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1. A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A mikotoxinok altal szennyezddott élelmiszerek és takarmanyok globalis
szinti human ¢&s allategészségligyi, valamint gazdasagi problémat
jelentenek (Marroquin-Cardona et al., 2014). Az aflatoxin B1 (AFB1) az
egyik legkiemelkeddbb akut és kronikus toxicitassal rendelkez6é mikotoxin,
amely viszonylag gyakran jelenik meg gabonafélékben, olajos magvakban,
fiszerekben és az azokbol eldallitott termékekben (Filazi & Tansel, 2013).
Kiilonb6z0 prediktiv modellek az AFB1 kontaminacid fokozodasat, illetve
az abban ¢érintett foldrajzi régiok kiterjedését prognosztizaljadk egyes
gabonafélék esetén, mivel a klimavaltozas hatasara bekdvetkezo
hémérsékletnovekedés és iddjarasbéli valtozdsok kedvezhetnek a toxint
termeld penészgombak elterjedésének és toxintermelésének (Battilani et
al., 2016; Battilani & Leggieri, 2015; Mitchell et al., 2016). Ez adott
esetben novekvd human- és allategészségiigyi kockazatot vonhat maga
utan.

A terhesség, illetve vemhesség iddszaka kiemelten veszélyeztetett periddus
az AFBI-kitettség szempontjabol, mivel a toxin atjut a placentén,
potencialisan karositva a fejlodo utédot (Partanen et al., 2010; Wangikar et
al., 2005). Az embriondlis korban bekdvetkezd kornyezeti stresszhatdsok
kovetkezményei az utédra nézve széles skalat oOlelnek  fel,
megmutatkozhatnak egyrészt akut, pl. teratogén hatdsokban, mindemellett
felndtt kori betegségekben, az azokra vald fogékonysag ndvekedésében,
vagy egyes patogénekkel szembeni ellendlloképesség csokkenésében
egyarant. E tekintetben a fejlddé immunrendszert befolyasold kornyezeti
hatasok szerepe kiemelendd. Az embriondlis vérképzés (hematopoezis)
kritikus periddusaiban bekovetkezd stresszhatasok tobbek kozott
autoimmun ¢és kronikus gyulladasos betegségek, valamint csokkent
immunkompetencia kialakuldsat is magukkal vonhatjadk (Goldstein et al.,
2020; Holladay, 1999; Holladay & Smialowicz, 2000; Landreth, 2002;
Rychlik & Sillé, 2019; Zhang et al., 2005). Mindezért kiemelten fontos az
embrionalis xenobiotikum-kitettség biologiai hatdsainak minél alaposabb
megismerése. Noha az aflatoxikozis egyes korképei madarakban,
emldsokben és halakban mar régdta ismeretesek, az embriotoxikus hatasok
azonban részletesebb feltérképezésre szorulnak. A human in utero AFB1
kitettség leggyakrabban azonositott kovetkezményei kozott a csokkent
szliletési tomeg €s a posztnatalis ndvekedésbéli problémak szerepelnek,
amelyek hatterében 4ll6 bioldgiai folyamatok még nem teljesen ismertek
(Lauer et al., 2019; Shuaib et al., 2010).



A zebradanio a bioldgiai tudomanyok szamos aganak kozkedvelt gerinces
modellszervezete, amely megannyi eldnyds tulajdonsdgabol adddodan
kiemelt helyen szerepel tobbek kozott a kdrnyezeti szennyezd anyagok,
illetve terapids célu vegyiiletek embriondlis hatdsainak vizsgélataban.
Szamos molekuléris, sejt, szovet, illetve szerv szintli hasonldsag
mutatkozik meg a zebraddniod és az emldsok kozott, amely alkalmassa teszi
a fajt magasabb rendii gerinceseket érd stresszhatdsok és betegségek
bizonyos mértékli modellezésére (Howe et al., 2013; Lieschke & Currie,
2007; Scholz et al., 2008). A doktori munka részletes képet kivan nytjtani
az AFB1 alacsony, nem-letdlis koncentracioinak embrionalis fejlddésre és
az embridk velesziiletett immunrendszerére gyakorolt direkt hatdsairol,
kiilonbdz6 biokémiai, molekularis bioldgiai, immunologiai és toxikologiai
vizsgalomodszerek  integraldsa  4ltal, az  aldbbiakban felsorolt
szempontokon keresztiil.

Célkitizések
Szubletalis koncentraciokkal torténd embriondlis AFB1-expozicid
hatasainak feltérképezése:
1. teljes embriokra/larvdkra kiterjedd morfoldgiai elvaltozasok
detektalasa
2. teljes transzkriptom szintli valtozasok feltérképezése, az AFBI-
expozicio altal érintett legfontosabb biologiai utvonalak
azonositasa
3. az embriok/larvak velesziiletett immunrendszerére gyakorolt
hatasok vizsgalata
a. neutrofil granulocita sejtszam ¢és eloszlas a teljes
embriokban/larvakban
nitrogén-monoxid termelddeés in vivo
c. L-arginin tartalom
d. neutrofil granulocitdk viselkedése indukalt lokalis
gyullad4sos modellben
e. immun- és gyulladas-specifikus markergének kifejezodése
4. az emésztOcsatornat érintd elvaltozasok detektalasa
a. relativ bélhossz
b. emésztdcsatorna funkcionalis/anatdémiai eltérései
c. emésztérendszer fejlodésében kulcsszerepet jatszo gének
kifejezddése
5. az embridk/larvak energiaszerzésére gyakorolt hatdsok vizsgalata
a. szikzacsko lipid tartalméanak mobilizacidja
b. lipid transzportban és anyagcserében kulcsszerepet jatszo
géncsoportok érintettsége és kifejezddése
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A zebradaniok tartasi és szaporitasi koriilményei

A kisérletekbe vont embridkat szolgaltatdé laboratériumi AB, valamint
transzgenikus Tg(mpx: EGFP) tipust zebradanio vonalak a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem Szent Istvan Campusan, az Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézetben talalhatd zebradaniok szamara kialakitott
¢s fenntartott Tecniplast ZebTEC recirkuldciés haltartdé rendszerben
keriiltek felnevelésre. A sziil6allomany 14/10 vildgos/sotét szakaszu
megvilagitas mellett, 25,5 = 0,5 °C homérséklett, 7,0 + 0,2 pH értéki, 550
+ 50 uS vezetOképességli aramoltatott vizben volt fenntartva. Az dllomany
takarmanyozasa/etetése naponta, életkornak megfeleld szemcseméretii
haltappal (SDS Zebrafeed), valamint tengeri soérdkkal (Artemia salina)
tortént. Az ivarérett, felnott halak szaporitasa erre a célra kialakitott,
valaszfallal ellatott racsos alji szaporitomedencékben zajlott. Az ivast
kovetden a leadott ikratétel 10 cm atmerdju, friss rendszervizet tartalmazo
Petri csészékbe lett 6sszegyljtve.

2.2.  Embrionalis aflatoxin B1-expozicio szubletalis
koncentraciokkal

Annak érdekében, hogy kijelolhessem az alkalmazandd, viszonylag
alacsony, szubletdlis AFB1 koncentracio értékeket, elséként 120 Orés
intervallumra kiterjesztett Fish embryo toxicity (FET) tesztet végeztem az
OECD 236 iranyelv alapjan. Ennek soran a 8-16 sejtes stadiumban 1évo
zebradanio embriok egyedileg 24 lyuku sejttenyésztd lemezekbe kertiltek
2 ml/embrido végtérfogattal (N=2x3x10/csoport). 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 AFB1 torzsoldat
rendszervizben torténd higitasaval késziiltek. Az oldoszeres kontroll
csoport esetén az oldoszer (DMSO) mennyisége nem haladta meg a 0,01
térfogatszazalékot. A teszt soran naponta feljegyeztem az elpusztult
embriok szamat. A mortalitdsi értékek alapjan a koncentracio-valasz
Osszefliggést, valamint az 1, 10 és 50 % pusztuldst eredményezé AFBI
koncentraciokat (LC1, LC10, LC50) OriginPro szoftver segitségével
hatdroztam meg. A tovabbi kisérletek soran alkalmazott, szubletalis
koncentraciok (0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/1) felsé hatdra az LC10 érték
alapjan kertilt kijelolésre.



2.3.  Morfolégiai elvaltozasok értékelése

Az embrionalis AFB1-expozici6 végén, a termékenyiilést kovetd 120. orat
megeldzden (120 hours post fertilisation, hpf) a zebradanio larvakat trikain-
metanszulfonat (MS-222) rendszervizes oldatanak (168 mg/l) segitségével
altatasba vittem. Ezt kdvetden mikroszkdp (Leica M205 FA, Leica DFC
7000 T kamera, Leica Application Suite X szoftver, Leica Microsystems
GmbH; Wetzlar, Németorszag) alatt oldalnézeti fényképeket készitettem a
larvakrol (N=3x30/csoport). A teljes testhosszt, az uszoholyag oldalnézeti
teriiletét és a relativ bélhosszt a fényképek alapjan Imagel szoftverrel
hatdroztam meg. A larvdk érrendszerében bekovetkez6 morfologiai
elvaltozasok megfigyeléséhez Tg(gatal:dsRED;,flkl:GFP) vér-érrendszer
specifikus transzgenikus zebradanié vonalat alkalmaztam.

2.4. RNS szekvenalas és teljes transzkriptom analizis

A teljes RNS szekvenalast és analizist a Debreceni Egyetem Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézetében végeztiik. Ennél a vizsgélatnal az
embriondlis AFB1-expoziciét a kijelolt szubletalis koncentracié sor
LC10) végeztik el. Az AFBl-expozicié végén a larvak 200 ul Trizol
reagenst tartalmazd  mikrocentrifuga-csovekben  (N=4x30/csoport)
homogenizalasra  keriiltek. =~ Az  RNS  izolalast  kloroformos
elvalasztas/izopropanolos  precipitacid/etanolos mosds modszerével
végeztiik. Az RNS integritdsat Eukaryotic Total RNA Nano Kit és Agilent
BioAnalyzer automata gélelektroforézis késziilek segitségével hataroztuk
meg. Az RNS konyvtar létrehozdsa Ultra II RNA Sample Prep kit
segitségével tortént. Ennek soran elséként a poli(A)farokkal rendelkezd
mRNS-t, magneses gyongyokkel konjugalt deoxitimin szekvencidhoz
(oligo-dT) kotottiik, eludltuk, majd pedig fragmentéaltuk. Ezt kdvetden
random primerek felhasznalasaval és reverz transzkripcio altal 1étrehoztuk
a komplementer DNS-eket (cDNS). Adapter ligdlast kovetden a
szekvenalast [llumina NextSeqS500 késziilek segitségével végeztiik el. A
nyers szekvenalasi adatokat HISAT?2 algoritmus segitségével illesztettiik a
zebradanio referencia genomhoz (GRCz11). A differencidltan expresszalt
géneket StrandNGS szoftver segitségével azonositottuk. Az AFB1 kezelés
hatasara szignifikdnsan érintett biologiai folyamatokat gén-ontologiai
elemzéssel (Gene Ontology  Enrichment Analysis, GOEA),
Cytoscape/ClueGo szoftverrel (Bindea et al., 2009) értékeltiik.



2.5. Génexpresszio meghatarozasa RT-qPCR segitségével

Az egyes, tobbek kozott a transzkriptom analizis eredményei alapjan
kijelolt, markergének kifejez6dését reverz transzkripcion alapuld
kvantitativ polimeraz lancreakcioval (RT-qPCR) hataroztam meg. Az
AFBIl-expozicid6 végén a larvakat 200 pl Trizol reagenst tartalmazo
mikrocentrifuga-csdvekben (N=5x30/csoport) homogenizaltam. Az RNS
izolalast kloroformos elvalasztas/izopropanolos precipitacid/etanolos
mosas modszerreel végeztem. Az izolalt, nukledz-mentes vizben felvett
RNS mindségét és mennyiségét NanoDrop One spektrofotométerrel
értékeltem. A cDNS-ek létrehozasahoz High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit-et haszndltam. A PCR reakciokat 5x HOT FIREPol
EvaGreen qPCR Supermix segitségével végeztem LightCycler 480 II
késziilékben. Az egyes kezelési/kontroll csoportokhoz tartozo
eredményeket az efla haztartdsi gén kifejez6déséhez viszonyitva,
normalizalt mRNS szintben fejeztem ki.

2.6.  Neutrofil granulocita sejtszam és eloszlas meghatarozasa

A neutrofil granulocitak szamszeriisitéséhez és az embridkon/larvakon
beliili eloszlasanak  vizsgalatdhoz  Tg(mpx:EGFP) transzgenikus
zebradanio reporter vonalat alkalmaztunk. A teljes larvakra vonatkozo
neutrofil granulocita sejtszdm (EGFP+ sejtek gyakorisaga) a Debreceni
Egyetem Immunologiai Intézetében, fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas
(fuorescence activated cell sorting, FACS) modszerével hatdroztuk meg.
Az AFB1-expozicid végén (120 hpf) a larvakat mikrocentrifuga-csdovekbe
helyeztiik (N=2x3x15/csoport), amelyeket jéggel lehlitott vizbe allitottunk
az egyedek tulaltatasa érdekében. Ezt kovetOen 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
centrifugalast kovetéen (400 g; 5 perc) 5 szazalékos FBS/PBS oldatban
reszuszpendaltuk és 40 um porusméretii sejtsziird kosarakkal atsziirtiik. Az
egyes mintakban az EGFP+ sejtek gyakorisagat 10"5 sejtre vonatkozdan
NovoCyte Flow Cytometer késziilékkel hataroztuk meg.

A neutrofil granulocitak larvakon beliili eloszlasdnak értékeléséhez
az AFBl-expozicid végén, 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 taldlhato EGFP+ sejteket Image] szoftver
segitségével (manualisan) Osszesitettem.

2.7. Nitrogén-monoxid termelédés in vivo meghatarozasa

Egy gyulladdsos mediatornak, a nitrogén-monoxidnak larvakon beliili
termelddését fluoreszcens jelet szolgdltatd diaminofluoreszcein-FM
diacetat (DAF-FM-DA) proba segitségével hataroztam meg. Az AFBI1-
expozicid végén a larvakat 96 lyuku, lyukanként 200 pl, 5 uM DAF-FM-
DA oldatot tartalmazé sejttenyésztd lemezekbe helyeztem individuélisan
és 25,5 °C-on, sOtétben, 1 oOran keresztiil inkubatorban tartottam. Ezt
kovetden a larvakat rendszervizben atoblitettem, majd altatdsban (MS-222,
168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készitettem GFP sziirdvel felszerelt
Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite X
szoftver altal. A fényképek alapjan Image] szoftver segitségével
meghataroztam az egész larvara, valamint a szik-bélrendszer teriiletére
korlatozodo fluoreszcencia intenzitas értékeket.

2.8. Aminosav analizis

Az L-arginin tartalmat ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografias
(UPLC) moédszerrel hataroztuk meg. Az AFB1-expozicio végén a 120 6rés
larvakat mikrocentrifuga-csdovekbe gytjtottilk, meghataroztuk a nedves
tomeget majd homogenizaltuk a larvékat (3x30csoport). A homogenizalast
centrifugélds (20000 g, 10 perc), a feliiliszo atsziirése (3kDa-os sziird)
majd vakuumos szaritdsa (SpeedVac, Thermo Scientific) kdvette. A
derivatizalast AccQTag Ultra kit segitségével végeztiik. A mintdk mérését
¢és analizalast 2 bels6 ismétlésben UPLC késziilekkel (H-Class, Waters) ¢€s
Empower szoftverrel végeztiik.

2.9. Farokuszo sebzésén alapulé gyulladasos modell

A farokusz6 sebzését Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebraddnié reporter
vonalon végeztem, amely lehetové teszi a neutrofil ganulocitak sebzés
tertiletére vandorlasdnak in vivo monitorozasat. Az embrionalis AFB1-
expoziciot kovetden, 108 hpf-nél a larvakat altatasba vittem (MS-222, 168
mg/l), majd mikroszkép alatt steril borotvapengével a farokiszo-véget a
larva tengelyére merdlegesen, a gerinchir vége és a farkuszo legtavolabbi
eltavolitottam. Ez utan a larvak friss rendszervizet tartalmazo 24 lyuka
sejttenyésztd lemezekbe kertiiltek, individudlisan. A sebzést kovetd 4. és 12.
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oraban a larvakrdl oldalnézeti fényképeket készitettem GFP sziirOvel
felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application
Suite X szoftver altal (N=5x10/csoport).

2.10. A szikzacsko lipid tartalmanak mérése

A larvak, elsésorban azok szikzacskojanak neutralis lipidtartalma kozti
kiilonbségeket Oil-Red-O (ORO) festéssel hataroztam meg. Az AFBI-
expozicid végén (120 hpf) a larvékat jéggel fokozatosan lehiitott
rendszervizben tulaltattam, PBS-el atoblitettem, majd 4 % (v/v)
paraformaldehidben, 4 °C-on, 6 oOran keresztiil fixaltam. A fixalast
kovetéen 1 g/l ORO izopropanolos (60%) oldatdban a larvékat
szobahdmérsékleten 2 o6ran keresztil mikrocentrifuga-csdvekben
inkubaltam. A festést PBS-el torténd atoblités kovette, végiil az egyedek
1épcsdzetes modon, 95 szazalékos glicerinbe keriiltek. Az ORO altal festett
larvakrol, mikroszkép (Leica M205 FA) alatt egységes megvilagitasa
(fehér) hattérrel oldalnézeti képeket készitettem (N=2x10/csoport). Az
egyes csoportokhoz tartoz6 larvak szikzacskdinak lipid tartalma kozti
kiilonbségeket optikai denzitds méréssel hataroztam meg Imagel szoftver
segitségével, ,,Rodbard”-kalibraciot kovetben
(https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

2.11. Emésztocsatorna funkcionalis in vivo vizsgalata
fluoreszcens mikrogyonggyel

Az emésztorendszer karosoddsanak egyik vizsgéalatat a fluoreszcens
mikrogyongy-assay képezte. Ennek sordn reverz ozmozis (RO) vizzel
atmosott, centrifugalt €s Gjra szuszpenzidba vitt (2,5 %), fluoreszcens jelet
kibocsato, atlagosan 2 pum atméréjli mikrogyongyoket (carboxylate-
modified polystyrene latex beads, fluorescent red, Sigma-Aldrich)
alkalmaztam. Az AFBl-expozicid végén a larvakat 0,025 szazalékos
mikrogydngy szuzpenziot tartalmazo mikrocentrifuga-csovekbe helyeztem
(N=2x2x5/csoport) és 3 o6ran keresztiil 25,5 °C-on, a centrifuga-csdveket
nyitott allapotban hagyva inkubaltam. Az inkubalast kovetéen a lavéakat
friss rendszervizben tobbszor atoblitettem, eltdvolitva a mikrogyongyoket
a vizes kozegbdl, majd pedig altatdsban (MS-222, 168 mg/l) oldalnézeti
fényképeket készitettem az allatokrél mCherry sziirével felszerelt Leica
M205 FA fluoreszcens mikroszkop alatt, Leica Application Suite X
szoftver altal. A garat-régidban, valamint a bélcsatorndban felhalmoz6dé



mikrogyongyok altal kibocsatott fluoreszcens jelet ImageJ szoftver altal
szamszerlsitettem.

2.12. Statisztikai értékelés

A Kkisérletek soran sziiletett adatok normalitas-vizsgalatat Shapiro-Wilk
probaval végeztem. A csoportok kozotti statisztikai kiilonbségeket a
normalitas-vizsgalat eredményétol fliggden 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 + szords formaban mutattam be.
A transzkriptom analizis sordn a szignifikansan differencidltan expresszalt
géneket korrigalt T-proba (Moderated T-test) és Benjamini-Hochberg FDR
korrekcio  segitségével hatdroztuk meg. Statisztikailag igazoltan
szignifikans kiillonbséget p <0,05 szinten allapitottam meg.

10



3. EREDMENYEK

3.1. A szubletalis aflatoxin B1-expozicio larvak morfologiajara
és teljes transzkriptomra gyakorolt hatasai

A szubletalis AFB1 koncentraciok a 120 orara kiterjesztett FET teszt soran
tapasztalt mortalitasi ardnyok alapjan keriiltek kijelolésre. A 120 orara
vonatkoztatott letdlis koncentracid értékek az aldbbiak szerint alakultak:
LC1=0,081 mg/l; LC10= 0,108 mg/l; LC50 = 0,141 mg/l. Az alkalmazott
szubletalis koncentracio-sorozatot az LC10 (0,108 mg/l) érték alapjan az
alabbiakban hataroztuk meg: 0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/I.

Az embriondlis AFBl-expozicid nem eredményezett drasztikus
morfoldgiai elvaltozasokat az embridkban/larvakban, azonban enyhe, de
statisztikailag mar igazolhatd csokkenés mutatkozott a teljes testhosszban
0,1 mg/l koncentracio esetén. Mindemellett egy jelentdsebb, koncentracio-
fliggd csokkenés volt tapasztalhatd az Gszohdlyag méretében.

A teljes RNS szekvenalas és transzkriptom analizis 1216 szignifikans
differencidltan expresszalt gént (differentially expressed genes, DEGs)
azonositott az AFB1 kezelés hatdsara (0.1 mg/l). Ezen differencidltan
expresszalt gének koziil 829 csokkent, mig 387 fokozott kifejezddést
mutatott. A gén-ontologiai elemzés szamos, szignifikins mértékben
indukalt vagy gatolt bioldgiai folyamatot azonositott. Az indukalt gének
kozott az immunrendszer- ¢és gyulladas-kapcsolt folyamatokban
kulcsszerepet jatszo géncsoportok kimagasld feliilreprezentaltsaga volt
kimutathat6. A gatolt gének esetén legjelentésebb mértékben a redox
utvonalak és szamos anyagcsere folyamat — kiilonds tekintettel a lipid és
szerves sav anyagcserére — €rintettsége mutatkozott meg.

3.2. Az aflatoxin B1 velesziiletett immunrendszerre gyakorolt
hatasai

A teljes transzkriptom analizis soran sziiletett eredmények alapjan a
kovetkezOkben ~ az  embriondlis = AFBl-expozicid  velesziiletett
immunrendszerre €s gyulladdsos folyamatokra gyakorolt hatdsainak
vizsgalatara fokuszaltunk. Ennek érdekében elsdként négy immunvalasz-
asszocialt gén (il1B, mmp9, cxcl8b.1, cxcl18b) kifejezddését vizsgaltam
RT-qPCR segitségével. Osszhangban az RNS-szevenalas eredményeivel,
az AFB1 kezelés a kivalasztott markergének jelentds mértékdl,
koncentracio-fliggd indukalasat vonta maga utan.

A 120 6rés larvakrol késziilt fényképek alapjan megfigyelhetové valt,
hogy az AFBI1 kezelés hatdsara a neutrofil granulocitdk eloszlasa a
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larvakon beliil megvaltozik, diffiz jellegi szérodast eredményezve.
Mindemellett, a larvak szik-bélrendszerének teriiletén a neutrofil
granulocitdk fokozott felhalmozodasa mutatkozott meg. Mivel az
embriok/larvak ezen régidja jol lokalizalhatd és koriil hatarolhato, ezért
Osszesitettem a szik-bélrendszer teriiletén akkumulaldédott granulocita
sejtek szamat, amely 0,025—0,075 mg/l koncentracidé tartoméanyban
eroteljes novekedést mutatott. Emellett, az EGFP+ sejtek fluoreszcencia
aktivalt sejtvalogatas (FACS) altal meghatarozott gyakorisdga csak a
legmagasabb, 0,1 mg/l-es kezelési koncentracid esetén csokkent
szignifikans mértékben a kontrollhoz viszonyitva.

A farokuszo-sebzésen alapuld gyulladdsos modellben jelentds
mértékil, koncentracio-fliggd csokkenés volt tapasztalhatdé az AFB1-kezelt
larvaknal a sebzés teriiletére vandorld granulocitdk mennyiségében, a
sebzést kovetd 4., valamint 12. 6rdban egyarant. Mindez felvetette az
érrendszer AFBI1-altali sériiléseinek, ¢és ezen keresztil a granulocita
vandorlds befolyasolasanak a lehetdségét. A vér-érrendszer specifikus
transzgenikus zebradani6 vonal vizsgélata soran azonban nem tapasztunk
jelentés mértékii eltéréseket a kontroll és a kezelési csoport kozott az

crer

3.3. Az aflatoxin Bl-expozici6 nitrogén-monoxid termelddésre
és L-arginin tartalomra gyakorolt hatasai

A 120 orés larvakban fluoreszcens proba segitségével torténd in vivo
nitrogén-monoxid  produkci6  detektalasakor erdteljes  meértékd,
koncentracio-fliggd novekedés mutatkozott az AFBI1 kezelés hatdsara a
kontroll csoporthoz képest. Emellett, hasonloképpen a neutrofil-
granulocitdk szik-bélrendszer teriiletén torténd intenziv
felhalmozodasdhoz, a nitrogén-monoxid termelddés kifejezetten nagy
csoportokban. Osszhangban a nitrogén-monoxid szint ndvekedésével, az
AFBI1 kezelésben részesiilt embridkndl szignifikdns mértékii csokkenés
volt tapasztalhat6 a nitrogén-monoxid szintdz szubsztratjaként szolgald L-
arginin tartalomban.
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3.4. Az aflatoxin B1 emésztorendszerre gyakorolt hatasai

A granulocita felhalmozddas és nitrogén-monoxid termelddés tekintetében
a szik-bélrendszer kifejezetten érintett teriiletként mutatkozott meg az
AFBI kezelés hatasara. Mindemellett, a mikroszkdpos fényképek elemzése
soran a kezelt larvak bélcsatornajanak alulfejlettségére utald jeleket is
detektaltunk. Tovabba az RNS szekvenalas altal felderitett szignifikans
mértékben differencidltan expresszalt gének kozott szamos, az
emésztorendszer fejlodésében kulcsszerepet jatszo gén (clda; aldhla2;
dhrs9; pllp; cdx1b) szerepelt. Ez utobbi két gén (dhrs9, cdx1b) jelentds
mértékli redukcidja mutatkozott meg azok RT-qPCR altal torténd
validéalasa soran a 0,05, 0,075 és 0.1 mg/l AFB1 koncentraciokkal kezelt
csoportokban.

Az emésztérendszer karosodasanak tovabbi feltérképezése
érdekében elsdként meghataroztam a larvak nyeldcsdve és végbélnyilasa
kozotti tavolsdgot, mint ,relativ bélhosszt” (nincs elkiiloniilt gyomor),
amely mar a legalacsonyabb, 0,025 mg/l koncentracional is szignifikdnsan
csokkent. Ezt kovetéen az emésztérendszer bizonyos mértékil
funkciondlis-anatomiai eltéréseinek becslésére alkalmas vizsgalatot
végeztem el fluoreszcens mikrogyongyok segitségével. Az AFBI
expozicidn atesett larvakndl a mikrogydngyok a legalacsonyabb kezelési
koncentracid6 esetén (0,025 mg/l) csokkent mértékben, a tobbi
koncentracidhoz tartozo csoport esetén pedig szinte alig keriiltek be a
bélcsatornaba, ellentétben a kontroll csoporttal. Erdekes modon, a
bélcsatorna drasztikusan alacsony mikrogyongy tartalma a magasabb
koncentracioknal (0,075; 0,1 mg/l) a szj-garat régidban torténd erdteljes —
a larvdk legalabb 55 szazalékanal bekovetkezd — mikrogydngy
akkumulaciéval parosult.
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3.5. Az aflatoxin B1 szikbdl torténé lipid-mobilizaciora
gyakorolt hatasa

Fraher és mtsai. (2016) altal azonositott, a zebradanio szik-lipid
anyagcserében ¢és transzportban kulcsszerepet jatszd géncsoportot (gene
set) alapul véve elsoként géncsoport dusuldsi analizist (Gene Set
Enrichment Analysis, GSEA) végeztiink el a teljes RNS-szekvenalas altal
nyert adatokon. A GSEA az AFB1 expozici6 hatasara 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 (mtp; apoada,
apobb.1; fabplb.1) mRNS szinti kifejez0dését tovabb vizsgaltuk RT-
qPCR segitségével, validalva az RNS-szekvenalas eredményeit. Az mtp,
apoada ¢és apobb.1 gének esetén 0,025 mg/l koncentracional enyhe, mig
0,05, 0,075 és 0,1 mg/1 koncentracioknal jelentésebb mértékii, szignifikans
csOkkenés volt tapasztalhato a génkifejez6désben. A fabplb.l gén
tekintetében mar a 0,025 mg/l koncentracional is erdteljes, a magasabb
értékeknél pedig drasztikus mértékii gatlo hatds mutatkozott meg.

A teljes larvak Oil-Red-O alapt lipidfestésévelavel képet kaphattunk
a neutralis lipidek larvakon beliili eloszlasardl, amellyel lehetové valt a
szik-bélrendszer teriiletének optikai-denzitason alapuld lipid-tartalom
becslése. Osszhangban a molekuléris-biologiai vizsgalatok eredményeivel,
az AFB1 kezelés hatasara szignifikdns, koncentracio-fliggd ndvekvd
tendenciat tapasztaltunk a szik-bélrendszer teriiletén mért optikai
denzitasban, amely a szikbdl torténd lipid-felhaszndlas képességének
csokkenésére utalt.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Doktori  munkamban els6ként vizsgaltam a szubletalis
koncentraciokkal torténd embrionalis aflatoxin B1 (AFB1)-expozicio teljes
RNS szekvenalason alapuld, teljes transzkriptomra gyakorolt hatasait 120
Oras zebraddnid larvakban, amelynek soran kimutattam, hogy az AFBI1-
expozicio jelentds mértékben gatol szamos energiaszerzésre iranyulo
anyagcsereutvonalat, valamint az immunvalasz- és a gyulladas-asszocialt
géncsoportok erdteljes indukalasat eredményezi.

2. Elséként szamoltam be a szubletdlis koncentraciokkal torténd
embrionalis AFBl-expozicié neutrofil granulocitdkra gyakorolt —
megvaltozott eloszlasban, sejtszdmban és lokalis gyulladdsra adott
valaszreakcioban megmutatkozé — szignifikdns hatdsair6l 120 6ras
zebradanio larvakban.

3. Elsdként mutattam ki a szubletdlis koncentracidkkal torténd
embriondlis AFBl-expozicionak az in vivo nitrogén-monoxid
termelddésre és az L-arginin tartalomra gyakorolt ellentétes iranya hatasat
120 6ras zebradanio larvakban.

4. Els6ként mutattam ki a szubletdlis koncentraciokkal torténd
embrionalis AFBl-expozici6 zebradani6 embriok/larvak szik-lipid
mobilizaciojara gyakorolt gatld hatasait.

5. Elsoként szamoltam be a szubletalis koncentraciokkal torténo

embrionalis AFBl-expozicidonak az emésztdrendszer fejlédését ¢és
funkciogjat karosito hatasair6l zebradaniéo embridkban/larvakban.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az aflatoxin Bl (AFB1) az egyik legnagyobb humén- ¢és
haszonallategészségiigyi kockézattal bird mikotoxin. Embriotoxikus
hatasat ugyan mar a 1960-as években kimutattdk, de az emldsok és az
ember esetén az embrionalis AFB1-kitettség altal okozott karos hatasok
nem minden részlete ismert. Az AFBI1-kitettség jelenleg ismert pre- €s
posztnatalis karos kdvetkezményeit meghatarozo faktorok koziil kiemelik
a pro-inflammatorikus mediatorok fokozott termelddését. Eppen ezért az
embrionalis fejlédésre gyakorolt hatdsok vizsgalata sordn alapvetden
fontos az embrionalis immunrendszer AFB1 altal torténd befolyasolasanak
részletesebb vizsgalata is.

Az AFBI1 zebradénié embridkon torténd ez idaig sziiletett vizsgalatai
elsésorban a neurotoxikus és hepatotoxikus hatasok feltérképezésére
fokuszaltak (Park et al., 2020; Wu et al., 2019; Zhou et al., 2017; Zuberi et
al., 2019). Ezen kutatasok soran megmutatkozé mortalitasi értékek a
legtobb esetben Osszhangban vannak az altalunk tapasztaltakkal,
mindemellett fontos megjegyezni, hogy ezek az értékek altaldban eltérd
expozicids ablakban végzett tesztek alapjan sziilettek.

A szubletalis AFB-expozici6 nem eredményezte az embridk/larvak
szamottevd torzulasat a kezelési idOszak alatt, hasonléképpen a Wu és
mtsai. (2019) altal leirtakhoz. Mindazonaltal a teljes transzkriptom szintjén
mar jelentds eltéréseket detektaltunk. Az AFB1 tobb, mint 1200 gén
kifejezddését befolyasolta szignifikans mértékben. A csokkent kifejezddést
mutatd gének kozott szignifikansan feldusultak azok a géncsoportok,
amelyek pl. az oxidoreduktdz és monooxigenaz aktivitasban, illetve az
energiaszerzd metabolikus Utvonalakban jatszanak fontos szerepet. Az
oxidoreduktaz aktivitdsii enzimek koziil szdmos kulcsszerepet tolt be a
reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) elimindlasdban (pl. szuperoxid
dizmutaz, glutation-peroxiddz, NADPH-kinon-oxidoredukt4z) (Battelli et
al., 2016; Ngoka, 2008). A transzkriptom analizis soran 147, az
oxidoreduktaz aktivitdsban kozremiikodod gén kifejezédésének csokkenését
mutattam ki 120 6ras zebradani6 larvakban AFB1 kezelés hatdsara, amely
Osszhangban van a toxin ismert oxidativ stressz indukalo képességével.

Az embriondlis AFB1-kezelés kovetkeztében fokozott mRNS kifejezddést
mutato gének kozott kimagaslo mértékben dusultak fel az immunvélaszban
¢és gyulladéasos folyamatokban kdzremiikodoé géncsoportok. Mindez egyiitt
jart a teljes embriokon/larvakon beliili neutrofil granulocitdk erételjes
diffiz szérodasaval és emelkedett nitrogén-monoxid termelddéssel, amely
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a szik-bélrendszer teriiletén kiilondsen intenzivnek bizonyult. Dey & Kang
(2020) AFB1-kezelt 6 napos zebradani6 larvak vizsgalata soran szintén a
szik-bélrendszer teriiletén detektalt jelentés mértékti ROS képzddést.
Emellett, a megnovekedett nitrogén-monoxid termelddéssel dsszhangban,
csokkent L-arginin szintet tapasztaltam. Az AFBI1 tehat egy szisztémas
jellegli gyulladésos reakciot inditott el a fejlédé embridkban/larvakban.
Tovébba, a lokalis gyulladason alapulé modellben szignifikans mértékben
csOkkentette a neutrofil granulocitdk sebzés teriiletén  torténd
felhalmozodasat. A granulocitak teljes larvakon beliili gyakorisaga csak a
legmagasabb alkalmazott (LC10 érték koriili) koncentracion mutatott
csOkkenést, ugyanakkor a lokalis sebzésre adott ,,csokkent mértéki”
valaszreakci6 mar alacsonyabb koncentraciok esetén is szamottevo volt.
Mindemellett, a larvak érrendszerérdl késziilt fényképek értékelése soran
nem figyeltem meg szemmel lathat6é, drasztikus morfologiai
elvaltozasokat. Hasonloképpen az altalam tapasztaltakhoz, a zebradéanio
embriok/larvak farokuszojanak sebzésén alapuld gyulladdasos modell
alkalmazasa soran tobb xenobiotikum — pl. egy névényvédo szer keverék,
a famoxadon-cimoxanil (Cheng et al., 2020), illetve az egyes
kozmetikumokban is el6forduld eziist nanorészecskék (Chen et al., 2021)
— hatdsdra is  megmutatkozott a  neutrofil  granulocitdk
mozgositasanak/vandorlasanak megvaltozasa. Ide vonatkoz6
eredményeimet Osszefoglalva a szubletalis, embrionalis AFB1-expozicio
pro-inflammatorikus €s immunmoduldns hatdsokat eredményezett a 120
oOrés zebradanio larvakban.

A fejlodd embriok szik-bélrendszerének jelentds mértékii érintettsége volt
megfigyelhet6 az AFB1 4ltal indukélt gyulladdsban. Az embridk
szikrendszere metabolikusan aktiv €s kiilonb6zd transzport-folyamatokat
felvonultatd teriilet (Fraher et al., 2016). Park és mitsai. (2020)
szignifikansan nagyobb szik-atméroket detektaltak az AFB1 kezelt
zebradanido embridk esetén a kontrollhoz viszonyitva. Eredményeim
emellett a szikben tarolt lipidek anyagcseréjében €s transzportjaban részt
vevl géncsoportok gatolt mRNS szintii kifejez0dését mutattak ki. Mindez
felveti az embrionalis tartalék taplaldanyagok
felhasznaldsdnak/mobilizalasanak sériilését. Ahogy az varhatd volt, a 120
oréas larvak lipid festése visszaigazolta az addigi eredményeket, a szik-
bélrendszer teriiletén 1évd lipidek mennyisége koncentracio-fiiggd
novekedést (vagyis csokkent mértékii mobilizdciot) mutatott a kezelés
hataséara. Eddig csak kevés kutatés jelent meg a szakirodalomban, amely az
embrionalis AFBIl-expozicido lipid anyagcserére gyakorolt hatésait
vizsgélta, ugyanakkor felndtt patkanyok vér- illetve majmintainak analizise
soran beszamoltak a lipid metabolizmus AFBI1 altali megzavarasarol
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(Rotimi et al., 2017; Ugbaja et al., 2020). Az esetiinkben megfigyelt, szik-
bélrendszer teriiletére vonatkozd emelkedett lipid-tartalom és gyulladas ok-
okozati Osszefliggésérdl tovabbi, részletesebb feltar6 munka alapjan
vonhatunk le kovetkeztetéseket.

Tobb  kutatomunka is beszamolt az AFB1 kezelést kovetd
emésztorendszeri elvaltozasokrol patkany, egér, illetve brojler csirke
esetén. Az embrionalis AFB1-kitettség bélrendszerre gyakorolt hatasairol
¢s annak hatterér6l azonban még viszonylag kevés ismeret all
rendelkezésiinkre. Vizsgalataim az embrionalis/larvalis emésztérendszer
AFB1 altali kérosoddsdt mutattdk ki, amely az emésztérendszer
morfogenezisében kulcsszerepet jatszé gének kifejezddésének erdteljes
gatlasaban, a bélrendszer alulfejlettségében és funkcionalis zavardban
nyilvanultak meg. Mindez a szik-bélrendszer teriiletén torténd fokozott
neutrofil-granulocita felhalmozodassal €s nitrogén-monoxid produkcidval
jart egylitt. Az embriondlis emésztérendszer AFB1 altal indukalt
elvaltozasai €s az ahhoz asszocialddd gyulladasos folyamatok ok-okozati
Osszefiiggései és az azok hatterében all6 mechanizmusok azonban tovabbi,
részletesebb feltérképezésre szorulnak.

Az embrionalis AFBl-expozicid biologiai kovetkezményei még nem
teljesen ismertek. Az eddigi, in vitro tesztek ¢és kiilonb6zd
modellszervezeteken végzett vizsgalatok, illetve a human felmérések
eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a sziiletés-, csecsemd-, illetve
gyermekkori fejlédésbéli €s immunoldgiai problémék kialakuldsdhoz
jelentds mértékben hozzdjarulhat az AFB1 pro-inflammatorikus,
immunmoduladns, gasztrointesztindlis rendszert karositd, valamint a
szénhidrat, lipid és aminosav anyagcserét befolyasold képessége (Smith et
al.,2017). Vizsgélataimban az LC10 és az alatti AFB1 koncentraciok direkt
embrionalis hatasainak viszonylag atfogobb feltérképezését végeztem el,
amelyhez tobbek kozott a preklinikai gyogyszer-tesztelésben €s human
betegség modellezésben is elterjedt modellszervezetet, a zebradaniot
alkalmaztam.  Eredményeim  egymast  kiegészitd  morfoldgiai,
transzkriptomikai, immunologiai, toxikologiai vizsgéalatai alapvetéen
egymassal dsszhangban 1évé eredményeket szolgéltattak. Osszességében
elmondhat6, hogy a szubletélis, embrionalis AFB1-expozici6 sordn a
velesziiletett immunrendszer, az energiaszerzésre irdnyuld biologiai
folyamatok, valamint az gasztrointesztinalis rendszer kiemelt érintettsége
mutatkozott meg. Mindez jelentds mértékben meghatarozhatja a fejlédo
utdd késobbi életkimenetelét. Az akut gyulladdsos folyamatokban, a
gasztrointesztinalis rendszer fejlédésében, €s szdmos energiaszerzo
metabolikus ~ utvonalban  kulcsszerepet jatszo gének és azok
kifejez6désének szabalyozasa nagyfoku hasonldésagot mutat a zebradanio
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¢és az emlOsok kozott (Flynn I 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 iranyaba torténd
extrapolalasakor ugyanakkor tekintetbe kell venni, hogy a zebradanio
embrid modell egy placentat nélkiil6z6, kozvetett anyai hatasoktél mentes
rendszert képvisel.

Javaslatok

Doktori munkédm eredményei alapjan az alabbi vizsgalatok javasolhatok a
jovoben:

1. Immunmoduléns hatas tovabbi feltérképezése
a. makrofag-specifikus transzgenikus zebradanié vonal bevonéasa
2. Szoveti regeneraciora gyakorolt hatasok vizsgalata
a. farokuszé-regeneracios modell
3. A bélcsatorna elvaltozasainak és potencidlis gyulladasanak szdvettani
értékelése
4. Az embriondlis kitettség hosszii tavii  kdvetkezményeinek
feltérképezése
a. juvenilis és felndtt kori talélés
b. felndtt kori immunkompetencia
c. transzgeneracidos  hatdsok, epigenomban  bekovetkezd
valtozasok
5. Az altalam alkalmazott vizsgalati-végpontok felhasznaldsa olyan
vegyiiletek tesztelésé¢hez, amelyek alkalmasak lehetnek az AFB1 altal

okozott toxicitas mérséklésére.
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