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1. Bevezetés

A XXI. szazad kezdetének talan egyik legfontosabb kérdése, hogy vajon képes
lesz-e a technikai-technologiai fejlodés 1€épést tartani azokkal a kihivasokkal, amelyek
a kornyezetiink — ideértve magat az embert is — globalis valtozasaibol fakadnak.
Ezeknek a valtozasoknak a kovetkezményeként varhatéan egyre gyakrabban és a Fold
egyre tobb régiojat érintve fogunk szembesiilni az ivoviz, valamint az élelmiszerek és
takarmanyok csokkend mindségébdl és mennyiségébdl adoédd problémakkal. Az
¢lelmiszerek ¢és takarmanyok esetén megjelend veszteséghez és mindségromlashoz
nagymértékben hozzajaruld faktorok kozott a kiilonbozo penészgombak, illetve az
azok altal termelt mérgez0 hatdsu, masodlagos anyagcseretermékek, a mikotoxinok
kiemelt helyen szerepelnek (Marroquin-Cardona et al., 2014; Mitchell et al., 2016).
Az Eurépai Unié Elelmiszer- és Takarmanybiztonsagi Riasztasi Rendszere (Rapid
Alert System for Food and Feed, RASFF) a mikotoxinokat a tiz legfontosabb
¢lelmiszerbiztonsagi kockazati tényezd koz¢é sorolja. A RASFF éves jelentéseiben az
1980-as évektdl kezdve napjainkig a mikotoxinok altali szennyezddésekhez kothetd,
¢s elsdsorban import termékekre vonatkozd tagdllami bejelentések igen nagy
gyakorisaggal vannak jelen (Piglowski, 2019; RASFF, 2020). Globalis szintli
felmérések alapjan a vilag jelenlegi élelmezésére és a haszonallatok takarmanyozasara
eldallitott terményeknek akar a 60-80 szazalékdban eléfordulhatnak detektalhato
mennyiségli mikotoxinok, 20-25 szazalékukban pedig a kontamindcid6 mértéke
meghaladhatja az eurdpai unids, illetve nemzetkézi — pl. Codex Alimentarius-ban
foglalt — hatarértékeket (Eskola et al., 2020; Gruber-Dorninger et al., 2019). A
penészgombatoxinok széles korli karos biologiai hatasokkal, tobbek kozott
hepatotoxikus, neurotoxikus, immunotoxikus, nefrotoxikus, reprotoxikus, illetve
karcinogén potencidllal rendelkeznek (Hussein & Brasel, 2001). Ember esetén az akut
mérgezések altalaban ritkdk, azonban a relative alacsony koncentraciokkal torténd
kronikus kitettség, foként egyes fejlddod orszagokban valds problémaként jelenik meg
(Gong et al., 2016). A mikotoxinok tamadéspontjair6l, hatdismechanizmusukrél és a
toxin-kitettség hosszl tava kdvetkezményeirdl szerzett ismereteink bdvitése, és ezen
keresztlil a potencidlis veszélyekre, igy a megel6zés, mentesités és szabalyozas
hatékonyabba tételének jelentdségére valo felhivas kiemelt fontossaggal bir.

Az Aspergillus penészgombatajok altal termelt aflatoxin B1 (AFB1) az egyik
legkiemelkedébb akut és kronikus toxicitassal rendelkezd mikotoxin, amelyet a
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IARC) emberben bizonyitottan karcinogén kategéridba sorol (IARC, 1993). Bar az
AFB1 karos Dbiologiai hatdsainak felismerése, valamint a kiilonb6zd
kockazatcsokkentési eljarasok kidolgozasa viszonylag nagy multra tekint vissza, a
toxin altali szennyezddés okozta egészségiigyi ¢és gazdasagi problémak mai napig
aktualisak (Kumar et al., 2017). Egyes kornyezeti paraméterek (pl. atlaghdmérséklet,
paratartalom) és az idd6jards klimavaltozds hatdsdra bekovetkezd valtozéasai
kedvezhetnek az Aspergillus fajok szaporodasanak és/vagy toxintermelésének, amely
fokozott human- ¢€s allategészségiigyi kockéazatokat vonhat maga utan (Battilani et al.,
2016; Marroquin-Cardona et al., 2014; Van Der Fels-Klerx et al., 2016). A
kontamindlodott élelmiszerek €s takarmanyok elfogyasztasa a terhes anyak, illetve a
vemhes allatok szdmara kifejezetten nagy veszélyt hordoz, mivel az AFBI1 képes
atjutni a placentan (Partanen et al., 2010). Az embrionalis fejlddés iddszakaban torténd
xenobiotikum-kitettség jelentds kovetkezményekkel jarhat az egyed életkilatasaira
nézve, amely nem csupan rovid idon beliil megjelend morfoldgiai, fiziologiai
elvaltozadsokban mutatkozhat meg, hanem akar feln6tt kori betegségek kialakulasat,
illetve az azokra val6 fogékonysag novekedését is eredményezheti (Dufour-Rainfray
et al., 2011; Gluckman et al., 2008; Selgrade et al., 2013). E tekintetben a fejlédo
immunrendszert befolyasold kdrnyezeti hatasok szerepe kiemelendé. Az embrionalis
vérképzés (hematopoezis) kritikus periddusaiban bekovetkezd stresszhatasok tobbek
kozott autoimmun és  kronikus gyulladasos betegségek, valamint csokkent
immunkompetencia kialakuldsat is magukkal vonhatjdk (Goldstein et al., 2020;
Holladay, 1999; Holladay & Smialowicz, 2000; Landreth, 2002; Rychlik & Sillé,
2019; Zhang et al., 2005). Kiilonosen fontos kihangsulyozni az embridt érintd
gyulladasos reakciok jelentdségét, amelyek komoly kihatdssal vannak példaul a
kozponti idegrendszer fejlédésére, elémozditva szdmos neurologiai korkép
megjelenését (Hagberg et al., 2012). Tobb kutatasi eredmény is szamot ad az AFB1
embriotoxikus €s immunotoxikus potencialjar6l, azonban az alacsony, nem-letalis
koncentraciokkal torténd embriondlis kitettség kovetkezményei, foként az ember
esetén még nem teljesen ismertek. Fejlodd orszagokban €16 terhes anydk vérének
emelkedett AFB1 tartalma az 0jsziilottek csokkent ndvekedési ratajaval (Turner et al.,
2007), alacsony sziiletési tomeggel (Shuaib et al., 2010), valamint a fehérvérsejtek
DNS-metilaciés mintazatdnak, mint epigenetikai markernek a megvaltozasaval
(Hernandez-Vargas et al., 2015) mutatott korrelaciot. Mindez olyan, részletesebb
feltdr6 munkak elvégzését szorgalmazza, amelyek segitségével atfogdbb képet

kaphatunk az embrionalis AFB1-kitettség biologiai kovetkezményeirdl.



A fejlédésbiologia modellszervezeteként széles korben alkalmazott zebradaniod
(Danio rerio) szamos elony0s tulajdonsdga miatt igen elterjedt gerinces
modellrendszerévé valt a legkiilonb6zobb bioldgiai kutatasoknak, kiilonds tekintettel
a toxikologiai, okotoxikologiai és farmakologiai vizsgalatokra (Spitsbergen & Kent,
2003). A zebradanio jelentds mértékii, molekularis, sejt, szovet €s szervrendszer szintli
miikddésbeli hasonlésagokat mutat az emldsokkel és az emberrel (Phillips &
Westerfield, 2020). A zebraddni6 embriok vérképzése ¢és velesziiletett
immunrendszerének miikddése szintén intenziven kutatott teriiletté valt (Ellett &
Lieschke, 2010). A faj teljes genomjar6l €s embrionalis fejlodésérdl szerzett
hattértudasunk, a genetikai modositas lehetdségei, a kiilsé termékenytiilésbol adodo
kezelhetOség €s vizsgalhatdsag, valamint a fajra adaptalt modszerek €s eszkozok olyan
komplex modellrendszerek kialakitasat teszik lehetdvé, amelyeken keresztiil részletes
¢s extrapolalhat6 informacidkat nyerhetiink a xenobiotikumok embriondlis fejlédést
¢és velesziiletett immunrendszert befolyasold képességérdl. Doktori munkam egy
viszonylag részletes képet kivan nyujtani az AFBI alacsony, nem-letalis
koncentracidinak  embriondlis  fejlédésre és az  embriok  velesziiletett
immunrendszerére gyakorolt direkt hatdsair6l, kiilonb6zd biokémiai, molekularis
bioldgiai, immunoldgiai és toxikologiai vizsgaldomoédszerek integralasa altal, az

alabbiakban felsorolt szempontokon keresztiil.



Célkitiizés

Doktori munkam céljat az embrionalis fejlodés iddszakaban bekovetkezo,
szubletalis koncentraciokkal torténd AFBIl-expozicid hatdsainak feltérképezése
képezte zebraddnié modellrendszerben. Ennek soran elséként képet szerettem volna
kapni arr6l, hogy milyen mértékii, teljes embriokra/larvakra kiterjed6 morfoldgiai
elvaltozasokat eredményez az alkalmazott szubletalis toxin-expozicid. Ezt kovetden a
transzkriptomban bekdvetkezd globalis szintli eltérések vizsgalatan keresztiil arra
kerestem a valaszt, hogy melyek az AFBI1-expozici6 altal legjelentdsebb mértékben
érintett biologiai utvonalak. A morfoldgiai és transzkriptom szintli kiilonbségek
alapjan az embridk/larvak velesziiletett immunrendszerében, emésztdrendszerében,
illetve a szikben tarolt lipidek mobilizaciojaban bekovetkezd karosodasok részletesebb
feltérképezését tiiztem ki célul.

A velesziiletett immunrendszer tekintetében elsdéként egyes immun-, ¢és
gyulladés-specifikus markergén kifejez6dését vizsgaltam, majd pedig a neutrofil
granulocitakra gyakorolt hatdsokat kivantam részletesebben megismerni. Ez utobbi
esetben egyrészt azok teljes embrion/larvan beliili mennyiségének ¢€s eloszlasanak,
masrészt pedig szoveti sériilés altal indukalt lokalis gyulladasra adott
valaszreakciojuknak vizsgdlatan keresztil. Emellett egy, a gyulladasban fontos
szerepet jatsz6 mediator, a nitrogén-monoxid embridkon/larvékon beliili termelddését,
valamint a folyamat szubsztratjaként szolgaldé L-arginin mennyiségét kivantam
detektalni. Mindezek alapjan az alkalmazott szubletalis, embrionalis AFB1-expozicio
gyulladas indukélo, valamint immunmoduldns potencialjar6l szerettem volna
részletesebb képet kapni.

Mivel a tapasztalt morfoldgiai, transzkriptomikai és immunologiai eltérések a
szik-bélrendszer AFB1-expozici6 altal torténd fokozott mértékii kdrosodasara utaltak,
ezért a kovetkezOkben az emésztOcsatorna fejlettségében és a szikanyagok
mobilizaciojaban  fellehetd  kiilonbségek  vizsgdlatara  fokuszaltam. Az
emésztorendszert érintd valtozasok felderitése érdekében az emésztOcsatorna egyes
funkciondlis/anatomiai eltéréseit, valamint annak fejlédésében kulcsszerepet jatszo
egyes gének kifejezOdését vizsgaltam. A  szikzacskoban tarolt anyagok
hasznositasara/mobiliz4ciojara irdnyuld folyamatok sériilését a szik lipidtartalménak
meghatarozasan, valamint a lipid transzportban és anyagcserében kulcsszerepet jatszo

géncsoportok kifejezédésének mérésén keresztiil kivantam értékelni.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az embrionalis xenobiotikum-expozicio jelentdsége €s potencialis
immunologiai kovetkezményei

Az embriondlis fejlodés idoszaka rendkiviil Osszetett és finoman szabalyozott
folyamatok egymast kdvetd €s egymasra €piild lancolataként irhatd le. Genetikai és
epigenetikai hatterétdl fiiggéen az egyed végighalad fejlédési programjan, amely az
azt korlilvevd kornyezet altal alapvetéen meghatarozott. A genotipus fenotipussa
torténd kifejezOdésében kulcsszerepet jatszanak azok a génexpresszidt szabalyozo
epigenetikai mechanizmusok, amelyek tobbek kozott a DNS metilalasan, valamint az
azzal asszocialddo hiszton fehérjék kovalens modifikaldsan keresztiil mitotikusan (és
meiotikusan) stabil valtozasokat képesek 1étrehozni. A differencialodd embrid belsd
¢s kiils6 kornyezetébdl érkezd szignalok tobbek kozott epigenetikai mechanizmusok
segitségével integralddnak a fejlodési program szabdlyozadsi rendszerébe. Az
embrionalis fejlédés tehat egymadssal szoros egyiittmikddésben 1évo genetikai és
epigenetikai események kaszkadrendszere altal megy végbe, interakcioban a
kornyezettel (1. abra) (Jaenisch & Bird, 2003; Skinner, 2011a, 2011b). Ez a nagyfoku
plaszticitast képviseld iddszak (developmental plasticity) igen kritikus peridodusa az
egyedfejlodésnek. Az ekkor bekovetkezd kiilonb6z0 kornyezeti stresszhatasok
(fizikai, kémiai, bioldgiai) kovetkezményei az egyed életkilatasaira nézve széles skalat
Olelnek fel. Fiiggben az adott stresszfaktor mindségétél ¢és mennyiségétdl,
bekovetkezhetnek drasztikusabb elvéltozdsokat eredményezd, gyakran letalis
teratogén hatasok, megjelenhetnek viszonylag korai akut tiinetek, sok esetben azonban
csak az egyed késObbi élete soran, pl. felnétt korban megjelend betegségekben, illetve
az azokra valo fogékonysdg novekedésében érvényesiil az embrionalis kitettség
hatdsa. Ez utdbbiak esetén igen kiemelt szereppel birnak az epigenomot, illetve annak
miikddését érintd elvaltozasok (1. abra) (Gluckman et al., 2008, 2005; Nilsson et al.,
2018).

Az immunrendszer alapvetd funkcidja a kiillonboz6 karositd agensekkel
szembeni védekezés az idegen strukturdk felismerésén és eliminalasdn keresztiil
(Parkin & Cohen, 2001). A megfeleléen miikodé immunrendszer kialakulasa az
embrionalis vérképzés érzékenyen szabalyozott és iddzitett folyamatainak zavartalan

lezajlasat kivanja meg.
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1. abra. Sematikus dbra az egyed fejlodési utvonaldt meghatarozd genetikai €s epigenetikai
események kaszkadrendszerérol. Az embrionalis fejlodés kritikus ablakaiban torténd
stresszhatasok jelentds, hossz tavi, transzkriptom szintii valtozasokat eredményezhetnek
(Nilsson és mtsai. 2018. alapjan a szerzo altal modositva).

STRESSZHATASOK

A gerincesek vérképzésének kiindulasi pontjat a vérképzO Ossejtek
(hematopoietic stem cells, HSC) képviselik. Ezek az dssejtek fajtol fiiggd modon
kiilonb6z6 vandorlési Gitvonalat jarnak be az embriondlis fejlédés soran és kolonizaljak
az  egyedfejlodés  meghatarozott  szakaszaira  jellemzé  hematopoetikus
szerveket/szoveteket, valamint 1étrehozzak a mieloid (velesziiletett immunrendszerhez
kothetd) és limfoid (adaptiv immunrendszerhez kothetd) vonalat biztositd progenitor
sejteket (Holsapple et al., 2003). Mindezen folyamatok olyan kritikus fejlédési
ablakokat jeldlnek ki, amely idészakokban bekdvetkezd karos kornyezeti hatasok
jelentds mértékben és hossz tdvon befolyasolhatjdk az immunrendszer miikkodéseét
(Landreth, 2002). Szamos xenobiotikum esetén kimutatasra keriilt az embrionalis
expoziciot kovetden immunmodulécid, immunkompetencia-csokkenés. Példaul, a
fejlod6 magzat alkoholnak valo Kkitettsége igen komoly szintli immunologiai
kovetkezményeket vonhat maga utdn, mind a velesziiletett mind az adaptiv immunitést
érintve, tobbek kozott csokkenti a megsziiletd utdd ellenalld képességet kiilonb6zo
bakterialis fertdzésekkel (pl. agyhartyagyulladas, tiidégyulladas, gyomor-bél hurut)
vagy parazitakkal (pl. Trichinella spiralis) szemben, kihatassal van a csecsemOmirigy
fejlodésére, illetve  fogékonyabba teszi az utddot a  stressz-indukalt
immunszupresszidra (Zhang et al., 2005). A meglehetdsen perzisztens, ipari eredetli
kornyezeti szennyezd poliklorozott bifenilek altali prenatalis kitettség szintén ndvelte
egyes léguti megbetegedések gyakorisagat (Dallaire et al., 2006), valamint

csokkentette a csecsemOmirigy méretét (Park et al., 2008) az utédoknal. A fejl6do
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embriot éré nehézfémek (6lom, higany) tobbek kozott a T-helper-2 sejtek
citokintermelésének indukaldsan keresztiil novelhetik az asztma, vagy egyes
autoimmun betegségek kialakulasanak valoszintiségét (De Vos et al., 2007; Dietert et
al., 2004).

A xenobiotikumok immunrendszerre gyakorolt hatdsai koziil fontos kiemelni a
kiilonb6z6 gyulladdsos folyamatokat. Egy kornyezeti szennyezd anyagnak valo
kitettség a gyulladasban szerepet jatszo6 sejtes ¢és humordlis elemek
karositdsan/moduléalasan, vagy kozvetlen modon, sejt, illetve szdveti karosodas
kialakitdsan keresztiill eredményezhet kiilonb6z0 gyulladasos reakciokat és
immunologiai problémakat (Barth et al., 2017; Calderén-Garciduenas et al., 2003;
Zhao et al., 2019). A megjelend — lokalis, vagy szisztémas jellegli — gyulladas tehat
egyrészt kovetkezménye, mindemellett forrdsa is lehet az adott xenobiotikum &ltal
kialakitott elvaltozasoknak, betegségeknek. Ennek kiilondsen nagy jelentdsége van a
gyulladasos folyamatok nem megfeleld lezajlasa, kronikussa valasa esetén, amely
szamos tovabbi megbetegedést vonhat maga utan (Forbes et al., 2009; Maresca &
Fantini, 2010). Erdekes 6sszefiiggés mutatkozik meg példaul a krénikus gyulladasos
betegségek, a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) és a tumorképzddés kozott. Egy akut
gyulladésos reakcio esetén a mieloid sejtek (makrofagok, neutrofil granulocitak) ROS
produkcidja fontos védelmi funkciot tolt be, tobbek kozott a karosodott sejtek
apoptédzisanak indukalasan keresztiil, ahol a szoveti sériilés gyogyulasat kdvetden a
ROS szintje ujra lecsokken. Egy kronikus gyulladas esetén azonban a mieloid sejtek
fokozott, folyamatos ROS termelése egyrészt onkogenikus mutaciok indukalésat
eredményezheti a kornyezd sejtekben, masrészt pedig pozitiv visszacsatolasi
mechanizmusokon keresztiil fenntartja a gyulladas allapotat (Canli et al., 2017; El-
Kenawi & Ruffell, 2017). A mieloid sejtek miitkodésének, jelatviteli folyamatainak
xenobiotikumok altali megzavarasa, moduldldsa tehat olyan valtozasokat
eredményezhet a sejtek oxidoreduktiv egyensulydban, ami jelentdsen befolyasolhatja
egyes, pl. tumoros megbetegedések lefolyasat.

A kiilonbozd felnétt kori gyulladds-asszocialt betegségek kialakuldsa szamos
esetben szoros Osszefiiggést mutat az embrionalis fejlédés idoszakaban bekovetkezo
anyai ¢és kornyezeti stresszhatasokkal (Chen et al., 2016). Egy, az AFB1-hez hasonldéan
szintén gyakori és kimagaslo, tobbek kozott nefrotoxicitdssal bird mikotoxin, az
ochratoxin-A (OTA) embriondlis vese sejttenyészetben (HEK293) torténd
hatdsvizsgéalata sordn szdmos gyulladas asszocialt utvonal erételjes indukcidja

mutatkozott meg, amely mechanizmusok feltételezhetden fontos szerepet jatszanak az
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OTA altal indukalt felndtt kori vesebetegségek kialakuldsaban (Raghubeer et al.,
2017). A globalis problémat jelentd kiilonb6zé nanoanyagok képesek atjutni a
placentan, potencidlisan karositva a fejlédé utdédot (Dugershaw et al., 2020).
Szilicium-dioxid alapti nanorészecskék zebraddnié embridkon térténd vizsgalata soran
a viszonylag alacsony koncentraciokkal torténd expozicid neutrofil granulocita-
medialt szivizomgyulladast és szivmiikodésbéli diszfunkcidkat vont maga utan (Duan
et al.,, 2016). Ortqvist és mtsai. (2019) Osszefiiggésbe hoztdk a terhesség alatti
antibiotikum kitettséget a gyermekkori gyulladasos bélbetegségek kialakulaséaval,
amelyhez feltehetOen jelentés mértékben hozzajarulhat a magzati bél-mikrobiom

karosodasa.

2.2. Az aflatoxinok bemutatasa és alapvetd tulajdonsagai

Az aflatoxin elnevezés a vegyiiletet termeld penészgomba nemzetség egyik
tagja, az Aspergillus flavus (Link ex Fries) latin nevébdl ered. A gombafaj toxikoldgiai
jelentdségére egy kozel hatvan évvel ezel6tt Nagy Britannidban bekovetkezett, tobb,
mint szdzezer pulyka pusztuldsaval jar6 esemény hivta fel a figyelmet (Blount, 1961
alapjan Wannop, 1963). A mérgezés hatterének felderitése soran feltételezhetové valt,
hogy a tomeges pusztuldst a takarmanyozdsra hasznalt, Braziliabol importalt
foldimogyorod-liszt penészgomba-metabolitok 4altali kontamindcidja okozhatta.
Naposkacsakon végzett kisérletek sordn a problémat okozd foldimogyorod-lisztbdl
extrahalt és kromatografiaval elvalasztott fluoreszcens anyag, a kitenyésztett
penészgomba-kultirabol kivont szintén fluoreszcens extraktum, valamint a
gombatOrzzsel beoltott eldzetesen  sterilezett, nem-toxikus foldimogyoro
ugyanazokkal a tiinetekkel jard toxikozist eredményezte (Sargeant et al., 1961). A
beazonositott 4. flavus metabolitjainak tovabbi vizsgalatakor karakterizaltdk
(molekulatdmeg, abszorbancia) a mar korabban megfigyelt, UV-fény alatt kék szinnel
fluoreszkalo vegyiiletet, amelyet ez alapjan aflatoxin B-nek neveztek el. Emellett egy
tovabbi, valamivel alacsonyabb mértékii toxicitast mutato, zold fluoreszcens jelet
kibocsato anyageseretermeék, az aflatoxin G is azonositasra keriilt (Nesbitt et al., 1962).
Molekulaszerkezetiik feltarasat els6ként Asao és mitsai. (1963, 1965) végezték el,
amelynek soran négy kiilonbozd, de egymashoz nagyon hasonlo, gylirlis szerkezetli
szubsztitudlt furanokumarin-szarmazékot irtak le (B1, B2, G1, G2).

Miutan az aflatoxinok pulykara és kacsara gyakorolt drasztikus hatasai

napvilagra keriiltek, felmeriilt a kérdés, hogy a szennyezddott takarmanyoknak kitett
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haszonallatokbol nyert termékek — kiilonds tekintettel a tejre — milyen mértéki
egészségiigyi kockazatot hordoznak. Erdekes moédon, szarvasmarhak aflatoxin-
szennyezett takarmannyal valo etetését kovetden, az allatok tejébdl késziilt
extraktumban nem tudtak AFBIl-et detektalni, azonban az extraktum hasonld
elvaltozasokat eredményezett naposkacsak majaban, mint maga az AFB1 tartalmt
takarmany (De longh et al., 1964). Patkanyok kisérletbe vonasaval sikertilt tovabba
kimutatni, hogy a toxikus tejmintdk kivonatai egy olyan, vékonyréteg-kromatografia
altal jol elkiilonithetd vegyiiletet tartalmaznak, amely egyrészt bizonyos mértékben az
A. flavus tenyészetekbdl is kimutathatd volt, masrészt pedig feltehetéen az AFBI1
atalakitasa révén keletkezhetett a vizsgéalatba vont allatok szervezetében (De Iongh et

al., 1964).

aflatoxin G1 aflatoxin G2

aflatoxin M1 szterigmatocisztin

2. abra. Az aflatoxin B1 és kiilonb6z6 modosulatainak szerkezeti képlete (Varga et al.
20009. alapjan, a szerz6 altal mddositva, https://chem-space.com)
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A kezdetben ,milk toxin”-nak nevezett vegyliletet késObb szintén
karakterizaltak, amelynek soran két Gjabb, de a kordbbiakhoz hasonlo szerkezetli
aflatoxin, az M1 és M2 keriilt leirasra (Allcroft et al., 1966; Holzapfel et al., 1966).
Azodta szamos tovabbi aflatoxin tipust fedeztek fel, a legjelentdsebbeket, tovabba
bioszintézisiik egyik toxikologiai szempontbol szintén kiemelendd koztitermékét, a
szterigmatocisztint (egyes gombafajok esetén végsd termék) a 2. dbra mutatja be. A
telitetlen furdn gytrtvel (C) rendelkezé tipusok, vagyis az AFBI és AFGI1 joval
nagyobb mértékii toxicitassal birnak, mint a telitett gytiris AFB2 és AFG2 (Wogan et
al., 1971).

Varga és mtsai. (2009) attekinté munkajukban felhivjak a figyelmet arra, hogy
megannyi gombafajnak helyteleniil tulajdonitottak aflatoxin-termeld képességet,
valamint, hogy a bizonyitottan erre képes eddig ismert fajok mind az Aspergillus
nemzetség Flavi, Ochraceorosei és Nidulantes szekcidiba tartoznak. Az €élelmiszer és
takarmany-alapanyagok kontaminacidja tekintetében a legfontosabb ide vonatkozd
penészgombak az A. flavus, A. parasiticus és A. nomius (Varga et al., 2009). A
leginkabb érintett termények koz¢ a kukorica, foldimogyoro, pisztacia, paradio, rizs,
gyapotmag ¢s egyes fiiszerek tartoznak, amelyek esetén a szennyezettség mértékeét
szamos tényezd, tobbek kozott a foldrajzi elhelyezkedés, az iddjarasi koriilmények, a
betakaritas €s tarolas modja, koriilményei egyarant befolyasoljak (Jelinek et al., 1989;

Nazhand et al., 2020).

2.3, Az aflatoxin B1 metabolizmusa

Annak érdekében, hogy megfeleld moddon értékelhessiik az AFB1 adott
modellrendszerben vizsgalt bioldgiai hatasait, elengedhetetlen, hogy attekintsiik az
AFBI1 metabolizmusanak ¢és toxicitdsanak legfontosabb aspektusait, valamint az
azokban megmutatkozo fajok kozotti fobb kiilonbségeket.

A szervezetbe keriild6 xenobiotikumok utjat jelentdsen meghatirozza, hogy
milyen mértékben képesek hidrofob kolesonhatasok kialakitasara. Megannyi karos
kornyezeti szennyezd anyag apolaros, lipofil tulajdonsagabdl adéddan konnyen atjut a
sejtek membranjain és akkumulalodik egyes szovetekben. A kiilonbdzd
biotranszforméciés mechanizmusok elsdsorban azt a célt szolgaljak, hogy a
xenobiotikumokat vizoldékonyabbad tegyék, igy eldsegits€k azok kiiiriilését a
szervezetbdl. A biotranszformacié folyamatat alapvetden két fazisra osztjak, az 1. fazis

legéltalanosabb 1épései a hidrolizis, redukcié és oxidacié a II. fazisé pedig a
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konjugacié (Parkinson et al., 2013). Ez a felosztas eredendden egy, a toxicitas
mértékének akar csokkenését, akar novekedését is eredményezhetd fazis (1.), valamint
egy, csak detoxifikalt metabolitokat eredményezd fazis (II.) elkiilonitésére szolgalt
(Williams., 1959 alapjan Parkinson et al., 2013). Azonban — féként gyodgyszer
hatoanyagok esetén — toxikusabb termék a II. fazis altal is kialakulhat, illetve
eléfordul, hogy bizonyos vegyliletek az 1. fazis kihagyasaval egybdl konjugacion
mennek keresztiil, vagy a két fazis éppen forditott sorrendben zajlik le (Parkinson et
al., 2013). Fontos kiemelni, hogy a biotranszformacié tehat metabolikus aktivaciot is
magaval vonhat, amelynek felismerése kulcsfontossagii az adott xenobiotikum
hatasvizsgalataban.

Az AFBI1 legtobb esetben kontaminalodott ¢élelmiszer vagy takarmany
elfogyasztasa révén keriil a szervezetbe, tehat az elsddleges expozicids utvonalat az
emésztorendszer képezi, de emellett a 1égutakon, esetleg boron keresztiili kitettség is
felmertilhet, példaul hulladékkezeld vagy takarmanyliszt el6allito tizemekben dolgozo
embereknél (Mahato et al., 2019; Oluwafemi et al., 2012; Viegas et al., 2015). A
tapcsatornaba keriilt AFB1 lipofil tulajdonsdgabol addéddan konnyen és viszonylag
gyorsan diffundal a vékonybél bélhdmsejtjeibe, majd ezt kdvetden a mesenterialis
vénan keresztiill a portdlis keringésbe jut, és a madajban jelentds mértékben
felhalmozodik (Hsieh & Wong, 1994). Az AFB1 elsddleges tdmadaspontjat
hogy a biotranszformacidé mar a bélcsatornaban is elkezdddhet, illetve annak egyes
1épései mas szervekben, példaul vesében is végbe mehetnek (Akinrinde et al., 2020;
Hsieh & Wong, 1994). Mindezt a biotranszformacidban részt vevo kulcsenzimeket
kodolod gének térbeli-idobeli kifejez6dése €s az enzimek aktivitdsa alapvetden
meghatdrozza, ami nagymértékben fligg a fajtol és annak egyedfejlodési stadiumatol.

Az 1. fazis soran az AFB1 hidroxilacion, hidratacion, demetilacion, epoxidacion
¢és redukcion mehet keresztiil. A redukcio kivételével ezeket a folyamatokat fOként a
citokrom P450 (CYP450) enzimcsalad tagjai katalizaljak. Hidroxilacio altal keletkezik
az AFM1 és AFQI (Diaz & Murcia, 2011; Gregorio et al., 2015). EI6bbi az eml6sok
¢és az ember tejébe egyarant elvalasztodik, potencialis humén- és allategészségiigyi
kockézatot vonva maga utan. Kacsak esetén hepatotoxikus, egérnél genotoxikus és
immunotoxikus hatasokrol szamoltak be AFM1 expozicidt kovetden (Purchase, 1967,
Salah-Abbes et al., 2015; Shirani et al., 2019). A toxint az IARC emberben esetlegesen
rakkeltd (Group 2B) kategoriaba sorolja (IARC, 1993). Az AFQ1 majmok és ember

maj mikroszoéma preparatumanak dominds AFB1-derivatuma, amely mar egy jelentds
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mértékben detoxifikalt metabolitnak mindsiil (Hsieh & Wong, 1994; Masri et al.,
1974). Hidratacié révén keletkezd vegyiilet az AFB2a, toxicitasa elhanyagolhat6 az
anyamolekuldhoz képest, kialakuldsanak rataja ezért meghatarozé lehet az egyes fajok
AFBI1-¢érzékenységét tekintve (Diaz & Murcia, 2011). Egy kozelmultban publikalt
kutatds azonban felveti az AFB2a fehérjékhez ¢és lipidekhez valdo kovalens
kotédésének lehetdségét, mint potencialis kdzremiikodo faktort az AFB1-toxikozisban
(Rushing & Selim, 2017).

Az AFBI1 mikotoxinok kozotti kiemelkedden nagy toxicitasa elsGsorban egy
epoxidacios folyamat altal Iétrejott anyagcsereterméknek, az AFBI-exo-8,9-
epoxidnak (AFBO), méasodsorban pedig az abbdl AFB1-8,9-dihidrodiolon keresztiil
képz6dé AFBI1-dialdehidnek kdszonhetd (metabolikus aktivacid) (3. abra) (Diaz &
Murcia, 2011; Murcia & Diaz, 2020). Az AFBO rendkiviil reaktiv metabolit,
nukleinsavak guaninjaival (G) kolcsonhatasba 1épve kovalens kotés 1étesitése altal
DNS- és RNS-adduktokat képez. Ennek egyik kdvetkezményeként a 1étrejott instabil
AFB1-N7-Gua és stabil AFB1-FAPy adduktok a DNS szerkezeti torzulasat, a bazisok
hibas parba allasat és DNS-1¢éziok kialakuldsat eredményezhetik, amely sok esetben
guanin-citozin — timin-adenin (GC — TA) transzverzidhoz, tehat pontmutacio
rogziiléséhez vezet (Bailey et al., 1996). A p53 tumor szupresszor gén meghatarozott
pozicidja (249-es kodon/3) kiemelt tAmadasi pontjat képezi az AFB1 expzicid soran
végbemend addukt-képzédésnek. Az AFB1 altal is okozott hepatocellularis
karcinoméak (HCC) esetén igen nagy szazalékban jelenik meg GC — TA transzverzid
a p53 gén ,,muticios forropontjaban” (Puisieux et al., 1991; Smela et al., 2001). A
legtobb vizsgalt gerinces modellallat és az ember rendelkezik az AFBI
epoxidéciojanak katalizalasaért felelds citokrom enzimekkel (Gregorio et al., 2015;
Ramsdell & Eaton, 1990; Santacroce et al., 2008). Halak k&zo6tt a szivarvanyos
pisztrang az els6ként és leggyakrabban vizsgalt faj az AFBI1 toxicitasat feltérképezd
kutatasokban (Ashley et al., 1964). A szivarvanyos pisztrang esetén azonositott ide
vonatkoz6 enzimek a CYP2K1 és CYP3A27, amelyek funkcidjaban/struktirdjaban
megfeleltetheték a human CYP1A2-nek és CYP3A4-nek (Buhler et al., 1995; Lee et
al., 1998; Santacroce et al.,, 2008; Yang et al., 2000). Zebradanional szintén
meghataroztak egy, az AFBI1 epoxidacigjaért felelés enzimet (CYP2K6), mint
CYP2K1-ortologot, amelyet kodold gén mar az embrionalis fejlédés soran kifejezddik

(Thisse & Thisse, 2004; Wang-Buhler et al., 2005).
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3. dabra. Az aflatoxin B1 metabolikus aktivacidja soran keletkez6 legfontosabb vegyiiletek
(Diaz & Murcia 2011. alapjan, a szerz6 altal modositva)

Az AFB1-8,9- dihidrodiol és a dialdehid pH-tdl fiiggd egyenstlyi rendszerben
egymasba atalakulni képes metabolitok (3. dbra) (Murcia & Diaz, 2020). Az AFB1-
dialdehid fehérjék lizinjéhez torténd kovalens kotddése altal jarul hozza az AFBI1
expozicio kéaros bioldgiai hatdsaihoz. Az ezen az uton létrejovd aflatoxin-albumin
adduktok fontos biomarkerként szolgalnak az AFBI-kitettség vizsgalatdban. A
detoxifikaciot az AFB1-aldehid-reduktdz (AFAR) enzim végzi, amely a dialdehid
alkoholla torténd redukcigjat katalizalja, elésegitve annak vizelettel vald kitirtilését
(Diaz & Murcia, 2011; Murcia & Diaz, 2020). Mindez felveti az AFAR
gének/enzimek kifejezOdésének/aktivitasanak AFBI1-toxicitasban betoltott szerepét.
Horcsog, egér, patkdny, sertés és szivarvanyos pisztrang esetén nem talaltak
Osszefliggést a toxinra vald érzékenység és az AFAR-aktivitas kozott (Tulayakul et al.,
2005), azonban kacsa, pulyka, csirke és fiirj vizsgalatakor a viszonylag nagyobb foku
toleranciat mutatdo csirke, €és a kifejezetten érzékeny kacsa AFAR-aktivitasa
0sszhangban volt a szenzitivitassal (Murcia & Diaz, 2020).

Tovéabbi kiemelendd biotranszformacios esemény az AFB1 redukcidja,
citoplazmatikus NADPH-fiiggd reduktazok altal. A keletkezd termék, az aflatoxikol
(AFL) bar gliikuronsavas konjugacio révén tdvozhat a szervezetbdl, képes ugyanakkor
visszaalakulni a kiindulasi vegyiiletté¢ (AFB1), ez altal egyfajta tarol6 funkciot betdltve

potencidlisan ndvelni a toxicitas volumenét. Az AFBI1-redukcié/AFL-oxidécio ratdja
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tehat szintén jelentdsen befolyédsolhatja az adott faj érzékenységét (Diaz & Murcia,
2011).

Az AFB1-metabolizmus egyik legfontosabb detoxifikacios 1épése a glutationnal
vagy gliikuronsavval torténd konjugécio. Elobbi esetben a reaktiv AFBO glutation-S-
transzferaz (GST) segitségével konjugalodik, amely folyamat altaldban a majban
zajlik le, a létrejott stabil, polaros termék pedig az epével, illetve merkapturatta
alakulva a vizelettel tiriill. A GST fajtol fiiggéen mas szervekben és szdvetekben is
jelentds aktivitast mutathat. A gliilkuronsavas konjugacio6 pedig az AFP1, AFM1-P1 és
AFL metabolitok esetén megy végbe (Bbosa et al., 2013; Degen & Neumann, 1978;
Diaz & Murcia, 2011). Egyes halfajokndl, pl. a szivarvanyos pisztrangnal és
zebradanional az AFB1-biotranszformacio II. fazisanak f6 detoxifikacios 1épését az
AFL gliikuronsavval torténd konjugécioja jelenti (Santacroce et al., 2008; Troxel et

al., 1997).

2.4. Az aflatoxin B1 toxicitasa

2.4.1. A toxicitas alapjat képez6 hatasok

Ahogy az eldz6 fejezetben mar emlitésre kertiilt, az AFBI1 toxicitdsa alapvetden
a Dbiotranszformacid soran kialakuld reaktiv koztitermékek nukleinsavakkal,
fehérjékkel és foszfolipidekkel torténd kolcsonhatasara vezethetd vissza. Ebbol
adodoan az AFBI a replikécio, a transzkripcio, a transzlacio, és a fehérjemiikodés
szintjén egyarant képes befolydsolni a sejtek miikodését, széles korti biologiai
problémdkat magaval vonva. Jelentds karcinogén potencialjat foként a) a DNS-hez
valo kotddése altal indukalt mutaciok, b) a metabolizmusa soran keletkezd reaktiv
oxigénszarmazékok és c) a kiilonbozd epigenetikai szabalyoz6 mechanizmusok (DNS-
metilacio, hiszton modifikacid, kis nem-kdédold RNS-ek) befolydsolasan keresztiil
indukélt transzkripcié szintli valtozasok eredményezik (Bbosa et al., 2013;
Benkerroum, 2020a; Rushing & Selim, 2019). Az AFB1 éltal okozott tumorképzddés
—a metabolikus aktivacioért felelds citokrom enzimek mennyiségébdl €s aktivitasabol,
illetve a AFBI1 felhalmoz6dasabol adoddan — leggyakrabban a méjban jut érvényre
(Hsieh & Wong, 1994). Az AFBI-kitettséget, foként fejlodé orszdgokban a HCC
kialakulasanak egyik legjelentdsebb rizikofaktoraként tartjadk szamon (Hamid et al.,

2013).
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Tovéabbi kiemelendd tamadasi pontot képez a mitokondrium, amelynek
hatterében elsdsorban az indukalt oxidativ stressz, az AFBO mitokondrialis DNS-sel
torténd fokozott kdlcsonhatasa, illetve az elektron-transzport lanc gatlasa all. Mindez
a mitokondrium strukturalis és funkcionalis karosodasat vonja maga utan, ami jelentds
kihatassal van az ATP termelddésére, igy a sejtek energiaszerzésére (Huang et al.,
2020; Kiessling, 1986; Niranjan et al., 1982). Ez utébbihoz szamottevé mértékben
jarul hozzé a szénhidrat anyagcsere megzavarasa, tobbek kozott a glikogén-szintéz,
glikogén-foszforilaz, illetve gliik6z-6-foszfataz enzimek gatlasan/aktivitasanak
csokkentésén keresztiil (Kiessling, 1986).

Az AFBI expozicié soran kialakuld oxidativ stressz, valamint a kiilonb6zd
nukleinsavakkal és fehérjékkel torténd interakciok komplex biologiai problémakat
eredményeznek, amelyek mogott hizoédd ok-okozati dsszefliggések sok esetben még
kevésbé ismertek. A legfontosabb ide tartoz6 folyamatok immunbioldgiai,
fejlodésbioldgiai, neurobioldgiai, szaporodasbioldgiai és a kivalasztd szervrendszert
érintd elvaltozasokat foglalnak magukban (Benkerroum, 2020a; Hussein & Brasel,
2001).

A kiilonboz0 fajok AFBI éaltal okozott toxikdzisat szdmos faktor befolyasolja.
Elsdsorban az el6z6 fejezetben vazolt biotranszformaciés utvonalak megléte/hianya,
az abban részt vevo gének/enzimek kifejezddésének/aktivitasanak mértéke, az egyed
kora, ivara, egészségi allapota, valamint az AFBI1 mellett megjelend tovabbi
stresszhatdsok, amelyek akar méas mikotoxinokkal vagy egyéb xenobiotikumokkal

torténd koexpozicidobol is fakadhatnak.

2.4.2. Immunotoxicitas

Az AFBI1 kiilonb6z0 gerinces fajokon torténd hatdsvizsgéalatai gyakran
szamolnak be a velesziletett, illetve az adaptiv immunrendszer sejtes €s/vagy
humoralis elemeinek modulalasar6l. Ennek kovetkezményeként, szamos vizsgalt
fajnal megmutatkozott a kiilonb6zd fertdz6 dgensekkel szembeni ellenalloképesség,
valamint a vakcindcid hatékonysdganak csokkenése (Meissonnier et al., 2008;
Mohsenzadeh et al., 2016; Sahoo & Mukherjee, 2001a). A toxin igen jelentds
kihatassal van a makrofagok miikodésére. Szignifikans mértékben redukalta az
alveolaris makrofagok fagocitotikus aktivitasat, a DNS és fehérje szintézisiik mértékét,
valamint lipopoliszacharid (LPS) indukalt aktivaciojukat sertésben (Pang et al., 2020).

Teljes transzkriptom szintli valtozdsokat eredményezett egér makrofag sejtvonalon
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(RAW264.7), kiemelten érintve az oxidativ foszforilacioban résztvevd utvonalakat,
mindemelett erdteljesen indukalta a reaktiv oxigénszarmazékok és a malonaldehid
termelddését, valamint a kiilonb6zo gyulladés-asszocidlt gének kifejezédésének
mértékét a sejtekben (Ma et al., 2021). Human (THP-1 eredetli) makrofag sejtvonal
mértékben novelte az extracellularis csapdak (extracellular traps, ETs) generalasat
(Anetal., 2017). A foként kromatinbol, elasztazbodl és az immunsejt tipusatol fiiggden
egy¢b fehérjékbol (pl. neutrofil granulocitdk esetén mielopreoxidazbol) allo
extracellularis csapdak tobbek kozott sejt és szovetkarosodasok eredményezésén
keresztiil jarulhatnak hozza az AFB1 immunotoxikus potencidljahoz (Gao et al., 2022;
Merza et al., 2015). A makrofagoknal tapasztalt eltérésekhez hasonlok (pl. apoptotikus
folyamatok, csokkent fagocitdzis) mutatkoztak meg dendritikus sejtek vizsgalata
esetén (Mehrzad et al., 2018). Erdekes modon ez idaig viszonylag kevés kutatomunka
fokuszalt az AFB1 neutrofil granulocitdkra gyakorolt hatdsainak részletesebb
feltérképezésére.

Az AFB1 immunotoxicitasanak tovabbi fontos elemét a gyulladasos reakciok
képezik. Habar az aflatoxinok gyulladas indukal6 képessége mar az 1960-as években
ismeretes volt (Wannop, 1963), az AFBI1 altal okozott gyulladdsos folyamatok
jelentdségének hangsulyozasa az elmult 15 év publikacidiban valt viszonylag
gyakoribba. A legtobb ide vonatkozé kutatomunka elsésorban a kiilonbdzd pro- és
anti-inflammatorikus citokinek és egyéb immun-markerek transzkripcid szintll
mérésén, az oxidativ stressz mértékének meghatirozasin ¢és egyes esetekben
hisztoldgiai analizisen alapul (Cao et al., 2021; Dey et al., 2021; Mehrzad et al., 2017;
Singh et al.,, 2015). Az immunrendszer gyulladas folyamataban szerepet jatszo
elemeinek moduldlasa, illetve a gyulladds normalis felolddsdnak megzavarasa
krénikus gyulladéasos betegségek kialakulasat eredményezheti, amely egyes esetekben
tumorképzddést indukalhat (Bhatia et al., 2019; Ponce et al., 2014). Mindezért az
AFB1 velesziiletett immunrendszert befolyasold ¢és inflammatorikus hatdsainak

részletesebb megismerése kiemelt fontossaggal bir.
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2.4.3. Embriotoxicitas és posztembrionalis/posztnatalis hatasok

Az AFB1 human- és dllategészségiigyi kockazatai kozott az in utero kitettségbol
fakado rovid és hosszu tavh bioldgiai hatasok kiemelten nagy jelentdséggel birnak.
Szamos felmérés vizsgéalta a terhes anyadk aflatoxin-terheltsége ¢és a
magzatok/csecsemOk fejlodésbéli paraméterei, egészségi allapota kozott huzoddo
Osszefiiggéseket. Ezekben a felmérésekben az anyaktol/koldokzsindrbol vett
vérmintak emelkedett AFBI-biomarker koncentracioi leggyakrabban csokkent
sziiletési tomeggel és az Ujsziilottek novekedésbéli lemaraddsaval parosultak
(Abdulrazzaq et al., 2002; De Vries et al., 1989; Gong et al., 2002; Lauer et al., 2019;
Shuaib et al., 2010; Turner et al., 2007). Itt meg kell jegyezni, hogy tobb, az aflatoxin-
kitettséggel adott esetben ,egyiitt jar6” korilmény (pl. fertdzések) is jelentds
kihatéssal lehet a sziiletési paraméterekre, amely un. zavar6 faktorokkal csak bizonyos
munkdk korrigltak (Kyei et al., 2020). Egyes kutatdsok az AFB1 epigenetikai
mintazatokra gyakorolt hatdsait vizsgaltdk, in utero €s posztnatalis kitettség esetén,
amelynek soran a mért biomarker koncentraciok Osszefliggést mutattak a
fehérvérsejtekben szamos nodvekedési, jelatviteli ¢és immunfolyamatokban
kulcsszerepet jatszo génekhez tartoz6 genomi régiodik metilaltsagi fokaval (Ghantous
et al., 2021; Hernandez-Vargas et al., 2015). Mindazonaltal &sszességében
elmondhat6, hogy a terhesség/vemhesség sordn bekovetkezd6 AFBI-expozicio
biologiai kovetkezményei ¢és azok ok-okozati viszonyrendszere részletesebb
megismerésre szorul.

Az AFBI1 fejl6dd embridora gyakorolt toxicitasarol in vivo emlds, madar, hal,
illetve in vitro modellek egyarant szamot adnak. Az ide vonatkoz6 (habar elsddlegesen
nem az embriotoxicitds feltérképezését célzd) korai in vitro vizsgélatok csirke, kacsa
¢s human embri6 eredetli sejtkulturdkon tesztelték az AFB1 direkt hatasait, amely
tobbek kozott a sejtek pusztulasdban, ndvekedésiik gatldsaban €s alapvetd strukturalis
elvaltozasokban (pl. sejtmag/sejtmagvacska aranya, citoplazma allapota) mutatkozott
meg (Gabliks et al., 1965; Terao, 1967; Zuckerman et al., 1967; Zuckerman & Fulton,
1966). Az alternativ embriotoxikologiai modellek fejlddése olyan in vitro embrio-
kultardk kialakitasat tette lehetdoveé, amelyek mar egy komplexebb és intaktabb
fejlodésbiologiai rendszert szolgaltattak a xeniobiotikumok hatdsvizsgalatdhoz
(Abeydeera et al., 1998; Genschow et al., 2002; Lee et al., 2012). Jelentés morfoldgiai,
foként a veldcsot érintd defektusokat eredményezett teljes embrid tenyészetben (whole

embryo culture) az AFBI, valamint annak majfrakcioval metabolikusan aktivalt
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formaja patkanynal (Geissler & Faustman, 1988). Sertés és szarvasmarha embrid
kultara AFB1-kitettsége zavart okozott a holyagcsira kialakuldsaban, illetve oxidativ
stresszt indukalt, tovabba sertésnél DNS karosodas, apoptotikus és autofagias
folyamatok voltak tapasztalhatok (Jiang et al., 2019; Shin et al., 2018). Ezeknek az in
vitro embrid tenyészeten alapulé modelleknek a hatranyai, hogy viszonylag
koltségesek, nehezen kivitelezhet6k, az embrionalis fejlodésnek altalaban csak a korai
fazisat képviselik (Augustine-Rauch et al., 2010; Lee et al., 2012), illetve maga az in
vitro kornyezet szamos stresszfaktort hordoz, ami jelentés mértékben befolyasolhatja
az embriogenezist (Wale & Gardner, 2016).

Az eml6s vizsgalatokban az in utero expozicidé a vemhes néstény kezelése altal
valosul meg, altaldban gyomorszondan keresztiil/gavazsolassal vagy intraperitonealis
injektalassal. Az utdodokat meghatarozott fejlédési stddiumban csiszarmetszés
segitségével kiemelik, vagy ellést kovetden vizsgaljak. A maternalis AFB1-kitettség
jelentés mértékben csdkkentette haromhetes patkdnyembriok tiidéjének foszfolipid
szintézisét, ugyanakkor ndvelte annak teljes neutralis lipid termelését, amely
kiilonb6z6 ultrastrukturalis elvaltozdsokkal pérosult (Das et al., 1978). Szintén
patkdnyndl az anyai kitettség csokkent sziiletési tomeget, halvasziiletést, emészto-,
kivalasztd- és idegrendszerre kiterjedd tumorképzddést (Goerttler et al., 1980),
lokomotoros ¢€s tanulasi képességek romlasat (Kihara et al., 2001), valamint széles
korti reprotoxicitast (ivarszervek fejlddése, ivararany, sperma mindség €s mennyiség,
androgén hormonok termelése, szaporodasi rata) eredményezett az utdédgeneracioban
(Supriya & Reddy, 2015). Nyulra kifejezetten jellemzd teratogén hatasként mutatkozik
meg a szemgddor megnagyobbodasa, ami a szemgolyd csokkent méretével
(microphtalmia) parosul, emellett tovabbi csontfejlédési problémak és a majlebenyek
patologias elvaltozasai is megjelennek (El-Nahla et al., 2013; Wangikar et al., 2005).
Az in vivo eml0s tesztek a legkomplexebb modelljei a human in utero toxin-kitettség
hatasvizsgélatanak, ugyanakkor az embridt ¢érd toxin koncentracidja nehezen
szabalyozhaté/meghatarozhatd, az elvaltozdsok wvalés ideji  monitorozéasa
koriilményes, a vizsgalatok igen koltségesek €s adott esetben bioetikai problémakat is
felvethetnek. Mindemellett, az embriondlis kovetkezmények értékelése soran nehezen
valaszthatok szét az anyai kitettségbdl fakaddé masodlagos karositd hatasok a
xenobiotikum embriéra gyakorolt direkt hatdsaitol, amely adott esetben
megnehezitheti a vizsgdlati anyag toxicitdsanak hatterében all6 mechanizmusok

mélyebb szintli feltérképezését. Az egyik alternativat e tekintetben az in ovo
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madarembri6 modellek szolgaltathatjak.! AFB1 expozicido esetén az injektalas
modszerét alkalmazzak, amelynek soran a tojashéjon lyukat képeznek, majd az
oldészerben felvett toxint pl. a légkamraba vagy a sziktomlobe injektaljak, a
mintavételezés pedig a kelést kovetden torténik. Elsdsorban csirkéken végezték ezeket
a toxicitasi teszteket. Teratogén tlinetként a végtagok torzulasa, a csokkent testméret
¢és az egyenetlen tollazottsag jelent meg a kezelt csoportokban (Bassir & Adekunle,
1970). Tobb kisérleti munka is beszamolt kiilonb6zoé vérparaméterek, illetve az
immunrendszer befolyasoldsar6l AFBI1 Kkitettséget kovetden a kikelt csibéknél.
Csokkent hematokrit, hemoglobin és trombocita szintet, emelkedett monocita és
limfocita szamot, a makrofagok fagocitotikus képességének redukalodasat, illetve a B-
limfocita differenciacié kdzponti szervének, a Fabricius-féle tomldnek alulfejlettségét
eredményezte a kezelés (Dietert et al., 1983; Neldon-Ortiz & Qureshi, 1992; Sur &
Celik, 2003). Meg kell azonban emliteni, hogy ezekben a kisérletekben az olddszeres
kontroll tobb esetben is szamottevé mortalitast eredményezett a nem-injektalt
csoporthoz képest.

A xenobiotikumok fejlédé embridra gyakorolt karos hatasainak vizsgélataban
igen nagy jelentdséggel birnak a kiilsé megtermékenyitési halak, mivel tobbek kozott
lehetdvée teszik az expozicid mértékének/idejének pontosabb szabalyozasat, mikdzben
az embridk valds idében monitorozhatok és konnyen mintavételezhetok. Foként
szivarvanyos pisztrangon vizsgaltdk az AFB1 egyes embrionalis hatasait, a
zebradanion végzett, viszonylag részletesebb ide vonatkozdé munkak az elmult par
évben kezdtek el megjelenni a szakirodalomban. Pisztrangnal a m4j kialakuldsanak
id6szakéaban torténd egyszeri AFB1-kezelés szignifikans mértékben ndvelte a maj
tumoros megbetegedésének eléforduldsat az expoziciot kovetd 12 honapban (Wales et
al., 1978). Tovabba, az embriondlis kitettség jelentds kihatissal volt a juvenilis
egyedek adaptiv immunitasara, amely tobbek kozott a fehérvérsejtek mitogén aktivalt
Kaattari, 2000), hemocianin altal kivaltott masodlagos immunvalasz soran azonban
csokkent antitestképzédésben nyilvanult meg (Arkoosh & Kaattari, 1987). A
zebradani6 embridkon végzett részletesebb vizsgalatok elsésorban a fejlédo
idegrendszerre gyakorolt hatdsokra fokuszaltak. Az embrionalis AFBI-expozicid
morfologiai elvaltozasokat eredményezett az utdagy idegsejtjeinél, kihatassal volt a

haromosztati ideg duacénak fejlédésére, a larvak lokomotoros aktivitasara és

! Az ide vonatkoz6 szakirodalom eredendden kevésbé tartja alkalmasnak a madar embriot az emldsoknél és az embernél kialakulo

teratogén hatasok modellezésére, ez a megkozelités azonban tobb szerzd altal megkérddjelezetté valt (Jelinek, 1982; Wachholz
etal., 2021).
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menekiilési reflexére (Wu et al., 2019), befolyasolta az idegrendszer fejlodésében
kulcsfontossaghi és neurotranszmitterként is funkcionalé aminosavak (glicin,
glutaminsav, gamma-aminovajsav) metabolizmusat (Zuberi et al., 2019), valamint
zavart okozott a gliasejtek homeosztazisaban és a mielinacioban (myelination) (Park

etal., 2020).

2.5. A kornyezet szerepe az aflatoxin B1-kontaminacioban

Az AFBIl-kontaminaciéo 4altal potencidlisan érintett élelmiszerek vagy
takarmanyok toxin-szennyezettségének mértékét kiilonféle kornyezeti és antropogén
tényezOk befolyasoljak. Alapvetden az aflatoxin-termeld penészgombdkat
mezdgazdasagi szempontu kdrokozéasuk helyszinébdl adédoan az Un. raktari penészek
kozé soroljak, életciklusuk elsédleges szintere azonban a szant6fold (Abbas et al.,
2009; Miller, 1995). Az A. flavus életciklusa szaprofita és patogén szakaszokra
kiilonithetd el. EIObbi soran a talajban és kiilonb6z6 ndvényi maradvanyokon atteleld
propagulumok kedvezé kornyezeti feltételek mellett micéliumokat, azok pedig
konidiumokat hoznak 1étre. A patogén fazis kezdetén a levegébe keriild konidiumok
kolonizaljak az j ndvénykulturat. A kolonizalt novényi szoveteken pedig wjabb
konidiumok képzddnek, amelyek a sz¢€l és rovarok kdzremitkodésével tovabb novelik
a termesztett novénykultira fertdzottségét (Abbas et al., 2009). A termés betakaritasat
kovetden a tarolas soran, kedvezd kornyezeti feltételek mellett (1asd lentebb) a gomba
novekedése/toxintermelése intenzivebbé valhat. Az aflatoxin-kontaminacié meértékét
befolyasold faktorok a termesztést6l kezdve a betakaritds, tarolds, feldolgozas,
ellendrzés és szabalyozas folyamataig egyarant jelen vannak (Cotty & Jaime-Garcia,
2007). Az Aspergillus penészgombafajok nodvekedését/szaporodasat, illetve
toxintermelését a hOmérséklet és a vizaktivitds (aw) alapvetden meghatarozza
(Schmidt-Heydt et al., 2009). Az ide vonatkoz6 kutatomunkdk eredményei kozott
szamottevd kiilonbségek mutatkoznak meg, foként a biztositott szubsztrat (pl.:
taptalaj, ndvény termése) és a vizsgalt gombafaj mivoltatol fiiggden. Osszességében
elmondhato, hogy a homérsekleti és vizaktivitasi értékek emelkedése (20-37 °C és
0,90-0,99 ay tartomanyokban) altaldban kedveznek a gomba névekedésének és/vagy
aflatoxin-termelésének, mindemellett pl. az alacsony vizaktivitds és magas
homérseklet egylittese (aszalyos idOszakok) is jelentdsen indukdlhatja az aflatoxin-
szintézisben kulcsszerepet jatszo gének kifejezédését (Benkerroum, 2020b; Lahouar

et al., 2016; Medina et al., 2015, 2017). Fontos kiemelni tehat, hogy az aflatoxin
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produkcié mértékében kifejezetten nagy szerepet jatszik egyrészt a ho- ¢és
viz/szarazsagstressz, vagyis a viszonylag magas homérséklet (>35 °C) és ezzel
parhuzamosan a vizaktivitds meghatarozott sz¢élsé értékeinek (0,91; 0,99 ayw)
fennallasa, masrészt pedig ezeknek a tényezOknek adott idon beliili sz€élsdséges
megvaltozasa/valtakozasa (Kos et al.,, 2013). Tovabbi meghatarozo tényezok az
aflatoxin-kontaminéacioban:

1. Mikrobialis kompeticio. Bizonyos, nem-toxigenikus penészgomba torzsek
kompeticioba 1éphetnek az aflatoxin termeld Aspergillus torzsekkel,
visszaszoritva azokat az adott mikrobialis k6zosségben, amely lehetdséget
biztosit az aflatoxin-szennyezettség csokkentése érdekében torténd bioldgiai
védekezésre (Alberts et al., 2017).

2. Agrotechnologia. Tobbek kozott a nem megfeleld talajelokészités és
vetéssiirliség, a direktvetés, a nem elegendd Ontézés, a kartevok elleni
védekezés hidnya, korai vagy kés6i betakaritds, a termés mechanikai
sériilése, a termés elégtelen szaritasa, illetve a nem megfeleld raktarozasi és
szallitdsi koriilmények (pl. magas homérséklet és paratartalom) jelentOs
mértékben megnodvelhetik az aflatoxin-szennyezettség mértékét (Marroquin-
Cardona et al., 2014; Park & Bos, 2007).

3. Kartevok. A kiilonbozd kartevd rovarok egyrészt a termésen okozott
sériilések altal behatolasi kapukat biztositanak a fert6z6 dgensek szamara,
masrészt hozzajarulnak a konidiumok terjesztéséhez, mindezekkel
eldsegitve a ndvénykultira adott penészgombak altali kolonizalasat (Diener
et al., 1987).

4. Gomba-novény interakcio. A penészgomba-fertdzés hatdsara a ndvényben
olyan, kiilonbozd szerves molekulak (pl. aldehidek, ketonok, antocianidinek)
keletkezhetnek, amelyek a gomba anyagcseréjének gatlasat, vagy esetenként
éppen a mikotoxin-produkcié indukélasat is eredményezhetik (Cleveland et

al., 2009).

A klimavaltozasbol adodod atlaghdmérséklet-novekedés, sz€lsdséges, hektikus
1ddjarasi koriilmények, illetve a kartevd rovarok terjedése tehat jelentds mértékben
befolyasolhatjdk a penészgombak elterjedését/szaporodasat és/vagy mikotoxin-
termelését, tovabba megvaltoztathatjdk a ndvénnyel interakcioba 1€pé gombakozdsség
Osszetételét (Paterson & Lima, 2010). Az ember aflatoxin-kitettségének tekintetében

— kiilonosképpen a kiugrdéan magas értékeket mutatd esetek miatt — féként tropusi
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régiok érintettek legnagyobb mértékben (Gong et al., 2016). Amellett azonban, hogy
a szennyezddott termékek nemzetkdzi kereskedelmével a mikotoxinok globalis szintii
problémaként jelennek meg, a klimavaltozas hatasara egyre tobb mediterran, illetve
kontinentalis éghajlati terméteriilet valik érintetté (Marroquin-Cardona et al., 2014).
Szerbiai kukorica iltetvények betakaritdskor torténd monitorozasa soran
megmutatkozott, hogy mig az Aspergillus gombafajok szamdra relative kevésbé
kedvezé lokalis iddjarasi koriilményeket mutato 2009-2011-es periddus nem
eredményezett detektalhatdé mennyiségli aflatoxin-kontaminaciot, addig az erdsen
aszalyos, kiugroan magas napi hémérsékleti értékeket felvonultato 2012. évben a
mintak kozel 70 szazaléka volt aflatoxin-szennyezett, 36,3 pg/kg-os atlagértéket
mutatva (Kos et al., 2013). Dobolyi ¢és mtsai. (2013) magyarorszagi
kukoricaiiltetvények A4. flavus altali fertdzottségét vizsgaltdk 2009 és 2010 kozott,
amelynek soran a mintdk tobb mint 60 szazalékardl izolaltak A. flavus torzseket,
amelyek kozel 6tode 5 pg/kg feletti AFB1 produkciora volt képes. A kontaminacidobol
adodo fokozodd problémak a nemzetkdzi kereskedelemben is megmutatkoznak. A
RASFF éves jelentései alapjan az Egyesiilt Allamokbol Eurdpéba exportalt olajos
magvak (foldimogyord, pisztidcia, mandula) aflatoxin-szennyezettség miatt torténd
hataratkel6helyi visszaforditasa 2012 és 2019 kozott fokozatosan novekvd esetszamot
mutat (Alshannaq & Yu, 2021).

Szamos prediktiv modell kertiilt kidolgozéasra annak érdekében, hogy kiilonb6z6
klimatikus forgatokdnyvek alapjan becsléseket adjanak az adott penészgombafajok
mikotoxin-termelésérdl, egyesesetekben pedig adott ndvényre vonatkozdan a varhato
mikotoxin-szennyezettségrol. Battilani €s mtsai. (2016) felhivjak a figyelmet arra,
hogy +2 °C atlaghOmérséklet novekedés esetén jelentésen emelkedhet Dél- és
Délkelet-Europa egyes orszagaiban a termesztett kukorica AFBI-terheltsége.
Ukrajnara vonatkozoan harom kiilonbo6z6 tipusu prediktiv modell alkalmazésa esetén
egy csOkkenést, mig a masik két modell jelentds mértékii ndvekedést vetit elére a
2030. évre a termesztett kukorica AFB1-szennyezettségében, kiemelve az orszag
viszonylag magasabb ,aflatoxin-kockazati” teriiletek hatdrainak kitolodasat
prognosztizaljak az Egyesiilt Allamok esetén is, amely a kukorica-6v (Corn Belr)

fokozott érintettségét vonna maga utdn (Yu et al., 2018).
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2.6. Az ember aflatoxin B1-kitettsége

Az AFBI elsésorban a szennyezddott élelmiszerek elfogyasztasaval keriil az
emberi szervezetbe. Legnagyobb mértékben egyes afrikai és dél-azsiai teriiletek
érintettek, ahol a magas homérséklet és paratartalom, valamint a nem megfeleld
raktarozasi kortilmények kedveznek az Aspergillus fajok
terjedésének/toxintermelésének. A kontaminalddott alapvetd (pl. kukorica ¢és
foldimogyord alapua) ¢lelmiszerek sok esetben kizardlagos fogyasztasa a
hatarértékekre vonatkozo szabalyok hianyaval parosulva fokozott kockazatot jelent az
itt €16 kozosségek szamara (Gong et al., 2016; Marroquin-Cardona et al., 2014). Az
aflatoxin-terheltség validalt biomarkerei koz¢ a vizeletben mért AFM1 és AFB-N7-
guanin, valamint a vérben mért AFB-albumin tartozik, de tobb kutatds a vér AFBI
ezek koziil leginkabb az AFBl-albumin addukt vérbdl torténd meghatarozasa
alkalmas, mivel annak felezési ideje joval hosszabb (kb. 2 honap) a tobbi biomarkerhez
képest (Gong et al., 2016). A fentebb emlitett, veszélyeztetett régiokban €16
emberektdl vett mintakban mért AFB1-albumin értékek az alsé detektalhatosagi
hatartol az 1000 pg/mg albumin-ig terjedtek (Turner et al., 2012). A human in utero
AFBI1-kitettségrol és annak egyes kovetkezményeit vizsgdld munkdkrol a 2.3.7.
fejezetben mar emlitést tettiink. Fontos megjegyezni, hogy az anyat éré6 AFB1-terhelés
egyik tovabbi potencidlis velejardja lehet a fejlodo utdd anyatejen keresztiili AFM1-
expozicidja, amely szintén kiemelt egészségiigyi kockazatokat hordozhat (Magoha et
al.,, 2014). Tovabbi AFBI1-kitettség érheti az utédot a kontamindlodott tapszeren
keresztiil, els6ésorban szintén afrikai, dél azsiai fejlodd orszagokra vonatkozdan. A
csecsemd- és korai gyermekkor periodusa tobbek kozott az intenziv ndvekedés,
valamint az adott testtdmegre vonatkoztatott magasabb expozicios értekek altal igen
kritikus idészakot jelent az AFB1 expozicid soran (Gong et al., 2016).

Ahogy az el6z6 alfejezetben bemutatésra keriilt, a klimavaltozas kdvetkeztében
egyre tobb foldrajzi régid szamara valhat problémava egyes kultirndvények (pl.
kukorica) terméseinek AFBI-kontaminaciéja. Erdemes emlitést tenni tovabba a
human AFB1-kitettség azon potencidlis eseteirdl, amelyeket a klimavaltozas szintén
befolyésolhat, de a toxin nem az elfogyasztott taplalékon keresztiil jut a szervezetbe.
Egyes munkakorokben eléfordulhat a tiidon és/vagy boron keresztiili felszivodas. Ez
els6sorban hulladékvalogato/feldolgozd, valamint malomipari lizemeknél jelenhet

meg, példaul hidnyos, vagy nem megfeleld védofelszerelés mellett. Egy portugal
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hulladékkezelé iizem dolgozdinak vizsgalatakor 2,5 — 25,9 ng/ml értékek kozott
mozgott a vérszérum AFB1 koncentracidja, mig a munkakoron kiviili kontroll
csoportndl a toxin nem volt jelen detektalhatdé mennyiségben (Viegas et al., 2015).
Lengyel hulladékkezeld iizem szortirozo-kabin levegdinek monitorozasakor az A.
flavus volt a legnagyobb szdzalékban kimutatott gombafaj (Bragoszewska, 2020).
Nigériai takarmanymalmok levegdjébdl szintén az A. flavus volt a leggyakoribb
kitenyésztheté gomba, mindemelett a kiilonb6z6 malmokban dolgozd emberek
vérének vizsgalatakor 73,4 — 189,2 ng/ml atlagos AFB1 koncentraciokat detektaltak
(kontroll: nd) (Oluwafemi et al., 2012).

2.7. A zebradanid, mint toxikologiai modellszervezet

A szubtropusi eredettel rendelkezd, kozkedvelt akvariumi halfaj, a zebradanid
az 1960-as évek végén egy magyar szadrmazdsu genetikus, Streisinger Gyorgy
kozremitkddésével 1épett a tudoméany szinterére, mint gerinces modell szervezet.
Szdmos eldnyds tulajdonsaga miatt rovid idén beliill a molekularis genetika és
fejlédésbiologia igen eléremutaté modellszervezetévé valt (Meunier, 2012). A fajon
végzet kutatdmunkak szdma az 1990-es évektdl napjainkig rohamos névekedést mutat.
Mara a zebraddnidé kiemelt vizsgdlati alanydva valt a biologia megannyi
tudomanyaganak, alkalmazéasa kiilondsen nagy jelentdséggel bir a toxikoldgia és
okotoxikologia teriiletén. Legfontosabb eldny0ds tulajdonsdgai kozé tartozik a rovid
generacios 1do, a relative nagy mennyiségli és gyakori ikraprodukcio, az ikrak kiilsé
termékenytilése, a gyors embriondlis fejlédés, az embridk atlatszosaga, valamint a
felndtt egyedek viszonylag kis testmérete €és csoportban tarthatdsédga (Detrich et al.,
1999). Az embriondlis fejlodés soran az embriok mikroszkop alatt valos idOben
nyomon kovethetdk és konnyen manipuldlhatok. Szamos, fajra adaptalt molekularis
biologiai, biokémiai, immunbioldgiai és toxikoldgiai modszer keriilt kidolgozésra,
amely a nagy mintaelemszdmmal és hatékony monitorozasi technologidkkal parosulva
lehetdve teszi a nagy ateresztOképességii tesztrendszerek kialakitasat. Mindemellett
transzgenikus €s mutans zebradani6 vonalak 1étrehozasanak lehetdsége, valamint mar
kialakitott vonalak széles tarhdza all rendelkezésre a kutatok szamara (Spitsbergen &
Kent, 2003). A leggyakoribb laboratoriumi zebradanio torzsek kéz¢ az AB, a Tiibingen
¢s a WIK tartoznak (Holden & Brown, 2018). A faj tartas- €s szaporitas-technologiaja
jol kidolgozott €s lehetdveé teszi a laboratoriumi mindségbiztositasi rendszerben valo

mikodést (Good Laboratory Practice, GLP) (Wolf & Wolfe, 2003). Tovabba, az
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1994-ben alapitott Zebrafish Information Network (ZFIN, https://zfin.org) a fajon
végzett egyre novekvd szdmu kutatdsoknak és fejlesztéseknek kdszonhetden egy
rendkiviil gazdag tudéasbazist biztosit a kutatok szamara. A ZFIN alapvetden egy
genetikai és genomikai adatbazis és kozpont, amely lehetové teszi tobbek kozott a
zebradanio gének, transzkriptumok, ortologok, transzgenikus és mutans fenotipusok,
antitestek, betegség modellek ¢és kiilonbozd ontologiak kozotti céliranyos keresést és
tajékozodast (Van Slyke et al., 2018).

A kornyezetiinkben egyre novekvl szamban megjelend szennyezd anyagok
infra- és szupraindividualis szinten egyarant komoly problémakat okoznak. Mindez
elétérbe helyezi azokat a modellszervezeteket, amelyek viszonylag nagy
mintaelemszammal vizsgalhatok, egy trofikus halézat valamely kulcsszerepléjét
képviselik vagy olyan molekularis, sejt, szovet, szerv, szervrendszer szintll
tulajdonsagokat hordoznak, amelyek alapot szolgaltathatnak a vizsgalati eredmények
e tekintetben kettds szerepet tolt be. Egyrészt az édesvizi 6koszisztémak egyik fontos
reprezentansaként, mint dkotoxikoldgiai modell 1ép elétérbe, masrészt pedig szdmos
jol konzervalt tulajdonsagdbdl adédoan, az emlds és human toxin-kitettség, illetve az
abbol fakado betegségek modellezésében is fontos szerepet tolt be (Scholz et al., 2008;
Tal et al., 2020). A zebradanio, mint human betegség modell eldretorésének nagy
lendiiletet adott a Sanger Intézet altal 2001-ben kezdeményezett genom-szekvenalasi
projekt, amelynek eredményei lehetdvé tették a zebradanido genom humén genommal
torténd osszehasonlitasat (Howe et al., 2013). A fehérjét kodoldo human gének 71,4 %-
a rendelkezik legaldbb egy zebradanio ortologgal. Az Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM) adatbdzisban 2013-ban listazott, leirt fenotipusos eltéréshez kothetd
human betegség-asszocialt gének 82%-a megjelent ezek kozott a zebradanid ortologok
kozott (Howe et al., 2013). Az ember, az egér, a hazi tyuk és a zebradani6 ortologok

megoszlasat a 4. dbra mutatja be.
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Homo

sapiens sapiens Danio rerio

Mus musculus Gallus gallus domesticus

4. abra. Az ember, az egér, a hazi tyuk és a zebradanio fehérje kodolo gének
ortologok szerinti megoszlasa (Howe et al., 2013. alapjan a szerzd altal
modositva).

A zebradanié modellek tehat fontos elemét képezik az Un. transzlacids
toxikologiai kutatasoknak, amelyek legfobb aspektusai az alabbiakban 6sszegezhetdk:
a) tobb egyedfejlodési stadiumon keresztiili, vagy élethosszig tartd hatasvizsgalat; b)
a xenobiotikumok tdmadéspontjainak megismerése; c) predikciok a toxicitasrol mas
fajok, kiilonds tekintettel az ember irdnyaba; d) modellfejlesztés a toxikdzis
megeldzeését/kezelését/mérséklését célzo hatdbanyagok vizsgalatahoz (Tal et al., 2020).

Az allatkisérletekbdl fakado bioetikai kérdések elvezettek tobbek kozott a 3R
szabaly megfogalmazasahoz, amely a) a gerinces modelleket érd fajdalomcsokkentés
érdekében azok alternativ, pl. in vitro illetve in silico tesztekre torténd ,kivaltasat”
(Replacement), b) a kisérletbe vont allatok szdmanak csokkentését (Reduction) és c) a
fajjdalom minimalizalasa érdekében torténd modszerfejlesztést/kifinomitast
(Refinement) szorgalmazzak (Richmond, 2000). Az 6nalléan nem taplalkozé stadiumu
zebradanio embriok/larvak — amelyek nem tartoznak a tudomanyos célokra felhasznalt
allatok védelmérdl szoldo 2010/63/EU direktiva hatdlya ald — nagymértékben
alkalmasak a 3R szabdly mentén torténd kisérleti rendszerek felallitasara. A 3R
tovabbi 7 alapelvvel (Registration, Reporting, Robustness, Reproducibility,
Relevance, Responsibility, Respect) egésziilt ki a tudomdnyos kozosség altal,
létrehozva a zebradanion végzett kutatomunka ,,10R szabalyat” (Canedo et al., 2022).

Az in utero xenobiotikum-expozicidé embrionalis fejlddésre gyakorolt hatasainak
részletesebb vizsgalata az eml6s modellek esetén szamos korlatba iitkzik, viszonylag
magas koltségekkel jar, és bioetikai problémdakat vonhat maga utdn. A zebradanio

embri6 egy viszonylag koltséghatékony alternativat képvisel az in utero vizsgalatok
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és az in vitro tesztek kozott. Noha nem biztositja az anya-placenta-magzat
kapcsolatrendszerének komplexitasat, azonban lehetdvé teszi az adott vizsgalati anyag
embridra gyakorolt direkt hatdsainak feltérképezését.

A zebradanié embriondlis fejlodése koriilbeliil 5 nap alatt lezajlik. A viz
hémérsékletétdl fiiggden az embridk a termékenyiilést kovetd 2-3. nap soran kelnek ki
az ikraburokbol (Goessling & Sadler, 2015; Kimmel et al., 1995). Fejlodésiikhoz és
felépitd folyamataikhoz sziikséges energiat €s alapvetd, egyszeriibb vegyiileteket a
szik altal raktarozott tartalék taplaléanyagokbol fedezik (Winnicki et al., 2001). Az
embrionalis fejlodés soran a szikzacsko anyagai fokozatosan mobilizalodnak, amellyel
parhuzamosan differencialodik az emészté csatorna, igy az embriondlis fejlodés
iddszakat kovetden a larvak taplalkozo stadiumba léphetnek (Quinlivan & Farber,
2017). Itt meg kell jegyezni, hogy a szakirodalom nem egységes a zebraddnid
embrid/larva kifejezés alkalmazasa tekintetében. Egyes szerzOk a larva elnevezést az
embrionalis fejlédést kovetd, onalldan taplalkozd stadiumtol, mig masok mar az
ikraburokbdl torténd keléstdl szamitva hasznaljak (Kristofco et al., 2018; van Wijk et
al., 2019). Mindemellett az ikraburokbdl kikelt, de még Ondlléan nem taplalkozo
stddiuml zebraddnidk esetén az eleuthero-embrid kifejezés is gyakran megjelenik
(Strahle et al., 2012). A doktori munkdm vizsgalatainak id6beli végpontjat az
embrionalis fejlodés iddszakanak vége képezte, amely stadium esetén a larva kifejezés
hasznalata mellett dontottem.

Az embrionalis fejlédés végére a zebradanid legtobb szerve kialakul, igy az
embrionalis toxin-expozicio szervi-differenciaciora gyakorolt hatasai viszonylag rovid
1d6 alatt feltérképezhetdk (Scholz et al., 2008). Mindez olyan 1j-generacids
szekvenalasi modszerekkel és bioinformatikai analizisekkel parosithato, amelyek
teljes transzkriptom szinti betekintést nyujtanak az adott xenobiotikum 4ltal érintett
bioldgiai utvonalakba.

Az embrionalis expoziciot kovetden az akut €s kronikus kovetkezmények
hatékonyan vizsgalhatok. El6bbi esetben modellezhetdk az adott vizsgalati anyag
toxikokinetikai  (felszivodas,  eloszlas,  kivalasztas) és  toxikodinamiai
(hatasmechanizmus, tdmadaspont) tulajdonsagai, a hosszt tava hatasok feltérképezése
soran pedig betekintés nyerhet6 tobbek kdzott a xenobiotikum tumorképzddést, felndtt
kori immunolégiai és szaporodasbiologiai problémakat eredményezd, valamint multi-
¢s transzgeneracios hatasaiba (Scholz et al., 2008).

Kiemelten fontos szerepet toltenek be az embrionalis xenobiotikum-expozicid

hatdsvizsgélataban azok a transzgenikus zebradanio reporter vonalak, amelyek sejt,
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szovet, vagy szerv(rendszer) specifikus fluoreszcens jelet bocsatanak ki. Mivel az
embrionalis és korai larvalis stddiumokban az egyedek gyengén pigmentaltak, illetve
mesterséges modon depigmentalhatok, ezért az adott strukturdkat érintd eltérések
fluoreszcens mikroszkdp alatt valos idében, in vivo monitorozhatok. Az 1. tablazat a
teljesség igénye nélkiil felsorol néhany, toxikoldgiai és Okotoxikologiai kutatasok

szamdra is relevans transzgenikus zebradanié vonalat és azok funkcioit (lasd még:

Silva Brito et al., 2022).

1. tablazat. Xenobiotikumok toxicitdsdnak vizsgélatara alkalmas transzgenikus
zebradanio6 vonalak (Silva Brito et al., 2022. nyoman)

Vizsgalati teriilet Célsejt/szovet/szerv Vonal megnevezése Referencia
neurotoxicitas retina, agy, gerincveld Tg(elav3l: GFP) (Park et al., 2000)
motoneuronok Tg(olig2: dsRED) (Kim et al., 2008)
motoneuronok Tg(mnx1: GFP) (Flanagan-Steet et
al., 2005)
liasejtek T un: EGFP (Bernardos &
& ! g(gf i ) Raymond, 2006)
monoaminerg neuronok | Tg(ETvmat2: GFP) (Wen et al., 2008)
gerinchur, fenéklemez Tg(-2.2shh:gfp:ABC) | (Shkumatava et al.,
2004)
vazo- és érrendszer (endotél Tg(flil:EGFP) (Taletal., 2017)
hematotoxicitas sejtek)
sziv érhalozata (endotél | Tg(kdrli:mCherry) (Chi et al., 2008)
sejtek)
eritrocitak Tg(gata-1:DsRed (Yagoob et al.,
g(g ) oo
kardiotoxicitas szivizom Tg(myl7:EGFP) (Huang et al., 2003)
hepatotoxicitas maj Tg(fabp10:DsRed) (Chu & Sadler,
2009)
endokrin zavarok | radidlis gliasejtek Tg(cypl19alb-GFP) (Brion et al., 2012)
(aromataz)
immunmoduléacié | neutrofil granulocitak Tg(mpx:EGFP) (Renshaw et al.,
2006)
makrofagok Tg(mpegl -mCherry) (Torraca et al.,
2017)
ototoxicitas szorsejtek Te(poudf3:gap43- (Namdaran et al.,
GFP) 2012)
pankreotoxicitas B-sejtek Tg(ins:GFP) (Huang et al., 2001)
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2.8. Az immunrendszer kialakuldsanak fébb jellegzetességei
zebradanidban

A gerincesek immunrendszere alapvetden két, szoros egylittmiikodésben ¢€s
atfedésben all6 részre, az Osibb velesziiletett, valamint az evollcid soran az allkapocs
nélkiili és allkapcsos halak 6sénél kialakuld adaptiv immunrendszerre kiilonithetd
(Sutoh & Kasahara, 2021). A velesziiletett immunrendszer elemei alapvetden egy
elsddleges, gyors €s nem antigén-specifikus védelmi vonalat alkotnak, mig az adaptiv
immunrendszer klonalis szelekcion alapuld immunmemoria és antigén-specifikus
immunvalasz kialakitasara képes (Hoebe et al., 2004; Rajewsky, 1996). Az éllkapcsos
halak ¢s az emléso6k immunrendszere kozott szamos, humordlis, sejt €s szerv szintli
hasonlésdg mutatkozik meg. Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy a halak adaptiv
immunrendszere nem képviseli azt a komplexitast és miikodésbeli fejlettséget, amit az
emlésok esetén tapasztalhatunk, a patogén éagensekkel szemben -els6sorban a
robusztusabb velesziiletett immunrendszeriikre hagyatkoznak (Tort et al., 2003).
Ellentétben az emlésokkel, a halaknal csontveld nem alakult ki, a vérképzés elsddleges
helye a fejvese. Nyirokcsomok szintén nem taldlhatok, azonban azok primitiv
analogjaiként csontoshalaknal a 1épben, illetve a vesében lokalizalhaté in. melano-
makrofag kozpontok jelennek meg (Agius & Roberts, 2003).

A zebradanid embriondlis és korai larvalis fejloddése sordan elsddlegesen a
velesziiletett immunrendszerére tdmaszkodhat, mivel funkcionalisan érett adaptiv
immunrendszer csak a termékenytilést kovetd 4-6. hétre alakul ki (Lam et al., 2004).
Az immunrendszer sejtes elemei multipotens dssejtekbdl alakulnak ki a vérképzés
folyamata soran, amely két dgra, a mielopoezisre, valamint a limfopoezisre kiilonithetd
el (a harmadik f6 4g az eritrocitdkat 1étrehozd eritropoezis). A mieloid vonal hozza
létre azokat a fehérvérsejteket, amelyek foként a velesziiletett, a limfoid vonal pedig
azokat, amelyek az adaptiv immunrendszerhez kothetok (Ellett & Lieschke, 2010;
Kondo, 2009).

A gerincesek embrionalis vérképzése primitiv és definitiv szakaszokra oszthatd
(Zon, 1995). A zebradani6 esetén a primitiv szakasz a termékenytilés elsd 24 drajaban
megkezdddik, amelynek eredményeként els6ként primitiv makrofagok alakulnak ki az
un. rosztralis vérképzd sziget teriiletén, amelyek ezt kdvetden az embrio kiilonbozd
régidiba (pl. szikzacsko) vandorolnak és tovabb differencialédnak (Detrich et al.,
1995; Herbomel et al., 1999; Lieschke et al., 2002). Ezen a ,,kezdeti mieloid” vonalon

emellett primitiv neutrofil granulocitékat is 1étrejonnek (Le Guyader et al., 2008). A
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termékenytilést kovetd 48. ordra fagocitdzist mutatd primitiv makrofagok ¢és
funkcionalis, peroxidaz-pozitiv primitiv neutrofil granulocitak vannak jelen a fejlddo
zebradanié embridban (Herbomel et al., 1999; Le Guyader et al., 2008). A definitiv
szakasz elsé felében — amely az embrionalis fejlodés masodik napjan kezdddik —
jelennek meg az un. eritromieloid progenitorok (EMP), amelyekbdl mieloid és eritroid
sejtek egyarant differencidlodnak, vorosvérsejteket, neutrofil granulocitakat,
monocitakat és makrofagokat létrehozva. Ezeknek a progenitoroknak a jelentéle
azonban csak atmeneti, az egyed fejlodésének tovabbi részében a vérképzeés kiindulasi
pontjat a (definitiv) vérképzd Ossejtek képezik, amelyek a dorzalis aorta ventralis
falaban keletkeznek. A HSC-k ezt kovetden az eldévesébe, a farki hematopoetikus
szovetbe €s a csecsemOmirigybe vandorolnak, amelyek kiemelten fontos allomasai
termékenytilést kovetd masodik héttdl az eritroid, mieloid ¢és limfoid vonal
képzddésének helyszinét fokozatosan atveszi a fejvese (Bertrand et al., 2007; Kissa et

al., 2008; Murayama et al., 2006).

2.9. Velesziiletett immunrendszerre gyakorolt hatasok vizsgalati
lehetdségei zebraddnid embridkon €s larvakon

A zebradani6 embriok ¢és larvak tehat egyrészt a gerinces vérképzés
ontogenezisének fontos modellszervezetét képviselik, masrészt pedig lehetdséget
adnak arra, hogy a velesziiletett immunrendszer fobb sejtes és humoralis elemeire (és
azok fejlodésére) gyakorolt kornyezeti hatdsokat vizsgalhassuk. A zebradaniora
adaptalt molekularis bioldgiai, toxikoldgiai, biokémiai, immunoldgiai és miiszeres (pl.
fluoreszcens €s konfokalis mikroszkdpia, mikroinjektalas) eljarasok alkalmazasaval és
azok kombindlasaval viszonylag komplex képet nyerhetiink a xenobiotikumok
immunotoxikus hatdsairdl. Ennek egyik legfontosabb alapjat az immunsejtek és az
azokkal kolcsonhatasban 1évé bizonyos struktirdk detektalhatosdga képezi. Ezt
egyrészt a mar fentebb emlitett, fluoreszcens jelet kibocsatd genetikailag modositott
zebradanid vonalak, masrészt pedig egyéb festési eljarasok (pl. neutrdl vords a
makrofagok, szudan fekete a granulocitak jelolésére) biztosithatjak (Ko et al., 2011).
Egyes multikolor transzgenikus vonalak segitségével betekintés nyerhetd pl. a
makrofagok és neutrofil granulocitak vandorlasanak egyidejii monitorozasara, illetve
ezen sejtek €s az érhalozat interakcidinak megfigyelésére, vagy példaul a makrofagok

¢s azok TNFa kifejez0désének egyiittes detektalasara (Gray et al., 2011; Nguyen-Chi

36



crer

képelemzés utjan értékelhetjiik, valamint szamszerusithetjiik azokat szintén fényképek
alapjan szoftveres mddon vagy meghatdrozhatjuk gyakorisdgukat fluoreszcencia
aktivalt-sejtvalogatas (FACS) altal. A kovetkezd, mar joval koriilményesebb és
sokszor nehezebben interpretalhatdé eredményeket addé modszer a fagocitotikus
képesség meghatarozésa. Ennek egyik modja az embridk tintdval torténd vénas
mikroinjektalasa, majd ezt kovetden a makrofagok neutrdl vords festése. A tintat
tartalmazoé makrofagok mikroszkopos és szoftveres elemzés utjan elkiilonithetok és
szamszerlsithetok (Yuan et al., 2020).

A xenobiotikumok immunrendszerre gyakorolt hatisainak vizsgélatdban
kiemelt helyen szerepelnek azok az embrionalis-larvalis zebradanié modellek,
amelyek lehet6vé teszik az adott anyag gyulladas indukald képességének
feltérképezését, vagy pedig éppen egy altalunk kivaltott gyulladés lezajlasan keresztiil
értekelik a  velesziiletett immunrendszer kompetencidjat. Ezeknek a
modellrendszereknek fontos elemét képezi a gyulladdsos folyamatokat kisérd és
szabalyozd mediatorok mennyiségi analizise. Zebradanio esetén a nitrogén-monoxid
¢s a hidrogén-peroxid egyarant szerepet jatszanak a gyulladds szignaliziciojaban.
Mindkét molekula termelddése valos idoben, in vivo nyomon kovethetd az embridkon,
larvakon beliil fluoreszcens proba (DAF-FM-DA), vagy genetikai modositas altal
létrehozott hidrogén-peroxid érzékeny fluorofor (HyPer) alkalmazésa altal (Kojima &
Nagano, 2000; Pase et al., 2012). Az immun- és gyulladas-asszocialt gének (pl. pro-
¢és anti-inflammatorikus citokinek) kifejezddésének reverz transzkripcion alapulo
kvantitativ polimeraz lancreakcido (RT-qPCR) segitségével torténd mérése szintén
alapvetd fontossagu. A gyulladdsos folyamatok vizsgalatara alkalmas zebradanio
embrid/larva modellek kiilonbdzd invaziv és non-invaziv eljarason alapulnak, amelyek
nem csupan a xenobiotikumok hatdsvizsgéalataban, de kiilonb6zd (terapias célu)
vegyliletek anti-inflammatorikus potencialjanak megismerésében is kiemelt szerepet
toltenek be. Az aldbbiakban ezek koziil keriil néhdny bemutatésra, a teljesség igénye

nélkil.

2.9.1. Mikroinjektalason alapul6 gyulladdsos modellek

Az embriok liveg mikrokapillarissal torténd injektalasa alapvetd jelentdséggel
bir a genetikai modositds vagy pl. a géncsendesités folyamatdban. A moddszert —

amelynek mara mar automatizalt, nagy-ateresztOképességli teszteket biztositd
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technoldgiai is elérhet6k — a toxikoldgiai kutatasokban is alkalmazzak, mivel tobbek
kozott alkalmas az adott vizsgalati anyag célzott bejuttatasara (Wang et al., 2007).
Lefontosabb ide tartozd embrionalis/larvalis teriiletek a szikzacsko, a gerinchur, az
agykamra, az otikus vezikula, az izomszelvények, illetve vénak (Torraca & Mostowy,
2018). A mikroinjektalasos gyulladdsos modellben vagy valamilyen patogén eredetli
lipopoliszacharidot (LPS), vagy pedig baktériumokat (pl. Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cenocepacia, Staphylococcus aureus) juttatnak az embrioba/larvaba
(Brannon et al., 2009; Prajsnar et al., 2012; Vergunst et al., 2010). Az injektalas
helyétdl fliggden, lokalis, illetve szisztémas gyulladas alakithaté ki. Ezt kovetden
megfigyelhetd az egyes immunsejtek gyulladdsos terliletre torténd vandorlasa,
felhalmozodasa, reverz migracidjuk dinamikaja. Fluoreszcensen jelolt baktériumok
esetén pedig nyomon kovethetok az azokkal vald interakciok (Benard et al., 2012).
Emellett, a gyulladas-indukaldo anyag/dgens kiillonb6z6 doézisokban torténd

injektalasaval talélési gorbék is felallithatok.
2.9.2. Uszodszegély sebzésén alapulé gyulladasos modellek

A zebradanio Uszoinak kezdeti formai az embriondlis fejloddés sordn jelennek
meg, ekkor még egy folytonos Uszoszegélyt alkotva. Ez az Uszoszegély atlatszo,
konnyen manipulalhaté és viszonylag gyors regenerdciora képes. A zebradanio
embriok és larvak kozkedvelt és igen eldremutaté modellként szerepelnek a gerinces
szoveti regeneracio, €s az azt szabalyoz6 mechanizmusok kutataséban is (Yoshinari et
al., 2009).

Az Usz0szegély sebzése kiilonbozd helyeken €s mértékben megtehetd. Az egyik
leggyakrabban elterjedt eljards a farokuszo hossztengelyre merdleges iranyu,
altatasban torténd, steril levagésa, altalaban az ikraburokbol valo kikelést kovetden,
72-120 oras kor kozott. Ez a miivelet egy alapvetd gyakorlat megszerzését kovetden,
mikroszkop alatt konnyen ¢€s gyorsan kivitelezhetd. A sebzést kovetd néhany percen
beliil a neutrofil ganulociték az érpalyakbol kilépve az érintett teriilethez vandorolnak.
Felhalmozodéasuk mértéke/dinamikaja (recruitment) fiigg a sebzés volumenétdl és
jellegétdl (szovetek roncsolodasa), a sejtszam 96-120 oOras larvak esetén a sebzést
kovetd 2-4 o6randl éri el a maximumat. A granulocitdk felhalmozodasat némi késéssel
kovetik a makrofdgok. 12-24 ora elteltével az immunsejtek mennyisége reverz
migraciojukbol és/vagy apoptdzisukbol adodoan jelentdsen csokken a regeneralodo

szovet teriiletén (Li et al., 2012; Loynes et al., 2010). A fentiekben emlitett
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transzgenikus vonalak alkalmazasaval mindez lehetévé teszi az immunsejtek lokalis
szamszerisitését, az érrendszerbdl torténd ki- és belépés hatékonysdganak és a
gyulladés lezajlasanak értékelését. Mindemellett, példaul képelemzés altal mérhetdvé
az adott vegyiilet lokalis gyulladasra gyakorolt hatdsanak atfogobb megismeréséhez

(Mathew et al., 2006).

2.9.3. Nem-invaziv eljarason alapul6 gyulladasos modellek

A nem-invaziv beavatkozdsok esetén az embriokat/larvakat a gyulladas-
indukélé anyag vizes oldataban inkubaljak, az expozicio tehat az egyedek teljes
feliiletén keresztiil zajlik. Ennek egyik lehetdsége az LPS alapu kezelés, amely egy
koncentracio-fliggd szisztémas gyulladast alakit ki. Az alkalmazott doézis
figgvényében kiértékelhetévé valik az adott immunsejtek teljes embridon/larvan beliili
eloszlasdnak megfigyelése, mennyiségi analizise, vagy adott esetben az egyedek
tulélése. Mind ehhez pérosithatdk a kiillonbozd immun- és gyulladds-asszocidlt gének
kifejez6désében megmutatkozo eltérések. Igy képet kaphatunk arrél, hogy az adott
xenobiotikumnak valé embrionalis kitettség milyen mértékben képes megvaltoztatni
egy szisztémas gyulladasos reakciot, és kovetkeztetéseket vonhatunk le a vizsgalati
anyag immunkompetenciat befolyasold hatasairol (Lee et al., 2013; Yang et al., 2014).

Tovabbi nem-invaziv modszerként jelenik meg a réz-szulfat altal indukalt
lokalis gyulladds. Ennek soran az embriok/larvdk oldalvonal szervét alkoto,
szOrsejtekbdl allo un. neuromast kozpontok karosodnak. Ezek az érzékeld kozpontok
transzgenikus vonalak vagy egyéb jelolési technikak segitségével mikroszkop alatt jol
lokalizalhatok. Ez lehetdséget ad annak értékelésére, hogy egy xenobiotikum-
expozicio milyen mértékben teszi ,,fogékonnyad” ezeket a neuromast kozpontokat egy
kémiai agens (jelen esetben a réz-szulfat) karosito hatasaval szemben, illetve hogyan
befolyésolja a velesziiletett immunrendszer sejtes elemeinek erre a tipust lokalis
gyulladasra adott valaszreakciojat (d’Alencon et al., 2010; Ghysen & Dambly-
Chaudicre, 2004; Hernandez et al., 2006).
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3. Anyag és modszer

3.1. A zebradaniok tartasi és szaporitasi koriilményei

A kisérletekbe vont embriokat szolgaltatd laboratériumi AB, valamint transzgenikus
Te(mpx:EGFP) és Tg(gatal :dsRED;flkl:GFP) zebradanié vonalak a Magyar Agrar-
és FElettudomanyi Egyetem Szent Istvan Campusan, az Akvakultra és
Kornyezetbiztonsagi Intézetben taldlhatd zebradaniok szamara kialakitott ¢&s
fenntartott Tecniplast ZebTEC recirkulacidés haltartd rendszerben keriiltek
felnevelésre. A sziildallomany 14/10 vilagos/sotét szakaszu megvilagitas mellett, 25,5
+ 0,5 °C hémérséklett, 7,0 £ 0,2 pH értékli, 550 = 50 uS vezetdképességi, sziirt
(mechanikai + szén), UV éltal sterilezett, aramoltatott vizben (rendszerviz), 3 l-es
mobilis medencékben, 5-7 egyed/l egyedstirliséggel volt fenntartva. Az éallomany
takarmanyozasa/etetése naponta, ¢letkornak megfeleld szemcseméretii haltappal (SDS
Zebrafeed), valamint tengeri sorakkal (Artemia salina) tortént. Az ivarérett, felnott
halak szaporitdsa erre a célra kialakitott, véalaszfallal ellatott racsos alju
szaporitomedencékben zajlott. Az ivast kdvetden a leadott ikratétel 10 cm atmerdji,
friss rendszervizet tartalmazd Petri csészékbe lett Osszegylijtve, majd pedig a
termékenytilt és normalis sejtosztodast mutatd embriok fénymikroszkop alatt steril

milanyag Pasteur pipettak segitségével kivalogatasra kertiltek.

3.2.  Embrionalis aflatoxin B1-expozici6 szubletalis koncentraciokkal

Annak érdekében, hogy kijelolhessem az alkalmazandd, viszonylag alacsony,
szubletalis AFB1 koncentracio értékeket, els6ként 120 6rds intervallumra kiterjesztett
Fish embryo toxicity (FET) tesztet végeztem el az OECD 236 iranyelv alapjan. Ennek
soran a 8-16 sejtes stadiumban 1évé zebradanid embriok egyedileg, 24 lyuku
sejttenyésztd lemezekbe keriiltek, 2 ml/embri6 végtérfogattal. A FET tesztben
alkalmazott kezelési koncentraciok (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25 és 0,5 mg/l) dimetil-
szulfoxidban (DMSO) felvett 1 mg/ml-es AFBI1 torzsoldat rendszervizben torténd
higitasaval késziiltek. Az olddszeres kontroll csoport esetén az oldoszer (DMSO)
mennyisége nem haladta meg a 0,01 térfogatszdzalékot. A FET teszt két fliggetlen
kisérlettel, csoportonként harom ismétlésben keriilt kivitelezésre, ismétlésenként 10
egyedet alkalmazva (N = 60/csoport). A teszt sordn naponta feljegyeztem az elpusztult

embriok szamat. A mortalitasi ért€kek alapjan a koncentracid-valasz 0sszefiiggést,
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valamint az 1, 10 és 50 % pusztulast eredményezd AFB1 koncentraciokat (LC1, LC10,
LC50) OriginPro szoftver segitségével hatdroztam meg, az alabbi egyenlet szerint: y
= Al + (A2-Al)/ (1 + 10~ (LOGx0 — x) * p), ahol Al: als6 aszimptdta; A2: felsd
aszimptota (a koncentracio valasz gorbe also €s felso platoi altal kozelitett vizszintes
egyenesek); LOGx0: a fiiggvény kozéppontja; p: Hill koefficiens (a gorbe
meredeksége). A tovabbi kisérletek soran alkalmazott, szubletalis koncentraciok
(0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/l) fels6 hatara az LC10 érték alapjan keriilt kijelolésre.
Az ide vonatkozo AFBI1-expoziciok 10 cm atmérdju Petri-csészékben zajlottak, 25,5
+ 0,5 °C homérsékletet biztositd inkubatorokban, 20 embrié/40 ml, illetve 30

embrid/45 ml végtérfogatban, szintén 120 oras kezelési idovel.

3.3.  Morfologiai elvaltozéasok értékelése

Az embriondlis AFBIl-expozicid végén, a termékenyiilést koveté 120. orat
megeldzden (120 hours post fertilisation, hpf) a zebradani6 larvakat altatasba vittem,
trikain-metanszulfonat (MS-222) rendszervizes oldatanak (168 mg/1) segitségével. Ezt
kovetden mikroszkop (Leica M205 FA, Leica DFC 7000 T kamera, Leica Application
Suite X szoftver, Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag) alatt oldalnézeti
fényképeket készitettem a larvakrol, harom ismétlésben, ismétlésenként 10 egyeddel
(N=30/csoport). A teljes testhosszt, az Gszoholyag oldalnézeti teriiletét és a relativ
bélhosszt a fényképek alapjan Imagel] szoftverrel hatdroztam meg. A larvék
érrendszerében  bekovetkez0 — morfologiai  elvaltozasok  megfigyeléséhez
Tg(gatal:dsRED;flkl:GFP) vér-érrendszer specifikus transzgenikus zebradanid
vonalat alkalmaztam. A kontroll, illetve kezelt csoportok dsszehasonlitasa a fentiekben
leirt mikroszkdpos technikaval késziilt fényképek alapjan tortént, GFP és mCherry

szurdk alkalmazasa mellett.

3.4.  RNS szekvendlas és teljes transzkriptom analizis

A teljes RNS szekvenalast és analizist a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézetében végeztiik. Ennél a vizsgalatnal az embrionalis AFB1-expoziciot
a kijelolt szubletdlis koncentracid sor legmagasabb, LC10 értéket megkozelitd
csoportonként 4 ismétlésben, ismétlésenként 30 larva 200 pl Trizol reagenst

tartalmazé mikrocentrifuga-csovekben (30 larva/csé) homogenizaldsra keriilt, majd
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400 pl-re kiegészitve -80 °C homérsékleten lett eltarolva. Az RNS izolalast
kloroformos elvalasztas/izopropanolos precipitacid/etanolos mosds modszerével
végeztik. Az RNS integritdsat Eukaryotic Total RNA Nano Kit és Agilent
BioAnalyzer automata gélelektroforézis késziilék segitségével hataroztuk meg.
Szekvenalasra azok a mintak keriiltek, ahol az RNS integritas értéke (RNA integrity
number (RIN) value) 7-nél nagyobb volt. Az RNS konyvtar létrehozasa Ultra I RNA
Sample Prep kit segitségével tortént. Ennek sordn elsdként a poli(A)farokkal
rendelkez0 mRNS-t, magneses gyongyokkel konjugalt deoxitimin szekvenciahoz
(oligo-dT) kotottiik, elualtuk, majd pedig fragmentaltuk. Ezt kovetéen random
primerek felhasznalasaval és reverz transzkripcid altal 1étrehoztuk a komplementer
DNS-eket (cDNS). Adapter ligalast kdvetden a szekvenalast Illumina NextSeq500
késziilék segitségével végeztiik el. A nyers szekvenalasi adatokat HISAT2 algoritmus
segitségével illesztettik a zebradani6 referencia genomhoz (GRCzI11). A
differencidltan expresszalt géneket StrandNGS szoftver és DESeql algoritmus
segitségével azonositottuk. Az AFB1 kezelés hatdséra szignifikdnsan érintett bioldgiai
folyamatokat gén-ontologiai elemzéssel (Gene Ontology Enrichment Analysis,

GOEA), Cytoscape/ClueGo szoftverrel (Bindea et al., 2009) értékeltiik.

3.5.  Génexpresszidé meghatarozasa RT-qPCR segitségével

Az egyes, tobbek kozott a transzkriptom analizis eredményei alapjan kijelolt
markergének kifejez0dését reverz transzkripcion alapuld kvantitativ polimeraz
lancreakcioval (RT-qPCR) hataroztam meg. Az AFBl-expozicid végén,
csoportonként 5 ismétlésben, ismétlésenként 30 larvat 200 pl Trizol reagenst
tartalmaz6 mikrocentrifuga-csévekben (30 larva/csd) homogenizaltam, majd 400 pl-
re kiegészitve -80 °C homérsékleten taroltam. Az RNS izoldlast kloroformos
elvalasztas/izopropanolos precipitacid/etanolos mosas modszerével végeztem. Az
izolalt, nukledz-mentes vizben felvett RNS mindségét és mennyiségét NanoDrop One
spektrofotométerrel értékeltem. A cDNS-ek létrehozidsahoz High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit-et hasznaltam. A PCR reakciokat 5x HOT FIREPol
EvaGreen qPCR Supermix segitségével végeztem LightCycler 480 II késziilékben. Az
egyes kezelési/kontroll csoportokhoz tartozd eredményeket az efla haztartasi gén
kifejez0déséhez viszonyitva, normalizalt mRNS szintben fejeztem ki. A vizsgalt

génekhez tartozo primerek szekvencidit az 1. melléklet tartalmazza.
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3.6.  Neutrofil granulocita sejtszam ¢€s eloszlas meghatarozasa

A neutrofil granulocitdk szamszeriisitéséhez ¢és az embridkon/larvakon beliili
eloszlasanak vizsgélatdhoz Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebraddnid reporter vonalat
alkalmaztunk. A teljes larvakra vonatkozd neutrofil granulocita sejtszam (EGFP+
sejtek gyakorisaga) a Debreceni Egyetem Immunologiai Intézetében, fluoreszcencia
aktivalt sejtvalogatas (fuorescence activated cell sorting, FACS) moddszerével
hatdroztuk meg. A vizsgalatot két fliggetlen kisérlettel, csoportonként harom
ismétlésben, ismétlésenként 15 larvaval végeztiik el. Ennek sordn az AFB1-expozicid
végén (120 hpf) a larvékat mikrocentrifuga-csovekbe (15 larva/csd) helyeztiik,
amelyeket jéggel lehiitott vizbe allitottunk az egyedek tulaltatdsa érdekében. Ezt
kovetden a larvakat Ringer-oldatban atoblitettiik, majd pedig 0.25 szazalékos Tripszin-
EDTA segitségével emésztettiik. Az emésztést magzati szarvasmarha szérum (fetal
bovine serum, FBS) és kalcium-klorid hozzaadasaval allitottuk le. A mintakat
centrifugdlast kovetéen (400 g; 5 perc) 5 szazalékos FBS/PBS oldatban
reszuszpendaltuk és 40 um porusméreti sejtsziird kosarakkal atsziirtiik. Az egyes
mintakban az EGFP+ sejtek gyakorisagat 10”5 sejtre vonatkozdéan NovoCyte Flow
Cytometer késziilekkel hataroztuk meg.

A neutrofil granulocitdk larvdkon beliili eloszldsanak értékeléséhez az AFBI1-
expozicio végeén, altatdsban (MS-222, 168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készitettem
a larvakrol GFP sziirdvel felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt,
Leica Application Suite X szoftver altal. A granulocitdk eloszlasat a fényképek alapjan
értékeltem, valamint a szik-bélrendszer teriiletén talalhat6 EGFP+ sejteket Imagel

szoftver segitségével (manualis modon) dsszesitettem.

3.7.  Nitrogén-monoxid termelddés in vivo meghatarozasa

Egy gyulladdsos mediatornak, a nitrogén-monoxidnak larvékon beliili termelédését
fluoreszcens jelet szolgaltatdo diaminofluoreszcein-FM diacetat (DAF-FM-DA) proba
segitségével hatdroztam meg. Az AFBl-expozicid végén a larvakat 96 lyuku,
lyukanként 200 ul, 5 uM DAF-FM-DA oldatot tartalmaz6 sejttenyésztd lemezekbe
helyeztem individudlisan és 25,5 °C-on, sotétben, 1 oran keresztiil inkubatorban
tartottam. Ezt kdvetden a larvékat rendszervizben atoblitettem, majd altatasban (MS-

222, 168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készitettem GFP sziirfvel felszerelt Leica
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M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite X szoftver altal. A
fényképek alapjan ImageJ szoftver segitségével meghataroztam az egész larvara,
valamint a szik-bélrendszer teriiletére korlatoz6do fluoreszcencia intenzités értékeket.

A fluoreszcencia intenzitasa aranyos a nitrogén-monoxid termelddés mértékével.

3.8. Aminosav analizis

Az L-arginin tartalmat ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografids (UPLC)
modszerrel hatdroztuk meg. Az AFBl-expozicio végén a 120 oOras larvakat
mikrocentrifuga-csovekbe gytijtottikk, meghataroztuk a nedves tomeget, majd
homogenizaltuk a larvdkat (30 larva/csd, 3 ismétlés/csoport). A homogenizalast
centrifugalas (20000 g, 10 perc), a feliilliszé atsziirése (3kDa-os szlird), majd pedig
vakuumos szaritadsa (SpeedVac, Thermo Scientific) kdvette. A derivatizalast AccQTag
Ultra kit segitségével végeztiik. A mintdk mérését és analizalast 2 belsd ismétlésben

UPLC késziilékkel (H-Class, Waters) ¢s Empower szoftverrel végeztiik.

3.9.  Farokuszé sebzésén alapulo gyulladdsos modell

A farokuszd sebzését Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebradanid reporter vonalon
végeztem, amely lehetdvé teszi a neutrofil ganulocitak sebzg€s teriiletére vandorlasanak
in vivo monitorozasat. Az embrionalis AFB1-expozicidt kovetden, 108 hpf-nél a
larvakat altatasba vittem (MS-222, 168 mg/l), majd mikroszkép alatt steril
borotvapengével a farokuszo-véget a larva tengelyére merdlegesen, a gerinchir vége
vagassal eltavolitottam. Ez utdn a larvék friss rendszervizet tartalmazd 24 lyuku
sejttenyésztd lemezekbe keriiltek, individudlisan. A sebzést kovetd 4. és 12. ordban a
larvakrol oldalnézeti fényképeket készitettem GFP sziirdvel felszerelt Leica M205 FA
fluoreszcens mikroszkdp alatt, Leica Application Suite X szoftver altal. A sebzés
teriiletére vandorolt neutrofil granulocitdk mennyiségét a fényképek alapjan manualis
sejtszamolassal Osszesitettem, 5 fliggetlen kisérletben, csoportonként 10 larvaval

(N=50/csoport).
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3.10. A szikzacsko lipid tartalmanak mérése

A larvék, els6sorban azok szikzacskodjanak neutralis lipidtartalma kozti kiillonbségeket
Oil-Red-O (ORO) festéssel hataroztam meg. Az AFBI-expozici6é végén (120 hpf) a
larvakat jéggel fokozatosan lehiitott rendszervizben tulaltattam, PBS-el atoblitettem,
majd 4 % (v/v) paraformaldehidben, 4 °C-on, 6 6ran keresztiil fixaltam azokat. A
fixalast kovetéen 1 g/ ORO izopropanolos (60%) oldatdban a larvakat
szobahOmérsékleten 2 oran keresztiil mikrocentrifuga-csovekben inkubaltam. A
festést PBS-el torténd atoblités kovette, végil az egyedek 1épcsdzetes modon, 95
szazalékos glicerinbe keriiltek. Az ORO altal festett 1larvakrol, mikroszkop (Leica
M205 FA) alatt egységes megvilagitasi (fehér) hattérrel oldalnézeti képeket
készitettem. Az egyes csoportokhoz tartozé larvak szikzacskoinak lipid tartalma kozti
kiilonbségeket optikai denzitas méréssel hataroztam meg ImagelJ szoftver segitségével,
»Rodbard”-kalibraciét kovetden (https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

A festést két ismétlésben, csoportonként 10 larvaval végeztem (N=20/csoport).

3.11. Emésztéesatorna funkciondlis in vivo vizsgélata fluoreszcens
mikrogyonggyel

Az emésztorendszer karosodasanak egyik vizsgalatat a fluoreszcens mikrogyongy-
assay képezte. Ennek sordn reverz ozmdzis (RO) vizzel dtmosott, centrifugélt és tijra
szuszpenzidba vitt (2,5 %), fluoreszcens jelet kibocsatd, atlagosan 2 pm atmérdji
mikrogyongyoket (carboxylate-modified polystyrene latex beads, fluorescent red,
Sigma-Aldrich) alkalmaztam. Az AFB1-expozicid végén, két fliggetlen kisérletben,
csoportonként 10 larvat (N=20/csoport) 0,025 szazalékos mikrogydngy szuzpenziot
tartalmaz6 mikrocentrifuga-csévekbe helyeztem (5 larva/csd) és 3 oran keresztiil 25,5
°C-on, a centrifuga-csoveket nyitott allapotban hagyva inkubaltam. Az inkubalast
kovetoen a lavakat friss rendszervizben tobbszor atoblitettem, eltavolitva a
mikrogyongyoket a vizes kozegbdl, majd pedig altatasban (MS-222, 168 mg/l)
oldalnézeti fényképeket készitettem az allatokrol mCherry sziirével felszerelt Leica
M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite X szoftver altal. A
garat-régioban, valamint a bélcsatornaban felhalmoz6dd mikrogyongyok 4ltal

kibocsatott fluoreszcens jelet Imagel szoftver altal szamszertsitettem.
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3.12. Statisztikai értékelés

A kisérletek soran sziiletett adatok normalitas-vizsgalatat Shapiro-Wilk probaval
végeztem. A csoportok kozotti statisztikai kiilonbségeket a normalitas-vizsgalat
eredményétol fiiggden egyszempontos paraméteres ANOVA-val és Dunnett-féle post
hoc teszttel, vagy egyszempontos nem-paraméteres ANOVA-val (Kruskal-Wallis
teszt) és Dunn-féle post hoc teszttel értékeltem. Az eredményeket atlag + szoras
formaban mutattam be. A transzkriptom analizis soran a szignifikdns mértékben
differencialtan expresszalt géneket korrigalt T-proba (Moderated T-test) és Benjamini-
Hochberg FDR korrekcid segitségével hataroztuk meg. Statisztikailag igazoltan

szignifikans kiillonbséget p <0,05 szinten allapitottam meg.

3.13. Bioetikai allasfoglalas

A doktori munka soran elvégzett kisérletek megfelelnek az Eurdpai Parlament
¢s a Tanacs tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl sz6lo 2010/63/EU
iranyelveinek, amelynek hatidlya ald tobbek kozott ,,az Onalldéan taplalkozo
larvaallapotu allatok™ tartoznak. A doktori munka kisérleteihez Onalldan nem-

taplalkozo6 stadiumu zebradanidkat hasznaltunk fel.
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4. Eredmények

4.1. A szubletdlis aflatoxin B1-expozicio larvak morfologiajara és teljes
transzkriptomra gyakorolt hatasai

A viszonylag alacsony, szubletalis AFB1 koncentraciok a 120 orara kiterjesztett
FET teszt soran tapasztalt mortalitdsi aranyok alapjan keriiltek kijelolésre. Az ide
vonatkoz6 koncentracio-valasz gorbe alapjan meghatarozott, 120 o6rara vonatkoztatott
letalis koncentracio értékek az alabbiak szerint alakultak: LC1 = 0,081 mg/l; LC10 =
0,108 mg/l; LC50 = 0,141 mg/1 (5. A éabra). Az alkalmazott szubletalis koncentracio-

sorozatot az LC10 (0,108 mg/1) érték alapjan az alabbiakban hataroztuk meg: 0,025;
0,05; 0,075 és 0,1 mg/1 (5. B abra).

A B
szubletalis (<LC10)
embrionalis AFB1-expozicio
100 A I 1
4 hpf 120 hpf
*2e9®
2 50 )/ =
]
=
o]
E
O -

0.01 0.1 1
AFB1 koncentracid (mg/l) morfologiai eltérések detektalasa
(teljes testhossz, uszoholyag mérete)

LC50 (95% CL) = 0.141 (0.117-0.166) mg/l
LC10 (95% CL) = 0.108 (0.086-0.131) mg/l
LC1 (95% CL) = 0.081 (0.031-0.131) mg/l

5. abra. A) Koncentracio-valasz gorbe és az ahhoz tartozo letalis koncentracio (LC) értékek a
120 orara kiterjesztett Fish Embryo Acute Toxicity (FET) teszt soran tapasztalt mortalitasi
aranyok alapjan. B) Az LC10 érték alapjan kijeldlt, szubletalis koncentraciokkal torténd
embrionalis AFB1-expozicié sematikus abraja. hpf: hours post fertilization.

Az embrionalis AFBI-expozici6 nem eredményezett drasztikus morfoldgiai
elvaltozasokat az embriokban/larvdkban, azonban enyhe mértékii, de statisztikailag
mar igazolhaté csokkenés mutatkozott a teljes testhosszban 0,1 mg/l koncentracid
esetén. Mindemellett egy jelentdsebb, koncentracid-fiiggd csokkenés volt

tapasztalhat6 az iszohdlyag méretében (6. A-C abra).
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6. abra. Szubletalis, embrionalis AFB1-expozicié hatasa a 120 éras zebradanio larvak
morfolégiajara. A) Oldalnézeti fényképek a 120 6ras larvakrol a kezelést kovetden. A piros
nyil az Gszoholyagot jeloli. B) Az AFB1-expozici6 hatasa a larvak teljes testhosszara. C) Az
AFBI1-expozici6 hatasa az iszo0holyag méretére. A diagramok atlagot és szorast jelolnek. *:
statisztikailag igazolt kiilonbség az oldoszeres kontrollhoz (DMSQO) viszonyitva (p <0,05).
hpf: hours post fertilization.

Ezt kovetden, teljes RNS szekvendlds és transzkriptom analizis segitségével
mélyebb betekintést nyertiink a larvdk AFB1-expozici6 éltal befolyasolt kiilonb6zd
bioldgiai folyamataiba. 1216 gén mRNS szintli kifejezédése valtozott meg
szignifikans mértékben (differentially expressed genes, DEGs) a kezelés hatasara (0.1
mg/l). Ezen differencialtan expresszalt gének koziil 829 csokkent, mig 387 fokozott
kifejezddést mutatott az AFB1 kezelt larvakban (7. abra).
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7. abra. Szubletalis (LC10), embrionalis AFB1-expozici6 teljes transzkiptomra gyakorolt
hatasai a 120 oras zebradanio larvakban. A teljes RNS-szekvenalas altal azonositott
differencialtan expresszalt gének ,,hotérképe”.

A gén-ontologiai elemzés szamos, szignifikans mértékben indukalt vagy gatolt
biologiai folyamatot azonositott. Az indukalt gének kozott az immunrendszer- és
gyulladas-kapcsolt folyamatokban kulcsszerepet jatszd géncsoportok kimagaslo
feliilreprezentaltsaga volt kimutathatdé (8. A 4&bra). A gatolt gének esetén
legjelentdsebb mértékben a redox ttvonalak és szamos anyagcsere folyamat — kiilonos
tekintettel a lipid és szerves sav anyagcserére — érintettsége mutatkozott meg (8. B
abra).

Osszefoglalva tehat, a szubletalis AFB1-expozici6 nem okozott drasztikus
morfologiai eltéréseket, mindemellett azonban jelentds, teljes transzkriptom szintii

valtozasokat eredményezett az embriondlis fejlodés végére a zebradanio larvakban.
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8. dbra. Szubletilis (LC10), embrionalis AFB1-expozicié teljes transzkiptomra gyakorolt
hatasai a 120 6ras zebradanio larvakban. A) Az AFBI altal legszignifikansabb mértékben
indukalt és B) represszalt elsé 10 bioldgiai folyamat, és az azokhoz tartozo differencialtan
expresszalt gének mennyisége.

4.2. Az aflatoxin B1 velesziiletett immunrendszerre gyakorolt hatasai

A teljes transzkriptom analizis soran sziiletett eredmények alapjan a kovetkez6kben az
embriondlis AFB1-expozici6 velesziiletett immunrendszerre ¢és gyulladasos
folyamatokra gyakorolt hatasainak vizsgdlatara fokuszaltunk. Ennek érdekében
elsdként négy immunvalasz-asszocialt gén (interleukin 1B, i//f; matrix
metallopeptidaz 9, mmp9; kemokin (C-X-C motivum) ligand 8b 1, cxcl8b. I; kemokin
(C-X-C motivum) ligand 18b, cxc/i8b) kifejez6dését vizsgaltam RT-qPCR
segitségével. Osszhangban az RNS-szevenalas eredményeivel (9. A abra), az AFBI
kezelés a kivalasztott markergének jelentds mértéki, koncentracio-fiiggd indukalasat

vonta maga utdn (9. B 4bra).
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9. abra. Az AFBI1 hatasa az immun- és gyulladas asszocialt gének kifejezodésére a 120 oras
zebradanio larvakban. A) Teljes RNS-szekvenalas altal azonositott differencidltan expresszalt
immun- és gyulladas asszocialt gének ,hotérképe”. Piros csillag jeldli az RT-qPCR-hez
kivalasztott géneket. B) Az immun-specifikus géncsoport RT-qPCR altal meghatarozott
kifejezodése. A diagramok atlagot és szorast jelolnek. *: statisztikailag igazolt kiillonbség az
oldoszeres kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p <0,05).

A tobbek kozott fontos neutrofil granulocita kemoattraktans faktorokat (cxci/8b.1,
cxcl18b) is felvonultaté immunvalasz-asszocialt géncsoportok szignifikédns indukcioja
alapjan feltételezhetéveé valt az AFB1-expozicio granulociték eloszlasat, mennyiségét,
viselkedését moduldlo hatasa. Mindezek in vivo és in vitro vizsgalatdhoz neutrofil
granulocita specifikus transzgenikus zebradanié vonal allt rendelkezéstinkre. A 120
oras larvakrol késziilt fényképek alapjan megfigyelhetévé valt, hogy az AFB1 kezelés
hatdsara a neutrofil granulocitak eloszlasa a larvakon beliil megvaltozik, diffaz jellegli
szorddast eredményezve (10. A ébra). Mindemellett, a larvak szik-bélrendszerének
teriiletén a neutrofil granulocitdk fokozott felhalmozddasa mutatkozott meg. Mivel az
embriok/larvak ezen régidja jol lokalizalhatd és koriil hatarolhato, ezért Gsszesitettem
a szik-bélrendszer teriiletén akkumulaldédott granulocita sejtek szamat, amely

0,025-0,075 mg/l koncentraci6 tartomanyban erdteljes ndovekedést mutatott (10. B
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abra). Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy az AFB1 expozicio kihatassal van-
e a teljes neutrofil granulocita sejtszdmra a larvakban. Az EGFP+ sejtek fluoreszcencia
aktivalt sejtvalogatas (FACS) altal meghatarozott gyakorisdga csak a legmagasabb,
0,1 mg/l-es kezelési koncentracido esetén csokkent szignifikans mértékben a

kontrollhoz viszonyitva (10. C 4bra).
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10. abra. Szubletalis, embrionalis AFB1-expozicié6 neutrofil granulocitak eloszlasara és
mennyiségére gyakorolt hatasa a 120 6ras zebradani6 larvakban. A) Oldalnézeti fényképek
Tg(mpx:EGFP) larvakrol AFB1 kezelést kovetoen. B) AFB1 hatasa a neutrofil granulocitak szik-
bélrendszer teriiletén torténd felhalmozodasara. C) AFB1 hatasa a neutrofil granulocitak teljes
larvakon beliili gyakorisagara. A diagramok atlagot és szorast jelolnek. *: statisztikailag igazolt
kiilonbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p <0,05).

Az embrionalis AFBl-expozici6 immunmoduldns potencialjanak tovabbi,
részletesebb feltérképezése érdekében farokuszd-sebzésen alapulo, in vivo, lokalis,
steril gyulladdsos modellben vizsgaltam a neutrofil granulocitak valaszreakcidjat (az
alkalmazott kisérleti rendszert a 11. A abra mutatja). Ennek soran jelentds mértekdi,
koncentracio-fiiggd csdkkenés volt tapasztalhatd az AFB1-kezelt larvaknal a sebzés
teriiletére vandorld granulocitdk mennyiségében, a sebzést kdvetd 4., valamint 12.

oraban egyarant (11. B és C abra).

52



C
12- .
c 4 hpi
o I 1
o
=
o
2 *
§ e
| 3 *
Sl © 12 hpi
E’ g [ 1
- T
m w
< 5 4
T *
w
+ *
o
w
(D ’L
= T T T Ji T J._
DMSO 0.025 0.05 0.075 0.1 DMSO 0.025 0.05 0.075 0.1
AFB1 (mg/l) AFB1 (mg/l)

DMSO

e ——

e S

.,

AFB1
(0.075 mg/l)

11. abra. Szubletalis, embrionalis AFB1-expozicié hatisa a neutrofil granulocitak lokalis
gyulladasra adott valaszara és az érrendszer morfologidjara 120 oras zebradanio
larvakban. A) A farokusz6 sebzésén alapuld gyulladasos modell sematikus abraja. B)
Oldalnézeti fényképek a Tg(mpx:EGFP) larvék farokuszo régiojarél AFB1 kezelést és
farokuszo sebzést kovetdéen. C) Az AFB1 hatasa a neutrofil granulocitak sebzés teriiletén
torténd felhalmozodasara. D) Oldalnézeti fényképek Tg(gatal:dsRED,flkl1:GFP) larvak
farokuszo régiojarol AFB1 kezelést kovetden. A diagramok atlagot és szorast jeldlnek. *:
statisztikailag igazolt kiilonbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyitva, (p <0,05). hpi: hours post

injury.
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Mindez felvetette az érrendszer AFB1-altali sériiléseinek, és ezen keresztiil a
granulocita vandorlas befolydsolasanak a lehetdségét. A vér-érrendszer specifikus
transzgenikus zebraddnié vonal vizsgalata soran azonban nem tapasztunk jelentds
mértéki eltéréseket a kontroll és a kezelési csoport kozott az érrendszer

A szubletdlis AFBIl-expozicid tehat egyrészt Onmagdban egy szignifikans
mértékii gyulladast indukalt az embridkban/larvakban, amely egyiitt jart a neutrofil
granulocitak eloszldsanak és gyakorisaganak megvaltozasaval, masrészt pedig jelentds
kihatassal volt ezeknek az immunsejteknek egy indukalt, lokalis gyulladasra adott

valaszreakciojara.

4.3. Az aflatoxin B1 nitrogén-monoxid termelddésre és L-arginin tartalomra
gyakorolt hatasai

A fentickben  bemutatott  pro-inflammatorikus  hatdsok  tovabbi
karakterizalasdhoz egy gyulladdsos mediator, a nitrogén-monoxid termelédésének
vizsgalatara keriilt sor. A nitrogén-monoxid fontos szerepet jatszik a kiilonb6zd
patogén agensek vagy testidegen anyagok elleni immunvalaszban, amelynek soran
termelddését a velesziiletett immunrendszer egyes sejtes elemeinek indukélhato
nitrogén-monoxid-szintdz enzimjei (iNOS) biztositjdk. A 120 O6ras larvakban
fluoreszcens proba segitségével torténd in vivo nitrogén-monoxid produkciod
detektalasakor erdteljes mértékii, koncentracio-fiiggd novekedés mutatkozott az AFB1
kezelés hatdsara a kontroll csoporthoz képest (12. A ¢és B abra). Emellett,
hasonloképpen a neutrofil-granulocitdk szik-bélrendszer teriiletén torténd intenziv
felhalmozodasahoz, a nitrogén-monoxid termelddés kifejezetten nagy mértéki

Mivel az iNOS a nitrogén-monoxid eldallitdsahoz szubsztratként L-arginint
hasznal fel, a kovetkezokben meghataroztuk a teljes larvak nedves testtomegre
normalizalt ~L-arginin tartalmat. Osszhangban a nitrogén-monoxid szint
novekedésével, az AFB1 kezelésen atesett embrioknal szignifikans mértékii csokkenés
volt tapasztalhato az L-arginin tartalomban (12. D-E 4bra). Osszességében tehat
elmondhato, hogy a szubletdlis AFBI-expozicid egy nitrogén-monoxid termelddés
fokozodéasaval és L-arginin szint csOkkenésével egyiitt jard gyulladasos reakciot

eredményezett a larvakban.
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4.4. Az aflatoxin B1 emésztérendszerre gyakorolt hatasai

Ahogy a fentiekben leirt eredmények alapjan lathattuk, a granulocita
felhalmozodas és nitrogén-monoxid termelddés tekintetében a szik-bélrendszer egy
kifejezetten érintett terliletként jelentkezett az AFB1 kezelés hatasara. Mindemellett,
a mikroszképos fényképek elemzése sordn a kezelt larvdk bélcsatorndjanak
alulfejlettségére utalo jeleket is detektaltunk. Tovabba, az RNS szekvenalas altal
felderitett szignifikans mértékben differencialtan expresszalt gének kozott szamos, az
emésztorendszer fejlodésében kulcsszerepet jatszd gén (claudin 15a, clda; aldehid-
dehidrogenaz 1 A2, aldhla2; dehidrogenaz/reduktaz-(SDR csalad) 9, dhrs9;
plazmolipin, pllp; caudal type homeobox 1b, cdx1b) szerepelt (13. A abra). Ez utobbi
két gén (dhrs9, cdx1b) jelentés mértékli redukcidja mutatkozott meg azok RT-qPCR
altal torténd validalasa soran a 0,05, 0,075 és 0.1 mg/l AFBI1 koncentraciokkal kezelt
csoportokban (13. B abra).

Az emésztérendszer karosodasanak tovabbi feltérképezése érdekében elsdként
meghataroztam a larvak nyeldcsove €és végbélnyilasa kozotti tavolsagot, mint ,,relativ
bélhosszt” (nincs elkiiloniilt gyomor), amely mar a legalacsonyabb, 0,025 mg/l
koncentracion is szignifikdns csokkenést mutatott (13. C é&bra). Ezt kdvetden az
emésztorendszer bizonyos mértékli funkcionalis-anatomiai eltéréseinek becslésére
alkalmas vizsgalatot végeztem el fluoreszcens mikrogyongyok segitségével. Az AFB1
expozicion atesett 1arvaknal a mikrogyongydk a legalacsonyabb kezelési koncentracio
esetén (0,025 mg/l) csokkent mértékben, a tobbi koncentracidhoz tartozd csoport
esetén pedig szinte alig keriiltek be a bélcsatorndba, ellentétben a kontroll csoporttal
(13. D-E abra). Erdekes médon, a bélcsatorna drasztikusan alacsony mikrogyongy
tartalma a magasabb koncentracioknal (0,075; 0,1 mg/l) a széj-garat régidban torténd
igen erdteljes — a larvak legalabb 55 szazalékanal bekovetkezd — mikrogydngy
akkumulaciéval parosult (13. D, F &bra).

A szubletalis AFBIl-expozici6 tehat jelentés mértékben befolydsolta az

emésztdcsatorna normalis kialakulasat az embrionalis fejlédés soran.
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4.5. Az aflatoxin B1 szikbdl torténd lipid-mobilizacidra gyakorolt hatésa

A teljes larvakbol torténd transzkriptom analizis eredményei felhivtak
figyelmiinket az AFB1 kiilonb6z0, foként az energiaszerzésre iranyuld metabolikus
utvonalakat gatlo hatasara. Ide vonatkozoan kiemelkedtek a lipid anyagcserében és
transzportban szerepet jatszé folyamatok. Mindemellett, a szik-bélrendszer jelentds
mértékii érintettsége mutatkozott meg az AFB1-indukalt gyulladds soran. Mindez
alapjan feltételezhetové valt, hogy az embrionalis AFB1-expozicid szamottevo
mértékben képes befolyasolni a szikanyagok mobilizdlodasat/hasznosulasat. Ennek
tovabbi megismeréséhez Fraher és mtsai. (2016) altal azonositott, a zebradani6 szik-
lipid anyagcserében ¢€s transzportban kulcsszerepet jatszd géncsoportot (gene set)
alapul véve elsdként géncsoport dusulasi analizist (Gene Set Enrichment Analysis,
GSEA) végeztiink el a teljes RNS-szekvenalas altal nyert adatokon. A GSEA az AFB1
expozicid hatdsara alulexpresszalt lipid metabolizmus és transzport-asszocialt gének
szignifikans feldisulasat mutatta ki (False Discovery Rate, FDR <0,1; Normalized
Enrichment Score, NES: -1,53) (14. A és B abra). Ezek koziil négy gén (mikroszomalis
triglicerid transzfer fehérje, mip; apolipoprotein A-IVa, apoa4a; apolipoprotein Bb
tandem duplicate 1, apobb.l; zsirsavkotd fehérje 1b-1, fabplb.1) mRNS szintli
kifejezodését tovabb vizsgaltuk RT-qPCR segitségével, validalva az RNS-szekvenalas
eredményeit. Az mitp, apoada €és apobb.l gének esetén 0,025 mg/l koncentracional
enyhe, mig 0,05, 0,075 és 0,1 mg/l koncentraciokndl egy jelentdsebb mértékdl,
szignifikans csokkenés volt tapasztalhato a génkifejezOdésben. A fabplb.l gén
tekintetében mar a 0,025 mg/l koncentraciondl is egy erdteljesebb, a magasabb
értékeknél pedig drasztikus mértékli gatld hatas mutatkozott meg (14. C abra).

Annak érdekében, hogy a szikbdl torténd lipid-mobilizacidt érintd valtozasokat
tovabb karakterizaljuk, a teljes larvak Oil-Red-O alapt lipidfestését végeztem el,
amely képet adott a neutralis lipidek larvakon beliili eloszlasarol, és lehetdvé tette a

szik-bélrendszer teriiletének optikai-denzitason alapul6 lipid-tartalom becslését.
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Osszhangban a molekuldris-biologiai vizsgalatok eredményeivel, az AFBI
kezelés hatdsara szignifikans, koncentracio-fiiggd novekvo tendenciat tapasztaltunk a
szik-bélrendszer terliletén mért optikai denzitdsban, amely a szikbdl torténd lipid-
felhasznalas képességének csokkenésére utalt (15. A és B abra).

Osszegezve a fenti eredményeket, a szubletdlis AFBIl-expozicid jelentds
mértékil kihatdssal volt a fejloédé embridk lipid-anyagcseréjére és a szikben raktarozott

lipidek mobilizéciodjara.
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15. abra. Szubletilis, embrionalis AFB1-expoziciéo lipid mobilizaciora gyakorolt hatasai
zebradanio larvakban. A) Oldalnézeti fényképek a 120 oras larvakrol lipid-festést kovetoen. B) Az
AFBI hatasa a szik-bélrendszer teriiletén 1évo lipidek mennyiségére. A diagramok atlagot és szorast
jelolnek. *: statisztikailag igazolt kiilonbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyitva (p <0,05).
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az AFBI1 az egyik legnagyobb human- ¢és allategészségiigyi kockazattal bird
penészgombatoxin. Embriotoxikus hatasat ugyan mar a 1960-as években kimutattak,
de az emlésok és az ember esetén az embrionalis AFB1-kitettség altal okozott kéaros
hatasok nem minden részlete ismert. Tobb kutatds hivta fel a figyelmet a terhes anyak
emelkedett AFBI1 terheltsége és az alacsony sziiletési suly, illetve csokkent ndvekedési
rata kozotti 6sszefiiggésekre (Shuaib et al., 2010; Turner et al., 2007). Egyes munkak
vizsgéltdk ugyan a humdn prenatdlis AFBI1-kitettség bizonyos immunologiai
kovetkezményeit az utdédokban, azonban e teriileten viszonylag még kevés eredmény
all rendelkezésiinkre (Hernandez-Vargas et al., 2015). Az AFBI1-kitettség pre- és
posztnatalis kovetkezményei mogott huzodo lehetséges folyamatok koziil Smith és
mtsai. (2017) az aldbbiakat emelik ki:

a) pro-inflammtorikus citokin termelés indukcioja az anyaban, a placentaban és a
magzatban; szisztémas gyulladasos folyamatok kialakulasa;
b) a bélrendszer gyulladdsa és a bél-barrier kérosoddsa az anydban és a
magzatban;
c) aplacenta és a magzat fejlodésének megzavarasa.
Mindez olyan vizsgalatok elvégzését szorgalmazza, amelyek tobbek kozott a
fentiekben vazolt szempontokat is figyelembe véve minél részletesebb modon hozza
tudnak jarulni az embriondlis AFBI1 kitettség biologiai kdvetkezményeinek
megismeréséhez. A zebradanié egy alkalmas alternativat nyajt az AFB1 embrionalis
hat4sainak komplex vizsgalatdhoz az in vitro modellek és az emlds rendszerek kozott.
Noha a zebradani6 embri6é nem alkalmas az anya-placenta-magzat kdlcsonhatdsainak
¢és az AFB1 expoziciobol adodd kozvetett anyai hatasoknak a modellezésére,
ugyanakkor a toxin direkt embriondlis hatdsai jol nyomon kovethetok ¢és
feltérképezhetok ezen modellrendszer segitségével. Jelen doktori munka a relative
alacsony, szubletalis AFB1 koncentraciok altali direkt embriotoxicitas atfogo, tobbek
kozott morfologiai, molekularis bioldgiai €s immunologiai értékelését végezte el.

Az AFBI1 zebraddni6 embridkon torténd ez idaig sziiletett vizsgalatai elsdsorban
neurotoxikus €s hepatotoxikus hatasok feltérképezésére fokuszaltak (Park et al., 2020;
Wu et al., 2019; Zhou et al., 2017; Zuberi et al., 2019). Ezen kutatdsok soran
megmutatkozd mortalitasi értékek a legtobb esetben dsszhangban vannak az altalunk

tapasztaltakkal, mindemellett fontos megjegyezni, hogy ezek az értékek altalaban
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eltér0 expozicidos ablakban végzett tesztek alapjan sziilettek. Az altalunk
meghatdrozott 120 6rds expozicidra vonatkoz6 LC50 és LC10 érték 0,141, illetve
0,108 mg/1 volt. Wu és mtsai. (2019) hozzank hasonldan, nem tapasztaltak mortalitast
az altalunk becsiilt LC10 érték alatti, hasonld felbontasu koncentracio tartomanyban
az embrionalis fejlédés iddszaka alatt. Zuberi €s mtsai. (2019) altal meghatarozott 96
¢és 120 hpf'kozotti expozicids ablakra vonatkozd LC50 érték 0,5 uM = 0,156 mg/1 volt,
mig 24 ¢és 48 hpf kozott ennek kozel négyszerese. Ennek hétterében részben az allhat,
hogy zebradanioban az AFBI-gyet reaktiv metabolittd alakitdé citokrém enzim
(CYP2K6) az embrionalis fejlodés elsoé felében alacsonyabb szinten, az embrionalis
fejlodés végéhez kozeledve (96-120 hpf) pedig egyre intenzivebb mértékben fejezddik
ki (Wang-Buhler et al., 2005).

A szubletalis AFB-expozicid nem eredményezte az embriok/larvak szamottevo
torzuldsat a kezelési id6szak alatt, hasonloképpen Wu és mtsai. (2019) altal leirtakhoz.
Mindazonaltal a teljes transzkriptom szintjén mar jelentds eltéréseket detektaltunk. Az
AFB1 tobb, mint 1200 gén kifejez6dését befolydsolta szignifikans mértékben. A
csOkkent kifejezddést mutatd gének kozott szignifikdnsan feldisultak azok a
géncsoportok, amelyek pl. az oxidoreduktdz ¢s monooxigenaz aktivitasban, illetve az
energiaszerzé metabolikus utvonalakban jatszanak fontos szerepet. Az oxidoreduktaz
aktivitasu enzimek koziil egyesek reaktiv szabadgyok-képzddést eredményeznek (pl.
xantin oxiddz), ezzel szemben szdmos kulcsszerepet tolt be a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) elimindlasaban (pl. szuperoxid dizmutdz, glutation-
peroxiddz, NADPH-kinon-oxidoreduktdz) (Battelli et al., 2016; Ngoka, 2008).
Mindemellett pl. a mitokondrialis elektron-transzportlanc I-es komplexének (NADH:
ubikinon oxidoreduktaz) diszfunkcidja is erdteljes oxidativ stressz kialakuldsat
eredményezheti (Emelyanova et al., 2016; Koopman et al., 2007; Kussmaul & Hirst,
2006). Az alkohol altal indukalt oxidativ stressz majban torténd kialakulasanak egyik
kozremitkddo faktoraként tartjak szamon a citokrom P450-oxidoreduktaz és glutation-
reduktaz enzimek gatlasat (Dong et al., 2014). Tovabba, a humén hepatocellularis
karcinoma egyik velejarojaként azonositottdk a maj oxidoreduktdz aktivitdsdnak
jelentds csokkenését (Ngoka, 2008). A hepatokarcinogén potenciallal is rendelkezd
AFB1 ROS-indukél6 képességérdl megannyi kutatas ad tanubizonysagot (An et al.,
2017; Mary et al., 2012; Ubagai et al., 2008; Wang et al., 2017), ezért jelen doktori
munka elsdsorban nem ennek a teriiletnek a karakterizdldsdra fokuszalt.
Osszességében azonban elmondhatd, hogy a transzkriptom analizis soran 147, az

oxidoreduktaz aktivitasban kézremiikodd gén kifejezédésének csokkenését mutattam
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ki 120 6ras zebradanié larvakban az AFB1 kezelés hatasara, amely 6sszhangban van
a toxin ismert oxidativ stressz indukalé képességével.

Az embrionalis, szubletdlis AFB1-expozicid6 metabolomra kifejtett hatasaival
kapcsolatban meglehetésen kevés informacio érhetd el a szakirodalomban,
ugyanakkor felnott egereken €s patkanyokon végzett ilyen iranya kutatasok széles
kort, gliikoz, aminosav és lipid anyagceserét egyarant érintd valtozasokrol szamolnak
be (Kimbrough et al., 1992; Lu et al., 2013; Zhang et al., 2011). Ezt a képet jelentds
mértékben visszatiikr6zi a doktori munka embridkon elvégzett transzkriptom
analizisének eredménye, amely a kiilonb6z6 szerves-sav, lipid és szénhidrat
anyagcserében  kulcsszerepet jatsz6  géncsoportok  szignifikansan — csokkent
kifejez6désérdl ad szamot.

Az embrionalis AFB1-kezelés kovetkeztében fokozott mRNS kifejezddést
mutaté gének kozott kimagasld mértékben dusultak fel az immunvélaszban és
gyulladasos folyamatokban kozremikodd géncsoportok. Mindez egyiitt jart a teljes
embriokon/larvakon beliili neutrofil granulocitdk erételjes diffuz szordodasaval és
emelkedett nitrogén-monoxid termelddéssel, amely a szik-bélrendszer teriiletén
kiilondsen intenzivnek bizonyult. Dey ¢és Kang (2020) AFBl-kezelt 6 napos
zebradanio larvak vizsgalata sordn szintén a szik-bélrendszer teriiletén detektalt
jelentds mértéki ROS képzddést. Emellett, a megndvekedett nitrogén-monoxid
termelddéssel dsszhangban, csokkent L-arginin szintet tapasztaltam. Az AFB1 tehat
egy szisztémas jellegli gyulladasos reakciot inditott el a fejldd6é embridkban/larvakban.
Tovéabba, a lokdlis gyulladdson alapuld modellben szignifikins mértékben
csokkentette a neutrofil granulocitdk sebzés teriiletén torténd felhalmozdodasat. A
granulocitak teljes larvakon beliili gyakorisaga csak a legmagasabb alkalmazott (LC10
érték koriili) koncentracion mutatott csokkenést, ugyanakkor a lokalis sebzésre adott
,»csokkent mértékli” valaszreakci6 mar az alacsonyabb koncentracidk esetén is
szamottevo volt. Mindemellett, a larvak érrendszerérdl készilt fényképek értékelése
soran nem figyeltem meg olyan, szemmel lathatd, drasztikus morfoldgiai
elvaltozasokat, amelyek jelentdsen akadalyozhattdk volna a neutrofil granulocitdk
uszoszegélyhez torténd vandorldsat. Ugyanakkor fontos hangstlyozni, hogy a
leukocitak gyulladésos teriiletre torténd migracidja rendkiviil komplex és érzékenyen
szabalyozott folyamat, ahol az érfal-struktira, illetve a kiilonb6z6 kemotaktikus
szignalok és adhézios folyamatok Osszjatéka egyarant tamadéaspontot jelenthet egy
toxin-expozicio soran (Nourshargh & Alon, 2014). Mindezek vizsgéalata azonban

tulmutatott a jelen doktori munka keretein. Hasonloképpen az altalam tapasztaltakhoz,
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a zebradanio embriok/larvak farokuszojanak sebzésén alapuld gyulladasos modell
alkalmazasa sordn tobb xenobiotikum — pl. egy ndvényvédd szer keverék, a
famoxadon-cimoxanil (Cheng et al., 2020), illetve az egyes kozmetikumokban is
eléforduld eziist nanorészecskék (R. J. Chen et al., 2021) — esetén is megmutatkozott
a neutrofil granulocitdk mozgositasanak/vandorlasanak moduléalasa. Relative kevés
informaci6 érhetd el a szakirodalomban az AFB1 neutrofil granulocitdkra gyakorolt
hatésairol, elsésorban in vitro vizsgalati eredmények sziilettek, amelyek a granulocitak
fagocitotikus illetve enzimatikus aktivitasanak csokkenésérol adnak szamot (Mehrzad
et al., 2011; More et al., 2005; Sahoo & Mukherjee, 2001b). Osszefoglalva doktori
munkam ide vonatkoz eredményeit, a szubletalis, embrionalis AFB1-expozici6 pro-
inflammatorikus ¢s immunmodulans hatdsokat eredményezett a 120 6ras zebradanid
larvakban.

Ahogy mar fentebb emlitésre keriilt, a fejléd6é embridk szik-bélrendszerének
jelentés mértékii érintettsége volt megfigyelhetd az AFB1 altal indukalt gyulladasban.
A zebradanié embrionalis fejlddése soran a szikben tarolt tapanyagok fokozatosan
felhasznalasra keriilnek, a szikzacskd mérete csdkken, teriiletének egy részét pedig
fokozatosan atveszi a fejlddd bélcsatorna. Fontos kiemelni tehat, hogy az embridk
szikrendszere egy metabolikusan aktiv és kiilonb6zd transzport-folyamatokat
felvonultato teriilet (Fraher et al., 2016). Park és mtsai. (2020) szignifikdnsan nagyobb
szik-atmérdket detektaltak az AFB1 kezelt zebradaniéo embridk esetén a kontrollhoz
viszonyitva. Eredményeim emellett a szikben tarolt lipidek anyagcseréjében és
transzportjaban részt vevo géncsoportok gatolt mRNS szintli kifejez6dését mutattak
ki. Mindez felveti az embrionalis tartalék taplaléanyagok
felhasznaldsanak/mobilizalasanak sériilését. Ahogy az varhato volt, a 120 oras larvak
lipid festése visszaigazolta az addigi eredményeket, a szik-bélrendszer teriiletén 1évo
lipidek mennyisége koncentracio-fiiggd novekedést mutatott a kezelés hatasara. Eddig
csak kevés kutatds jelent meg a szakirodalomban, amely az embrionalis AFBI-
expozicid lipid anyagcserére gyakorolt hatdsait vizsgalta, ugyanakkor felndtt
patkanyok vér- illetve mdjmintdinak analizise soran beszdmolnak a lipid metabolizmus
AFBI1 altali megzavarasarol (Rotimi et al., 2017; Ugbaja et al., 2020). Tovabba,
patkdnyoknal az AFB1 eldmozditotta a mdj foszfolipid és koleszterin tartalmanak
novekedését, a zsirszovet gyarapodasat (Singh & Venkitasubramanian, 1975). A m4j
elhizassal egyilitt jard betegségeket kiilonbozd gyulladdsos folyamatok kisérhetik,

amelyek egyrészt megjelenhetnek a fokozott lipid-akkumuldcio  egyik
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kovetkezményeként, illetve a betegség lefolyasat sulyosbitd tényezdként egyarant
(Gao & Tsukamoto, 2016; Ma et al., 2008). Egyes xenobiotikumok szintén
eredményezhetnek gyulladassal egyiitt jard lipid felhalmozddast, mint pl. a felszini
vizekben is megjelend anti-Osztrogenikus tamoxifen zebraddnioknal (Yu et al., 2020).
Az esetlinkben megfigyelt, szik-bélrendszer teriiletére vonatkozd emelkedett lipid-
tartalom ¢és gyulladas ok-okozati dsszefliggésérdl azonban csak tovabbi, részletesebb
feltar6 munka alapjan vonhatunk le kovetkeztetéseket. Tovabba meg kell jegyezni,
hogy az AFBI-kezelés hatdsara kialakult lipid ,,akkumuléci6” jelen esetben
feltételezhetden a szik lipid-raktaranak csdokkent mobilizacidjabol adodott, és nem egy
,»aktiv” felhalmozodés eredménye.

Tobb kutatdmunka is beszamolt az AFBI1 kezelést kovetd emésztdrendszeri
elvaltozasokrol. Patkanyok esetén a bél mikrobiom-asszocialt metabolikus Gtvonalak
megzavarasa (Zhou et al., 2018), egérnél az intesztinalis integrits sériilésén keresztiili
barrier funkcidk defektusai (Gao et al., 2021), brojler csirkéknél a taplaléanyagok
csokkent hasznosulasa mutatkozott meg (X. Chen et al., 2016). Mindemellett, eml6s
¢s madar modellrendszerben egyardnt megnyilvanult az AFB1 altal indukalt
bélkarosodas ¢és gyulladas egylittese, ahol kiilonb6zd anti-inflammatorikus
taplalékkiegészitd anyagok alkalmazasaval csokkenteni lehetett a bélben, illetve a bél-
mikrobiomban okozott elvaltozasok mértékét (J. Chen et al., 2021; Sarker et al., 2021).
Az embrionalis AFB1-kitettség bélrendszerre gyakorolt hat4sair6l és annak hatterérdl
azonban még viszonylag kevés ismeret all rendelkezésiinkre. Vizsgalataim az
embrionalis/larvalis emésztérendszer AFB1 altali kdrosodéasat mutattak ki, amely az
emésztorendszer morfogenezisében kulcsszerepet jatszo gének kifejezédésének
erdteljes gatlasdban, a bélrendszer alulfejlettségében és funkcionalis zavaraban
nyilvanultak meg. Mindez a szik-bélrendszer teriiletén torténd fokozott neutrofil-
granulocita felhalmozodéassal és nitrogén-monoxid produkcioval jart egylitt. Az
embrionalis emésztOrendszer AFB1 altal indukalt elvéltozasai és az ahhoz
asszocialodo gyulladdsos folyamatok ok-okozati dsszefiiggései €és az azok hatterében
allo mechanizmusok azonban tovabbi, részletesebb feltérképezésre szorulnak.

A terhes anyak és vemhes allatok AFB1 kitettsége kiemelten nagy egészségiigyi
kockéazatot hordozhat magédban az utdédra nézve. A prenatalis AFB1-expozicid
biologiai kdvetkezményei azonban még nem teljesen ismertek. Az eddigi, in vitro
tesztek és kiilonbozd modellszervezeteken végzett vizsgélatok, illetve a humén
felmérések eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a sziiletés-, csecsemd-, illetve

gyermekkori fejlédésbéli és immunoldgiai problémak kialakulasdhoz jelentds
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mértékben hozzajarulhat az AFB1 pro-inflammatorikus, immunmoduléns,
gasztrointesztinalis rendszert karositd, valamint a szénhidrat, lipid és aminosav
anyagcserét befolydsold képessége (Smith et al., 2017). Doktori munkam az LC10 és
az alatti AFB1 koncentraciok direkt embrionalis hatdsainak viszonylag atfogdbb
feltérképezését tlizte ki célul, amelyhez tobbek kozott a preklinikai gyogyszer-
tesztelésben és human betegség modellezésben is elterjedt modellszervezetet, a
zebradaniot hivtam segitségiil. A kutatomunkdm soran alkalmazott, egymast
kiegészitd6 morfologiai, transzkriptomikai, immunologiai, toxikologiai vizsgalatok
alapvetéen egymassal dsszhangban 1évé eredményeket szolgaltattak. Osszességében
elmondhato, hogy a szubletélis, embriondlis AFB1-expozicié soran a velesziiletett
immunrendszer, az energiaszerzésre iranyuld biologiai folyamatok, valamint az
gasztrointesztinalis rendszer kiemelt érintettsége mutatkozott meg. Mindez jelentds
mértékben meghatdrozhatja a fejlddé utdéd késobbi életkimenetelét. Az akut
gyulladasos folyamatokban, a gasztrointesztinalis rendszer fejlédésében, és szamos
energiaszerz6 metabolikus utvonalban kulcsszerepet jatsz6 gének ¢és azok
kifejezddésének szabalyozdsa nagyfoku hasonldsdgot mutat a zebraddnid és az
emldsok kozott (Flynn III et al., 2009; Forn-Cuni et al., 2017; Marza et al., 2005;
Miyares et al., 2014; Quinlivan & Farber, 2017; Wallace & Pack, 2003). Az
eredmények magasabb rendli gerincesek irdnyaba torténd extrapolaldsakor
ugyanakkor tekintetbe kell venni, hogy a zebradani6 embrié modell egy placentat

nélkiil6zo, kozvetett anyai hatasoktol mentes rendszert képvisel.
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Javaslatok

Doktori munkdm eredményei alapjan az alabbi vizsgalatok javasolhatok a
jovoben:
a) Immunmodulans hatéas tovabbi feltérképezése
o makrofag-specifikus transzgenikus zebradanio vonal bevondsa
b) Szoveti regeneraciora gyakorolt hatdsok vizsgalata
o farokuszd-regeneracios modell
c) A bélcsatorna elvaltozasainak €s potencialis gyulladasanak szovettani
értekelése
d) Az embriondlis kitettség hosszi tdva  kovetkezményeinek
feltérképezése
o juvenilis és felndtt kori talélés
o felndtt kori immunkompetencia
o transzgeneracidos  hatasok, epigenomban  bekdvetkezd
valtozasok
e) Az Aaltalam alkalmazott vizsgalati-végpontok felhasznalasa olyan
vegyiiletek teszteléséhez, amelyek alkalmasak lehetnek az AFB1 altal

okozott toxicitas mérséklésére.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. Doktori munkdmban elséként vizsgaltam a szubletdlis koncentraciokkal
torténd embrionalis aflatoxin B1 (AFB1)-expozicio teljes RNS szekvenaldson
alapuld, teljes transzkriptomra gyakorolt hatdsait 120 o6ras zebraddnio
larvakban, amelynek soran kimutattam, hogy az AFBI-expozicio jelentds
mértékben gatol szdmos energiaszerzésre iranyuld anyagcsereutvonalat,
valamint az immunvalasz- és a gyulladas-asszocialt géncsoportok erdteljes

indukalasat eredményezi.

2. Elsoként szamoltam be a szubletalis koncentraciokkal torténd embrionalis
AFBl-expozicié neutrofil granulocitdkra gyakorolt — megvaltozott
eloszlasban, sejtszdmban ¢s lokalis gyulladasra adott valaszreakcioban

megmutatkoz6 — szignifikdns hatésairol 120 6ras zebradanié larvakban.

3. Els6ként mutattam ki a szubletdlis koncentracidokkal torténd embrionalis
AFB1-expozicidénak az in vivo nitrogén-monoxid termelddésre és az L-arginin

tartalomra gyakorolt ellentétes iranyu hatasat 120 6ras zebradanio larvakban.

4. Elsoként mutattam ki a szubletalis koncentraciokkal torténd embrionalis
AFB1-expozicio zebradani6é embriok/larvak szik-lipid mobilizacigjara

gyakorolt gatld hatésait.
5. Elsoként szamoltam be a szubletalis koncentracidokkal torténo embrionalis

AFB1-expozicidonak az emésztérendszer fejlodését és funkciojat karositd

hatasairdl zebradanidé embridkban/larvakban.
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7. Osszefoglalas

A mikotoxinok altal szennyezddott élelmiszerek és takarmanyok globalis szinta
human és allategészségligyi, valamint gazdasagi problémat jelentenek. Az aflatoxin
B1 (AFB1) az egyik legkiemelked6ébb akut és kronikus toxicitassal rendelkezd
mikotoxin, amely viszonylag gyakran jelenik meg gabonafélékben, olajos magvakban,
fiszerekben €s az azokbol eldallitott termékekben. Kiilonb6zo prediktiv modellek az
AFBI1 kontaminaci6 fokozodasat, illetve az abban érintett foldrajzi régiok kiterjedését
prognosztizaljak egyes gabonafélék esetén, mivel a klimavaltozads hatisara
bekdvetkezd homérsékletndovekedés és idojarasbéli valtozasok kedvezhetnek a toxint
termeld penészgombak elterjedésének és toxintermelésének. Ez adott esetben novekvd
human- ¢s allategészségiigyi kockazatot vonhat maga utan.

A terhesség, illetve vemhesség idOszaka kiemelten veszélyeztetett periodus az
AFBI1-kitettség szempontjabol, mivel a toxin atjut a placentan, potencialisan karositva
a fejlédd utdodot. Az embriondlis korban bekovetkezd kornyezeti stresszhatasok
kovetkezményei az utddra nézve széles skalat olelnek fel, megmutatkozhatnak
egyrészt akut, pl. teratogén hatasokban, mindemellett felnott kori betegségekben, az
azokra vald fogékonysdg noOvekedésében, vagy egyes patogénekkel szembeni
ellenalloképesség csokkenésében egyarant. Mindezért kiemelten fontos az embriondlis
xenobiotikum-kitettség bioldgiai hatdsainak minél alaposabb megismerése. Noha az
aflatoxikozis egyes korképei madarakban, emldsokben és halakban mar régota
ismeretesek, az embriotoxikus hatdsok azonban részletesebb feltérképezésre
szorulnak.

Jelen doktori munka elsédleges céljat az alacsony, szubletalis koncentracidkkal
torténd embrionalis AFB1-expozici6 komplex hatasvizsgalata képezte zebradanio
embriokon ¢és larvdkon. A zebradanié a bioldgiai tudomanyok szdmos agénak
kozkedvelt gerinces modellszervezete, amely megannyi eldnyds tulajdonsagabol
adodoan kiemelt helyen szerepel tobbek kozott a kornyezeti szennyezd anyagok,
illetve terdpias célu vegyiiletek embriondlis hatasainak vizsgalatdban. Szdmos
molekularis, sejt, szovet, illetve szerv szintli hasonlosag mutatkozik meg a zebradanio
¢és az emldsok kozott, amely alkalmassa teszi a fajt magasabb rendii gerinceseket érd
stresszhatasok ¢€s betegségek bizonyos mértékii modellezésére. A zebradanio kiilsé
termékenytilésébdl adddoan, a doktori munka az AFBl-epozicid anyai hatasoktol

fliggetlen, direkt embriotoxikus potencidljat vizsgalta, kiilonb6z6 molekularis
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biologiai, bioinformatikai, immunologiai és toxikologiai modszerek integralasan
keresztiil.

A szubletalis, embrionalis AFBl-expozicid6 nem eredményezett drasztikus
morfologiai elvaltozasokat a 120 6réas larvaknal, a teljes testhosszban azonban egy
enyhe, az uszohdlyag méretében pedig mar szamottevobb mértékii csokkenés volt
tapasztalhatd. Mindemellett igen jelentds, transzkriptom szintl eltérések mutatkoztak
meg a kezelést kovetden. Az AFB1 éltal legszignifikdnsabb mértékben gatolt biologiai
folyamatok kozé tobbek kozott az oxidoreduktaz aktivitds, valamint a szerves sav és
lipid anyagcsere, illetve egyéb katabolikus anyagcsereutvonalak tartoztak. Az AFB1
expozici6 altal fokozott mRNS kifejez6dést mutatd gének kozott pedig kimagaslo
mértékben dusultak fel a kiilonb6zé immunvalasz- ¢és gyulladas-asszocialt
géncsoportok. A velesziiletett immunrendszer érintettségének tovabbi karakterizalasa
soran a neutrofil granolcitdk larvdkon beliili diffuz szorddasa, emelkedett nitrogén
monoxid termelddés, valamint az immun- ¢és gyulladas-specifikus markergének
erbteljes indukalodasa jelentkezett. Mindez egyrészt megerdsitette a transzkriptom
analizis ide vonatkoz6 eredményeit masrészt az AFB1-expozicid szisztémads jellegli
gyulladas-indukalo képességét tiikrozte vissza. Tovabba, LC10 értéken a neutrofil
granulocitdk gyakorisaga szignifikdns mértékben csokkent a teljes larvakon beliil.
Mindemellett az AFB1 mar LC10 alatti koncentracidoknal is jelentdsen befolyasolta a
granulocitak lokalis sebzésre adott valaszreakciojat.

A fejlédd embriok szik-bélrendszere kiemelt mértékben érintett teriiletként
jelent meg a szubletalis AFBI1-expoziciok soran. Ez egyrészt az intenziv neutrofil
granulocita felhalmozddasban és nitrogén-monoxid termelédésben, masrészt pedig a
szikben tarolt lipidek defektiv mobilizacidjaban, valamint a gasztointesztinalis
rendszer alulfejlettségében, funkcionélis/anatomiai defektusaiban nyilvanult meg. Az
itt tapasztalt tlinetegyiittes is Osszhangban volt a teljes RNS szekvenalds és
traszkriptom analizis sordn nyert eredményekkel, amelyeket a lipid metabolizmusban
¢s transzportban, valamint az emésztérendszer morfogenezisében kulcsszerepet jatszo
markergének RT-qPCR altal meghatdrozott erdteljes alulexpresszalddasa szintén
megerodsitett.

Osszefoglalva doktori munkam eredményeit, elmondhat6, hogy az embrionélis
AFB1-expoziciéo mar LC10 és az alatti értékeken jelentds mértékii és széles korii karos
hatéssal bir a 120 6ras zebradanio larvakban. Az AFB1 szignifikans kihatassal volt az
embrionalis/larvalis  velesziiletett immunrendszerre, pro-inflammatorikus ¢és

immunmodulans hatasok indukalasan keresztiil. Mindemellett kiemelt mértékben
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befolyésolta az embridk/larvak energiaszerzésre iranyuld folyamatait, tobbek kozott a
tartalék lipidek mobilizacidjanak, az emésztdrendszer fejlodésének és mitkodésének,
valamint szamos anyagcsereitvonalnak a megzavardsan keresztiil. Jelen doktori
munka egyrészt felhivja a figyelmet az embrionalis AFB1-kitettség egészségligyi
kockézataira, szorgalmazva a megel6zés €s mentesités modszereinek fejlesztését,
masrészt pedig egy viszonylag koltséghatékony modellrendszerben végpontokat
szolgaltat az AFBI1 Aaltali toxicitas mérséklésére iranyuld terdpias céli anyagok
jovobeli vizsgalatdhoz.

Habar az embert és haszonallatait ér6 in utero AFB1 terhelés utédokra gyakorolt
hatasai mogott huzodd molekuldris bioldgiai és élettani folyamatok részletesebb
megismerésre szorulnak, reményeim szerint a doktori munkam altal szolgaltatott,
zebradanio modellrendszer segitségével sziiletett eredmények hozzajarulnak az AFB1

altal indukalt embriotoxikus hatasok ismeretanyagahoz.
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8. Summary

Mycotoxin contamination of foods and feeds poses a global human and animal
health risk and leads to economic problems. Aflatoxin B1 (AFB1) is one of the most
prominent mycotoxins with the highest acute and chronic toxicity and is frequently
found in cereals, oilseeds, spices, and their products. Changes in environmental and
weather conditions due to climate change may favor the growth and/or toxin
production of aflatoxigenic filamentous fungi. Various predictive models forecast an
increase in AFB1 contamination of certain grains, especially maize, and the expansion
of affected geographical regions in the near future, which can result in an elevated risk
to human and domestic animal health.

Pregnancy or gestation is a highly vulnerable period for the consequences of
AFBI1 exposure, as the toxin can cross the placental barrier and potentially harm the
developing embryo. Embryonic exposure to environmental stress factors may lead to
a broad range of adverse biological effects, from serious developmental problems to
long-term consequences such as increased susceptibility to adult diseases. Therefore,
it is paramount to understand the biological effects of xenobiotic exposure during
critical periods of development. Although some pathological features of aflatoxicosis
in certain fish, bird, and mammal species have been known for a long time, the
embryotoxic properties of AFB1 need to be further explored.

The present thesis's primary objective was to comprehensively investigate the
effects of embryonic AFB1 exposure at relatively low, sub-lethal concentrations in
zebrafish embryos and larvae. Due to its advantageous properties, zebrafish has
become a popular vertebrate model organism in many biological research areas. Its
embryos are frequently used in toxicological, ecotoxicological, and pharmacological
studies. Zebrafish shares many molecular, developmental, physiological and
morphological similarities with mammals and humans, making this fish a suitable and
promising model for a better understanding of xenobiotic exposure-related human
diseases. The development of zebrafish embryos occurs externally, which allows us to
explore the embryotoxicity of AFB1 independently from maternally-mediated harmful
effects. Thus, my doctoral research investigated the direct embryotoxic potential of
AFB1 by integrating molecular biological, bioinformatical, toxicological, and

immunological methodologies.
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The sublethal embryonic exposure to AFB1 did not result in drastic
morphological alterations in the 120 hpf zebrafish larvae. However, a slight decrease
in total body length and a more pronounced reduction in swim bladder area were
observed. At the same time, the AFBl-exposure triggered global transcriptomic
changes involving more than a thousand differentially expressed genes.
Oxidoreductive activity, organic acid, and lipid metabolism, and other catabolic
pathways were the most significantly down-regulated biological processes. In contrast,
immune response- and inflammation-related gene ontology terms were prominently
enriched among the up-regulated genes. Further characterization of the immunological
effects of AFB1 revealed diffuse widespread neutrophil distribution, elevated nitric-
oxide production, and increased inflammatory gene expression in the whole larvae.
These findings confirm the results of the whole-transcriptome RNA-sequencing and
indicate a systemic inflammation-induction by embryonic AFBI-exposure.
Furthermore, the neutrophil frequency in the whole larvae was significantly reduced
at LC10, and at the same time, the neutrophil recruitment during a local inflammation
decreased considerably at concentrations below LC10.

The abdominal region (yolk sac and intestinal area) of the AFBI1-exposed
developing embryos/larvae was prominently affected, which was manifested by
intense neutrophil accumulation, enhanced nitric-oxide production, defective yolk
lipid mobilization, and impaired gastrointestinal function. These phenomena are also
consistent with the results obtained from the transcriptome analysis, and the significant
down-regulation of yolk lipid metabolism and transport-associated and digestive tract
morphogenesis-associated gene sets.

Taken together, the embryonic exposure to sub-lethal concentrations of AFBI
resulted in extensive transcriptomic and developmental alterations in the 120 hpf
zebrafish larvae. AFB1 induced pro-inflammatory and immunomodulatory effects and
disturbed the energy metabolism of the larvae, which were accompanied by
insufficient lipid mobilization and abnormal gastrointestinal tract development. The
results of this doctoral research draw attention to the hazardous potential of embryonic
AFBI1 exposure and emphasize the urgent need for improving prevention and
mitigation strategies. Besides, the integrative zebrafish models used in this study
provide different endpoints for developing and evaluating antidotes or therapeutic

compounds.
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10. Mellékletek

1. Melléklet. RT-qPCR altal vizsgalt génekhez tartozo primer szekvenciak

gen ID szekvencia amplikon
(bp)

i1B 405770 F TGCGGGCAATATGAAGTCA

R TTCGCCATGAGCATGTCC 271
mmp9 406397 F CATTAAAGATGCCCTGATGTATCCC

R AGTGGTGGTCCGTGGTTGAG 141
cxcléb.1 100536594 F AAACGACAAGTACTCGGACTGAA

R GACAAATCTGTCCTTTCTTAAGTGTG 3
cxcl18b 795785 F  AACAGCAGGGCCAATTACTG

R TCTTCAGCGAGTCGGTGT TA e
dhrs9 322529 F TTAAAAGCCTGGTGGGACAG

R CCTCAATCTCCAGCCAGTCA e
cdx1b 100004956 F AGACGCAACCCTTACGACTG

R TCTGTGTACACCACCCGGTA el
mtp 406207 F  CAAAACCACTTTCCCCTTCA

R CCACCTGATCTCTGCTCCTC o
apoada 550608 F GACCCTCACAGCTGAGGAAA

R TGAATGGCCAGGGTGTATTT 19
apobb.1 321166 F  AGCCCAGTCAAAGACCACAC

R CTGATGAGCTGAGCAAGTGG e
fabp1b.1 554095 F TCATGTCGTTCACTGGGAAA

R TGCCTTTCTCAATCATGTCG 2
efla 30516 F TGTGGAGAGCTTCTCTAC

R TGAGGGAAATTCACTTGG (R
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