. A legismertebb probiotikus tejsavbaktérium torzsek a
Lactobacillus nemzetséghez tatoznak. A probiotikumok tobbek kozott azaltal fejtik ki pozitiv
hatasukat a szervezetre, hogy a bélmucosa epithel-sejtjein 1€v6 receptorokhoz tapadva novelik
a bél védelmi funkcidjat, versenyeznek a patogén baktériumokkal a baktériumok
megtapadasahoz sziikséges receptorokért, aktivaljdk a mucosalis immunrendszert &s
szabalyozzak annak cytokintermelését. Néhany tejsavbaktérium térzs modositja a patogén
baktériumok altal a bél epithel-sejtjeiben kivaltott cytokintermelést, ezaltal hatékonyak egyes
gyulladasos bélbetegségek megeldzésében ¢és  kezelésében. A tejsavbaktériumok
anyagcseretermékei a bél epithel-sejteiben védo fehérjék (hdsokk fehérjék) termelését idézik
eld, melyek megakadalyozhatjak a karos baktériumok tovabbi bejutasat a sejtekbe.

Az a tény, hogy a nem kolonizal6é probiotikumok is képesek mérsékelni az enteropatogén
baktériumok okozta sejtkarosodasokat, arra enged kovetkeztetni, hogy a hatasban egyéb

mechanizmusok és antimikrobas vegyiiletek is szerepet jatszanak. Ilyenek a



tejsavbaktériumok anyagcseretermékei, melyek lokalis koncentracidja a bélcsatorndban
nagymértékben megndhet.

A tejsavbaktériumok anyagcseretermékei koziil a hidrogén-peroxid kiilonds jelentosséggel
bir. A hidrogén-peroxid okozta oxidativ-stressz a bélcsatorndban megvaltoztatja az epithel-
sejtek ateresztOképességét, gyulladasos cytokinek termelését idézi eld és stlyos esetben
sejthalalhoz vezethet.

Sajtokbdl izolalt tun. nem-starter tejsavbaktériumoknak a tejtermékre kifejtett hatdsa széles
korben ismert, azonban a fogyaszté egészségéhez valdé viszonyuk mar kevésbé
tanulmanyozott. Annak érdekében, hogy a nem-starter tejsavbaktériumoknak egyes lehetséges
probiotikus tulajdonsdgat mélyebben megismerjiilk és alkalmazhatdsagi lehetdségiiket az

¢lelmiszeriparban kibovitsiik, a doktori munkdmban az alabbi célokat tliztem ki:

I.  Céklal¢ fermentalhatosaganak a vizsgalata korabbi eldszelekcio alapjan (kis biogén
amin termelés, korokozo baktériumok novekedésének gatlasa) kivalasztott harom nem-
starter tejsavbaktériummal (Lactobacillus plantarum 2142, Lactobacillus casei subsp.
casei 2756 és Lactobacillus curvatus 2775) annak érdekében, hogy a fermentalt termék
magas ¢l0 csiraszammal rendelkezzen és hosszan eltarthato legyen hokezelés nélkiil. A
tejsavbaktériumokkal szemben elvaras volt:

e gyors savtermeld képességgel rendelkezzenek, és kevés hidrogén-peroxidot
termeljenek.
e anyagcseretermékeik hatékonyan gatoljak a human enteropatogén Salmonella

enteritidis 857 ndovekedését.

II. A harom nem-starter tejsavbaktérium lehetséges probiotikus tulajdonsagainak vizsgalata

in vitro vékonybél hamsejteken. A kisérletek soran a tejsavbaktériumok



immunrendszerre gyakorolt hatdsat, anyagcseretermékeik Salmonella enteritidis 857

fert6zéssel szembeni lehetséges védd mechanizmusat, a tejsavbaktériumok

bélhamsejtekhez valo kitapadasat és egyes anyagcseretermékeik - kiilondsen a

hidrogén-peroxid - hatasat tanulmanyoztuk vékonybél epithel-sejteken.

Nem-starter- és két probiotikus tejsavbaktérium (Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus plantarum 299v) és Salmonella enteritidis 857 hatasanak vizsgalata
Caco-2 sejtek interleukin-8 termelésére, tovabba a tejsavbaktériumok folyékony
tenyészetének sejtmentes sziirletével elkezelt Salmonella enteritidis 857 hatésa
Caco-2  sejtek  interleukin-8  termelésére  vonatkozolag.  Probiotikus
tejsavbaktériumok lehetséges védd mechanizmusdnak feltdrasa Salmonella
enteritidis 857 fertdzéssel szemben.

Nem-starter tejsavbaktériumok és folyékony tenyészetiik sejtmentes sziirletével
elokezelt Salmonella enteritidis 857 befolydsa Caco-2 sejtek hdsokk fehérje 70
(Hsp70=70 kDa) termelésére.

Nem-starter- és probiotikus tejsavbaktériumok tapadasanak vizsgalata Caco-2
sejtekhez.

A tejsavbaktériumok egyes anyagcseretermékeinek vizsgéalata az epithel-sejtek
¢letképességére vonatkozolag. A hidrogén-peroxid hatdsa a vékonybél hamsejtek

interleukin-8 termelésre, a sejtmembran atjarhatosagra és a sejthalélra.



II. VIZSGALATI MODSZEREK ES BERENDEZESEK

Munkéam soran az alabbi vizsgalati médszereket €s berendezéséket alkalmaztam.

A tejsavbaktériumok céklalén torténd szaporodasat lemezontéssel kdvettem nyomon, mig a
savtermeld képességiiket pH méréssel igazoltam. A tejsav meghatdrozasat DL tejsavteszt
segitségével (Boehringer Mannheim/R-Biopharm) végeztem, a hidrogén-peroxid mennyiségét
kolorimetriasan 400 nm-en hataroztam meg.

A tejsavbaktériumok folyékony tenyészetének sejtmentes sziirletét az Salmonella enteritidis
857 novekedésére vonatkozolag agar-diffuzios modszerrel teszteltem.

A vizsgalatok sordn in vitro human vastagbél adenocarcinoma sejtvonalakat - Caco-2 ¢€s
Caco-2 P - alkalmaztam, amelyek mind szerkezetileg mind miikodésiikben teljes hasonlosagot
mutatnak a vékonybél epithel-sejteihez.

A kisérletek soran alkalmazott kiilonb6z0 kezelések (nem-starter- ¢és probiotikus
tejsavbaktériumok, Salmonella enteritidis 857 és tejsavbaktériumok folyékony tenyészetének
sejtmentes szlrletével kezelt Salmonella enteritidis 857) hatasat Caco-2 sejtek interleukin-8
termelésére ELISA modszerrel (ELISA teszt, Biosource) tanulmanyoztam. A nem-starter
tejsavbaktériumok és folyékony tenyészetilk sejtmentes szirletével kezelt Salmonella
enteritidis 857 hatasat Caco-2 sejtek Hsp70 termelésére Western blottal vizsgaltam.

A tejsavbaktériumok Caco-2 sejtekhez torténd adhézios képességének a meghatarozasahoz
Gram-festést kovetd baktériumszamlalast ill. lemezontést hasznaltam.

A Caco-2 P sejtek hidrogén-peroxiddal torténd kezelése soran a sejtek 4ltal termelt
interleukin-8 mennyiségét a fentiekhez hasonloan ELISA mddszerrel hatdroztam meg. A
Caco-2 P sejtekben a nekrozist fluoreszcens DAPI festéssel, mig az apoptdzist a kaszpaz-3

enzim aktivitds méréssel és fluoreszcens Annexin V-DAPI festéssel kovettem nyomon. A



Caco-2 P sejtekben a hidrogén-peroxid hatdsara bekovetkezett morfologiai valtozasokat
pasztazo elektronmikroszkoppal vizsgaltam.

A Caco-2 P sejtek membranjanak az ateresztoképességérdl a transzepithelialis elektromos
rezisztencia mérése ad informaciot, melynek méréséhez Millicell-ERS Volt/Ohm métert
hasznaltam.

A tejsavbaktériumok egyéb specifikus anyagcseretermékeinek a vizsgalata Caco-2 P sejtek
¢letképességére vonatkozolag Giemsa festést kovetoen, spektrofotometriasan tortént.

A statisztikai elemzést Minitab 13 szoftver (State College PA) segitségével végeztem.



III.1

1.2

1.3

111. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Igazoltam, hogy kordbbi eldszelekcio alapjan (kis biogén amin termelés, korokozo
baktériumok novekedésének gatladsa) kivalasztott harom nem-starter tejsavbaktérium
(Lactobacillus plantarum 2142, Lactobacillus casei subsp. casei 2756 és Lactobacillus
curvatus 2775) jol szaporodott céklalén, gyors savtermeld képességii volt, kevés
hidrogén-peroxidot termelt (<0.04 mM) ¢és folyékony tenyészetiik sejtmentes
feliiluszoja hatékonyan gatolta a Salmonella enteritidis 857 ndovekedését. A fermentalt,
nem-hékezelt céklalében 2x10°-10° CFU/ml tejsavbaktérium volt jelen 28 napos

tarolas utan.

Megallapitottam, hogy a vizsgalt nem-starter- és probiotikus tejsavbaktériumok
(Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus plantarum 299v) interleukin-8 termel6dést
valtottak ki kripta-és villus-jellegli Caco-2 sejtekben egyarant, de a termel6dott
interleukin-8 mennyisége szignifikdnsan kevesebb volt, mint a Salmonella enteritidis

857 altal eldidézett interleukin-8 mennyiség.

Bebizonyitottam, hogy a probiotikus tejsavbaktériumok nem csokkentették le a
Salmonella enteritidis 857 4altal kripta- ¢és villus-jellegli sejtekben eldidézett
interleukin-8 termelést, azonban a nem-starter- és probiotikus tejsavbaktériumok
folyékony tenyészetének sejtmentes sziirletével elkezelt Salmonella enteritidis 857
hatasdra a kripta-és villus-jellegli Caco-2 sejtekben szignifikdnsan kevesebb

interleukin-8 termel6dott, mint a kezeletlen Salmonella enteritidis 857 hatasara.



I11.4

1.5

1.6

Igazoltam, hogy a nem-starter tejsavbaktériumok ¢€s folyékony tenyészetiik sejtmentes
szlirletével eldkezelt Salmonella enteritidis 857 hatasa kripta- és villus-jellegi Caco-2

sejtekben Hsp70 termelddott.

Megallapitottam, hogy a nem-starter- €s probiotikus tejsavbaktériumok egyarant
gyenge adhézids képességet mutattak kripta- és villus-jellegi Caco-2 sejtekhez

(< 1% - telepszamlalassal és < 6% - Gram-festést kovetd baktériumszamlalassal).

Kimutattam, hogy a membranon-tenyésztett Caco-2 P sejtek kevésbé voltak
érzékenyek a hidrogén-peroxidos kezelésre, mint a nem-membranon tenyésztettek. 1
mM hidrogén-peroxid a nem-membranon tenyésztett Caco-2 P sejtek maximalis
interleukin-8 termelését idézte eld, ugyanakkor a membranon-tenyésztett sejtek
esetében 10 mM hidrogén-peroxid mind apikélisan mind bazolateraliasan maximalis
interleukin-8 termelést eredményezett 24 oraval a kezelés utdan. 40 mM hidrogén-
peroxid a membranon-tenyésztett sejtek transzepithelialis rezisztenciajanak
szignifikans csokkenését idézte eld.

Nem-membranon tenyésztett Caco-2 P sejtek esetében 1 mM hidrogén-peroxid-os
kezelés Un. ,,kés6éi” nekrozist okozott, mig membranon-tenyésztett sejtek esetében 40
mM hidrogén-peroxidos kezelés okozta a sejtek un. ,,korai” nekrozisat.

A Na-acetat és Na DL-laktat Caco-2 P sejtek osztodasat 50 %-ban gatlé koncentracidja
(85.8 mM ¢és 84.4 mM) magasabb volt mint a hidrogén-peroxidé (1-2 mM), tovabba
nem befolyasoltdk a hidrogén-peroxid kedvezdtlen hatdsat a sejtosztddasra

vonatkozolag, azonban Na-piruvat semlegesitette azt.



IV.AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A nem-starter tejsavbaktériumok zoldségalapu fermentacidé megvaldsitdsaban mutatott pozitiv
eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy az élelmiszeripari alkalmazhatésagi koriik a
tejtermékeken kiviil is indokolt. A nem-starter tejsavbaktériumoknak az emberi szervezetre
kifejtett hatdsmechanizmusuk tovabbi részletes vizsgalata utdn potencialis probiotikumma
valhatnak és 1) terapias készitmények hatéanyagaul szolgalhatnak pl. egyes gyulladdsos

bélbetegségek kezelésében.
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