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1. A MUNKA ELŐZMÉNYEI, KITŰZÖTT CÉLOK 

 

A mikotoxinok által szennyeződött élelmiszerek és takarmányok globális 

szintű humán és állategészségügyi, valamint gazdasági problémát 

jelentenek  (Marroquín-Cardona et al., 2014). Az aflatoxin B1 (AFB1) az 

egyik legkiemelkedőbb akut és krónikus toxicitással rendelkező mikotoxin, 

amely viszonylag gyakran jelenik meg gabonafélékben, olajos magvakban, 

fűszerekben és az azokból előállított termékekben (Filazi & Tansel, 2013). 

Különböző prediktív modellek az AFB1 kontamináció fokozódását, illetve 

az abban érintett földrajzi régiók kiterjedését prognosztizálják egyes 

gabonafélék esetén, mivel a klímaváltozás hatására bekövetkező 

hőmérsékletnövekedés és időjárásbéli változások kedvezhetnek a toxint 

termelő penészgombák elterjedésének és toxintermelésének (Battilani et 

al., 2016; Battilani & Leggieri, 2015; Mitchell et al., 2016). Ez adott 

esetben növekvő humán- és állategészségügyi kockázatot vonhat maga 

után. 

 

A terhesség, illetve vemhesség időszaka kiemelten veszélyeztetett periódus 

az AFB1-kitettség szempontjából, mivel a toxin átjut a placentán, 

potenciálisan károsítva a fejlődő utódot (Partanen et al., 2010; Wangikar et 

al., 2005). Az embrionális korban bekövetkező környezeti stresszhatások 

következményei az utódra nézve széles skálát ölelnek fel, 

megmutatkozhatnak egyrészt akut, pl. teratogén hatásokban, mindemellett 

felnőtt kori betegségekben, az azokra való fogékonyság növekedésében, 

vagy egyes patogénekkel szembeni ellenállóképesség csökkenésében 

egyaránt. E tekintetben a fejlődő immunrendszert befolyásoló környezeti 

hatások szerepe kiemelendő. Az embrionális vérképzés (hematopoezis) 

kritikus periódusaiban bekövetkező stresszhatások többek között 

autoimmun és krónikus gyulladásos betegségek, valamint csökkent 

immunkompetencia kialakulását is magukkal vonhatják (Goldstein et al., 

2020; Holladay, 1999; Holladay & Smialowicz, 2000; Landreth, 2002; 

Rychlik & Sillé, 2019; Zhang et al., 2005). Mindezért kiemelten fontos az 

embrionális xenobiotikum-kitettség biológiai hatásainak minél alaposabb 

megismerése. Noha az aflatoxikózis egyes kórképei madarakban, 

emlősökben és halakban már régóta ismeretesek, az embriotoxikus hatások 

azonban részletesebb feltérképezésre szorulnak. A humán in utero AFB1 

kitettség leggyakrabban azonosított következményei között a csökkent 

születési tömeg és a posztnatális növekedésbéli problémák szerepelnek, 

amelyek hátterében álló biológiai folyamatok még nem teljesen ismertek 

(Lauer et al., 2019; Shuaib et al., 2010). 
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A zebradánió a biológiai tudományok számos ágának közkedvelt gerinces 

modellszervezete, amely megannyi előnyös tulajdonságából adódóan 

kiemelt helyen szerepel többek között a környezeti szennyező anyagok, 

illetve terápiás célú vegyületek embrionális hatásainak vizsgálatában. 

Számos molekuláris, sejt, szövet, illetve szerv szintű hasonlóság 

mutatkozik meg a zebradánió és az emlősök között, amely alkalmassá teszi 

a fajt magasabb rendű gerinceseket érő stresszhatások és betegségek 

bizonyos mértékű modellezésére (Howe et al., 2013; Lieschke & Currie, 

2007; Scholz et al., 2008). A doktori munka részletes képet kíván nyújtani 

az AFB1 alacsony, nem-letális koncentrációinak embrionális fejlődésre és 

az embriók veleszületett immunrendszerére gyakorolt direkt hatásairól, 

különböző biokémiai, molekuláris biológiai, immunológiai és toxikológiai 

vizsgálómódszerek integrálása által, az alábbiakban felsorolt 

szempontokon keresztül. 

 

Célkitűzések 
Szubletális koncentrációkkal történő embrionális AFB1-expozíció 

hatásainak feltérképezése: 

1. teljes embriókra/lárvákra kiterjedő morfológiai elváltozások 

detektálása 

2. teljes transzkriptom szintű változások feltérképezése, az AFB1-

expozíció által érintett legfontosabb biológiai útvonalak 

azonosítása 

3. az embriók/lárvák veleszületett immunrendszerére gyakorolt 

hatások vizsgálata 

a. neutrofil granulocita sejtszám és eloszlás a teljes 

embriókban/lárvákban 

b. nitrogén-monoxid termelődés in vivo  

c. L-arginin tartalom  

d. neutrofil granulociták viselkedése indukált lokális 

gyulladásos modellben 

e. immun- és gyulladás-specifikus markergének kifejeződése 

4. az emésztőcsatornát érintő elváltozások detektálása 

a. relatív bélhossz  

b. emésztőcsatorna funkcionális/anatómiai eltérései 

c. emésztőrendszer fejlődésében kulcsszerepet játszó gének 

kifejeződése 

5. az embriók/lárvák energiaszerzésére gyakorolt hatások vizsgálata 

a. szikzacskó lipid tartalmának mobilizációja 

b. lipid transzportban és anyagcserében kulcsszerepet játszó 

géncsoportok érintettsége és kifejeződése 
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER 
 

2.1. A zebradániók tartási és szaporítási körülményei 

A kísérletekbe vont embriókat szolgáltató laboratóriumi AB, valamint 

transzgenikus Tg(mpx:EGFP) típusú zebradánió vonalak a Magyar Agrár- 

és Élettudományi Egyetem Szent István Campusán, az Akvakultúra és 

Környezetbiztonsági Intézetben található zebradániók számára kialakított 

és fenntartott Tecniplast ZebTEC recirkulációs haltartó rendszerben 

kerültek felnevelésre. A szülőállomány 14/10 világos/sötét szakaszú 

megvilágítás mellett, 25,5 ± 0,5 °C hőmérsékletű, 7,0 ± 0,2 pH értékű, 550 

± 50 µS vezetőképességű áramoltatott vízben volt fenntartva. Az állomány 

takarmányozása/etetése naponta, életkornak megfelelő szemcseméretű 

haltáppal (SDS Zebrafeed), valamint tengeri sórákkal (Artemia salina) 

történt. Az ivarérett, felnőtt halak szaporítása erre a célra kialakított, 

válaszfallal ellátott rácsos aljú szaporítómedencékben zajlott. Az ívást 

követően a leadott ikratétel 10 cm átmerőjű, friss rendszervizet tartalmazó 

Petri csészékbe lett összegyűjtve. 

 

2.2. Embrionális aflatoxin B1-expozíció szubletális 

koncentrációkkal 

Annak érdekében, hogy kijelölhessem az alkalmazandó, viszonylag 

alacsony, szubletális AFB1 koncentráció értékeket, elsőként 120 órás 

intervallumra kiterjesztett Fish embryo toxicity (FET) tesztet végeztem az 

OECD 236 irányelv alapján. Ennek során a 8-16 sejtes stádiumban lévő 

zebradánió embriók egyedileg 24 lyukú sejttenyésztő lemezekbe kerültek 

2 ml/embrió végtérfogattal (N=2x3x10/csoport). A FET tesztben 

alkalmazott kezelési koncentrációk (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25 és 0,5 

mg/l) dimetil-szulfoxidban (DMSO) felvett 1 mg/ml-es AFB1 törzsoldat 

rendszervízben történő hígításával készültek. Az oldószeres kontroll 

csoport esetén az oldószer (DMSO) mennyisége nem haladta meg a 0,01 

térfogatszázalékot. A teszt során naponta feljegyeztem az elpusztult 

embriók számát. A mortalitási értékek alapján a koncentráció-válasz 

összefüggést, valamint az 1, 10 és 50 % pusztulást eredményező AFB1 

koncentrációkat (LC1, LC10, LC50) OriginPro szoftver segítségével 

határoztam meg. A további kísérletek során alkalmazott, szubletális 

koncentrációk (0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/l) felső határa az LC10 érték 

alapján került kijelölésre.  
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2.3. Morfológiai elváltozások értékelése 

Az embrionális AFB1-expozíció végén, a termékenyülést követő 120. órát 

megelőzően (120 hours post fertilisation, hpf) a zebradánió lárvákat trikain-

metánszulfonát (MS-222) rendszervízes oldatának (168 mg/l) segítségével 

altatásba vittem. Ezt követően mikroszkóp (Leica M205 FA, Leica DFC 

7000 T kamera, Leica Application Suite X szoftver, Leica Microsystems 

GmbH; Wetzlar, Németország) alatt oldalnézeti fényképeket készítettem a 

lárvákról (N=3x30/csoport). A teljes testhosszt, az úszóhólyag oldalnézeti 

területét és a relatív bélhosszt a fényképek alapján ImageJ szoftverrel 

határoztam meg. A lárvák érrendszerében bekövetkező morfológiai 

elváltozások megfigyeléséhez Tg(gata1:dsRED;flk1:GFP) vér-érrendszer 

specifikus transzgenikus zebradánió vonalat alkalmaztam. 

 

2.4. RNS szekvenálás és teljes transzkriptom analízis 

A teljes RNS szekvenálást és analízist a Debreceni Egyetem Biokémiai és 

Molekuláris Biológiai Intézetében végeztük. Ennél a vizsgálatnál az 

embrionális AFB1-expozíciót a kijelölt szubletális koncentráció sor 

legmagasabb, az LC10 értéket megközelítő, koncentrációjával (0,1 mg/l ≈ 

LC10) végeztük el. Az AFB1-expozíció végén a lárvák 200 µl Trizol 

reagenst tartalmazó mikrocentrifuga-csövekben (N=4x30/csoport) 

homogenizálásra kerültek. Az RNS izolálást kloroformos 

elválasztás/izopropanolos precipitáció/etanolos mosás módszerével 

végeztük. Az RNS integritását Eukaryotic Total RNA Nano Kit és Agilent 

BioAnalyzer automata gélelektroforézis készülék segítségével határoztuk 

meg. Az RNS könyvtár létrehozása Ultra II RNA Sample Prep kit 

segítségével történt. Ennek során elsőként a poli(A)farokkal rendelkező 

mRNS-t, mágneses gyöngyökkel konjugált deoxitimin szekvenciához 

(oligo-dT) kötöttük, eluáltuk, majd pedig fragmentáltuk. Ezt követően 

random primerek felhasználásával és reverz transzkripció által létrehoztuk 

a komplementer DNS-eket (cDNS). Adapter ligálást követően a 

szekvenálást Illumina NextSeq500 készülék segítségével végeztük el. A 

nyers szekvenálási adatokat HISAT2 algoritmus segítségével illesztettük a 

zebradánió referencia genomhoz (GRCz11). A differenciáltan expresszált 

géneket StrandNGS szoftver segítségével azonosítottuk. Az AFB1 kezelés 

hatására szignifikánsan érintett biológiai folyamatokat gén-ontológiai 

elemzéssel (Gene Ontology Enrichment Analysis, GOEA), 

Cytoscape/ClueGo szoftverrel (Bindea et al., 2009) értékeltük. 
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2.5. Génexpresszió meghatározása RT-qPCR segítségével 

Az egyes, többek között a transzkriptom analízis eredményei alapján 

kijelölt, markergének kifejeződését reverz transzkripción alapuló 

kvantitatív polimeráz láncreakcióval (RT-qPCR) határoztam meg. Az 

AFB1-expozíció végén a lárvákat 200 µl Trizol reagenst tartalmazó 

mikrocentrifuga-csövekben (N=5x30/csoport) homogenizáltam. Az RNS 

izolálást kloroformos elválasztás/izopropanolos precipitáció/etanolos 

mosás módszerreel végeztem. Az izolált, nukleáz-mentes vízben felvett 

RNS minőségét és mennyiségét NanoDrop One spektrofotométerrel 

értékeltem. A cDNS-ek létrehozásához High Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit-et használtam. A PCR reakciókat 5x HOT FIREPol 

EvaGreen qPCR Supermix segítségével végeztem LightCycler 480 II 

készülékben. Az egyes kezelési/kontroll csoportokhoz tartozó 

eredményeket az ef1a háztartási gén kifejeződéséhez viszonyítva, 

normalizált mRNS szintben fejeztem ki.  

  

2.6. Neutrofil granulocita sejtszám és eloszlás meghatározása 

A neutrofil granulociták számszerűsítéséhez és az embriókon/lárvákon 

belüli eloszlásának vizsgálatához Tg(mpx:EGFP) transzgenikus 

zebradánió reporter vonalat alkalmaztunk. A teljes lárvákra vonatkozó 

neutrofil granulocita sejtszám (EGFP+ sejtek gyakorisága) a Debreceni 

Egyetem Immunológiai Intézetében, fluoreszcencia aktivált sejtválogatás 

(fuorescence activated cell sorting, FACS) módszerével határoztuk meg. 

Az AFB1-expozíció végén (120 hpf) a lárvákat mikrocentrifuga-csövekbe 

helyeztük (N=2x3x15/csoport), amelyeket jéggel lehűtött vízbe állítottunk 

az egyedek túlaltatása érdekében. Ezt követően a lárvákat Ringer-oldatban 

átöblítettük, majd pedig 0.25 százalékos Tripszin-EDTA segítségével 

emésztettük. Az emésztést magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine 

serum, FBS) és kálcium-klorid hozzáadásával állítottuk le. A mintákat 

centrifugálást követően (400 g; 5 perc) 5 százalékos FBS/PBS oldatban 

reszuszpendáltuk és 40 µm pórusméretű sejtszűrő kosarakkal átszűrtük. Az 

egyes mintákban az EGFP+ sejtek gyakoriságát 10^5 sejtre vonatkozóan 

NovoCyte Flow Cytometer készülékkel határoztuk meg.  

A neutrofil granulociták lárvákon belüli eloszlásának értékeléséhez 

az AFB1-expozíció végén, altatásban (MS-222, 168 mg/l) oldalnézeti 

fényképeket készítettem a lárvákról GFP szűrővel felszerelt Leica M205 

FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X szoftver által. 

A granulociták eloszlását a fényképek alapján értékeltem, valamint a szik-
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bélrendszer területén található EGFP+ sejteket ImageJ szoftver 

segítségével (manuálisan) összesítettem. 

 

2.7. Nitrogén-monoxid termelődés in vivo meghatározása 

Egy gyulladásos mediátornak, a nitrogén-monoxidnak lárvákon belüli 

termelődését fluoreszcens jelet szolgáltató diaminofluoreszcein-FM 

diacetát (DAF-FM-DA) próba segítségével határoztam meg. Az AFB1-

expozíció végén a lárvákat 96 lyukú, lyukanként 200 µl, 5 µM DAF-FM-

DA oldatot tartalmazó sejttenyésztő lemezekbe helyeztem individuálisan 

és 25,5 °C-on, sötétben, 1 órán keresztül inkubátorban tartottam. Ezt 

követően a lárvákat rendszervízben átöblítettem, majd altatásban (MS-222, 

168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készítettem GFP szűrővel felszerelt 

Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X 

szoftver által. A fényképek alapján ImageJ szoftver segítségével 

meghatároztam az egész lárvára, valamint a szik-bélrendszer területére 

korlátozódó fluoreszcencia intenzitás értékeket.  

 

2.8. Aminosav analízis 

Az L-arginin tartalmat ultranagy-hatékonyságú folyadékkromatográfiás 

(UPLC) módszerrel határoztuk meg. Az AFB1-expozíció végén a 120 órás 

lárvákat mikrocentrifuga-csövekbe gyűjtöttük, meghatároztuk a nedves 

tömeget majd homogenizáltuk a lárvákat (3x30csoport). A homogenizálást 

centrifugálás (20000 g, 10 perc), a felülúszó átszűrése (3kDa-os szűrő) 

majd vákuumos szárítása (SpeedVac, Thermo Scientific) követte. A 

derivatizálást AccQTag Ultra kit segítségével végeztük. A minták mérését 

és analizálást 2 belső ismétlésben UPLC készülékkel (H-Class, Waters) és 

Empower szoftverrel végeztük. 

 

2.9. Farokúszó sebzésén alapuló gyulladásos modell 

A farokúszó sebzését Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebradánió reporter 

vonalon végeztem, amely lehetővé teszi a neutrofil ganulociták sebzés 

területére vándorlásának in vivo monitorozását. Az embrionális AFB1-

expozíciót követően, 108 hpf-nél a lárvákat altatásba vittem (MS-222, 168 

mg/l), majd mikroszkóp alatt steril borotvapengével a farokúszó-véget a 

lárva tengelyére merőlegesen, a gerinchúr vége és a farkúszó legtávolabbi 

pontja közötti szakasz középső régiójában, egyenes vonalú vágással 

eltávolítottam. Ez után a lárvák friss rendszervizet tartalmazó 24 lyukú 

sejttenyésztő lemezekbe kerültek, individuálisan. A sebzést követő 4. és 12. 
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órában a lárvákról oldalnézeti fényképeket készítettem GFP szűrővel 

felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application 

Suite X szoftver által (N=5x10/csoport).  

 

2.10. A szikzacskó lipid tartalmának mérése 

A lárvák, elsősorban azok szikzacskójának neutrális lipidtartalma közti 

különbségeket Oil-Red-O (ORO) festéssel határoztam meg. Az AFB1-

expozíció végén (120 hpf) a lárvákat jéggel fokozatosan lehűtött 

rendszervízben túlaltattam, PBS-el átöblítettem, majd 4 % (v/v) 

paraformaldehidben, 4 °C-on, 6 órán keresztül fixáltam. A fixálást 

követően 1 g/l ORO izopropanolos (60%) oldatában a lárvákat 

szobahőmérsékleten 2 órán keresztül mikrocentrifuga-csövekben 

inkubáltam. A festést PBS-el történő átöblítés követte, végül az egyedek 

lépcsőzetes módon, 95 százalékos glicerinbe kerültek. Az ORO által festett 

lárvákról, mikroszkóp (Leica M205 FA) alatt egységes megvilágítású 

(fehér) háttérrel oldalnézeti képeket készítettem (N=2x10/csoport). Az 

egyes csoportokhoz tartozó lárvák szikzacskóinak lipid tartalma közti 

különbségeket optikai denzitás méréssel határoztam meg ImageJ szoftver 

segítségével, „Rodbard”-kalibrációt követően 

(https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).  

 

2.11. Emésztőcsatorna funkcionális in vivo vizsgálata 

fluoreszcens mikrogyönggyel 

Az emésztőrendszer károsodásának egyik vizsgálatát a fluoreszcens 

mikrogyöngy-assay képezte. Ennek során reverz ozmózis (RO) vízzel 

átmosott, centrifugált és újra szuszpenzióba vitt (2,5 %), fluoreszcens jelet 

kibocsátó, átlagosan 2 µm átmérőjű mikrogyöngyöket (carboxylate-

modified polystyrene latex beads, fluorescent red, Sigma-Aldrich) 

alkalmaztam. Az AFB1-expozíció végén a lárvákat 0,025 százalékos 

mikrogyöngy szuzpenziót tartalmazó mikrocentrifuga-csövekbe helyeztem 

(N=2x2x5/csoport) és 3 órán keresztül 25,5 °C-on, a centrifuga-csöveket 

nyitott állapotban hagyva inkubáltam. Az inkubálást követően a lávákat 

friss rendszervízben többször átöblítettem, eltávolítva a mikrogyöngyöket 

a vizes közegből, majd pedig altatásban (MS-222, 168 mg/l) oldalnézeti 

fényképeket készítettem az állatokról mCherry szűrővel felszerelt Leica 

M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X 

szoftver által. A garat-régióban, valamint a bélcsatornában felhalmozódó 
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mikrogyöngyök által kibocsátott fluoreszcens jelet ImageJ szoftver által 

számszerűsítettem. 

 

2.12. Statisztikai értékelés 

A kísérletek során született adatok normalitás-vizsgálatát Shapiro-Wilk 

próbával végeztem. A csoportok közötti statisztikai különbségeket a 

normalitás-vizsgálat eredményétől függően 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 átlag ± szórás formában mutattam be. 

A transzkriptom analízis során a szignifikánsan differenciáltan expresszált 

géneket korrigált T-próba (Moderated T-test) és Benjamini-Hochberg FDR 

korrekció segítségével határoztuk meg. Statisztikailag igazoltan 

szignifikáns különbséget p <0,05 szinten állapítottam meg. 
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3. EREDMÉNYEK 
 

3.1. A szubletális aflatoxin B1-expozíció lárvák morfológiájára 

és teljes transzkriptomra gyakorolt hatásai 

A szubletális AFB1 koncentrációk a 120 órára kiterjesztett FET teszt során 

tapasztalt mortalitási arányok alapján kerültek kijelölésre. A 120 órára 

vonatkoztatott letális koncentráció értékek az alábbiak szerint alakultak: 

LC1 = 0,081 mg/l; LC10 = 0,108 mg/l; LC50 = 0,141 mg/l. Az alkalmazott 

szubletális koncentráció-sorozatot az LC10 (0,108 mg/l) érték alapján az 

alábbiakban határoztuk meg: 0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/l.  

Az embrionális AFB1-expozíció nem eredményezett drasztikus 

morfológiai elváltozásokat az embriókban/lárvákban, azonban enyhe, de 

statisztikailag már igazolható csökkenés mutatkozott a teljes testhosszban 

0,1 mg/l koncentráció esetén. Mindemellett egy jelentősebb, koncentráció-

függő csökkenés volt tapasztalható az úszóhólyag méretében. 

A teljes RNS szekvenálás és transzkriptom analízis 1216 szignifikáns 

differenciáltan expresszált gént (differentially expressed genes, DEGs) 

azonosított az AFB1 kezelés hatására (0.1 mg/l). Ezen differenciáltan 

expresszált gének közül 829 csökkent, míg 387 fokozott kifejeződést 

mutatott. A gén-ontológiai elemzés számos, szignifikáns mértékben 

indukált vagy gátolt biológiai folyamatot azonosított. Az indukált gének 

között az immunrendszer- és gyulladás-kapcsolt folyamatokban 

kulcsszerepet játszó géncsoportok kimagasló felülreprezentáltsága volt 

kimutatható. A gátolt gének esetén legjelentősebb mértékben a redox 

útvonalak és számos anyagcsere folyamat − különös tekintettel a lipid és 

szerves sav anyagcserére − érintettsége mutatkozott meg. 

 

3.2. Az aflatoxin B1 veleszületett immunrendszerre gyakorolt 

hatásai 

A teljes transzkriptom analízis során született eredmények alapján a 

következőkben az embrionális AFB1-expozíció veleszületett 

immunrendszerre és gyulladásos folyamatokra gyakorolt hatásainak 

vizsgálatára fókuszáltunk. Ennek érdekében elsőként négy immunválasz-

asszociált gén (il1β, mmp9, cxcl8b.1, cxcl18b) kifejeződését vizsgáltam 

RT-qPCR segítségével. Összhangban az RNS-szevenálás eredményeivel, 

az AFB1 kezelés a kiválasztott markergének jelentős mértékű, 

koncentráció-függő indukálását vonta maga után.  

A 120 órás lárvákról készült fényképek alapján megfigyelhetővé vált, 

hogy az AFB1 kezelés hatására a neutrofil granulociták eloszlása a 
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lárvákon belül megváltozik, diffúz jellegű szóródást eredményezve. 

Mindemellett, a lárvák szik-bélrendszerének területén a neutrofil 

granulociták fokozott felhalmozódása mutatkozott meg. Mivel az 

embriók/lárvák ezen régiója jól lokalizálható és körül határolható, ezért 

összesítettem a szik-bélrendszer területén akkumulálódott granulocita 

sejtek számát, amely 0,025−0,075 mg/l koncentráció tartományban 

erőteljes növekedést mutatott. Emellett, az EGFP+ sejtek fluoreszcencia 

aktivált sejtválogatás (FACS) által meghatározott gyakorisága csak a 

legmagasabb, 0,1 mg/l-es kezelési koncentráció esetén csökkent 

szignifikáns mértékben a kontrollhoz viszonyítva. 

A farokúszó-sebzésen alapuló gyulladásos modellben jelentős 

mértékű, koncentráció-függő csökkenés volt tapasztalható az AFB1-kezelt 

lárváknál a sebzés területére vándorló granulociták mennyiségében, a 

sebzést követő 4., valamint 12. órában egyaránt. Mindez felvetette az 

érrendszer AFB1-általi sérüléseinek, és ezen keresztül a granulocita 

vándorlás befolyásolásának a lehetőségét. A vér-érrendszer specifikus 

transzgenikus zebradánió vonal vizsgálata során azonban nem tapasztunk 

jelentős mértékű eltéréseket a kontroll és a kezelési csoport között az 

érrendszer morfológiájában. 

 

3.3. Az aflatoxin B1-expozíció nitrogén-monoxid termelődésre 

és L-arginin tartalomra gyakorolt hatásai 

A 120 órás lárvákban fluoreszcens próba segítségével történő in vivo 

nitrogén-monoxid produkció detektálásakor erőteljes mértékű, 

koncentráció-függő növekedés mutatkozott az AFB1 kezelés hatására a 

kontroll csoporthoz képest. Emellett, hasonlóképpen a neutrofil-

granulociták szik-bélrendszer területén történő intenzív 

felhalmozódásához, a nitrogén-monoxid termelődés kifejezetten nagy 

mértékű növekedést mutatott a lárvák ezen régiójában a kezelt 

csoportokban. Összhangban a nitrogén-monoxid szint növekedésével, az 

AFB1 kezelésben részesült embrióknál szignifikáns mértékű csökkenés 

volt tapasztalható a nitrogén-monoxid szintáz szubsztrátjaként szolgáló L-

arginin tartalomban. 
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3.4. Az aflatoxin B1 emésztőrendszerre gyakorolt hatásai 

A granulocita felhalmozódás és nitrogén-monoxid termelődés tekintetében 

a szik-bélrendszer kifejezetten érintett területként mutatkozott meg az 

AFB1 kezelés hatására. Mindemellett, a mikroszkópos fényképek elemzése 

során a kezelt lárvák bélcsatornájának alulfejlettségére utaló jeleket is 

detektáltunk. Továbbá az RNS szekvenálás által felderített szignifikáns 

mértékben differenciáltan expresszált gének között számos, az 

emésztőrendszer fejlődésében kulcsszerepet játszó gén (clda; aldh1a2; 

dhrs9; pllp; cdx1b) szerepelt. Ez utóbbi két gén (dhrs9, cdx1b) jelentős 

mértékű redukciója mutatkozott meg azok RT-qPCR által történő 

validálása során a 0,05, 0,075 és 0.1 mg/l AFB1 koncentrációkkal kezelt 

csoportokban. 

Az emésztőrendszer károsodásának további feltérképezése 

érdekében elsőként meghatároztam a lárvák nyelőcsöve és végbélnyílása 

közötti távolságot, mint „relatív bélhosszt” (nincs elkülönült gyomor), 

amely már a legalacsonyabb, 0,025 mg/l koncentrációnál is szignifikánsan 

csökkent. Ezt követően az emésztőrendszer bizonyos mértékű 

funkcionális-anatómiai eltéréseinek becslésére alkalmas vizsgálatot 

végeztem el fluoreszcens mikrogyöngyök segítségével. Az AFB1 

expozíción átesett lárváknál a mikrogyöngyök a legalacsonyabb kezelési 

koncentráció esetén (0,025 mg/l) csökkent mértékben, a többi 

koncentrációhoz tartozó csoport esetén pedig szinte alig kerültek be a 

bélcsatornába, ellentétben a kontroll csoporttal. Érdekes módon, a 

bélcsatorna drasztikusan alacsony mikrogyöngy tartalma a magasabb 

koncentrációknál (0,075; 0,1 mg/l) a száj-garat régióban történő erőteljes − 

a lárvák legalább 55 százalékánál bekövetkező − mikrogyöngy 

akkumulációval párosult. 
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3.5. Az aflatoxin B1 szikből történő lipid-mobilizációra 

gyakorolt hatása 

Fraher és mtsai. (2016) által azonosított, a zebradánió szik-lipid 

anyagcserében és transzportban kulcsszerepet játszó géncsoportot (gene 

set) alapul véve elsőként géncsoport dúsulási analízist (Gene Set 

Enrichment Analysis, GSEA) végeztünk el a teljes RNS-szekvenálás által 

nyert adatokon. A GSEA az AFB1 expozíció hatására alulexpresszált lipid 

metabolizmus és transzport-asszociált gének szignifikáns feldúsulását 

mutatta ki (False Discovery Rate, FDR <0,1; Normalized Enrichment 

Score, NES: -1,53) (14. A és B ábra). Ezek közül négy gén (mtp; apoa4a, 

apobb.1; fabp1b.1) mRNS szintű kifejeződését tovább vizsgáltuk RT-

qPCR segítségével, validálva az RNS-szekvenálás eredményeit. Az mtp, 

apoa4a és apobb.1 gének esetén 0,025 mg/l koncentrációnál enyhe, míg 

0,05, 0,075 és 0,1 mg/l koncentrációknál jelentősebb mértékű, szignifikáns 

csökkenés volt tapasztalható a génkifejeződésben. A fabp1b.1 gén 

tekintetében már a 0,025 mg/l koncentrációnál is erőteljes, a magasabb 

értékeknél pedig drasztikus mértékű gátló hatás mutatkozott meg.  

 A teljes lárvák Oil-Red-O alapú lipidfestésévelável képet kaphattunk 

a neutrális lipidek lárvákon belüli eloszlásáról, amellyel lehetővé vált a 

szik-bélrendszer területének optikai-denzitáson alapuló lipid-tartalom 

becslése. Összhangban a molekuláris-biológiai vizsgálatok eredményeivel, 

az AFB1 kezelés hatására szignifikáns, koncentráció-függő növekvő 

tendenciát tapasztaltunk a szik-bélrendszer területén mért optikai 

denzitásban, amely a szikből történő lipid-felhasználás képességének 

csökkenésére utalt.  
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4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 

 

1. Doktori munkámban elsőként vizsgáltam a szubletális 

koncentrációkkal történő embrionális aflatoxin B1 (AFB1)-expozíció teljes 

RNS szekvenáláson alapuló, teljes transzkriptomra gyakorolt hatásait 120 

órás zebradánió lárvákban, amelynek során kimutattam, hogy az AFB1-

expozíció jelentős mértékben gátol számos energiaszerzésre irányuló 

anyagcsereútvonalat, valamint az immunválasz- és a gyulladás-asszociált 

géncsoportok erőteljes indukálását eredményezi. 

 

2. Elsőként számoltam be a szubletális koncentrációkkal történő 

embrionális AFB1-expozíció neutrofil granulocitákra gyakorolt − 

megváltozott eloszlásban, sejtszámban és lokális gyulladásra adott 

válaszreakcióban megmutatkozó – szignifikáns hatásairól 120 órás 

zebradánió lárvákban.  

 

3. Elsőként mutattam ki a szubletális koncentrációkkal történő 

embrionális AFB1-expozíciónak az in vivo nitrogén-monoxid 

termelődésre és az L-arginin tartalomra gyakorolt ellentétes irányú hatását 

120 órás zebradánió lárvákban. 

 

4. Elsőként mutattam ki a szubletális koncentrációkkal történő 

embrionális AFB1-expozíció zebradánió embriók/lárvák szik-lipid 

mobilizációjára gyakorolt gátló hatásait. 

 

5. Elsőként számoltam be a szubletális koncentrációkkal történő 

embrionális AFB1-expozíciónak az emésztőrendszer fejlődését és 

funkcióját károsító hatásairól zebradánió embriókban/lárvákban. 
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5. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 
 

Az aflatoxin B1 (AFB1) az egyik legnagyobb humán- és 

haszonállategészségügyi kockázattal bíró mikotoxin. Embriotoxikus 

hatását ugyan már a 1960-as években kimutatták, de az emlősök és az 

ember esetén az embrionális AFB1-kitettség által okozott káros hatások 

nem minden részlete ismert. Az AFB1-kitettség jelenleg ismert pre- és 

posztnatális káros következményeit meghatározó faktorok közül kiemelik 

a pro-inflammatorikus mediátorok fokozott termelődését. Éppen ezért az 

embrionális fejlődésre gyakorolt hatások vizsgálata során alapvetően 

fontos az embrionális immunrendszer AFB1 által történő befolyásolásának 

részletesebb vizsgálata is.  

Az AFB1 zebradánió embriókon történő ez idáig született vizsgálatai 

elsősorban a neurotoxikus és hepatotoxikus hatások feltérképezésére 

fókuszáltak (Park et al., 2020; Wu et al., 2019; Zhou et al., 2017; Zuberi et 

al., 2019). Ezen kutatások során megmutatkozó mortalitási értékek a 

legtöbb esetben összhangban vannak az általunk tapasztaltakkal, 

mindemellett fontos megjegyezni, hogy ezek az értékek általában eltérő 

expozíciós ablakban végzett tesztek alapján születtek.  

A szubletális AFB-expozíció nem eredményezte az embriók/lárvák 

számottevő torzulását a kezelési időszak alatt, hasonlóképpen a Wu és 

mtsai. (2019) által leírtakhoz. Mindazonáltal a teljes transzkriptom szintjén 

már jelentős eltéréseket detektáltunk. Az AFB1 több, mint 1200 gén 

kifejeződését befolyásolta szignifikáns mértékben. A csökkent kifejeződést 

mutató gének között szignifikánsan feldúsultak azok a géncsoportok, 

amelyek pl. az oxidoreduktáz és monooxigenáz aktivitásban, illetve az 

energiaszerző metabolikus útvonalakban játszanak fontos szerepet. Az 

oxidoreduktáz aktivitású enzimek közül számos kulcsszerepet tölt be a 

reaktív oxigénszármazékok (ROS) eliminálásában (pl. szuperoxid 

dizmutáz, glutation-peroxidáz, NADPH-kinon-oxidoreduktáz) (Battelli et 

al., 2016; Ngoka, 2008).  A transzkriptom analízis során 147, az 

oxidoreduktáz aktivitásban közreműködő gén kifejeződésének csökkenését 

mutattam ki 120 órás zebradánió lárvákban AFB1 kezelés hatására, amely 

összhangban van a toxin ismert oxidatív stressz indukáló képességével. 

Az embrionális AFB1-kezelés következtében fokozott mRNS kifejeződést 

mutató gének között kimagasló mértékben dúsultak fel az immunválaszban 

és gyulladásos folyamatokban közreműködő géncsoportok. Mindez együtt 

járt a teljes embriókon/lárvákon belüli neutrofil granulociták erőteljes 

diffúz szóródásával és emelkedett nitrogén-monoxid termelődéssel, amely 
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a szik-bélrendszer területén különösen intenzívnek bizonyult. Dey &  Kang 

(2020) AFB1-kezelt 6 napos zebradánió lárvák vizsgálata során szintén a 

szik-bélrendszer területén detektált jelentős mértékű ROS képződést. 

Emellett, a megnövekedett nitrogén-monoxid termelődéssel összhangban, 

csökkent L-arginin szintet tapasztaltam. Az AFB1 tehát egy szisztémás 

jellegű gyulladásos reakciót indított el a fejlődő embriókban/lárvákban. 

Továbbá, a lokális gyulladáson alapuló modellben szignifikáns mértékben 

csökkentette a neutrofil granulociták sebzés területén történő 

felhalmozódását. A granulociták teljes lárvákon belüli gyakorisága csak a 

legmagasabb alkalmazott (LC10 érték körüli) koncentráción mutatott 

csökkenést, ugyanakkor a lokális sebzésre adott „csökkent mértékű” 

válaszreakció már alacsonyabb koncentrációk esetén is számottevő volt. 

Mindemellett, a lárvák érrendszeréről készült fényképek értékelése során 

nem figyeltem meg szemmel látható, drasztikus morfológiai 

elváltozásokat. Hasonlóképpen az általam tapasztaltakhoz, a zebradánió 

embriók/lárvák farokúszójának sebzésén alapuló gyulladásos modell 

alkalmazása során több xenobiotikum − pl. egy növényvédő szer keverék, 

a famoxadon-cimoxanil (Cheng et al., 2020), illetve az egyes 

kozmetikumokban is előforduló ezüst nanorészecskék (Chen et al., 2021) 

– hatására is megmutatkozott a neutrofil granulociták 

mozgósításának/vándorlásának megváltozása. Ide vonatkozó 

eredményeimet összefoglalva a szubletális, embrionális AFB1-expozíció 

pro-inflammatorikus és immunmoduláns hatásokat eredményezett a 120 

órás zebradánió lárvákban.  

A fejlődő embriók szik-bélrendszerének jelentős mértékű érintettsége volt 

megfigyelhető az AFB1 által indukált gyulladásban. Az embriók 

szikrendszere metabolikusan aktív és különböző transzport-folyamatokat 

felvonultató terület (Fraher et al., 2016). Park és mtsai. (2020) 

szignifikánsan nagyobb szik-átmérőket detektáltak az AFB1 kezelt 

zebradánió embriók esetén a kontrollhoz viszonyítva. Eredményeim 

emellett a szikben tárolt lipidek anyagcseréjében és transzportjában részt 

vevő géncsoportok gátolt mRNS szintű kifejeződését mutatták ki. Mindez 

felveti az embrionális tartalék táplálóanyagok 

felhasználásának/mobilizálásának sérülését. Ahogy az várható volt, a 120 

órás lárvák lipid festése visszaigazolta az addigi eredményeket, a szik-

bélrendszer területén lévő lipidek mennyisége koncentráció-függő 

növekedést (vagyis csökkent mértékű mobilizációt) mutatott a kezelés 

hatására. Eddig csak kevés kutatás jelent meg a szakirodalomban, amely az 

embrionális AFB1-expozíció lipid anyagcserére gyakorolt hatásait 

vizsgálta, ugyanakkor felnőtt patkányok vér- illetve májmintáinak analízise 

során beszámoltak a lipid metabolizmus AFB1 általi megzavarásáról 
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(Rotimi et al., 2017; Ugbaja et al., 2020). Az esetünkben megfigyelt, szik-

bélrendszer területére vonatkozó emelkedett lipid-tartalom és gyulladás ok-

okozati összefüggéséről további, részletesebb feltáró munka alapján 

vonhatunk le következtetéseket.  

Több kutatómunka is beszámolt az AFB1 kezelést követő 

emésztőrendszeri elváltozásokról patkány, egér, illetve brojler csirke 

esetén. Az embrionális AFB1-kitettség bélrendszerre gyakorolt hatásairól 

és annak hátteréről azonban még viszonylag kevés ismeret áll 

rendelkezésünkre. Vizsgálataim az embrionális/lárvális emésztőrendszer 

AFB1 általi károsodását mutatták ki, amely az emésztőrendszer 

morfogenezisében kulcsszerepet játszó gének kifejeződésének erőteljes 

gátlásában, a bélrendszer alulfejlettségében és funkcionális zavarában 

nyilvánultak meg. Mindez a szik-bélrendszer területén történő fokozott 

neutrofil-granulocita felhalmozódással és nitrogén-monoxid produkcióval 

járt együtt. Az embrionális emésztőrendszer AFB1 által indukált 

elváltozásai és az ahhoz asszociálódó gyulladásos folyamatok ok-okozati 

összefüggései és az azok hátterében álló mechanizmusok azonban további, 

részletesebb feltérképezésre szorulnak.  

Az embrionális AFB1-expozíció biológiai következményei még nem 

teljesen ismertek. Az eddigi, in vitro tesztek és különböző 

modellszervezeteken végzett vizsgálatok, illetve a humán felmérések 

eredményei alapján feltételezhető, hogy a  születés-, csecsemő-, illetve 

gyermekkori fejlődésbéli és immunológiai problémák kialakulásához 

jelentős mértékben hozzájárulhat az AFB1 pro-inflammatorikus, 

immunmoduláns, gasztrointesztinális rendszert károsító, valamint a 

szénhidrát, lipid és aminosav anyagcserét befolyásoló képessége (Smith et 

al., 2017). Vizsgálataimban az LC10 és az alatti AFB1 koncentrációk direkt 

embrionális hatásainak viszonylag átfogóbb feltérképezését végeztem el, 

amelyhez többek között a preklinikai gyógyszer-tesztelésben és humán 

betegség modellezésben is elterjedt modellszervezetet, a zebradániót 

alkalmaztam. Eredményeim egymást kiegészítő morfológiai, 

transzkriptomikai, immunológiai, toxikológiai vizsgálatai alapvetően 

egymással összhangban lévő eredményeket szolgáltattak. Összességében 

elmondható, hogy a szubletális, embrionális AFB1-expozíció során a 

veleszületett immunrendszer, az energiaszerzésre irányuló biológiai 

folyamatok, valamint az gasztrointesztinális rendszer kiemelt érintettsége 

mutatkozott meg. Mindez jelentős mértékben meghatározhatja a fejlődő 

utód későbbi életkimenetelét. Az akut gyulladásos folyamatokban, a 

gasztrointesztinális rendszer fejlődésében, és számos energiaszerző 

metabolikus útvonalban kulcsszerepet játszó gének és azok 

kifejeződésének szabályozása nagyfokú hasonlóságot mutat a zebradánió 
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és az emlősök között (Flynn III et al., 2009; Forn-Cuní et al., 2017; Marza 

et al., 2005; Miyares et al., 2014; Quinlivan & Farber, 2017; Wallace & 

Pack, 2003). Az eredmények magasabb rendű gerincesek irányába történő 

extrapolálásakor ugyanakkor tekintetbe kell venni, hogy a zebradánió 

embrió modell egy placentát nélkülöző, közvetett anyai hatásoktól mentes 

rendszert képvisel. 

 

Javaslatok 

Doktori munkám eredményei alapján az alábbi vizsgálatok javasolhatók a 

jövőben: 

1. Immunmoduláns hatás további feltérképezése 

a. makrofág-specifikus transzgenikus zebradánió vonal bevonása 

2. Szöveti regenerációra gyakorolt hatások vizsgálata 

a. farokúszó-regenerációs modell 

3. A bélcsatorna elváltozásainak és potenciális gyulladásának szövettani 

értékelése 

4. Az embrionális kitettség hosszú távú következményeinek 

feltérképezése 

a. juvenilis és felnőtt kori túlélés  

b. felnőtt kori immunkompetencia  

c. transzgenerációs hatások, epigenomban bekövetkező 

változások 

5. Az általam alkalmazott vizsgálati-végpontok felhasználása olyan 

vegyületek teszteléséhez, amelyek alkalmasak lehetnek az AFB1 által 

okozott toxicitás mérséklésére. 
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https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.125788 
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responses of zebrafish embryos to sub-lethal exposure of bendiocarb. 

Water, 13(2), 204. https://doi.org/10.3390/w13020204 

 

Ács, A., Liang, X., Bock, I., Griffitts, J., Ivánovics, B., Vásárhelyi, E., ... 
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