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1. OSSZEFOGLALO

A gazdasagi dllatok takarmdnyait, valamint az élelmiszer-alapanyagokat és
az élelmiszereket szennyez§ toxikus anyagok koziil - a globdlis felmelegedés al-
tal eldidézett fokozott penészgomba-fert6zés veszélye miatt - jelentds figyelem
irdnyul a mikotoxinokra. Ezek a toxikus vegyiiletek, a penészgombak mésodla-
gos metabolizmus termékei, amelyek jelent6s része, egyéb toxikus hatdsaik mel-
lett, a sejtekben oxidativ stresszt indukal, ezzel sejtkarosodast, s6t akar a sejtek
pusztuldsat idézve eld.

Sajat vizsgélataink soran a gabonaféléket gyakran fert6z8 Fusarium penészek
altal termelt trichotecénvazas mikotoxinok koziil a T-2 toxin hatdsait kovettitk
nyomon in vivo allatkisérletes modellekben.

Szdmos irodalmi adat és sajit eredményeink is alatimasztjak, hogy a T-2
toxin oxidativ stresszt idéz el6. A hatds mértéke azonban fligg az allatfajtdl,
a mikotoxindézistdl és az expozicié id6tartamatdl. Az egymdsnak ellentmon-
dé kisérleti eredmények alapjan azonban felmertlt a kérdés, hogy az oxidativ
stresszt kozvetlentil a mikotoxin idézte el8, vagy annak hatterében az oxidativ
stresszhatdsok ellen az evolticié sordn kialakult antioxidins védérendszer kdro-
sodasa all-e. Jol ismert ugyanis, hogy az antioxidans védelem hatékonysdganak
csokkenése oxidativ stresszt indukal.

Az antioxiddns véd&rendszer elemei koziil vizsgdlataink koézéppontjdban
a glutation redox rendszer - redukalt glutation, glutation-peroxiddz, gluta-
tion-reduktdz - allt. Az antioxiddns véddérendszer enzimatikus elemeinek, va-
lamint egyes kis molekulatomeg(i antioxiddnsok szintézisében kiemelt szerepet
betoltd enzimek szintézisét az tijabb kutatdsok eredményei alapjan a Keapi/Nrf2
transzkripcids faktorok szabdlyozzdk. Az Nrf-2 hatdsira aktivalédik az anti-
oxiddns vélaszelem (ARE), és ennek révén fokozddik az antioxidans génklaszter
expresszioja.

Az oxidativ stessz tn. hierarchikus modelljének értelmében gyenge vagy
mérsékelt oxidativ stresszhatdsok a Keapr gitldsdn keresztiil aktivaljak az Nrf-
2/ARE utvonalat, amely aktivalja egyes antioxidans hatdsu gének expresszidjat,

majd kovetkezményesen azok szintézisét. Er6teljes oxidativ stressz esetén vi-



szont egy mdsik — az NFKB utvonalon keresztiil szabélyozott - ttvonal aktiva-
l6dik, amelynek hatdsara az antioxidins rendszer aktivacidja nélkiil apoptézis
kovetkezik be.

Sajat vizsgalataink eredményei alapjan a T-2 toxin az dltalunk alkalmazott
dézistartomanyokban - és kiilonosen rovid tavon — mérsékelt oxidativ stresszt
indukal. Erre bizonyiték, hogy kezdeti gitldst kovetSen, amelynek hatterében
a Keapr hatdsira az Nrf-2 fokozott mértékdi ubiquinilicidja all, a kés6bbiek-
ben aktivalédik az Nrf2/ARE utvonal, és fokozddik az antioxidans génklaszter
expresszioja. Ennek alapjan tehat a kérdésre, mely szerint mi all a mikotoxinok
ltal el6idézett hatds hatterében, az a valasz adhato, hogy a trichotecénvazas
mikotoxinok, részben kémiai szerkezetiitkbél addddan, képesek oxigénsza-
badgyok-képz&dést, azaz oxidativ stresszt indukdlni a sejtekben.

Eredményeink arra is felhivjdk a figyelmet, hogy gyakorlati koriilmények
kozott, amikor a mikotoxin-terhelés kismértékd, azaz csak mérsékelt oxidativ
stressz alakul ki, annak hatdsdra hatékonyan aktivdlodik az antioxidins véde-
lem, emiatt lipidperoxidécids folyamatok csak ritkdn mutathatdk ki. Gyakorlati
szempontbdl ez azt jelenti, hogy ilyen mérsékelt oxidativ stresszhatdsok esetén
a védelem hatékonyan novelhet6 természetes eredetli antioxidansokkal, igy pél-
d4ul fitobiotikumokkal. Erételjes mikotoxin-terhelés esetén azonban antioxi-
dénsok alkalmazédsaval ez a kedvez& hatds mar nem érhetd el, mert a folyamat
eltérd szabdlyozasi titvonalakon keresztiil valdsul meg, azaz az antioxidans véde-

lem aktivicioja helyett sejtelhalds kovetkezik be.

2. BEVEZETES

A mikotoxinok egyes fonalas gombik mdésodlagos metabolizmus termékei,
amelyek termel&dését jellemzéen valamilyen kornyezeti stresszhatds indukélja
(Schmidt-Heydt et al. 2008). A gazdasagi dllatok takarmdnyait szennyezve do-
zisfliggé mértékben termeléskiesést, illetve toxikus vdlaszreakciot véltanak ki
(Diaz 2005). Vizsgdlataink sordn az un. ,A” tipusu trichotecénvizas mikotoxinok
kozé tartozd T-2 toxin és annak legfontosabb metabolitja, a HT-2 toxin hatdsat

kovettitk nyomon, amelyeket a Fusarium tricinctum, F. sporotrichioides, F. poae,



F. graminearum penészgombdk termelik (Moss 2002). A T-2 toxin a mérsékelt
éghajlati égovbe tartozd orszagokban, igy Magyarorszigon viszonylag jelentds
ardnyban fordul el (1. tdbldzat) gabonamagvakban (Biomin World Mycotoxin
Survey 2015), és egyuttal ezt tekintik a leginkdbb toxikus trichothecénvizas mi-

kotoxinnak (Bamburg et al. 1968).

1. tdbldzat: Egyes fontosabb mikotoxinok el6forduldsa gabonamagvakban

Eurépéaban
Aflatoxin Zearalenon | Deoxinivalenol T-.Z Fumonizin Ochratoxin
B toxin A
Vizsgalt
mintaszim 1163 2804 3684 2051 1543 1188
Szennyezett o o o o o o
minta 11% 64% 77% 42% 54% 26%
Pozitiv min-
. 6 21 1288 2 898
ték (ug/kg) 3 5 0 7
Maximum
I 8888 861 68 1538 150
(ng/kg) 53 34 5 5393 5
EU- hatér-
érték 20 2000 5000 250 20 000 250
(ng/kg)

A gazdasagi dllatok jellemzéen a takarmannyal veszik fel a mikotoxinokat,
ugyanakkor azok mdr a bérrel vald érintkezés révén is felmardddsokat és loka-
lis gyulladast indukalnak, amely a szdjiireget és a gasztrointesztindlis rendszert
érinti (Nesic et al. 2014). A T-2 toxin mint lipofilkarakterti molekula kdnnyen
atjut a membranokon (Gyongyossy-Issa et al. 1984), a gyomorbdl kismérték-
ben, a vékonybélbdl viszont hatékonyan felszivddik (Eriksen és Petterson 2004).
Bioldgiai felezési ideje atlagosan 20 perc, azonban 80%-a HT-2 toxinna alakul,
amely hasonlé toxicitdsu (SCF 1999).

A T-2 toxin kivalasztdsa konjugalt formdban a vizelettel vagy az epén ke-
resztiil a bélsarral irtil (Swanson-Corley 1989). A kiillonb6z6 allatfajok kozott
azonban jelentds kiillonbséget mutattak ki a felszivodas mértékében, szervezeten
beliili eloszldsdban, metabolizmusdban és kivalasztdsiban (Wu et al. 2011; Maul

etal. 2012). A T-2 toxin LD, értéke egyhetes brojlercsirkénél 4,97 mg/kg testto-



meg (Huff et al. 1981), halakra vonatkozéan azonban nem 4ll rendelkezésre adat
a szakirodalomban.

A trichotecénvizas mikotoxinok, igy a T-2 toxin gazdasagi allatoknal alta-
laban csak szubklinikai tiineteket idéznek el8, igy novekedésbeli lemaradist,
takarmany-visszautasitist, csokkent takarmanyértékesiilést és emiatt csokkent
termelést, novekvd mortalitast és jelent8sebb érzékenységet a fert6z8 betegsé-
gekkel szemben. A klinikai tiinetek baromfifajokndl hdnydsban, hasmenésben,
bagyadtsdgban, csokkent immunvélaszkészségben, csokkend spermamindség-
ben, alacsony keltethet&ségben (Sokolovic et al. 2008), halakndl pedig ezek mel-

lett még anémia formdjaban jelentkeznek (Anater et al. 2010).

3. HIPOTEZIS

Szamos korabbi vizsgdlat sordn bizonyitast nyert, hogy a T-2 toxin hatdsdra az 4l-
lati szervezetben fokozddik a lipidperoxiddcids folyamatok intenzitdsa, amely
kihat a bioldgiai antioxidans rendszer miikodésére is (Tsuchida et al. 1984; Rizzo
et al. 1992; Mézes et al. 1998; Surai et al. 2002; Arunachalam-Doohan 2013).
A trichotecénvizas mikotoxin-expozicié és a reaktiv oxigéngyok (ROS) képzs-
désének 0Osszefiiggésével kapcsolatosan ugyanakkor megoszlanak a vélemé-
nyek azzal kapcsolatban, hogy a mikotoxinok kozvetlentil vagy kozvetve, azaz
az antioxidins védérendszer miikodésének befolydsoldsa révén idéznek-e el
oxidativ stresszt (Wen et al. 2010). Egyes vizsgilatokban ugyanis nem talaltak
a reaktiv oxigén vegyliletek (ROS) képz&dését indukalé kozvetlen hatdst, sét
azok mennyisége akir még csokkent is a trichotecénvazas mikotoxinokkal 6sz-
szefliggésben (Bin-Umer et al. 2014). A T-2 toxin kémiai szerkezetébdl adéddan
reaktiv, mert 12, 13 epoxi csoportot tartalmaz, ezdltal ROS-képz6dést indukalhat
(Chandratre et al. 2014). Brojlercsirkéknél szamos adattal rendelkeziink a tricho-
tecénvazas mikotoxinokkal 6sszefiiggd lipidperoxidacios hatdsokrél, de jellem-
z8en szubkronikus expozicidt kovetSen (Smith 1992; Mézes et al. 1998; Surai et
al. 2002; Weber et al. 2010).

Az ellentmond, dozis-hatas 6sszefiiggést nem mutat6 eredmények alap-

jan az alapprobléma nem donthetd el, ez képezte vizsgalataink céljat, azaz
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annak eldontése, hogy a T-2 toxin altal kivaltott oxidativ stressz annak oka,

vagy az antioxidans rendszer zavara miatt annak okozata-e.

4. A LIPIDPEROXIDACIO FOLYAMATA

A reaktiv oxigénszabadgyokok (ROS) olyan gyokok vagy molekuldk, amelyek
minden aerob szervezetben megtalalhatok (Dickinson és Chang 20r11). K6z06s jel-
lemz6jiik, hogy kiils6 elektronhéjukon parositatlan elektront tartalmaznak, ez-
altal reaktivak, mivel valamely mds atomrdl vagy molekuldrdél elektront vonnak
el, igy tovabbi gyokképzbzést indukalnak (Jacob-Burri 1990).

Alipidperoxiddcio iniciacids 1épésében a ROS valamely tobbszorosen telitet-
len zsirsavrél egy elektront von el, aminek hatasara lipidgyok keletkezik, amely
ezt kovetSen a szomszédos kettss kotésekrsl von el elektronokat, és propagacio
indul meg (1. dbra). Ennek soran konjugélt diének és triének keletkeznek (Takagi
et al. 1987). A folyamat terminacids szakaszdban degraddlddnak a zsirsavmoleku-
14k, aminek sordn metastabil termékek, igy malondialdehid vagy 4-hidroxi-2-no-
nendl keletkeznek. A lipidperoxidacids folyamatok kovetkeztében a membranok
elvesztik integritasukat, fluiditdsukat, valamint permeabilitisuk is né (Gutte-

ridge-Halliwell 1989), ami sejtpusztuldshoz vezet (Mézes-Matkovics 1980).

Lipid Lipid-peroxid Lipid-hidroperoxid
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H
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1. dbra: Alipidperoxidacio folyamata
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A szervezetben szdmos élettani folyamat sordn is képz&dik ROS, példaul egyes
enzimatikus folyamatok vagy a mitokondridlis 1égzési lanc sordn (Murphy 2009).
A ROS-képz6dés fizioldgias szinten tartdsit a bioldgiai antioxiddns védelmi
rendszer biztositja, amennyiben azonban a ROS-képz&dés és az antioxidins
védelem egyenstlya felbomlik, oxidativ stressz alakul ki (Sies 1991).

Oxidativ stresszt az allati szervezetet ér§ barmely stresszhatds is el§idéz-
het, igy példdul a mikotoxin-terhelés, amelynek oka lehet a fokozott mértékii
szabadgyokképz6dés vagy a nem kielégité antioxidans védelem (Surai-Fisinin
2015). Az ilyen stresszhatdsok ellen kialakuld valaszreakcidk értékelésére szamos
modellt dolgoztak ki, példaul az orvostudomanyban az tn. vitagén koncepcidt
(Calabrese et al. 2007), amelyet kés6bb baromfira is adaptéltak (Surai-Fisinin
2010). A vitagén koncepcid lényege, hogy a reaktivoxigén-vegyiiletek termel§dé-
se a szervezetben olyan szigndlként funkciondl, amely a védekezésben szerepet
jatszd szamos gént aktival. Ebbe a csoportba tartoznak az antioxidans enzimek
is. Egy masik modell az oxidativ stressz mértéke alapjan hatirozza meg a valasz-
reakcié mértékét, amelyet az in. hierarchikus modellben (2. dbra) foglaltak dssze

(Gloire et al. 2006).

Oxidativ stressz szintje

1 1
Lehetséges sejtvalasz Normaél i Ant’|OX|dans : Gyulladas Progr‘amo’zott
! védelem ' sejthalal
! !
1 1 .
Transzkripcios faktor/szignal utvonal Normal |i| Nrf2-iNfr2 | NFKB ~ iNFKB Mltokolnc.irlalls
' ' MAPK perturbacio/TNF
1 1
\ !
1 1
Kialakulé valasz Normal | ARE ' NFKB/AFT—1 Membrén-
'| Antioxidans |! GYU”lafjf*S‘ Qermeabllltas
| fehériek |1 fEhe"JEIf és transzport,
|| expresszigja |1 | expresszioja citoszkeleton-
| (GSH, GPx, KaT, |1 | (citokinek, valtozasok
' gOD)’ | interferonok,
' . interleukinek)
1 1

2. dbra: Az oxidativ stresszre adott sejtszint(i valaszok hierarchikus modellje
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Ez utébbi modell szerint az alacsony szint(i oxidativ stressz hatdsira az antioxi-
dans enzimek génexpresszidja indukal6dik, ami a Keap1-Nrf2-Antioxiddns véla-
szelem (ARE) titvonalon (3. dbra) keresztiil valosul meg (Moi et al. 1994). Ennek
kulcseleme az Nrfa (nuclear factor Ez2-related factor 2) transzkripcids faktor.
Az ARE folyamatos aktivilédasinak elkeriilése érdekében azonban termel6dik
egy Nrf2 represszor fehérje (Keapr vagy iNrf2) is, amely azt a citoszolban meg-
koti, majd ubiquinizdciét kovetden a proteoszémaban lebomlik (Kaspar et al.
2009). Oxidativstressz-koriilmények kozott viszont csokken a Keapr Nrfa-hoz
valé kotédése, és foszforilaciot kovetSen bejut a sejtmagba, ahol aktivalja az anti-
oxidans vélaszelemet. Ennek hatdsara olyan gének expresszidja indukalédik,

amelyeknek szerepiik van az antioxiddns védelemben (Petri et al. 2012).

©

ARE
indukalasa
(enyhe oxidativ stressz)
Keap1 degradacidja
Nrf2 felszabadul, és
bejut a nukleuszba

/ Proteinszintézis \

GPx GPx
mRNS mRNS

Proteoszéma

Oxidativ stressz szignal = Keap1
Citoplazma Fiziologias allapot = Nrf2
DEGRADACIO

3. dbra: A Keap1-Nrf2-Antioxidins valaszelem (ARE) titvonal

Forrds: Lushchak 2011 nyomén

Amennyiben az oxidativ stressz mértéke elér egy kritikus szintet, aktivalodik
a programozott sejthaldl szigndl dtvonal, és a tumor nekrdzis faktor (TNF) hata-
sdra, valamint a kaszpdz-kaszkdd aktivaléddsaval mitokondriumok perturbacidja
kovetkezik be. A sejtek - a membranalkotd tobbszorosen telitetlen zsirsavakat

tartalmazé foszfolipidek oxidativ kdrosoddsa révén — olyan mértékben karosod-
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nak, hogy azt az antioxidins védérendszer mar nem képes kontrollalni, ennek

hatdsara nekrézis alakul ki (Choi et al. 20009).

5. A BIOLOGIAI ANTIOXIDANS RENDSZER

Az oxidativ stressz hatdsainak kivédésére az evolucié soran kialakult a bioldgi-
ai antioxiddns védelmi rendszer (Sies 1997). Ebbe a rendszerbe kis molekulato-
megli antioxidinsok és enzimek tartoznak. A nem enzimatikus védelem egyik
legfontosabb tagja a glutation (GSH), egy tripeptid. Szintézisének kulcsenzime
a glutation-szintetdz, amely a glutamdt és cisztein kapcsoldddsat kovetSen egy
glicint kapcsol a peptidlanchoz (Espinosa-Diez et al. 2015). A GSH oxidaciéjat
kovetben glutation-diszulfiddd (GSSG) dimerizalédik. A GSH a glutation-pe-
roxiddz (GPx) és a glutation-S-transzferdz (GST) ko-szubsztritjaként részt vesz
az enzimatikus antioxiddns védelemben is. A GSSG redukcidjit a glutation-re-
duktaz (GR) végzi, hidrogéndonorként NADPH-t felhaszndlva (4. dbra).

Az antioxiddns védelem enzimjei a szuperoxid-dizmutdz (SOD), a kataldz
(CAT), a glutation-S-transzferdz (GST) és a glutation-peroxidiz (GPx). Az anti-
oxiddns enzimek olyan médon semlegesitik a reaktiv oxigéngyokoket, hogy azo-

kat redukalé reakcidkat katalizalnak (Espinosa-Diez et al. 2015).

H-O + O»

>
SOD GPX

Oz HxO; ——& H2O
GSH GSSG

>

GR

NADP" NADPH

G-6-PDH

4. dbra: Az antioxidans véddrendszer f6bb elemei
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Vizsgilataink kozéppontjdban a GPx allt, amelyr6l brojlercsirkék majaban ki-
mutattdk, hogy 30%-a szeléndependens GPx, 42%-a pedig szelénindependens
(GST), mig az altalunk vizsgalt GPx4-aktivitas 28% (Miyazaki és Motoi 1992). Ha-
lakban, ezek kozul pontyban, a GPx4 két formajat (gpx4a, gpx4b) azonositottak,
és megidllapitottak, hogy pontyban a gpx4a mRNS-szintje nagyobb, mig a gpx4b
mRNS-szint alacsony (Hermesz-Ferencz 2009).

A glutation-S-transzferdz enzimcsaldd els6sorban a Fazis 11 detoxifikdl6 en-
zimek kozé tartozik, amelyek glutation segitségével az elektrofil xenobiotiku-
mok konjugicidjat katalizdljak (Liu et al. 1993). Ezen tilmenéen nem szelén-
dependens glutation-peroxiddz-aktivitdssal is rendelkeznek (Rahman 2007).
A harmadik védelmi vonalba tartoznak az Gn. repairmolekuldk és -enzimek, igy

az ltalunk is vizsgalt glutation-reduktaz (GR) (Davies 2000).

6. SAJAT VIZSGALATOK

Vizsgalataink elsddleges célja a hipotézisben felvizolt probléma megoldasa, azaz
az ok-okozat kérdésének megvalaszoldsa volt. Elsg 1épésként hagyomanyos,
hosszu tavuy, terheléses kisérletek sordn kovettitk nyomon T-2 toxin terhelés so-
rdn a lipidperoxidacios folyamatokat és a glutation redox rendszer valtozasait.
Vizsgalataink ezen szakaszdban a kivdlasztott paraméterek mennyiségének/akti-
vitdsanak vdltozdsara koncentraltunk, az ezeket befolydsolé molekularis mecha-
nizmusok nyomon kovetése nélkiill. A masodik szakaszban ujszerd, rovid tavu
vizsgalati protokollt dolgoztunk ki, amelynek soran az volt a hipotézisiink, hogy
a hatdsok hosszt tdvon esetleg neutralizilédhatnak, mig révid tdvon a T-2 toxin
direkt hatdsait lesz médunk detektalni. Vizsgilataink ezen szakaszdban a hagyo-
manyosnak tekintheté biokémiai vizsgilatok mellett mar a szabdlyozasi Gtvo-
nalak egyes lépéseire is figyelmet forditottunk, elsé 1épésként a génexpresszio
szintjén.

Mikotoxinok termeltetése: A kisérletekhez felhasznalt mikotoxinokat kol-
labor4cié keretében az MTA-KE Mikotoxinok az Elelmiszerldncban Kutatdcso-

port bocsétotta rendelkezéstinkre. A mikotoxin termelése kukoricadara-szubszt-
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rdton tortént, a T-2 toxin esetében a Fusarium sporotrichioides NRRL 3299-es
torzs felhasznaldsaval.

A lipidperoxidicios markerek mérési modszerei: A folyamat inicidci-
0s 1épése sordn keletkezd konjugdlt dién és trién tartalmat AOAC-modszerrel
mértik 2,2,4-trimetil-pentdnnal tortént extrakciot kovetéen. A malondialdehid
(MDA) mint a tobbszorosen telitetlen zsirsavak peroxidicidja sordn keletkezd
metastabil végtermék mérését a Matkovics et al. (1988) dltal mddositott mod-
szerrel mértik.

A glutation redox rendszer egyes elemeinek mérési médszerei: A redukalt
glutation koncentraciét a majmintdk 1:9 homogendtum 10 000 g szupernatans
frakcidjdban Sedlak és Lindsay (1968) mddszerével mértitk. A GPx aktivitasat
azonos rendszerben hatdroztuk meg GSH és kumol-hidroperoxid koszubsztra-
tok jelenlétében, végpontos direkt assay-vel (Matkovics et al. 1988). A mjj 1:9
homogenatumok 10 0oo g szupernatans frakciéjanak fehérjetartalmat Lowry et
al. (1951) mddszerével mértiik.

Génexpresszios vizsgalatok (RNS-tisztitds és reverz transzkripcié PCR): A ki-
sérleti dllatok majmintaibél RNS-t tisztitottunk. Mintanként 1000 ng RNS-bdl,
randomnonamerrelvégzettreverztranszkripciéval cDNS-t,majd abbdl kezelésen-
ként poolokat hoztunk létre, és ezekbdl zajlottak a gPCR-mérések, SYBRGreen
modszerrel. A primereket szakirodalmi adatok alapjan vélasztottuk ki (Her-

mesz-Ferencz 2009; Jiang et al. 2015).

6.1. A szubkronikus T-2 toxin terhelés hatisainak vizsgalata baromfiban

Hossza tava (28 napos) kisérletiinkben brojlercsirkéknél nem tapasztaltuk a li-
pidperoxiddciés folyamatok intenzitdsinak novekedését, s6t az enzimatikus
antioxidans rendszert is csupdn mérsékelten aktivilta a T-2 toxin expozicié
(5. dbra). Hasonlé megallapitdsokat tettek egy masik (17 napos) vizsgalatban is
(Frankic et al. 20006). Yang et al. (2016) ugyanakkor brojlercsirkékben T-2 toxin
expozicié hatdsdra in vitro és in vivo modellekben egyarant leirtdk az antioxi-
dans védelmi rendszer enzimatikus tagjainak aktivitdsnovekedését, s6t a GPx

génexpressziojanak novekedését.
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5. dbra: Brojlercsirke-majhomogenizatum GPx4 aktivitidsanak valtozasa

szubkronikus T-2 toxin terhelés hatdsara

6.2. A szubkronikus T-2 toxin terhelés hatdsainak vizsgalata pontyban

Halak antioxiddns rendszerére és lipidperoxidacids folyamataira vonatkozo-

an jelenleg kevés adat 4ll rendelkezésre a mikotoxinok hatasaival dsszefiiggés-

ben (Anater et al. 2016). Megéllapitottak, hogy a T-2 toxin hatdsira a gluta-

tion-S-transzferdz (GST) aktivitisa nétt a ponty majiban (Kravchenko et al.

1989). Itt bemutatott vizsgdlatunkban a lipidperoxidiciés markerek nem mu-

tattak véaltozdst, s6t nem valtozott a GSH-szint sem, viszont a harmadik hétre

szignifikinsan csokkent a GPx4-aktivitas (6. dbra).
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6. dbra: A GPx4-aktivitds valtozdsa ponty majiban
szubkrdnikus T-2 toxin terhelés hatdsara
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A hosszu tavu vizsgalatok eredményei alapjan Ggy tlnt, hogy a T-2 toxin koz-
vetlentil nem indukal lipidperoxidacids valtozasokat, azaz a hatdsok hatterében
feltehet6en az antioxiddns védelmi rendszer csokkent hatékonysigu miikodése
all. Ami azonban hosszabb tidvon, a xenobiotikum-transzformaciés folyama-
tok aktiviciéjanak eredményeképpen fokozddik, a mikotoxinok, igy a T-2 toxin
detoxifikicidja. A hosszu tavu vizsgdlatok eredményei azonban - dsszhangban
akordbbi szakirodalmi adatokkal - részben ellentmondé eredményekre vezettek.
Felmerdlt viszont, hogy rovid tavu terhelési protokoll alkalmazdsaval, a xeno-
biotikum-transzformdacié adaptacidéjanak hidnya miatt a T-2 toxin kozvetlen
hatdsai korrektebb médon is kimutathatok lehetnek. llyen rovid tavu, gazda-
sagi allatokkal végzett, in vivo vizsgilati eredmény azonban csak kevés taldlhaté

a szakirodalomban.

6.3. Akut T-2 toxin terhelés hatdsa baromfiban az életkor fiiggvényében

Ezzel a vizsgalattal kettds célunk volt. Fel kivintuk mérni a révid tavd terhelés
soran kialakulé hatdsokat a lipidperoxidacids folyamatokra és a glutation redox
rendszerre, Osszefliggésben az életkori valtozdsokkal is. Utdbbi célkitlizésiink
hatterében az a feltételezés dllt, hogy a korai életszakaszban (egyhetes életkor)
még kevéssé fejlett a xenobiotikum-transzformdald enzimrendszer, ezért feltehe-
téen a hatasok is markdnsabban jelentkeznek.

A vizsgalat eredményei azonban csak részben tdmasztottak ald feltétele-
zésiinket, mert példdul amig egyhetes korban a lipidperoxidicids paraméterek
lényegében nem valtoztak, addig haromhetes korban mar jelent6sen megnétt
a lipidperoxidacié termindlis szakaszara utalé malondialdehid mennyisége.

A fokozott lipidperoxidacié viszont csak részben és nem konzekvens mo-
don aktivélta az antioxiddns rendszert. Igy példdul csak haromhetes életkorban
nétt a redukalt glutation mennyisége (7. dbra) és a GPx4 aktivitdsa (8. dbra). Ez
az életkorral 6sszefliggd eltérés feltevésiink szerint a posztnatalis fejlédés sordn
folyamatosan kialakul6 adaptdciés mechanizmusokkal lehet kapcsolatban.

A GPx4 gén expresszidjaval kapcsolatban véleményiink szerint vagy a T-2

toxin terhelés altal kivaltott atioxiddns stressz mértéke nem érte el azt a szintet,
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amelynek hatdsdra bekovetkezett volna az antioxidins vélaszelem aktivacidja,
vagy a Keap-1/Nrf2/ARE utvonal aktivacidjanak hatdsa a vizsgdlt id6tartam alatt

a GPx4 génexpresszid szintjén még nem érvényestilt (9. dbra).
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7. dbra: Brojlercsirkemdj GSH-koncentricidjanak valtozasa
akut T-2 toxin terhelés hatdsira egyhetes (A) és haromhetes (B) életkorban
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8. dbra: Brojlercsirkemdj GPx4-aktivitdsdnak véltozdsa

akut T-2 toxin terhelés hatdsira egyhetes (A) és haromhetes (B) életkorban
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9. dbra: Brojlercsirkemdj GPx4 gén expresszidjanak valtozasa
akut T-2 toxin terhelés hatdsara egyhetes (A) és haromhetes (B) életkorban

6.4. Eltér6 dozisban adagolt T-2 toxin akut terhelés hatdsa pontyban

Pontyok mdjaban a T-2 toxin terhelés hatdsara az egyszeri per os kezelést kovetd
16. érdban emelkedett meg szignifikdns mértékben mind a GSH-koncentracio
(ro. dbra), mind a GPx4-aktivitas (11. dbra). Ez az id6szakasz egybeesik a takar-
manyrészek bélcsatornan valé dthaladisinak idejével az adott tartdsi hémérsék-
leten, azaz erre az id§pontra a takarmannyal bejuttatott T-2 toxin feltételezhetd-
en mar felszivodott a bélcsatornabdl, és ez idézte el6 a valtozdsokat, ugyanakkor

a lipidperoxidaciés paraméterek ebben az idészakban nem mutattak lényegi

véltozdsokat.
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10. dbra: A maj GSH-koncentracidjanak valtozasa ponty majaban
akut T-2 toxin terhelés soran
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11. dbra: A méj GPx4-aktivitdsanak valtozdsa ponty majaban
akut T-2 toxin terhelés sordn

Mivel feltételeztiik, hogy fokozott oxigénszabadgyok-képz&dés miatt a T-2 toxin
hatdsara aktivdlodnak a lipidperoxidacios folyamatok, azt is szitkségesnek tar-
tottuk megvizsgalni, hogy ez az oxidativ stressz a hierarchikus modell alapjin
milyen erdsségtinek tekinthetd. Ennek eldontésére alkalmasnak itéltiik a Keapi/
Nrf2 ttvonal nyomon kévetését, azaz a Keapr (12. dbra) és az Nrf2-génexpresszid
(13. dbra) mértékének viltozdsat vizsgalni.
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12. dbra: A Keap-1-génexpresszio valtozasa ponty majaban
akut T-2 toxin terhelés sordn
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13. dbra: Az Nrf-2-génexpresszi6 valtozdsa ponty majaban
akut T-2 toxin terhelés soran

A Keap-1 és az Nrf-2 gének expresszidja részben azonos mértékben és irdnyban
valtozott a kisebb dézisok hatdsira, a nagyobb dézis esetén viszont a fokozott
mértékli Keap-1-génexpresszié csokkent Nrf-2-génexpresszioval tarsult. Ezek
ismeretében megvizsgaltuk a GPx4 gének expresszidjat is, hogy az ARE aktiva-
cidja, illetve gétldsa is felmérhetd legyen. A két GPx4 gén kozel azonos irdnyu

és mértékii viltozdsokat mutatott, ezért itt a GPx4a-génexpresszid véltozdsit
mutatjuk be (14. dbra).
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14. dbra: A GPx4a-génepxresszid véltozdsa ponty majdban

akut T-2 toxin terhelés sordn
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A GPx4 valtozasa arra utal, hogy a Keap-1/Nrf-2 szabdlyozdsi utvonal génexp-
resszidszinten részben magyardzza az antioxidans valaszelem (ARE) aktivacidjat,
illetve gatlasat. Tendenciajellegében pedig arra utal, hogy a T-2 toxin hatdsara,
nagyobb T-2 toxin terhelés esetén fokozddik a Keap-1, de csokken az Nrf-2
gének expresszidja, mig a GPx4a gén expresszidja né. Ezt az eredmény azzal
magyardzhato, hogy a Keap-1 és az Nrf-2 hatdsa fehérjeként érvényestl, amely

csak bizonyos id6beli eltéréssel szintetizalddik a transzkripcidt koveten.

6.5. Az antioxiddns rendszer timogatasa a T-2 toxin altal kivaltott oxidativ

stressz hatdsaival szemben, gyogynovénykivonatok felhasznalasaval

A T-2 toxin ROS-képz&dést indukdld hatasat alapul véve kézenfekvének tiint,
hogy a kedvez6tlen hatdsok csokkentésére alkalmasak lehetnek az antioxidan-
sok. Ezek koziil sajat vizsgalataink soran a fokhagymaolaj, valamint egy gydgy-
noévénykeverék hatdsat vizsgaltuk.

A fokhagymaolaj hasznalatat korabbi eredményeink koztil azok indokoltak,
amelyek szerint az oxidativ stressz korai szakaszdban, arra valaszként megné
a GSH termel6dése, amelyet irodalmi adatok szerint a fokhagymaolajban 1évé
bioaktiv szulfidril vegytiletek is timogathatnak (Wu et al. 2001). Ezt a feltevést
tdmasztja ald sajat vizsgdlatunk erdménye is (15. dbra), amely szerint fokhagy-
maolaj hatdsdra nagy dézisu T-2 toxin terhelés hatdsdra né a maj GSH-tartalma.
Az eredmények alapjan tehat levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a fokhagyma-
olaj bizonyos koncentricidtartomanyban T-2 toxin terhelés sordn hatékonyan

tdmogathatja a m4j antioxidans védelmét.
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15. dbra: Fokhagymaolaj-kiegészités hatdsa
brojlercsirkék majanak GSH-tartalmara T-2 toxin terhelés soran

Az eredmények alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a vizsgalt gyogy-
novénykeverék jol ismert majvéds, ezen belill részben antioxiddns hatdsa révén
kedvez& hatast fejthet ki T-2 toxin terhelés soran. Ebben szerepe lehet a keveré-
ket alkotd egyes gydgynovények bioaktiv hatéanyagai azon - ma mar ismert -
hatésanak is, hogy indukaljdk egyes xenobiotikum-transzformdcidban részt vevé
gének (Sasaki et al. 2005), {gy az dltalunk is vizsgalt glutation-szintetdz expresszi-

6jat (16. dbra), amelynek hatdsira a GSH szintézise is fokozddik (17. dbra).
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16. dbra: Gybgynovénykeverék hatdsa brojlercsirke méjanak

glutation-szintetdz gén expresszidjara T-2 toxin terhelés sordn
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17. dbra: Gyogynovénykeverék hatdsa
brojlercsirke majanak GSH-tartalmdra T-2 toxin terhelés sordn

Eddig elért eredményeink alapjan tehat levonhatok az alabbi kovetkeztetések:

o A hierarchiamodell alapjan a T-2 toxin mérsékelt ROS-képz6dést és kovet-
kezményesen lipidperoxidacios folyamatokat indukal.

o A ROS-képzOdés a terhelést kovetd id6 fliggvényében elébb gitolja, majd
noéveli a glutation redox rendszer mennyiségét/aktivitdsat befolydsold gének
expressziojat, aminek hatterében a Keapi-Nrf2—-ARE szabalyozdsi ttvonal

ROS indukdlta véltozasai 4llnak.

7.JOVOBENI KUTATASI TERVEK

Kutatdsaink eddigi eredményei alapjan korvonalazddni latszik egy olyan haldzat,
amely az oxidativ stresszhatdsokat el6idéz6 tényez&k altal eldidézett, az altalunk
vizsgalt mikotoxinok molekuldris szinten bekovetkezd valtozasait jellemezheti,
annak fliggvényében, hogy a hatds milyen erésségii oxidativ stresszt idéz eld.

A halézat szdmos eleme ma még nem ismert, minél pontosabb feltardsuk -

nem csupdn in vivo, de in vitro rendszerekben is - tovébbi kutatasaink egyik 6 célja.
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Tovabbi célunk az egyes mikotoxinok kozotti szinergens, additiv vagy an-
tagonista hatdsok felmérése, miutdn a gyakorlatban a gazdasagi allatok altal fo-
gyasztott takarmanyok nem egy adott mikotoxinnal, hanem 4ltaldban azok nem
pontosan ismert Osszetétel(i keverékével szennyezettek.

A gyakorlat szamdra szintén fontos adatokkal szolgdlhatnak azok a mosta-
niban megkezdett kutatdsaink is, amelyek célja természetes eredeti anyagok,
kilondsen a nagy antioxidans tartalommal rendelkez6 fitobiotikumok lehetsé-

ges hatdsanak felmérése a mikotoxinok karos hatdsainak csokkentése érdekében.

8. KOSZONETNYILVANITAS

Kutatdsainkat els6sorban hazai, emellett nemzetkozi egyiittm(ikddé partnerek
segitették, akik egyrészt hozzdjarultak kutatdsaink elméleti hitterének megala-
pozasihoz, a kollaboracidk keretében pedig olyan metodikai segitséget kaptunk,
amely nélkil itt bemutatott eredményeink lényegesen szerényebbek lettek volna.

Hazai és kiilfoldi partnerintézmények: Kaposvari Egyetem Elettani és
Allathigiénia Intézeti Tanszék, MTA-KE Mikotoxinok az Elelmiszerlancban
Kutatécsoport, MTA KOKI Molekuldris Neuroendokrinolégia Csoport, Pannon
Egyetem Georgikon Mezdgazdasdgtudomanyi Kar Allatélettani és Takarmanyo-
zastani Tanszék, Scottish Agricultural College, Auchincruive (Skécia), University
of Thessaloniki, Thessaloniki (Gorogorszag), Friedrich Loeffler Institut, Institute
of Animal Nutrition, Braunschweig (Németorszag).

Kiilon koszonetet szeretnék mondani a Szent Istvidn Egyetem Mez&gazda-
sag- és Kornyezettudomanyi Kardnak a lehet&ségért, hogy kutatdsainkat folya-
matosan folytathattuk. K6szoném volt és jelenlegi kollégdimnak, doktorandu-
szaimnak és didkjaimnak, akik munkdja nélkil a bemutatott kisérleteket nem
tudtam volna elvégezni. Otleteikkel, olykor tandcsaikkal, de mindenekel6tt
a kutatds irdnti elkotelezettségiikkel nagymértékben hozzajarultak, hogy kutata-
saink szamos sikertelen prébalkozas mellett olykor kivalé eredményeket hoztak.

Koszonet illeti azokat a kollégakat, akik megtiszteltek azzal, hogy k6z6s pro-

jekteken dolgozhattunk az MTA-KE Allattenyésztési és Allathigiéniai Kutatécso-
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port (2006-2011), majd az MTA-KE Mikotoxinok az Elelmiszerldncban Kutaté-
csoport (2011-2017) keretében.

Végiil, de nem utolsésorban haldval tartozom mesterimnek, hogy elinditot-
tak a kutatéi palydn, csalidomnak pedig azért a biztos hattérért, amely munkds-

sdgom alapjat szolgdltatta.
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