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1. BEVEZETES

A mikotoxinok, mint a mikroszkopikus penészgombak masodlagos anyagcseretermékei a
mindennapi szant6foldi munka, takarmanyozas €s élelmezés szinterén jelen vannak, ezzel adva
szamos feladatot a szakembereknek. Nagyszamt informacio érheté el hatasaikrol, melyek
gazdasagi allatok esetében a teljesitmény romlasaval, kiilonféle nem specifikus tiinetek
kialakitasaval hozhato dsszefiiggésbe. Emellett a legtobb esetben a mikotoxinok rendelkeznek sejt
és szovet szinten is specifikus karosito tulajdonsaggal. Egyik gyakori hatas a lipidperoxidacio, az
oxidativ stressz kialakitdsa és az antioxidans védekezd rendszer gatldsa, mely igen jellemzo a
trichotecénvazas mikotoxinokra (DON, T-2), illetve az aflatoxinra egyarant. A kialakul6 oxidativ
stressz egyik artalmas hatasat a DNS szintjén is tapasztalhatjuk, am ezek kapcsoltsagara, egyiittes
vizsgalatara még igen kevés kisérlet iranyult (Zhang et al. 2009, Awad et al. 2012). Ezért is
lényeges a mikotoxinok hatasanak vizsgalatat Kiterjeszteni a DNS-re is.

A DNS az élet ¢épitd egysége, az ¢let fenntartasdnak alapja, a biologiai funkciok
kialakitasahoz nélkiilozhetetlen. Barmilyen moddositdsa, moédosulasa az élet folytonossaganak
megakadasiahoz, a genetikai informacié megvaltozasahoz vezethet. A DNS minden alegysége
szenvedhet karosodast, képzddhetnek tobbek kozott 1€ziok, kiilonbozd tipusu torések. Ennek
kovetkeztében pedig szamos negativ hatas mehet végbe, a DNS replikacidjanak megallitasatol a
sejt halalaig vagy daganatos elvaltozasok elinditasaig (Jena 2012). A DNS karosodasat okozhatjak
belsd elvaltozasok, mint az 6regedés, illetve kiilsé behatasok, mint xenobiotikumok, kemoterapids
szerek vagy a takarmanybodl, élelmiszerekbdl felveheté mikotoxinok is (Dizdaroglu 2012). A karos
hatasok kimutatdsdra, a karosodas mértékének megallapitdsira, a potencidlisan DNS karositd
agensek szlrésére, vizsgalatara mindezen okokbol sziikség van, amit a folyamatosan fejlodo
vizsgalati modszerek tdmogatnak. Fontos szem eldtt tartani, hogy a vizsgalati mddszernek minél
inkabb objektivnek, hatékonynak és reprodukalhatonak kell lennie. Genotoxikus anyagok
vizsgalata soran altaldnosan elterjedt mdodszer a comet assay, mely alkalmazhat6 szinte minden
fajban, minden szovettipus esetében. Elényei mellett jocskan sorakoznak hatranyai, limitalo
tényez6i, amikkel én is szembesiiltem vizsgalataim soran (Klaude et al. 1996, Olive & Banath
2006). Igy a fent emlitett paramétereknek jobban megfelel egy viszonylag j technika, a LORD-
Q PCR (Lehle et al. 2014). Ezt a modszert eredetileg human sejtvonalak vizsgalatara fejlesztették
ki. Célom volt ezen eljaras adaptalasa és felhasznalasa tyuk, illetve ponty fajok mikotoxin okozta
DNS karosodasanak vizsgélatara.

A szervezet mindennap kiizd a DNS javitasaért, mivel természetes koriilmények kozott is
naponta 10000 DNS sériilés kovetkezik be egy sejtben becslések szerint (Carusillo & Mussolino
2020). Ezen karosodasok kijavitasaért, kikiiszoboléséért felelos a DNS javitd rendszer, mely
szamos utvonalon keresztiil végzi az adott karosodasra specifikus javitast. A kiillonb6zd javitasi
mechanizmusok ¢€s tutvonalak, illetve az azokat milkodtetd fehérjék kapcsolatban allnak
egymassal, egyes fehérjék tobb javitasi utvonalban is betdltenek szerepet (Sottile & Nadin 2018).
Az altalam vizsgalt mikotoxinok (T-2, DON, aflatoxin B1, szterigmatocisztin) altal okozott DNS
karosodas és a DNS javitas egymasrautaltsdganak elemzéséhez kiilonb6zd géneket véalasztottam
ki, mellyel eltérd javitasi utvonalban vesznek részt.

A DNS karosodas és az azt javitd mechanizmusok kapcsolatarol rendelkezésre allo
ismereteink meglehetdsen hianyosak, pedig ezen folyamatok egyiittes vizsgalata adhat pontos
képet a molekularis szinten lezajlo valtozasokrol. Igy vizsgalataim alatt megfogalmazott célokon
keresztiil kiemelten foglalkoztam ezen Osszefliggések felderitésével. A kivalasztott két faj
megfeleld kisérleti modell a kitlizétt célokhoz, mivel a tyuk faj jellemzden, a ponty faj pedig
novekvo tendencia altal érintett a gabonafogyasztas révén a mikotoxinok kartételében.



1.1. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran célom volt felmérni a DON, T-2, aflatoxin B1 és szterigmatocisztin
mikotoxinok DNS karosité hatasat ponty, illetve T-2, aflatoxin Bl és a szterigmatocisztin
mikotoxinokét tyuk fajban.

A vizsgalatok elvégzéséhez egy, mind a négy toxin hatasanak vizsgalatahoz igazodo,
objektiv, hatékony és iddben is elényds, PCR alapt mddszer adaptalasa és alkalmazasa is célom
volt mindkét faj esetében, melynek részeként a kivalasztott modszer alkalmazhatosagat Ossze
kivantam hasonlitani a leggyakrabban alkalmazott comet assay-vel, annak tyik majra torténd

Emellett célom volt feltérképezni a DNS javité mechanizmusok valtozasat, ezzel képet
kapni a vizsgalt mikotoxinok DNS javité génekre gyakorolt hatasarol. Ennek okan célom volt a
DNS javitasban szerepet jatszo gének kivalasztasa ponty és tyuk fajok szamara, majd a géneket
vizsgalo rtPCR optimalizalasa, illetve a legmegfelelébb belsé kontroll gén kivalasztasa.

Tovabbi célom volt az irodalomban kozolt aflatoxin Bl és szterigmatocisztin 10x-es
hataskiilonbségének megerdsitése vagy cafolasa.

A tyuk fajban ezen vizsgalatokat kiegészitve célom volt szovettani vizsgalatokkal is
alatdmasztani az aflatoxin B1, illetve szterigmatocisztin méjra gyakorolt karos hatésait.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Mikotoxinok jelentosége
2.1.1. T-2, HT-2 és DON mikotoxinok

A mikotoxinok trichotecén csoportjat négy tovabbi részre lehet osztani, az A, B, C és D
trichotecénekre, melyeket Fusarium penészgombak termelnek, am kisebb volumenben
Stachybotrys, Myrothecium, Cephalosporium, Verticimonsporium ¢és Trichotheciu fajok is
képesek ezen mikotoxinok termelésére (Wu et al. 2010). Gyakran ¢és nagy mennyiségben
talalhatoak meg kukorica és gabonafélék (rozs, zab, buza, arpa) magjaban, majd azok feldolgozott
termékeiben (Moss 2002, Schuhmacher-Wolz et al. 2010, Wu et al. 2010, Heidtmann-Bemvenuti
etal. 2011, Somoskdi et al. 2012).

A T-2 toxin (4P, 15 diacetoxi-8a (3 metilbutiriloxi) 3a hidroxi 12,13-epoxitrichitec-9-én)
az A tipusu trichotecénvazas vegyiiletek csaladjaba tartoz6 mikotoxin (Shokri et al. 2000, Weber
et al. 2005; Somoskdi et al. 2012, Zhuang et al. 2013). A trichotecének dontden zsiroldékony
vegyitiletek, igy konnyedén képesek bejutni a sejtbe, peptidil-transzferazhoz kotédnek. A T-2 toxin
kimondottan nagy affinitast mutat a transzpeptidazokkal szemben, melyek a riboszoma egyik
fontos alegységét alkotjak. Igy gatolja a fehérje-, kozvetve pedig a DNS (dezoxiribonukleinsav)-
¢s az RNS (ribonukleinsav)-szintézist (Somoskdi et al. 2012, Zhuang et al., 2013). A T-2
mikotoxin igen gyorsan metabolizalodik, ennek kovetkeztében jon létre a HT-2 toxin, akut
toxicitasuk hasonléan alakul. Mint A tipust trichotecénvéazas vegyiiletekre jellemzd, hogy a
12,13-epoxid gytirti felelds a toxicitasért elsddlegesen (Varga & Toth 2005, Li et al. 2011), illetve
a C9-C10 atomok kozott kettds kotés talalhatd (Schuhmacher-Wolz et al. 2010).

Leggyakrabban a mérsékelt égovon fellelheté Fusarium nemzetségbe tartozo nektrotrof
polifag fitopatogén penészgombak (elsésorban az F. sporotrichoides, F. poae és F. graminearum)
termelik a T-2, HT-2 toxinokat (Schuhmacher-Wolz et al. 2010, Somoskéi et al. 2012, Stoev
2015). Leginkabb iddjarasi koriilmények, a gabonaszem sériilései és a nedvességtartalom
hatarozza meg a T-2 toxin és egyb mikotoxinok termelddésének mértékét (Schuhmacher-Wolz et
al. 2010). A toxintermeléshez ideélis a magas paratartalom, illetve a 6-24 °C ko6zotti hémérséklet
(Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011).

Ezek a penészgomba fajok a szant6foldon, de a tarolas soran is szennyezhetik a gabonat.
A toxinjaik tobbsége pedig ellendll a hagyomanyos élelmiszer- és takarmany-eldallitasi
folyamatok soran alkalmazott kezeléseknek, igy azok jelenléte kimutathaté az allati
takarmanyokban és akar alapvetd emberi élelmiszerekben is (Schuhmacher-Wolz et al. 2010,
Somoskdi et al. 2012). A T-2, HT-2 stabil marad semleges és savas koriilmények kozott is.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a toxin egy része érintetleniil 4thalad a bélcsovon, majd a
bélsarral kitiriil a szervezetb6l. A gyomorban nem hidrolizal. A felszivodas elsGsorban a
vékonybélbdl torténik, majd a portalis keringéssel a majba jut. Onnan részben metabolizalodva az
epén at visszajuthat a bélcsébe vagy a vérkeringésbe jut. A vérkeringés altal az izmokba, tejbe,
tojasba kertilhet, illetve a vizeletbe a vesén keresztiil. A T-2 metabolikus 4talakuldsa torténhet
acetilacid, deacetilacio, hidroxilacid, de-epoxidacio, illetve konjugacié altal, karboxilészteraz €s
citokrom P450 enzimek segitségével. A metabolikus utvonal fiigg a fajtol, illetve a nemtdl
egyarant (Schuhmacher-Wolz et al. 2010, Wu et al. 2020). A HT-2 a T-2 C4 deacetilaciojanak
kovetkeztében jon létre nem specifikus karboxiészteraz segitségével (Schuhmacher-Wolz et al.
2010). Tyuk faj esetében legalabb 19 kiilonboz6 metabolit képzddhet a T-2 toxinbol dontden
hidrolizis, hidroxilacio, karboxilacio, illetve szulfat konjugacié altal (Wu et al. 2020).

A T-2 toxin a legtoxikusabbnak itélt trichotecénvazas mikotoxin, kiemelendé az akut
toxikussaga (Hafner et al. 2011, Osselaere et al. 2013). Eurépaban a Biomin cég 2020-as felmérése
szerint a mintak 32%-ban volt kimutathato (http2). A Nemzetkozi Rakkutatdo Ugynokég (IARC)
3-as kategoridba sorolta a T-2 mikotoxint, eszerint human karcinogenitds szempontjabdl nem
besorolhatd anyag (IARC 1993). Kiilonbozd allatfajokat tekintve (pl.: sertés, egér, patkany) az
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egyes baromfi fajok (tyukalkattiak) kevésbé érzékenyeknek mondhatoak a trichotecénekkel
szemben (Frankic et al. 2006, Awad et al. 2011), &m a kialakul¢ tiinetek tekintetében hasonldsag
mutatkozik (Schuhmacher-Wolz et al. 2010).

A DON (deoxinivalenol), mas néven vomitoxin a B tipusa trichotecénvazas vegyiiletek
kozé tartozik. E csoportra igaz, hogy a C8-as pozicidban karbonil csoportot tartalmaz. E
mikotoxint els6dlegesen a F. graminearum ¢s a F. culmorum fajok allitjak el6 (Moss 2002).

A DON legfébb metabolitia a DOM-1 (deepoxi-DON), mely a human és az allati
szervezetben is kimutathatd. Az atalakitadst a bélben €16 mikroorganizmusok végzik, am az
3-a DON transzformacioja DON-ra, illetve DOM-1-re, mig 15-a DON esetében deepoxi-15-a
DON, DON, illetve DOM-1 tekintheté metabolitnak (Wu et al. 2010). Brojlercsirkék esetében az
elfogyasztott DON mennyiség nagyobb része szinte teljesen abszorbealddik a gyomorban és a
vékonybélben. A vékonybél proximalis szakaszaban megy végbe a DON deepoxildlasa, mely
folyamat a végbél szakaszban nem mutathat6é (Awad et al. 2011).

A DON a leggyakrabban eléfordulé mikotoxin (Wu et al. 2010). Biomin 2020-ban végzett
vizsgalatabol kitiinik, hogy Eurdpaban a mintdk 60%-4ban volt jelen, Eszak-Amerikaban 75%-
ban, Azsidban 71%-ban (http2). Az IARC szerinti besoroldsa szintén 3-as kategériaba keriilt
(IARC 1993). Pietsch 2020-ban végzett kutatasaban a legnagyobb mikotoxin szintet DDGS-bél,
kukoricabodl, buzakorpabol és buizalisztbél mutatta ki. A median szcenariot figyelembe véve a
DON (57,74+4,8 pg/kg takarmany), fumonizin B1 (33,7+£6,0 ng/kg takarmany) és a T-2 (26,3+2,7
ug/kg takarmany) mikotoxinok voltak a leggyakrabban kimutatottak a 97 haltakarmany mintabol
(Pietsch 2020). Szintén haltakarmanyok esetében a mintak 92,9%-ban volt kimutathato DON és
57,1 %-ban fumonizin B1 Eszak-Afrikaban (Marijani et al. 2017). 2004 és 2013 kozott végzett
takarmanyvizsgalatok soran a mintdk 57%-aban detektaltak DON toxint, atlagosan 408 ug/kg
mennyiségben, amit a fuminizin B1 kovetett 55%-kal (Murugesan et al. 2015). Hazankban
legjellemzobben tomeg- és abraktakarmanyokban a Fusarium gombak altal termelt mikotoxinok
koziil a DON mellett a T-2 toxin jelent problémat (Szabo-Fodor et al. 2020). Ez mas orszagokban
is jellemz6, Pakisztanban a vizsgalt baromfi takarmény mintdk 34,65%-aban taldltak T-2
mikotoxint 100-7500 pg/kg szennyezettségi tartomanyban (Hanif et al. 2006). Kinaban a
haltakarmanyok 79,5%-aban talaltak T-2 mikotoxint 10-735 pg/kg tartomanyban (Deng et al.
2019).

Halak esetében az Eurdpai Unidban T-2 €s HT-2 mikotoxinok megengedett maximalis
értéke 500 pg/kg gabonafélék és azokbol késziilt termékek, kivétel zabkorpa esetében. DON-ra
vonatkozd  érték  gabonafélék és azokbdl késziilt termékekben, kivétel kukorica
melléktermékekben 8000 pg/kg, kukorica melléktermékekben 12000 pg/kg, kiegészitd és teljes
takarmanykeverékekben pedig 5000 pg/kg (Pietsch 2020). DON hatarérték befejez6 baromfi
takarmanyban, illetve kiegészitd- és teljesértéki takarmanyokban 5 mg/kg, gabonafélékben és
gabona készitményekben 8 mg/kg (Murugesan et al. 2015).

A T-2 és DON mikotoxinok hatésai

A T-2, igy a HT-2 mikotoxinok nem rendelkeznek specifikus tlinetekkel, jellemzd a
testtomeg csokkenés, takarmanyfelvétel csokkenése, bérirritacid, nyalkahartya felmarddas,
hanyas, majkarosodas, szaporodasbiologiai toxicitas, immunotoxikussag, neurotoxikussag,
apoptozis indukal6 hatas (Schuhmacher-Wolz et al. 2010, Li et al. 2011, Patil et al. 2014, Yang et
al. 2020, Wu et al. 2020). Ezeken kiviil a membran transzportot is negativan befolyasoljak,
aminosavak, nukleotidok, gliikdoz transzportjat gatoljak, illetve a mitokondrium elektron
transzportjat is (Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011). A T-2 legfobb célpontja a maj, mely szervben
szamos karos hatast képes kivaltani, mint példdul morfologiai, szovettani elvaltozasok,
lipidperoxidaciés folyamatok elinditasa (Kalantari & Moosavi 2010). A DON mikotoxinhoz
viszonyitva a T-2 toxin citotoxikusabb hatasi human és allati sejtekben egyarant, illetve akut
toxicitasa is jelentdsebb (Moss 2002, Fernandez-Blanco et al. 2018, Faisal et al. 2020). A DON
jellemzOen takarmanyvisszautasitast, hanyast, emésztési zavarokat 0Kkoz, gatolja a sejt

11



crer

csokkenést eredményez, &m oxidativ stressz kialakulasaért is felelés (Wu et al. 2010, Fernandez-
Blanco et al. 2018). Negativan befolyasolja az immunrendszert, az endokrin- és az idegrendszert
egyarant. A bél epithel sejtjeit nagymértékben képes karositani, mivel egyrészt ezen sejtek
nagyobb DON koncentracionak vannak kitéve, masrészt a fehérjeszintézist karositja, gatolja €s
ndveli az epithel sejtek ateresztoképességét. Ennek kdvetkeztében csokkent rezisztencia figyelhetd
meg a bélben fellépo fertd6zo agensekkel szemben. 7 napos csirkék esetében csokkent a testtomeg
10 ppm DON szennyezettség hatdsara, illetve a testtomeggyarapodas szignifikdnsan elmaradt a
kontroll csoporttdl 0-5. hétig tartd periddus alatt. A takarmany felvétel 5, illetve 10 ppm DON
szennyezés eredményeképpen csokkent mértékii volt a kisérlet alatt (Awad et al. 2019). Szintén
5 hetes DON-nal (1 és 5 mg/ takarmany kg) szennyezett takarmanyfogyasztas hatasara nem volt
kimutathat6 valtozas a takarmanyfogyasztasban, -értékesitésben, testtdmegben ¢€s testtomeg
gyarapodasban. Ellenben a bélbolyhok hosszaban szignifikans csokkenés kovetkezett be, ami a
bélbolyhok szignifikans feliiletvesztését is eredményezte mindkét dozis esetében (Awad et al.
2011). Kiilénboz6 sejtkultarakat (ponty agysejt, lazac vesesejt) dsszehasonlitva a szivarvanyos
pisztrang majsejtjei voltak a legérzékenyebbek DON kezelésre, csokkent sejt életképességet és
metabolikus aktivitast mutattak ki 800 ng/ml koncentracié esetében (Pietsch et al. 2011).

Kakasok esetében a szignifikansan csak az egyiittes T-2 (4 mg/kg) + DON (16 mg/kg)
szennyezés esetében mutatkozott szignifikans testtomeg gyarapodasban bekodvetkezett elmaradas,
illetve a csak T-2 mikotoxinnal szennyezett csoporthoz képest a T-2+DON csoportban
gyakoribbak voltak az oralis 1éziok, felmarodasok (Kubena et al. 1989).

50 és 100 ppb T-2 toxin nem eredményezett szignifikans eltérést testtdmeg-gyarapodas,
takarmanyfelvétel, takarmanyértékesités tekintetében, illetve a vér biokémiai paramétereiben
(szérum fehérje, koleszterin, hemoglobin, hugysav), am 150 és 200 ppb doézis esetében mar
szignifikans eltérés mutatkozott a kontroll csoporthoz viszonyitva (Singh et al. 2020). Ugyanez a
trend mutatkozott meg a maj relativ tdmege esetében is, csupan a 150 és 200 ppb ddzisu csoportok
tértek el a kontroll csoporttol. Megnovekedett a mé;j relativ tomege, valdsziniisithetden a T-2 altal
bekovetkezett fokozott lipid metabolizmus révén. E két csoportban szdvettani vizsgalat soran
nekrozisos gocpontok, gyulladasos elvaltozasok voltak megfigyelhetéek (Singh 2020).

A trichotecénvazas mikotoxinok serkentik a lipidperoxidaci6 folyamatat, ezaltal karosodik
a sejt membranja, majd a DNS-¢ is (Franki¢ et al., 2006). Az ochratoxinhoz viszonyitva a
T-2 toxin, illetve a zearalenon hatékonyabban képesek a ROS (reaktiv oxigén gyokok) generdlasra
(Bouaziz et al., 2008).

A T-2 toxin képes volt lecsokkenteni a total antioxidans statuszt (TAS) pecsenyecsirke
vérplazmaban, mig a DON nem tudott véghezvinni hasonlé mértékii negativ hatast. Szignifikans
AST (aszpartat aminotranszferaz) aktivitas csokkenést is kimutattak T-2 hatasara (Franki¢ et al.,
2006). Him patkdnyokon végzett vizsgélatban szignifikans csokkenés volt mérhetd GSH
(glutation), SOD (szuperoxid-dizmutaz), CAT (katalaz) paraméterckben T-2, illetve DON toxin
kitettség esetében, viszont kiillonb6zd antioxidans kiegészités mérsékelni tudta a lipidperoxidaciod

Csirkék majat vizsgalva in vivo, a T-2 mikotoxin 7 napos expoziciot kovetden
szignifikdnsan novelte az MDA (malondialdehid) mennyiségét. Abban az esetben, amikor a T-2
adagolashoz az allatok likopin kiegészitést kaptak, a toxinos csoporthoz viszonyitva MDA
csokkenés kovetkezett be. A csak likopin kiegészitett csoport MDA értékei a kontroll csoportéhoz
voltak hasonloak. A maj glutation szintje a T-2 toxinos csoportban szignifikans csokkenést
produkalt a kisérlet egész ideje alatt. Az els6 14 napban a likopin képes volt a T-2 negativ hatdsat
mérsékelni, &m a 21. naptdl a GSH szint mindkét csoportban hasonlova valt. A glutation-S-
transzferaz esetében a novekedés szignifikansnak bizonyult a 7.-t6l a 21. napig a T-2 toxinos
csoportban. A csak likopin kiegészités a kontrollhoz viszonyitva egy kisebb mértékli GST
(glutation-S-transzferaz) novekedést eredményezett. A T-2 toxin és likopin kiegészitett csoport a
T-2 toxinos csoporthoz képest kisebb GST értékkel birt. A y-glutamiltranszferaz enzim a
T-2 toxinos csoportban nagymértékii ndvekedést mutatott, majd a 14. napra erételjesen visszaesett.
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A tendencia hasonldan alakult, &m a likopin képes volt mérsékelni az enzim novekedését a
likopin+T-2 toxin csoportban. A glutation-peroxidaz esetében csak a T-2 toxinos csoport értéke
novekedett szignifikans modon a 7. napra (324%-kal), a 21. napon az aktivitas er6sen csokkent
(37%-ra). A likopin, illetve likopin+T-2 toxin csoportok értékei hasonloak voltak a kontroll
értékeihez viszonyitva (Leal et al. 1999). Tilapia esetében 20 napig tarté 24 mg/kg T-2 toxin
terhelés oxidativ stresszt idézett el a majban GST aktivitds szignifikdns emelkedése mellett
(Bacou et al. 2021). Ponty fajban 28 napon keresztiili T-2 toxinnal (5,3 mg/kg) valo
takarmanyszennyez¢és szignifikdns médon novelte a méaj és a vese katalaz, GST, TBARS
(tiobarbutinsav-reaktiv anyag) szintjét (Matejova et al. 2017). Két napig tartd 3,74/1,26 mg/kg
T-2/HT-toxin, illetve 16,12 mg/kg DON szennyezés nem befolyasolta szignifikdnsan a konjugalt
dién, a konjugalt trién, illetve a TBARS szintjét 3 hetes kakasok majaban. GSH és GPx (glutation-
peroxidaz) mennyisége megemelkedett a T-2/HT-2 csoportban 1 napos kezelést kovetéen, a DON
csoportban 2 napos kezelést kovetden a GPx paraméterben kdvetkezett be aktivitas emelkedés. A
glutation peroxidaz 4 gén expresszidja szignifikdnsan a DON csoportban csokkent a kontrollhoz
viszonyitva a 12., 24. és 36. 6raban, mig a 48. 6raban expresszid emelkedés kovetkezett be. A
glutation reduktdz génexpresszidja szignifikdns mértékben csokkent a 12. draban mindkét kezelt
csoportban, mig a tovabbi idOpontokban csak a DON esetében volt eltérés a kontroll értékeitdl
(Nakade et al. 2018). DON esetében kisebb, 10 mg/kg kezelés szintén nem okozott valtozast a
TBARS szintben pecsenyecsirke limfocitak esetében (Awad et al. 2012).

Human sejtvonal esetében 1 o6rdas 60 uM koncentracios DON kezelés szignifikans
mértékben megnovelte a ROS mennyiségét. Am ennél kevesebb (15 pM) koncentracio
lipidperoxidacios folyamatokat volt képes elinditani, szignifikans mértékben novekedett a TBARS
szint, illetve hidroxi-deoxi-guanozin mennyisége is (Zhang et al. 2009b). Szintén human
sejtvonalon (HT-29) bizonyitast nyert az 1 uM DON szignifikans ROS termelése, emellett pedig
az antioxidans rendszer elnyomasa, a SOD, CAT, GSH, GPx expressziojanak csokkenése,
citotoxikus és apoptikus folyamatok elinditasa (Wan et al. 2019). Szintén HT-29 sejtvonalban a
DON dozisfiiggd modon (2-50 uM) csokkentette a sejtek talélését és ezzel parhuzamosan novelte

A T-2 mikotoxin dozisfiiggé modon képes volt csokkenteni a human sejtvonal (HeLa)
esetében a sejtek életképességét, alakjat és méretét egyarant. A toxin letalis koncentracié (LC50)
értéket 10 ng/ml mennyiségnél hataroztak meg. A ROS termelddésének szignifikans ndvekedése
mar 30 perc utan kimutathat6 volt. Az intracellularis glutation szintjének kimeriilése a 4. 6raban
kezdddott, a teljes kimeriilés pedig a 8. ordban kovetkezett be. A lipidperoxidaciot jelz6 MDA
szint a 8. oratol szignifikans mértékben kezdett ndvekedd tendenciat leirni (Chaudhari et al. 2009).

A T-2 mikotoxin DNS karositd hatdsanak pontos mechanizmusa még kevésbé ismert, de
valoszinlisithetden DNS torések és egyéb mechanizmusok (pl.: bazis oxidalas, metilalas) altal
valosulhat meg (Frankic¢ et al. 2006, Chaudhari et al. 2009). A T-2 toxin az enzimek szulfhidril
(tiol) csoportjaikkal 1épnek kapcsolatba, aminek kovetkeztében a fehérje, az RNS, illetve DNS
szintézise gatolt, illetve az mRNS 60S riboszoma-alegységhez torténd kotddés is gatolt. In vivo és
in vitro koriilmények kozott is kimutattak DNS karositoé hatasat human sejtvonalak esetében, a
DNS egy- és kétszalu torései altal (Chaudhari et al. 2009).

Tobb vizsgalat soran kimutattdk a trichotecénvazas mikotoxinok DNS és RNS gatlo
2006, Konigs et al. 2009).

Az expozici6 soran id6fliggd mdédon mutattak ki a T-2 toxin DNS karosité hatasat human
sejtvonal esetében comet assay-vel. 2 orat kovetden a sejtmag koriil kis mértékt diffaziot mutattak
ki, mig 4 ora elteltével szignifikans mértékben megnovekedett a diffundalt DNS toredékek
mennyisége, mig a sejtmagi zona csokkent. 8 6ras expozicio utan a sejtmag szinte teljesen eltiint
¢és a sejtek 66,7%-aban tapasztaltak DNS kéarosodast. A DNS fragmentacioja viszont csak a 8.
oratol volt kimutathato (Chaudhari et al. 2009).

Human hepatoma (HepG2) sejtvonalon alkalmazott DON koncentracidk (3,75-30 uM)
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hosszat, az abban talalhatdo DNS %-at, illetve a TM (tail moment, a csdva eréssége/intenzitasa)
paramétert is (Zhang et al. 2009b). Csirke limfocitak esetében az 5 hetes 10 mg/kg DON
szennyezés hatasara szignifikansan megemelkedett 46,8%-kal a DNS az {istokos farki részében,
am Mycofix kiegészités hatdsira e paraméter nem kiilonbozott a DON+Mycofix csoportban
(Awad et al. 2012). Szintén 5 hétig tartd 10 mg/kg DON szennyezés kovetkeztében szignifikansan
novekedett a limfocitdk DNS karosodasa comet assay-vel vizsgalva, a nyirokszovetben mért
TBARS szint pedig szignifikdns mértékben emelkedett, a lipidperoxidacio allapota ezaltal
Osszefliggésben allhat a DNS karosodassal (Awad et al. 2014).

In vivo pecsenyecsirke 1ép leukocitak esetében a T-2, illetve a DON toxinok a kontrollhoz
képest szignifikdns moédon megndvelték az listokos farki szakaszaban taldlhatdo DNS toredékek
%-os értékét. Ez az érték szignifikansan csokkent, mikor az allatok nukleotid kiegészitést kaptak.
Ugyancsak comet assay-vel vizsgalva egy masik paramétert, arra az eredményre jutottak, hogy a
DON nem fejtett ki szignifikans hatast, mig T-2 csoport esetében szignifikans OTM (Olivel tail
moment) érték novekedést mutattak ki. A nukleotid kiegészités csokkentette a T-2 toxin DNS
karositd hatasat (Frankic et al. 2006).

Hasonl6 tendenciat mutattak ki pecsenyecsirke limfocitak esetében, amikor egyszeri,
0,5 mg/testtomeg kg T-2 toxint kaptak per os az allatok. 24 érat kovet6en szignifikans mértékben
novekedett az iistokosok farok hossza, illetve az atlag TM paraméter is. A T-2 toxinnal kezelt
csoportban nemcsak a mért paraméterek atlagai ndvekedtek meg, hanem a paraméterek maximalis
tartomanya és szorasa is megnovekedett a kontroll, illetve a DMSO (dimetil-szulfoxid) kezelésben
részesitett csoporthoz viszonyitva. A kontroll és a DMSO csoport a TM értékei nem érték el a
14,73 um-t, tehat a DNS igen stabil allapotban volt jelen, mig a T-2 csoport esetében a maximalis
érték elérte a 45,03 um-t, ami szignifikdns mennyiségli DNS toredéket jelenthet. Ebbol
kovetkezik, hogy a T-2 toxin képes 24 ora alatt kifejteni DNS karosito hatasat a vér sejtes elemeire
brojlercsirkék esetében (Sokolovic et al. 2007).

A T-2 toxin apoptdzist indukald hatisat kimutattak tobbek kozott egér sejtvonalakon
(csontveld, agy, bor, vese, 1ép) €és human csecsemdmirigy, 1ép és csontveld sejtvonalakon. A T-2
toxinnal kezelt sejtek esetében idofiiggé modon novekedett a kaszpaz-8, -9, -3 és -7 enzimek
mennyisége, igy az apoptozis kaszpaz-fiiggd utvonala bizonyitott (Bouaziz et al., 2008; Chaudhari
et al., 2009).

A p53 fehérje nélkiilozhetetlen a kiilsé negativ behatasokra kialakulé valaszreakciok soran.
fgy példaul DNS karosodas kovetkeztében expresszalodik, elinditja az apoptozis folyamatat, mind
az intrinsic, mind az extrinsic utvonal esetében. T-2 toxinnal valo érintkezés a 4. 6ratdl szignifikans
moédon megnovelte a pS53 fehérje expresszalodast human méhnyakrak sejtekben in vitro. A
kaszpaz-fiiggé folyamatokon kiviill a mitokondrium az AIF (apoptozis indukald faktor)
transzlokaciojat is végzi, ami az apoptozis fellépésekor a mitokondriumbdl a sejtmaghoz aramlik
a citoszolon keresztiil, igy e faktor utja a kaszpaz aktivitastol fiiggetlen. A T-2 toxin hatasara a
4. oratol kezdve a mitokondriumban taldlhatd AIF mennyiség csokkent, mig a citoszolban
kimutathatd mennyisége folyamatosan novekedett (Chaudhari et al. 2009). A mikotoxinok p53
aktivitasanak Osszevetésekor az ochratoxin A, illetve a zearalenon magasabb p53 szintet
indukaltak a T-2 mikotoxinhoz képest human hepatoma sejtek esetében (Bouaziz et al. 2008).

DON kitettség esetében HT-29 humén sejtvonal p53 fehérje mennyisége idofiiggden
valtozott, 12 oras kitettség esetében érte el a maximalis értéket, majd a 24. oraban a fehérje
mennyisége a kontroll értékét kozelitette meg. A Kaszpaz 3 aktivitasat vizsgalva a 12. és 16. éraban

emelkedett meg szignifikdnsan az aktivitds mértéke, majd a 24. 6rdban lecsokkent (Bensassi et al.
2009).

2.1.2. Aflatoxin és szterigmatocisztin

Az aflatoxinok difuranokumarin szarmazékok, melyek fluoreszcencia segitségével
csoportosithatoak B1, B2, G1 és G2 aflatoxinokra. Aflatoxin termelésért raktari penészgombak,
az Aspergillus fajok feleldsek, Aspergillus nomius, Aspergillus niger, am legfébbképpen az
Aspergillus flavus, mely a B1 és B2 termeléséért tehet6 feleléssé, mig az Aspergillus parasiticus
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B1, B2, G1 ¢és G2 mikotoxint is termel. A B1 és B2 formak molekulaszerkezetét kumaringytirti,
bifuran és pentatongylirii jellemzi, mig a G1 és G2 formak kumaringytiriije bifuran mellett hattagt
laktongytirtivel is kondenzal. A B1 és B2 formak biotranszformacioja, oxidalasa altal keletkeznek
az M1 és M2 aflatoxinok egyes allatok emésztérendszerében, melyeket leginkabb tejbdl lehet
Kimutatni, am kimutathato vizeletbdl és tiriilékbél egyarant (Verma 2004, Santacroce et al. 2008,
Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011, Pietsch 2020).

A szterigmatocisztin (STE) az aflatoxin B1 bioszintézise soran keletkez6 k6zbens6 termék,
az aflatoxin eldanyaganak (prekurzoranak) is tekinthetd. Termelésére nagysagrendileg 20
Aspergillus faj képes, leggyakrabban az Aspergillus nidulans, Aspergillus versicolor, am egyéb
gombafajok is képesek termelésére: Bipolaris spp., Chaetomium spp., Farrowia spp., Monocillium
spp. (Nieto et al. 2018). Az IARC besorolasa 2b, azaz lehetséges human karcinogén (IARC 1993).

Az aflatoxin B1 és a szterigmatocisztin bioszintézise soran a versicolor az els¢ molekula,
kotést célozzak, melynek kovetkeztében erdsen reaktiv epoxidok keletkeznek, melyek DNS- és
fehérjeadduktok képzodésére képesek. A versicolor molekuldbol alakul ki a szterigmatocisztin,
amit az O-metilszterigmatocisztin kovet, végsd 1épésként pedig az aflatoxin Bl jon 1étre. Az
aflatoxin B2 szerkezete nem rendelkezik az emlitett kettds kotéssel, igy annak karcinogenitasa is
csekélyebb (Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011, Nieto et al 2018). Néhany gombafaj (Aspergillus
nidulans, Aspergillus versicolor) nem képes a szterigmatocisztin O-metilszterigmatocisztinné
alakitani, mivel nem rendelkeznek metiltranszferazt kdédold génnel, igy ezen fajok altal nagy
mennyiségben termelddik szterigmatocisztin. A tobbi gombafaj esetében az atalakulas
végbemegy, igy azokbol nagyobb mennyiségben mutathato ki aflatoxin, mint szterigmatocisztin
(Zingales et al. 2020).

Az aflatoxinok felszivodasat tekintve dontéen a vékonybélben megy végbe passziv
diffazi6 altal (Massey et al. 1995, Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011). Az aflatoxin
plazmafehérjékhez kapcsolodik, leginkabb albuminhoz, igy képezve aflatoxin-albumin adduktot,
igy a szervezetben hosszabb ideig vérkeringésben maradhat (Verma 2004). Az aflatoxin Bl
biotranszformacidja tobb mechanizmus segitségével johet 1étre: (keto)redukcioval, hidratokkal,
epoxidacioval, hidroxilacioval, orto-demetilezéssel. A redukcid tobb helyen is végbemehet,
példaul benddben vagy a NADPH-fiiggd citoplazma enzimek altal m4jban. Ekkor a B1-hez képest
kisebb toxicitasu aflatoxikol keletkezik, am ez az atalakulas reverzibilis, illetve az aflatoxikol
metabolizalodhat M1 toxinna. Hidroxilacio kovetkeztében jon 1étre aflatoxin M1 és Q1, melyek
rendelkeznek hidroxil-csoporttal, vizben oldod6 tulajdonsaguk miatt gliikkoronsavval vagy
glutationnal kialakul6 konjugaciot kovetden tiriilni képesek a szervezetbdl epén, tejen és vizeleten
keresztiil (Massey et al. 1995, Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011). Az aflatoxin Bl
biotranszformacio6 soran az aflatoxin-8-9-epoxid lesz az a molekula, mely képes kifejteni mutagén
¢és karcinogén hatasat és kotddni egyéb makromolekuldkhoz, mint a DNS. A citokrom P450
enzimek epoxid aktivalasa soran exo- és endo-epoxid is keletkezhet, koziiliikk az exo forma 1ép
reakcioba a DNS-sel. Ennek megfeleléen az AFB1 DNS adduktokat is ki tud alakitani,
leggyakoribb az AFB1-guanin (8-9-dihidro-8-N7-guanil-9-hidroxi-AFB1) (Massey et al. 1995,
Bedard & Massey 2006, Santacroce et al. 2008, Gursoy-Yuzugullu et al. 2011, Engin & Engin
2019). Az imidazol gyiirii felnyilasaval AFB1-guaninbdél igen stabil AFB1-formamidopirimidin
keletkezhet, mely felelds a guanin-timin mutacidéért. Az AFB1-formamidopirimidin DNS javito
mechanizmusokkal szemben igen ellenalldo (Shen & Ong 1996, Gursoy-Yuzugullu et al. 2011).
Depurinaciéval AP oldal (apurin-apirimidin) johet Ilétre vagy vizzel reakcioba 1épve
AFB1 dihidrodiol alakulhat ki (Bedard & Massey 2006, Santacroce et al. 2008, Engin & Engin
2019). A DNS javitd enzimek sikeresebben ismerik fel az AFB1-guanin adduktot az
AFB1-formamidopirimidinhez képest, ebbdl adéddan az az AFB1-guanin kevésbé hatékonyan
blokkolja a replikaciot és human madjsejtes karcindma sejtvonalban megkozelitéleg 6-szor
kevesebb guanin-timin mutaciot eredményez (Engin & Engin 2019). Emldsokkel Osszevetve,
halak esetében az AFB1-adduktok javitasi kapacitasa kisebb mértékii, ezaltal a genomi DNS-ben

15



hosszabb ideig jelen lehetnek, ami ndveli a mutaciok és a karcinogén folyamatok kialakulasanak
lehetéségét (Santacroce et al. 2008).

A szterigmatocisztin is képes reakcioba 1épni a DNS-sel, leggyakoribb forma az 1,2-
dihidro-2-N7-guanil-1-hidroxiszterigmatocisztin (Liu et al. 2014). E nagyon reaktiv epoxy csoport
képzddésén kiviil a szterigmatocisztin aromas gyurijének hidroxilacidjaval katekol képzddhet,
mely szintén koétddni képes a DNS-hez. Patkdny és humén vizsgalatokban nagyobb aranyban
talaltak katekolt, igy feltételezhetd, hogy a katekol utvonal jelentésebb, mint az epoxy utvonal
(Nieto et al. 2018).

Az aflatoxin 1960-as felfedezését kovetéen szamos vizsgalatba vontak, hogy felderitsék
hatasat. Az aflatoxinok a legtoxikusabb ¢és legkarcinogénebbek a mikotoxinok kozott (Massey et
al. 1995, Heidtmann-Bemvenuti et al. 2011). Alapvetéen a fiatal allatok érzékenyebbek a
takarmanyok aflatoxin szennyezOdésére, a baromfifajok koziil a pulyka, illetve a kacsdk a
leginkabb veszélyeztetettek (Stoev 2015). Halak esetében altalanossagban a hidegvizi halfajok
nagyobb érzékenységet mutatnak az aflatoxin szennyezettséggel szemben, mint a melegvizi
halfajok (Santacroce et al. 2008, Pietsch 2020). Az aflatoxin B1 (AFB1) IARC besorolasa 1-€s,
azaz human karcinogén kategoriaba keriilt (Stoev 2015).

A Biomin 2020-ban készitett felmérésben a takarmanymintak 8%-aban volt kimutathato
aflatoxin Ko6zép-Eurépaban, mig Dél-Eurépaban 16%-ban, Azsiaban pedig 25%-ban (http2).
Kelet-Afrikaban végzett befejez6 haltakarmanyok mikotoxin szennyezettségének vizsgalata soran
az aflatoxint a mintak 64%-aban mutattak ki. Kenyaban mutattadk ki a legmagasabb aflatoxin B1
szennyezettséget (806,9 mg/kg). Igy elmondhaté, hogy a trichotecénvazas mikotoxinokat
kovetden az aflatoxin nagy gyakorisaga és szintje potencialis veszélyt és megoldando problémat
jelent a haltakarmanyozasban is (Marijani et al. 2017). A klimavaltozas kovetkeztében Eur6paban
is egyre nagyobb gyakorisaggal vannak jelen az Aspergillus fajok. Egy europai felmérésben a
vizsgalt tobbi mikotoxinhoz képest kisebb mértékii aflatoxin B1 szennyezddés volt kimutathatd
(1,2+0,1 pg/kg takarmany). Sem a hdkezelés, sem pedig az extrudalds folyamata nem képes
csokkenteni a végso aflatoxin koncentraciot a takarmanyban (Pietsch 2020). Szterigmatocisztint
gabonafélék koziil legnagyobb gyakorisaggal rizsbdl (13,9 pg/kg), kukoricabdl (32,2 pg/kg),
buzabol (68,9 pug/kg), zabbdl (2,1 pg/kg) és arpabol (1 pg/kg) mutattak ki, mig fiiszerek esetében
leggyakrabban feketebors és chili paprikabol volt kimutathaté (Nieto et al. 2018).

Hal, sertés, baromfi és egyéb gazdasagi allatok aflatoxin B1 szennyezettségérdl a
takarmanyok és takarmanykeverékek esetében a megengedett hatarérték 20 pg/kg, amit az Europai
Unio is szabalyoz (2002/32/EK) (Pietsch 2020). Szterigmatocisztin esetében nincsen szabalyozott
hatarérték, csupan néhany orszag (Csehorszag és Szlovéakia) vezetett be szabalyt, meghatarozva a
maximalis szterigmatocisztin szintet (5 pg/kg rizs, z6ldségek, baromfi, liszt, tej és 20 pg/kg egyéb
¢lelmiszerek esetében) (Nieto et al. 2018, Zingales et al. 2020).

Az aflatoxin és a szterigmatocisztin hatasai

Hatasaik szertedgazoak: mdjkarositds, maj nekrozis, erds gyulladisos és nekrotikus
elvaltozasok az emésztorendszerben, idegrendszer kdrositdsa, immunotoxikus, ATP-, fehérje-,
RNS- ¢és DNS-szintézis gatlasa, mitdzis gatlasa, citotoxikus, genotoxikus, nefrotoxikus,
teratogenikus, embrid novekedés gatlasa, lipidperoxidacio, oxidativ stressz. Termelési
paraméterek tekintetében is stlyos negativ hatassal birnak. Az aflatoxin B1 (AFB1) kronikus
hatasai kozott szerepel a cirrozis, tidé 6déma, hasvizkor, intracellularis kalcium akkumulacid
bels6 szervekben, sargasag kialakitasa (Verma 2004, Santacroce et al. 2008, Stoev 2015, Nieto et
al. 2018, Gacem et al. 2020). A szterigmatocisztin esetében a tumorképzés, véres vizelet
kialakulasa gyakori (Nieto et al. 2018).

Halak esetében szintén a m4ajkérositds, novekedésbeli elmaradas, csokkent
takarmanyfelvétel, vérparaméterek megvaltoztatasa, kopoltyadeformitas, immunszuppresszid
megemlitendd, mint korai aflatoxikézis tiinet. Am az elsé karos jel a testosszetétel valtozasa,
illetve az oxidativ stressz allapotanak kialakitasa (Pietsch 2020). 2 pg/kg AFBI pontyban nem
okozott eltérést a testtbmegben, a kondicioban, a fizikai allapotban, illetve nem volt kimutathato a
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toxin az izomszovetbdl. Ennek ellenére 2 ng/kg AFB1 1€ziokat okozott a majon, 20, illetve 200
ng/kg AFBI1 pedig stlyos hisztopatologiai elvaltozasokat indukalt (Svobodova & Piskac 1980).
Szintén ponty esetében 100 pg/kg AFB1 mar szignifikdnsan csokkentette a ndvekedési
teljesitményt (Pietsch 2020).

Abd-Allah és munkatarsai (1999) az érzékenynek tekinthet6 szivarvanyos pisztrang, illetve
rezisztensnek tekinthetd torpeharcsa fajok esetében vizsgaltak egyszeri 0,5 mg AFB1/testtomeg
kg injektalasat kovetéen a DNS karosodasra gyakorolt hatasat. Szivarvanyos pisztrangban comet
assay TM paraméterét figyelembe véve a vérben és a vesében szignifikans mértékii DNS
karosodast mutattak ki, am a majban nem kovetkezett be szignifikans mértékii valtozas a kezelés
utani 4. oraban. Teljesen ellentétes trend alakult ki 24 orat kovetden. A torpeharcsa fajban
kimutathaté eltérés nem volt az idépontok és szervek esetében sem (Abd-Allah et al. 1999).

Aflatoxin Bl (2,5 pg/g) és ochratoxin A (2 ug/g) egyiittes dozisa szignifikdnsan
csokkentette 3 hetes csirkék testtomegét a kontrollhoz és az egyes mikotoxinokhoz képest kiilon-
kiilon (Huff et al. 1988b). Hasonlo kisérleti elrendezésben az aflatoxin B1 (2,5 pg/g) csokkentette
a csirkék testtomegét, szignifikansan ndvelte a maj, vese, 1€p €s sziv relativ tomegét és befolyasolta
a vérparamétercket. Az AFBI1+ 4,0 ng/g T-2 adagolés esetében szinergista hatast jegyeztek fel a
vizsgalt szervek relativ tomege, a testtomeg, a vordsvértest térfogat, illetve a vér kédlium szintje
esetében (Huff et al. 1988a).

AFBI1 (149,1 ng /kg takarmany), illetve két szterigmatocisztin (1590 pg természetes tton
termeltetett/kg takarméany vagy 1570,5 pg mesterségesen eldallitott/kg takarmany) kezelés
hat4séara csokkent a takarmany felvétele. Szignifikéans testtomeg csokkenés csak a természetes titon
termeltetett szterigmatocisztin csoportban kovetkezett be a 7. napon. Az abszolut majtomeg a
kezelés 2. napjn a mesterségesen elddllitott szterigmatocisztin csoportban csokkent le
szignifikansan, a 7. napra mar a természetesen termeltetett STE csoport abszolut majtomege
bizonyult szignifikdnsan kisebbnek az AFB1 csoporthoz képest. Szignifikdnsan nem volt
kimutathat6 valtozas a 14 napos kisérlet soran a csoportok kozott a konjugalt dién, trién, illetve
malondialdehid paraméterekben (Balogh et al. 2019).

A természetes uton termeltetett aflatoxin Bl mikotoxint tartalmazo kukorica
mennyiségének emelkedésével a takarmanyban, aranyosan csokkent a brojlercsirkék testtomege,
szignifikans valtozas csak a 100% AFB1 szennyezett kukoricat fogyasztd csoportban mutattak ki.
A 42. napra ezen kiilonbségek megsziintek. A 21. napon mért relativ és abszolit majtomegek
esetében nem volt eltérés a kontroll csoporttol, a 42. napon a 25%-ban szennyezett csoport relativ
és abszolut majtomeg értékei szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyultak a kontroll, az
50/75/100%-ban szennyezett csoportok értékeitdl. A 21. napon az 50 és 100%-ban szennyezett
csoportokban szignifikansan csokkent a maj fehérjetartalma, az 50%-ban szennyezett csoportban
az MDA mennyiség és a SOD aktivitas szignifikdnsan megemelkedett. A szennyezett kukorica
mennyiségének novekedésével szignifikins modon csokkent a GSH-Px aktivitas, illetve
szignifikansan novekedett a GST és a glutation reduktaz aktivitasa. A 42. napon mindegyik csoport
maj fehérjetartalma szignifikans csokkenést mutatott, a SOD aktivitast csak a 100%-0s csoportban
tudtak Kimutatni. A glutation reduktaz és a GST paraméterckben szignifikans novekedését
detektaltdk a 75 és 100%-ban szennyezett csoportok esetében. MDA mennyiségi novekedés pedig
csak a 75%-o0s csoportban volt. A 21. napon a szennyezett kukorica aranyanak emelésével az
epevezeték ham hiperplaziajanak kialakulasa egyre erételjesebbé valt. A 75%-0s csoportban a
vizsgalt majak 83,3%-aban gyenge, 16,7%-4aban pedig sulyos mértékli 1éziok mutatkoztak. A
100%-ban szennyezett kukoricat fogyasztd allatok mdja esetében az Osszes stlyos mértékil
1ézidkkal rendelkezett. A 42. napra ezek a hisztopatologias 1€ziok sulyossdga csillapodott
mindegyik kezelt csoport esetében, &m a 100%-0S csoportban ultrastruktiralis valtozasokat
figyeltek meg, a majsejtek zsiros degeneracidja kimutathatd volt. A citoplazmaban kiilonb6z6
méretli lipid cseppek voltak lathatdoak. Az apoptotikus madjsejtek ardnya is szignifikdnsan
megemelkedett a 50/75/100%-0s csoportokban a 21. napon, illetve a 75/100%-0s csoportokban a
42. nap soran (Yang et al. 2012).
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Az AFB1 akar egy nap leforgésa alatt is képes az antioxidans rendszert aktivalni. Ponty
vesében a 8. oraban alakult ki a 7,5 ng AFB1 + 165ug DON, illetve a 10 ng AFB1 + 220pug DON
kezelés hatasara Keapl gén esetében expresszid novekedés, mig 1épben a 16. draban kovetkezett
be expresszi6 csokkenés az 5 ug AFB1 + 110ug DON csoportban és expresszid ndvekedés 10 pg
AFB1 + 220ug DON csoportban a kontrollhoz képest. Majban a Keapl gén expresszidja
szignifikdnsan eltért a kontrollétol a 8., 16. és 24. érakban is. NRF2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) gén expresszidja esetében csak a 8. 6raban mutattak a kezelt csoportok expresszio
novekedést, a tovabbi idopontokban csokkenés volt kimutathatd a kontroll értékéhez képest a
vesében. A 1épben a 16. draban expressziobéli csokkenés volt kimutathatd, mig a majban szintén
a 16. oraban kovetkezett be szignifikans csokkenés, de csak a 5 pg AFB1 + 110pg DON
csoportban (Kovesi et al. 2020).

Tilapia méjaban 2 hétig adagolt 16 pg/kg AFB1 mennyiség szignifikdnsan megemelte az
MDA szintjét, illetve patologiai elvaltozasok is megfigyelhetéek voltak, am a SOD, a GPX ¢és a
CAT szint nem valtozott statisztikusan bizonyithaté mértékben. 12 hétig tartdo 100 pg/kg AFB1
adagolés viszont szignifikansan megemelte a tildpia majban a GPx és a GST gének expresszidjat.
Ezzel 6sszefliggésben kisebb novekedési erély és majkarosodas is tarsult (Bacou et al. 2021). 3000
ng/kg AFBI1 hosszan tart6 (84 nap) etetése a lipidperoxidacid mellett (szignifikans SOD és CAT
szint emelkedés) comet assay-vel mért TM paraméterben szignifikans DNS karosodas volt
megfigyelhetd (Hassan et al. 2020). Tilapia vesében kromoszdéma-aberraciot okozott a 4 hétig tartd
1,6 png/kg szterigmatocisztin adagolasa (Zingales et al. 2020).

Harminc napig tarto, patkanyokon, szterigmatocisztinnel (0,2-0,3-0,4 mg/testtomeg kg)
végzett etetési kisérlet soran a SOD és a glutation peroxidaz mennyisége szignifikdnsan megnott
a kezelt csoportokban, mig a kataldz és a redukalt glutation szintje szignifikansan névekedett. A
lipidperoxidaciot jelz6 MDA, konjugélt diének, illetve lipid-hidroperoxidaz paraméterek szintje is
szignifikansan emelkedett a szterigmatocisztin hatdsdra. Mar a legkisebb dozis esetében is a
detektaltdk a kutatok (Sivakumar et al. 2001).

Szivarvanyos pisztrang embriok 50 ppb AFB1 expozicidja esetében megndvelte a maj
karcinogén elvaltozasok gyakorisagat (Tilton et al. 2005).

Indiai pontyok (Catla catla) esetében 9 honapig tartdo 2,5 mg/testtomeg kg AFBI
expoziciot kovetden szamos szerv (maj, vese) 1éziok altal karosodott, patologias elvaltozasok
voltak megfigyelhetOk az agyban, szivben és az emésztorendszerben. A m4j felszinén sarga szinii
kinovések mutatkoztak. (Santacroce et al. 2008).

Abedi & Scott (1969) tizenharom mikotoxint hasonlitottak 6ssze zebradanio (Danio rerio)
larvakra gyakorolt toxikus hatasuk alapjan. Legtoxikusabbak az AFBL, illetve a szterigmatocisztin
mikotoxinok bizonyultak 0,44 és 0,24 pg/ml koncentracidban (LCS50). Specifikus morfologiai
elvaltozasokat is okoztak a vizsgalt stemfon mikotoxinnal egyetemben. Az AFB1 a larva farkaban
okoz deformitast, illetve az egész testre kiterjedd szabalytalan hajlitott ives testforma alakul ki,
mig a szterigmatocisztin lateralis test orientaciot hozott létre.

In vitro brojlercsirke limfocitakon végzett kisérletben 10, illetve 20 pg/ml AFB1
koncentracioban szignifikdnsan csokkentette a sejtek életképességét a 72. draban. 24 orat kdvetden
mindhérom kezelt csoportban (1, 10, 20 pg/ml) szignifikdnsan megnovekedett a detektalhatd
kettds szalu DNS toredékek, illetve a ROS mennyisége is. Az 1 és 10% B-glilkdn adagolasa a
toredékek mennyiségét képes volt statisztikailag bizonyitottan csokkenteni. Comet assay-vel
végzett vizsgalat soran a TM paraméter esetében 20 pg/ml AFB1 koncentracid szignifikans
(100%-ot megkdzelit) DNS karosodasi szint emelkedést eredményezett (Zimmermann et al.
2015).

Williams €és munkatarsai (2011) 6sszehasonlitottdk a pulyka-, illetve a tytktojasokban
fejlédé embridk majaban keletkez6 DNS kéarosodas mértékét egyszeri 0,062 és 6,2 pg AFB1
injektalasat kovetden a 4. 6raban, majd a 4. napon. Az embriok talélési aranya mindkét fajban,
mindkét idépontban szignifikdnsan csokkent a nagyobb dozisi csoportban. Comet assay farok
hossz paraméter esetében a pulyka (35%) ¢és a tyuk (37%) fajban is szignifikdns mértékben
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novekedett a nagyobb dozisu csoportban. Ugyanez a trend rajzolodott ki az OTM paraméter
esetében is. Szintén a nagyobb do6zist csoportban volt szignifikansan magasabb az {istokds farok
hossz értéke a pulyka (32%) ¢és a tyltik (35%) fajokban a kontroll értékeihez viszonyitva. A két
idépontot dsszehasonlitva, a pulyka faj esetében mindkét paraméterben csokkenést detektaltak az
1d6 eldérehaladtaval, &m ez a tyuk faj esetében csak az iistokos farok hossz paraméterre igaz
(Williams et al. 2011).

Brojlercsirkéket 28 napig etettek naponta 54 pg/testtomeg kg AFB1-vel, a kisérlet soran a
mindegyik mintavételi napon (7., 14., 21., 28.) kisebb testtomeggel rendelkeztek a madarak a
kontroll csoportok értékéhez képest. Két hetes AFB1 etetés hatasara a majban intenziv patologias
elvaltozasok alakultak ki, mint a hidropikus degeneraci6 és a vérerek pangasa. Az epevezeték
hamsejtjeinek proliferacidja és hepatocitak nekrotikus elvaltozasa is lathato volt. A 28. napon a
hepatocitdk stalyos mikrovaszkularis elzsirosodasa (steatosis) alakult ki. A ma4jsejtek
immunhisztokémiai festése soran az apoptédzisban részt vevd fehérjék (p53, Bcel-2, COX-2)
expresszidja kimutathato volt (Solcan et al. 2013).

Human (HepG2) sejtvonalban az AFB1 do6zis-fliggé modon novelte a DNS fragmentacidjat
comet assay-vel vizsgalva, amit a reaktiv oxigén gyokok szintjének emelkedésével magyaraztak,
emellett aflatoxin DNS adduktokat is képzett e sejtvonalban (Gacem et al. 2020). Szintén in vitro
HepG2 human sejtvonalon végzett comet assay-vel az AFB1 egy- és kétszalia DNS toredezettség
szignifikansan novekedtek a comet TM paraméter értékei (Gursoy-Yuzugullu et al. 2011). Szintén
e sejtvonalat vizsgalva, 1 6rds 1,5, 3 és 6 uM koncentracidé szignifikdnsan megndvelte a
8-hidroxideoxi-guanozin mennyiségét, illetve a DNS fragmentacio mértékét. Ezen karos hatasok
hatterében a szignifikansan magasabb ROS szint allhat (Gao et al. 2015).

Az aflatoxin B1 DNS-re gyakorolt karos hatasaban, foként adduktok képzése esetében a
NER (nukleotid-kivago javitas) folyamatok lényegesek. Human fibroblaszt sejtek esetében
kimutathaté volt az AFBIl-guanin adukt mennyiségi csokkentésének gatlasa, illetve az
AFB1-formamidopirimidin intenzivebb akkumulacioja XPA gén hianyaban, normal sejtekhez
viszonyitva (Leadon et al. 1981). Egerek esetében az XPA hidnyban szenvedd alanyokban
2-6-szor nagyobb gyakorisaggal fordult el6 maj tumor, mint a heterozigdta vagy a vadtipusa
alanyokban (Bedard & Massey 2006).

Atfogo, csirkékkel végzett kisérletsorozatban a megallapitott letalis dézis 50 (LD50) érték
11,0, illetve 14,0 mg/kg egyszeri intraperitonealis adagolas esetén, mely értékek kiilonbozosége
mogott a szterigmatocisztin tisztasaganak eltérése allhat. A szdvettani elemzés soran izomszovet
nem volt érintett a szterigmatocisztin hatas 4ltal, kisebb elvaltozdsok a tiidében, a
hasnyalmirigyben kovetkeztek be. Stlyos valtozasok a vesében és a majban mutatkoztak:
bevérzések, kapillarisok sériilése, fibroblasztikus proliferacid, a centralis véna bdvériisége
(Sreemannarayana et al. 1987).

Patkanyok hosszan tartdo (52 hét) etetési kisérlete soran 2,5 mg/kg szterigmatocisztint
fogyasztd csoportbol 8 patkany pusztult el az 5. és 18. hét kozott. A makroszkopos vizsgalat
maj felszinén. Szdvettani vizsgalat az 5. héten elpusztult allatok esetében massziv maj nekrozist
allapitott meg a majsejtek szerkezetének megvaltoztatasa mellett. Vérbdség az egész majszovetet
jellemezte. A 7. héten elpusztult allatok maja kisebb mértékli degenerativ elvaltozasokat mutatott.
A majsejtek kiillonb6zd mértékil zsiros elvaltozasokat produkaltak. Jellemzd eltérés a hepatocitak
méretének valtozasa, legtobb esetben a sejtmag mérete dupldjara novekedett. A 14. és 18. hét
kozott elpusztult patkanyok esetében a majak a 7. héten tapasztalt elvaltozdsokat mutattdk, am a
majon kiviil més szervben nem mutatkozott mar eltérés. Az egész kisérletet t0lélé patkanyokban
az 0sszes csoportban (0,15-2,25 mg/kg szterigmatocisztin) nagy aranyban talaltak maj karcindbmat,
fibrozist, illetve hiperplasztikus majelvaltozasokat (Purchase & van der Watt 1970).

CHO-K1 (kinai horcsdg petefészek) sejtvonal esetében a szterigmatocisztin a Sejt

crer

csokkentette a kontrollhoz képest (92%-rol 34%-ra). A szterigmatocisztin hatasanal erésebb
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citotoxikus hatas kovetkezett be szterigmatocCisztin+patulin egylittes kezelés esetében. Mar kis
koncentracioban (0,780uM + 0,049 pM) megmutatkozott a szinergikus hatas, ami magyarazhatd
a mindkét mikotoxinra jellemzo oxidativ stresszt kivalto hatassal és az ebbdl kibontakozé toxikus
mechanizmusokkal. Ugyanez éllapithaté meg szterigmatocisztin+beauvericin keverék esetében is
az 1. és a 2. napon. A szterigmatocisztin+patulin+beauvericin keverék citotoxikus hatasa pedig
mindegyik mikotoxin egyediili hatasat felilmulta nem meglepé modon (Zouaoui et al. 2016).

A mitokondrium nagyon fontos szerepldje az apoptozisnak, a membran permeabilitas
novekedése, illetve a mitokondrium membran potencial csokkenése altal az apoptdzis folyamatara
lehet kovetkeztetni. HepG2 sejtekben a 0,01 umol/L szterigmatocisztin koncentracidé mar
szignifikansan csokkentette a membran potencialt, mig az AFB1 0,1 pmol/L koncentracidban. A
mikotoxinok egyiittes alkalmazasban minden koncentracioban csokkentették a membran
potencialt. Az apoptdzisban részt vevd fehérjék (Bcl-2, Bax) expresszidja azonos mértékben
novekedett az AFB1, a szterigmatocisztin, illetve ezen mikotoxinok egyiittes adagolasa esetében
is (Liu et al. 2014).

2.2. DNS karosodas és annak osszefiiggései

Az antioxiddns rendszer hivatott szabalyozni a szabadgyokok mennyiségét, a sejtben
fennall6 egyensuly (reaktiv szabadgyokok keletkezésének ¢és elimindldsanak egyensulya)
megtartdsa révén. Fizioldgiai koriilmények kozott szabadgyokok, mint a sejt alapvetd anyagesere
melléktermékeként keletkeznek. Tobbek kozott a mitokondrium oxidativ metabolizmusa,
elektrontranszportja soran, az endoplazmatikus retikulum fehérjék hajtogatisa soran, a citokrém
P-450, illetve egyéb oxidativ enzim (pl.: xantin-oxidaz, NADPH-oxidaz, poliamin-oxidaz)
milkodése soran (Juranek et al. 2013, Zhang et al. 2016, Srinivas et al. 2019). Azonban az
ellendrizetlen szabadgyok termelés — példaul mikotoxinok, illetve egyéb xenobiotikumok hatasai
altal — megbontja az egyensulyt a szabadgyok képzodés és az eliminaci6 kozott. Ezaltal alakul ki
az oxidativ karosodds, az oxidativ stressz allapota. Az oxidativ stressz elsddlegesen a
szabadgyokok (ROS és RNS - reaktiv nitrogéngyokok) megnovekedett szintjének kovetkezménye.
A szabadgyokok tultermelddése joval inkabb egy kdvetkezmény, mint a szovet karosodasanak oka
(Hemnani & Parihar 1998, Juranek et al. 2013). A ROS képesek megvaltoztatni egyes
folyamatokat a karosodott szovetben, illetve markerként, hirvivoként lehetnek jelen az
intracellularis jelzérendszerben, kommunikicidoban, ezaltal a sejt homeosztdzisadban is
kozrejatszanak (Bouaziz et al. 2008; Juranek et al. 2013). A megndvekedett ROS kovetkezménye
mitokondriumokat ¢és sejteket (Zorov et al. 2014). Az elektrontranszfer diszfunkcidja
megnovekedett ROS képzddéshez vezethet. Az oxidativ stressznek szerepe van nemcsak az
apoptozis indukalasban, hanem a sejt proliferacioban, illetve a jelatadasban is (Juranek et al. 2013).

Az oxidativ stressz kovetkeztében szadmos negativ folyamat jatszodik le, az egyik
legintenzivebben kutatott teriilet a lipidperoxidacio, a DNS karosoddsa, a DNS javito
mechanizmusok, az apoptozis, illetve ezen folyamatok Osszefiiggései (Hemnani & Parihar 1998,
Garcia-Medina et al. 2013).

A szervezet kiilonb6z0 enzimek segitségével képes az oxidativ stresszt, illetve a normal
anyagcsere soran kialakulé karosodasokat csokkenteni, megsziintetni. Ezeket dontéen harom
csoportba lehet osztani: specidlis antioxiddns enzimek (pl.: szuperoxid-dizmutdz, kataldz,
glutation-peroxidaz), kis molekulatomegli nem enzimatikus antioxidansok (pl.: glutation,
E-vitamin, C-vitamin, szelén), illetve specifikus lebonté enzimek (pl.: proteazok, peptidazok,
endo-, exonukleazok, ligazok) (Hemnani & Parihar 1998, Juranek et al. 2013). Egyéb ROS
jelatviteli utvonal is el6térbe keriilt az elmult idészakban, ilyen példaul MAPK (mitogen-activated
protein kinase) kaszkad, a PI3K (phosphoinositide-3-kinase)-Akta utvonal, illetve a Keap1-Nrf2-
ARE (antioxidant response element) utvonal is. Fiziologiai koriilmények kozott a Keapl gatolja
az Nrf2-t, am ROS szintemelkedés esetében a két fehérje szétvalik egymastol, kinazok sora
aktivalodik (pl.: protein kindz C), Nrf2 foszforilacidjat kovetden kapcsolodik az ARE-hoz, igy
vesz részt a redox rendszer védelmét szolgalo enzimek 1étrejottében (Zhang et al. 2016).
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A SOD, illetve a CAT a legjelentésebb szabadgyok elimindld enzimek kozé tartoznak,
mennyiségiik valtozasa dontden a szovetben bioaktivalddo xenobiotikum hatésara kovetkezik be.
Ezaltal képezik az els6 védelmi vonalat a szabadgyokok ellen. A szuperoxid-dizmutaz katalizalja
aktivitas jelzi a szuperoxid gyok mennyiségének emelkedését (Zhang et al. 2016, Gonzalez-Hunt
et al. 2018). A SOD aktivitas csokkenése a fehérjeszerkezet kozvetlen karosoddsa miatt
kovetkezhet be, ami a hidrogén-peroxid mennyiségének novekedését hozza magaval. A katalaz
feladata a H.O> (hidrogén peroxid) detoxikalasa vizzé, igy a kataldz aktivitds novekszik,
amennyiben a SOD aktivitas altal a szovetben jelenlévd H20> szintje megnd.

A glutation (GSH) a legf6bb tiol-diszulfid puffer, ami részt vesz a sejt redox rendszerének
optimalis fenntartasaban. Az oxidativ stressz mértékével aranyosan a redukalt glutation allomany
egyre nagyobb része oxidalodik, a stressztiird képességgel aranyosan pedig az oxidalt forma
visszaalakul redukalt glutationna a glutation-reduktaz fokozott miikodése révén. A GSH kimeriilés
jelentkezésének szamos oka lehet, példdul megnovekedett ROS szint, mitokondrialis diszfunkcio,
apoptozis folyamat elindulasa (Gonzalez-Hunt et al. 2018).

Az oxidativ karosodas ellen fennall6 elsédleges vonalba tartozik a glutation-reduktaz
(GR). A GR hatékonyan képes szabalyozni a szabad gyokok képzodését, ezaltal a SOD és CAT
enzimekkel egyiittvéve a  szabadgyokok — akkumulacigjat képes  megakadalyozni
(Chaudhari et al. 2009). A szeléntartalmt glutation-peroxidazok az antioxidans védérendszer
enzimatikus alkotoi kozé tartoznak, nagy affinitast mutatnak a H>O: irant, igy feladatuk a
hidrogén-peroxid eltavolitasa. A glutation-S-transzferdz (GST) szerepe lényeges, mivel a
xenobiotikumok, illetve az oxidativ stressz fellépése soran keletkezd karos anyagcesere termékek
inaktivacidjdban vesz részt, ezaltal a stresszre adott sejtvdlaszban, a sejt proliferacid és az
apoptozis iranyitasaban is (Hemnani & Parihar 1998).

A ROS kapcsolatba 1épnek makromolekulakkal, melyekben oxidativ valtozasokat idéznek
el6, mely altal elveszitik elsddleges funkciojukat. Ilyen makromolekulak a nukleinsavak, lipidek
és fehérjék is (Zhang et al. 2016).

A normadlis metabolizmus soran is létrejonnek kiilonbozd oxigént tartalmazod reaktiv
gyokok, mint a szuperoxid gydk (O27), a hidroxil-gyok (OH'), a peroxinitrit (ONOO), a
hipoklorossav (HCIO). A szabad gyokok koziil a szuperoxidnak, illetve a hidrogén-peroxidnak
alacsony a kémiai reaktivitsa, ezaltal nem lépnek kapcsolatba biologiai molekulakkal, mint a
DNS, fehérjék vagy lipidek. A szuperoxid gyokbol hidrogén-peroxid (H202) keletkezik a
szuperoxid-dizmutaz altal, am a sejtben egyéb enzimek, foként oxidazok is létrehoznak H202-t. A
hidrogén-peroxidbol vizzé alakul a katalaz és a glutation-peroxidaz segitségével. Haber-Weiss
reakcid jatszodik le, ha a H202 szuperoxid gyokkel 1ép reakcioba, mely kovetkeztében tobbek
kozott hidroxil-gyok jon 1étre. Atmeneti fémek oxidacidja soran is létrejonnek hidroxilgyokok
(Fenton reakcid) (Dizdaroglu 2012, Jena 2012, Zorov et al. 2014). Halogének esetében a miel-
peroxidaz képes katalizalni a H2O2 és a klor kation reakcidjat, mely soran szintén keletkezik
hidroxil-gyok.

A DNS oxidativ karosodasa soran kapcsolatba keriil reaktiv oxigén szabadgyokokkel,
foként hidroxil-szabadgyokokkel, melyek karositjdk a heterociklikus DNS bazisparokat és a
cukormolekuladkat is. A mitokondridlis DNS érzékenyebb az oxidativ stressz altal indukalt
karosodasra a genomi DNS-hez viszonyitva, illetve a kialakult karosodas hosszabb ideig all fenn
(Edwards 2009). Az ionizald sugarzas soran szabadgyokok mellett szabad hidrogén atom és
elektron ion is generalodik, amely a bazisparok kettds kotéseire hatva modositasokat visz véghez.
A hidroxil szabadgyok a DNS purin és pirimidin vaz kettés kotéseivel 1ép reakcioba, elvonva a
hidrogén atomot.

A purin bazisokhoz a hidroxil gydk kiilonb6zd poziciokban képes kapcsolddni. A guanin
rendelkezik a legkisebb oxidacios potencidllal, ezért szamos reaktiv gyok képes befolyasolni. A
guanin esetében C4-OH-, C5-OH- és C8-OH-, mig adenin esetében C4-OH- és C8-OH- adduktrol
beszélhetiink. Az adenin C5 atomjahoz torténd szabadgyok kapcsolodas gyakorisdga
elhanyagolhatd mértéktt (5% alatti). A létrejott OH-addukt gyok kiilonb6z6 redox
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tulajdonsagokkal bir. A C5-OH-, illetve a C8-OH-addukt gyokok redukaldédnak, mig a C4-OH-
addukt gyok oxidalodik. A C4-OH-addukt guanin gydk reakcioi lasstiak. A purin C8-OH-addukt
oxidaldodni és redukalodni is képes.

Egy elektron oxidalasaval 8-hidroxiadenin (8-OH-Ade), illetve 8-hidroxiguanin
(8-OH-Gua) jon létre, melyek stabil koztesterméknek mondhatdak. Tovabbi oxidacid utan alakul
ki a 8-oxoguanin (8-0x0G), amely nagy gyakorisaggal €16 sejtbdl is kimutathatd (Dizdaroglu 2012,
Jena 2012). A 8-0x0G kialakulasat szamos szabadgyok is el6idézheti a guanin oxidalasaval, mint
a hipoklérossav vagy a peroxinitrit (Jena 2012). Egy elektron és egy proton elvesztésével a guanin
semleges gyokké alakul, mely tovabbi oxidalt forma (imidazolon) kialakuldsahoz vezet. Az
imidazolon viz segitségével oxazolonna alakul (Jena & Mishra 2012).

Egy elektron redukalassal az imidazol gyiiri felnyilik és kialakul a FapyAde (4,6-diamino-
5-formamidopirimidin) vagy a FapyGua (2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidin). Mindkét
forma (redukalt és oxidalt) oxigén hianyaban, illetve jelenlétében formalodhat. Am a
formamidopirimidinek kiilonbéznek a pirimidinektdl (pl.: citozinm, timin), mivel a cukor
két évtizedben a legtobb figyelmet a 8-OH-Guanin kapta er6s mutagenitasi tulajdonsdga miatt.
Oxidalé anyagok, reagensek (pl.: szinglet oxigén, fém ionok) a guanint, illetve egyéb formait
(pl.: 8-OH-Gua) oxidalva hidantoin terméket hoznak létre, a spiroiminodihidantoint (Sp). A
8-OH-Gua tovabbi oxidaldsa az S5-guanidinohidantoin (Gh) kialakulasdhoz vezet
(Dizdaroglu 2012).

A bazisok ateshetnek nitralason és halogénezésen is. A nitrogén-oxidra (NO-) sziikség van
a makrofagoknak, hogy patogéneket képesek legyenek elimindlni, &m szuperoxid gyokkel
kapcsolatba 1épve peroxinitrit szabadgyok jon 1étre, ezaltal a reaktivitas is megnd. A nitrogén-oxid
nem képes hatni a guaninra, am a ONOO™ a guaninbol igen letalis terméket, a 8-nitroguanint
(8-NO2G), illetve a 5-nitro-guanidinohidantoint (NI) hozza létre. Abban az esetben, ha a
szabadgyok centruma a C8 pozicidban talalhato, az eldbbi termék, mig a C5 kdzpont esetében az
utobbi termék alakul ki (Jena 2012). A halogénezett dsszetevok (pl.: hipobromossav (HOBTF),
hipoklorossav (HC1O)) szintén képesek megvaltoztatni a DNS szerkezetét €s funkcidjat. Nagyobb
mennyiségben a hipoklérossav talalhato meg a sejtben, mely a guaninnal reakcidba lépve
8-kloroguanint (8-CIG) képez.

A DNBS ateshet alkilalason tobbek kozott kemoterapias szerek, alkil-szulfat, alkil-szulfonat,
haloalkanok, diazo vegyiiletek, nitrézaminok, illetve nitrogén-mustar hatisara (Jena 2012). A
guanin alkilalasa kovetkeztében 1-metilguanin, 3-metilguanin, O6-metilguanin, 7-metilguanin,
8-metilguanin, 1,2-etilguanin és 2.3-etilguanin is keletkezhet (Shrivastav et al. 2010.) Am mind
koziil az N7 pozicio tekinthetd legreaktivabbnak az alkilalas szamara.

A pirimidin bazisok karosodéasa sordn a hidroxil gyok a citozin és a timin C5 és C6 atomjai
kozott fennallo ketts kotést bontja fel, igy létrehozva a C5-OH- és a C6-OH-adduktokat
(Hemnani & Parihar 1998, Dizdaroglu 2012). A timin esetében a H-elvonas a metil-csoportbol
torténik, ami altal allil gyok jon létre. A hidroxil gyok 60%-ban a legnagyobb elektrondenzitasu
C5 atomot tamadja, 30%-ban a C6 atomot, mig 10%-ban a metil-csoportot. A citozin esetében a
13%-ban a C6 atomot. A pirimidinek kialakulé6 C5-OH-, illetve C6-OH-adduktjai redukald és
oxidalo tulajdonsagokkal is birnak. A timinallil gyok oxidaciot kovetéen 5-(hidroximetil)uracil,
ismételt  oxidaci6 utdn  pedig  S-formiluracil  keletkezik. = Oxigén  hidnyaban
5-hidroxi-6-hidropirimidin ~ és  6-hidroxi-5-hidropirimidin  keletkezik C5-OH- ¢és a
C6-OH-adduktok redukciojat kovetden. Oxigén jelenlétében tobb termék johet létre, melyek
szabadgyokokkel reakcioban instabil és szétbomld peroxil gyokot képeznek. Példaul a
hidroxihidroperoxidok bomlasakor 5-hidroxihidantoin, 5-6-dihidroxicitozin jon Iétre. A cisztein
glicin (Cyt gly), illetve egyéb cisztein termék vizet von el és dezaminal, igy hozva l1étre termékeket,
mint az 5-hidroxiciszteint, uracil-glicint, 5-hidroxiuracilt, az 5-hidroxi-6-hidrouracilt és az
5-6-dihidroxiuracilt.
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A szabadgyokok a DNS cukor egységét is képesek modositani, karositani, mivel a cukor
gylirti mind az 6t szénatomjarol elvonnak H-t, ezaltal szamos termék johet 1étre (Dizdaroglu 2012,
Srinivas et al. 2019). A szabad cukor 1ézidk szarmazhatnak a DNS-b6l, mint téredékek, a
karosodott cukor egységek maradhatnak a DNS részei, illetve alkothatjdk az eltort DNS szal
végpontjat. A C4 gyok a DNS-en beliil 2-deoxipentdz-4-uldzt hoz 1étre, szalszakadéas jon létre
2,3-dideoxipentdz-4-uloz kialakulasakor, illetve, ha a 2,3-dideoxipentoz-4-uldz a 3° és 5° végben
is elhelyezkedik. A 2,3-dideoxipentoz-4-uldz és a 2,5-dideoxipentdz-4-uloz kialakulasat az oxigén
jelenléte gatolja, viszont 2-deoxipentdz-4-uldz oxigén hidnydban és jelenlétében is 1étrejohet. A
torést szenvedd cukor gyliri termékek eritrozt, illetve 2-deoxitetradialdozt is formdalhatnak
(Hemnani & Parihar 1998, Dizdaroglu 2012).

A bazisok sériilése tandem 1¢éziok kialakulasaval is megvalosulhat, ha reakcioba Iép
egymassal két modosult termék. Ezen bdzisok lehetnek szomszédosak ugyanazon a szélon,
kapcsolodhatnak keresztkotésekkel (cross-link) egy szélon beliil, illetve két szal kozott is
(Dizdaroglu 2012, Jena 2012). A keresztkotésekkel 1étrejové termékek feltételezhetden
mutagének, blokkoljak a DNS megkett6z6dését és a transzkripciot. A kialakuld purin-purin,
pirimidin-pirimidin, illetve purin-pirimidin keresztkotések torzitjdk a DNS szerkezetét.
Kialakulhat keresztkotés egy guanin N2 és egy szemben elhelyezkedd guanin C2 atomjai kozott,
mely termodinamikailag stabil marad. Timin gyok képes Osszekapcsolodni az azonos szalon
elhelyezked6 szomszédos guanin ¢és adenin C8 atomjaval, igy Ilétrehozva a guanin-timin
(G[C8-C5]T) és az adenin-timin (A[C8-C5]T) parokat. Megfigyelték, hogy ha a timin C6
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(C[C5-N2]G, G[C8-C5]C). Bazis-cukor keresztkotések is formaldodhatnak a cukormolekulabol
torténd hidrogén elvonas 4altal. Letalis azonos szali keresztkotéssel jon 1étre a
8-5’-ciklodeoxiguanizin. (Jena 2012).

Specidlis karosodasroél beszélhetiink a cluster karosodas, illetve a DNS-fehérje
kapcsolodasok esetében. A cluster szakaszok, azaz olyan sériilések, ahol tobb karosodas egy adott
szakaszon, egymas kozelében helyezkedik el, a DNS esetében kettdé vagy annal is tobb sériilés
talalhatd ugyanazon vagy a szemkozti szdlon. Tobbszalu, illetve tandem clusterek ellenalloak a
DNS javité mechanizmusnak, igy jelentés ideig fennmaradhatnak a sejtben. Mindkét szalat érintd
clusterek eldidézhetik a DNS kétszalu torését.

A DNS-fehérje keresztkotések kialakulasanak tobb oka is ismeretes. Okozhatjak
szabadgyokok (hidroxil-gyok) vagy kemoterapias készitmények, melyek a DNS-re, illetve a
fehérjékre is kihatnak, a DNS replikacidja €s rekombinacioja, illetve a DNS karosodast javito bazis
kivagd javito mechanizmus is. A DNS-fehérje komplexek negativan kihatnak a DNS
megkettézddésére és transzkripcidjara (Dizdaroglu 2012, Jena 2012). A timin és tirozin
kapcsolddasat mind in vivo, mind in vitro kimutattak mar emldsokon, illetve emlés sejtvonalakon.
A kovalens kotés a timinallil gyoke és a tirozin gytrti C3 pozicioja kozott alakul ki. In vitro emlés
kromatinbol kimutathato volt a timin-lizin, illetve citozin-tirozin kapcsolodasa (Dizdaroglu 2012).
Ha a guanin C5 pozicioja oxidalédik, akkor lizinnel 6sszekapcsolodva formalhatjak az 5-Lys-Sp
komplexet, mig a guanin oxidacidja a C8 pozicidra hat ki, 8-Lys-Guanin jon létre, mely tovabbi
oxidaciot kovetve 8-Lys-Sp-vé alakul.

A ROS fokozzak a mitokondrium membran atereszt6képességét, ami altal proapoptotikus
molekulak (pl.: endonukledz G) dramolhatnak a citoplazmaba. Az AIF a citoszolba atjutva a
sejtmaggal keriil kapcsolatba, ahol nagymértékli DNS fragmentaciot, toredezettséget valt ki
(Chaudhari et al. 2009).

A DNS fragmentek egy- és kétszali DNS toredékekbdl szarmazhatnak, illetve a kivago
mechanizmusok, az oxidalt bazisok javitasabol is (Frankic et al. 2006).

2.3. DNS javité mechanizmusok

A DNS karosodas valasz utvonal (DDR, DNA damage response signaling pathway) a
karosodasra bekovetkezd reakciok sokasagat jelenti. Részét képezi a DNS sériilés felismerése,
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hirvive, illetve DNS javitasi mechanizmusok aktivaldsa, esetlegesen a sejtciklus megallitasa,
apoptozis eldidézése (Sottile & Nadin 2018, Srinivas et al. 2019) illetve az autofagia aktivalasa
(Galati et al. 2019). Az ATM (ataxia telangiectasia mutated), illetve a DNA-PK (DNA-dependent
protein kinase) fehérjék feleldsek a kettds szala DNS karosodas jelzéséért, mig az ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein) az egyszalua DNS, illetve a replikacios villa sériilésének
észleléséért felel (Galati et al. 2019, Bordin et al. 2021, Kloeber & Zhenkun 2021).

A DNS-t folyamatosan érik tamadasok, példaul reaktiv gyokok altal, melyek szerkezetileg
¢s funkcidjaban is képesek befolyasolni azt. A 1éziok mutaciok kialakulasahoz vezethetnek, foleg
javitasi folyamatok nélkiil. A szervezet ezért kialakitott mechanizmusokat, melyek képesek
megkiilonboztetni, majd kijavitani a kritikus DNS karosodasokat. Az oxidativ Gton térténé DNS
karosodas javitasa az €l sejtben kovetkezik be, melyben fehérjék nagy szama vesz részt
(Dizdaroglu 2012, Kloeber & Zhenkun 2021). Masrészrél viszont a DNS javitd (repair)
mechanizmusok nem mindig képesek a teljes javitasra, igy néhany mutaci6é fennmaradhat. Azon
mutéciok, melyek artalmatlanok, nem érintenek lényeges géneket, illetve nem érintik a sejt normal
miikddését. Abban az esetben, ha a modositasok kiterjedtebbek, illetve nem kovetkezik be javitas,
a sejt apoptdzis folyamatan esik at. A karosodott DNS szakaszok felismerésének, majd javitasanak
hianya karos folyamatok beinditasaért lesz felelds, mint példaul a karcinogenezis (Jena 2012,
Juranek et al. 2013).

A DNS javit6 rendszer felelés a DNS karosodasok kikiiszoboléséért, am ha DNS javito
gének szenvednek el mutaciot, akkor a javitd rendszer destabilizalodik. A DNS hibak kijavitasanak
elmaradasa vagy sikertelensége mutagén, citotoxikus folyamatokhoz, sejthalalhoz ¢és
karcinogenezishez vezethet. Ha a 1ézi6 nem keriil kijavitasra a replikacio el6tt, akkor a
megkettdzddésnek karos hatasai lehetnek. Ha a DNS szintézis gatlasa kovetkezik be, akkor letalis
1€zi6rol beszélhetiink, amely kovetkeztében beindul a programozott sejthalal. Ha toleralhato a
karosodas, akkor a DNS polimeraz képes a lézioval (pl.: guanin 1€ézid) szemben egy nem
komplementer, de ép bazist kapcsolni (pl.: adenin).

A DNS polimerdz az 0j széalat alkotja meg a szemben 1évd szallal Gsszevetve, am
1étfontossagu a templat szal épsége. A DNS ligaz dsszekapcsolja a szintetizalt vagy torott szalak
végét (Jena 2012). A genetikai stabilitas fenntartdsa elengedhetetlen, igy a helyreallito, javito
mechanizmusoknak kiemelt szerep jut. Az oxidativ karosodast elszenvedd DNS 1€ziok javitasara
szolgal a BER (bazis-kivagod javitas), illetve a NER. A mismatch javitas (MMR) a nem
megfelelden illeszkedd bazisparokat javitja, illetve a DNS 1éziok és DNS bazisok kapcsolodasat
javitja, mely hibak a DNS replikaci6 soran alakulnak ki dontéen (Dizdaroglu 2012, Jena, 2012,
Sottile & Nadin 2018, Srinivas et al. 2019). Am mismatch-ek a bazis oxidacioja, illetve
alkilalédasa sordn is kialakulhatnak (Sottile & Nadin 2018). A bazis reversal (BR) javitas az
alkilalodott 1éziok javitasat végzi (Jena, 2012).

A BER segitségével egyszeriibb, gyakori DNS 1éziok keriilnek kijavitasra, mint a 8-0x0G,
8-OH-Guanin vagy a FapyG. A BER ezeken kiviil a ROS altal indukalt egyszald DNS
toredezettséget is felismeri (Maiti et al. 2008, Sottile & Nadin 2018). A folyamat sordan a DNS
glikozilaz hidrolizalja a N-glikozidos kotést, ezaltal eltavolitasra keriilnek a sériilt nukleotidok a
cukor-foszfat szakaszbol, 1étrehozva egy AP oldalt (apurin-apirimidin). Az AP-endonukleaz képes
hidrolizalni a 3’-foszfodiészter kotést az AP oldalon, aminek kovetkeztében 3’-a,f telitetlen
aldehid és 5’-foszfat termék jon létre, ezaltal alakulhatnak ki a lancszakadasok, torések. A DNS
polimeraz potolja a hézagot egy 1) nukleotid szintetizaldsaval. Végiil a DNS ligaz 6sszekoti és
stabilizalja a DNS szalak végeit (Carusillo & Mussolino 2020, Bordin et al. 2021).

A DNS glikozilazoknak 2 {6 csaladja ismeretes: a Fpg/Nei, illetve a Nth szupercsalad. Az
Fpg/Nei csaladba tartozik az Fpg (formamidopirimidin DNS glikozildz), amely kivagja a
FapyAde, FapyGua ¢s 8-OH-Gua hibakat. Ebbe a csaladba tartozik a Nei (endonukleaz VIII) is,
amely a pirimidin 1ézidkat, illetve a FapyAde-t javitja. A NEIL1, NEIL2 és NEIL3 Nei-hez
hasonlito DNS glikozildzok. NEIL1 és NEIL3 szamara a FapyAde, illetve a FapyGua tekinthetd a
legjelentdsebb szubsztratnak, am a NEIL1 pirimidin 1éziok elimindlasaban is szerepet jatszik. A
NEIL1 szintjének szignifikdns csokkenése megndvelte a spontan mutdciok szamat human

24



sejtvonal mellett kinai horcsog sejtvonalban is (Hemnani & Parihar 1998, Maiti et al. 2008). A
NEIL3 kivagja az 5-OH-Uracil és az 5-OH-Citozin hibédkat, ezen feliil a NEIL1-hez viszonyitva
hatékonyabban tavolitja el a timin-glikol és az 5-OH-5-MeHyd (5-hidrodi-5-methilhidantoin)
1éziokat a DNS-b6l. A NEILI, illetve a NEIL3 nem mutat aktivitast 8-OH-Guanin esetében. A
NEIL2 leginkabb 5-OH-Uracil, 5-OH-Citozin és 5,6-dihidrouracil 1éziokat képes javitani. Az Nth
(endonukleaz IIT) az Nth szupercsalad tagja, amely szintén FapyAde-t és pirimidin 1éziokat tavolit
el. Ehhez a csaladhoz tartozik az Fpg funkcionalis homologja, mint az OGG1 (8-hidroxiguanin
DNS glikozilédz), mely FapyGua ¢s OH-8-Gua 1ézidkat képes specifikusan felismerni, &m nem
vagja ki a Gh vagy Sp 1ézidkat (Dizdaroglu 2012).

A NER felelds a kiterjedt DNS karosodas, illetve a DNS hélix szerkezetét torzitd 1€ziok
javitasaért, mint példaul a DNS keresztkotések. Ezen kiviil timidin dimerek javitasaért is felel
(Sottile & Nadin 2018, Srinivas et al. 2019). Ezt két eltéré mechanizmussal végzi el, a globalis
genom javitas (GG-NER), illetve a transzkripcio-kapcsolt javitas (TC-NER) altal (Dizdaroglu
2012, Sottile & Nadin 2018, Carusillo & Mussolino 2020). Lényegében az egyszalit DNS egy
hosszabb darabjat vagja ki, mely tartalmazza a karosodott nukleotidot (Jena 2012). A NER javitja
a timin-glikol és 8-OH-Guanin 1ézidkat, de képes a 8,5’-ciklopurin-2’deoxinukleozid javitasara is,
melyhez a 8,5 helyzetii kovalens kotés miatt a BER nem érhet el (Dizdaroglu 2012).

Az oxidativ karosodas kovetkeztében egyszala és kétszala karosodas is bekovetkezhet. Az
egyszall torések, illetve karosodasok keletkezhetnek DNS replikacio, replikacios villa, illetve
transzkripcids folyamatok gétldsa, meghibasodasa esetében, oxidativ stressz, illetve kiilsd
behatasok révén (pl.: sugarzas) (Carusillo & Mussolino 2020). Ezen karosodasok egyszeriibb BER
mechanizmusok altal kertilnek javitasra. A kétszalt torések helyrehozatala torténhet homolog
rekombinacioval (HR), illetve nem homolog vég-vég illesztéssel (Sottile & Nadin 2018, Srinivas
et al. 2019, Kloeber & Zhenkun 2021). A nem homolog vég-vég illesztés esetében H2AX hiszton
aktivalja a DDR (DNA damage response) folyamatokat, majd a két DNS toredék véget a
Ku70-Ku80 dimer koti meg, mely folyamat a homolog rekombinacié antagonistaja. Tovabbi
lépésként a DNS-PK (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) komplex formalodik,
foszforilalodik, ami aktivalja az XRCC4 (X-Ray repair cross-complementing protein) fehérjét, ami
a DNS ligaz IV-el egyiitt végzi az Osszeilleszthetd végek javitasat. Abban az esetben, amikor a
végek kozvetleniil nem 6sszeilleszthetdek, modositast kell elvégezni kozti 1épésként, amit dontéen
a PNK (polynucleotide kinase) végez. Ha a modositas nem kivitelezhetd, azaz a nem homolog
vég-vég illesztés nem funkciondlis az adott karosodas esetében, a Ku70-Ku80 dimer levalik és a
homolog rekombinacidhoz kapcsolhatd faktorok aktivalasa indul be. A homolog rekombindcéd
soran egy testvér kromatid valik templattd, majd a javitasban részt vesz tobbek kozott az MRN
(MRE11-RAD50-NBS1/C-terminal-binding protein interacting protein) complex) komplex, RPA
(Replication Protein A) komplex, RADS51, illetve BRCA2 fehérjék is (Carusillo & Mussolino
2020).

A DNS bazis 1éziok lehetnek letdlisak vagy mutagének, a DNS polimerdztol fiiggden.
Guanin-timin transzverzalis mutacio torténik 8-OH-Guanin, illetve FapyGuanin esetében, mivel
hibasan adeninnel képesek kapcsolodni. A guanin-timin mutacié az egyik leggyakoribb
szomatikus mutacié human rak esetében. Adenin-timin transzverzi6 alakul, ha FapyAdeninnel
kapcsolodik. A 8-OH-Adenin mind adenin-guanin, mind adenin-citozin transzverzié indukalasara
képes. Az Sp és a Gh tobbnyire adeninnel és guaninnel 1ép kapcsolatba, ezaltal alakitva ki guanin-
timin, illetve guanin-citozin mutaciokat. Pirimidin tipust 1ézidk csoportjaba tartozik az
uracilglikol és az 5-OH-Uracil, melyek citozin-timin mutaciot alakitanak ki, mivel adeninnel
kapcsolddnak hibasan. A citozin-timin kapcsolodas az egyik leggyakoribb mutacionak tekinthetd
az oxidativ DNS karosodas soran. Az 5-OH-Citozin citozin-timin mutacié mellett citozin-guanin
part is létrehoz. A timin-glikol helyesen adeninnel alkot part, mely kovetkeztében mutagenitasa
csekély, viszont a DNS polimeraz szamara sok esetben blokként viselkedik, igy in vivo
koriilmények kozott letalis.

A ki nem javitott DNS 1ézidk akkumulalnak a genomban, igy mutaciok, majd kiilonb6zd
betegségek (pl.: rak) kialakuldsdhoz vagy apoptdzishoz vezethetnek. A legtobb oxidativ modon
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eldidézett DNS bazis 1ézid6 mutagénnek tekinthetd. Mutaciok a DNS javitdé génekben is
felléphetnek, ezaltal destabilizaljak a DNS-t javitd mechanizmusokat. Erds dsszefliggés meriil fel
a karcinogenezis, illetve a DNS javit6 defektusok kozott.

A szervezet, igy a sejt homeosztazisanak fenntartasaban kiemelt szereppel bir az apoptozis,
azaz a programozott sejthalal, mivel altala eltavolitasra keriilnek a karosodott, kimeriilt, illetve
helyzetiikben megvaltozott sejtek.

Az apoptodzis egy genetikailag iranyitott sejthalal tipus, amivel egyiitt jar az intracellularis
protedzok és endonukledzok szétterjedése. A kaszpdzok cisztein proteazok, melyek alapvetd
szerepet jatszanak az apoptotikus valaszreakcioban. Az iniciator kaszpazok (kaszpaz-2, -8, -9,
-10, -12) az apoptozis beinditasaban, az effektor kaszpazok (kaszpaz-1, -3, -6, -7) pedig az
apoptozis véghezvitelében latnak el feladatot. Az iniciator kaszpazok az effektor kaszpazok pro-
formait hasitjak, azaltal aktivaljak azokat, mig az effektor kaszpdzok a sejtben taldlhato fehérje
szubsztratokat hasitjak. Egyes kaszpazok a citokineket aktivaljak, ezaltal gyulladasos folyamatok
indulnak el.

Az apoptdzis dontden két apoptotikus utvonal altal idézheto eld: intrinsic (mitokondrialis;
bels6 faktorok altal kialakulo) és extrinsic (kiilsé faktorok és receptorok altal kialakuld) utvonal
révén (Bouaziz et al. 2008, Jia et al. 2014). Mindkét lancolat végén a kaszpazok aktivalasa
torténik. Az extrinsic uUtvonal a plazma membrantdl indul, az itt taldlhatdé receptorokhoz
kapcsoldodnak a ,halal ligandumok”, mint a tumor nekrdzis faktor receptorhoz (TNF-R1) a
TNF-a ligandum. A ligandum-receptor kotddés indukalja az egyes adapter fehérjék és proenzimek
jelenlétének novekedését, majd a kaszpdzok (dontden a kaszpdz-8 és -3) aktivalodnak, ezt
kovetden bekdvetkezik az apoptozis, a sejt halala.

Az intrinsic Utvonal beindulasa a sejtben bekdvetkezd karosoddsok kovetkezménye.
Kiilonboz6 extracellularis és intracellularis jelzések altal zajlik le, példaul kivaltoi lehetnek az
oxidativ stressz, a fert6zések, a citokinhiany, illetve a DNS karosodas is. A p53 fehérje aktivaciojat
kovetden az inicidtor kaszpaz-9 aktivalddik, amely aktivalja a kaszpaz-3 enzimet, ezaltal
becsatlakozas torténik az extrinsic Gthoz (Jia et al. 2014). A p53, illetve p53 rokon fehérjék a
kaszpaz-2 fehérjét is aktivaljak (Zhivotovsky & Orrenius 2005). A kaszpaz-3, mint az egyik
leghatékonyabb effektor kaszpaz, a sejtben talalhatod szubsztratok lebontasaért felelds. A kaszpaz-
kaszkad lezajlasanak eredménye tobb olyan irreverzibilis valtozas, ami érinti a kromatint, illetve
a citoplazmat. Az apoptozison atesett sejt a szovet integritdsanak megbontasa nélkiil tiinik el (Jia
et al. 2014).

2.4. Vizsgalatban részt vevo DNS javito gének

2.4.1. OGG1
A normalis sejt metabolizmusa, illetve a kdrnyezet miatt kialakul6 oxidativ stressz hatdsara
(pl.:  ionizald sugarzas, kémiai karcinogének) 8-hidroxiguanin  (8-OH-G), illetve

8-0x0-7,8-dihidroguanin (8-0xo0-G) jon létre (Chevillard et al. 1998, Boiteux & Radicella 2000,
Bach et al. 2014, Mulder 2015). A 8-0x0-G DNS-ben valé megjelenésének két iranya lehetséges:
a guanin bazis oxidacidja a DNS szerkezetében vagy pedig az oxidalt dGTP (8-0x0-GTP)
beépitése a DNS szintézis soran. A szervezetben harom védekezési mechanizmus all rendelkezésre
az oxidativ guanin 1ézidk kivédésére: prevencid, azaz a 1€zid beépitésének gatlasa hidrolizissel;
javitas, azaz az OGG1 (8-oxoguanin DNS glikozilaz) gén altal meginditott BER; helyettesités
(proofreading), azaz a MUTYH gén BER segitségével a helyteleniil jelen 1év6 adenint tavolitja el,
igy a guanin 1ézi6 citozinnal alkot egy part, ezt kovetden az OGG1 gén éltal vezényelt BER képes
eltdvolitani az oxidativ guanin format (Paz-Elizur 2009). Az oxidativ kdrosodott guanin 1ézidk
a 8-OH-G/8-0x0-G 1¢zi6 eltavolitasaért a karosodott DNS-bdl. Ezaltal prokariotak és eukariotak
esetében is 1ényeges az OGG1 fehérje bazis kivago javitasa a ROS elleni védekezésben, emellett
rendelkezik AP ligaz aktivitassal is. A gén mikddésének gatlasa esetében az igen mutagén guanin
1€ziok guanin-citozin (GC) helyett timin-adenin (TA) transzverziot eredményeznek, am AT helyett
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CG transzverzid is megtorténhet az ellentétes iranyu templat esetében (Chevillard et al. 1998,
Boiteux & Radicella 2000, Paz-Elizur 2009, Mulder 2015). Az oxidativ bazis 1¢éziok
akkumulacidja a mitokondrialis DNS-ben haromszorosa a nuklearis DNS-ének (Hudson 1998).
Souza-Pinto és munkatarsai (2001) egerek esetében a mitokondrialis DNS-ben majdnem
kilencszer tobb 8-0x0-G-t detektaltak, mint a nuklearis DNS-ben. Az OGG1 gén mutacidja szamos
daganatos  elvaltozast eredményezett humdn sejtvonalakon, illetve egér fajban
(Chevillard et al. 1998, Boiteux & Radicella 2000, Shinmur & Yokota 2001, Souza-Pinto et al.
2001, Paz-Elizur 2009, Bach et al. 2014, Mulder 2015). Az OGGl gén nukleotid
polimorfizmusanak hatasara megnovekedett a DNS karosodés intenzitdsa és a petefészekrak
kockazata (Benitez-Buelga et al. 2016).

AFBI1 (50mg/kg) hatasara megndvekedett az egér tlidoben kimutathaté BER aktivitas, azaz
megnovekedett az OGG1 fehérje szintje a magasabb 8-OH-G 1€zi6 szint révén, am a majban nem
volt kimutathat6 valtozas (Guindon et al. 2007). Az OGGI1 génkiiitott egerek mortalitdsa
szignifikdnsan magasabb volt AFBI1 kitettség esetén az ezen génnel rendelkezd csoporthoz
viszonyitva. Ez az eredmény megerdsiti, hogy az OGG1 gén fontos szerepet tolt be a szovetek
védelmében mikotoxinokkal szemben (Mulder 2015). Liu és munkatarsai (2018) vizsgalataiban
24 6rés in vitro human m4j sejtvonalon végzett AFB1 (0,01 uM) kezelés hatasara az OGG1 gén
expresszidja nem szignifikdns mértékben, de csokkent a kontroll csoport értékéhez képest. Az
OGG1 gént ponty fajban mar vizsgaltak hipoxids allapotot (oldott oxigén szint: 1,80 = 0,6 mg/1))
kovetd oxidativ stressz hatdsanak megéllapitdsara, mely soran a hipoxias koriilmények
megsziintetése utan is a gén megemelkedett expresszios szintje volt megfigyelhetd (Mustafa et al.
2015).

2.4.2. HSP70

A heat-shock protein 70 (HSP70) egy stressz altal indukalhato saperon fehérje, amely
Osszefliggést halak esetében is rogzitették mar (Schmidt & Nielsen 2014). Azonban a HSP70 gén
altal kodolt fehérje nemcsak a stresszfolyamatok soran tolt be 1ényeges szerepet: zebraddnidban
kimutattdk angiogenezisben (véredényképzés), a szem fejlddésében, illetve kiilonbozo
karosodasok (pl.: idegi) utani regeneracioban betdltott szerepét (Nagashima et al. 2011,
Schmidt & Nielsen 2014). A HSP70 gén a hdstresszen kiviil szamos kornyezeti dgens hatasara
(pl.: nehézfémek, aminosav analdgok), illetve kémiai stresszor, oxidativ stressz jelenlétekor is
indukalédik szovetspecifikusan, amit tobbek kozott fogaspontyon (Gambusia affinis) is
bebizonyitottak (Ali 2003).

Hunt ¢és munkatarsai (2004) egér modellallaton bizonyitottdk a HSP70 genom
stabilitdsaban betoltott szerepét, mivel a HSP70 gén gatlasa esetében radioaktiv sugarzas hatdsara
megndtt az onkogén transzformacio, a sejtek elhalasa, illetve a genom instabilitasa. Aktiv HSP70
gén esetében, annak tilexpresszalt allapotaban, a genomi stabilitds fennmaradt, valosziniisithetéen
a DNS javito folyamatokban val6 kozremiikodése altal. A HSP70 szerepet jatszik az 01j szintetizalt
fehérjék transzportjaban a sejten belill, illetve a denaturdlt fehérjéket eltavolitja a sejtbdl
(Jee 2016). A sejt védekez0 mechanizmusaiban is részt vesz, csokkenti a mitokondridlis
sériiléseket, a nuklearis fragmentaciot, illetve a stressz altal kivaltott kaszpaz-kaszdadot
(Kocso et al. 2021). A human epithel sejtvonal esetében bizonyitast nyert, hogy a HSP70 a
citoplazmabol a sejtmagba vandorol at oxidativ karosodas fellépése esetében. Hidrogén-peroxid,
illetve doxorubicin (adriamycin, kemoterapias szer) kezelések soran a megndvekedett
8-hidroxi-2-deoxiguannin (8-OH-dG) szint emelkedésével parhuzamosan emelkedett a HSP70
fehérje jelenléte. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a HSP70 a DNS védelmében, javitdsdban is
részt vesz, illetve egyéb DNS javitd fehérjék szallitasat is végzi (Abe et al. 1995,
Kciuk et al. 2020).

A HSP70 fehérjének szerepe van a BER folyamatokban, mivel kapcsolatban all az uracil
DNS glikozilaz, illetve az AP endonukleaz enzimekkel (Sottile & Nadin 2018). Ugyanerre az
eredményre, illetve megallapitasra jutottak Mendez és munkatarsai (2000) HeLa sejtek vizsgalata
soran. A HSP70 jelentéségét BER folyamatban Kenny és munkatarsai (2001) is bemutattdk a
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HSP70 és a APE1 (apurin/apirimidin 1 endonukledz) interakcidjan keresztiil, a HSP70 10-100-
szoros mértékben volt képes novelni az endonukledz aktivitasait. A DNS polimeraz B-t is
stimulélja, igy 1ényeges hatdssal bir a BER folyamatok soran (Mendez et al. 2003). Human légcso
hamsejteken végzett kisérlet soran megemelkedett HSP70 génexpresszios szint mutatkozott a
benzo[a]pirén-diol-epoxid (BPDE)-DNS adduktok eltavolitasa céljabdl, a gén gatlasa esetében a
DNS javitd6 mechanizmus karosodast szenvedett. Igy Duan és munkatarsai (2014) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a HSP70 expresszidjanak hatdsa lehet, illetve részt vehet a NER
DNS javito ttvonalban is. Ugyanerre a megallapitasra jutottak Yang és munkatarsai (2009),
szintén in vitro human légcsé hamsejteken tesztelték a benzo[a]pirén DNS karositd hatasat,
melynek javitaisa a NER folyamatokon keresztiil valosul meg. A kisérlet soran a NER
folyamatokban ismert XPA gén, illetve a HSP70 gént egyiittesen vizsgaltak. Dozis-fiiggd modon
csokkent a sejtek ¢€letképessége, am ezzel parhuzamosan szignifikans korrelacioban novekedett
mindkét gén expresszidja. A HSP70 transzlokacidja a sejtmagba nagyobb MSH2, illetve MLH1
génexpresszids eredményekkel tarsult Nadin és munkatérsai (2007) vizsgalataban, ezaltal a HSP70
az MMR DNS javit6 utvonalban is szerepet jatszhat. Kotoglou és munkatarsai (2009) ramutattak
a HSP70 DNS egyszalu torésének javitasaban val6 részvételére. A HSP70 gént nem tartalmazo,
hostressznek kitett HeLa sejtek esetében szignifikdnsan megndvekedett az egyszali DNS
toredékek aranya, illetve az apoptotikus sejtek mennyisége. A HSP70 génnel rendelkezo sejtekben
a HSP70 kotédik az XRCC1 és a PARP-1 fehérjékkel, mely két utobbi fehérje bizonyitottan
részese a DNS egyszalu torés javitasanak. A HSP70 az ATP-4z domain segitségével kapcsolodik
a PARP-1-hez, ami dimerizalodik a HSP70 altal és jeloli a hiszton és nem hiszton fehérjéket. Az
XRCCI1 pedig a torott szal 2 végét tartja Ossze a javitd mechanizmus elvégzéséig. A HSP70
fehérjének feltehetden hid szerepe van az egyéb DNS javito komplexek kialakulasa soran és
mozgasuk felgyorsitasaban.

2.4.3. p53

A p53 egy tumor szupresszor fehérje, transzkripcio aktivator, mely az egy-, illetve kétszalu
DNS-hez is képes kotddni szekvenciatol fliggden és attdl fiiggetleniil is (Smith et al. 1995,
Zylicz et al. 2001, Williams & Schumacher 2016). A gén, illetve a fehérje aktivalasa stressz
szignalokon keresztiil valésul meg, mint példaul sugarzas (ionizal6é vagy nem ionizald), hipoxia,
héstressz, alacsony pH, oxidativ stressz, DNS kéarosodds és akar a sejtciklus leallitasat
eredményezheti vagy apoptotikus sejthalalt indithat be (Helton & Chen 2007). Am elsd 1épésként
transzkripcios faktorként szabalyozza a sejtciklusban, az apoptdzisban, illetve a DNS javitasban
részt vevO gének expressziojat, ebbe beletartozik a HSP70 gén is. A stresszallapot csokkenése
esetében a p53 tetramer szétvalik és gatlodik a transzkripcids aktivitasa a HSP40 és HSP70
fehérjék magas szintje altal (Zylicz et al. 2001). Az ATM (ataxia telangiectasia mutated) €és az
ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related) két meghataroz6 fehérje a DNS karosodasra adott
valaszban (DDR), melyek foszforilaljak a CHK1 és CHK2 kinazokat (cell cycle checkpoint
kinases), amik aktivaljak a p53 fehérjét (Sottile & Nadin 2018). A DNS javitasban kozvetetten is
fontos a p53, mivel DNS karosodas jelenlétekor az S fazis eldtti G1 fazisban részben megéllitja a
sejtciklust, amely id6 alatt a DNS javitdé folyamatok lejatszodhatnak (Nikolai et al. 2015,
Williams & Schumacher 2016).

A p53 fehérjének szerepe van a NER DNS javitdsban, a NER gének transzkripcion
keresztiili szabalyozasa, illetve a kdzvetlen fehérje-fehérje kapcsolodas altal (Adimoolam & Ford
2003). In vitro kisérlet soran, human vastagbél sejtvonal esetében, a p53 funkciojanak gatlasat
kovetden csokkent az UV kezelés hatasara keletkezett 1€zi0k javitasa, illetve a sejtek DNS javito
aktivitasa (Smith et al. 1995). A p53 NER tipusu javitasban betoltott kozvetlen szerepét Wang €s
munkatarsai (1995) bizonyitottak a p53 és a NER folyamatokban ismert fehérjék (XPA, CSB,
XBA) kapcsolddasan keresztiil. A NER utvonalon a p53 kozvetlen szerep mellett transzkripcios
szabalyozassal is résztvesz a p48, az XPC (Adimoolam & Ford 2003, Ford 2005), illetve az XPA
gének esetén. A p53 transzkripcid fiiggetlen funkcioi kozé sorolhaté az XPB és XPD helikéaz
aktivitdsanak modositasa, dontden csOkkentése, illetve a kromatin hozzaférhetdségének
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modositasa (Williams & Schumacher 2016). Rubbi & Milner (2003) feltételezése szerint a 1éziok
jelenlétekor a kromatin nyitott allapotba keriil az egész genomban, ami a genomi 1éziok
detektalasanak lehet0ségét hozza maga utan. Ez a jelenség a p53 fiiggd p300 hiszton acetilazon
keresztiil valoésul meg, ezéltal a p53 novelni képes a 1éziok detektdldsat a genomban, ami
hozzajarul a genom stabilitasanak fenntartasdhoz. A p53 tehat hiszton hozzaférhetdségi faktorként
viselkedik. Mulder és munkatéarsai (2014) a p53 NER szabalyozasdban betoltott szerepét AFB1
krénikus expozicidja soran bizonyitottak. A p53 génnel rendelkezd egerekben megndvekedett a
NER aktivitas a genotoxikus AFB1 kezelés hatdsara, mig a p53 génnel nem rendelkez6 egerekben
nem kovetkezett be ez a valtozas. A p53 a BER folyamatokban is jelen van (Barzilai & Yamamoto
2004). Kapcsolatban all az AP endonukledzzal, az APE1/Ref-1 BER fehérjékkel, melyek végzik
a p53 szabalyozasat, modositani képesek a pS3 transz-aktivacidjat, proapoptotikus funkciojat,
DNS-hez kotodését, illetve eldsegitik tetramerizacigjat is. A p53 pedig képes az APEI
(apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) gén gatlasara, azaz DNS karosodas esetén DNS javito gént
nyom el, ami a p53 tumor szuppresszor funkciojaval magyarazhatd (Sengupta & Harris 2005,
Williams & Schumacher 2016). A BER aktivitas novekedett, amennyiben magasabb p53
termelddés volt megfigyelheté in vitro koriilmények kozott (Offer et al. 1999). Offer as
munkatarsai (2002) rdmutattak az osszefliggésre, miszerint a DNS karosodas mennyiségétdl fligg,
hogy a p53 DNS javité iranyba vagy apoptozis iranyaba inditja el a folyamatokat. M 1/2 sejtvonal
kis mértékii y-sugarzas (25-50 R) esetében a p53 fiiggd BER aktivitas megemelkedett, nagyobb y-
sugarzas (150-200 R) hatasara csokkent a BER aktivitas és megnovekedett a p53 altal indukalt
apoptdzis mértéke. A p53 befolydsolja az OGG1 miikddését is, e kapcesolat hatterében a p5S3 DNS-
hez kotddése allhat az OGG1 és AP endonukledz enzimekkel egyszerre, ezéltal a pS3 stimuldlni
képes a masik két enzim aktivitasat (Williams & Schumacher 2016). Ezen feliil kapcsolat all fel a
p53, illetve a DNS polimeraz B kozott, p53 gén nélkiili sejtek esetében ezen polimeraz mennyisége
drasztikusan kisebb volt, mint a p53 génnel rendelkez6kben (Seo ez al. 2002). Feltartak mar a
mismatch javitasban (MMR) betdltott szerepét is, tobbek kozott az MSH2 és MSH6 komplex
befolyasolja a p53 kotddését a DNS szubsztrathoz, illetve a még nem funkcionalé6 MSH?2
fehérjével is 0sszekapcsolodik (Williams & Schumacher 2016). A p53 transzkripcid szabalyozas
altal jelen van a kettds szali DNS torések javitdsdban is, mivel képes a RADS1 gén
expressziojanak novelésére, illetve kozvetlen interakcidoban is all a RADS1 és a RADS4
fehérjékkel (Linke et al. 2003, Arias-Lopez et al. 2006).

A O°-metilguanin 1ézi6 helyreallitasaért a O®-metilguanin-DNS-metiltranszferdz (MGMT)
felelds. lonizald sugdrzas hatdsara egér fibroblaszt és patkdny hematdéma sejtvonal esetében
megnovekedett az MGMT aktivitas, amennyiben a p53 gén nem volt gatolt. A p53 gatlasa esetében
az MGMT mennyisége nem valtozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a MGMT promoter
aktivalasdhoz a p53 génexpresszidja sziikséges (Grombacher et al. 1998, Mestier et al. 2020).

2.4.4. GADD45a

A GADD45a (growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 alpha) fehérjének
szamos feladata ismeretes, ugy mint a DNS javitasa, a genom stabilizaladsa, a sejtnovekedés gatlasa
(G2/M sejtciklus), illetve szerepe van a DNS demetilalasaban és az apoptozisban is. A GADDA45
talexpresszalt allapota a DNS demetilalasat segiti el6, mig GADD45 génkilités esetében a DNS
hipermetilalasa figyelheté meg. Az aktiv demetilalast DNS javitas keretein beliil végzi a GADDA4S5,
mely soran interakcioban all a DNS javitd endonukleaz XPG-vel (Barreto et al. 2007). Az
acetilacio sziikséges dllomasa a demetildlasnak, amihez elengedhetetlen a GADD45a. Az oxidativ
5mC demetildlasara 3 Gtvonal all rendelkezésre: az oxidalt vagy metilalt bazis kicserélése BER
segitségével; deaminacid, amit BER kovet; NER altal torténd eltavolitas (Niehrs & Schifer 2012,
Pietrasik et al. 2020).

Zebradanio esetében kimutattdk, hogy a GADD450 a BER specifikus timin
DNS-glikozilazzal 1ép interakcidoba, mely kapcsolaton keresztik torténhet meg az SmC
deamindcidja timinné, amit bazis kivago javitds kisér (Niehrs & Schifer 2012). A GADD45a
kozvetleniil képes kapcsolodni a hisztonhoz, destabilizalni a hiszton-DNS komplexet és ndvelni a
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DNaz hozzaférését a DNS-hez DNS karosodas esetén (Hildesheim & Fornace 2002, Zhan 2005,
Salvador et al. 2013). BRCA1, illetve p53 tumor szuppresszor fehérjék szabalyozzak a GADD45a
gén expressziojat (Desjardins et al. 2008, Pietrasik et al. 2020), am a GADD45a p53-t6l fiiggetlen
moddon is képes aktivalddni (Zhan 2005). Genotoxikus behatasra a p53 fehérje kozvetleniil
kapcsolodik a GADD45a szekvenciajahoz, illetve kozvetetten is aktivalja a GADD45a
transzkripcidjat transzkripcios faktorok segitségével. Majd a DNS karosodds megsziinésével a
BRCALI gatolja a GADD45a expressziojat a cink finger ZBRK1 fehérje altal, mely a GADD45a
DNS kot6 helyéhez kapesolodik (Desjardins et al. 2008, Pietrasik et al. 2020). BRCAT1 jelenléte
képes megemelni, aktivalni az XPC, GADD45 és DDB2 gének expressziojat (Adimoolam & Ford
2003, Zhan 2005) transzkripcios faktorok segitségével (Desjardins et al. 2008). A BRCAI1
talexpresszalt allapotaval parhuzamosan a GADD450 magasabb expresszios szintje volt
megfigyelhetd és a NER folyamat stimulalasa kovetkezett be (Salvador et al. 2013). Azzal, hogy
a GADD450 meggatolja a sejt S fazisba 1épését, lehetdséget nyjt és stimulalja a nukleotid kivagd
javitast (Hildesheim & Fornace 2002). A GADD45a-nak az egyik legkordbban felfedezett
interakcioja a PCNA volt, mely szintén a NER folyamatokban vesz részt (Zhan 2005). Oxidativ
stressz esetében a FOXO3A kozvetleniil kapcsolodik a GADD45a prométerhez és indukalja
transzkripciojat (Salvador et al. 2013). GADD45a csdkkenti a CDKNIA (cyclin-dependent Kinase
inhibitor 1A) expressziojat, ezaltal enged utat a NER folyamatoknak (Salvador et al. 2013). Az
XPC a NER nélkiilozhetetlen javitdo faktora, am XPC mutans sejtvonal esetében a GADD45a
szignifikans expresszid novekedése volt detektalhatdo 30 perces UVC behatas esetében, am ez a
valtozas nem volt megfigyelhetd HeLa sejtek esetében. XPC hidny esetében a GADD45a képes
volt atvenni a NER erdsitd, tdmogatd szerepet, mivel képes az UV altal karosodott kromatinhoz
kotddni és hozzaférni a DNS kérosodas régiojadhoz (Chang et al. 2003). A GADD45a génnel nem
rendelkezd egerek esetében csokkent a nukleotid kivagd javitds, ami megnovekedett
tumorképzddéshez, illetve mutacidkhoz vezetett (Hollander et al. 2001). A GADD45a apoptotikus
hatassal is bir, amit tobbek kozott a p38 befolyasol. Am apoptézist gatld, késleltetd hatasat is
detektaltdk, GADD45a hianydban a DNS javitds mértéke kisebbnek bizonyult. A GADD45a
hidnya a BER folyamatok mértékének csokkenésével is sszefliggésben van (Salvador et al. 2013).
Kim és munkatérsai (2017) UV kezelés hatdsara interakciot mutattak ki a GADDA45a, illetve az
APEI1 fehérjék kozott, mely utdbbi a bazis kivago javitas ismert tagja. Szamos rakos megbetegedés
(pl.: prosztatarak, mellrak, petefészekrak) kialakulasakor figyelték meg a GADD45a szerepét.
Wang és munkatarsai (2018) rakos szovetekben nagy mértékit GADD450 génexpressziot mértek,
ami vélhetden az intenziv DNS javitasnak koszonhetd.

2.4.5. BRCAZ2

A BRCA2 (breast cancer susceptibility gene 2) tumor szupresszor gént donten a
mell-, illetve petefészekrak kialakulasaval kapcsolatosan vizsgaltak, mivel barminem{i mutacioja,
illetve a BRCA1 gén mutacidja megnoveli az 6roklodo mell-, illetve petefészekrak kialakulasanak
lehetdségét (Lee 2014). E génben bekovetkezd delécio egerekben megndvelte az embrio letalitast,
in vitro koriilmények kozott BRCA2 génnel nem rendelkez6 sejtek képtelenek voltak a homolog
rekombindcidval zajlo DNS javitasara, ami apoptozishoz vezetett (Liu & West 2001). BRCA2
hidny esetében kromoszoma instabilitas, torések figyelhetOk meg, illetve a kettds szala DNS
torések javitasa kart szenved (Gudmundsdottir & Ashworth 2006). Am a BRCA2 szamos funkciét
lat el a sejt életében, kozvetleniil képes kapcsolodni az egyszalu, illetve kétszali DNS-hez is
(Tutt & Ashworth 2002, Shamoo 2003). Szerepe van a kett6s szalG DNS javitasaban, a DNS
replikdciojaban, mivel a RADS1 stabilizalasat végzi a replikacios villa védelme érdekében
(Lee 2014). Expresszidja tobb szovetben, mitotikus €s meiotikus sejtekben egyarant kimutathato,
legnagyobb mennyiségben az S fazis soran, a DNS replikacidja alatt van jelen
(Venkitaraman 2001). DNS kérosodas fellépése esetében Chk1 és Chk2 kinazok foszforilaljak a
BRCAZ2-t, majd szabalyozzak interakcidjat a RAD51 fehérjével (Lee 2014). Részt vesz a homolog
rekombindcioban, illetve a homolog-direkt javitasban (homology-directed repair)
(Saeki et al. 2006). Kezdeti elképzelés szerint a BRCA?2, illetve a BRCA1 komplexet alkot és
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direkt modon jatszik szerepet a kettds szali DNS javitdsdban, am erre kevés bizonyiték all
rendelkezésre. Az latszik valosziniinek, hogy e két BRCA fehérje képes az interakcidra, am
kiilonboz6 fehérje komplexek részei €s a kettds szala DNS javitasban mas-mas szerepet toltenek
be. A BRCAl-gyel szemben a BRCA?2 interakcioi igen limitaltak, f6 fokuszban a RADS1
fehérjével, mely nélkiilozhetetlen a homolog rekombinécidban, javitdsban (Liu & West 2001,
Shamoo 2003). A homolog rekombinacios javitas soran a BRCA2 interakcioban all a PALB2
fehérjével (Zhang et al. 2009a). A BRCA1 és a BRCA2 interakcioban all a PDS5B, illetve a DMC1
fehérjékkel is (Fradet-Turcotte et al. 2016). Amennyiben a BRCA2 fehérje szerkezete sériil
(BRC repeats), a RADS1 nem képes kotddni a BRCA2 fehérjéhez, igy elmarad a DNS javitasa. A
RADSI1, illetve a BRCA?2 interakcidja, komplexe megakadalyozza a RADS1 kapcsolddasat az ép
DNS szakaszhoz, igy a RAD51 DNS-hez valo kotédése a karosodas helyét tarja fel, amit a RADS1
¢s a BRCA2 DNS karosodasra végbemend foszforilacioi eléznek meg. A DNS javitasat kovetden
a BRCA2 tavolitja el a DNS-rél a RADS1-et (Liu & West 2001, Shamoo 2003). A RADS51 gén
expresszidjat befolyasolni képes a BRCA2, am a fehérje termelddésének attol fiiggetlen utvonala
is létezik. A rendelkezésre all6 RADS1 fehérje 20%-a kotddik a BRCA2 fehérjéhez, mint
immobilis frakcio, a fennmarad6 80% pedig immobilis oligomerizalt frakcioként lesz jelen vagy
relativ mobilis frakcioként. BRCA2 funkcidjanak betdltéséhez elengedhetetlen a BRCA2-kotd
fehérje (DSS1). A DSS1 csendesitést kovetéen BRCA2 fehérje mennyisége nagy mértékben
csokkent. Am a DSS1 hatdsanak pontos mechanizmusa még nem ismert
(Gudmundsdottir & Ashworth 2006). A BRCA2 felelos a RADS1 szallitasaért a keletkezésének
helyétdl a DNS javitas helyszinéig. igy a BRCA2 hidnyaban a RAD51 fehérje nem éri el céljat, a
DNS javitas kart szenved (Venkitaraman 2001). Yoshida és Miki (2004) 6sszefoglaldja szerint a
BRCAZ2 gén talexpresszalt allapota esetében a p53 gén expresszidjanak csokkenése kovetkezik be,
mely Osszefliggést még vizsgalni sziikséges.

2.4.6. MSHG6

Az MSH6 fehérje a mismatch javitidsban vesz részt, igy Orzi a genom stabilitasat,
integritasat, mivel eltavolitja a nem megfeleld, nem 0sszeilld nukleotid parokat, melyek a DNS
replikacioja, illetve a DNS kéarosodasa esetén keletkeznek (Tomé et al. 2013). Az MMR fehérjék
expresszioja aktiv a sejtciklus Osszes fazisaban (Edelbrock et al. 2013). Az MSH6 mellett az
MSH2 fehérjének is jelentds szerepe van, mely fehérjék a bazis-bazis mismatch esetén is ellatjak
funkcidjukat (Umar et al. 1998, Tomé et al. 2013). Az MSH2-MSH6 komplex egyetlen nukleotid,
illetve  kisebb delécids, inzerciés mismatch-eket 1is képes felismerni, kijavitani
(Edelmann et al. 2000, Yang et al. 2004).

Mismatch észlelése esetében a komplex kotddik a hibas parhoz, gytriit alkot a DNS kortil,
majd ATP kotés és hidrolizis utan javitja a mismatch-et. A gytrit alkoté komplex pedig a
DNS-en tovabbmozdul a mismatch-t6] tavolabb és egyéb javitd fehérjékkel kommunikal, mint a
PCNA (Anthony & Hingorani 2003, Yang et al. 2004). Gorman és munkatarsai (2007)
fluoreszcens mikroszkop (TIRFM, total internal relection fluorescence microscopy) segitségével
megbizonyosodtak, hogy az MSH2-MSH6 komplex a DNS spiralis tengelyén képes haladni diffuz
allapotban, mely mozgéashoz csupan hdenergiara van sziiksége. A komplex képes reverzibilis
modon inaktivalddni, immobilissa valni. MMR gének mutacidja, karosodasa, gatlasa esetében
kiilonbozd karcindémak kialakulashoz, illetve neurodegenerativ elvaltozashoz vezet. Human tumor
sejtvonal esetében hataroztdk meg, hogy MMR gének koziil a masodik legnagyobb mértékben
expresszalodo fehérje az MSH6 (az MSH2 fehérje utan). A fehérjék stabilitasa pedig az
interakciok tipusatol, illetve a heterodimer képz6déstdl fiigg, ennek megfeleléen az MSH2-MSH6
komplex stabilabb, mint a MSH2-MSH3 komplex. MMR gének expresszidja
szovetspecifikussadgat is meghataroztdk egerekben. Legnagyobb expressziot a lépben és a
herékben, kozepes mértékiit detektaltak a majban, a vesékben, az agyban, a legkisebb
expresszioval a sziv és az izmok birtak (Tomé et al. 2013).

A BRCALI fehérje kulcsfontossagt része a BASC fehérje komplexnek (BRCAL-associated
genome surveillance complex), melynek részesei tumor szuppresszorok, DNS karosodast észleld
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fehérjék, illetve mismatch javité fehérjék, mint az MLHI1, MSH2 vagy az MSH6. Am nem all
rendelkezésre informacid, hogy miként fiiggenek Ossze ezen fehérjék funkcidi (Maresca et al.
2018). MSH6 tumor szuppresszor gén, MSH6, illetve MSH3 mutacidban szenvedd egerek
esetében  nagymértékben megemelkedett az  emésztérendszeri  daganatok  szama
(Edelmann et al. 2000). De Wind és munkatarsai (1999) munkajaban drasztikusan csokkent a
tulélés az MSH6 hidnyos egerek esetében, ami csak MSH3 és MSHG6 egyiittes hidnyaban volt még
kisebb. Kisérletiik soran az MSH6 hidnyaban kiilonb6z6 tipusu tumorképzddést talaltak:
emésztorendszeri, tiido, méh, bor és nyirok szervekben és szovetekben. Szintén egerek esetében
mutattak ki MSH6 hianyaban a G-G, illetve a A-C mismatch-ek javitisanak elmaradasat, igy
bebizonyosodott, hogy a bazis-bazis mismatch javitasban nélkiilozhetetlen szerepe van, &m ez nem
mondhato el inszerciés/delécioés mismatch-ek esetében (Edelmann et al. 1997).

2.4.7. RAD51

A RADS1 rekombinaz meghatarozo szerepet tolt be a genom stabilitas fenntartasédban,
mivel fontos katalizatora a homolog rekombinacidnak, illetve egyike a kettds szalit DNS torések
javitasaban részt vevo fehérjének. A homoldg rekombinacié soran a torott DNS szakaszt egy
homolog szekvencia helyettesiti templatként a DNS szintézis soran. A RADS1 ezt a folyamatot
(Wassing & Esashi 2021).

A homolog rekombinacid elsdé szakaszaba ATP kotddik a RADS1 fehérjéhez, ezaltal a
filamentum szerkezetének kialakulasa kezdddik el (Laurini et al. 2020). Az invazio6 altal a nem
komplementer szal eltolasaval D-loop-ot hoz Iétre, ami lehetéséget ad a DNS szintézisére a sériilt
szakaszok kozott. A RADS1 nukleoprotein filamentumot hoz 1étre az egyszalq, illetve a kétszala
DNS-en, a karosodas helyszinén (Thacker 2005, Li & Heyer 2008, Gildemeister et al. 2009,).
Végiil a RADS1 Ca?* fiiggd médon stimulalja a RADS54 DNS javité és rekombindns fehérje ATP4z
aktivitasat, mely altal a kialakulé komplementer szal templéatként szolgal a tovabbi DNS szintézis
folyamatdhoz (Laurini et al. 2020).

A RADS1 specidlisan fontos az egy-végii (one-ended) kétszali DNS torések (DSB)
javitasdban. Az egy-végli DSB javitas a sériilt replikdcids villandl nagy jelentséggel bir a sejt
taléléséért. Maganal a replikdcios villa visszaallitdsanal is szerepe van a RADS1 fehérjének.
Hipotézis szerint a replikacios villa levalo tagjahoz kapcsolodik, majd ujra stabilizalja azt, igy
visszaallitja a normalis villa strukturat. A replikéacids villa megfeleld szerkezetének visszaallitasa
az egyik lehetdség a kettds szalo DNS torések megeldzésére. A RADS1 kimeriilése esetében
megnott a replikacios villa toredezettsége, illetve ndvekedett a DSB is human sejtekben in vitro.
A villa védelméhez a BRCA2 fehérje is sziikséges, mivel az stabilizalja a RADS]1 filamentumot a
villaban. A RADS51 gatolni képes a villa mogott 1évé egyszali DNS szalban a gap-ek
felhalmozodasat a homoldg rekombinacid révén vezérelt mechanizmus altal. A RADS1 gén
alapvetd fontossagli a sejt életképességének fenntartdsdhoz, RADS1 null mutacio egerekben
embriod letalitdst eredményez (Wassing & Esashi 2021), mig csirke limfocita sejtvonal (DT40)
esetében a G2/M fazisu sejtek ardnya megndvekedett, nagymértékii kromoszdma torések alakultak
ki majd pedig sejthalal (Thacker 2005, Wassing & Esashi 2021). Az embri6 letalitds, mint hatas
(Wassing & Esashi 2021). Human bor fibroblaszt sejtvonalban ionizald sugdrzds hatasara
(200 rad, 400 rad) nem volt kimutathatd kiilonbség a kezelt és kezeletlen csoportok kozott a
GO/G1, S, G2/M fazisokban 1év6 sejtek aranyait tekintve. Legkisebb aranyban a GO/G1 fazisban
voltak jelen a sejtek, majd aranyuk folyamatosan nétt a S fazisban, a legmagasabb a G2/M fazisban
volt. Hasonléan a human sejtvonalhoz, a kinai horcsog petefészek sejtvonal esetében sem
indukalta az ionizalo sugarzas a RADS1 fehérje expresszidjat (Chen et al. 1997).

Ezzel az eredménnyel ellentétben Tarsounas és munkatarsai (2004) immunofluoreszcens
festéssel mérték fel a RADS1 fehérje jelenlétét human sejtekben (HeLa) in vitro. Kezeletlen
koriilmények kozott a RADS1 fehérjét tartalmazoé sejtek aranya 10-15% kozé tehetd, mig ionizalo
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sugarzasnak (10 Gy) kitett sejtek esetében ez az arany tobb, mint 50%. A RADS51 fehérjék
mennyiségének ndvekedése mellett a BRCA2, illetve egyéb homolog rekombindcidban fontos
fehérje (RAD54, RPA) mennyisége is novekedett. A RADS1 fehérje expresszidja a sejtmagban is
végbemegy, am agressziv tumorndvekedés esetében a citoplazmdban 1évé fehérje expresszid
sokkal nagyobb mértékii (Gachechiladze et al. 2017).

2.4.8. REV1

A REVI fehérje deoxicitidil (dACMP) transzferaz, a DNS polimerdzok Y csaladjaba
tartozik, mely tobb 1ényeges funkcidt is ellat az eukaridtakban, mint a DNS hibatolerancidban
(DNA damage tolerance) és a replikacio soran végbemend transzlézios DNS szintézisben vald
részvétel, illetve a kettds szali DNS torések javitdsa homolog rekombinécio segitségével. A ki
nem javitott karosodas esetében a REV1 fehérje blokkolni képes a replikaciot. A transzlézios
szintézis sordn betoltott szerepét dontden polimeraz { DNS polimerdzzal egyiitt latja el, am a
REV1 fehérjéhez egyéb polimeraz is hozzakapcsolddhat masodlagosan (polimerdz x, m, 1)
(Lawrence 2004, Guo et al. 2006, Gabel et al. 2013).

A REV1 és a polimeraz  a kettds szala DNS torés esetében a sériiléshez kozel alkot csak
komplexet, majd a komplex kapcsolddik a DNS kéarosodashoz (Hirani & Sugimoto 2006). Maga
a polimeraz ( egy heterodimer komplex, mely REV3, illetve REV7 fehérjékbol all. A REV3
magaban is képes a polimerizaciora, &m REV7 fehérje stabilizdlja, illetve szignifikansan noveli
polimerizacios aktivitasat. A REV1 fehérje egyik domain-jén keresztiil kdzvetleniil kapcsolodik a
REV7 fehérjéhez, a masik domain a REV3 vagy mas polimerazzal valo kapcsolodast teszi lehetdvé
(Sharma & Canman 2012). A hibat meg nem engedd (error-free) utvonalon kiviil mas javitasi
utvonal is biztositja a sejt tilélését, a REV1, a REV3 és a REV7 gének az SOS javito folyamat
részei (Simpson & Sale 2003). A REV1 a kettds szal javitdsakor dCMP illesztését végzi egyes
guanin adduktok, abéazikus hellyel, illetve egyéb pl.: DNS szalak kozotti keresztkotések (ICL)
okozta 1ézidkkal szemben (Budzowska et al. 2015).

ICL javitdsdban is szerepe van a REVI1 fehérjének. Human rakos sejtek nagyobb
érzékenységet mutattak REV1, REV3, REV7 hidnydban ciszplatin vagy mitomicin C kezelés
esetében, mely kezelések ICL el6idéz6i (Sharma & Canman 2012). REV1 kimeriilés esetében
csokkent az ICL javitasa Xenopus laevis tojasokban (Budzowska et al. 2015). Csirke sejtvonal
(DT40) esetében a REV1 gén hidnyaban szignifikdnsan lecsokkent az ICL kéarosodas javitasanak
hatékonysaga (Shen et al. 2006). Szintén DT40 sejtekben a REV1 gén inaktivalasat kovetoen a
sejtek életképesek maradtak, am megnovekedett apoptozis szint mellett. A sejtek nagyfoku
érzékenységet (haromszoros) mutattak DNS karosit6 anyagokkal szemben (hidrogén-peroxid, UV
megvilagitas, 4-nitroquinolin-1-oxid), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a REV1 gén sziikséges
az oxidativ DNS karosodas lekiizdéséhez. Megnovekedett a szabadgyok szintje a REV1 génnel
rendelkezd sejtekhez viszonyitva, illetve emelkedés mutatkozott a bazis karosodasok szintjében
is, dontéen a timin-glikol, 8-oxo-guanin, illetve abazikus hely megjelenésével
(Simpson & Sale 2003).

Okada ¢és munkatarsai (2005) REVI1 génkiiitott DT40 sejtek esetében novekedés
elmaradast figyeltek meg, illetve a sejtelhalds szintje nagyobb mértékii volt, mint a REV1 génnel
rendelkezOké. A REV1, REV3, REV7 génkiiitott sejtek DNS karositdé anyagokkal
(metanszulfonat, ciszplatin, hidrogén-peroxid, UV sugdrzas) szembeni tulélese drasztikusan
lecsokkent, ugyanugy a mindhdrom génben hianyos sejtek esetében. A kisérletbdl levonhat6 az a
kovetkeztetés, hogy mindharom REV gén lényeges szerepet tolt be a fellépd DNS karosodas
javitasaban, ezaltal a genom stabilitdsanak fenntartdsaban, a sejtek életképességének
megorzésében. Csupan a REV1 génben hidnyos sejtekben csokkent az Ig (immunglobulin) gén
génkonverzio. A REV7 fehérje fontos a REV3 fehérjével torténd kapcsolodas révén, a REV1 pedig
nélkiilozhetetlen a polimerdz C-val torténd komplex képzOdésében, am ettdl fliggetleniil is
meghataroz6 a homolog rekombindcioban. HelLa sejtekben is bizonyitast nyert a REV1 gén
fontossaga a homolog rekombinacioban. A REV1 gén kimeriilésekor megndvekedett a kettés DNS
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szal, illetve a kromoszémak kérosoddsa infravords sugarzas behatasa esetében
(Sharma et al. 2012).

2.4.9. XPA

Az XPA (Xeroderma pigmentosum group A complementing protein) meghatarozé faktor
a NER tipusu DNS javitasban (Orelli et al. 2010). Az XPA egy cink-ujj domain-el rendelkez6
DNS-t kotd, ellendrzd, javito fehérje, mely az €p, illetve a karosodott DNS-hez is kotodik. A DNS
gerincén bekovetkezO elvaltozasokat hatékonyabban ismeri fel, mint a DNS léziokat, ami
megerdsiti az XPA DNS karosodas felismerésben betoltott szerepét (Pulzova et al. 2020). Nagy
affinitast mutat a sériilt ketts szala DNS-sel szemben is (Li et al. 1994). Kozvetleniil kapcsolodik
a karosodott egyszali DNS-hez, egyéb DNS javitdé komponensekkel egyiittmikédve a NER
komplex miikodését biztositja (Donninger et al. 2015, Kopera et al. 2004).

In vitro koriilmények kozott kimutathatd HeLa sejtekben az XPA interakcidja az ERCC1
fehérjével, am egyik fehérje sem képez homodimert. igy az XPA egyik funkcidja lehet a sériilt
DNS egyéb javitdo komplexek felé iranyitasa, ilyen példaul az ERCC1 is (Li et al. 1994). Human
fibroblaszt sejtekben az ERCC1-XPA interakcidjanak gatlasa (ERCCI1 domain altal)
kovetkeztében a sejtek ciszplatinnal, illetve mitomicin-C-vel szembeni érzékenysége nem
novekedett. Igy elmondhatd, hogy az ERCC1 fehérjének sziikséges az XPA fehérjéhez
kapcsolodni a NER javitasi rendszer miikodéséhez, mig az XPA fehérje képes onalldan is ellatni
feladatat (Orelli et al. 2010). Az XPA egyéb fehérjékkel is interakcioba tud 1épni, ilyen példaul az
XPC (Xeroderma pigmentosum group C-complementing protein), az XPE (Xeroderma
pigmentosum group E-complementing protein), a TFIIH (transcription factor 11 Human), a PARP1
(poly(ADP-ribose)polymerase-1) és a RPA (replication protein A) (Sugitari et al. 2016). Az RPA
elengedhetetlen a DNS replikacio, rekombinaci6 €s javitas soran (Mer et al. 2000).

Az XPA nagyobb affinitassal kotodik a kettds szalit DNS-hez, mint az ugyanakkora
hosszisagl egyszali DNS-hez, illetve a DNS gerinc sériiléseit ismeri fel. Az RPA az egyszalu
karosodast, illetve a bazispar torzulasokat ismeri fel, igy e két fehérje dsszekapcsoldodasaval egy
még hatékonyabb DNS karosodast érzékeld komplex jon Ilétre (Missura et al. 2001,
Pulzova et al. 2020). Az XPA 6nmagaban egy kevésbé stabil fehérje komplexet képes kialakitani
(Missura et al. 2001). Fan & Luo (2010) ramutattak az XPA, illetve a SIRT1 (sirtin-1) fehérje
kapcsolatanak fontossdgara, mivel a SIRT1 végzi az XPA deacetilacidjat. E kdlcsonhatasnak
leginkabb karos behatasok esetén van nagy jelent6sége. Kezeletlen sejtek esetében nem
kimutathato a két fehérje kapcsolodasa, de UV sugarzas utani 1. oraban megnovekedett az SIRT1
fehérje kotddeése az XPA fehérjéhez. A kotddés hatékonysdga a sugarzast kovetod 4, illetve 6 ora
utan érte el a maximum értékét. Ezen Osszefliggés szerint a SIRT1 felelés az XPA megfeleld
acetilacios statuszaért, mely befolyasolja az XPA és a RPA interakciojat. Az XPA acetilacidja
csokkenti az RPA interakciora vald képességét, a deacetilacid ezzel szemben az optimalis
kapcsolatot teszi lehetové. Az XPA acetilacios ciklusaban a RASSF1A is szereppel bir, a SIRT1
aktivitasat befolyasolja. A SIRT1 deacetildz gatlasa esetében a RASSF1 6nmagaban nem képes az
XPA deacetilalasara. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a deacetilalasra csak kozvetetten képes
hatni a SIRT1 fehérjén keresztiil (Donninger et al. 2015). Hugyholyag rakos szovetekben az XPA
fehérje, illetve mRNS szintje is lecsokkent az egészséges szovetéhez viszonyitva. A rakos
sejtekben megnovekedett a kromoszéma rendellenességek mértéke, illetve emelkedett a rakos
sejtek ¢letképessége az XPA hidnyaban, mig mikodd XPA fehérjék esetében a rakos sejtek
¢letképessége csokkent (Zhi et al. 2017). XPA hianyos egerekben emelkedett a sejtek
érzekenysége benzo(a)pirén kezelés esetében, illetve a tiidé adendma kialakuldsanak gyakorisaga
71%, mig XPA génnel rendelkezd allatok esetében ez csupan 35% volt. Az XPA-n keresztiili NER
utvonal gatlasa karcinéma kialakulas valdszintiségének novekedésével jar (Ide et al. 2000).

2.5. DNS karosodas kimutatasara alkalmas modszerek

Szamos modszer all rendelkezésre a DNS kéarosodéas meglétének igazolasara és mennyiségi
meghatarozasara. A DNS szekvenalas nagyon ritka DNS modosuldsokat képes kimutatni, a
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vizsgalatnak tobb valtozata ismeretes, am hasznalata most is szamos korlattal rendelkezik, mint
példaul a keresztkontamindaci6 (Sloan et al. 2018).

A HPLC (high-performance liquid chromatography) és a GC (gas chromatography)
modszerek jol kombinalhatoak egyéb detektalasi eljarasokkal (pl.: tomegspektroszkoppal),
specifikus és érzékeny technikdk, kimutathato altaluk példaul dimer, abazikus hely, 1ézidk, mint a
8-0x0-guanin is. Hatranyuk a nagyobb mennyiségli DNS igény, illetve annak eldkészitése soran
kialakul6 esetleges DNS karosodas.

Az é4ramlési citometria (flow cytometry) szintén Onmagéban, illetve mas moddszerrel
(YH2AX fokusz vizsgalat) kombinalva is képes a DNS karosodas gyors kimutatasara, illetve
apoptozis detektalasara nagy mennyiségii sejtet képes vizsgalni. Azonban nem tud kiilonbséget
tenni a karosodott, nekrotikus vagy apoptotikus sejtek kozott, igy az utdbbiak negativan képesek
befolyasolni a DNS karosodas vizsgalatat (Milnere t al. 1987, Kumari et al. 2008, Johanson et al.
2016).

Az elektrokémiai modszerek érzékenyek, szelektivek, alacsony koltségvetésiiek, kis
mennyiségii DNS-t és kevés eszkozt igényelnek. Kimutathatok példaul az 8-oxo-guanin, DNS
torések, de 1éziok, mint a timin dimer nem, illetve alkalmazasa ritkanak mondhat6 (Kumari et al.
2008, Li et al. 2019).

A mikronukleusz teszt egy igen elterjedt genotoxicitasi teszt, in vivo €s in vitro is
alkalmazhat6. Tobb valtozata is ismert, mint példaul a citokinaz blokkolt mikronukleusz teszt, am
ez is csak a nuklearis DNS vizsgalatahoz alkalmas (Fenech 1997).

Immuntesztek  szintén alkalmasak 1éziok (pl.: 8-0xo-guanin, 5,6-dihidroxi-5,6-
dihidrotimin) detektalasara antitestek felhasznaldsaval. Ebbe a csoportba tartoznak az ELISA
(enzyme-linked immunoabsorbent assay), a RIA (radioimmunoassay) és az immunohisztokémiai
vizsgalatok, melyek in vitro és in vivo kisérletekben is alkalmazhatéak. Az immunohisztokémiai
eljaras a FISH (fluoreszcens in situ hibridizacio) modszerrel kombinalhatd, ami fontos, mivel az
immuntesztek hatranya a specifikussagukban keresend6 (Gonzalez-Hunt et al. 2018).

A Southern Blot analizis hasznalhaté a DNS szal torések szemikvantitativ mérésére, am
nagy mennyiségli mintara van sziikség az elvégzéséhez (Patenge 2017). Elénye a minta minimalis
elokészitése, ezaltal a DNS mesterségesen eldidézett karosodasa elenyészé mértékii, hatranya a
specifikussagban és nagy DNS igényében talalhat6 (Gonzalez-Hunt et al. 2018).

Az yH2AX fehérje alapu immunofluoreszcencia vizsgalat esetén a DNS karosodas
kimutatésa a sejt valaszan alapul, mivel a hiszton 2AX fehérjék aktivalodnak, majd a DNS kettds
szalu torései korlil nagy szakaszokban foszforildlodnak vagy a replikacids villat blokkoljak és
jelenlétiiket kiilonalld gocpontként lehet detektilni a sejtmagban indirekt elsédleges vagy
masodlagos antitesteteket felhasznald6 immunofluoreszcencia 4ltal. A hiszton fehérjék
foszforilacidjan alapuld technika nagyon érzékeny vizsgalat, mellyel egyetlen egy- vagy kétszala
toredék kimutathatdé a sejtmagban (Nikolova et al. 2017). Kiértékelése torténhet flureszcens
mikroszkdoppal vagy aramléasos citométerrel. Mikroszkdppal torténd vizualis kiértékelés esetében
hatranya a nagyobb mértékii szubjektivitas, az iddigényesség, illetve a kiértékeldnek tapasztaltnak
kell lennie. Az automata altali kiértékeléshez viszont nagyobb mennyiségii felvétel sziikséges, ami
szintén id6igényes (Rothkamm és Horn 2009, Durdik és munkatarsai 2015).

A Halo Assay segitségével egyediilallo sejtekben, azok DNS szal torései vizsgalhatok.
Korlatai kozott szerepel a tulérzékenység, illetve, hogy csak nuklearis DNS-en végezhetd el
(Kumari et al. 2008, Gonzalez-Hunt et al. 2018).

A FISH nem izotdpos mddszer, amely a vizsgalt DNS szakasz jelenlétét, illetve relativ
helyét képes meghatirozni a kromoszoémaban (Murthy & Demetrick 2006). E technika
hasznalataval vizualizalhatoak és becsiilhetdek a DNS/kromoszémak karosodésai. A comet assay-
vel kombinalhato, az egy sejtben megjeldlt kromoszomak, kromoszoma szakaszok és specifikus
gének is vizsgalhatok. Hatranyai kozott szerepel kozepes automatizalhatosaga, a vizsgalhatd gének
limitaltsaga, illetve szemikvantativ tulajdonsaga (Collins 2004, Gonzalez-Hunt et al. 2018).

A Tunel Assay altal egy- és kétszalit DNS torések, illetve apoptozis is detektalhatd (Migheli
et al. 1995). A mddszer érzékenysége €s specifikussaga jelentik a korlatait (Kumari et al. 2008).
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A DNS toredezése nem csak apoptozis, hanem autolizis és nekrozis hatdsara is kialakulhat, &mde
a tunel modszer nem képes megkiilonboztetni a sejthalal kiillonbozd tipusait (Grasl Kraupp et al.
1995).

A quantitative vagy real time PCR technika az egyik legismertebb és igen elterjedt eljaras,
1éziok gyakorisdgaval. Szekvencia specifikusan, nagy teljesitményti, tobbek kozott genotoxikus
anyagok kiszlrésére alkalmazhat6 érzékeny, gyors, aranyaiban kis laboreszkoz és koltségigényii
eljaras (Kumari et al. 2008, Lehle et al. 2014). Befolyasolo tényez6 a templat kezdeti mennyisége
(Kumari et al. 2008). Széles korben lelheté fel hasznalatuk DNS és RNS mennyiségi
meghatarozasra vagy mutaciok felderitésére a genetikai diagnosztikdban. Szdmos moddositas,
fejlesztés kovetkeztében kiilonbozo specifikacioval rendelkezd real time PCR technika all
rendelkezésre, mint példaul a hot TagMan proba vagy a SYBR Green alapa PCR-ek
(Sang et al 2015).

2.5.1. A comet assay

A comet assay (modszer), mas néven egyetlen sejt gélelektroforézis (SCGE) modszere az
egyik leggyakrabban alkalmazott médszer a DNS karosodas vizsgalatara. Segitségével az egy
sejtben bekdvetkezd DNS karosodas ténye ¢€s mértéke hatdrozhatd meg. Ennek segitségével
becsiilhetd a karosodas eloszlasa a sejtpopulacioban (Kent et al. 1995, Augustyniak et al. 2014).
Segitségével a kornyezetben jelen 1€vd, kozvetlen DNS karosodasra képes genotoxikus anyagokat
vizsgalhatunk, dontden egy- és kétszall torések, illetve oxidativ DNS karosodas esetén. E modszer
felhasznalasa széleskorli, mivel a genotoxikologidban, a molekuldris epidemiologidban, a
takarmanyozas-¢élettanban és az orvostudomanyban egyarant alkalmazhato. Felhasznaljak
¢lohelyek allapotanak felmérésében, kiilonbozé kdrnyezeti szennyezések hatdsanak nyomon
kovetésére. In vitro sejteken, illetve in vivo mintakon is elvégezhetd vizsgalat (Olive 1989, Haines
2002, Collins 2004, Brendler-Schwaab 2005, Franki¢ et al. 2006, Azqueta et al. 2009, Dhawan et
al. 2009, Horvatovich et al. 2013).

Ezt a mddszert a nyolcvanas évek végén, 1988-ban fejlesztették ki (Kent et al. 1995). A
comet, azaz az iistokos feje maga a sértetlen sejtmag, alakja gdmb, a farok, azaz a csdva pedig a
fejbol szarmazo6 sériilt, toredezett DNS (Kent et al. 1995, Augustyniak et al. 2014), amit a 1. abra
szemléltet:

1. abra: Egy karosodott sejt, az iistokos részei (Olive & Banath 2006)

Az ép sejt esetében csupan az iistokos feji része lathatd, pontszeri, mivel a DNS sértetlen
marad. Az egyre nagyobb karosodast szenvedett sejt DNS allomanya iistokdscsovat produkal, a
fej része egyre kisebb, mig a csdva egyre nagyobb lesz, mivel a sériilt, toredezett DNS mennyisége
megno.

A comet assay jol elkiilonithet6 1épésekre oszthatd, melynek elsé szakasza a sejtek agaroz
gélbe agyazasa. Ezutan a sejtek lizdlasa kovetkezik alkalikus vagy semleges kémhatas mellett
(Wojewodzka et al. 2002), amit a kicsavarodasi fazis kovet. A gélbe agyazott sejteket ezutan
elektroforézisnek vetik ala, Az elektroforézis alatt alakulnak ki az iistokosok. A szaradt és
tartositott targylemezek DNS-hez k6t6do festékkel elvégzett festése utan fluoreszcens mikroszkop
segitségével lathatova valnak az iistokosok. Az egyes fazisokban a varakozasi idok betartasa
Iényeges, melyek hosszat tobbek kozott a sejtek tipusa is meghatarozza (Olive 1989, Gedik et al.
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1992, Tice et al. 2000). A festék megvalasztiasa is lényeges. A leggyakrabban felhasznalt
interkalalo festék az etidium-bromid, amely hatékonyabban kapcsolodik kettds szali DNS-hez
mint az egyszali DNS-hez. Ugyanez mondhaté el a 4,6-diaminido-2-fenilindolrél is. Ezzel
szemben az akridin narancs az egyszalu nuklein sav jelenlétében piros szint mutat, mig kétszalua
DNS esetében sargdszold szinti lesz a fluereszcens kép (Collins 2004).

Az listokos képek kiértékelése torténhet vizualisan (szubjektiv mddon) vagy szamitogépes
program segitségével (objektiven).

A vizualis analizis gyorsnak mondhatd és nem igényel szamitogépes, illetve szoftveres
hatteret, kivitelezése gyakorlatot kivan, am konnyen elsajatithaté (Kobayashi et al. 1995, Collins
2004). A vizualis kiértékelés soran 4 vagy 5 kategoria kialakitasara van sziikség, ahol a ’0’
kategoria jelenti a sértetlen sejtet. A kiértékelés soran figyelembe kell venni az elvandorlas hosszat,
illetve a comet csova részében 1évé DNS relativ aranyat (Collins 2004, Hafner et al. 2012,
Horvatovich et al. 2013). Collins és munkatarai (1997) 6sszevetették a vizualis kiértékelést és a
Ki.

Ha a kiértékelés szoftveres uton torténik, akkor tobb paraméter mérésére van lehetdség,
mint a csdva szazalékos DNS tartalma. Mérheté az elvandorolt DNS szézalékos hanyada a
sejtmagtol (DNA in tail), a cséva hossza (a fej és az utolsdé fragment tavolsaga), a csova
erdssége/intenzitasa (a csdéva hossz x a csova DNS %-aval, tail moment) (Collins 2004,
Mozaffarieh et al. 2008, Kumaravel et al. 2009). A cs6va hossza kevésbé informativ paraméter,
mivel nagy karosodas esetében a csdva hossza nem nd aranyosan, illetve a hattér és az egyéb
szoftver beallitasok befolyédsoljak a kiértékelését. A csdva intenzitdsa nem linedris lefutasu a
karosodassal, az listokos alakja nem eldrejelezhetd. Ezzel szemben a csova szazalékos DNS
tartalma linearis kapcsolatban van a karosodas mértékével, altala elérejelezhetd az iistokos képe.
Szoftveres kiértékelés esetében minimum 50 sejt kiértékelése sziikséges (Collins 2004).

Rendelkezésre allnak ingyenes, illetve licence dijas programok, amelyekbe beolvashato6 az
adott listokos képe, manudlisan keriilnek kijel6lésre az iistokosok részei, majd a paraméterek
szamitasat a program végzi el. Illyen a NIH Image, Komet 5 Image, az OpenComet, a CapsLab,
illetve CometScore program (TriTek) is (Helma & Ulm 2000, Chaubey 2005, Miskolczi 2007,
Gyori et al. 2014). Emellett automatizalt kiértékeld modszer is felhasznalhatdé az iistokosok
eredményének elemzéséhez (Bocker et al. 1999).

Szamos eldnnyel rendelkezik, mint az egyszerliség, érzékenység, rugalmassag,
sokoldalusag, a sejtciklus barmelyik fazisdban 1évd sejtek vizsgalhatdsaga, relativ alacsony
koltségli, alacsony a sziikséges sejtszam, hosszan tartosithatdo targylemezek (Collins 2004,
Wang et al, 2005, Olive & Banath 2006).

A moddszernek tobb korlatja, hibazasi lehetdség ismert: az agar6z réteg nem kotddik a
targylemezhez (lecstszik rola), a harom egymasra helyezett réteg szakadasa, elvizesedése
(Klaude et al. 1996), a minimum 50 comet kiértékelése nem elegendd, amennyiben heterogenitas
tapasztalhatd a sejtpopulacioban (a kiértékelésre keriild istokosok szamai vizsgalatonként
eltér6ek). Amennyiben a vizsgalandd minta tartalmaz nekrotikus/apoptotikus sejteket, a DNS
karosodas mértékének meghatdrozasa csorbat szenved, mivel a comet assay-vel mért DNS
karosodas nem feltétleniil kdzvetlen genotoxicitas eredménye, hanem az apoptozis/nekrozis altal
végbemend DNS fragmentacié kovetkezménye is lehet. A moddszer kivitelezése alatt a DNS
karosodhat; tobb oldatra van sziikség meghatarozott pH érték mellett, ezaltal nagyfoku precizitas
szlikséges. A comet assay érzékenységét befolyasolja a kozeg kémhatasa, ligos kémbhatas altal a
replikaciés villa egyszalu toredékként viselkedik, igy az S-fazisban 1évé DNS migracidja
gyorsabb. Semleges kémhatés alatt a DNS az S fézis alatt egy replikacios buborékot képez, ezaltal
képes a migraciot visszatartani. A mddszer validalasa, a sejtkoncentracio helyes meghatarozasa
elengedhetetlen, a til magas koncentracid esetében az {istokosok elkiilonitése akadalyoztatott, a
lizalas fazisa gatolt, a kiértékelés elvégezhetetlen (Olive & Banath 2006). Legidealisabb,
amennyiben a DNS karosodas ¢és a sejtlizalas kozott kevés 1d6 telik el, mivel a sejtben bekdvetkezd
DNS javitas mar csokkentheti a DNS toredezés mértékét, ezaltal egyes DNS 1¢éziok kimutatdsa
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csokken. Ennek kikiiszobolésére a lizis kombinalhatd addukt specifikus enzimek hasznélataval,
am kevés ilyen enzim (pl.: formamido-pirimidin DNS glikozilaz) ismeretes, illetve dontéen in
vitro korilmények kozott bizonyitottan (Wang et al. 2005). A 1ézi6 specifikus enzimekkel
kiegészitett comet assay hasznalata elenyészé in vivo kisérletek soran, csupan egerek és patkany
esetében jelentek meg eddig publikaciok (Collins et al. 2020). A comet assay-vel, a halo assay-
hez hasonldan, csak nuklearis DNS vizsgalhato (Gonzalez-Hunt et al. 2018).

Lathat6, hogy a comet assay hatékonysaganak és specifikussaganak novelését célzo
modositasokra van torekvés, dsszehasonlitdisban mas DNS kéarosodast vizsgald mddszerrel igy is
alul tud maradni. Nikolova és munkatarsai (2017) a semleges, illetve az alkalikus comet assay
eredményeit hasonlitottdk 0Ossze a yYH2AX fokusz vizsgalat eredményeivel négy ismert
genotoxikus anyag (metil metanszulfonat (MMS), N-metil-N’-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG),
mitomicin C és hidrogén peroxid (H202)) hatasara. A YH2AX fokusz vizsgalat linearis dozis
valaszt adott mindegyik vizsgalt anyagra, megallapitotta genotoxicitasukat. A comet assay
esetében a csdva intenzitasat vizsgaltak, mely paraméterben emelkedést tapasztaltak az egyre
nagyobb doézis hatasdra harom vizsgalt anyagnal, &m a mitomicin C teljesen hatastalannak
bizonyult e modszer alkalmazasa soran. A két modszer eredményei erds korrelacioban alltak
hidrogén-peroxid, illetve metil metanszulfonat esetében, MNNG vizsgalatakor gyenge korrelacio
volt kimutathat6, mitomicin C esetében pedig semmilyen kapcsolat nem volt. Ennek ismeretében
arra kovetkeztethetlink, hogy a YH2AX fokusz vizsgalat megbizhatobb és érzékenyebb, mint a
comet assay genotoxicitas altal generalt DNS karosodas vizsgalata soran.

Lehle és munkatarsai (2014) a comet assay-t dsszevetették qPCR (Santos et al. 2006),
illetve LORD-Q PCR technikakkal human sejtvonalon (Jurkat - leukémias T-sejt limfoblaszt)
20 perces bleomicin kezelés hatisara bekdvetkezd DNS karosodas nyomonkdvetésére. A qPCR
1€zi6 novekedés, ez a szignifikans valtozds comet assay-nél 500 nM koncentracid esetén
mutatkozott. A LORD-Q PCR technika a bleomicin 10 nM koncentracidjanal mar szignifikans
DNS 1¢ézi6 szam emelkedést mutatott ki, igy érzékenysége kimagaslonak bizonyult a masik két
vizsgalt modszerhez képest.

Ko (2016) szintén 6sszehasonlitast végzett a comet assay, illetve a LORD-Q PCR technika
kozott human sejtvonalon in vitro. Tendencialisan hasonl6 eredményeket produkalt a két modszer,
am a szerzo kihangstlyozta a laborigény kozotti kiilonbséget: a
LORD-Q PCR technikaval torténd vizsgalat 6 orat vett igénybe, ezen iddintervallum téredékében
volt sziikség a jelenlétre a PCR késziilék hasznalata miatt. Ezzel szemben a comet assay
elvégzésének ideje 10 Orara tehetd, mely soran tobb reagenst kell 6sszeallitani €s rovid varakozasi
id6ket betartani, a reagensek miatt is tobb laboreszk6z hasznalatara van sziikség a LORD-Q PCR
modszerhez viszonyitva.

Evans ¢és munkatarsai (2016) markdnsabb kiilonbséget mutattak ki a comet assay €s a
LORD-Q PCR eredményei kozott PBMC (peripheral blood mononuclear cells) human
sejtvonalban UV hat4sanak vizsgalatakor. A comet assay OTM paraméterét figyelembe véve az
alkalmazott két UV dozist csoport (20, illetve 100 ml/cm?) szignifikansan eltért a kontroll
csoporttol, am a két kezelt csoport kozott nem volt kimutathatd kiilonbség. Ezzel szemben
LORD-Q PCR-rel végzett nuklearis és mitokondridlis DNS vizsgalata soran a kezelt csoportok
nemcsak a kontrolltol, hanem egymastol is eltértek szignifikdnsan.

2.5.2. A LORD-Q PCR technika

A real-time (rt) PCR alapu moédszerek egyik felhasznalasi korlatja a DNS proba hossza,
melynek optimalis tartomanya néhany szaz bazisra tehetd. Emellett az interkalalodo fluoreszcens
festékek, mint a SYBR Green, képesek a polimeraz enzimeket koncentracio fiiggd modon gatolni,
mivel beépiilnek a DNS két szala kozé. Ambar, ha a 1éziok eloszlasa a genomban egyenetlen, a
hosszabb templat szekvencia statisztikailag tobb PCR-gatl6 DNS valtozast tartalmaz. Ezaltal
csokken az ép templat szekvencidk szdma, ami miatt kimutathatd az amplifikacid exponencialis
fazisanak késése cp vagy ct érték meghatarozasaval. Kovetkezésképpen a proba hossza és a DNS
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1éziok eldfordulasa a proba szekvencidban linedrisan korrelal egymadssal, igy a hosszabb DNS
proba noveli a DNS kéarosodas meghatarozasanak érzé¢kenységét.

A LORD-Q PCR technika elméleti alapja, 1ényege, hogy a templat DNS-ben jelenlévo
karosodasok csokkentik a PCR amplifikacids hatékonysagat. Ennek szdmszertsitése érdekében
egy hosszu, 3000-4000 bazispar koriili, illetve egy rovid, 100-200 bazispar koriili fragmentet
sokszorozunk fel. A két szakasz ct értéke egyre inkabb eltavolodik egymastol, minél tobb, illetve
kiterjedtebb 1€ziot tartalmaz a hosszl fragment, annal inkabb nagyobb ct értékkel fog rendelkezni.
A rovid proba ct értéke képezi a belsé referencia értéket, mivel a rovid szakasz kis mérete miatt
statisztikailag elenyész6 mennyiségii 1éziot tartalmazhat. A rovid, illetve a hosszi szakasz ct
értékeibdl kalkulalhatd a DNS karosodas mennyisége.

A LORD-Q PCR technika elényei a nagyfoki érzékenység, specifikussag,
koltséghatékonysag, kisebb laborigényl, gyorsan elvégezhetd, kis mennyiségli mintat igényel,
nuklearis, bakterialis, illetve mitokondrialis DNS karosodas kimutatasara is alkalmas. A DNS
karosodasokat (pl.: timin dimerek, abazikus helyek, egy ¢és kétszala torések,
5-hidroximetil-citozin, DNS adduktok) kumulativan mutatja ki (Lehle et al. 2014, Ko 2016,
Dannenmann et al. 2017, Patenge 2017, Zhu & Coffmann 2017).

Ko (2016) felvet egy sarkalatos pontot a LORD-Q PCR modszerrel kapcsolatban, az
optimalizaciot. Kisérlete soran tobb esetben nagy eltérést detektalt a technikai ismétlések soran.
Okként megjeldl harom indokot: az alkalmazott DNS kinyerési modszer (fenol-kloroformos DNS
kinyerés), ez mindenképpen logikus gondolat, mivel a DNS kinyerés soran a kinyerést végzo
személy is képes a DNS-t mechanikai behatasok (pl.: vortexelés, centrifugalas) altal karositani.
Masodik megfogalmazott ok az in vitro sejtkulturaban felhasznalt szelén jelenléte, mely gatolni
képes a DNS polimeraz miikodését. Ennek valoszinlisége minimalisra tehetd az ismétlddé mosasi
1épések révén. Harmadik ok esetében a kivalasztott gén (p53) nem megfeleléen reprezentalja a
nukleéaris DNS-ben bekdvetkez6 karosodasokat. E probléma nem jelentkezik mitokondrialis DNS
vizsgalata soran. Az optimalizacio soran Ko (2016) megemliti az ,,elken6dott hattér” (smear)
megjelenését, amit a tul magas DNS koncentracionak tud be. Ezen kiviil megemliti az altermékek,
dimerek megjelenését a gélben, amit példaul magasabb annealing homérséklettel lehet
megsziintetni. Tapasztalataim szerint a LORD-Q PCR egyetlen nehézsége az optimalizacid, ami
igen iddigényes is lehet, mivel a DNS kinyerési eljaras, az alkalmazott DNS polimeraz, a festék,
a PCR mix koncentracidja, a bemért DNS koncentracio, illetve a PCR bedllitasanak minden
paramétere befolydsolni képes a technika specifikussagat és érzékenységét. A sikeres, mindenre
kiterjedd és leellendrzott PCR optimalizaciot egyszer sziikséges elvégezni egy adott faj esetében,
majd azt kdvetden barmilyen szoveten, barmilyen anyag hatasa tesztelhetéveé valik.

Ezidaig leginkabb human sejtvonalakon, in vitro mintakon alkalmaztak e PCR technikat
(Lehle et al, 2014, Evans et al. 2016, Ko 2016, Dannenmann et al. 2017, Patenge 2017),
minimalisra tehetd az in vivo kisérletekb6l szarmazo mintak vizsgalata. Zhu & Coffmann (2017)
zebradanio in vivo mintakon végezte el a LORD-Q PCR-t, mely altal szévetek (agy, maj, sziv,
izom) Oregedését, ezaltal karosodasat mérték.

Lehle és munkatarsai (2014) fejlesztették ki e modszert €s vizsgaltak hatékonysagat €s
érzékenységét. In vitro human Jurkat T limfocita sejtvonalon tesztelek négy ismert genotoxikus
agenst (ciszplatin, UVC, bleomicin, etopozid) és mindegyik esetében dozisfiiggd modon mutattak
ki a kdrosodast a mitokondrialis, illetve a nuklearis DNS-ben egyarant. Szubletalis genotoxicitas
megallapitottak, hogy mindkét idépont utan kimutathatd volt DNS kéarosodéas, még a sejthalal
beindulasat megeldzden is. Ennek ismeretében a LORD-Q PCR képes a korai genotoxikus
események kimutatasara fiiggetleniil az apoptotikus sejthalal bekdvetkezésétol.

A LORD-Q PCR kidolgozasa soran Lehle és munkatarsai (2014) igen draga DNS
polimerazt és festéket alkalmaztak (KAPA2G Fast Hot Start ReadyMix (Peqlab), ResoLight festék
(Roche)), Evans és munkatarsai (2016) célul tliztek ki, hogy olcsobb PCR 6sszetevokkel (Hot
FIREPoI® DNA polimeraz (Solis Biodyne), SYTOS82 festék (Life Technologies) helyettesitsék
ezen alkotokat ugyanolyan foku specifikussag, érzékenység €s megismételhetdség mellett.
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Emellett céljuk volt az eredeti cikkhez képest mas DNS izolalo kit (DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) helyett Quick-gDNA™ Miniprep (Zymo Research)) kiprobalasa, illetve masik PCR
késziilék alkalmazasa (Roche LightCycler 480 II késziilék helyett Corbett Rotor-Gene 6000),
ezaltal bebizonyitani a LORD-Q PCR technika rugalmassagat, széles korli hasznalatat eltérd
laborfelszereltség mellett. Zhu és Coffmann (2017) szintén moddositotta a PCR 0Osszetevoit
(Platinum Pfx DNA polimeraz, ThermoFisher Scientific; Syto-9, ThermoFisher Scientific, illetve
EvaGreen, Biotium festékek), illetve egyéb DNS izolalo kit-et (E.Z.N.A. DNS kit, OMEGA)
alkalmazott. Edwards (2009) megerésitette, hogy az EvaGreen sokkal kevésbé gatolja a DNS

A LORD-Q PCR technika érzékenységét és specifikussagat Lehle és munkatarsai (2014)
Osszehasonlitottak a szemi-long (kozepesen hossz) PCR technikaval a ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizis sordn. Az 1 érték jelenti a kezelt és kontroll csoport kozotti teljes
(100 nM) a ROC értéke LORD-Q PCR esetében 1,0, 10 nM koncentracidéban pedig 0,934. Mindkét
koncentracioban a szemi-long PCR ROC analizis soran kapott értékei alacsonyabbak (0,901; 0,5).
A LORD-Q PCR soran alkalmazott hosszu proba ellenére e technika kedvezobb érzékenységii €s
specifikusabb. Ez azzal is magyarazhato, hogy a szemi-long PCR soran alkalmazott DNS
polimeraz kisebb hatékonysagu, illetve az real time PCR soran gyakran hasznalt SYBR Green
festék jobban gatolja a reakciot az EvaGreen-nél (Lehle és munkatarsai 2014). A PCR moddszer
specifikussagat a mindenkori hasznalat soran ellendrizhetd az olvadasi gorbével (melting curve),
illetve elektroforézissel. Ko (2016) human mellrak (BRCA1) sejtvonalon alkalmazta a LORD-Q
PCR-t, minden kisérleti mintaban egyetlen éles csucsot detektalt a folyamat végén, azaz a kivant
fragmens amplifikacioja sikerrel jart.

Lehle és munkatarsai (2014) LORD-Q PCR fejlesztésekor megvizsgaltak, hogy a DNS
karosodas mely tipusait képes a mddszer kimutatni. Egy bazis kiilonbséget hordozé kiilonbozo
oligonukleotidokat alkalmaztak templatként, majd meghataroztak a relativ amplifikacidjukat. Az
abazikus hely (abasic site), a timin dimer, 5-hidroximetil-citozin (5-hm-dC) jelenléte esetében
gatld hatas volt kimutathato a relativ amplifikdcids ratan a bazis moddositast nem tartalmazéd
kontroll templathoz viszonyitva. Egyéb bazis modositasok, adduktok (8-oxodeoxoadenozin, 8-
oxo-deoxiguanin) jelentéktelen mértékben voltak képesek befolyasolni relativ amplifikéacios ratan.
A LORD-Q PCR precizitasat és érzékenységét bizonyitja, hogy az abazikus hely, timin dimer,
illetve 5-hm-dC jelenléte esetében is a 1éziok minimalis szamu (>0,3 detektalt 1ézi6/10 kb)
jelentlétét is detektalni képes.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Az elvégzett vizsgalatok osszefiiggései

A 2. abra mutatja be a vizsgalatokban alkalmazott mikotoxinokat, a kisérletekben résztvevo
allatfajok ¢és a vizsgalatok soran elvégzett feladatokat. A vizsgalatok kozotti 6sszefliggéseket €s
logikai kapcsolatokra is rAmutat a 2. abra.

Alkalmazhato6sagi
problémak

DNS kérositas és DNS
javitas Osszefiiggése

Afla

Ster

DNS javito gének expresszidja és
DNS 1éziok mennyiségének
egylittes vizsgalata

Uster LORD-Q PCR+GENEXPRESSZIO
adaptalas tyuk ma;j sejtekre
gének kivalasztasa

Ster PCR-ek optimalizalasa, primerek

tervezeése

1ézi6k mennyiségének meghatarozasa
Afla génexpresszio valtozasanak vizsgalata

2. abra: Az alkalmazott mikotoxinok, a fajok és az elvégzett vizsgalatok Osszefiiggései
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3.2. Tyuk fajban végzett kisérletek elrendezése a comet assay
vizsgalat soran

3.2.1. Mikotoxin termeltetése és annak ellenorzése

A T-2 toxin Fusarium sporotrichoides NRRL 3229 P torzs altal kukoricadara szubsztraton
kertilt termeltetésre Fodor et al. (2006) modszere szerint. A mikotoxin (T-2, HT-2) tartalom
visszamérése céljabol mintavételezés tortént, ami immunaffinitas eldtisztitas utdn nagy felbontasa
folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel valosult meg (Trebstein et al., 2008). T-2 és HT-2
toxinok kimutatasi hatarértéke 0,02 mg/kg takarmany volt.

3.2.2. A takarmanyok mesterséges szennyezése és mikotoxin tartalma

Az allatok kozforgalomban kaphatd, a Vitafort Zrt. altal gyartott intenziv brojler inditd
teljes értékli takarmanykeveréket fogyasztottak dercés formaban. A vizsgélni kivant
mikotoxinokat meghatarozott mennyiségben tartalmaz6 kukoricadara a takarmannyal keriilt
Osszekeverésre por formajaban. A keveréktakarméany eredetileg nem tartalmazott a
kimutathat6sagi hatarértékeket meghaladdé mértékben mikotoxinokat. A kisérleti csoportok
takarmanyainak mikotoxin szennyezettségének mértéke a kovetkezOképpen alakult (1. tablazat):

1. tablazat: Comet assay tyuk vizsgalatban kialakitott csoportok és azok T-2 ¢és HT-2
szennyezettségének visszamért értékei

Csoport T-2 HT-2
megnevezése mg/testtomeg kg
kontroll <0,02 <0,02
THT1 0,127 0,088
THT2 0,235 0,149
THT3 0,989 0,57

3.2.3. Kisérleti allatok és tartasuk

A kisérletben Ocsarél szarmazé Cobb 540 brojler kakasok vettek részt. A kisérlet soran
négy csoport keriilt kialakitasra, csoportonként 6t allattal. A kontroll csoportban 1évd allatok atlag
testtomege a kisérlet kezdetekor (14. €letnap) 395,85+47,72 g volt, a tobbi csoport atlag testtomege
maximum =+ 5%-ban tért el. A toxinterhelés a 14. életnapon kezdddott, majd az éllatok
exterminalasa a toxinterhelés 14. napjan, a 28. életnapon tortént a nyaki érkomplex atvagasaval
(httpl).

A kisérlet helyszine a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus
Elettani és Takarméanyozastani Intézet, Takarmanybiztonsagi Tanszék Kisérleti tere volt. Az
etetési kisérlet allatkisérleti engedéllyel tortént (NEBIH Pest Megyei Elémiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag, XIV-1-001/1880/2012).

3.2.4. Mintavételezés

A szdvetmintak post mortem, kérboncolas soran kertiltek begytijtésre. A mintak a maj bal
oldali lebenyébdl szarmaztak. Minden minta Eppendorf csébe keriilt és azokat a felhasznalas el6tt
maximalisan 20 percig jégen taroltuk.
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3.2.5. Comet-assay vizsgalat
3.2.5.1. A comet-assay elvégzéséhez sziikséges oldatok elkészitése

A foszfat puffert a Ca®* és Mg?" mentes PBS tabletta csomagolason lathaté el8iras szerinti
feloldaséaval allitottam Ossze.

A lizis oldat elkészitésekor (1 1 mennyiség esetén) 146,2 g NaCl, 37,2 g EDTA, illetve
1,2 g Tris kimérését kovetden 800 ml desztillalt vizet adtam ezen komponensekhez. A pH értékét
10-re sziikséges beallitani szemcsés natrium-hidroxid folyamatos adagoldsaval, majd a viz és a
vegyszerek elegyét 1 liter mennyiségre allitottam be. Haszndlat el6tt 1,5 ml Triton X-100-at és
15 ml DMSO keriil 135 ml lizis oldathoz.

Az elektroforézis puffer esetében két oldatot készitettem el 1-1 liter {rtartalom
mennyiséggel. 2000 ml desztillalt vizbe mértem be 120 ml mennyiséget az 5 normalos NaOH
oldatbol (NaOH 200 g/liter (5N)) és 10 ml mennyiéget az EDTA oldatbél (EDTA 74,4 g/liter).

A semlegesito puffer pH-értékét 7,5-re allitottam be tomény HCI segitségével (Tris 48,5
g/liter).

A festé oldatot hasznalat elott 1:9 aranyban higitottam PBS-sel (etidium bromid
10 mg/50 ml desztillalt viz).

3.2.5.2. Targylemezek elkészitése

A majdarabokat 100-szoros aranyban higitottam foszfat pufferrel. A szuszpenzid
elkészitéséhez ollot, spatulat, majd Vortex-kever6t hasznaltam (2500 fordulat/perc, 30 sec.), ezek
utdn a mintdk jégre keriiltek. A tovabbiakban a feliilusz6 keriilt felhaszndldsra 75 pl
mennyiségben. A pozitiv kontroll mintdk kialakitdsahoz hidrogén-peroxidot (10 ul, 3% v/v)
hasznaltam fel.

El6szor 0,8 % (w/v) normal agardzt készitettem, majd ebbe az agardzba meritettem bele a
targylemezeket. A lemez egyik oldalarol eltavolitottam a gélt, majd papirra helyezve dermedtek
meg. Miutan ez az agardz réteg megszilardult, 75 pl 1% (w/v) alacsony olvadaspont agardzt
juttattam a lemezekre, illetve azonos mennyiségii sejtszuszpenziot. Ezt kovetden feddlemez keriilt
a targylemezekre €s 5 percre jégakkura helyeztem azokat az ijabb agaroz réteg megszilardulasaig.
A feddlemez eltavolitasat kovetden egy harmadik réteget vittem fel a targylemezre (90 pl 0,5%
(w/v) alacsony olvadaspontu agardz). Ismét fedélemezzel boritottam az utolso réteget is, majd 5
percen keresztiil jégakkura keriiltek a lemezek, ennek lejarta utan eltavolitottam a feddlemezeket.

Az ezt kovetd lépések elsotétitett laborban folytak. A targylemezeket egymds mellé
helyeztem egy iivegkadban és lizisoldatot ontdttem rajuk, mely oldatban minimum egy oraig
voltak a targylemezek 4°C-on. A lizisoldatban eltoltott idé utan a targylemezek lecsepegtetését
kovetden elektroforézis kadba helyeztem, amit elektroforézis pufferrel toltottik fel a lemezek
elfedéséig. A 40 perc varakozasi id6 utan az elektroforézis kovetkezett (20 V, 300 mA, 24 perc).
Ezutan a lemezek lecsepegtetése kovetkezett, majd semlegesité pufferrrel ontéttem le a lemezeket,
amit 5 perc elteltével megismételtem. A sotét szakasz ekkor ért véget.

A lecsepegtetett lemezekre 50ul etidium-bromidos festé oldatot juttattam, majd
feddlemezzel fedtem. Mikroszkop alatt UV fényben vizsgaltam a keletkezett iistokosoket 20x
nagyitds mellett. A fotdkat Nikon Eclipse E600 tipusii mikroszkopra szerelt QCapture
MicroPublisher 3.3 RTV digitalis fényképezdgéppel készitettem el. A vizsgalat soran minimum
150 sejt keriilt kiértékelésre minden csoportban.

3.2.5.3. Comet assay eredményeinek kiértékelése

Az stokosok képeinek kiértékelését kétféle modszerrel végeztem el. A manudlis
kiértékelést CometScore (TriTek) programmal végeztem el €s kapott nyers adatokbol a % DNA
in Tail, azaz a sejtmagtol elvandorolt DNS szazalékos hanyadat vettem figyelembe, mint a
leggyakrabban vizsgalt paramétert (Collins 2004). GraphPad QuickCalcs kalkulator segitségével
a szignifikdnsan eltérd értékek kivalogatasra keriiltek, mely értékek a CometScore program
manudlis iistokos kijeloléseinek tévedéseibdl szarmaznak. Ezt kovetden a %-os értékek arcsin
gyok transzformacié segitségével egy mértékegység nélkiili értékekre szamitottam at a statisztikai
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kiértékelés végett. Vizualis kiértékelést is elvégeztem (Singh et al. 1988, Collins et al. 1997,
Horvatovich et al. 2013), mely soran az tistokdsoket egyesével mindsitettem egy 0-4 kdzotti skalan
a farok részben jelen 1évé DNS fragmentumok mennyisége alapjan. Minden csoportbdl legalabb
100 sejtet vizsgaltam (Horvatovich et al. 2013).

3.3. Ponty fajban végzett Kisérletek elrendezése a LORD-Q PCR
vizsgalat soran

3.3.1. Mikotoxin termeltetése és annak ellenorzése

A Kkisérletben hasznalt T-2, illetve DON mikotoxinok termelését egy egylittmiikddés
keretében a KE-MTA , Mikotoxinok Az Elelmiszerlancban” kutatocsoport végezte kukoricadara
szubsztraton. A T-2 toxint a Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 torzs, mig a deoxinivalenolt
(DON) a Fusarium graminearum NRRL 5883 torzs segitségével allitottak e¢l6 (Fodor et al. 2006).
A kontroll és a mesterségesen szennyezett takarmanyok DON (Pussemier et al. 2006), illetve T-2
toxin (Trebstein et al. 2008) tartalmanak ellendrzése immunaffinitas elOtisztitds utan nagy
felbontasu folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel tortént.

3.3.2. A takarmanyok mesterséges szennyezése és mikotoxin tartalma

A pontyokkal végzett kisérletben kereskedelmi forgalomban 1évé Aqua Garant Classic™
takarmany (extrudalt, lassan siillyed0 takarmany novendék pontyok szaméra) kertilt
felhasznalasra. A megtermeltetett mikotoxinok feloldasra kertiltek (T-2 toxin: 50ml etanolban;
DON: 150ml desztillalt vizben), majd kiilon-kiilon 3kg pellet takarmanyra permeteztiik ra. Egy
¢éjszakan at 50°C-on tartottuk az igy elkészitett takarmanyokat, hogy az etanol, illetve a viz
elparologhasson. A kontroll takarmanyok elkészitésekor a pellet takarmanyt 25 ml etanollal
(T-2 toxin kontroll) vagy 75 ml desztillalt vizzel (DON kontroll) kezeltiik, a tovabbi el6készités
ugyanugy zajlott. A kontroll takarmanybol, valamint a kisérletes mikotoxinnal szennyezett

crer

takarmanyok mikotoxin tartalma a kdvetkezOképpen alakult (2. tablazat):

2. tablazat: A ponty LORD-Q PCR vizsgalatban kialakitott csoportok és azok T-2, HT-2, DON
¢és 15-acetil DON szennyezettségének visszamért értékei

Toxin T-2 | HT-2 | DON | 15-acetil DON
Csoportok mg/testtomeg kg

Kontroll <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
T-2 mikotoxin 4,11 0,49 - -

DON - - 5,96 0,33

3.3.3. Kisérleti allatok és tartasuk

A vizsgalathoz egynyaras hibrid pontyokat (Szarvasi P34, n=144) hasznaltam, amelyeket
az OKO 2000 Kft.-t61 szereztem be. A kisérlet kezdetekor a pontyok testtdmege 23,26+6,86 g volt.
Akklimatizacios periddus utan (1 hét) a pontyokat harom kiilonb6z6é csoportba osztottuk
véletlenszertien. A tartds 6 db, azonos tirtartalmu (150 L) akvariumban valosult meg (n=24). A
halakat fél-statikus rendszerben, klortalanitott vizben tartottuk (a viz legalabb egy napig at volt
szelloztetve a felhasznélas el6tt). A vizcsere mértéke kétnaponta elérte az 50%-ot, az oxigén
szintjének maximalizalasa érdekében az akvarium vizének folyamatos atlevegdztetése ment
végbe. A viz hdmérséklete a kisérlet egésze alatt 18+1°C volt. A megvilagitasi programot 12 ora
sOtét/12 ora vilagos szakaszokra osztottuk fel. Az allatok testtomege a kisérlet inditasakor
35,9242,82 g volt. A viz egyes paramétereit a kisérlet idétartama alatt monitoroztuk, igy a
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HACH HQ30d hordozhaté Multi-paraméter mérémiiszer), a pH szintjét (7,2-7,5, HACH HQ30d
hordozhaté Multi-paraméter mérOmiiszer), illetve a teljes ammonia szintet (0,2+00,3mg/L,
HANNA HI 83203 Multiparaméter fotométer). A pontyok etetése napi kétszer tortént (reggel 8
orakor és délutan 16 orakor) teljesen megegyezd adagban. A takarmany mennyisége a pontyok
testtomegének 1%-aban lett meghatdrozva, melynek feliilvizsgalata hetente tortént a
mintavételezett halak atlagos testtomege alapjan.

A Kkisérlet helyszine a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus
Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi Tanszék volt. Az etetési kisérlet
allatkisérleti engedéllyel tortént (NEBIH Pest Megyei Elémiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag, XIV-1-001/2304-4/2012).

3.3.4. Mintavételezés

A folyamatos mikotoxin terhelés mellett az 1., 2. és 3. héten kezelésenként, véletlenszertien
kivalasztott 6-6 egyedbdl tortént a mintavétel. A pontyok szegfliszegolajjal (Syzygium
aromaticum) torténd ttlaltatasat, majd dekapitacidjat kovetéen post mortem maj (hepatopancreas)
mintat vettem a molekularis bioldgiai vizsgalathoz. A majmintékat a mintavételt kovetden azonnal
folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd a felhasznalasig -80°C-on téroltuk.

3.4. Ponty fajban végzett Kkisérletek elrendezése a génexpresszios
vizsgalat soran

3.4.1. Mikotoxin termeltetése és annak ellenorzése

Az aflatoxin B1 termeltetése Dobolyi és munkatarsai (2013) altal izolalt Aspergillus flavus
torzs (ZT80) altal ment végbe kukoricadrleményen. Az aflatoxinnal szennyezett takarmanyok
toxin tartalmanak visszaellendrzése immunaffinitads elGtisztitdis utdn nagy felbontasu
folyadékkromatografias (FAML-A-02:2016 AFLAPREP® HPLC) mddszerrel tortént. A magas
(99,0+£1,0%) tisztasagh szterigmatocisztint Romer Labs Diagnostic (Tulln, Austria) cégtol
szereztlk be.

3.4.2. A takarmanyok mesterséges szennyezése és mikotoxin tartalma

Az aflatoxin Bl-et tartalmazo6 kulturat belekevertiik a kereskedelmi forgalomban 1év6
Agqua Garant Classic™ takarmanyba (extrudalt, ndvendék pontyok szamara), majd kozvetleniil
felhasznalas el6tt 5 ml vizzel oldottuk fel. A szterigmatocisztin feloldasa abszolut etanolban
tortént, majd Osszekevertilk a takarmannyal. A mikotoxinok doézisai Kovesi et al. (2018)
eredményei alapjan, illetve azon eldrejelzések alapjan keriiltek meghatarozasra, amelyek szerint
az aflatoxin Bl toxicitasa tizszerese a szterigmatocisztinnek. A takarmanyok mikotoxin tartalma
a kovetkezoképpen alakult (3. tdblazat):
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3. tablazat: A ponty génexpresszids vizsgalatban kialakitott csoportok és azok aflatoxin BI ¢és
szterigmatocisztin szennyezettsége

Csoportok Aflatoxin B1 Szterigmatocisztin
mg/takarméany kg
Kontroll - -
Aflatoxin B1 (A) 0,4 -
Szterigmatocisztin 1 (Sterl) - 1
Szterigmatocisztin 2 (Ster2) - 2
Szterigmatocisztin 4 (Ster4) - 4

3.4.3. Kisérleti allatok és tartasuk

A vizsgalatban egynyaras balatoni sudar pontyok vettek részt (n=96), melyeket a Balatoni
Halgazdalkodasi Nonprofit Zrt.-t61 (Buzsak-Ciframajor) szereztiik be. A kisérlet kezdetekor a
pontyok testtomege 27,09+5,38 g volt. Egy hetes akklimatizacidét kdvetden a pontyokat Ot
kiilonb6z6 csoportba osztottuk véletlenszertien (kontroll, aflatoxin B1, szterigmatocisztin 1,
szterigmatocisztin 2, szterigmatocisztin 3). A halakat fél-statikus rendszerben, klortalanitott
vizben tartottuk folyamatos atszelloztetés mellett. A viz hdmérséklete a kisérlet egésze alatt
19£1 °C volt. A megyvilagitasi programot 12 o6ra sotét/12 ora vildgos szakaszokra osztottuk fel.
Csoportonként 21 ponty egyszer, gyomorszonddn kozvetleniil kapta a csoportjahoz tartozo
takarmanyt. A szarazanyagra vonatkoztatott takarmany-taplaldéanyagtartalom a kdvetkezden
alakult: 50,5% nitrogénmentes kivonhato anyag, 30% nyersfehérje, 7,5% nyershamu, 7% nyerszsir
¢és 5% nyersrost.

A kisérlet helyszine a Magyar Agréar- és Elettudoméanyi Egyetem, Szent Istvan Campus
Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi Tanszék volt. Az etetési kisérlet
allatkisérleti engedéllyel tortént (NEBIH Pest Megyei Elémiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag, XIV-1-001/2304-4/2012).

3.4.4. Mintavétel

A pontyok tulaltatasa szegfiiszeg olajjal (Syzygium aromaticum) tortént. Csoportonként
4 allatbol gylijtottem post mortem majmintakat a takarmany bejuttatasa utani 8., 16. és 24. drakban.
A majmintakat 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztem, majd pedig folyékony nitrogénbe. A mintak
tovabbi tarolasa felhasznalasig -80°C-os fagyasztoban tortént.

3.5. Tyuk fajban végzett kisérletek elrendezése a LORD-Q PCR +
génexpresszios vizsgalat soran
3.5.1. Mikotoxin termeltetése és annak ellenorzése

Az aflatoxin Bl termeltetése Astergillus flavus torzzsel (ZT41), a szterigmatoCisztin
termeltetése pedig Aspergillus creber 2663 torzzsel tortént (Dobolyi et al. 2013). A tisztitott
szterigmatocisztint (99,0+1,0%) Romer Labs Diagnostic (Tulln, Austria) cégtdl vasaroltuk. A
vizsgalatban felhasznalt takarmanyok aflatoxin B1, illetve szterigmatocisztin tartalmanak
visszaellendrzésére nagy felbontasu folyadékkromatografias (Shimadzu HPLC, Shimadzu Europe,
Duisburg, Germany) modszert alkalmaztuk, aflatoxin Bl esetében RF-20A fluoreszcens
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detektorral, szterigmatocisztin esetében pedig SPD-10AVP UV-VIS detektor (254 nm) hasznalata
mellett (Balogh et al. 2019).

3.5.2. A takarmanyok mesterséges szennyezése és mikotoxin tartalma

A mikotoxin tartalom visszamérése soran a szterigmatocisztinnel szennyezett kukorica
mintak szterigmatocisztin tartalma 7,599 mg/kg, mig az aflatoxin B1 mennyisége 4,785 mg/kg
volt az adott tételekben. A csoportok kivant mikotoxin koncentraciora torténd beallitasdhoz
mikotoxinoktol mentes kukoricat hasznaltunk fel. A tisztitott szterigmatocisztin csoport esetében
a szterigmatocisztin feloldasa abszolut etanolban tortént, majd rapermeteztiik a takarmanyra. A
mikotoxinok dozisai Kovesi €s munkatarsai (2018) eredményei alapjan, illetve azon eldrejelzések
alapjan keriiltek meghatarozasra, amelyek szerint az aflatoxin Bl toxicitdsa tizszerese a
szterigmatocisztinnek. A takarmanyok mikotoxin tartalma a kovetkezéképpen alakult (4. tablazat).

4. tablazat: A tyuk fajban végzett vizsgalatban kialakitott csoportok és azok aflatoxin Bl és
szterigmatocisztin szennyezettségének visszamért értékei

Csoportok Aflatoxin B1 Szterigmatocisztin

pg/takarmany kg

Kontroll - -
Aflatoxin B1 149,1 -
(AFLATOXIN)
Szterigmatocisztin (STER) - 1590

Tisztitott szterigmatocisztin - 1570,5

(USTER)

3.5.3. Kisérleti allatok és tartasuk

144 Cobb 540 him naposcsibe keriilt mélyalomra 26+1°C-os teremhdmérséklet
alkalmazasa mellett. A vizet, illetve a takarmanyt ad libitum fogyaszthattak az allatok a kisérlet
teljes id6szaka alatt. 3 hetes akklimatizacios periddust kovetéen, a 21. életnapon a madarak
4 csoportba keriiltek szétosztasra (kontroll, aflatoxin B1-AFLATOXIN, szterigmatocisztin-STER,
tisztitott szterigmatocisztin-USTER), csoportonként két ismétlés kialakitasa altal (n=18/ismétlés).
Az alaptakarmany neveld takarmanykeverék volt (Vitafort Zrt., Dabas).

A kisérlet helyszine a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus
Elettani és Takarmanyozéastani Intézet, Takarmanybiztonsagi Tanszék Kisérleti tere volt. Az
etetési kisérlet allatkisérleti engedéllyel tortént (NEBIH Pest Megyei Elémiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag, XIV-1-001/1880/2012).

3.5.4. Mintavételezés

Post mortem gyljtottem majmintakat csoportonként 6 madartdl azok extermindlésat
kovetden, a nyaki érkomplex atvagasa utan. Mintavétel 6t alkalommal tortént: 1, 2, 3, 7. és 14.
napokon az 0sszes csoportbol. A mdajmintakat 1,5 ml-es Eppendorf csében taroltam, majd
folyékony nitrogénbe helyeztem a csdveket. A mintdk tovabbi taroldsa felhasznaldsig -80°C-0s
fagyasztdban tortént.
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3.6. Génexpresszios vizsgalatok
3.6.1. RNS tisztitas, cDNS iras

A teljes-RNS izolalasat Trizol reagenssel végeztem (Molecular Research Center,
Cincinnati) 6 mg majszovetbol, a gyartd leirasa szerint. A kloroform-izopropanol kicsapas utan
75% (v/v) etanollal mostam az RNS-t, majd RNaz-mentes vizben, melegitést (55°C, 10 perc)
Miinchen, Németorszag), integritasat pedig 1,5%-o0s agar6z gél segitségével ellendriztem. Azon
mintdkat fogadtam el, melyek OD 260/280 értéke legaldbb 1,8 volt. A genomi DNS
szennyezOddéseket DNaz enzim (Thermo Fisher Scientific, San Jose) segitségével tavolitottam el,
a gyarto leirasanak megfelelden. RevertAlID reverz transzkriptaz enzim (Thermo Fisher Scientific,
San Jose), illetve random hexamer primer felhasznalasaval hoztam Iétre ¢cDNS-t (1000ng
RNS/minta), a gyart6 protokolljat kovetve. A cDNS mintakat -80°C-on taroltam.

3.6.2. Kvantitativ real-time PCR (qRT-PCR) vizsgalat és kiértékelés

Csoportonként 4 ponty majmintat vizsgaltam 3 technikai ismétléssel (Udvardi et al. 2008).
4 célgén (OGGI1, GADD45AA, p53, HSP70), illetve 3 belsd kontroll gén expresszidjat vizsgaltam
A bels6 kontroll gének (EF1a, B-aktin, 40S) (Hermesz & Ferencz 2009, Mraz 2012), illetve a
célgének felsokszorozasahoz az OGG1 (Mustafa et al. 2015) és a HSP70 (Stolte et al. 2009) gének
esetében az irodalomban talalhato primereket alkalmaztam, mig a GADD45AA és a p53 génekhez
terveztem primereket (Primer3Plus) (5. tablazat). Az alkalmazott PCR profilok a kovetkezOk
voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 55°C,
30mp 72°C a HSP70 gén esetében. 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40 cikluson keresztiil
10mp 94°C, 20mp 57°C, 30mp 72°C a GADD45AA és a p53 gének esetében, illetve 12 perc 95°C
kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 60°C, 30mp 72°C az OGG1, az
EFla, a B-aktin és a 40S gének esetében.

Csoportonként 4 tytlk majmintat vizsgaltam 3 technikai ismétléssel (Udvardi et al. 2008).
6 célgént (RADS51, REV1, BRCA2, XPA, GADD45, MSH6) és 3 bels6 kontroll gént (GADPH,
B-aktin, UB) vontam be a kisérletbe. A felhasznalt célgénekhez primert terveztem, mig a belsd
kontroll gének esetében a szakirodalomban fellelhet6 primereket alkalmaztam (De Boever et al.
2008, Zhao et al. 2013, Jin et al. 2017) (6. tablazat). Az alkalmazott PCR profilok a kdvetkez6k
voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 59°C,
30mp 72°C a RADS1, a REV1, a BRCA2, az XPA, a GADD45, az MSH6, a GADPH, a B-aktin
esetében. 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 61°C,
30mp 72°C a az UB gén esetében.

Mindkét faj esetében a qRT-PCR reakciokat StepOnePlus™ Real Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, San Jose) késziilékben hajtottam végre. A PCR reakcidhoz 5x Hot
FirePol® EvaGreen® gqPCR Supermix-et (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszag), 6,6 pM/ul
primereket, illetve 40 ng templat cDNA hasznaltam 10ul végtérfogatban. Minden mérés esetében
hasznaltam templatot nem tartalmazo (non-template) kontrollt is.

A kapott termék specifikussagat gélelektroforézissel €s olvadasi gorbe analizissel (melting
curve) ellendriztem. A Ct értékeket a StepOne™/StepOnePlus™ szoftver (v 2.2) segitségével
hataroztam meg. A bels6 kontroll gének stabilitasat BestKeeper Excel alapu szoftver segitségével
hasonlitottam 6ssze (Pfaffl et al. 2004). A relativ kvantifikaciot a Pfaffl modszer altal szamitottam
ki (Pfaffl 2001).
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5. tablazat: Génexpresszios vizsgalatban szerepld ponty primerek szekvenciai

Gén Forward szekvencia 5°-3’ Reverz szekvencia 5°-3’ Acc.
Number
/méret (bp)

40S GCAGCCCACCATCTTCCA CCTTGCCACTTCCTTCAACAG AB012087

EFla GGAGCCCAGCACAAACATG TTACCCTCCTTGCGCTCAAT AF485331.1

B-aktin GCAAGAGAGGTATCCTGACC CCCTCGTAGATGGGCACAGT M24113

GADDA45 | TGCACTGCATTCTGGTCACT TCGTTCTGGAAGGTTAATAATGG | 118

0GG1 TCTCGGATTCAGGGCATGGTCG | AGGAAACGTGCGCGGTAGCC 167

p53 ACCCTCAACATCAGTCTGCT AGCCGTATGCCCAGGTGTA 145

HSP70 GGCAGAAGGTGACAAATGCA TGGGCTCGTTGATGTTCTCA AY120894

6. tablazat: Génexpresszios vizsgalatban szerepld tyuk primerek szekvenciai

Gén Forward szekvencia 5’-3° Reverz szekvencia 5°-3° Méret (bp)

UB GGGATGCAGATCTTCGTGAAA | CTTGCCAGCAAAGATCAACCTT 147

GADPH | AGAACATCATCCCAGCGT AGCCTTCACTACCCTCTTG 184

B-aktin CCGCTCTATGAAGGCTACGC | CTCTCGGCTGTGGTGGTGAA 128

GADDA45 | CTGATCTCCATTGCGTCTTG GCACCCACTGATCCATATAGC 114

MSHG6 CGTTTGATGGAACAGCGATA | AGGAGTGGTAATGCGTGGAG 178

XPA AGGGAACCGGTGCTTAGATT | TTGCAAGGATTCCTCATTCC 132

BRCA2 | TCTTATCAGCCACCATGTGC GACTGCCACTGAAGGTTGCT 206

REV1 AACGCTGCTGAAAGAATGG TTGTCAAGAATGAAGTCAAATGC | 198

RADS51 TTTGGTGTGGCTGTTGTGAT CAGGAAGGCAAGGAGAGTCA 190

3.7. LORD-Q PCR vizsgalatok
3.7.1. DNS izolalasa

A majmintdkbol szarmazé teljes DNS-t MagAttract® HMW DNA Kit (Qiagen GmbH,

Hilden, Németorszag) segitségével nyertem Ki a gyartéi protokollt betartva. Az izolalt DNS

crer

mintdkat fogadtam el, melyek OD (optikai denzitas) 260/280 értéke legalabb 1,8 volt. A DNS
tisztasagat 1,5%-os agar6z gélelektroforézissel ellenériztem, mely soran Fermentas GeneRuler
DNA Ladder Mix-et hasznaltam molekulasuly markerként. A mintdkat etidium-bromid
segitségével tettem lathatova UV-fényben. Az elkésziilt gélképeket GeneSnap programmal
(Syngene) rogzitettem. A mindségében és mennyiségében megfeleld DNS mintakat tovabbi

felhasznalasig -20°C-on fagyasztdban taroltam.
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3.7.2. LORD-Q PCR

A LORD-Q PCR reakciokat StepOnePlus™ Real Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, USA) késziilékben hajtottam végre. A kiilonb6z6 primerek, igy a kapott
termékek ellendrzését gélelektroforézissel és olvadasi gorbe analizissel
(StepOne™/StepOnePlus™ szoftver 2.2) végeztem. A PCR reakcidhoz 5x Hot FirePol®
EvaGreen® qPCR Supermix-et (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszag), 6,6 pM/ul primereket, illetve
10 ng templdt cDNA hasznaltam 10ul végtérfogatban. A primereket a Primer Premier 5
programmal terveztem, majd a kivalasztott primereket rendeltik meg (Integrated DNA
Technologies). Minden mérést négy ismétléssel végeztem.

Ponty esetében a primereket a 7. tablazat mutatja be. Az alkalmazott PCR profilok a
kovetkez6k voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C,
20mp 59°C, 30mp 72°C a rovid fragment esetében, illetve 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd
40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 59°C, 4perc 72°C a hossza fragmenthez.

7. tablazat: Ponty LORD-Q PCR vizsgalatban felhasznalt primerek és paramétereik

. o> 2o Meéret | Templat genom PCR
Primer Szekvencia 5°-3 (bp) s7akasz hatékonysag %
F2-R4R | AAGCACGGATCAGACGAACA
F2-R4.F | CACGCAGGAGCATCAGTAGA 156 5887-6042 %4
F3-R2.R | TAGGCTGGATAATAGGGTTGC
F3-R2F | CCGTTCAACCTCACCACTTCT | 3436 647-4082 86

Tytk faj esetében a primereket a 8. tablazat mutatja be. Az alkalmazott PCR profilok a
kovetkezok voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C,
20mp 59°C, 30mp 72°C a rovid fragment esetében, illetve 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd
40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 60°C, 3perc 40mp 72°C a hosszu fragmenthez.

8. tablazat: Tyuk fajban végzett LORD-Q PCR vizsgalatban felhasznalt primerek és paramétereik

Meéret | Templat genom PCR
Primer Szekvencia 5°-3 (bp) s7akasz hatek;onysag
Rovid2.R TACTGGTTGGCTTCCGATTC
Rovid2F | CAGCCTCAGTCCTCATCCTC | (86 | 15779-15924 %3
Hosszu6.R |  TTTGGGAAACAGTCGGGTC
Hosszi6.F | CCACATCCTATCACAGACGCTA | S48 | 16584-3214 %0

3.7.3. Kiértékelés

A DNS karosodas mértékét a 1éziok szamaban hataroztam meg. Ehhez leolvastam a kapott
Ct értékeket (StepOne™/StepOnePlus™ szoftver 2.2), majd kiszamitottam a ACt értékeket a
rovid, illetve a hosszu fragmenteknél. A kovetkezd képletet hasznaltam a 10 kb DNS szakaszra
vetitett 1éziok szamitasahoz (Rothfuss et al. 2010):

10000 (bp)
hosszt fragment hossza (bp)

ACt = (1_2-(Ahosszﬁ-Ar6vid)) X

50



3.8. Tyuk fajban végzett vizsgalatok - szovettani metszetek
elkészitése, értékelése

Szovettani vizsgalat ala csoportonként harom, azonos anatomiai helyrél szarmazéd
majmintat vetettiink, a metszetek az Allatorvostudomanyi Egyetem, Patologiai Tanszékén
késziiltek el. A 10%-0s pufferolt formalinban fixalt anyagbol (24 6ra) 4-5 mm vastag mintak
keriiltek kivagasra korszovettani vizsgalat céljabol. A kivagas utan a blokkok viztelenitéses
szovet-elokészitése felszallo alkoholsor alkalmazasaval tortént (Thermo Excelsior viztelenito
automata). A felhasznalt koztes oldoszer a xilol, majd a paraffinos bedgyazas kovetkezett
(bedgyaz6 automata, Kunz Instruments). A paraffinos blokkokbdl 3-4 pm vastagsagi metszetek
késziiltek (Reichert tipust szankas mikrotom), majd targylemezre keriiltek hideg, majd meleg
(65°C) vizfiird6 utan. A metszetek elsddleges elbiralasa céljabol hematoxylin-eosin (HE) festést
kovetden (Thermo Varistain 24-4 festautomata) konvencionalis fénymikroszkop segitségével
kerlilt sor a szovettani elemzésre. Ezt kovetden specifikus festési eljarast (PAS reakciot)
alkalmaztak a m4j glikogén tartalmanak és ezaltal indirekt modon a zsiros elfajulasanak
megallapitdsara. A felsorolt paramétereken kiviil kiértékelési szempont volt: regressziv
elvaltozasok, sulyos degenerativ folyamat (vacuolas elfajulas), lymphocytas-plazmasejtes
gyulladéasos-elhalasos goc, vérkeringési zavarokra utald elvaltozasok, bovérliség (pangas) és
vérzés jelenléte. A vizsgald patologus (Dr. Méandoki Mira) a mintdk jel6lését nem ismerte, a
csoportok beosztasa tekintetében nem volt tajékoztatva. A metszetek scannelése a Pannoramic
MIDI II (3DHistech) scannerrel tortént, a CaseViewer szoftver (3DHistech) segitségével, ami
lehetdséget ad tovabbi nagyitasokra, képrogzitésekre.

3.9. Statisztikai kiértékelés

Minden esetben a kapott eredményeket Windows Office Excel tablazatban rogzitettem.

A statisztikai elemzést az R 3.6.2. szoftverrel végeztem el (R Core Team, 2013). A
LORDAQ, illetve a génexpreszids vizsgalatok eredményei esetében egytényezds varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztam, hogy feltarasra keriiljenek a csoportok, illetve iddpontok kozotti
szignifikans eltérések. Az ANOVA feltételeinek (homogén eloszléas, azonos szoras) teljesiilésének
megerdsitésére ellendriztem a szords-becstilt érték abrat, a Q-Q 4brat, illetve a standardizalt
reziduumok dabrat. A varianciaanalizist kovetden Tukey-féle utotesztet (paronkénti
Osszehasonlitast) végeztem. Mivel nem teljesiiltek az el6feltételek a comet assay-vel kapott
eredmények esetében, igy a comet assay eredmények kiértékelésére nonparametrikus Kruskal-
Wallis tesztet alkalmaztam Tukey és Kramer (Neményi) utoteszttel. A szignifikancia-szint minden
esetben p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Comet assay eredmények — tyuk fajban végzett kisérlet

Az eldvizsgalataim sordn tapasztalati Giton eljutottam ahhoz a sejtstiriséghez, ami a
leginkabb megfelelt a comet assay szakszerii kiértékelésének is. Ez azért volt fontos, mert ilyen
iranyu tapasztalattal még nem rendelkeztek eddig tyuk majjal kapcsolatban. Emellett a lizis
folyamatat és a kiértékelést akadalyozhatja egy esetlegesen nagy sejtsiiriiség. Nagy sejtstiriiség
esetén az Uistokosok feji vagy farki részen 6sszeérhetnek, ezt szemlélteti a 3. abra.

3. dbra: Nagy sejtstirliséget szemléltetd iistokos felvétel (sajat felvétel)

A kialakitott 6t csoport iistokds csovajaban taldlhatdo DNS %-o0s (%DNS in tail) értékeit a
9. tablazat mutatja be.

A CometScore® programmal végzett kiértékelés soran szignifikans kiilonbséget
allapitottam meg a kontroll és a pozitiv kontroll csoportok kodzott, tovabba a kontroll (K) és a
THT]I, illetve a THT2 kezelt csoportokhoz viszonyitva. A pozitiv kontrollhoz képest a THT1 és a
THT3 mikotoxinnal kezelt csoportok kiilonboznek szignifikansan. A THT1 csoport rendelkezett
a legnagyobb DNS % értékkel és szignifikansan eltért a két kontroll, illetve a tovabbi két kezelt
csoporthoz viszonyitva. Csoportok kozti szignifikdns kiilonbség még a THT2, illetve a THT3
csoportok kozott volt felfedezhetd.

A vizualis kiértékelés soran a kontroll csoport statisztikailag kiilonbozott a pozitiv
kontrolltdl, illetve mindharom kezelt csoporttdl. A legkisebb pontszdmmal a kezelt csoportok
koziil a THT2 csoport rendelkezett, mely szignifikans mértekl eltérésnek bizonyult a THT1 és
THT3 csoportokhoz képest.

Az egyes csoportot szemléltetd reprezentativ foto a 4. abran lathato
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9. tablazat: A CometScore®, illetve a vizuélis kiértékelés soran kapott eredmények (DNS toredék
az Uistokos farkdban, %)

DNS % a farokban (%) Vizualis kiértékelés (pontszam)
Csoportok ] ]
Atlag Szoras Atlag Szoras

Kontroll 0,112 0,0002 0,132 0,3
Pozitiv kontroll 0,946° 1,591 3,67° 0,7
THT1 4,319° 5,396 3,50°¢ 0,8
THT2 1,142 1,194 3,10° 0,9
THT3 0,445° 1,709 3,60° 0.8

a, b, c: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott id6pontban a csoportok kzott

A B

e

4. abra: A csoportokat jellemzd {istokos felvétel (Festés etidium bromiddal; 20x nagyitas)
A: kontroll csoport — csak az iistokos feje lathatd; B: pozitiv kontroll csoport — az iistokos feji és farki része
elkiilonithet; C: THT1 csoport - az iistokos feji €s farki része elkiilonithetd; D: THT2 csoport - az {istokos feji és
farki része elkiilonithet6; E: THT3 csoport - az iistokos feji és farki része nem kiilonitheto el

53



Rezar ¢s munkatarsai (2007) a kisérletemben szereplé THT3 csoporthoz hasonlé dozis
(1,5 mg T-2/ takarmany kg) mellett nem mutattak ki szignifikdins DNS frangmentaciot csirke
1épbél szarmazé leukocitakban. Am nagyobb DNS % értéket mértek a farokban (16,75), mint a
THT3 csoport ¢értéke CometScore kiértékelés mellett. Ezzel ellentétben a THTI1
(0,215 mg T2+HT-2/ takarmany kg), illetve a THT2 (0,384 mg T-2+HT-2 toxin/ takarmany)
csoportok kozott szignifikdnsan kiilonbozé DNS fragmentaciot figyeltem meg kisérletemben, mig
Rezar ¢s munkatarsai (2007) munkajaban szerepldé 0,5 mg T-2/ takarméany kg dozist csoportban
nem kovetkezett be statisztikailag bizonyithatd kiilonbség a kontroll csoport értékeihez
viszonyitva. Tendencialisan ugyanez mutatkozott meg Rezar és munkatarsai (2007)
eredményeiben OTM paraméterek kiértékelése esetében is. Szignifikdns DNS fragmentéciot
Rezar és munkatarsai (2007) csupan a 13,5 mg T-2/ takarmany kg d6zis csoportban talaltak, am
a lipidperoxidaciora utal6 MDA szintje vérplazmdban és majban egyik kezelt csoportban sem
valtozott érdemi modon.

Franki¢ és munkatarsai (2006) szintén 1ép leukocitakban vizsgalva 10 mg/ takarmany kg
T-2 szennyezettség eredményezett szignifikdns kiilonbséget a farokban mért DNS %-aban, illetve
OTM érték emelkedést detektaltak. Emellett Rezar és munkatarsai (2007) eredményeihez
hasonloan sem a vérplazmaban, sem a mdjban nem detektaltak statisztikailag bizonyithat6 MDA
szint valtozast. Vérplazmaban a GPx értékében nem tortént valtozas a kontrollhoz viszonyitva, am
a TAS érték szignifikans csokkenést mutatott a T-2 kezelt csoportban.

Mig a csirke 1ép nem mutatott nagyfoku érzékenységet T-2 kitettség esetén, az altalam
vizsgalt majszovet igen, illetve Sokolovic és munkatarsai (2007) altal vizsgalt tyak vér szintén.
Tyuk fajtél szdrmazo vérsejtek (limfocitak) esetében 0,5 mg T-2/testtomeg kg mellett szignifikans
mértékll novekedés volt megfigyelhetd a comet assay két paraméterében is (farok hossz é¢s TM),
mig az altalam vizsgalt majszovetben kisebb dozis is kifejtett szignifikans hatast. A majban a T-2
¢s HT-2 mikotoxinok nagyobb mértékii karosodast tudnak véghezvinni, valosziniisithetdleg a m4;
metabolikus funkci6ja révén.

Hah és munkatarsai (2006) dozis-fiiggd hatdst mutattak ki tytk vérsejtekben 4-8-16 nug
T-2/g takarmany dozis mellett farok hossz és TM comet paraméterek figyelembevétele mellett.
Eredményeim nem mutattak ilyen 6sszefiiggést a vizualis kiértékelés mellett sem (9. tdblazat).

4.2. Ponty LORD-Q PCR eredmények

Az optimalizalasi folyamat sordn feladat volt a primerek tervezése, a PCR reakcio
komponenseinek 0sszedllitasa, illetve a PCR profilok dsszeéllitasa. A hosszu szakasz esetében hét
primerpart terveztem ¢és kezdtem optimalizédlni ponty fajra, melyek esetében az amplikon
hosszusag 3401-6876 bazispar kozott volt. A rovid szakasz esetében Ot primerpart terveztem ¢€s
kezdtem optimalizélni, az amplikonok hosszlisaga 88 és 242 bazispar kozott alakult. A primerek
hatékonysdganak ¢€s specifikussaganak ellendrzésében, majd a primerpar kivalasztasiban
gélelektroforézis és olvadasi gorbe analizis segitett, nem volt cél egy specifikus genomi régid
kivalasztasa. Négy elézetes PCR mix keriilt kiprébalasra, melyek komponensei voltak kiilonb6zé
DNS polimerazok, mint a RANGER DNS polimeraz (Bioline, London, Anglia) vagy a DreamTagq,
Fermentase (Waltham, MA, USA). Komponensek kozott szerepeltek kiilonboz6é DNS interkalalo
festékek, mint az EvaGreen, Biotium (Fremont, CA, USA), a SYBR Green, Roche Molecular
Biochemicals (Basel, Switzerland), illetve egyéb dsszetevok is (DMSO, ROX, Sigma, Burlington,
MA, USA). A templat koncentracio optimalizalasa is megtortént 0,5-50 ng kozotti tartomanybol.
A PCR beallitdsa soran 3 1épéses moddszert alkalmaztam, a primerek optimalis feltapadasi
homérsékletének meghatarozasa kritikus pont volt, igy 55 és 62°C kozotti homérséklet kertilt
letesztelésre.

Az els6é mintavétel alkalmaval szignifikdnsan megnovekedett a 1ézidk szama mindkét
kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p<0,001). A DON és a T-2 mikotoxinnal kezelt
csoport szignifikans mértékben eltért egymastol, ugyanez a trend rajzolddott ki a 2. héten a kezelt
csoportok kozott, illetve a kontroll értékéhez képest. A 3. hét alkalmaval a 1éziok mennyiségében
nem volt kimutathato szignifikans kiilonbség a kezelt csoportok és a kezelt-kezeletlen csoportok
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kozott (p=0,164). Az idObeni valtozasok nyomon kdvetésekor az 1. héten mért 1ézid mértéke
szignifikdns mddon csokkent a 2. hétre, mely mar nem kiilonbozott statisztikailag a 3. hét 1¢zio
mennyiségétdl T-2 mikotoxinnal szennyezett csoport esetében. A DON mikotoxinos csoport
esetében az 1., illetve a 3. hét 1ézioinak értékei tértek el egymastol statisztikailag, a 16zidk értékei
1épcsbzetes csokkenést irtak le az id6 elérehaladtaval (5. abra).
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5. abra: A kezelt csoportok DNS 1¢zi6 eredményei a harom mintavételi idépontban

a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

Franki¢ és munkatarsai (2006) munkajaban Osszehasonlitasra keriilt a T-2 és a DON
mikotoxinok DNS fragmentaciora gyakorolt hatdsa pecsenyecsirkék 1épében. 17 napos etetési
periodust kovetéen mindkét mikotoxin szignifikansan nagyobb DNS % értéket produkalt a
farokban a kontrollhoz képest, am a DON szignifikansan kisebb értékkel birt a T-2 toxinhoz
viszonyitva. Kapott eredményeim ponty fajban ezzel ellentétesek, mivel az 1. és a 2. héten is a
DON alakitott ki szignifikdnsan tobb 1€zi6t a T-2 mikotoxinhoz viszonyitva. A 3. héten kapott
eredményeim koziill a DON esetében talalhatdo hasonlosag Franki¢ és munkatarsai (2006)
eredményei kozott OTM paraméter figyelembevétele mellett, miszerint a DON csoport nem tért
el szignifikansan a kontroll csoport értékétdl. Franki¢ és munkatarsai (2006) munkajaban a T-2
mikotoxin statisztikailag nagyobb OTM értéket produkalt, mig sajat eredményeim szerint a T-2 a
3. héten mar nem okozott szignifikdns mértékii DNS 1€zi6 mennyiségbeli ndvekedést pontyban.
Awad €és munkatarsai (2012) 10 mg DON/ takarmany kg 5 hetes etetését kovetden kapott csirke
limfocita eredményei szintén ellentétesek sajat eredményeimmel. Vizsgalatukban a DON
szignifikdns DNS % a farokban paraméter emelkedést produkalt 5 hét utdn is, mig sajat
eredményeimben a DON csupan az 1. és 2. héten alakitott ki szignifikans hatést.
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4.3. Ponty génexpresszios eremények

Az optimalizalas soran feladatom volt a primerek tervezése a GADD45AA és a p53
génekre, illetve a PCR profilok 6sszeéllitasa. A primerek hatékonysaganak és specifikussagdnak
ellendrzésében, majd a primerparok kivalasztasaban gélelektroforézist és olvadasi gorbe analizist
hasznaltam fel. A PCR bedllitadsa soran 3 1épéses modszert alkalmaztam, a primerek optimalis
feltapadasi homérséklete alacsonyabb volt az alkalmazott enzim optimalis mukodési
homérsékleténél, nem volt egységes (60°C).

Legstabilabb referencia génnek a 40S bizonyult.

Az OGGI1 gén esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva egyik vizsgalt csoport
génexpresszids érteke sem tért el szignifikansan a 8. 6rdban. A Ster4 csoport szignifikans
génexpresszid csOkkenést mutatott a Ster2 csoporthoz képest. A 16. draban legnagyobb
génexpresszids értékkel az Afla csoport birt, am szignifikans eltérés nem volt kimutathaté a
csoportok kozott. A 24. 6raban mind a négy kisérleti csoport génexpresszio értéke szignifikdnsan
eltért a kontrollétol, illetve egymashoz viszonyitva is. A legnagyobb mértékli génexpressziod
novekedés az Afla csoportban volt lathato, ezt kovette tendencialisan a Ster4 csoport. A Sterl és
Ster2 csoportokban alulexpresszalt allapot rajzolédott ki.

Az Afla csoport 8. és 16. 6raban mért génexpresszioja szignifikansan kisebb volt a 24.
oraban mért értékkel szemben. A Sterl csoport esetében szignifikans eltérés csak a 16. és a 24. ora
kozott volt kimutathato. Egyik idopont kdzott sem mutatott szignifikans eltérést a Ster2 csoport.
Ezzel szemben a Ster4 csoportnal mindegyik idépont génexpresszios értéke szignifikansan eltért
a masik 2 idépont értékékhez képest (6. abra).
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6. abra: Az OGG1 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idopontokban
a, b: kisbetiik szignifikdns (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott idépontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott

Vizsgalatomban sem a 8., sem a 16. 6raban nem alakult ki szignitkdns OGG1 expresszios
valtozas aflatoxin Blvagy szterigmatocisztin kezelés hatasara. Liu és munkatarsai (2018) szintén
ezt az eredményt mutattak be 0,01 uM AFBI1 koncentracié mellett human ma;j sejtvonalban. Majd
a 24. 6raban eredményeim szignifikdns expresszidos novekedést mutattak az Afla és a Ster4
csoportokban. Mustafa és munkatarsai (2015) OGG1 szignifikéns expresszio emelkedést hipoxias
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allapotot kialakitva tudtak el6idézni, ami a hipoxias allapotot kovetd rehabilitacids idészakban is
szignifikdnsan magasabb volt. Guindon-Kezis ¢és munkatarsai (2014) szintén szignifikans
emelkedést mutattak ki a relativ OGGI1 fehérje szintben 50 mg/kg AFBI1 adagolas hatasara egér
tiid6 és majszovetben egyarant.

A HSP70 gén vizsgalatakor a 8. draban expresszid novekedést mutattam ki az 6sszes kezelt
csoportban, ami szignifikdnsnak bizonyult a Sterl és Ster2 csoportokban a kontroll csoport
értékéhez viszonyitva, illetve a Ster2 és Afla, illetve Ster4 csoportok kozott. A 16. 6raban az Afla
¢és Ster4 csoportok tértek el szignifikdnsan a kontrolltol, a Ster4 csoport talexpresszalt allapota
szignifikansan feliillmulta a tobbi kezelt csoportot. A 24. 6éraban mind a négy kisérleti csoport
génexpresszio értéke szignifikansan eltért a kontrolltdl, illetve egymashoz viszonyitva is
kiilonbséget detektaltunk.

Az Afla csoportban a 24. 6rdban génexpresszido novekedés volt megfigyelhetd, ami
szignifikans mértékii volt a 8. és a 16. orai eredményekhez képest. Ezzel ellentétesen a Sterl és
Ster2 csoportokban a 8. draban volt lathaté nagymértékli génkifejezédésbeli ndvekedés, ami
szignifikansan csokkent a tovabbi két megfigyelési idopontban. A Ster4 csoport esetében a 16. 6ra
eredménye szignifikansan kiilonbozott a 8. és a 24. orai értékekhez viszonyitva (7. abra).
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7. abra: A HSP70 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott mintavételi

1dépontokban
a, b: kisbetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozdtt

HSP70 génexpresszios novekedést mutattam ki 8. draban a Sterl és a Ster2 csoportokban,
majd a 16. 6raban az Afla, illetve a Ster4 csoportokban. Szintén e gén kifejezddésében talaltak
emelkedést El Gendy és munkatarsai (2020) textilipari teriiletrél szarmazé Trachyderma hispida
példanyokban. 24. 6raban mért génexpresszios eredményeim mindegyik csoport esetében
szignifikdns emelkedést mutattak. Kocso és munkatarsai (2021) 150 pg/patkany/nap zearalenon,
150 pg/patkany/nap fumonizin B1, illetve 30 pg/patkdny/nap DON egyediili €s egyiittes kezelés
esetében is szignifikans novekedés mutattak ki 24 6rat kovetden a HSP70 fehérje mennyiségében
szignifikans emelkedést detektaltak 100, illetve 1000 nmol/L T-2 mikotoxin hatasara in vitro
csitke majszovetben eredményeimmel hasonlatosan. Am Wan és munkatarsai (2015) T-2
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mikotoxin esetében ellenkez6 trendet talaltak, miszerint a 24 6ras 40 nM expozicio hatasara in
vitro patkany GH3 sejtvonalban csokkent a HSP70 expresszidja. Szignifikans, illetve nem
szignifikans HSP70 génexpresszios csokkenést egy csoportban, egy iddpontban sem mértem.

p53 gén KifejezOdésének vizsgalatakor a 8. oOraban csak a Sterl csoport mutatott
szignifikans expresszido novekedést a kontroll csoporthoz viszonyitva. Nem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség a 16. éraban. Majd a 24. 6raban az Afla, illetve a Ster4 csoportokban
génexpresszid novekedés, a Sterl és a Ster2 csoportokban szignifikans csokkenés volt detektalhatd
szignifikans mdédon a kontrollhoz képest.

Az Afla csoportban génkifejez6désbeli novekedés volt megfigyelhetd a 24. 6éraban, ami
szignifikans mértékli volt a 8. és a 16. orai eredményekhez képest. A Sterl csoport értékeiben
1épcsdszerii csokkenés mutatkozott, melyek minden esetben statisztikailag is eltértek egymastol.
A Ster2 csoportban a legnagyobb expressziobeli ndvekedés a 8. ordban mutatkozott, amely
szignifikansan eltért a masik két idéponthoz viszonyitva. A Ster4d csoportban folyamatos
1épcsoszert szignifikans génexpresszid novekedés volt megfigyelhetd (8. abra).
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8. abra: A p53 gén expresszids értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott mintavételi

1dépontokban
a, b: kisbetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

A HSP70 és a p53 génexpresszioja hasonloan alakult eredményeim alapjan a 8., illetve a
24. 6raban, ami megerdsiti Yang €s munkatarsai (2009) meglatasat, miszerint a HSP70 részese a
p53 DNS javitd utvonalanak. Bensassi és munkatarsai (2009) p53 fehérjével kapcsolatos
eredményeihez képest eltérd tendenciat kaptam, mivel munkajuk soran DON (10 uM) in vitro HT
29 human sejtvonalban a 8. és a 16. 6rakban magasabb p53 fehérje mennyiséget mértek a 24. orai
értékekhez képest. Sajat eredményeimben a pS3 génexpresszio a 8. draban csak a Ster2 csoportban
emelkedett meg szignifikdnsan, &m a 24. 6rdban az Afla és a Ster4 csoportokban is. Mulder és
munkatarsai (2015) majban talalhato 8-OH-Gua mennyiségét elemezve azt talaltak, hogy a BER
aktivitas az AFB1 1 ppm do6zisban 26 héten 4t egerekben 65%-ban kisebb volt, mint 20 ppm dézis
esetében, amennyiben az allat rendelkezett a p5S3 génnel. Az Afla csoportban kapott legnagyobb
mértékll génexpreszids eredményem is ramutat, hogy e génnek nemcsak hosszu, de rovid (24 6ra
alatt) tavon is fontos szerepe van a DNS karosodas javitasaban. Ayed-Boussema és munkatarsai
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(2008) szintén expresszid emelkedést tapasztaltak 24 6rat kovetden human hepatocita sejtvonalban
zearalenon (120 pM) hatésara p53 gén, illetve parhuzamosan a GADD45 gén esetében is.

A GADDA45AA gén kifejezddésének elemzésekor az volt tapasztalhatd, hogy csupan az
Afla csoportban kovetkezett be szignifikans csokkenés, mely statisztikailag bizonyithatdan a
kontroll, illetve a Ster4 csoportoktol tért el a 8. 6raban. A 16. draban nem tortént szignifikans
valtozas, mig a 24. 6éraban a kontrolltél mindegyik kezelt csoport szignifikansan kiillonbozott. Az
Afla és a Sterl csoport egymastol, illetve a Ster2 €s a Ster4 csoportoktdl is eltért.

Az iddbeni valtozasok nyomon kovetésekor megfigyelhetd, hogy az Afla csoportban
folyamatos szignifikdns mértékii expresszié emelkedés detektalhatd. A Sterl csoport értékei
iddében szignifikansan nem kiilonboztek egymastol. A Ster2, illetve a Ster4 csoportok esetében a
24. ora értéke tért el statisztikailag is a 8. és a 16. 6ra eredményeihez képest (9. abra).
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9. abra: A GADDA45a gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idépontokban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

Yang és munkatarsai (2018) 8 orat kovetden expresszidonovekedeést tapasztaltak GES-1
human sejtvonalban DON kezelés (1,25-10 pM) hatasara. Pontyok esetében a 8. 6raban a Ster4
csoportban figyeltem meg expresszido novekedést, de ez sem bizonyult statisztikailag igazohato
mértékiinek. Génexpresszios emelkedést a 24. 6raban mértem a STER1 csoport kivételével. Li és
munkatarsai (2013) szintén GADD45a expresszios novekedését mutattak ki 1000 ng/ml DON
koncentracio esetében egér pajzsmirigy sejtekben. A 12. ordban 13-szoros, mig a 24. éraban
15-sz6r6s mértékben, mig sajat vizsgalatomban a legnagyobb expresszido novekedés az Afla
csoportban csupan 3,5-szorosnek bizonyult. Brennan és munkatarsai (2017) GADD45a esetében
mutattak ki génexpresszid novekedést citrinin (52,75 uM), illetve ochratoxin A (8,91 uM)
mikotoxinok esetében szarvasmarha makrofagokban. A novekedés 1,96-szoros volt a kontrollhoz
képest, vizsgalatomban az Afla, a Ster2 és a Ster4 csoportokban ennél nagyobb expresszios
emelkedést mértem. Yang és munkatarsai (2019) 72 orat kovetéen tapasztaltak T-2 mikotoxin
(0,01 pg/ml) esetében 2,05-sz6rdés, mig DON (1,0 pg/ml) esetében 3,1-szeres GADD45a
expresszids novekedését. Hasonld volumenti véaltozas aflatoxin B1 és szterigmatocisztin esetében
mar a 24. 6raban kimutathato6 volt vizsgalatom soran.
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A kivalasztott gének expresszidjanak Osszehasonlitdsat is elvégeztem egy adott kezelt
csoportban.

Az aflatoxinnal kezelt csoport esetében a legnagyobb génexpresszioval a HSP70 gén
rendelkezett mindharom vizsgélt idépontban, ami minden esetben szignifikans mértéki volt. Az
OGGI1, ap53, illetve a GADDA45 gének esetében, pedig 1épcsdszerli génexpresszio novekedés volt
megfigyelhet6 az id6 elérehaladtaval, ami szignifikdns mértékii volt a 24.6rdban az OGG1és a p53
géneknél, igy a GADDA45 génnél mar a 16. 6raban (10. abra).
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10. abra: A vizsgalt gének expresszidja az egyes mintavételi iddpontokban az aflatoxinnal kezelt

csoportban
a, b: kisbetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a gének kozott
A, B: nagybetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott gén esetében az idépontok kozott
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A Sterl csoportban a 16. 6rai idéponton kiviil a HSP70 szignifikansan magassabb
expresszOs szintet mutatott. A 24. 6érdban a GADD45 gén kifejezddése szintén eltért a tobbi
génétdl. Az iddbeli eltérések figyelembevételekor az Afla csoporttal ellentétes trendet
tapasztaltam, miszerint szignifikansan csokkent a génkifejezodés a HSP70 génben a 16., illetve a
24. 6raban a 8. 6rdhoz képest. Az OGG1 génnél csupan a 16. és a 24. orai eredmények tértek el
szignifikans modon, a p53 és a GADD45 géneknél nem volt szignifikdns mértékben kimutathatd
az eltérés (11. abra).
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11. abra: A vizsgalt gének expresszidja az egyes mintavételi iddpontokban a Sterl csoportban

a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a gének kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott gén esetében az idopontok kdzott
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A Ster2 csoport megfigyelésekor a 8. és a 16. ora tekintetében azonos eredményekre
jutottam a Sterl id6pontjaihoz viszonyitva. A 24. 6rdban a HSP70, illetve a GADD45 gének
eredményei eltértek a masik gén értékeitdl, egymastol szignifikansan nem. Az OGG1 gén esetében
nem volt kimutathaté iddbeli expresszid valtozas. A HSP70 és a pS3 géneknél a génexpresszid
mértéke mar a 16. 6rdban szignifikansan csokkent a 8. 6rahoz képest, ezzel ellentétesen a GADD45
expresszidja a 24. draban novekedett az el6z6 két idéponthoz képest (12. abra).
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12. abra: A vizsgalt gének expresszidja az egyes mintavételi iddpontokban a Ster2 csoportban

a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a gének kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott gén esetében az idépontok kdzott
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A Sterd csoport 8. és 16. 6rgjaban a gének expresszidja tendencidja megegyezett az
aflatoxinnal kezelt csoport eredményeivel. A gének 24. orai Gsszehasonlitdsai a Sterl csoport
azonos id6pontban lathato értékeivel mutattak hasonlosagot, a HSP70 és a GADD45 gének
szignifikdnsan megnovekedett génexpresszot mutattak. Az OGG1 és a p53 gének expresszidja
1épcsdzetesen, szignifikans modon ndvekedett az id6 elérehaladtaval, miga GADDA45 génben csak
a 24. o6ra eredményezett szignifikans expresszidé novekedést az el6z0 idépontokhoz képest. A
HSP70 16. orai thlexpresszalt allapota szignifikansan eltért a 8. €s a 24. 6rai eredményektdl is
(13. abra).
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13. abra: A vizsgalt gének expresszioja az egyes mintavételi iddpontokban a Ster4 csoportban

a, b: kisbetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a gének kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott gén esetében az idépontok kdzott
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4.4. Tyuk fajban végzett vizsgalatok LORD-Q PCR eredményei

Az optimalizalés soran feladatom volt a primerek tervezése az 0sszes kivalasztott célgénre
¢s a PCR profilok 0Osszeallitisa. A primerek hatékonysdganak ¢&s specifikussaganak
ellendrzésében, majd a primerparok kivalasztasaban gélelektroforézis és olvadasi gorbe analizis
segitett. A PCR bedllitasa soran 3 1épéses modszert alkalmaztam, a primerek optimalis feltapadasi
hémérséklete alacsonyabb volt az alkalmazott enzim optimalis miikddési hdmérsékleténél, nem
volt egységes (60°C).

Az optimalizalasi folyamat soran feladat volt a primerek tervezése, a PCR reakcio, illetve
a PCR profilok 0Osszeallitdsa. A hosszi szakasz esetében tizennégy primerpart terveztem és
kezdtem optimalizalni tyuk fajra, melyek esetében az amplikon hossziasag 2801-6052 bazispar
kozott volt. A rovid szakasz esetében két primerpart terveztem és kezdtem optimalizalni, az
amplikonok hosszisaga 152 ¢és 182 bazispar volt. A primerek hatékonysaganak és
specifikussadganak ellen6rzésében, majd a primerpar kivalasztasaban gélelektroforézis és olvadasi
gorbe analizist végeztem, nem volt cél egy specifikus genomi régid kivalasztasa. A templat
koncentraci6 optimalizalasa is megtortént 0,5-50 ng kozotti tartoméanybol. A PCR bedllitasa soran
3 1épéses modszert alkalmaztam, a primerek optimalis feltapadasi hdmérsékletének meghatarozasa
kritikus pont volt, igy 56 és 61 °C kozotti homérséklet kertilt letesztelésre.

Az 1., a 2., illetve a 7. nap sordn mindharom kezelt csoport szignifikansan eltért a
kontrolltél (p<0,0001), illetve egymastol is. Az 1. nap az aflatoxin B1l-gyel, mig a 2. és 7. nap a
szterigmatocisztinnel kezelt csoport rendelkezett a legtobb 1ézidval. A 3. nap esetében az USTER
csoport szignifikansan tért el a kontroll, illetve a STER ¢és az AFLATOXIN csoportokhoz képest.
A kontroll statisztikailag kiilonb6zott a STER és az AFLATOXIN csoportoktol, melyek egymastol
nem tértek el szignifikansan. A 14. napi mintavételkor a kontroll csoport szignifikdnsan nem tért
el a STER csoporttol (p<0,166), dm statisztikai mértékben kiilonbozott az USTER és az
AFLATOXIN csoportoktol (p<0,001). A kezelt csoportok egymastdl szignifikansan eltértek,
legkevesebb 1ézi6 a STER csoportban, mig a legtobb az USTER csoportban volt fellelhetd. Az
AFLATOXIN csoportban az idobeni valtozas csupan az 1. nap értéke szignifikansan nagyobb volt
a tovabbi napokhoz képest. A STER csoport esetében hullamzo trend volt megfigyelhetd: az 1.
naphoz képest a 2. napon szignifikans novekedés, majd csokkenés, a 7. napon ismét szignifikans
novekedés volt megfigyelhetd, az utolsé mintavételi idépontban pedig szignifikans csokkenés volt
tapasztalhatd. Hasonl6 valtakozo trend rajzolodott ki az USTER csoportban: az 1. napi 1€zi6 értéke
szignifikdns moédon csokkent, majd ahhoz képest szignifikdnsan nétt az érték, a 7. napon
statisztikailag kimutathato csokkenés volt detektalhato a 3. naphoz viszonyitva, majd a 14. napon
szignifikansan megnétt a 1€ziok mennyisége (14. abra).
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14. dbra: A kezelt csoportok csirke DNS 1€zi6 eredményei a harom mintavételi iddpontban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybettik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

Az aflatoxin B1 ¢és a szterigmatocisztin toxicitasanak 0sszehasonlitasa soran az 1. napon
az AFLATOXIN csoportban mértem a legnagyobb 1éziészamot. Ehhez hasonlé eredményt kaptak
Abd-Allah és munkatarsai (1999), akik szignifikans DNS karosodast talaltak comet assay-vel
aflatoxin B1 (0,5 mg/ testtomeg kg) hatdsara a 24. draban szivarvanyos pisztrang majaban. Az
1. napon kapott eredményeim mindhdrom kezelt csoportban szintén szignifikans mértékii DNS
karosodast mutatnak be. Human HepG2 sejtvonalban 24 orat kovetéen az AFB1 (0,5-10 uM)
hat4sara nagyobb mértékben csokkent az ép kétszala DNS mennyisége, szterigmatocisztin altal ez
a hatés a koncentracid novelésével (0,5-7 uM) sem valtozott szignifikdnsan (Liu et al. 2014), mig
Abedi & Scott (1969) zebradanio larvak esetében a szterigmatocisztint talaltak toxikusabbnak,
illetve gyorsabb negativ hatasat, reakciokészségét irtak le.

Williams és munkatarsai (2011) a 4. 6raban, majd a 4. napon vizsgaltak az AFB1 DNS
karositod hatasat comet assay-vel. Mindkét idépontban szignifikansan megndtt a DNS karosodas,
am idében a 4. napon kisebb OTM, illetve farokhossz értékeket mértek a 4. oraban kapott
eredményekhez képest. Vizsgalatomban szignifikans csokkenést e mikotoxin hatasara az 1. és a 2.
nap kozott mértem. A természetes uton eldallitott szterigmatocisztin esetében csokkenés a 2. és a
3., majd a 7. és a 14. napok kozott volt detektalhatd, mig az ultratiszta szterigmatocisztin
csoportban az 1. és a 2., majd a 3. és a 7. napok kozott.

Zimmermann és munkatarsai (2015) 3 napos aflatoxin Bl-gyel (20 pg/ml) végzett
inkubaci6 utan szignfikans TM emelkedést mértek in vitro csirke limfocitakban. Eredményeim a
3. napon hasonlatosak ehhez, mivel az AFLATOXIN és STER csoportok szignifikansan tobb
1ézioval birtak, mint a kontroll csoport.
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4.5. Tyuk fajban végzett génexpresszio eredmények

A legstabilabb referencia génnek az UB bizonyult.

A RADS1 gén esetében a kontroll csoporthoz képest a STER és USTER csoportok tértek
el szignifikansan, illetve a STER csoport szignifikdnsan nagyobb génexpresszids értékkel birt az
aflatoxin B1-gyel szennyezett csoporthoz viszonyitva az 1. napon. A 2. nap alkalmaval nem
detektaltam statisztikai kiilonbséget a csoportok kézott. A 3. napon a kontroll csoport értékéhez
képest a STER csoport szignifikansan kisebb, mig az USTER és AFLATOXIN csoportok
szignifikansan nagyobb értékkel rendelkeztek, a kezelt csoportok egymastol is kiillonboztek
statisztikailag bizonyithatéan. A kontrolltol valo eltérés, illetve a kezelt csoportok kiilonbozdsége
a 7. napon kimutathat6 volt, &m a kontrollhoz képest az USTER ¢és STER csoportok szignifikans
expresszio novekedést, mig az AFLATOXIN csoport szignifikans csokkenést produkalt. A
14. napra mindegyik kezelt csoport génkifejezddésbeli csokkenést mutatott, ami szignifikans volt
a STER ¢és USTER csoportok esetében.

A STER csoportok RADS51 gén kifejezddése soran 1épcsdzetes csokkenés volt kimutathato,
ami az 1.-2., illetve a 2.-3. napok kozott szignifikans mértékii volt, majd a 7. napra szignifikans
emelkedést tapasztaltam a 3. és 14. naphoz viszonyitva. Az USTER csoport esetében szignifikans
génexpresszid emelkedés a 2. és a 3., szignifikans csokkenés a 7. és a 14. napok kozott volt
megfigyelheté. Az AFLATOXIN csoport RADS1 gén expresszidja esetében fluktualod valtozas
volt mérhetd: szignifikans csokkenést, szignifikans emelkedés kovetett a 14. napig (15. abra).
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15. abra: A RADS1 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott
mintavételi idopontokban

a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott iddpontban a csoportok kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

Munkédm soran az 1. napon a kontrollhoz képest szignifikans expresszid ndvekedést
detektaltam mindkét szterigmatocisztin csoportban. Az AFLATOXIN csoportban expresszid
novekedés volt megfigyelhetd, 4m nem szignifikdns mértékben. E trenddel ellentétesen Huang és
munkatarsai (2020) egér IMR-32 sejtekben a RADS1 gén alulexpresszalt allapotat figyelték meg
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24 orat kovetben 2 és 6 pg/mL AFB1 expozicio hatasara. Huang és munkatarsai (2020)
eredményei a vizsgalt DNS javito gének transzkripcidjdnak gatlasara utalnak, mig vizsgalatomban
az alkalmazott dézisok valdszinisithetden lehetévé tették a DNS javitdsat a javitd gén
expresszidjanak novekedése altal. Tovabbi expresszié emelkedés a 3. napon az USTER és az
AFLATOXIN csoportokban, illetve a 7. napon a két szterigmatocisztin csoportban volt
megfigyelhetd, ami a kezelés hatdsara kivaltott homoldg rekombindcid stimuldldsara enged
kovetkeztetni, illetve dsszefiiggésben allhat a DNS kétszala toréseinek javitasaval (Klein 2008).
Ezen 0sszefiiggést Lian és munkatarsai (2014) erdsitették meg, kisérletiikkben ochratoxin A (5, 10,
20 uM) dozis-, illetve 1dofiiggd (6, 12, 24 o6ra) mdédon csokkentette a RADS1 gén expresszidjat.
Az expresszid csokkenésével parhuzamosan emelkedett a y-H2AX fehérje expresszidja, mely a
kétszala DNS toredezettség markere.

A REV1 gén kifejezddése tekintetében elmondhatd, hogy az AFLATOXIN csoport
szignifikansan kiilonb6zott a masik két kezelt csoporttol, illetve a kontroll csoporttol az
1. napon. A 2. napon expresszi6 csokkenés volt detektalhaté a kezelt csoportokban, ami
szignifikansnak bizonyult az USTER ¢s az AFLATOXIN csoportok esetében. Ezzel ellentétben a
3. napon mar statisztikailag bizonyithatéan expresszié ndvekedés volt tapasztalhaté az USTER és
az AFLATOXIN csoportban a kontroll, illetve a STER csoportokhoz képest. A STER csoport
értéke szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz, illetve a masik két kezelt csoporthoz képest. A
7. napon az USTER csoportban a gének expresszos €rtékei hasonlo tendenciat mutattak az el6z6
napi értékhez, &m a STER értéke szignifikdns ndovekedést, mig az AFLATOXIN csoport
génexpresszidja szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz viszonyitva. A kontroll csoport értékéhez
képest az Osszes kezelt csoport szignifikans génexpresszid csokkenést produkalt.

A REV1 gén kifejezddése, id6beni dsszehasonlitas soran, erdsen hasonld trendet mutatott
a RADS1 génhez képest a STER csoportban. Az AFLATOXIN csoport esetében is fennall a
hasonlo trend képe azzal a kiilonbséggel, hogy az 1., illetve a 7. napok kozott minden esetben
szignifikans volt az eltérés (16. abra).
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16. abra: A REV1 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idépontokban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott iddpontban a csoportok kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott
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Az 1. napon csak az AFLATOXIN csoportban tapasztaltam szignifikdns expresszid
novekedést, a 2. napon mindharom kezelt csoportban lecsdkkent a génkifejezddés. Dumstorf és
munkatéarsai (2009) 48 ora utan szintén REV1 génexpresszid csokkenést detektaltak egér
fibroblaszt sejtekben benz(a)pirin (0,150 umol/L) kezelés hatasara. Vizsgalatomban a 3. naptol a
REV1 gén expresszidja a RADS1 gén adataihoz volt igen hasonlatos, ami kozos funkcidjukra, a
homolog rekombinécion keresztiili kettds szala DNS javitasra vezethetd vissza.

A BRCA gén expresszidja az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban szignifikansan
emelkedett a kontrollhoz, illetve a STER csoportokhoz képest az 1. napon. A 2. napon nem volt
statisztikailag detektalhatd kiilonbség a csoportok kozott. A kezelt csoportok génexpresszios
értékei szignifikans csokkenést mutattak a kontrollhoz képest, az USTER csoport esetében a
BRCA gén expresszioja szignifikansan kiilonbozott a masik két kezelt csoport értékéhez
viszonyitva. A 7. napon a STER ¢és az USTER csoportok értékei szignifikans emelkedést, mig az
AFLATOXIN csoport expresszios értéke szignifikans csokkenést mutatott, a kezelt csoportok
statisztikailag is eltértek egymastol. A 14. napon az Osszes kezelt csoport szignifikans
génexpresszios csokkenése volt 1athato a kontrollhoz képest.

A BRCA gén expresszidjaban, annak idébeni vizsgalatakor kimutathaté volt nem
szignifikans, csokkend trend a 3. napig, majd szignifikdns ndvekedés a 7. napra, végiil pedig
szignifikdns csokkenés a 14. napon a STER csoportban. Ehhez hasonlé tendencia volt
megfigyelheté az USTER csoportban. Az AFLATOXIN csoportban ezzel szemben az 1. naphoz
képest szignifikansan kisebb expresszios érték tartozott a tovabbi napokhoz képest (17. abra).
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17. abra: A BRCA2 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idépontokban
a, b: kisbettik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott

Huang és munkatarsai (2020) egér IMR-32 sejtekben a RADS1 gén mellett a BRCA2 gén
alulexpresszalt allapotat is detektaltak 24 6rat kovetden aflatoxin 2 és 6 pg/mL expozicid hatasara.
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Vizsgalataim sordn ahogyan a RADS51 esetében is, a BRCA2 gén expressziojaban emelkedést
tapasztaltam a kezelt csoportokban, ami szignifikans az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban
volt. A BRCA2 gén expresszidjanak csokkenése Huang és munkatarsai (2020) meglatasa szerint
transzkripcids gatlasra utal, mig eredményeim a gén sikeres aktivalasat mutatjak be. Moradi és
munkatarsai (2015) adataikban eredményeimmel szemben expresszid csokkenést prezentaltak
human sejtvonalban (HMEC) 24 6ras AFBI1 (15, 25, 35 pl) kezelés hatasara. Emellett a sejtek
¢letképességének nagymértékii csokkenése révén valoszintisitik, hogy a folyamatok nem a DNS
javitas, hanem az apoptozis felé tolodhattak el.

Az XPA gén expresszidja szignifikdnsan csokkent az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban
a kontroll, illetve a STER csoportokhoz viszonyitva. A 2. napon nem volt fellelhetd kiilonbség a
csoportok kozott a RADS1 és BRCA gének eredményeihez hasonlatosan. A 3. napon az 0sszes
kezelt csoport szignifikansan eltért egymastol, &m a kontrollhoz képest csak az USTER, illetve az
AFLATOXIN csoportok. A 7. napon az AFLATOXIN csoport génkifejezodése statisztikailag
bizonyitottan csokkent a masik két kezelt, illetve a kontroll csoportokhoz képest. Az eddig
bemutatott gének kifejezddéséhez hasonldan az XPA expresszidja is csokkent minden kezelt
csoport esetében a kontrollhoz viszonyitva a 14. napon.

A STER csoport értékeinek idébeli valtozasai nem mutattak szignifikans eltérést a 3. napig, ezt
kovetéen a 7. napon szignifikdns emelkedést, majd a 14. napra szignifikdns csokkenést
detektaltam. Az USTER és az AFLATOXIN csoportokban hasonld tendencia alakult ki az
id6pontok kozott: a 3. napig folyamatos expresszié novekedést mértem, ami a 2. és 3. napok kdzott
szignifikansnak bizonyult az AFLATOXIN csoportban. A 3. napot kdvetden pedig drasztikusan
csokkent a génkifejezddés mértéke mindkét csoportban, szignifikansan a 3. és a 7. nap kozott az
AFLATOXIN csoportban (18. abra).
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18. abra: Az XPA gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idopontokban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott iddpontban a csoportok kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott
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Az XPA gén expresszioja igen hasonlatosan alakult a GADD45aq, illetve MSH6 génekéhez.
Expresszioja az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban a 3. napon aktivalodott, majd az
USTER csoportban a 14. napra csokkent szignifikansan a génkifejez6dés, mig az AFLATOXIN
csoportban mar a 7. napon alulexpresszalt allapot alakult ki. Bedard & Massey (2006) mutattak
be, hogy az aflatoxin B1 adduktok javitdsdban nagyobb részben a NER folyamatok feleldsek.
Vizsgalatom sordn csak a 3. napon tapasztaltam expresszié ndvekedést az emlitett két csoportban.
A 3. napot kovetd génexpresszid nagymértékii csokkenésének hatterében a DNS karosodas
csOkkenése allhat, am az aflatoxin B1 esetében lehetséges a DNS javité mechanizmusok gatlasa
(Shen & Ong 1996).

A GADD45 gén expresszidja csak az AFLATOXIN csoportban emelkedett meg
szignifikans mdédon a masik két kezelt, illetve a kontroll csoporthoz képest. A 2. napon a
kontrollhoz viszonyitva csak az AFLATOXIN csoport tért el szignifikansan, a STER csoport
rendelkezett a legnagyobb expresszios értékkel a masik két kezelt csoporthoz képest. A kezelt
csoportokban szignifikdnsan megndvekedett a GADD45 gén expresszidja a kontroll értékéhez
képest, mindharom kezelt csoport értéke eltért egymastol. A 7. napra mérséklodott a
génkifejez0dés mértéke, a kontrolltol az USTER ¢és az AFLATOXIN csoport értékei tértek el
statisztikailag. A tobbi vizsgalt géntdl eltérden, a 14. napon csak a STER csoportban mértem
szignifikans expresszid csokkenést.

A csoportok értékeinek idopontok kozotti dsszevetésekor a STER csoportban az XPA
STER csoportjahoz megkdzelitd tendencia volt felfedezhetd, a GADDA45 gén esetében a 3. naptol
folyamatos szignifikdns génexpresszios csokkenést mutattam ki. A RADS5S1 gén AFLATOXIN
csoportjahoz hasonlatosan fluktuald valtozas volt tapasztalhato az egyes idépontok kozott, melyek
minden esetben szignifikans mértékiiek voltak. Az USTER csoport értékei is mutattdk a mar
emlitett csokkend, majd ndvekvo trendek valtakozasat a 7. napig, a 7. és 14. nap kézott nem volt
statisztikailag kiilonbség (19. abra).
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19. abra: A GADD45a gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idépontokban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott
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Az 1. napon GADDA450 expresszidos novekedést csak az alkalmazott aflatoxin Bl
szennyezés hatdsara mértem, hasonléan Ayed-Boussema és munkatarsai (2008) eredményéhez,
mely sordn human hepatocita sejtvonalban zearalenon (80 uM) hatdsara expresszié emelkedés
kovetkezett be a gén esetében 24 orat kovetden. Brennan és munkatarsai (2017) citrinin
(52,75 uM), illetve ochratoxin A (8,91 uM) 6 6ras expozicidja utan 1,96-szoros GADD45a
génkifejezodésbeli emelkedést tapasztaltak szarvasmarha makrofagokban. Yang és munkatarsai
(2018) 8 orat kovetden expresszio emelkedést mértek GES-1 human sejtvonalban DON kezelés
(1,25-10 uM) hatasara. Vizsgalatomban az 1. napon kiviil még a 3. napon mértem expresszio
novekedést mindegyik kezelt csoportban, illetve az USTER csoportban a 7. napon. Li ¢és
munkatarsai (2013) szintén GADD45a expresszios novekedését mutattak ki 1000 ng/ml DON
koncentracio esetében egér pajzsmirigy sejtekben. Vizsgalatukban a 12. 6raban 13-szoros, mig a
24. oraban 15-sz0rds mértékben nétt a génexpresszid. Vizsgalatomban a legnagyobb mértékben
az AFLATOXIN csoport értéke novekedett a 3. napon. A kezelt csoportjaimban mért 3. napi
expresszid novekedéshez hasonldéan Yang és munkatarsai (2019) humén sejtvonalban T-2
mikotoxin (0,01 pg/ml), illetve DON (1,0 pug/ml) hatasara detektaltak 72 orat kovetden
2,05-szoros, illetve 3,1-szeres GADD45a expresszios novekedést. Vizsgalatomban az USTER
csoport kozelitette meg Yang és munkatarsai (2019) DON értékeit, mig az AFLATOXIN
csoportom majdnem 8-szoros expresszios emelkedést produkalt.

Az MSH gén kifejezOdése esetében a tobbi vizsgalt génhez képest nem volt detektalhato

eltérés a kontroll csoporthoz képest az 1. napon. A 2. napon csupan az AFLATOXIN csoport
értéke tért el szignifikansan a kontrollhoz viszonyitva. A 3. napon az USTER ¢és az AFLATOXIN
csoportokban szignifikansan megemelkedett az MSH gén expresszidja a kontrollhoz képest. A
harom kezelt csoport statisztikailag is kiilonbozott egymdéstol. Az AFLATOXIN csoportban
csokkenés, a STER és USTER csoportokban ndvekedés volt detektalhatd statisztikailag
bizonyitottan. A GADDA45 gén kivételével a tobbi vizsgalt génhez hasonléan mindharom kezelt
csoport expresszios értéke szignifikdnsan kisebbnek bizonyult a kontrollhoz képest.
A csoportok iddbeli valtozasanak struktirdja soran a 3. és 7. nap kozott volt kimutathatd
szignifikans expresszid novekedés, majd pedig szignifikans csokkenés a STER csoportban. Az
USTER, illetve az AFLATOXIN csoportokban szignifikdns expresszié novekedés mar a 2. és 3.
napok kozott detektalhatd volt, majd az USTER csoportban folyamatos szignifikans csokkenés
volt lathato, mig statisztikai eltérés az AFLATOXIN csoportban csak a 3. és 7. napok kdzott volt
felfedezhet6 (20. abra).
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20. dbra: Az MSH6 gén expresszios értékei a kontroll és a kezelt csoportokban az adott

mintavételi idépontokban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kozott
A, B: nagybetlik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott

Hsu és munkatarsai (2010) 4 és 9 orat kdvetden kadmium (0,5-3 uM) hatdsara az MSH6
gén alulmiikodését mutattak ki. Vizsgalatomban ehhez hasonld véltozas csak az AFLATOXIN
csoportban tortént a 2. napon. Az 1., illetve a 2. napokon a tovabbi csoportokban nem kovetkezett
be szignifikans valtozas. A 3. naptél a RADS1 és a REV1 gének expresszidjahoz igen hasonlatosan
valtozott az MSH6 gén expresszioja (20. abra).
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A kivalasztott gének expresszidjanak Osszehasonlitasat is elvégeztem egy adott kezelt
csoportban.

A STER csoporton beliill a RADS51 gén szignifikdnsan nagyobb génexpresszids értékkel
rendelkezett a tobbi vizsgalt génhez viszonyitva az 1. napon, illetve a 2. napon a GADD45 gén
kivételével. A 3. napon a GADD45 gén expresszidja volt szignifikdnsan a legnagyobb a tobbi
génhez képest, mig a REV gén szignifikansan eltért a GADDA45 génen kiviil a RADSI, illetve az
MSH génektdl. A 7. napon szignifikdns kiilonbség volt tapasztalhaté a RADS1 és a REV, a
GADDA45, az XPA, illetve az MSH és az MSH, BRCA, GADD45 ¢és a REV gének kozott. A
14. napon a RADS1 és a GADD45 gének egymdstol nem, de a tovabbi négy vizsgalt géntdl
statisztikailag eltértek.

A gének expresszidjanak id6beli valtozasakor megallapithato, hogy a RADS1 gén esetében
1smétlodo, szignifikans expresszio csokkenés, majd novekedés volt detektalhatd a 2. és a 14. napok
kozott. A REV génnél szignifikans expresszid csokkenés volt lathatd, majd szignifikans novekedés
a 7. napon, a 14. napon pedig statisztikailag bizonyitott csokkenés. A BRCA ¢és XPA gének
esetében nem szignifikdns csokkenést tapasztaltam. Szignifikans emelkedés tortént mindkét gén
esetében a 7. napon, a 14. napra pedig szignifikans csokkenés. A GADD45 gén esetében
statisztikai kiilonbség a 2.-3., 3.-7., illetve 7. és 14. napok kozott volt. Az MSH gén kifejezodése
szignifikdnsan a 7. napon novekedett, a 14. napra szignifikansan csokkent (21. abra).
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21. dbra: A vizsgalt gének expresszidja az egyes mintavételi idépontokban a STER csoportban
a, b: kisbettik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott idépontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kozott
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Az USTER csoport esetében a legkisebb génexpresszioval az XPA gén rendelkezett, mely
kiilonbség szignifikans volt a BRCA, GADDA45, illetve a RADS51 génektdl. A 2. napon a vizsgalt
gének nem tértek el egymastdl statisztikailag. A 3. napon a legkisebb értékkel a BRCA gén
rendelkezett, mely az Osszes vizsgalt géntdl statisztikailag is eltért. A 7. napon a legnagyobb
expresszios értékkel a RADS1, illetve a BRCA gének rendelkeztek, melyek szignifikansan az
XPA, REV, illetve GADD45 génektdl kiillonboztek. A 14. napon a GADD45 gén rendelkezett
szignifikansan a legnagyobb génkifejezddéssel.

A RADS1 ¢és az MSH gének kifejezédésének idobeli valtozasardl elmondhatd, hogy
szignifikansan a 2. és 3. nap kozott tortént expresszios emelkedés, az RD51 esetében szignifikans
csokkenés a 7. és a 14. nap kozott volt detektalhato, mig az MSH génnél szignifikans csokkenés a
3. naptdl folyamatosan észlelhetd volt a 4. napig. A REV és GADD45 gének esetében az 1. naphoz
képest szignifikans csokkenés tortént a 2. napon, majd szignifikans emelkedés a 3. napon. A REV
génnél tovabbi szignifikdns csokkenés a 7. és a 14. napok kozott volt mérhetd, a GADDA4S5 génnél
a 3. és a 7. napok kozott. A BRCA gén kifejezddésében nem tortént szignifikans valtozas a
3. napig, majd szignifikans expresszid6 novekedés, ezt kovetden csokkenés volt mérhetd a
14. napra. Az XPA gén esetében az egymas utan kovetkezd napok Osszehasonlitasakor nem
tapasztaltam szignifikans eltérést, a legnagyobb expresszid a 3. napon volt detektalhato, mely
szignifikansan eltért az 1., illetve a 14. napi értékektdl (22. abra).

1. nap 2. nap 3. nap 7.nap 14.nap

RAD REV mGADD mBRCA =mXPA =MSH

22. abra: A vizsgalt gének expresszidja az egyes mintavételi idépontokban az USTER

csoportban
a, b: kisbetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott iddpontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott
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Az AFLATOXIN csoport idobeli valtozasanak elemzésekor a legnagyobb expresszios
értekkel a BRCA gén rendelkezett, mely szignifikansan kiilonbozott a tobbi gén eredményétol. Az
MSH és XPA gének szignifikansan eltértek a BRCA génen kiviil a RADS51, a REV és a GADDA45
génektdl is. A 2. napon, az USTER csoport eredményeihez hasonlatosan nem volt detektalhato
statisztikai kiilonbség a gének értékei kozott. A 3. napon a vizsgalt gének egymastol szignifikansan
kiilonboztek, kivétel RADS1 és REV gének. A 7. napon az XPA rendelkezett a legkisebb
expresszios értékkel, mely a REV gén kivételével szignifikansan kiilonbozott a vizsgalt génektol.
A 14. napon a RADS1 és GADD45 gének tértek el statisztikailag a tovabbi gének eredményeitdl,
szignifikansan a legkisebb értékkel a REV gén rendelkezett.

A RADS1 és GADDA45 gének iddbeli valtozasara ismétlodo, egymast kdvetd szignifikans
csokkenés, majd szignifikdns expresszid novekedés volt jellemzé. A REV gén expresszioja is az
elébb emlitett trendet mutatta, azzal a kivétellel, hogy a 7. és a 14. napok kozott nem volt
szignifikans eltérés. A BRCA gén expresszioja szignifikans modon csokkent az 1. naprol a
2. napra, tovabbi eltérés nem volt kimutathatd az egymast kdvetd napok kozott. Az XPA és az
MSH gének esetében nem volt kiilonbség az egymast kovetd napok génexpresszios értékei kdzott,
am a 3. napon tapasztalt szignifikans mértékii expresszido novekedés miatt, statisztikailag is
bizonyitottan eltérés mutatkozott a 2. és 3., illetve a 3. és 7. napok kozott (23. abra).

AFLATOXIN
9 €
8
7
6
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3
2
1 -
0 i
1. nap 2. nap 3. nap 7.nap 14.nap
RAD REV mGADD m=BRCA ®mXPA mMSH

23. dbra: A vizsgalt gének expresszioja az egyes mintavételi idépontokban az AFLATOXIN

csoportban
a, b: kisbettik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jelolnek egy adott iddpontban a csoportok kdzott
A, B: nagybetiik szignifikans (p<0,05) kiilonbséget jeldlnek egy adott kezelt csoportban az idépontok kdzott
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4.6. Tyuk faj szovettani eredményei

A vizsgélt majszovetek nem tartalmaztak megndvekedett mennyiségli glikogént. A
kiilonb6z6 csoportokban eltérd mértékii majsejtkarosodas volt megfigyelhetd.

Az 1. napon vett majmintak esetében a kontroll csoportban az ép parenchimaji hepatocitak
elkiiloniiltek, a sejthatarok épek. Elvétve lymphocytas-plazmasejtes gyulladasos gocok lathatoak
(24. abra’a’ panel). A STER csoportban sulyos regressziv majelfajulas mutatkozott, lymphocytas-
plazmasejtes gyulladasos gocok jelenléte mellett (24. abra ’b’ panel). Az USTER csoport
szovettani eredményei megegyeztek a STER csoportéval, am bdvériség jelei is mutatkoztak
(kitagult vérerek) (24. abra ’c’ panel). Az AFLATOXIN csoportban szintén stlyos diffuz
majsejtkarosodas, illetve bovériiség lelhetd fel. Gyulladdsos gocok jelenléte jellemezte még az
AFLATOXIN csoportot (24. abra *d’ panel).

24. dbra: Csirke majmintak 1. napi szovettani eredményei
a: kontroll csoport — ép majsertsorok; b: STER csoport — sulyos majsejtkarosodas kitagult vérérrel; c: USTER csoport
— sulyos diffiz majsejtkarosodas; d: AFLATOXIN csoport - stlyos diffiiz majsejtkarosodas.
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A 2. napi majmintak rendezett majsejtsorokat €s ép sejteket mutattak a kontroll csoportban,
elenyészé lymphocytas-plazmasejtes infiltracié mellett (25. abra ’a’ panel). A STER csoport
mintaira kozepes mértékli zsiros infiltracio, gyenge, illetve kozepes mértékii regressziv
majelfajulas volt jellemzd, lymphocytas-plazmasejtes gocok mellett (25. abra ’b’ panel). Az
USTER csoport szdvettani eredményei megegyeztek a STER csoportéval, de a regressziv
majelfajulas mértéke kozepes mértékii volt (25. abra *¢’ panel). Kozepes mértékii zsiros infiltracio,
sulyos regressziv majsejtelvaltozas, lymphocytas-plazmasejtes gyulladdsos infiltracio, illetve
bévérliség volt megtalalhatdo az AFLATOXIN csoport majmintaiban (25. abra ’d’ panel).

25. abra: Csirke méajmintak 2. napi szovettani eredményei
a: kontroll csoport — ép majsertsorok; b: STER csoport — gyenge, kdzepes majsejtkarosodas kozepes zsiros
infiltracioval; c: USTER csoport — kdzepes majsejtkarosodas kdzepes zsiros infiltracioval; d: AFLATOXIN csoport -
sulyos diffuz majsejtkarosodas kdzepes zsiros infiltracidval.
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A 3. napon a kontroll csoport mdjmintdi nem mutattak elvaltozasokat, csupan né¢hany
lymphocytas-plazmasejtes goc volt lathato (26. abra ’a’ panel). A STER csoportra enyhe mértéki
zsir és vacuolas elfajulds is jellemzd volt a gyenge, illetve kdzepes diffuz majsejtkarosodas mellett,
illetve a lymphocytas-plazmasejtes gyulladasos gocok mellett (26. abra ’b’ panel). Az USTER
csoportban kozepes foku diffuz majsejtkarosodés, illetve lymphocitas infiltracio volt
megfigyelhetd (26. abra ’c’ panel). Gyenge foku zsiros infiltracid, lymphocitas-plazmasejtes
gocok, illetve kozepes és sulyos diffuz majsejtkarosodas jellemezte az AFLATOXIN csoport
majmintait (26. abra ’d’ panel).

26. abra: Csirke majmintak 3. napi szovettani eredményei
a: kontroll csoport — ép majsertsorok; b: AFLATOXIN csoport — kdzepes majsejtkarosodas gyenge fokt zsiros
infiltracioval; ¢: STER csoport — enyhe diffiz majsejtkarosodas, enyhe zsiros infiltracioval; d: USTER csoport -
kozepes foku diffiz majsejtkarosodas.
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A 7. napon a kontroll csoportban a majmintak rendezett, ép sejtsorokat mutattak,
lymphocitas gocok jelenléte mellett (27. abra ’a’ panel). A STER csoportban gyenge, illetve
kozepes regressziv majelfajuléds és lymphocytds-plazmasejtes gyulladasos infiltracio jellemezte a
majmintakat (27. abra b’ panel) Az USTER csoportban az Gsszes majminta kézepes foku
regressziv majelfajulast mutatott, lymphocytas-plazmasejtes infiltracio jelenléte mellett (27. abra
"¢’ panel). Az AFLATOXIN csoport szovettani eredménye a STER csoportéval egyezett meg,
viszont kozepes mértékii zsiros infiltraciot is mutatott (27. abra ’d” panel).

27. abra: Csirke majmintak 7. napi szovettani eredményei
a: kontroll csoport — ép majsertsorok; b: STER csoport — gyenge, kozepes majsejtkarosodas; c: USTER csoport —
kozepes majsejtkarosodas, gyulladasos goc; d: AFLATOXIN csoport - enyhe diffiz majsejtkarosodas kozepes zsiros
infiltracioval.
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A 14. nap soran a kontroll csoport majmintadi nem mutattak elvaltozasokat, n¢hany
lymphocytas-plazmasejtes goc volt lathato (28. abra ’a’ panel). A STER és az USTER
csoportokban egyhe foku elvaltozas volt 1athato a majsejteken, kiterjedt lymphocytas infiltracioval
(28. abra ’b’ és ’¢’ panel). Az AFLATOXIN csoport majmintai kdzepes, illetve stlyos regressziv
majelfajulast mutattak lymphocytas-plazmasejtes gocok jelenléte mellet (28. abra ’d’ panel).

28. abra: Csirke majmintak 14. napi szovettani eredményei
a: kontroll csoport — ép majsejtsorok; b: STER csoport — enyhefoku elfajulds a majsejtekben; ¢: USTER csoport —

enyhefoku elfajulas a majsejtekben; d: AFLATOXIN csoport — kdzepes, stlyos diffuz majsejtkarosodas.

80



5. KOVETKEZTETES ES JAVASLATOK

5.1. Comet assay vizsgalat — tyuk fajban végzett kisérlet

A comet assay standard protokolljaban a vizsgalando sejtek 1:1 vagy 1:10 aranyu higitasa
ajanlott (Devaux et al. 1997). Sokolovic és munkatarsai (2007) csirke vérmintak esetében az 1:200
aranyu higitast allapitottdk meg a legoptimalisabb sejtstirliség eléréséhez. Ezek ellenére
elOkisérleteim soran az 1:100 aranyt higitast véltem megfelelonek csirkem4j minték esetében.

A kisérletben alkalmazott legkisebb doézis (0,215 mg T2+HT-2/ takarmany kg)
megkozelitette a maximalis ajanlott mennyiséget az Eurdpai Unidban (2013/165/EU) és egyben
fele az Eriksen & Pettersson (2004) altal javasolt toleralhatd limitnek baromfi (tyuk faj) szamara.
E dozis esetében tobb, mint 4% toredezett DNS volt talalhaté az tstokos farki szakaszaban
pecsenyecsirke majaban nagy szorasértékek mellett. THT2 csoportban (0,384 mg T-2+HT-2 toxin/
takarmany kg) a DNS toredezettségben megmutatkozo karos hatés szignifikansan jelentkezett. Am
a legmagasabb dézist THT3 csoport (1,559 mg T-2+HT-2 toxin/takarmany kg) nem vart médon
DNS toredezettség szempontjabol nem kiilonbozott szignifikansan a kontroll csoporttol a
CometScore szoftverrel végzett kiértékelés alkalmaval. A vizualis kiértékelés a valasztott
szoftveres kiértékeléssel szemben egyoOntetiibb eredményekkel szolgélt kisebb szoérasértékek
mellett, mindhdrom kezelt csoport szignifikdnsan eltért a kontroll csoport pontszamatol
(9. tablazat).

A comet assay egy gyakran alkalmazott vizsgalat DNS karosodéas meghatarozasara human
sejtekben, labor-, illetve nem labor allatokon egyarant. Alkalmazasa baromfi fajok szempontjabol
sem ismeretlen, fiirj hus, tyuk (pecsenyecsirke) vér, tyuk (pecsenyecsirke) embrié maj, 1ép- és
vérmintakon is alkalmaztdk mar (Erel et al. 2009, Sokolovic et al. 2007, Williams et al. 2011).
DNS karosodast egér, illetve patkany majakban is vizsgaltak (Atroshi et al. 1997;
Rizzo et al. 1998), am kevés informacié all rendelkezésre baromfi, e csoporton beliil is tyuk
majaban végbemend DNS fragmentaciorol. Tudomasom szerint pecsenyecsirke méajon még nem
vizsgaltak mikotoxinok DNS karosodasra gyakorolt hatasat comet assay-vel.

Az altalam meghatarozott 1:100 aranyl sejthigitds megfelelének bizonyult, mivel
segitségével elkeriilhettem a nagy siirliség miatt az istokosok atfedését, ami a vizualis kiértékelést
is gatolna. Az optimalis sejtsiirliség bedllitasa altal a mdodszer csirkeméjon is alkalmazhatova valt.

A comet assay egy technikailag egyszerli moddszer, am kivitelezése soran szamos
gyakorlati 1épést kell pontosan végrehajtani, nagy odafigyelést igényel. Collins (2014) tobb
kritikus pontot is azonositott a comet assay elvégzése soran: tobbek kozott az alkalmazott agardzok
koncentracioit, az Ustokosok slirliségét, az inkubdcios i1d6t, az elektroforézis alkalmazott
paramétereit. Mindezek mellett a kiértékelés modjanak megvalasztasa elengedhetetlen a helyes
kovetkeztetések megfogalmazasahoz. A szoftveres, manudlis kiértékelés alkalméaval a
kiértékelonek jeldlnie, elkiilonitenie sziikséges a comet részeit (fej, illetve farok). A legnagyobb
dozisu csoport (THT3) esetében az iistokos részeinek elvalasztdsa, megkiilonboztetése nem volt
kivitelezhetd, mivel a legtobb sejt esetében csupan az iistokos farki része volt lathaté. Ennek
kovetkeztében a CometScore szoftverrel végzett kiértékelés nem lehetett teljes mértékben
megfeleld ebben a csoportban. Ennek ismeretében egy masik kiértékelési modot kellett
valasztanom ahhoz, hogy helyesen tudjam megitélni a kapott eredményeket. Az automatikus
kiértékelés lehetett volna megoldéas, &m extrém nagy karosodas esetén az iistokos felismerése
szintén problémaékba iitkdzik, pontossaga csokken (Gydri et al. 2014). A vizudlis kiértékelést
valasztottam, mivel ennek soran nem allnak fenn a fentebb emlitett limitald tényezdk
(Horvatovich et al. 2013). Mindkét modszer altal bebizonyosodott, hogy a T-2/HT-2 mikotoxin
rendelkezik DNS karositd hatassal, ami mar 0,215 mg T2+HT-2/ takarmany kg dézis esetén is
kimutathat6. Eredményeim ravilagitanak, hogy egyes esetekben elény0s €s sziikséges a kiillonb6zo
kiértékelési modszerek 6tvozése a preciz elemzéshez comet assay alkalmazésa soran. Ez 1ényeges,
mivel objektiven sziikséges megitélni egy adott anyag karosito, genotoxikus voltat. A comet assay
esetében a fellépd DNS fragmentacié mogott az apoptotikus folyamatok korai szakasza is allhat.
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Ekkor siin (hedgehog) alakot vesz fel az {listokds, azaz kis fej utdn nagy legyezd alakt farok rész
kovetkezik. Ezt az allapotot kizarhattam a kettOs kiértékelés segitségével. Masik eshetdség pedig,
hogy a DNS karosodast javito mechanizmusok allnak a hattérben. A vizsgalt szovet tipusa is
lényeges a redlis, pontos genotoxikussag megitéléséhez, mivel irodalmi adatokbdl is kitlinik, hogy
a maj kitettsége, a metabolizmusban betoltott kozponti szerepe altal nagyobb karosodasokon
mehet végig, mint példaul a vér vagy a 1ép sejtjei (Frankic et al. 2006,
Sokolovic et al. 2007).

5.2. Ponty LORD-Q PCR vizsgalat

Sikeresen adaptaltam a LORD-Q PCR technikat ponty fajra, mely mddszerrel objektiven
ellendrizhet6 az egyes xenobiotikumok DNS karosito hatésa.

Az oxidativ stressz fennallasanak indikatora szdmos paraméter, mint példaul a GST, a GPx,
a GR, a katalaz vagy a TBARS szint, melyek megndvekedett szintje utal az oxidativ stressz
allapotara, melynek egyik kovetkezménye lehet a DNS karosodasa. Deng és munkatarsai (2019)
tilapiaban statisztikailag bizonyitott mértékli megndvekedett GST mennyiséget mutattak ki a
16. és a 20. napon T-2 mikotoxin (10,8 mg/kg) etetése soran. Matejova és munkatarsai (2017) a
28. napon kaptak szignifikdnsan emelkedett TBARS, katalaz, illetve GST értékeket ponty majban,
illetve vesében egyarant. Ezen eredményekhez képest sajat, pontyban végzett kisérleteim soran a
T-2-vel kezelt csoport 1€zi6 értékei a 7. és a 14. napon emelkedtek szignifikansan, majd a 21.
napon kisebb mértékii, nem szignifikéans eltérés volt megfigyelhetd a kontroll csoporttdl (5. abra).

A ROS mennyiségének nagymértéki, illetve hosszan tartd emelkedése szintén az oxidativ
stressz fennallasara utal. Pietsch és munkatarsai (2011) in vitro sejtvonalakon vizsgaltak a DON
hat4sat tobb paraméterre, tobbek kdzott a ROS mennyiségét is vizsgalva. Vizsgalatomhoz képest
nem idofiiggd mddon, hanem koncentracio-fliiggd kialakitasban ellendrizték kapott értékeiket. A
legtobb sejtvonal (szivarvanyos pisztrang madj, ponty agy, szivarvanyos pisztrang kopoltyn)
esetében a DON 25-3000 ng/ml mennyisége koncentracid-fiiggé modon szignifikdnsan
csokkentette a ROS szintjét, csupan lazac vese sejtekben mutatkozott ROS emelkedés. Pietsch és
munkatarsai (2011) eredményeivel ellentétben Zhang ¢és munkatarsai (2009b) 60 pM
koncentracioban a ROS szignifikans novekedését bizonyitottak HepG2 human sejtvonalban, ezzel
Osszhangban a 8-OH-Gua szintje szintén szignifikansan emelkedett. 15 és 30 uM koncentracidoban
mindkét paraméter emelkedése bekovetkezett, am nem volt szignifikdns, viszont a
lipidperoxidaciot jelz0 TBARS mennyisége 15 pM DON mellett statisztikailag bizonyitottan
magasabb volt.

A ponttyal végzett kisérletem ramutatott arra, hogy mindkét vizsgalt trichotecénvazas
mikotoxin DNS 1éziokat alakit ki hosszabb tava (1-2 hetes) expozicid soran, am e terhelés a
3. héten mar nem képes szignifikdns mértékben hatni a DNS-re. Ennek hatterében a DNS
karosodas hatdsara miikodésbe 1ép6 DNS javitdé mechanizmusok allhatnak, melyek esetlegesen
gatlast szenvednek az elsé 2 hét soran vagy nem képesek a karosodas mértékével 1épést tartani,
majd a 3. héten mar hatékonyabban képesek dolgozni. Ennek bebizonyitasdhoz sziikséges lenne
tovabbi DNS javité gének vagy fehérjék vizsgalata.

E folyamatok eldtt az antioxidans védelmi rendszer aktivizalasa is lehetové teszi, hogy a
ROS képzd és eliminald folyamatok egyensulyba keriiljenek, ezzel pedig a DNS nem esik at
oxidativ kdrosodason. Ezt a védelmi Utvonal érintettséget azonos kisérleti elrendezés mellett
Pelyhe és munkatarsai (2016) vizsgaltak, mely soran a GST aktivizaldsa mutatkozott a 2. és a 3.
héten, ami a mikotoxinok transzformalasara enged kovetkeztetni. Emellett a gpx4a expresszioja a
DON kezelés hatasara a 7., a 14. és a 21. napon ndvekedett, mig a T-2 csoportokban csak a 21.
napon mutatkozott expresszid ndvekedés. A gpx4b gén esetében mindhdrom idépontban, mindkét
mikotoxin etetés hatdsdra expresszid novekedés volt lathatd. Ezen Osszefliggések segitségével
levonhato a kovetkeztetés, hogy az Nrf2—ARE utvonalra képesek hatni a DON és a T-2
mikotoxinok, mely utvonal aktivizalja az antioxidans rendszer védelmét szolgald géneket, mint a
gpx4a vagy b. Ennek bekdvetkeztével az oxidativ stressz allapota eliminalhat6, ami miatt a DNS
karosodas mértéke drasztikusan csdkkenni képes, ami eredményeimben is megmutatkozott.
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5.3. Ponty génexpresszios vizsgalat
5.3.1. OGG1

Az AFBI képes szignifikansan megemelni a 8-OH-Gua és 8-hidroxi-citozin mennyiségét
(Guidon-Kezis et al. 2014), ami altal a BER javitd folyamatok bekapcsolnak, aminek része az
OGG1 is. Ezen 0sszefliggés allhat eredményeim mdogott is, aminek bizonyitdsdhoz sziikséges a
jovében a 8-OH-Gua, illetve a 8-0xoG mennyiségének mérése is a vizsgalt szovetmintabol.
Szignifikdns expresszid novekedés a 24. ordban volt lathatd (6. abra), igy az emlitett 1ézidk
kialakuldsa ponty faj esetében csak 1 napot kdvetden éri el azt kritikus szintet, mely mellett az
OGG1 gén expresszioja megemelkedik a kialakult DNS karosodas javitasara. Az AFB1
hataskiilonbsége megmutatkozott, szignifikans emelkedés az Afla, illetve a Ster4 csoportokban
volt megfigyelheté a kontroll és a STER1 és a STER2 csoportokhoz képest. A két tovabbi
szterigmatocisztin dozis szignifikans csokkenést eredményezett az OGG1 expresszidban, igy
feltételezhetden nem volt képes kialakitani 1ényeges mennyiségii 1€zi6t, ezaltal DNS karosodast.
Bravard és munkatarsai (2006) megkozelitése révén a ROS mennyiségének mérését is indokolt a
jovore nézve elvégezni, mivel a ROS képesek gatolni a BER folyamatat, ezzel egyiitt az OGG1
gént, illetve fehérjét is. Az Afla csoport expresszidjanak aktivalasa a 24. oraban kovetkezett be,
mig a Ster4 csoportban idében folyamatos expresszid emelkedést tapasztaltam. A génexpresszios
novekedés a megemelkedett 1éziok mennyiségével lehet Gsszefiiggésben, aminek mennyisége a
24. 6raban lett kritikusabb mértékii. A Sterl csoportban a 24. draban szignifikans expresszio gatlas
mutatkozott, mig a Ster2 csoportban nem kovetkezett be valtozas, feltételezhetden az alkalmazott
dozisok nem fejtettek ki a javito mechanizmushoz sziikséges mennyiségii karosodast.

5.3.2. HSP70

Minden id6épontban, minden kezelt csoportban expresszid novekedést mértem, ami néhany
kivétel mellett szignifikans mértékli volt (7. dbra). Tendencidlisan az Afla és a Ster4 csoportok
expresszidja megegyezett, igy e gén esetében az AFBI1 tizszeres hataskiilonbsége nem mutatkozott
meg egyértelmiien a szterigmatocisztinnel szemben. Az AFB1, illetve a szterigmatocisztin mar
8 orat kovetden is kifejti DNS karosito hatasat, amire a HSP70 gén expresszidjanak novekedésébdl
is kovetkeztethetiink. Az 0sszefliggés mértékének pontositdsdhoz a jovében sziikséges egyszerre
vizsgalni a 1éziok mennyiségét €s a javitd gének expresszidjat. A HSP70 génnek szdmos szerepe
van, tobbek kozott részt vesz a BER, a NER folyamatokban, illetve az egyszalu DNS torések
javitasaban is. Ahhoz, hogy pontos képet kapjuk a HSP70-rdl, sziikséges lenne egyes javitd
folyamatokra jellemz6 génekkel egylitt vizsgalni expresszidjat. Illyen gén lehet az XPA vagy az
XPG gén is, melyek a NER folyamatokban vesznek részt. Vizsgalataimban az 1d6 eldrehaladtaval
az Afla csoportban a 24. o6rara emelkedett meg szignifikansan a HSP70 gén expresszidja, mig a
Ster4 csoportban gén aktivalas csak a 16. 6érdban tortént. Ennek folyamén az AFB1 elnyujtottabb,
id6ben is tovabb fennallo karosodast tud kialakitani, amire reagalva a gén expresszidja idében is
elnyljtott emelkedést mutat. A Sterl és a Ster2 csoportok szignifikans génkifejezodésbeli
csokkenése mar a 16. 6raban megmutatkozott, igy feltételezhetden az alkalmazott dozisok mar
nem fejtettek ki a HSP70 DNS javitasahoz sziikséges mennyiségili 1€ziot.

5.3.3. p53

A p53 kritikus szereppel bir a sejtet éré stresszvalasz kialakitdsaban (sejtciklus
szabalyozas, DNS javitas, apoptozis), ezaltal tobb génnel all kapcsolatban. Ilyen az OGGI,
melynek szabalyozza transzkripcids szintjét. Ezt az interakcidt eredményeim is alatdmasztjak. A
HSP70 is részese a p53 DNS javitasanak, amit eredményeim is bizonyitanak, a jovoben sziikséges
ezen gének egylittes vizsgalata. A p53 egyik szabalyozoja a GADD45a génnek, amit eredményeim
(8. abra), illetve Ayed-Boussema és munkatarsai (2008) adatai is alatdmasztanak, igy ezt a
tovabbiakban is sziikséges vizsgalni. Az AFBl-epoxid képes muticiot létrehozni a p53
génszakaszban, amit zebradanidban mar bizonyitottak (Santacroce et al. 2008), ennek nyomon
kovetésére érdemes lehet a p53 negativ szabdlyozo6jat, az mdm?2 gént vizsgalni. A mismatch
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javitasban a p53, illetve az MSH2 interakciojat bizonyitottak (Williams & Schumacher 2006),
ennek megfeleléen fontos lenne kibdviteni vizsgdlaimat az MSH2 génre is a jovOben, hogy
pontosabban lehessen kovetkeztetni az egyes xenobiotikumok DNS karosito hatasara.

A kisérleteimben az aflatoxin B1 hataskiilonbsége a 24. éraban mutatkozott meg tizszeres
mértéket meghaladoan, &m a 8. €s a 16. 6érdban az aflatoxin Bl és szterigmatocisztin tizszeres
hataskiilonbsége mutatkozott meg. Iddbeli valtozast nyomonkdvetve az Afla és a Ster4 csoportok
mozogtak hasonldan, az elobbi esetében szignifikans emelkedés a 24. orara kovetkezett be, az
utdbbi esetében folyamatos expresszio novekedés volt megfigyelhetd idovel. A vizsgalt dozisban
igy kialakulhattak 1éziok, melyek javitasdhoz bekapcsolodott a p53 gén is. Kisebb dozisu
szterigmatocisztinnel terhelt csoportokban expresszid csokkenés volt kimutathato, igy
feltételezhetden a DNS javitadsra mar nem volt sziikség az 1d6 eldrehaladtaval.

5.3.4. GADD45a

A GADDA45a szabalyozasaban részt vesz a p53, mely Osszefliggést a kapott eredményeim
Is alatamasztanak. Masik szabalyoz6ja a BRCAL1, igy fontos lenne a jovében ennek a génnek a
vizsgalata is, mely aktivalni és gatolni is képes a GADD45a-t. Szignifikans expresszid valtozas a
8. oraban csupan az Afla csoportban kdvetkezett be negativ irdnyban, &m a 24. 6rdban mar a
Ster2 csoport kivételével expresszido ndvekedést detektaltam (9. abra). Feltételezhetéen ezen
csoportokban megndvekedett DNS karosodds mar elérte azt a szintet, amely altal a GADDA45a
aktivalasa mar sziikséges volt. Li és munkatarsai (2013) kapcsolatot talaltak a GADD45a, illetve
az mdm2 kozétt, igy nem csak a p53 oldalarol, de a GADD45a révén is eldremutatd lenne az
mdm2 gén bevondsa vizsgalataimba a jovoben. Az idObeli valtozasokat figyelembe véve az
aflatoxin B1 az id6 elérehaladtaval folyamatosan aktivalta, ndvelte a GADDA45a kifejezddését,
feltételezhetden egyre nagyobb mértékiit DNS karosodast alakitott ki, mig a STER1 csoportban
nem tortént valtozas az expresszid mértékében. A Ster2 és a Ster4 csoportokban a génexpresszid
indukéléasa a 24. 6raban ndvekedett szignifikdns mértékben, igy a GADD45a altali DNS javitasra
csak ebben az iddszakban lett sziikség.

5.4. Tyuk fajban végzett LORD-Q PCR vizsgalatok

Sikeresen adaptaltam a LORD-Q PCR technikat tytk fajra, mely modszerrel objektiven
ellendrizhetd az egyes xenobiotikumok DNS karosito hatasa.

Balogh és munkatarsai (2019) azonos mikotoxinok és dézisok mellett brojlerekben a
glutation redox rendszer aktivalodasat talaltak, legf6képpen az AFB1 hatdsara. A vizsgalt gének
eseteben (GSS, GPx4, GSR) AFBI1 az 1. napon alulexpresszalodott, majd idével expresszid
novekedés, a 14. napra pedig ismét csokkenés volt megfigyelhetd. Ezzel szemben az altalam mért
1ézi6k mennyisége az 1. napon volt a legmagasabb (14. dbra), ami az oxidativ stressz allapotara
utal, majd pedig a 2. napon csokkenés egyfelol az antioxidans védelmi rendszer hatékonysaganak
is koszonhetd lehet. Am a tovabbi napok esetében a 1éziok mennyisége szignifikinsan nem
valtozott. A szterigmatocisztin két formaja eltérd trendet rajzoltak GPx4 gén expresszidja
esetében. Az ultratisztasdgu szterigmatocisztin a 2. és a 7. napon okozott expresszid novekedést
az GPx4 esetében, ezen idOpontokban mértem a legalacsonyabb 1€ézi6 mennyiséget. A
természetesen termeltetett szterigmatocisztin pedig a 14. napon eredményezte a GPx4
tulexpresszalt allapotat, ebben a csoportban mértem a legalacsonyabb 1ézid6 mennyiséget. Ennek
megfelelden a glutation-peroxidaz 4 fontos szerepet tolt be a madarak antioxidans védelmében, az
oxidativ stressz eliminalasaban nélkiilozhetetlen, ennek fényében a DNS karosodas kialakuldsanak
esélye is csokken.

A 14. napon az USTER csoport mellett az AFLATOXIN csoport mutatott szignifikans
1ézi6 emelkedést. Hosszabb tava (12 hetes) AFB1 (100 pg/kg) etetés hatasara tilapiaban
megemelkedett a GST és a GPx gének expresszidja, ami oxidativ stressz allapotara utal
(Bacou et al. 2021). A 14. napon kapott eredményeim szintén az oxidativ DNS karosodas
kialakulasara utalnak mind az USTER, mind az AFLATOXIN kezelés hatasara. A jovoben ennek
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megerdsitésére az antioxidans védelmi rendszer egyes tagjainak egylittes vizsgalata sziikséges. Az
AFB1 DNS kérosito hatasat magyarazhatjdk Deng és munkatéarsai (2010) eredményei, miszerint a
majban talalhatd6 CYP1A fehérje aktivitdsa csokken, aminek kovetkeztében az AFBI
AFB1-8-9-epoxidda alakitasa, a detoxifikalas szenved gatlast. Ennek kovetkeztében hosszabb
ideig fenn tudja tartani a toxin az oxidativ stressz allapotat.

Eredményeim alapjan az aflatoxin Bl tizszeres hataskiilonbsége valoszinisithetdé a
szterigmatocisztinnel szemben csirkében. Schroeder és Kelton (1975) ezzel szemben csirke
embridkban tizenhatszoros kiilonbséget talalt toxicitasban az aflatoxin B1 javara.

A 14. napon STER csoport kivételével a tovabbi csoportok a 1éziok tekintetében
szignifikansan tobb 1ézidval rendelkeztek a mitokondrialis DNS vizsgélata soran, ami ramutat a
mitokondrialis DNS sériilékenységére egy hosszabb tavi mikotoxin terhelés soran. Ahhoz, hogy
Osszevethetd legyen a nukledris és a mitokondridlis DNS-ben kialakulé DNS kérosodas, a 1éziok
mennyisége, a jovOben sziikséges egyiittesen vizsgalni e két DNS-t. Niranjan €s munkatarsai
(1982) patkany majszovetben mutattak ki ezt az Osszefiiggést, miszerint a mitokondrialis DNS
sériilékenyebb és javitdsa iddigényesebb. 24 6rat kovetden az AFB1-adduktok mennyisége nem
valtozott a mitokondrialis DNS-ben, mig a nuklearis DNS-ben mar a 4. 6raban csokkenés volt
lathato az adduktok szaméban.

5.5. Tyuk fajban végzett génexpresszios vizsgalatok

5.5.1. RAD51

Vizsgalataim eredményeibol lathatd, hogy a génexpresszié koveti a DNS karosodas
mértékét. Kivételt ez alol a STER csoportban az 1-2. nap képez (15. abra), amikor a génexpresszio
csokkent, mig a 1éziok mennyisége nétt, illetve az USTER csoportban a 7-14. napok, amely
id6szakban szintén az expresszid csokkenését mutattam ki a 1éziok emelkedése mellett. Ennek
figgvényében a RADS1 gén hatékonyan részt tudott venni a 1ézidk eliminalasaban.

Annak megerdsitésére, hogy tyuk fajban is végbemegy a kétszala DNS javitds RADSI
altal, a jovOben érdemes kiegésziteni a vizsgalatokat kétszali DNS toredezettség markerekre,
példaul a y-H2AX fehérjére.

55.2. REV1

A STER csoportban a gén expresszioja €s a 1éziok mennyiségének valtozasa dontden
egyiitt mozogtak, majd a 14. napon szignifikdnsan csokkent a génkifejezddés és a 1éziok szama is
(16. abra), amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a gén elvégezte feladatat. Ezzel szemben az
USTER csoportban is egyiitt mozgott e két paraméter, viszont a 14. napon a génkifejezddés
alulmiikodést, mig a 1€ziok szdma szignifikdns emelkedést mutatott, ennek hatterében a gén
kimeriilése allhat. Az AFLATOXIN csoportban a 1ézidk szdma szignifikdnsan csokkent a
2. napra, szintje szignifikanan nem kiilonbozott id6fiiggd modon a tovabbi napok soran, viszont
mindvégig szignifikdnsan nagyobb értékkel rendelkezett a kontrollhoz viszonyitva. A REV1 gén
ezzel szemben tulexpresszalt allapotban volt a 3. és a 7. napok soran, a 14. napon szignifikans
mértéki génkifejezodés csokkenése a gén kimeriilésére enged kovetkeztetni.

5.5.3. BRCA2

A BRCA2 képes a RADS1 expressziojat befolyasolni, am a RAD51-nek a BRCA2-t6l
fliggetlen utvonala is ismeretes. Vizsgéalataim sordn e két gén expresszioja nem fliggott dssze az
1-3. napok esetében, &m expressziojuk teljes egyezést mutatott a 7. és a 14. napokon (15. abra,
17. abra). A 7. napon ez megerdsiti a STER és az USTER csoportokban valdszintisithet6 a kétszalu
DNS torések javitdsat, a homolog rekombinaciot. Az AFLATOXIN csoportban expresszid
csokkenés volt tapasztalhato, illetve ez a trend volt megfigyelhetd mindhdrom csoport esetében a
14. napon, amibdl a gén kimeriilésére vagy gatlasara kovetkeztethetiink. Az apoptdzis folyamatat
érdemes lenne a jovOben tesztelni, hogy tényleges gatlas torténik vagy a sikertelen DNS javitas
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eredményezi a sejt halalat. A 1ézidk mennyiségének Osszevetése soran lathatd, hogy az
AFLATOXIN csoportban a BRCA2 gén expresszidja minden idépontban koveti a 1éziok
mennyiségi valtozasat. A STER csoportban ez csak a 3-7. és a 7-14. napok kozott realizalodott,
mig az USTER csoportban e két paraméter ellentétes trendet irt le.

5.5.4. MSH6

Az STER csoportban az MSH6 gén aktivalodasa a 7. napon kovetkezett be, majd a
14. napra mar szignifikansan csokkentette a kialakult 1€ziok szadmat, ezaltal az expresszid is
szignifikansan lecsokkent. Az USTER csoportban mar a 3. napon bekdvetkezett a gén aktivalasa,
majd hatékonyan csokkentette a 7. napra a 1éziok szamat, &m a 14. napra a gén kimeriilését
tapasztaltam, mivel a 1éziok szama megndvekedett az alulexpresszalt allapotnak koszonhetden. Az
AFLATOXIN csoportban e kimeriilés sokkal gyorsabban bekdvetkezett, nagymértékli expressziod
emelkedés a 3. napon kovetkezett be, &m ez nem volt hatdssal a 1¢éziok mennyiségére.

5.5.5. GADD45a

Az 1. napon szignifikdnsan megemelkedett a GADD45a expresszidja az AFLATOXIN
csoportban (19. abra), ami magyarazhato a 1éziok szignifikans emelkedésével, majd a 2. napon az
expresszid mértéke és a 1€éziok szdma is szignifikans csokkenést mutatott. A 3. napon a gén
expresszidja nagymértékben emelkedett, am a 1éziok szdmaban nem szignifikdns novekedés volt
detektalhatd. A 7. és a 14. napokon a 1éziok szdmaban nem kovetkezett be valtozas, mig az
expresszio a 7. napra a kontroll szintje al4 siillyedt, ami a folyamat kimeriilésére utal, a 14. napon
a kontroll szintjét érte el. Az USTER csoportban a gén iddbeli expresszios valtozasai dsszhangban
voltak a kialakult 1éziok mennyiségi valtozdsaival, mig ez nem mondhaté el a STER csoport
tendenciairdl. Ayed-Boussema és munkatarsai (2008) eredményei is ramutatnak a p53 és a
GADDA45 gén kapcsoltsagara, igy a jovoben a p53 gén vizsgalata is sziikséges tytk faj esetében
is. Li és munkatarsai (2013) kapcsolddasi halot mutattak be bizonyos gének kozott, aminek része
a GADD45a kapcsolodasa az mdm2, illetve tp53 génekkel. A tovabbi vizsgalatokban sziikséges
kibdviteni ezen génekre is az expresszido mérését, hogy tyuk faj esetében is képet kaphassunk a
GADDA45a ¢s azzal egyiitt miikodo génekrol.

5.5.6. XPA

A STER csoportban az XPA expresszidja €s a 1ézidok szama csak a 7-14. napok kozott
kovette egymast. Az USTER csoportban az XPA okozta hatékony 1€zi6szdm csokkenés a 7. napra
valésult meg, &m a 14. napon génkimeriilés kdvetkezhetett be, mivel a 14. napra szignifikansan
novekedett a 1ézi0k szdma. Az AFLATOXIN csoportban a 2. napra csokkent a 1éziok mennyisége
nem szignifikdns expresszid6 novekedés hatdsdra, am a 3. napi tulexpresszalt allapot nem
eredményezett tovabbi 1€z16 csokkenést. A 7. és a 14. napokon pedig az XPA gén kimeriilése vagy
esetleges gatlasa nyilvanult meg vizsgalatomban.

5.6 Tyuk szovettani eredmények

A 7. napon a STER csoportban gyenge, illetve kozepes, az USTER csoportban kdzepes
foku regressziv majelfajulas mutatkozott a majmintakon lymphocytas-plazmasejtes gyulladasos
infiltracié mellett. A 14. napon pedig a szterigmatocisztin mindkét formdja esetében enyhe foku
elvaltozas volt lathaté a majsejteken, kiterjedt lymphocytas infiltracioval. Purchase & Watt (1970)
5 hétig tarto 100 ppm szterigmatocisztin etetés hatasara massziv majnekrozist tapasztaltak
patkdnyok madjadban, a majsejtek szerkezetének megvaltoztatdsa mellett. A 7. héten kisebb
degenerativ elvaltozast figyeltek meg, am gdécpontokban talalhatd volt nekrotikus elvaltozas,
zsiros elvaltozas, illetve a majsejtek méretei igen differencialtakkd valtak, egyesek nagy sejtmagot
tartalmaztak, mas sejtekben pedig nem volt sejtmag. Solcan és munkatdrsai (2013) csirkem4;j
patologias vizsgalata sordn 54 pg aflatoxin Bl/testtomeg kg etetés hatdsara a 14. napon diffiz
vizkoros degenerativ elvéltozasokat figyelt meg, vérpangédsos érszakaszokat, 01j epevezeték
szakaszok kezdeti formalodasat. A maj tobb teriiletén nekrotikus elvaltozasok alakultak ki.
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Intenzivebb valtozasok, mint a sulyos mértékii mikrovaszkularis steatosis a kezelés 28. napjan volt
detektalhat6. Szintén brojlerek esetében Yang €s munkatarsai (2012) a vizsgalt majak 83,3%-ban
fedeztek fel enyhe szintii 1ézidkat 16,6%-ban pedig stilyosabb 1ézids részeket 21 napig tartd 75%-
ban aflatoxinnal szennyezett takarmanyetetés soran. A 100%-ban AFB1-gyel tortént szennyezés
hatasara az 0sszes maj sulyos nekrotikus elvaltozast mutatott, zsiros elfajulast, a citoplazméaban
kiilonboz6 méreti lipideseppek jelentek meg. Ezen eredményekhez hasonlatosan vizsgalatomban
a 7. napon az AFLATOXIN csoportban gyenge, illetve kozepes regressziv majelfajulast, kozepes
mértékit zsiros ¢és lymphocytas-plazmasejtes gyulladasos infiltraciot figyeltem meg a
majmintdkon. A 14. napon az altalam vizsgalt majak kozepes, illetve sulyos regressziv
majelfajuldst mutattak lymphocytas-plazmasejtes gocok jelenléte mellett.

A szOvettani eredményeim, illetve az irodalomban talalhat6 adatok megerdsitik, hogy mind
a szterigmatocisztin, mint az aflatoxin B1 dontéen 1ézidk kialakitdsat eredményezi tobb hetes
mikotoxin terhelés hatasara, mely kdrosodas egyéb elvaltozasokkal (zsiros elfajulas, gyulladasos
infiltracid) is egyiitt jarhat. Az altalam vizsgalt 1€ziok mennyisége is szignifikansan magasabb volt
a 14. napon az USTER ¢és az AFLATOXIN csopotokban, tehat a sejtszintii karosodas nem sziint
meg, amit a szovettani eredmények is mutatnak.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Sikeresen adaptaltam a comet assay-t tyik faj majsejtjeire és meghataroztam az
optimalis 1:100 aranyu sejtsiiriséget. Kimutattam comet assay-vel a T-2 mikotoxin
DNS kérosito hatasat.

Sikeresen adaptaltam, és els6ként alkalmaztam a LORD-Q PCR technikat ponty és
tyuk fajokra. Optimalizaltam a hosszu, illetve a rovid DNS szakasz esetében is a
PCR reakciokat.

Kimutattam, hogy DON és T-2 mikotoxinok hatasara 1éziok alakultak ki a ponty
genomjaban, am az 1d6 eldrehaladtaval csokkend tendencia volt megfigyelhetd a
1ézi6k szamaban mindkét mikotoxin esetében.

Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam kimutatasi eljarast OGG1, HSP70, p53,
GADDA45a gének vizsgalatahoz ponty fajban, amelyeket sikeresen alkalmaztam az
aflatoxin B1 és szterigmatocisztin hatasvizsgalata soran.

Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam kimutatasi eljarast RADS51, GADD45aq,
REVI1, BRCA2, MSH6, XPA gének vizsgalatahoz tyak fajban, amelyeket
sikeresen alkalmaztam az aflatoxin B1l, a szterigmatocisztin és a tisztitott
szterigmatociszti hatasvizsgalata soran.

Az aflatoxin B1 mindkét faj esetében néhany kivétel mellett dontéen expresszio
csokkenést eredményezett a vizsgalt génekben, tytk fajban pedig szignifikans
mértékil 1ézidszam ndvekedést.

Megfigyeltem, hogy ponty fajban a szterigmatocisztin valtozoéan befolyasolja a
vizsgalt gének expresszidjat, am dozisfiiggd Osszefiiggést nem mutattak. Tyuk
fajban a természetesen termeltetett és a tisztitott szterigmatocisztin is képes volt
1ézi0k kialakitésara, illetve befolyasolta a vizsgélt gének expressziodjat.

A szovettani vizsgalatok soran megallapitottam, hogy az aflatoxin B1 nagyobb
mértékii elvaltozasokat okozott a szterigmatocisztinhez képest. A természetes és a

mesterséges szterigmatocisztin hasonlo mértékii elvaltozasokat okozott.
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7. OSSZEFOGLALAS

Mikotoxinok, mint a mikroszkopikus penészgombdk masodlagos anyagcseretermékei a
mindennapi szant6foldi munka, takarmanyozas és élelmezés szinterén jelen vannak, ezzel adva
szamos feladatot a szakembernek. Nagyszamu informacid elérhetd hatasaikrol, melyek gazdasagi
allatok esetében a teljesitmény romldsaval, kiilonféle altalanos tlinetek kialakitdsaval hozhato
Osszefliggésbe.

A mikotoxinok ismert hatiasa az oxidativ stressz kialakitdsa, am ennek DNS karosodas
iranyaba bekovetkezd folyamataik bemutatdsa, kutatasa igen szegényes. A DNS karosodasok
javitasaért, kikiiszoboléséért felelds a DNS javitd rendszer, mely szdmos utvonalon keresztiil végzi
az adott kéarosodasra specifikus javitdst. A DNS karosodas és az azt javitd mechanizmusok
kapcsolatardl igen kevés informacid érheté el, ezen folyamatok egyiittes vizsgalata adhat
pontossabb képet a molekularis szinten végigvonulo, lezajlé valtozasokrol.

Doktori munkdm soran célom volt felmérmi a DON, a T-2, az aflatoxin B1 és a
szterigmatocisztin mikotoxinok DNS karositd hatasat ponty, illetve T-2, aflatoxin Bl és a
szterigmatocisztin mikotoxinok DNS karosito hatasat tyuk fajban. A vizsgalatok elvégzéséhez egy
objektiv, PCR alapti modszer adaptalasa és alkalmazasa is célom volt mindkét faj esetében.
Melynek részeként a kivalasztott modszer alkalmazhatdsdgat Ossze kivantam hasonlitani a
Emellett célom volt feltérképezni a DNS javité mechanizmusok valtozasat, ezzel képet kapni a
vizsgalt mikotoxinok DNS javitdé génekre gyakorolt hatasar6l. Ennek okén célom volt DNS
javitasban szerepet jatszo gének kivalasztasa ponty és tyuk fajok szdmara, majd a géneket vizsgalod
rtPCR optimalizasasa, illetve a legmegfelelobb belsé kontroll gén kivalasztasa. A tyuk fajban
célom volt szovettani vizsgalatokkal feltérképezni az aflatoxin B1, illetve szterigmatocisztin majra
gyakorolt karos hatasait.

A comet assay-t sikeresen adaptaltam tytk fajban majsejtekre és 1:100 aranyt optimalis
sejtstirliséget hataroztam meg. Szoftveres és vizualis kiértékelés altal is bebizonyosodott, hogy a
T-2/HT-2 mikotoxin rendelkezik DNS karosit6 hatassal, ami mar 0,215 mg T2+HT-2/ takarmany
kg dozis esetén is kimutathatd tytk fajban. Eredményeim raviladgitanak, hogy egyes esetekben
elényds és sziikséges a kiilonbozo kiértékelési modszerek Gtvozése a preciz elemzéshez comet
assay alkalmazasa soran.

Elsdként adaptaltam és optimalizaltam a LORD-Q PCR technikat ponty, illetve tyuk fajra.
Segitségével kimutattam, hogy Ponty fajban DON ¢és T-2 mikotoxin esetében is szignifikdnsan
emelkedett a DNS 1ézidk szama, dm idOben csokkend tendencidt mutattak. Csirke fajban az
aflatoxin B1, a szterigmatocisztin és a tisztitott szterigmatocisztin szintén megndvelte a DNS
1éziok mennyiségét, am idObeni Osszefiiggés nem mutatkozott.

Ponty fajban az OGG1 gén esetében az aflatoxin B1 (0,4 mg/testtomeg kg) expresszidjanak
aktivaldsa a 24. oraban kovetkezett be, mig a Ster4 (4 mg/testtomeg kg) csoportban iddben
folyamatos expresszi6 emelkedést tapasztaltam. Az 1 mg/testtomeg kg szterigmatocisztin
csoportban a 24. draban expresszid gatlast okozott, mig a 2 mg/testtdmeg kg szterigmatocisztin
hatasara nem kovetkezett be OGG1 génkifejezddésbeli valtozas. A HSP70 expresszidjanak az
aktivalasa az aflatoxin Bl hatasara a 24. oraban kovetkezett be, mig a Ster4 csoportban a
16. 6rdban. Az utodbbi csoport expresszid csokkenését a 24. oraban figyeltem meg, a masik két
szterigmatocisztin (1, illetve 2 mg/testtomeg kg) csoportban mar a 16. oraban. Sikeresen
terveztem, majd optimalizaltam kimutatasi mddszert a p53 génexpressziojanak vizsgalatahoz. A
p53 gén aktivalasa folyamatosan emelkedett a legnagyobb dozisu szterigmatocisztin
(4 mg/testtomeg kg) csoportban, am a masik két szterigmatocisztin csoportban ellenkezd hatést
tapasztaltam. Az aflatoxin B1 a 24. 6raban aktivalta a p53 gén expresszidjat. Sikeresen terveztem,
majd optimalizaltam rtPCR-t a GADD45a vizsgalatahoz. A GADD45a génexpresszidja aflatoxin
B1 (0,4 mg/testtomeg kg) hatasara az id6 elérehaladtaval 1épcsdzetes aktivalasa kovetkezett be,
tovabbi indukald hatas szterigmatocisztin (2, illetve 4 mg/testtomeg kg) esetében tortént a
24. 6raban.
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Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam rtPCR-t tytk RADS51 gén vizsgalatahoz.
Mindegyik kezelt csoportban a gén expresszidja dontden a 1éziok mennyiségére reagalt. Sikeresen
terveztem, majd optimalizaltam rtPCR-t tytk REV1 gén vizsgalatdhoz. 14 napos
takarmanyszennyezés hatasara a STER csoportban a gén el tudta végezni javitd hatdsat, ami a
1ézidk szdmanak és a génkifejezodés csokkenésében mutatkozott meg, mig az USTER ¢és az
AFLATOXIN csoportokban a gén kimeriilését detektaltam. Sikeresen terveztem, majd
optimalizaltam rtPCR-t csirke BRCA2 gén vizsgalatdhoz. A STER ¢és az AFLATOXIN csoportban
a gén expresszidja a 1éziok mennyiségére reagalt. Az USTER csoportban ez nem volt
megfigyelhetd. Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam rtPCR-t csirke MSH6 gén
vizsgalatahoz. A STER csoportban a 7. napon kovetkezett be a gén aktivalddasa, majd a 14. napra
a 1éziok mennyiségét képes volt elimindlni. Az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban a 3.
napon kovetkezett be az aktivalodas, am ezt kdvetden a gén kimeriilését tapasztaltam. Sikeresen
terveztem, majd optimalizaltam rtPCR-t tyuk GADDA45a vizsgalatahoz. Az USTER ¢és az
AFLATOXIN csoportban a gén expresszidja dontden a l1éziok mennyiségére reagalt, a STER
csoportban ez nem volt megfigyelhetd. Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam rtPCR-t tyuk
XPA gén vizsgalatdhoz. Az USTER és az AFLATOXIN csoportokban a 3. napon kovetkezett be
az aktivaloédas, am ezt kovetden a gén kimeriilését tapasztaltam. A STER csoportban nem
kovetkezett be a gén aktivalasa.

A szdvettani vizsgalatok sordn az altalam alkalmazott kezelés hatdsdra az aftlatoxin B1
nagyobb mértékli elvaltozasokat okozott a szterigmatocisztinhez képest. A természetesen
termeltetett és a mesterségesen eldallitott szterigmatocisztin hasonlé mértékii elvaltozasokat
okozott.

Eredményeim alapjan elmondhato, hogy a comet assay kivitelezése, illetve kiértékelése
szamos esetben akadalyba {itkdzik, mig az altalam adaptidlt LORD-Q PCR eljaras gyors,
objektivebb és kiértékelése egységes. A pontyon LORQ-PCR modszerrel végzett vizsgalataim
ramutatott arra, hogy a DON ¢és a T-2 mikotoxinok DNS Iéziokat alakitanak ki 1-2 hetes expozicio
alatt, am e terhelés a 3. héten mar nem képes szignifikans mértékben hatni a DNS-re. Ennek
hatterében a DNS karosodas hatasara mitkkodésbe 1épé DNS javito mechanizmusok allhatnak,
ennek bebizonyitasahoz sziikséges tovabbi DNS javito gének vagy fehérjék vizsgalata.

Az aflatoxin B1, illetve a szterigmatocisztin 10-szeres hataskiilonbsége valosziniisithetd a
pontyban kapott eredményeim alapjan. E két mikotoxin rdvid tavon is képes hatni a DNS javitd
génekre, dontéen a 24. orat kovetden kovetkezett be az altalam vizsgalt gének aktivalodasa
(OGG1, HSP70, p53, GADD45AA). OGG1, p53 és GADD45AA gének esetében interakcio volt
megfigyelheto.

Az aflatoxin B1, illetve a szterigmatocisztin 10-szeres hataskiilonbsége valdsziniisithetd a
csirkében kapott eredményeim alapjan is. Mindkét mikotoxin megndveli a DNS Iéziok
mennyiségét, hatdsa idében elnyljtottnak mondhatd, a 14 napos iddintervallum végén a DNS
javitd gének kimeriilése jellemzd. A DNS kdrosodas mértékét az altalam vizsgalt DNS javitd
gének (RADS1,REVI1, BRCA2, MSH6, GADD45AA) expresszidja dontden kovette. Egyes gének
kozott kapcesoltsag is mutatkozott (RAD5S1, REV1, MSH6, BRCA2).
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8. SUMMARY

Mycotoxins, are secondary metabolites of microscopic fungi, can be found in the area of
agricultural fields, nutrition and feeding. The literature about their effects are widespread like
degradation of performance and other non-specific symptoms in farm animals. The well-known
effect of mycotoxins (T-2, DON, aflatoxin and sterigmatocystin) is oxidative stress but little is
known about its connection with DNA damage. The DNA repair mechanisms are responsible for
the specific repair of DNA damages with several pathways. Little information is available about
the relationship between DNA damage and DNA repair mechanisms, therefore these processes
should be investigated together to get accurate information in the molecular level.

The purpose of my doctoral research was to estimate the DNA damaging effect of DON,
T-2, aflatoxin B1 and sterigmatocystin mycotoxins in common carp and of T-2, aflatoxin B1 and
sterigmatocystin mycotoxins in chicken. Therefore, my further aim was to adapt and apply an
objective, rapid PCR based method for both species and compare the application of it with comet
assay in chicken species after the adaptation. Moreover, my purpose was to evaluate the change of
the DNA repair mechanisms in the case of mycotoxin contamination. For this reason, | selected
DNA repair genes for common carp and chicken species, the real-time PCR reactions were
optimized and the most perfect housekeeping gene was identified. In chicken species, my further
goal was to detect the liver pathology changes by aflatoxin B1 and sterigmatocystin.

I successfully adapted the comet assay for chicken liver cells and determined the optimal
1:100 cell density. It was found that the T-2/HT-2 mycotoxins have DNA damaging effect in the
level of 0.215 mg T2+HT-2/ feed kg by software or visual evaluation. The utilisation of different
evaluation methods can be beneficial to get accurate results in the case of comet assay.

| optimized and adapted the LORD-Q PCR technique for common carp and chicken
species. In common carp, the number of lesions increased by DON and T-2 mycotoxins, however
decreasing trend was found in time. In chicken, the aflatoxin B1, the sterigmatocystin and the pure
sterigmatocystin could increase the number of DNA lesions, but the results did not show an
obvious trend in time.

In common carp, in the aflatoxin B1 group (0.4 mg/body kg) the OGG1 gene was activated,
inhibition was found in the Sterl (1 mg/body kg) group after 24 hours. In Ster2 (2 mg/body kg)
group, there was no change in gene expression, however in Ster4 (4 mg/body kg) the expression
of OGG1 gene showed increasing trend over time. The activation of HSP70 gene was detected at
hour 24 in the aflatoxin B1 group. In the Ster4 group, the HSP70 gene activated at hour 16, then a
significant expression decrease was found at hour 24. The expression of HSP70 gene was
decreased in the other two sterigmatocystin groups (Sterl and Ster2) at hour 16. I successfully
designed and optimized rtPCR method to detect p53 gene expression. In the aflatoxin B1 group
the activation of p53 gene expression was determined at hour 24. In the Ster4 group, increasing
trend was found in the case of p53 gene expression in time, however an opposite trend was detected
in Sterl and Ster2 groups. | successfully designed and optimized rtPCR method to measure
GADDA45a gene expression. In the aflatoxin B1 group, the GADD45a gene expression increased
in time, gene activation was found in the Ster2 and Ster4 groups just at hour 24.

I successfully designed and optimized rtPCR methods to measure chicken RAD51, REV1,
BRCA2, MSH6, GADD45a and XPA genes expression. The RAD51 gene expression in each
group responded to the amount of DNA lesions. After the 14-day-long exposure, the DNA repair
effect of REV1 gene was detected, because the lesion numbers and expression decreased.
However, in the USTER and AFLATOXIN groups the depletion of REV1 gene was detected. The
expression of BRCA2 gene responded to the number of DNA lesions in the STER and
AFLATOXIN groups, in the USTER group this connection was not found. In the STER group,
the activation of MSH6 gene expression was determined on day 7, then it could eliminate the
number of lesions on day 14. In the case of XPA expression, there was no activation in STER
group. In the USTER and AFLATOXIN groups, the activation of MSH6 and XPA genes was
detected on day 3, then the depletion of the gene was found. The expression of GADD45a gene
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mostly responded to the amount of DNA lesions in the USTER and AFLATOXIN groups, in the
STER group this relationship was not detected.

Major liver pathology changes were observed as an effect of aflatoxin B1 compare with
sterigmatocystin. The natural sterigmatocystin and pure sterigmatocystin caused similar changes
and lesions.

Based on my results, the usage and the evaluation of comet assay have several
disadvantages, whereas the adapted LORD-Q PCR is a quick technique with objective evaluation.
DON and T-2 mycotoxins can from DNA lesions during 1 or 2-week-long exposition, but can not
affect to the DNS after 3 weeks in common carp. It seems to be because of the DNA repair
mechanisms, so DNA repair genes or proteins should be measured in the future.

The ten times lower toxicity of sterigmatocystin compare to aflatoxin B1 was detected in
common carp. Aflatoxin B1 and sterigmatocystin can affect DNA repair genes. Activations of
OGG1, HSP70, p53, and GADD45AA genes were detected mainly after 24 hours. Interaction were
detected among the OGG1, p53 and GADD45AA genes.

The ten times lower toxicity of sterigmatocystin compared to aflatoxin B1 is probable
based on my results in chicken. Aflatoxin B1 and sterigmatocystin can increase the amount of
DNA lesions, this effect is prolonged in time, after 14-day-long experiment the depletion of DNS
repair genes was found. There was connection between the level of DNA damage and the
expression of DNA repair genes (RAD51, REV1, BRCA2, MSH6, GADD45AA). RAD51, REV1,
MSHG6, BRCA2 genes showed interactions.
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Koszonettel tartozom Dr. Urbanyi Bélanak, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet intézetigazgatojanak és a Regionalis
Tudaskézpont munkatarsainak, hogy lehetdséget biztositottak munkdm elvégzéséhez és
segitséget nyujtottak a laborvizsgalatok kivitelezésében.

Koszonetet szeretnék mondatni  Vlaskality Sara Doranak, volt szakdolgozatos
hallgatomnak, aki az egyes mérések elvégzésében nyujtott segitséget.

Kiemelten szeretném megkoszonni a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Allattenyésztés Tudomanyok Intézet intézetigazgatojanak Dr. Mezdszentgyorgyi Davidnak,
Dr. Péti Péternek, tudomanyos intézetigazgato-helyettesnek, illetve az Allattenyésztés-
technoléogiai és Allatjolléti Tanszék munkatarsainak, hogy lehetéséget biztositottak munkam
elvégzéséhez és koszondm azt a rengeteg buzditast, biztatd szot és barati, szakmai segitséget, amit
toliik kaptam az elmult évek soran.

Koszonettel tartozom az Allatbiotechnolégiai és Allattudomanyi Doktori Iskolanak és
vezetdjének Dr. Mézes Miklos professzor Urnak, hogy témamat és munkdmat befogadtak és
mindvégig tamogattak.

Végiil szeretném megkdszonni Csaladdomnak és Barataimnak, hogy megoszthattam veliik
oromeimet és nehézségeimet. Kiemelten férjemnek, Dr. Drobnyak Arpadnak, aki folyamatosan
tamogatta munkamat, 6nfelaldozé modon segitette a dolgozat megirasat és fiaimnak Drobnyak
Tas Arpadnak és Drobnyak Tohotom Arpadnak, akik alvasaikkal jarultak hozza dolgozatom

elkésziiléséhez.

112



Koszonettel tartozom tovabba a kovetkezo palyazatoknak, amelyek anyagi tamogatasaval

kisérleteimet végeztem és publikalhattam eredményeimet:

e Felséoktatasi hallgatok tudomanyos miihelyeinek és programjainak tdmogatasa

(EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008)
e SZIE MKK Kutat6 Kari Kivalosagi Tamogatas (11476-3/2016/FEKUT)
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