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OSSZEFOGLALO

A gazdasagi allatok takarmanyait, valamint az élelmiszer alapanyagokat és az élelmiszereket
szennyezé toxikus anyagok kozil, a globalis felmelegedés altal eldidézett fokozott
penészgomba fertézés veszélye miatt, jelentés figyelem irdnyul a mikotoxinokra. Ezek a
toxikus vegyliletek, a penészgombak masodlagos metabolizmus termékei, amelyek jelentds
része, egyéb toxikus hatasaik mellett, a sejtekben oxidativ stresszt indukalnak, ezzel

sejtkarosodast, sOt akar a sejtek pusztulasat idézve eld.

Sajat vizsgalataink soran a gabonaféléket gyakran fert6z6 Fusarium penészek altal termelt
trichotecénvazas mikotoxinok koziil a T-2 toxin hatasait kovettik nyomon in vivo

allatkisérletes modellekben.

Szamos irodalmi adat és sajat eredményeink is alatdmasztjak, hogy a T-2 toxin oxidativ stresszt
idéz el6. A hatas mértéke azonban fligg az allatfajtol, a mikotoxin dézistol €s az expozicid
id6tartamatol. Az egymasnak ellentmondo kisérleti eredmények alapjan azonban felmeriilt a
kérdés, hogy az oxidativ stresszt kozvetleniil a mikotoxin idézte eld, vagy annak hatterében az
oxidativ stresszhatasok ellen az evolicié soran kialakult, antioxidans védorendszer, karosodasa
all. Jol ismert ugyanis, hogy az antioxidans védelem hatékonysaganak csokkenése oxidativ

stresszt indukal.

Az antioxidans véddrendszer elemei koziil vizsgalataink kozéppontjdban a glutation redox
rendszer — redukalt glutation, glutation-peroxidaz, glutation-reduktaz - allt. Az antioxidans
védorendszer enzimatikus elemeinek, valamint egyes kis molekulatomegii antioxiddnsok
szintézisében kiemelt szerepet betdltd enzimek szintézisét az ujabb kutatasok eredményei
alapjan a Keap1/Nrf-2 transzkripcios faktorok szabalyozzak. Az Nrf-2 hataséara aktivalodik az
antioxidans valaszelem (ARE), és ennek révén fokozodik az antioxidans géneket kodolod

klaszter expresszioja.

Az oxidativ stessz Un. hierarchikus modelljének értelmében gyenge vagy mérsékelt oxidativ
stresszhatasok a Keapl gatlasan keresztiil aktivaljak az Nrf-2/ARE ttvonalat, amely aktivalja

egyes antioxiddns hatasu gének expresszidjat, majd kovetkezményesen azok szintézisét.



Erételjes oxidativ stressz esetén viszont egy masik, az NFkB utvonalon keresztiil szabalyozott,
utvonal aktivalodik, amelynek hatasara, az antioxidans rendszer aktivacioja nélkiil, apoptozis

kovetkezik be,

Sajat vizsgalataink eredményei alapjan a T-2 toxin, az altalunk alkalmazott dozis-
tartomanyokban, és kiilondsen rovidtavon, mérsékelt oxidativ stresszt indukal. Erre bizonyiték,
hogy kezdeti gatlast kovetden, amelynek hatterében a Keapl hatasara az Nrf-2 fokozott
mértékil ubiquinilacidja all, a késdbbiekben aktivalodik az Nrf2/ARE utvonal és fokozodik az
antioxidans génklaszter expresszidja. Ennek alapjan tehdt a kérdésre, mely szerint a
mikotoxinok 4ltal eldidézett hatds hatterében mi &ll, az a valasz adhatd, hogy a
trichotecénvazas mikotoxinok, részben kémiai szerkezetiikb6l adddoan, képesek oxigén

szabadgyok képzddést, azaz oxidativ stresszt indukalni a sejtekben.

Eredményeink arra is felhivjadk a figyelmet, hogy gyakorlati koriilmények ko6zott, amikor a
mikotoxin terhelés kismértéki, azaz csak mérsékelt oxidativ stressz alakul ki, annak hatasara
hatékonyan aktivalodik az antioxidans védelem, emiatt lipid peroxidacios folyamatok csak
ritkan mutathatok ki. Gyakorlati szempontbol ez azt jelenti, hogy ilyen, mérsékelt, oxidativ
stresszhatasok esetén a védelem hatékonyan novelhetd természetes eredetli antioxidansokkal,
igy példaul fitobiotikumokkal. Erdteljes mikotoxin terhelés esetén azonban antioxidansok
alkalmazéasaval ez a kedvezd hatds mar nem érhetd el, mert a folyamat eltéré szabalyozasi

utvonalakon keresztiil valosul meg, azaz az antioxidans védelem aktivacioja helyett, sejtelhalas

kovetkezik be.



BEVEZETES

A mikotoxinok egyes fonalas gombdk masodlagos metabolizmus termékei, amelyek
termel6dését jellemzbéen valamilyen kornyezeti stressz-hatas indukalja (Schmidt-Heydt et al,
2008). A gazdasagi allatok takarmanyait szennyezve dozisfliggé mértékben termeléskiesést,
illetve toxikus valaszreakciot valtanak ki (Diaz, 2005). Vizsgalataink soran az n. ,,A” tipusa
trichotecénvazas mikotoxinok kozé tartozoé a T-2 toxint és annak legfontosabb metabolitjat a
HT-2 toxint a Fusarium tricinctum, F. sporotrichioides, F. poae, F. graminearum
penészgombak termelik (Moss, 2002). A T-2 toxin a mérsékelt éghajlati égdvbe tartozod
orszagokban, igy Magyarorszagon, viszonylag jelentds ardnyban fordul eld (1. tablazat)
gabonamagvakban (Biomin World Mycotoxin Survey, 2015) és egyuttal ezt tekintik a
leginkabb toxikus trichothecénvazas mikotoxinnak (Bamburg et al, 1968).

1. tablazat Egyes fontosabb mikotoxinok elofordulasa gabonamagvakban Europaban

Aflatoxin | Zearalenon | Deoxinivalenol T-2 Fumonizin | Ochratoxin

B1 toxin A
Vizsgalt 1163 2894 3684 2051 1543 1188
mintaszam
Szennyezett 11% 64% 71% 42% 54% 26%
minta
Pozitiv 6 213 1288 25 898 7
mintak
(ng/kg)
Maximum 153 8888 34861 685 15383 150
(ng/kg)
EU 20 2000 5000 250 20000 250
hatarérték
(19/kg)

A gazdasagi allatok jellemzden a takarmannyal, veszik fel a mikotoxinokat, ugyanakkor mar a
borrel vald érintkezés révén is felmarddasokat és lokalis gyulladast indukalnak, amely a
szajlireget és a gaszrointesztinalis rendszert érinti (Nesic et al, 2014). A T-2 toxin, mint lipofil
karakteri molekula, konnyen atjut a membranokon (Gyongyossy-lssa et al, 1984), a
gyomorbdl kismértékben, a vékonybélbdl viszont hatékonyan felszivodik (Eriksen és Petterson,
2004). Biologiai felezési ideje atlagosan 20 perc, azonban 80%-a HT-2 toxinnd alakul, ami
hasonl6 toxicitasu (SCF, 1999).



A T-2 toxin kivélasztasa konjugélt formaban a vizelettel vagy az epén keresztiil a bélsarral iirtil
(Swanson és Corley, 1989). A kiilonbozé allatfajok kozott azonban jelentds kiilonbséget
mutattak ki a felszivodas mértékében, szervezeten beliili eloszlasdban, metabolizmusaban és
kivalasztasaban (Wu et al, 2011; Maul et al, 2012). A T-2 toxin LDs, értéke 1 hetes
brojlercsirkénél 4,97 mg/kg testtomeg (Huff et al, 1981), halakra vonatkozdan azonban nem all

rendelkezésre adat a szakirodalomban.

A trichotecénvazas mikotoxinok, igy a T-2 toxin gazdasdgi allatokndl altalaban csak
szubklinikai tiineteket idéznek eld, igy novekedésbeli lemaradast, takarméany-visszautasitast,
csokkent takarmany-értékesiilést €s emiatt csOkkent termelést, novekvd mortalitast és
jelentdsebb érzékenységet, a fertdz6 betegségekkel szemben. A klinikai tlinetek baromfi
fajokndl héanyasban, hasmenésben, bagyadtsagban, csokkent immunvalasz készségben,
csokkend spermamindségben, alacsony keltethetdségben (Sokolovic et al, 2008), halaknal

pedig ezek mellett még anémia formajaban jelentkeznek (Anater et al, 2016).

HIPOTEZIS

Szamos korabbi vizsgalat soran bizonyitast nyert, hogy a T-2 toxin hatasara az allati
szervezetben fokozodik a lipidperoxidacids folyamatok intenzitasa, amely kihat a biologiai
antioxidans rendszer miikodésére is (Tsuchida et al, 1984; Rizzo et al, 1992; Mézes et al,
1998; Surai et al. 2002; Arunachalam és Doohan, 2013). A trichotecénvazas mikotoxin-
expozicio és a reaktiv oxigéngyok (ROS) képzodés dsszefliggésével kapcsolatosan ugyanakkor
megoszlanak a vélemények azzal kapcsolatban, hogy a mikotoxinok kdozvetleniil, vagy
kozvetve, azaz az antioxiddns védérendszer mitkddésének befolydsolasa révén idéznek-e eld
oxidativ stresszt (Wen et al, 2016). Egyes vizsgalatokban ugyanis nem talaltak kozvetlen
reaktiv oxigén vegyiileteket (ROS) képzddést indukalod hatast, s6t azok mennyisége akar még
csokkent is a trichotecénvazas mikotoxinokkal 9sszefliggésben (Bin-Umer et al, 2014). A T-2
toxin kémiai szerkezetébdl adddodan reaktivak, a 12,13 epoxi csoport megléte miatt, ezaltal
ROS képz6dést indukalhatnak (Chandratre et al, 2014). Brojlercsirkéknél szamos adattal
rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal 6sszefliggd lipidperoxidacios hatasokrol, de
jellemzdéen szubkronikus expoziciot kovetéen (Smith, 1992; Mézes et al, 1998; Surai et al,
2002; Weber et al, 2010).



Az ellentmondo, dozis-hatds oOsszefiiggést nem mutatd, eredmények alapjan az
alapprobléma nem donthetd el, ez képezte vizsgalataink céljat, azaz annak eldontése, hogy
a T-2 toxin dltal kivaltott oxidativ stressz annak oka, vagy az antioxiddns rendszer zavara

miatt, annak okozata.

A LIPID PEROXIDACIO FOLYAMATA

A reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) olyan gyokok vagy molekulak, amelyek minden aerob
szervezetben megtaldlhatok (Dickinson €s Chang 2011).K6z6s jellemzdjiik, hogy kiilsé
elektronhéjukon parositatlan elektront tartalmaznak, ezéltal reaktivak, mivel valamely mas
atomrol vagy molekularol elektront vonnak el, igy tovabbi gyokképz6ézést indukalnak (Jacob és
Burri, 1996).

A lipidperoxidacio iniciacios lépésében a ROS valamely t6bbszordsen telitetlen zsirsavrol egy
elektront von el, amelynek hatasara lipidgyok keletkezik, amely ezt kovetden a szomszédos
kett6s kotésekrdl von el elektronokat, propagacié indul meg (1. abra). Ennek soran konjugalt
diének ¢és triének keletkeznek (Takagi et al, 1987). A folyamat terminacios szakaszaban
degradalodnak a zsirsav molekulak, amelynek sordn metastabil termékek, igy malondialdehid
vagy 4-hidroxi-2-nonenal, keletkeznek. A lipidperoxidaciés folyamatok kovetkeztében a
membranok elvesztik integritasukat, fluiditasukat, valamint permeabilitasuk is n6 (Gutteridge

¢s Halliwell 1989), amely sejtpusztuldshoz vezet (Mézes és Matkovics 1986).
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1. abra A lipidperoxidacio folyamata



A szervezetben, szamos élettani folyamat soran is képzodik ROS, példaul egyes enzimatikus
folyamatok, vagy a mitokondrialis 1égzési lanc soran (Murphy, 2009). A ROS képzodés
fiziologias szinten tartasat a biologiai antioxidans védelmi rendszer biztositja, amennyiben
azonban a ROS képz6dés és az antioxidans védelem egyensulya felbomlik, oxidativ stressz
alakul ki (Sies, 1991).

Oxidativ stresszt barmely az allati szervezetet érd stresszhatas is eldidézheti, igy példaul a
mikotoxin terhelés, amelynek oka lehet a fokozott mértékii szabadgyok képzddés, vagy a nem
kielégit6 antioxidans védelem (Surai and Fisinin, 2015). Az ilyen stresszhatasok ellen kialakulo
valaszreakciok értékelésére szamos modellt dolgoztak ki, ezek kozil példaul az
orvostudomanyban az un. ,vitagén” koncepciot (Calabrese et al, 2007), amelyet késobb
baromfira is adaptaltak (Surai and Fisinin, 2016). A vitagén koncepcido lényege, hogy a
szervezetben a reaktiv oxigén vegyiiletek termelddés olyan szigndlként funkciondl, amely
szamos, a védekezésben szerepet jatszé gént aktival. Ebbe a csoportba tartoznak az
antioxidans enzimek is. Egy masik modell, az oxidativ stressz mértéke alapjan hatarozta meg a
valaszreakcidé mértékét, amelyet az an. hierarchikus modellben (2. abra) foglaltak 6ssze (Gloire

et al, 2006).
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2. dbra Az oxidativ stresszre adott sejtszinii valaszok hierarchikus modellje

Ez utobbi modell alapjan az alacsony szintii oxidativ stressz hatasara az antioxidans enzimek
génexpresszidja indukalodik, amely a Keapl-Nrf2-Antioxidans valaszelem (ARE) ttvonalon

(3. abra) keresztiil valosul meg (Moi et al, 1994). Ennek kulcseleme az Nrf2 (nuclear factor



E2-related factor 2) transzkripcios faktor. Az ARE folyamatos aktivalodasanak elkeriilése
érdekében azonban termelddik egy Nrf2 represszor fehérje (Keapl vagy iNrf2) is, amely azt a
citoszolban megkoti, majd ubiquinizaciot kdvetden a proteoszomaban lebontasra keriil (Kaspar
et al, 2009). Oxidativ stressz koriilmények kozott viszont csokken a Keapl Nrf2-hoz torténd
kotodése és, foszforilaciot kovetden bejut a sejtmagba ahol aktivalja az antioxidans
valaszelemet. Ennek hatasara olyan gének expresszioja indukalodik, amelyekeknek szerepe van

az antioxidans védelemben (Petri et al, 2012).
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3. dbra: a Keapl-Nrf2-Antioxidans vilaszelem (ARE) utvonal (Lushchak, 2011 nyomdn)

Amennyiben az oxidativ stressz mértéke elér egy kritikus szintet, aktivalodik a programozott
sejthalal szignal utvonal, a tumor nekrozis faktor (TNF) hatasara, valamint a kaszpaz kaszkad
aktivalodasaval mitokondriumok perturbacioja kovetkezik be. A sejtek, a membranalkoto
tobbszordsen telitetlen zsirsavakat tartalmazo foszfolipidek oxidativ karosodasa révén, olyan
mértékben kdarosodnak, hogy azt az antioxidans véddrendszer mar nem képes kontrolldlni,

ennek hatdsara nekrdzis alakul ki (Choi et al, 2009).

BIOLOGIAI ANTIOXIDANS RENDSZER

Az oxidativ stressz hatasainak kivédésére az evolicid sordn a biologiai antioxidans védelmi
alakult ki (Sies, 1997). Ebbe a rendszerbe kis molekulatomegii antioxidansok és enzimek
tartoznak. A nem-enzimatikus védelem egyik legfontosabb tagja a glutation (GSH), egy

tripeptid. Szintézisének kulcsenzime a glutation-szintetdz, amely a glutamat és cisztein



kapcsolodasat kovetden egy glicint kapcsol a peptidlanchoz (Espinosa-Diez et al, 2015). A
GSH oxidacidjat kovetéen glutation diszulfidda (GSSG) dimerizalodik. A GSH a glutation
peroxidaz (GPx) és glutation-S-transzferaz (GST) ko-szubsztratjaként részt vesz az
enzimatikus antioxidans védelmemben is. A GSSG redukcidjat a glutation-reduktaz (GR)
végzi, hidrogén donorként NADPH-t felhasznalva (4. 4bra).

Az antioxidans védelem enzimjei a szuperoxid dizmutaz (SOD), a katalaz (CAT), a glutation-
S-transzferaz (GST) és a glutation peroxidaz (GPX). Az antioxidans enzimek olyan modon
semlegeitik a reaktiv oxigén gyokoket, hogy azokat redukaldo reakciokat katalizalnak
(Espinosa-Diez et al, 2015).
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4. abra Az antioxidans védorendszer fobb elemei

Vizsgalataink kozéppontjaban a GPx allt, amelyrol brojler csirkék majaban kimutattdk, hogy
annak 30%-a szelén-dependens GPx, 42%-a pedig szelén-independens (GST), mig az altalunk
vizsgalt GPx4 aktivitas 28% (Miyazaki és Motoi, 1992). Halakban, ezek koziil pontyban, a
GPx4 két formajat (gpx4a, gpx4b) azonositottak és megallapitottak, hogy pontyban a gpx4a
mMRNS szintje nagyobb, mig a gpx4b mRNS szint alacsony (Hermesz és Ferencz 2009).

A glutation S-transzferaz enzimcsalad els6sorban a Fazis II detoxifikalo enzimek kozé tartozik,
al, 1993). Ezen talmenden, nem szelén-dependens glutation-peroxidaz aktivitassal is
rendelkeznek (Rahman, 2007). A harmadik védelmi vonalba tartoznak az un. repair molekulak

és enzimek, igy az altalunk is vizsgalt glutation-reduktaz (GR) (Davies, 2000).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davies%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11327322

SAJAT VIZSGALATOK

Vizsgalataink elsddleges célja a hipotézisben felvazolt probléma megoldasa, azaz az ok-okozat
kérdésének megvalaszolasa. Elsé 1épésként hagyomanyos, hosszutavu, terheléses kisérletek
soran kovettiik nyomon T-2 toxin terhelés soran a lipidperoxidacidos folyamatokat és a
glutation redox rendszer valtozasait. Vizsgalataink ezen szakaszdban a kivalasztott
paraméterek mennyiségének/aktivitdsanak valtozasara koncentraltunk, az azokat befolyasolo
molekuldris mechanizmusok nyomonkdvetése nélkiil. A masodik szakaszban egy Ujszert,
rovidtava vizsgalati protokollt dolgoztunk ki, amelynek soran hipotézisiink az volt, hogy a
hatasok hosszu tavon esetleg neutrailzalodhatnak, mig rovid tdvon a T-2 toxin direct hatasait
less moédunk detektdlni. Vizsgalataink ezen szakaszdban a hagyomanyosnak tekinthetd
biokémiai vizsgalatok mellett mar a szabalyozasi utvonalak egyes Iépésire is figyelmet

forditottunk, elsd lépésként génexpressziod szinten.

Mikotoxinok termeltetése

A kisérletekhez felhasznalt mikotoxinokat kollaboracio keretében az MTA-KE Mikotoxinok az
¢lelmiszerlancban kutatocsoport bocsatotta rendelkezéslinkre. A mikotoxin termelése
kukoricadara szubsztraton tortént, a T-2 toxin esetében a Fusarium sporotrichioides NRRL

3299-es torzs felhasznalasaval.

A lipidperoxiddacios markerek mérési modszerei

A folyamat inicidcidés Iépése soran keletkez0 konjugalt dién és -trién tartalmat AOAC
modszerrel mértiik 2,2,4-trimetil-pentannal tortént extrakciot kovetéen. A malondialdehid
(MDA), mint a tobbszorosen telitetlen zsirsavak peroxidacidja soran keletkezé metastabil

végtermék mérését a Matkovics et al. (1988) altal modositott modszerrel mértiik.

A glutation redox rendszer egyes elemeinek mérési modszerei

A redukalt glutation koncentraciot a majmintdk 1:9 homogeniatum 10.000 g szupernatans
frakciojaban Sedlak és Lindsay (1968) modszerével mértiik. A GPx aktivitasat azonos
rendszerben hataroztuk meg GSH ¢és kumol-hidroperoxid Kko-szubsztratok jelenlétében
végpontos direkt assay-vel (Matkovics et al, 1988). A maj 1:9 homogenatumok 10.000 g

szupernatans frakciojanak fehérjetartalmat Lowry et al. (1951) modszerével mértiik.



Génexpresszios vizsgalatok

RNS tisztitas és reverz transzkripcio PCR

A kisérleti allatok majmintaib6l RNS-t tisztitottunk. Mintanként 1000 ng RNS-b6l random
nonamerrel végzett reverz transzkripcioval cDNS-t hoztunk Iétre, amelybdl kezelésenként
poolokat hoztunk Iétre és ezekbdl torténtek a qPCR mérések, SYBRGreen modszerrel. A
primereket szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk (Hermesz és Ferencz, 2009; Jiang et al,
2015).

SZUBKRONIKUS T-2 TOXIN TERHELES HATASAINAK VIZSGALATA BAROMFIBAN

Hosszatavu, 28 napos, kisérletiinkben brojlercsirkéknél nem tapasztaltuk a lipidperoxidacios
folyamatok intenzitdsdnak ndvekedését, sOt az enzimatikus antioxidans rendszert is csupan
mérsékelten aktivalta a T-2 toxin expozicio (5. abra). Hasonld megallapitasokat tettek egy
masik, 17 napos, vizsgalatban is (Frankic et al, 2006). Yang et al. (2016) ugyanakkor
brojlercsirkékben T-2 toxin expozicid hatasara in vitro és in vivo modellekben egyarant leirtak
az antioxidans védelmi rendszer enzimatikus tagjainak aktivitds novekedését, st a GPx

génexpressziojanak novekedését.
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toxin terhelés hatasara



SZUBKRONIKUS T-2 TOXIN TERHELES HATASAINAK VIZSGALATA PONTYBAN

Halak antioxidans rendszerére és lipidperoxidacids folyamataira vonatkozdan jelenleg kevés
adat all rendelkezésre a mikotoxinok hatasaival Osszefliggésben (Anater et al., 2016).
Megallapitottak, hogy a T-2 toxin hatasara a glutation S-transzferaz (GST) aktivitdsa nétt a
ponty majaban (Kravchenko et al. 1989). Itt bemutatott vizsgalatunkban a lipidperoxidacios
markerek nem mutattak valtozast, sot nem valtozott a GSH szint sem, viszont a 3 hétre

szignifikansan csokkent a GPx4 aktivitas (6. dbra).
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6. abra A GPx4 aktivitas valtozdsa ponty majaban szubkronikus T-2 toxin terhelés hatasara

A hosszutava vizsgalatok eredményei alapjan ugy tiint, hogy a T-2 toxin kdzvetleniil nem
indukal lipidperoxidacios valtozasokat, azaz a hatasok hatterében feltehetdéen az antioxidans
védelmi rendszer csokkent hatékonysagii mitkkdése all, amely azonban hosszabb tdvon, a
xenobiotikum transzformacios folyamatok aktivacidjanak eredményeképpen, fokozdodik a
mikotoixok, igy a T-2 toxin, detoxifikacidoa. A hosszutava vizsgalatok eredményei azonban,
Osszehangban a korabbi szakirodalomi adatokkal, részben ellentmondé eredményekre vezettek.
Felmeriilt viszont, hogy rovidtava terhelési protokoll alkalmazasdval a xenobiotikum
kimutathatok lehetnek. llyen, rovid tavu, gazdasagi allatokkal végzett, in vivo vizsgalati

eredmény azonban csak kevés talalhato a szakirodalomban.



AKUT T-2 TOXIN TERHELES HATASA BAROMFIBAN AZ ELETKOR FUGGVENYEBEN

Ezzel a vizsgalattal kettds célunk volt, egyrészt fel kivantuk mérni a rovidtava terhelés soran
kialakulé valtozasokat a lipidperoxidaciés folyamatokra és a glutation redox rendszerre,
egyuttal Osszefliggésben az ¢letkori valtozasokkal. Utdbbi célkitiizésiink hatterében az a
feltételezés allt, hogy a korai ¢letszakaszban (1 hetes életkor) még kevéssé fejlett a
xenobiotikum transzformald enzimrendszer, ezért feltehetden a hatasok is markansabban

jelentkeznek.

A vizsgalat eredményei azonban csak részben tamasztottak ala feltételezésiinket, mert példaul,
amig 1 hetes korban a lipidperoxidacios paraméterek Iényegében nem valtoztak, addig 3 hetes
korban mar jelentsen megnétt a lipidperoxidacid terminalis szakaszara utald6 malondialdehid
mennyisége.

A fokozott lipidperoxidacié viszont csak részben, és nem konzekvens modon, aktivalta az
antioxidans rendszert. Igy példaul csak 3 hetes életkorban nétt a redukalt glutation mennyisége
(7. abra) és a GPx4 aktivitasa (8. abra). Ez az életkorral 0sszefliggd eltérés feltevésiink szerint
a posztnatalis fejlédés soran folyamatosan kialakuld adaptacios mechanizmusokkal lehet
Osszefliggésben.

A GPx4 gén expresszidjaval kapcsolatban véleményiink szerint vagy a T-2 toxin terhelés altal
kivaltott atioxidans stressz mértéke nem érte el azt a szintet, amelynek hatasara bekovetkezett
volna az antioxidans valaszelem aktivacidja, vagy a Keap-1/Nrf2/ARE utvonal aktivaciojanak

hatasa a vizsgalt idotartam alatt a GPx4 génexpresszié szintjén még nem érvényesiilt (9. abra).
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7. abra Brojlercsirke maj GSH koncentraciojanak valtozasa akut T-2 toxinterhelés hatdsara
1 hetes (A) és 3 hetes (B) életkorban
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8. dbra Brojlercsirke maj GPx4 aktivitasanak valtozasa akut T-2 toxinterhelés hatdsara
1 hetes (4) és 3 hetes (B) életkorban
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9. abra Brojlercsirke maj GPx4 gén expresszidjanak valtozasa akut T-2 toxinterhelés
hatasara 1 hetes (A) és 3 hetes (B) életkorban



ELTERO DOZISBAN ADAGOLT T-2 TOXIN AKUT TERHELES HATASA PONTYBAN

Pontyok méajaban a T-2 toxin terhelés hatdsara az egyszeri per os kezelést kovetd 16. 6raban
emelkedett meg szignifikdns mértékben ugy a GSH koncentracié (10. abra), mint a GPx4
aktivitas (11. &bra). Ez az idOpont egybeesik a takarmanyrészek bélcsatornan vald
athaladasanak idejével az adott tartasi hdmérsékleten, azaz erre az idépontra a takarmannyal
bejuttatott T-2 toxin feltételezhetéen mar felszivodott a bélcsatornabol és ez idézte eld a

valtozasokat, ugyanakkor a lipidperoxidacids paraméterek ebben az iddszakban Iényegi

valtozasokat nem mutattak.
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10. abra A mdj GSH koncentrdaciojanak valtozasa ponty majaban akut T-2 toxinterhelés soran
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11. abra A maj GPx4 aktivitasanak valtozasa ponty mdjaban akut T-2 toxinterhelés sordn

Amennyiben feltételezziik, hogy fokozott oxigén szabadgyok képzddés miatt a T-2 toxin
hatasara aktivalodnak a lipidperoxidacios folyamatok, akkor sziikségesnek tartottuk azt is

megvizsgalni, hogy ez az oxidativ stressz, a hierarchikus modell alapjan, milyen erésségiinek



tekinthet6. Ennek eldontésére alkalmas itéltiik a Keap1/Nrf2 Gtvonal nyomokovetését, azaz a

Keapl (12. abra) és az Nrf2 génexpresszid (13. dbra) mértékének valtozasat vizsgalni.
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12. abra A Keap-1 génexpresszio valtozdsa ponty majaban akut T-2 toxinterhelés soran
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13. abra Az Nrf-2 génexpresszio valtozasa ponty majaban akut T-2 toxinterhelés soran

A Keap-1 és az Nrf-2 gének expresszidja részben azonos mértékben €s irdnyban valtozott a
kisebb dozisok hatasara, a nagyobb dozis esetén viszont a fokozott mértékii Keap-1 gén-
expresszio csokkent Nrf-2 génexpresszioval tarsult. Ezek ismeretében megvizsgaltuk a GPx4
gének expressziojat is, hogy az ARE aktivacidja, illetve gatlasa is felmérhetd legyen. A két
GPx4 gén kozel azonos irdnya ¢és mértékli valtozdsokat mutatott, ezért itt a GPx4a

génexpresszid valtozasat mutatjuk be (14. ébra).
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14. abra A GPx4a génepxresszio valtozasa ponty majaban akut T-2 toxinterhelés soran

A GPx4 valtozasa arra utal, hogy a Keap-1/Nrf-2 szabalyozasi Gitvonal génexprfesszio szinten
részben magyarazza az antioxidans valaszelem (ARE) aktivaciojat, illetve gatlasat, tendencia
jellegében pedig arra utal, hogy a T-2 toxin hatdsara, nagyobb T-2 toxin terhelés hatasara,
fokozodik a Keap-1, de csokken az Nrf-2 gének expresszioja, mig a GPx4a gén expresszioja
id6szakban né. Ezt az eredményt magyarazhatja, hogy a Keap-1 és az Nrf-2 hatasa fehérjeként

érvényesiil, amely csak bizonyos iddbeli eltéréssel szintetizalodik a transzkripciot kovetden.

AZ ANTIOXIDANS RENDSZER TAMOGATASA A T-2 TOXIN ALTAL KIVALTOTT OXIDATIV

STRESSZ HATASAIVAL SZEMBEN GYOGYNOVENYKIVONATOK FELHASZNALASAVAL

A T-2 toxin ROS képzddést indukalo hatasat alapul véve kézenfekvOnek tint, hogy a
kedvezotlen hatdsok csokkentésére alkalmasak lehetnek az antioxiddnsok. Ezek koziil sajat

vizsgalataink soran a fokhagymaolaj, valamint egy gyogynévénykeverék hatasat vizsgaltuk.

A fokhagymaolaj hasznalatat korabbi eredményeink koziil azok indokoltdk, amelyek szerint az
oxidativ stressz korai szakaszaban, arra valaszként, megnd a GSH termelddése, amelyet
irodalmi adatok szerint a fokhagymaolajban 1év6 bioaktiv szulfidril vegyiiletek is
tamogathatnak (Wu et al, 2001). Ezt a feltevést tamasztja ala sajat vizsgalatunk erdménye is
(15. abra), amely szerint fokhagymaolaj hatdsara nagy do6zisti T-2 toxin terhelés hatdsara nd a
maj GSH tartalma. Az eredmények alapjan tehat levonhatdo az a kovetkeztetés, hogy a
fokhagymaolaj, bizonyos koncentracio tartomanyban, hatékonyan tamogathatja T-2

toxinterhelés soran a ma;j antioxidans védelmét.
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15. abra Fokhagymaolaj kiegészités hatasa brojlercsirkék majanak GSH tartalmara T-2

toxinterheles soran

Az eredmények alapjan levonhatd az a kovetkeztetés, hogy gyogynovény keverék jol ismert
majvédo, ezen beliil részben antioxidans, hatdsa révén, kedvezd hatast fejthet ki T-2
toxinterhelés soran. Ebben szerepe lehet a keveréket alkotd egyes gyogynovények bioaktiv
hatoanyagai azon, ma mar ismert, azon hatasanak is, hogy indukaljak egyes, xenobiotikum
transzformacioban résztvevé gének (Sazaki et al, 2005), igy az altalunk is vizsgalt glutation

szintetdz, expressziojat (16. abra), amelynek hatasara fokozodik a GSH szintézise is (17. abra).
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16. abra Gyogynovény keverék hatisa a mdj glutation-szintetiz gén expressziojara T-2

toxinterhelés soran brojlercsirkében
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17. abra Gyogynévény keverék hatdasa brojlercsirke majanak GSH tartalmara T-2

toxinterheles soran

Eddig elért eredményeink alapjdn tehdt levonhatok az alabbi kovetkeztetések:

- a hierarchia modell alapjan a T-2 toxin mérsékelt ROS képzodést és kovetkezményesen
lipidperoxidacios folyamatokat indukal,

- a ROS képzdédés a terhelést kovetd idd fliggvényében eldbb gatolja, majd noveli a
glutation redox rendszer mennyiségét/aktivitasat befolyasold gének expresszidjat,

amelynek hatterében a Keapl-Nrf2-ARE szabalyozasi utvonal ROS indukalta

valtozasai allnak.



JOVOBENI KUTATASI TERVEK

Kutatasaink eddigi eredményei alapjan korvonalazddni latszik egy olyan halézat, amely az
oxidativ stresszhatdsokat el6idézo tényezok altal eldidézett, az altalunk vizsgalt mikotoxinok
molekularis szinten bekdvetkezd valtozasait jellemezheti, annak fliggvényében, hogy a hatas
milyen erdsségli oxidativ stresszt idéz eld.

A halozat szamos eleme ma még nem ismert, azok minél pontosabb feltarasa, nem csupan in
vivo, de in vitro rendszerekben is tovabbi kutatasaink egyik f6 célja.

Tovabbi célunk az egyes mikotoxinok kozott fennalld szinergens, additiv vagy antagonista
hatasok felmérése, miutan a gyakorlatban a gazdasagi allatok altal fogyasztott takarmanyok
nem egy adott mikotoxinnal, hanem altalaban azok nem pontosan ismert Osszetételii
keverékével szennyezettek.

Szintén a gyakorlat szdmara is fontos adatokkal szolgalhatnak azok a mostandban megkezdett
kutatéasaink is, amelyek célja természetes eredetli anyagok, kiillondsen egyes antioxidans hatasu
fitobiotikumok, lehetséges hatasanak felmérése a mikotoxinok karos hatasainak csokkentése

érdekében.



KOSZONETNYILVANITAS

Kutatasainkat els6sorban hazai, emellett nemzetkozi egylittmiikodd partnerek segitették, akik
egyrészt hozzéjarultak kutatdsaink elméleti hatterének megalapozasdhoz, a kollaboraciok
keretében pedig olyan metodikai segitséget kaptunk, amely nélkiil itt bemutatott eredményeink

lényegesen szerényebbek lettek volna.

Hazai és kiilfoldi partnerintézmények: Kaposvari Egyetem, Allatélettani és Allathigiénia
Tanszék, MTA-KE Mikotoxinok az élelmiszerlancban kutatocsoport, MTA KOKI Molekularis
Neuroendokrinologia Csoport, Pannon Egyetem Georgikon Mezdgazdasagtudomanyi Kar,
Allatélettani és Takarmanyozastani Tanszék, Scottish Agricultural College, Auchincruive
(Skoécia), University of Thessaloniki, Thessaloniki (Gorégorszag), Friedrich Loeffler Institut,

Institute of Animal Nutrition, Braunschweig (Németorszag)

Kiilon koszonetet szeretnék mondani a Szent Istvan Egyetem MezOgazdasag és
Kornyezettudomanyi Karanak a lehetéségért, hogy kutatasainkat folyamatosan folytathattuk.
Ko6szonom volt és jelenlegi kollégdimnak, doktoranduszaimnak ¢€s diakjaimnak, akik munkéja
nélkiil a bemutatott kisérleteket nem tudtam volna elvégezni. Otleteikkel, olykor tandcsaikkal,
de mindenekeldtt kutatas iranti elkotelezettségiikkel nagymértékben hozzajarultak ahhoz, hogy

kutatasaink szamos sikertelen probalkozas mellett olykor kivalé eredményeket hoztak.

Koszonet illeti azokat a kollégakat, akik megtiszteltek azzal, hogy kozos projekteken
dolgozhattunk az MTA-KE Allattenyésztési és Allathigiéniai (2006-2011), majd az MTA-KE
Mikotoxinok az élelmiszerlancban (2011-2017) keretében.

Végiil, de nem utolsésorban, haldval tartozom mesterimnek, hogy elinditottak a kutatoi

palyan, csalddomnak pedig azért a biztos hatterért, amely munkassagom alapjat szolgaltatta.
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