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1. BEVEZETES ES PROBLEMAFELVETES

A mikotoxinok kornyezetszennyezd kémiai anyagok, a fonalasgombak masodlagos
anyagcsere termékei, amelyek az allatok, illetve az emberek szervezetébe bejutva
mikotoxikozisokat idézhetnek eld. Tobb évre visszamenden takarmany alapanyagok
¢és kész takarmanyok mikotoxin szennyezettségének felmérése alapjan elmondhato,
hogy Europaban leggyakrabban a Fusarium mikotoxinok el6fordulasaval kell
szamolni. Ezek koziil a leginkébb jelentdsek a dezoxinivalenol (DON), a fumonizin
B1 (FB1) és a T-2 toxin, valamint annak toxikus metabolitja a HT-2 toxin.

A takarmany- ¢és €lelmiszer-analitikai vizsgalatok eredményei ramutattak arra, hogy
ezek a mikotoxinok altalaban nem 6nmagukban, hanem egyiittesen fordulnak eld
természetes koriilmények kozott. Felmertl a kérdés, hogy ezek a vegyiiletek milyen
modon befolyasolhatjak egymas hatasat az allati ¢s emberi szervezetben. Az interakcio
jellegét szamos tényezd befolyasolhatja, igy példaul fiigg az allatfajtol, az ivartol, a
taplaltsagi allapottdl és a toxin expozicid idétartamatdl. Eddigi ismereteink alapjan
elmondhat6, hogy az egylittes hatas az esetek tobbségében jelentdsebb, mint azt az
egyes mikotoxinok kiilon-kiilon kifejtett hatdsa alapjan becsiilnénk (Smith et al.,
2016). Ez azért fontos, mert a javaslati vagy a kotelezd érvényii hatarértékek egy-egy
mikotoxin 6nallé hatasan alapulnak.

A mikotoxinokkal kapcsolatos eddigi kutatasok in vitro és gazdasagi allatokkal végzett
in vivo kisérletekben a kiilonbozd toxinok dozistdl és expozicids idotdl fliggd hatasait
mutatjak be. Ezek kozott azonban kevés az alacsony dozist kolesonhatas vizsgalat,
illetve a Fusarium toxinok egyiittes hatdsanak elemzése. Kisérleteimben ezért a
hazankban leggyakrabban el6forduld Fusarium penészgombak altal termelt
mikotoxinok kélcsonhatasaira fokuszaltam. Olyan mértékii expozicidkat alkalmaztam,
amelyek hatarérték koriiliek, igy gyakorlati koriilmények kozott gyakran
eléfordulhatnak.

A fent emlitett mikotoxinok madarak szervezetére, ezen beliil az altalam vizsgalt
glutation redox rendszerre és lipidperoxidacios folyamatokra kifejtett hatasairdl
viszonylag kevés informacidval rendelkeziink. Ennek okdn kisérleteimhez modell
szervezetként a gazdasagilag jelentds brojlercsirkét és tojotytkot valasztottam. Egyes
Fusarium toxinok jol ismert médon oxidativ stresszt indukalnak, amelynek hataséara
az allati szervezetben fokozodik a lipidperoxidéacios folyamatok intenzitasa, amely
kihat a biologiai antioxidans rendszer miikddésére. Feltehetd a kérdés, hogy a T-2
toxin, DON és a FB1 mikotoxinokat egyiitt alkalmazva fokozzadk, vagy gatoljak-e
egymds hatdsat a lipidperoxidacidos folyamatokra és az antioxidans védekezd
mechanizmusokra a tojotyukok és a brojlercsirkék szervezetében?



2. CELKITUZESEK

Az altalam elvégzett kutatas célja az volt, hogy felmérje az egyes mikotoxinok eltérd
mennyiségével mesterségesen szennyezett takarmany rovid tava etetésének hatdsat a
mikotoxinok metabolizacidjdban ¢és raktarozasaban fontos szervben (maj) a
lipidperoxidaciés folyamatok inicidcios €s terminacios fazisaira, valamint ezzel
parhuzamosan a glutation redox rendszer egyes tagjainak mennyiségére vagy
aktivitasara, valamint ennek génexpresszid szintli szabalyozasara.

1. Vizsgalataim 0 célkitlizése az volt, hogy a harom Fusarium mikotoxin, a T-2 toxin
¢s annak toxikus metabolitja, a HT-2 toxin, a DON ¢és annak toxikus metabolitjai
[3-acetil DON (3-AcDON), 15-acetil DON (15-AcDON)] és a FB1 egyiittes hatasat
vizsgaljam rovid tavua (72 oras) etetési kisérletekben brojlercsirkében és tojotytikban.
A kezelések soran a toxin koncentraciokat tigy hatdroztam meg, hogy azok az Europai
Unidban (EU) altal megéllapitott, takarmanyokra vonatkoz6 javaslati hatarértékeket
(2006/576/EK), illetve annak kétszeres és négyszeres mennyiségét tiikkrozzek.

2. Célom volt tovabba felmérni, hogy a vizsgalt mikotoxinok egyiittes alkalmazasa
egyszeri expoziciot kovetd hatasa rovidtdvon milyen irdnyban és mértékben
befolyasolja a tojotyukok ¢€s a brojlercsirkék lipidperoxidéacios folyamatait jelzé
markereket, a glutation redox rendszerének egyes elemeit, valamint azok
szabalyozasaért felelds egyes transzkripcids faktorokat kodold gének expresszidjat.

A vizsgalatok soran az alabbi paramétereket vizsgaltam:

a) testsuly, elhullas, takarmanyfogyasztas

b) klinikai biokémiai paraméterek:

a lipidperoxidacios folyamatok esetében az iniciacids szakasz markereit (konjugalt
dién [CD] és konjugdlt trién [CT]), valamint a terminacidés szakasz metastabil
végtermékének (malondialdehid [MDA]) mennyiségét, a glutation redox rendszer
mikodését jelzd paramétereit (glutation-peroxiddz [GPx] aktivitdsat, valamint a
redukalt glutation [GSH] tartalmat

c) a glutation redox rendszer egyes elemeit kodolod gének (glutation-peroxidaz-4
[GPX4], glutation-szintetaz [ GSS], glutation-reduktaz [GSR)]), illetve a Nrf2/Keapl-
ARE (nuclear factor E2-related factor 2/kelch-like ECH-associated protein 1/
Antioxidans valaszelem) Gtvonalat kodold egyes gének (Keapl és Nrf2) expresszios
valtozésait

A fenti célok eléréséhez elvégzett kisérletek:

I. T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s FBI1 terhelés rovidtava egyéni
hatdsanak vizsgalata tojotytkban. Alkalmazott dozis: kozepes (javaslati hatarérték
kétszeres mennyisége).

II. T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s FBI1 terhelés rovidtava egyiittes
hatdsdnak vizsgalata tojotyukban. Alkalmazott dozisok: alacsony (javaslati
hatarértékkel megegyez6 mennyiség), koézepes (javaslati hatarérték kétszeres
mennyisége).



1. T-2/HT-2 toxin ¢és DON/3-AcDON/15-AcDON terhelés rovidtava egyiittes
hatdsanak vizsgalata tojotyukban. Alkalmazott doézisok: alacsony (javaslati
hatarértékkel megegyez6 mennyiség), kozepes (javaslati hatarérték kétszeres
mennyisége).

IV. T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s FBI terhelés rovidtava egyiittes
hatdsanak vizsgalata brojlercsirkében. Alkalmazott dozisok: alacsony (javaslati
hatarértékkel megegyez6 mennyiség), kozepes (javaslati hatarérték kétszeres
mennyisége).

V. Emelt dozisa T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és FB1 terhelés
rovidtdva egylittes hatdsanak vizsgéalata brojlercsirkében. Alkalmazott doézisok:
alacsony (javaslati hatarértékkel megegyezd mennyiség), magas (javaslati hatarérték
négyszeres mennyis€ge).



3. SZAKIRODALMI ATTEKINTES
3.1 Mikotoxinok

A mikotoxinok eléforduldsa a takarmanyokban és az ¢lelmiszerekben vilagméretii
probléma, mert allat- ¢és humanegészségligyi veszélyeket, valamint gazdasagi
veszteségeket okoznak az élelmiszer- ¢és takarmanyiparban, valamint az
allattenyésztésben. A mikotoxinnal vagy -toxinokkal egyiittesen szennyezett
takarmany fogyasztdsa az dllatoknal akut vagy kronikus megbetegedéseket,
rendellenességeket okozhat, ami tobbek ko6zott a szaporodasbiologiai folyamatok
zavarahoz vezet (Nayakwadi et al., 2020). F6 probléma azonban legtobbszor az, hogy
az alacsony dozist mikotoxin terhelés, amely példaul baromfi fajoknal akut toxikézist
még nem 1dé€z eld, anyagcserezavarokat, csokkent takarméanyfelvételt, emiatt csokkent
testsulygyarapodast, tovabba csokkent tojastermelést ¢s immunszuppressziot idézhet
eld (Bryden, 2012).

A legutobbi DSM World Mycotoxin Survey felmérés szerint 2022-ben Eurdpaban a
Fusarium spp. altal termelt mikotoxinok a takarméanyozésra szant gabonafélék nagy
részében kimutathato voltak. A vizsgalt mintdkban a DON 46%, a fumonizinek 34%,
a T-2 toxin pedig 24%-o0s gyakorisaggal fordult eld (1. tdblazat) (DSM, 2022).

1. tablazat: A szennyezések gyakorisaga és mértéke a kutatdsomban vizsgalt mikotoxinok esetén
takarmanyokban (DSM 2022)

DON T-2 FUM
Mintak szama 8837 6303 6390
Szennyezett minték ardnya (%) 46 24 34
Szennyezések mértékének atlaga 797 44 708
(ng’kg)
Szennyezések maximum értéke 445956 2014 38481
(ng/kg)
EU javasolt hatarértékek 5000 250 20000
takarméanyokban (ug/kg) (EU, 2006)

DON: DON és acetilalt szarmazékai (3- és 15 acetil-DON), T-2: T-2/HT-2 toxin, FUM: Fumonizin B1,
B2, B3

Az 1. tablazat adatai alapjan a vizsgélt takarméany mintdk nagy részének mikotoxin
szennyezettsége atlagosan ugyan nem haladta meg az EU javasolt hatarértéket, viszont
eléfordultak kiugréan magas koncentraciok is. A baromfi fajok takarmanyéanak
legfobb Gsszetevoje a kukorica. Az 1. tdblazatban bemutatott értékekkel ellentétben a
vizsgalt kukoricamintak 60%-a volt pozitiv DON-ra (atlagos érték 986 ug/kg), 51%-a
fumonizinekre (4tlagos érték 1480 pg/kg) és 36%-a T-2 toxinra (atlagos érték 92
ng/kg). Az atlagos mikotoxin szennyezettségi értékek ugyan alacsonyabbak voltak az
EU altal javasolt hatarértékeknél, de a mintak kortlbeliil fele (46%) egynél tobb
mikotoxint tartalmazott (DSM, 2022).

3.2 A T-2 toxin, dezoxinivalenol és fumonizin B1 altalanos jellemzo6i

A Fusarium nemzetségbe tartozo penészgombak ndvényi korokozok, amelyek mar a
termOteriileten fertézik a gabonaféléket, igy a buzat, arpat és kukoricat, amelyek
csokkend terméshozamot, illetve mikotoxin szennyezettséget okoznak (Bennett &
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Klich 2003). A termelddé mikotoxin mennyisége fiigg egyes fizikai tényezoktol
(nedvesség, relativ pdratartalom, homérséklet, mechanikai sériilések), kémiai
tényezOktdl (szén-dioxid, oxigén, szubsztrdt Osszetétele), valamint biologiai
tényezoktol (ndvényfajta, stressz, rovarkartétel) (Frisvad, 1995).

A mérsékelt éghajlati Gvbe tartozo orszagokban a Fusarium nemzetségbe tartozé fajok
altal termelt trichotecén-vazas mikotoxinok koziill a DON-nak, valamint toxikus
metabolitjainak (3-AcDON ¢és 15-AcDON) és a T-2/HT-2 toxinnak van a legnagyobb
jelentésége széleskorii és mérgezo jellege miatt. Fontosabb toxintermeld gombafajok
a F. sporotrichioides, F. poae, F. tricinctum, F. graminearum (T-2 toxin), valamint a
F. graminearum és F. culmorum (DON) (Thrane et al, 2004). Kémiai szerkezetiiket
tekintve szeszkviterpén tipusu vegyiiletek, amelyekre jellemz6 a 12,13-epoxid gytri
¢és a 9,10 telitetlen kettdskotés, emiatt kémiailag reaktivak (Varga et al., 2009). Az ,,A”
¢s ,,B” tipusu trichotecének a 8. szénatomon elhelyezkedd funkcids csoportok alapjan
kiilonboztethetok meg. Az ,,A” tipusu trichothecének kozé tartozd T-2 toxin
észterkotéssel, mig a ,,B” tipusu trichotecének (DON, nivalenol) karbonil funkcids
csoporttal rendelkeznek a 8. szénatomon (1. abra) (McCormick et al., 2011).

H H Ry
HC 0,
\If— H
o
Ry li;rlz —H
R CHy R
4 R‘J 3 2
R, R, R, R, R,
T-2 toxin OH CH,C00- CH,COO0- H (CH,),CHCH,CO0-
Dezoxinivalenol OH H,: OH OH (8]

1. abra: T-2 toxin és a DON szerkezete (Varga et al., 2009)

A trichotecén vaz képzddése a masodlagos metabolizmus utjan egy pirofoszfat
ciklizasaval kezddédik, amelynek soran trichodién keletkezik. Oxigenizacidt kovetden,
amelyet a Tri4 gén altal koédolt citokrom P450 (CYP450) monooxigendz katalizal,
izotrichotriol képzddik. Izomeraciot kovetden izotrichodermol keletkezik, amelybdl a
folyamat eredményeként 1étrejon a T-2 toxin (McCormick & Alexander, 2002).
A T-2 toxin és a HT-2 toxin szerkezete csak a 4. szénatom funkcionalis csoportjaban
tér el egymastol. Mivel a T-2 toxin konnyen metabolizalédik HT-2 toxinna, ezt a két
mikotoxint toxicitasi szempontbo6l egyiitt kezeljiik (Canady et al., 2001). A ,,B” tipusu
trichotecének hasonld utvonalon keletkeznek, de az utolso 1épésnél a 3. vagy 15.
szénatomrol egy észteraz acetilcsoportot tavolit el, amelyet a 77§ gén kodol. Az
észteraz a DNS-szekvencia altal meghatarozott eltérd aktivitas miatt hatdrozza meg a
DON-bdl az egyes metabolitok kialakuldsét: 3-AcDON, 15-AcDON (Alexander et al.,
2011).

A fumonizinek koziil a B-tipus (FB) a leginkdbb toxikus ¢s tanulmanyozott
(els6sorban a FB1), amely mind a termeld penészgombak tenyészetében, mind a
természetben eléforduld szennyezett mintdkban leginkabb eléforduld forma (Nelson
et al, 1992). Leggyakrabban kukorica alapu takarmanyokban, termékekben
talalhatoak meg. A legfontosabb termeldk: F. verticillioides /korabban F. moniliforme/
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¢és F. proliferatum (Thrane et al., 2004). Diészter jellegli vegyiilet, amelynek szamos
struktaranaldgja ismert (FB2, FB3, FB4 stb.) (2. 4bra).

CO0OH O
HOOC.
CHy Hy R, NHj

HeC
CH3

HOQC

COOH O

R, R, Osszegképlet

FumonizinB, ©OH OH C_H,NO,
FumonizinB, ©OH H CoHgMNO,,
Fumonizin B, H OH C,H.NG,
Fumonizin B, H H C,H.NO,,

2. abra: A fumonizinek szerkezete (Varga et al., 2009)

A fumonizinek poliketid tipusu, 19 vagy 20 szénatomszamu lancbdl allo linearis
vegyiiletek, hidroxil-, metil €s trikarbalilsav oldalancokkal. A fumonizin B szerkezeti
analogok abban kiilonboznek egymastdl, hogy az 5. és a 10. szénatomon jelen vannak-
e vagy hianyoznak a hidroxilcsoportok (Proctor et al., 1999). A FUMI gén fontos
szerepet jatszik a bioszintézisben, mert a poliketid-szintdz enzimet kodolja, amely a
fumonizin poliketid gerincének keletkezéséért felel (Visentin et al., 2012). Hdstabil, a
szfinganin szfingolipidekhez hasonlé vegytiletek (Sohér, 2007).

3.3 A T-2 toxin, dezoxinivalenol és fumonizin B1 toxikodinamiai jellemzo6i

A mikotoxinok kémiai szerkezete, bioszintézise ¢€s hatdsmoddja heterogén. A
takarmanyok természetes uton szennyezddhetnek a mikotoxinokkal, igy azok hatasa
hasonlé lehet egyes peszticidek vagy nehézfém-szennyezések 4altal okozott
korképekhez. A mikotoxikdzis tiinetei fiiggenek a mikotoxinok tipusatdl, az expozicid
mértékétdl €s idotartamatol, az adott allat koratol, egészségi allapotatdl, ivaratol,
fajtajatol, tartasi és takarmanyozasi koriilményeitdl. A tiinetek stilyossagat novelheti a
vitaminhidny, az alultaplaltsag, fert6z0 betegségek, illetve mas mikotoxinok vagy
egyeb toxikus anyagok jelenléte (Bennett & Klich, 2003). Az egyes allatfajoknal
jelentds kiilonbségek figyelhetok meg a mikotoxinok felszivoddsanak mértékében,
azok szervezeten beliili eloszlasaban, metabolizmuséaban ¢és kivalasztasaban (Wang et
al., 2022). A trichotecének és a fumonizinek a legtobb gazdasagi allatra nézve
toxikusak. A sertések érzékenyebbek (Rotter, 1996), a kérddzok viszont ellenallobbak
a bendd mikrobialis aktivitdsanak koszonhetéen. Az egyes mikotoxinok iranti
érzékenységben feltételezhetden a mikotoxinok metabolizmuséban részt vevo enzimek
aktivitdsanak ¢és génexpresszios kiilonbségeinek eltérései allhatnak, amelynek
kovetkeztében felborulhat a biotranszformacio 1. és II. fazisa kozotti egyensuly
(Jouany et al., 2009).



3.3.1 Egyéni hatdsok

Az ,,A” tipusu trichotecének kozé tartozdo T-2 és HT-2 toxinok a takarmany
alapanyagokban ugyan ritkdbban fordulnak eld, de mérgezdbb hatasuak, mint a ,,B”
tipusu trichotecének, igy a DON ¢és szarmazékai (3-AcDON, 15-AcDON). A DON/3-
AcDON/15-AcDON akut toxicitasa a T-2 toxinhoz képest ugyan kisebb, de gyakori
eléfordulasuk miatt nagyobb jelentdségiik van. Mar az elsd toxikologiai vizsgalatok
kimutattdk, hogy a trichotecének gatoljdk az eukariota sejtek fehérje- és DNS
szintézisét, megakadalyozva a peptidkotés kialakuldsat a 60S riboszomalis alegység
peptidil-transzferaz kdzpontjaban. Ez a gatlas érintheti a fehérjeszintézis inicidcids,
elongécids és termindcids szakaszat egyarant (Cundliffe & Davies, 1977). Késobb
kimutattak, hogy a trichotecének gatoljak a mitokondridlis fehérjeszintézist is (Pace et
al., 1988) és kdlcsonhatasba 1épnek a fehérjék szulthidril csoportjaival az epoxi gytri
segitségével, gatolva funkciojukat (Ueno & Matsumoto, 1975). A mitokondrialis
diszfunkcio6 viszont fokozott mértékli szabadgyok képzdodését idéz el (Suneja et al.,
1989), amely megvaltoztatja a mitokondridlis membranpotencialt (Bin-Umer et al.,
2011), ezzel apoptotikus faktorok termelddését indukalva (Zhang et al., 2009). A DNS
szintézis gatlasaval olyan nukleéris faktorok aktivalodhatnak, mint a nukleéris faktor-
kappa B (NF-kB), amely tumorszupresszor, valamint a sejtndvekedést, és az
apoptozist is szabalyozza (Zhou et al., 2014). Ezek a mikotoxinok a sejtek fiziologiai
allapotanak megvaltoztatasaval citokin-termelést indukalhatnak (Bouhet & Oswald,
2005), tovabba fokozodhat a tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) génexpresszioja,
ezzel gyulladasos jelatviteli utvonalakat aktivalva (Chung et al., 2003). A T-2 toxin és
a DON toxikus hatasai koz¢ tartozik a membrantranszport €s -funkcié megzavarasa is.
A DON gatolja a Na'-fliggd gliikoz/galaktoz transzportert (SGLT-1), amely a viz
felszivodasaért felelés a bélben (Maresca et al., 2002), ez magyarazhatja a DON
toxikozis egyik elsd tiinteteként jelentkezO hasmenést. A DON hatasai koziil
ugyanakkor az immuntoxicitast tartjak a legjelentésebbnek. Dézistdl és az expozicid
idotartamatol fiiggden a DON ¢és a T-2 toxin tobbféleképpen modulédlja az
immunfunkciokat. Nagy dozisban az immunsejtek apoptozisat €s immunszupressziot
citokinek termelését, ezzel megzavarva a normalis immunvalaszokat, ndvelve a
kronikus immunbetegségek kialakulasanak kockazatat, tovabba a fertézésekre vald
hajlamot (Li et al., 1997; Payros et al., 2016). Az ,,A” tipusu trichotecének, mint
példaul a T-2 toxin, kisebb immunotoxicitassal birnak, viszont immunszupressziv
hatassal rendelkeznek (Ziprin & Elissalde, 1990). A T-2 toxin és a DON a vér-agy
gaton atjutva neurotoxikus hatasuak is lehetnek, a szerotoninerg és a dopamin rendszer
mikodésének befolydsolasaval étvagytalansagot és emetikus tlineteket okozhat
(Smith, 1992; Wang et al., 1993; Sokolovi¢ et al., 2008). A 12,13-epoxi gylris
szerkezet kémiailag kiilonosen reaktiv, mar kis dodzisban karosithatja az
emésztorendszer nyalkahartyajat, ezzel rontva a taplaléanyagok felszivodasat
(Albarenque et al., 1999; Payros et al., 2016).

A T-2 toxin és a DON baromfi fajoknal altalaban csak szubkronikus €s szubklinikai
tiineteket 1déznek el6, igy példaul novekedésbeli lemaradast, csokkent
takarmanyfelvételt és -értékesiilést, emiatt csokkent termelést ¢&s kisebb

7



crer

felmardodasokat a csOron és szajiiregben, tovabba tollképzddési zavart, illetve fokozott
érzékenységet a fert6zd betegségekkel szemben (Sokolovi¢ et al., 2008). A két
mikotoxin esetében kiilonbségek daltaldban csak a valtozdsok mértékében és
stlyossagaban vannak. Brojlercsirkéknél akut mikotoxikozis ritkan alakul ki, mig
hosszabb tavl, alacsony dozisu terhelés esetén a trichotecének genotoxikus,
citotoxikus és immunmodulans hatdsait egyarant leirtak (Sokolovi¢ et al., 2008;
Payros et al., 2016). Amennyiben a takarmany kisebb mennyiségben szennyezett
DON-nal (kevesebb, mint 5 mg/kg takarmany), akkor csokken a termelékenység,
gyenglil az immunitéds €s nagyobb lesz a fert6z0 betegségekre valo hajlam (Awad et
al., 2013). Kis koncentracioban a DON néveli a szérum immunglobulin A (IgA)
szintjét, illetve hatdssal van mind a sejt altal kdzvetitett, mind a humoralis immunitasra
(Pestka & Bondy, 1990). A DON emellett kimutathaté mértékben csdkkenti a fert6zo
bronchitis vakcina (IBV) és a Newcastle-betegség virusa (NDV) elleni antitestvalaszt
brojlercsirkékben (10 mg DON/kg takarmany) (Ghareeb et al., 2012) és tojotytikokban
(3,5-14 mg DON/kg takarmany) (Dénicke et al., 2002). Nagyobb d6zisban a DON
erozidkat okoz a gyomor-béltraktus nyalkahartydjan, amely a késdbbiekben
gyulladashoz és megndvekedett bélham ateresztoképesség kialakulasahoz (leaky gut
syndrome) vezet (Lun et al., 1986). Baromfifélékben a T-2 toxikdzis elsé tiinetei a
csokkend takarmanyfelvétel, emiatt a testtomeg gyarapodas és a ndvekedési intenzitas
csokkenése (Sokolovi¢ et al., 2008). Tojotytkoknal csdkken a tojastermelés (Tobias
et al., 1992), nagy toxin szennyezettségi szint esetén (20 mg/kg takarmany) pedig
romlik a tojas mindsége ¢€s a keltethetdség (Pier et al., 1980). A T-2 toxin LDso értéke
7 napos brojlercsirkénél 4,97 mg/kg ttm., mig a HT-2 toxin esetében 7,22 mg/kg ttm.
(Sokolovi¢ et al., 2008). DON esetében brojlercsirkéknél az LDso érték 140 mg/kg ttm.
(Huff et al., 1981).

A fumonizinek kozé tartoz6 FB1 az éllatokban, igy a baromfi fajokban is, szamos
toxikologiai hatasért felelds. Kutatasi eredmények alapjan emberben a lehetségesen
rakkelté (Group 2B) mikotoxinok kozé soroltak (IARC, 2002). A FB1 molekularis
szerkezete, a hosszu poliketid lanc, és a szfingolipidek szfingoid gerince hasonlo, ezért
a fumonizinek a szfingolipidek metabolizmusara hatnak, mint a szfingozin szerkezeti
analogjai (3. dbra) (Wang et al., 1991).

NH 2
|
\/\/\/\/\/\N\[/\ CH:DH
szfinganin R
NHy
W\/\/\/\/\/,\(I\ eHg0M
szfingozin OH
OH OH MH4
\/\/L\l/l\/'\)\/\/\l/\rk cH,
oH OH OH

fumonizin B1

3. abra: Szfinganin, szfingozin és a fumonizin B1 gerincének szerkezete (Weibking et al., 1993)
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A szfingolipidek esszencialis komponensei az eukariota membranoknak és szerepiik
van a sejtndvekedésben és differencidlodasban. A FB1 a szervezet egyik fontos
enzimjének, a szfingozin-N-aciltranszferaznak inhibitora, amely a de novo
szfingolipid bioszintézisben ¢és a szfingolipid anyagcserébdl szarmazd szabad
szfingoid bazisok reacetilezésében jatszik szerepet. Emiatt a szfinganin és a szfingozin
mennyisége nd, a ceramid szint viszont csokken és gatolt lesz a szfingolipidek
képzddése (Di Bartolomeo et al.,, 2000; Riley et al., 2001). A szfingolipidek
mennyiségének  csokkenése €és a  folsavtranszport gatldsa  rendellenes
gerincveldcsOzarodast idéz eld egér embridkban (Marasas et al., 2004; Sadler et al.,
2002). A FBI1 neurotoxikus hatassal is rendelkezik, mert kérositja a szfingozin
bioszintetikus Utvonalat, amely az agy- és idegszdvet fontos alkotorésze (Stockmann-
Juvala et al.,, 2006), tovabba citotoxikusak lehetnek a mikrogliasejtekre és az
asztrocitdkra (Osuchowski et al., 2005). A FB1 a szfingozin-N-aciltranszferaz
gatlasaval noveli a szabad szfingoid bazisok szintjét, amelyek rendkiviil reaktiv
molekuldk, ennek révén DNS karosodast, kaszpaz-3 aktivitds novekedést, emiatt
apoptozist idéznek elé huméan fibroblasztokban in vitro (Galvano et al., 2002). FBI
toxikdzist jellemzden emelkedett mennyis€gii szabad szfinganin €s szfingozin bazisok
mutatjak, amelyet maj-, vese- €s zsirszovetben figyeltek meg madarfajok esetén
(Tardieu et al., 2006; Benlasher et al., 2012). A baromfi fajok ugyanakkor kevésbé
érzékenyek a FB1-re, emiatt a mikotoxin terhelésnek legtobbszor nincsenek klinikai
tiinetei. Nagy dozis alkalmazasanal azonban fiatal brojlercsirkékben méjkarosodast
figyeltek meg 75 mg FB1/kg takarmany etetésénél. Ennél alacsonyabb do6zis hosszu
tavi alkalmazasanal megndvekedett szabad szfinganin és szfingozin bazis szintet
mértek ugyan, de szovettani elvaltozasokat nem tapasztaltak (Weibking et al., 1993).
FB1 terhelés morfologiai ¢és funkcionalis valtozadsokat idézett eld csirke
makrofagokban in vitro, ami arra utal, hogy a FBI1 expozici6 immunszupressziv
hatasu, ezzel a csirkék bakteridlis fertézésekre valo érzékenységét ndvelheti (Qureshi
& Hagler, 1992). Nagy dozis (>100 mg FB1/takarmany) fiatal allatokban csokkenti a
testtomeg gyarapodast, valamint megndvekedett relativ szervtomeget, hasmenést és
angolkort figyeltek meg (Brown et al., 1992; Ledoux et al., 1992). 30 hetes tojotytkok
szerveiben 2 mg FB1/kg ttm. terhelést kovetden az FB1 felhalmozodasat vizsgaltak
Vudathala és mtsai (1994). Eredményeik szerint a kiilonb6z6 szervek és szovetek FB1
koncentracioja elhanyagolhatd volt (<10-15 pg FB1l/kg szovet), kivéve a maj (530

crer

héjaban szintén nagyon alacsony volt (<10-15 pg FB1/kg) a felhalmozodas mértéke.
3.3.2 Kombinalt hatdsok

A mikotoxinok egylittes eléfordulasa a takarmanyokban eltérd toxikus hatdsokat
idézhet eld, azaz fokozhatjadk vagy gatolhatjdk egymés hatasat. A mikotoxinok
kolesonhatésa lehet additiv, ekkor a hatas a vizsgalt toxinok egyedi hatasainak 0sszege
alapjan szdmithato, lehet szinergista, amikor a mikotoxin-kombinécio6 hatasa a vartnal
nagyobb a vizsgalt mikotoxinok egyedi hatdsainak dsszegéhez viszonyitva, valamint
antagonista, amikor a mikotoxin kombindci6 hatasa az egyéni hatasnal alacsonyabb
(Smith et al., 2016). A kézelmultban szamos in vivo rovid (szubakut) és hosszu tava
(szubkronikus) vizsgalatokat végeztek laboratoriumi és gazdasagi allatokkal, ahol a
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mikotoxinok kozotti kolcsonhatasokat vizsgaltak. Emellett in vitro modelleket is
gyakran haszndlnak a mechanizmusok pontosabb megértéséhez, kiilondsen a
mikotoxin keverékek sejtspecifikus funkciora gyakorolt hatdsaira vonatkozoan
(Klari¢, 2012). A legtobbet vizsgalt paraméterek a sejtek életképessége, proliferacioja,
apoptozisa/nekrozisa, DNS és oxidativ kdrosodas, fehérjeszintézis és immuntoxicitas.
Megfigyelték, hogy a kombindlt hatasok fliggenek a mikotoxinkeverékek tipusatol és
koncentraciojatol, a kisérleti modelltdl, a sejtek tipusatdl, valamint az expozicid
idejétdl (Smith et al., 2016). DON+T-2 toxin esetében antagonizmust figyeltek meg
akut expozicional (24-72 ora) kinai horcsog CHO-K1 (kinai horcsog petefészek
sejtvonal) és majom Vero (emlds eredetli allando sejtvonal) sejtjein (Ruiz et al., 2011a;
Ruiz et al., 2011b), illetve additiv kolcsonhatast human progenitor sejtek (telepképzo
egység-granulocita, makrofag (CFU-GM)) esetében 14 napos expozicional (Ficheux
et al., 2012). Alacsony koncentracioban (<0,5 uM DON ¢és 20 uM FB1) a DON+FB1
egyiittes alkalmazasanal antagonista hatast figyeltek meg a CFU-GM, illetve
differencialodott sertés bélham sejtvonalakon (IPEC-J2) (Ficheux et al., 2012; Wan et
al., 2013). Az eddigi in vitro vizsgalatok alapjan altalanossagban elmondhat6, hogy a
legtobb mikotoxin-keverék additiv vagy szinergista hatast fejt ki, amely hangsulyozza
a multi-mikotoxin kisérletek fontossagat (Smith et al., 2016). A baromfi fajok
takarmanyozéasa soran tobbféle gabonaforrast hasznalnak, igy fennall a lehetdsége
annak, hogy a takarmanyban egyidejiileg megtalalhat6 legyen a T-2 toxin, a DON és
a FB1 (Kubena et al., 1997). In vivo kdlcsonhatés vizsgalatok soran foleg a gazdasagi
allatok termelési paramétereit, a takarmanyfogyasztasat, testtomeg-valtozasat, szervi
elvaltozasait, a vér biokémiai és hematologiai paramétereit, illetve az oxidativ stressz
¢s az antioxidans rendszer markereinek valtozasat vizsgaltak (Fremy et al., 2019). Egy
brojlercsirkékkel végzett korabbi kutatasban (Kubena et al., 1997) additiv toxicitast
irtak le, kikelést6l 21 napos korukig, 300 mg/kg FB1+5 mg/kg T-2 toxin tartalmu
takarmany etetésénél, amelyben csokkent testtomeg novekedést,
takarmanyfogyasztast és -értékesitést, szajiiregi elvaltozasokat, illetve ndvekvd
mértékli mortalitast €s a szervek relativ tdmegének novekedését figyelték meg. 300
mg/kg FB1+15 mgkg DON kombindcidja szinergista hatist eredményezett a
vérszérum koleszterinszintjére és aszpartat-dehidrogenaz aktivitasara. A két paraméter
értékének novekedése szignifikansan nagyobb volt, mint ami a mikotoxinok egyiittes
hatdsa esetén az egyedi hatdsok alapjan varhat6 lett volna. Kubena et al. (1989) egy
hosszutavl kisérletben szintén nagy dozisu, 4 mg/kg T-2 toxin+16 mg/kg DON
kombinaciojat vizsgaltak. Klinikai tiineteket, mint példaul a széjiiregi elvaltozéasokat,
illetve csokkent testtomeg gyarapodast itt is tapasztaltak. A hivatkozott szerzok szerint
szamos olyan paraméterre (pl.: testtomeg, a vér koleszterinszintje) volt hatdssal a
mikotoxinok kombinacidjanak alkalmazdsa, amit az adott mikotoxinok dnmagukban
nem befolyasoltak jelentdsen. Ez azt jelzi, hogy a vizsgalt kombinaciok potencialisan
nagyobb problémat jelenthetnek a baromfiipar szamara, mint az egyes mikotoxinok
jelenléte kiilon-kiilon. A T-2 toxint és a DON-t az EU javaslati hatarértékek dozisaiban
egyidejlileg alkalmaztdk egy szubkronikus vizsgalatban (Pelyhe et al., 2018). Az
eredmények szerint az antioxidans rendszer mar alacsony dozis esetén is aktivalodott
a brojlercsirkék méajaban, ami megakadalyozta a lipidperoxidacioés folyamatok
fokozodasat, ezzel megfeleld antioxidans védekezésre utalva. Klinikai tiineteket nem
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tapasztaltak, amelynek oka a brojlercsirkék mérsékelt tolerancidja lehet a vizsgalt
mikotoxinokkal szemben (Dénicke et al., 2001; Eriksen és Pettersson, 2004). A DON
¢s a FB1 kombinacidja az EU javaslati mennyiségek (5 mg DON + 20 mg FB1/kg
takarmany) alkalmazéasakor megvaltoztatta a brojlercsirkék epésbél nyalkarétegét, az
intestinalis mucin (MUC) génexpresszidjanak csokkentésével és a mucin
monoszacharid 6sszetételének modositasaval. Ezek mellett csokkent a bélben talalhato
cink transzporter (ZnT-1) génexpresszidja, illetve befolyasolta az intracellularis
metionin homeosztazist, amelyek a sejt antioxidans aktivitdsanak megdrzésében
fontosak (Antonissen et al., 2015). Korlatozott mennyiségli adat all csak rendelkezésre
az egyes fusariotoxinok kozotti kolcsonhatasokrol baromfiban. Az emlitett kutatasok
alapjan azonban elmondhatjuk, hogy a vizsgalt mikotoxinok egyiittes hatdsa mar az
EU altal javasolt maximalis mennyiségben is okozhat toxikus hatast, ezzel
szinergizmusra utalva.

3.3.3 A T-2 toxin, dezoxinivalenol és a fumonizin Bl osszefiiggése az oxidativ
stresszel

A trichotecén-vazas mikotoxinok, az epoxi csoport megléte miatt, reaktiv vegyiiletek,
amelyek képesek szabadgyokoket generalni, ebbe beleértve a reaktiv oxigén fajtakat
(ROS). Ezek a DNS karosodasat, a fehérjék oxidacidjat és lipidperoxidaciot
indukalnak, ami a membranok integritasanak, a sejt redox jelatvitelének és antioxidans
allapotanak megvaltozdsdhoz vezet (Chandratre et al., 2014). A ROS képzddés és
kovetkezményesen a lipidperoxidacié az elektrontranszport lanc gatldsa miatt is
fokozodhat, amelyet a T-2 toxin hatdsaként figyeltek meg mitokondrialis
membranokban (Zhuang et al., 2013). A mitokondrialis diszfunkcié noveli a ROS
szintjét, emiatt az antioxidans rendszerben kimeriil az intracellularis redukalt glutation
(GSH) mennyisége ¢és csokken az antioxidans enzimek, igy pl. a glutation-peroxidaz
(GPx), szuperoxid-dizmutaz (SOD) és katalaz (CAT) aktivitasa (Hou et al., 2013). A
fent emlitett folyamatok aktivaljak a kaszpaz-2 utvonalat, az apoptotikus szignalok
pedig els6sorban a kaszpaz-8 és kaszpaz-3 ttvonalon keresztiil tovabbitodnak (Huang
et al., 2007). A trichotecének ismertek az eukaridta fehérjeszintézist gatlo hatasukrol,
emellett a riboszomakhoz kotddve aktivaljak a mitogén-aktivalt protein kindzokat
(MAPK). A ,riboszémalis stressz” jelatviteli utvonal pedig apoptozist idézhet el
(Sehata et al., 2005) (4. abra).
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4. abra: A trichotecének oxidativ stressz altal kozvetitett toxicitasanak feltételezett
mechanizmusa (Wu et al., 2014)

A fentiek mellett a T-2 toxin, a DON ¢és a FB1 kozvetett modon is indukalhatnak
oxidativ stresszt a xenobiotikum transzformalé rendszer (pl. CYP 450 enzimcsalad)
aktivacidja (Yuan et al., 2013), vagy az altaluk indukalt gyulladdsos folyamatok
(Ravindran et al., 2011) révén. A gyulladasos folyamatok immunreakciokat
indukalhatnak (Ito et al., 1982), amelyek szintén fokozzak a ROS képzddést. Emlitett
mikotoxinok ugyanakkor immunszuppressziv hatassal is rendelkezhetnek, amely
befolyasolja az oxidativ stressz mértékét (Mekhancha-Dahel et al., 1990). Korabbi
kutatasok alapjan elmondhatjuk, hogy a kisérleti allatok szervezetében a trichotecén-
vazas mikotoxinok hatdsara fokozddnak a lipidperoxidacids folyamatok, amely
hatassal van a bioldgiai antioxidans rendszer miikodésére (Mézes et al., 1999; Surai et
al., 2002). Chaudhari et al. (2009) vizsgélati eredményei szerint a T-2 toxin altal
kivaltott oxidativ stressz a patologias folyamatok kialakuldsanak egyik f6 oka.
Kisérletiikben egereket intraperitonealisan T-2 toxinnal (5,61 vagy 11,22 mg/kg ttm.)
kezelve 24 ¢6ra mulva a malondialdehid (MDA) koncentraci6 haromszoros
novekedését észlelték az agyban, amely fokozott mértékii lipidperoxidaciora utal. A
nagyobb dozis (11,22 mg/kg ttm.) alkalmazdsakor mar 4 o6ra elteltével mind az
antioxidans hatasti glutation-S-transzferdz (GST), mind a SOD aktivitisa nott.
Chaudhary és Rao (2010) a T-2 toxin altal okozott bérgyulladas és bdrsériilés egyik
lehetséges okéanak is az oxidativ stresszt tartjdk. A ROS szignifikdns mértékii
novekedése egerek bérében mar 3 draval a T-2 toxin expozicid utdn megfigyelhetd
volt (Agrawal et al., 2012). A T-2 toxin 4ltal kivaltott oxidativ stressz hozzajarulhat
tovabba a porckarosodas patoldgias folyamatdhoz Kashin-Beck betegségben (Chen et
al., 2012). A ROS képzddés, a GSH tartalom kimeriilése, valamint a fokozott
lipidperoxidacié differencialt egér embriondlis dssejtekben arra utalt, hogy az oxidativ
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stressz a T-2 toxin citotoxicitasanak egyik f6 mechanizmusa (Fang et al., 2012). A
DON, mint ,,B” tipusu trichotecén szintén oxidativ stresszt indukalod hatdssal bir.
Human bélsejtvonalban, a Caco-2 sejtekben, a DON (1-150 pM) szignifikans
mértékben novelte a MDA termelését 10 pM koncentraciotol kezdddden (Kouadio et
al., 2005). DON-nal szennyezett kukoricaval (DON 3,1 mg/kg) etetett egerek vér- és
szovetmintaibdl az oxidativ stressz markereit vizsgaltak. A mikotoxin terhelés novelte
Brojlercsirkékben a GPx aktivitasa, illetve a glutation-peroxidaz-4 gén (GPX4)
expresszioja szignifikdnsan emelkedett a kontroll csoporthoz képest 48 6ras DON
(16,12 mg/kg) terhelést kovetden (Nakade et al., 2018). A FBI1 befolyésolja a
szfingolipidek anyagcseréjét. A szfingozinnal és a szfinganinnal meglévé szerkezeti
homologia lehetévé teszi, hogy a FB1 a ceramid-szintaz enzimek kompetitiv
inhibitoraként miikodjon. A szfingolipidek metabolizmusanak zavara miatt csdkken a
ceramid relativ koncentracioja, ugyanakkor a szabad szfingoid bazisok (szfingozin és
szfinganin), valamint a szfingozin-1-foszfat mennyisége nd, ami azok reaktivitdsa
miatt oxidativ stresszhez vezethet (Riley et al., 2001). Ezen kiviil szamos tovabbi
tanulmany utalt a lipidperoxidacios folyamatok vagy az oxigén szabadgyokok fokozott
képzddésére a FB1 hatasaként (Galvano et al., 2002; Wang et al., 2016; Khan et al.,
2018; Cao et al., 2022). Ideg- ¢és glia sejtvonalakban in vitro kimutattak, hogy a FB1
nagy dozisban (100 uM) csokkenti a sejtek életképességét és GSH szintjét, amelynek
oka, hogy fokozza a ROS termelddését és a lipidperoxidaciot (Stockmann-Juvala et
al., 2004a; Stockmann-Juvala et al., 2004b).

3.4 A T-2 toxin, dezoxinivalenol és fumonizin B1 toxikokinetikai jellemz6i

A mikotoxinok biotranszformacioja a bélhamsejtekben, a vesében vagy a majban
megy végbe. Az 1. fazisban azokat a mikroszomalis CYP 450 enzimcsalad
epoxidacios, hidroxilaciés és demetilaciés folyamatok soran kevésbé hidrofob
karakteri molekuléva alakitja. A II. fazisban gliikoronid vagy szulfat konjugédcié megy
végbe, amelynek célja a metabolitok epén vagy a vizeleten keresztiil torténd
kivalasztasanak eldsegitése (Kuca et al., 2008).

A trichotecén-vazas mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON kisméretii, amfipatikus
molekuldk, amelyek passziv transzporttal jutnak at a sejtmembranokon (Middlebrook
& Leatherman, 1989; Wannemacher & Winer, 1977). Kénnyen felszivodnak a boéron,
a nyalkahartyan és a gyomor-bélrendszer epithel rétegén keresztiil, ami lehetévé teszi
a szervezetbe bejutott trichotecének gyors megoszlasat (Wannemacher & Winer,
1977). A T-2 toxin a szdvetekben kevésbé stabil, igy példaul 0,15 mg/kg ttm./nap dozis
beadasat kovetden 72 ordval annak 95%-a csak metabolizalodott formaban mutathato
ki a szervezetben (WHO, 1990). Kismértéki felhalmozddast csak a limfoid
szervekben (Kuca et al., 2008), a tejben ¢és a tojasban talaltak (Yoshizawa et al., 1980).
A T-2 toxin felezési ideje a vérplazmaban kevesebb, mint 20 perc (Young et al., 2007),
mivel gyorsan atalakul foképp HT-2 toxinna, illetve mas metabolitokka, amelyek
gliikkuronid konjugatumok formajaban iiriilnek. A szervezetbe bekeriilt T-2 toxin szinte
teljes mennyisége metabolizalodik a bél- €¢s méajmikroszomak CYP 450 észterdzai
segitségével (Cavret & Lecoeur, 2006). Egyes Fusarium fajok a DON két acetilalt
formajat is képesek eldallitani, a 3-acetil-DON-t és a 15-acetil-DON-t, amelyek a
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DON prekurzorai. A Fusarium-mal fertdzott gabonamagvakban ezért megtalalhatdéak
az acetilalt formak is (Alizadeh et al., 2016). A DON metabolizmusa, elsésorban annak
de-epoxidacidja, brojlercsirkékben mar a bélcsatornaban végbemegy egyes
mikrobidlis enzimek hatdsara (,,first pass” hatas) (Pierron et al., 2016). Fé metabolitjai
a DOM-1, DON-3-szulfat és a DON-3-gliikuronid, amelyek toxicitdsa lényegesen
alacsonyabb az alapvegyiiletnél. A DON gliikuronsavval valé konjugalasa és annak a
vizelettel torténd eliminécidja a fodetoxifikacios utvonal (Wu et al., 2014). A baromfi
fajok a ,,first pass” hatas miatt, amely gyakorlatilag nem toxikus DOM-1 metabolitot
eredményez, kevésbé érzékenyek a DON-ra, mint més gazdasagi allatfajok. A , first
pass” hatasért kiilonbozé gasztrointesztindlis mikrobidlis enzimek a feleldsek,
(Rotter, 1996). Ennek eredménye az alacsony mértékii felszivodas, illetve
akkumulaci6 a szovetekben (Prelusky et al., 1986).

A fumonizinek szerkezetileg kiilonboznek a legtobb mikotoxintol, alacsony mértékii a
bélcsatornabol torténd felszivodas és gyors plazma eliminécid jellemzd rajuk, tovabba
nem valasztodnak ki a tejjel. Brojlercsirkékkel és pulykakkal végzett kutatasok
azonban kimutattdk, hogy felhalmozodhat a szovetekben, foképp a majban (Laurain et
al., 2021; Tardieu et al., 2021). Tiz napon keresztiil 45 mg FB1/kg takarmény terhelést
kovetden sertések majaban a FB1 még 10 nappal a toxinexpozicié befejezése utan is
kimutathat6 volt (Fodor et al., 2008). A FB1 metabolitjai megtalalhatéak a bélsarban,
de az epében nem, ezért azt feltételezik, hogy a FB1 részben a vastagbélben
metabolizalodik bakterialis enzimek altal (Shephard et al., 1995). Igy példaul a
sertések bélbaktériumai a FB1-et annak hidrolizalt metabolitjaiva (hidrolizalt FBI,
aminopentol) alakitjak. A legvaloszinlibb metabolikus folyamat egy propan-1,2,3-
trikarbonsav oldallanc eltavolitdsa, amellyel részben hidrolizalt forma jon 1étre. In
vitro vizsgalatok szerint a hidrolizalt FB1 toxicitdsa az eredeti molekuldhoz hasonl6
(Caloni et al., 2002). Kis mennyiségben aminopentol is keletkezhet a trikarbalilsav
oldallancok eltavolitasaval, amely hidroféb molekula, igy hatékonyan felszivodik
(Fodor et al., 2007). Patkanyokkal végzett kisérletek kimutattak, hogy ez a metabolit
mérgezobb hatast, mint az alapvegyiilet (Hendrich et al., 1993). A ceramid-szintaz
enzim az acilezés folyamataban vehet részt, illetve a palmitoil-CoA jelenlétében az
aminopentol is acildlodik, és N-palmitoil-aminopentol keletkezik, amely a ceramid-
szintdz erésebb inhibitora (Humpf et al, 1998). Igy, ha a FBI hatékonyan
metabolizalodik aminopentolld, a fenti Utvonal aktivalodik. A bélhamsejtekben a
trikarbalilsav oldallancokat elvesztd aminopentol bioldgiailag jobban hozzaférhetd,
mint a FB1, emiatt kockazatértékelésében a FB1 metabolitjai is relevansak (Caloni et
al., 2002).

3.5 Az oxidativ stressz kialakulasa és molekularis jellemz6i

A bioszféraban a legfontosabb elektronakceptor a molekularis oxigén, amely konnyen
befogadja a parositatlan elektronokat. Ha az oxigén redukcidja nem teljes, akkor
részlegesen redukalt gyokok alakulnak ki, amelyeket Osszefoglald néven reaktiv
oxigén intermediereknek (ROI) vagy reaktiv oxigén gyokoknek (ROS) neveznek. Ide
tartozik a szuperoxid anion gyok (O2""), a hidrodioxil (HO;") és a hidroxil gyok (OH"),
valamint az alkilperoxil (ROQO") és az alkoxil (RO") gyok. Ezen gyokok részt vehetnek
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a szabadgyokos lancreakciok meginditdsaban és tovabbterjedésében, ennek révén
potencialisan kéarosithatjak a sejteket (Riley, 1994). A ROS keletkezhet egyrészt kiilso,
exogén tényezOok hatasara, mint példaul a magas hémérséklet, az ionizalo-, vagy UV-
egyes ¢élettani folyamatok sordn, mint példaul a mitokondrialis 1égzési lanc és bizonyos
enzimek (xantin-oxiddz, ciklooxigenazok, CYP 450, lipoxigenazok) fiziologias
mikodése sordn (Halliwell, 1991). Emellett termelédhetnek az immunrendszer
miikddése soran is a polimorfonuklearis granulocitak ,,oxidative burst” mechanizmusa
révén (Gougerot-Pocidalo et al., 2002). Fiziologias koriilmények kozott fontos
szerepet toltenek be egyes jelatviteli utvonalakban, a sejtszintli folyamatok
szabalyozasaban, az apoptdzis és a nekrozis indukcidjaban (Bolisetty & Jaimes, 2013).
Az evoluci6 sordn kiillonbdz0 mechanizmusok alakultak ki a ROS fiziologias szinten
tartasahoz és mennyiségének szabalyozasadhoz, részben kompartmentacioval, részben
antioxidans védekezéssel. Utdbbiak koziil példaul stabil szabadgyokoket képzo, a
lipidperoxidacié lancreakcid kiteljesedését gatld antioxidans vegyiiletekkel (pl.
aszkorbat, a-tokoferol), valamint enzimrendszerekkel (pl. szuperoxid-dizmutaz,
kataldz, peroxidazok, tioredoxin reduktaz), amelyek csokkentik a képz6dé ROS
intracellularis koncentracidjat. A szervezet antioxidans védekezd képességét
meghaladé mennyiségii ROS termelése ugyanakkor oxidativ stresszt eredményez, és
az ebbdl eredd szovetkarosodas szerepet jatszhat bizonyos betegségek kialakulasdban
(Riley, 1994). A ROS vegyiiletek kémiailag reaktivak, emiatt a szervezet
makromolekuléit (DNS, RNS, fehérjék, lipidek) karosithatjak (Goetz & Luch, 2008).
A sejt és a sejtorganellum membranokat alkotd foszfolipid kettdsrétegben nagy
mennyiségben megtaldlhatd tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA) kiemelten
érzékenyek az oxidativ kdrosodasokra. Ennek eredményeként a biologiai membranok
elvesztik fluiditasukat, integritasukat €s megnd permeabilitasuk (Richard et al., 2008).
A reaktiv oxigéngyokok karosithatjadk a DNS szerkezetét: egy vagy kettds szaltorést,
a bazisok modosulasat, a dezoxirib6z moddosuldsat, valamint DNS-fehérje
keresztkotések kialakulasat eredményezheti. A lipidek peroxidativ kdrosoddsanak
eredményeként 1étrejové metabolitok (pl. MDA vagy 4-hidroxi-2-nonendl) hatasara
DNS adduktok johetnek létre, amely pontmutaciok kialakulasdhoz vezethetnek
(Halliwell, 1999). Az RNS molekula sériilése pedig hatdssal lehet az RNS lanc
integritasara, emiatt a fehérjeszintézisre €s igy a sejtek miikddésére is (Martinet et al.,
2004). A reaktiv oxigéngyokokkel vald kozvetlen reakcid, vagy az oxidativ stressz
hataséra kialakuld6 mésodlagos melléktermékekkel (pl. MDA) val6 indirekt reakcid
soran oxidalodhatnak a fehérje-sszetevék. Igy példaul az aminosav oldalldncok vagy
a fehérje vaz, amely konformaciods valtozasokat indukalhat, ennek révén a fehérjék
gyulladasahoz ¢és a sejthalalhoz (Goetz & Luch, 2008). A ROS gatolja egyes enzimek
mikodését az aminosavak, foképp a szulfhidril csoporttal rendelkezd cisztein és
metionin, oxidacidjaval. A fehérjék oxidativ karosodasa kovetkeztében megvaltoznak
azok fizikai és kémiai tulajdonsagai, ebbe beleértve az oldhatosagot, a proteolizisre
valo hajlamot, tovabba az enzimaktivitast (Stadtman, 1990).
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3.5.1 Lipidperoxiddcios folyamatok

A ROS altal eldidézett sejtkarosodas fiigg a ROS képzddésének helyétdl. Mivel a
kompartmentalizacio kulcsfontossagu a sejtek ¢letképességéhez, a membranszerkezet
karosodasa altalaban sejthalal (nekrdzis vagy apoptdzis) indukciot idéz eld. A
membranfunkcidé oxidativ karosodasa torténhet kozvetleniil a lipidekben talalhato
tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidaciojan keresztiil, kézvetve a lipidszintézis
gatldsan, vagy a lipazok aktivalasan keresztiil. Miutan a szubcellularis membranok
nagy mennyiségben tartalmaznak tobbszordsen telitetlen zsirsavakat, a membranokon
beliili reaktiv gyokok képzddése szamos zsirsav peroxidaciojat eredményezheti (Goetz
& Luch, 2008). Az lipidperoxidacié folyamata harom szakaszra oszthato (5. dbra).
Kezdeti 1épésként a tobbszordsen telitetlen zsirsavakrol a ROS elektront von el
(iniciacid), igy a kettds kotések atrendezddnek, amelynek soran konjugalt diének (CD)
¢s konjugalt triének (CT) jonnek 1étre. A keletkezd lipid szabadgyokok, amelyek a
szomszédos kettds kotésekrdl vonnak el elektronokat, peroxidativ lancreakcidt
inditanak el, a telitetlen kettoskotések felbomlanak és oxidalédnak (propagécio). A
folyamatot a terminécios fazis zarja, melynek sordn a zsirsavak feldarabolodnak és
metastabil végtermékek (pl. malondialdehid, 4-hidroxi-2-nonenal) keletkeznek
(Halliwell & Chirico, 1993).
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5. abra: A lipidperoxidaci6 folyamata: 1. iniciacio, 2. propagacio, 3. terminacio (Young &
McEneny, 2007)

Amennyiben példaul a GSH-fiiggd glutation-peroxidazok (GPx) nem redukaljdk a
keletkezé szabadgyokoket, akkor atmenetifém-ionok (pl. vas-ionok) jelenlétében a
lipid-hidroperoxidok (LOOH) tovabb bomlanak alkoxil, alkil, vagy hidroxilgyokke,
amelynek révén tovabbi szabadgyokos lancreakcio indul el (Gardner, 1989). A
keletkezett peroxil és alkoxil gyokok, aldehidek (malondialdehid) és mas termékek
karositjak a fehérjéket, példaul malondialdehid-acetaldehid addukt képzdodésével,
amely immunogén és gyulladéaskelt6 hatassal bir (Tuma, 2002). A mitokondriumban a
szabadgyokok a matrix enzimeket és az elektrontranszportlanc tagjait is karosithatjak
(Vladimirov et al., 1980). A lipidperoxidacié ezek mellett csokkenti a membranok
fluiditasat, karositja a specifikus membrancsatorndkat és inaktivalja a membranhoz
kotott enzimeket (Halliwell & Chirico, 1993).
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3.5.2 Hierarchikus oxidativ stressz modell

Az oxidativ stressz hatasai a keletkezd reaktiv gyokok mennyiségétdl fiiggenek, a
szervezet ugyanis képes lekiizdeni az alacsony mértékii oxidativ terhelést, viszont
mérsékelt oxidativ terhelés hatasdra mar apoptozis vagy nekrdzis is indukaldédhat a
sejtekben. Az eltér6 mértékli oxidativ stressz hatasra bekdvetkezd sejtszintli
valtozasok soran a kiilonb6z6 tutvonalakat aktivald transzkripcios faktorokat a
,hierarchikus oxidativ stressz modell”-ben foglaltak 6ssze (Gloire et al., 2006) (6.
abra).
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6. abra: Hierarchikus oxidativ stressz modell Az oxidativ stressz mértékétol figgéen, a ROS
képzddés hatasara a sejtben kiilonbozo redox-érzékeny transzkripcids utvonalak aktivalodhatnak
molekularis és fehérje szinten. (Gloire et al., 2006 nyoman)

3.5.2.1. Alacsony mértékii oxidativ stressz daltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

Az alacsony mértékii oxidativ stresszre bekdvetkezo elsddleges indukalhatd védekezés
a Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) - Nuclear factor E2-related factor 2
(Nrf2) - Antioxidans valaszelem (ARE) tatvonal, amely sejtvédelmi funkcidkat ellato
fehérjéket, enzimeket kddolo gének expresszidjat valtja ki (Halliwell & Gutteridge
1985). Homeosztatikus koriilmények kozott az Nrf2, amely az oxidativ stresszvalasz
szabalyozasaért felelds transzkripcios faktor, a Keapl represszor fehérjéhez kotott
formaban van jelen majd ubikvitinacidt kovetden a 26S proteoszomaban lebomlik,
elkeriilve ezzel a célgének sziikségtelen mértékii folyamatos expresszidjat. Oxidativ
stressz, azaz a sejtek redox allapotanak megvaltozasa, hatdsara, amit a Keap1-en beliili
szenzorcisztein érzékel, az Nrf2 és Keapl kozotti kapesolat felbomlik, ezzel az Nrf2
elkeriili az ubikvitinaciot, felhalmozddik a sejtben és foszforilaciot kovetden bejut a
sejtmagba, ahol 6sszekapcsolddik egy sMaf (small masculoaponeurotic fibrosarcoma)
fehérjével, amely megkonnyiti az ARE-hoz valdé kotédést ¢€s elOsegiti a
stresszvalaszban részt vevd gének expressziojat (7. abra). Ezek a gének olyan
fehérjéket kodolnak, amely kozvetleniil vagy kozvetve részt vesznek az antioxidans
védekezésben, a detoxifikicioban és a metabolizaciéban. Igy példaul aktivélja a
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résztvevo enzimek (pl. glutation-peroxiddzok, glutation-S-transzferazok, glutation-
reduktdz), valamint a tioredoxin antioxidans rendszer enzimjeinek (pl. szulfiredoxin,
glutaredoxin) expresszidjat. Emellett fontos szerepe van a xenobiotikum-metabolizald
enzimek, valamint a hidrogén donor funkciét ellat6 NADPH képzddéshez sziikséges
enzimek expresszidjanak szabalyozasaban (Baird & Yamamoto, 2020).

Xenobiotikumok Mikotoxinok
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7. abra: Keap1-Nrf2 utvonal a cellularis stresszek széles skalajat érzékeli és tovabbitja a
citoprotektiv Antioxidans valaszelem (ARE) szamara €s az antioxidans védelmi rendszerben résztvevo

Keap1-en beliili reaktiv cisztein-csoportokhoz, ami az Nrf2 stabilizalodasat és citoprotektiv
transzkripcids folyamatok fokozodasat eredményezi (Baird & Yamamoto, 2020 nyoman).

Az Nrf2 szerepét az oxidativ stresszvalasz kivaltasaban az Nrf2-KO egerekkel végzett
vizsgalat igazolta, amelyben ezek az allatok fokozott érzékenységet mutattak a toxikus
vegyliletekre €s szignifikans mértékben csokkent az oxidativ stresszvalasz vad tipusu
egerekhez képest (Aoki et al., 2001; Ramos-Gomez et al., 2001). Keap1-KO egerekkel
végzett kisérlet pedig bebizonyitotta, hogy Keapl hidnyaban mind az Nrf2, mind a
stresszvalasz célgének konstitutivan aktivalodtak, ami meggy6zden mutatta, hogy a
Keapl felel6s az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaért (Wakabayashi et al., 2003).

Az Nrf2 viszonylag instabil fehérje, ami arra utal, hogy hatdsa tovabbi szabalyozasi
utvonalakon keresztiil is megvalosulhat. A sejtmagban valo talzott mértéki
felhalmozodasat a proteoszémak gatoljak, amelyek ubikvitinacidt kovetden lebontjak
(McMahon et al., 2004). Ez a Keap1-fliggetlen Nrf2 szabalyozas citoplazmatikus és
nuklearis egyarant lehet (He et al., 2020). Az Nrf2 transzkripcidjat egyéb utvonalak is
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szekvencia, amelynek kovetkeztében az Nrf2 autoregulalja sajat expresszidjat, amely
az Nrf2 perzisztens nuklearis felhalmozddasahoz vezet (Kwak et al., 2002). Az Nrf2
gén transzkripcidjat az aril-szénhidrogén receptor (AhR) is modulélja, amely részt
vesz a xenobiotikum-metabolizdld enzimek szabalyozasaban, ezzel eldsegitve a
hatékonyabb xenobiotikum transzformaciot (Miao et al., 2005). Ugy gondoljak
tovabba, hogy az Nrf2 génexpresszidja epigenetikai szinten is szabalyozott (DNS-
metilacio, hiszton méddositasok) (Cheng et al., 2016).

Mikotoxinok hatasa a Keap1-Nrf2 atvonalon keresztiil

A mikotoxinok altal eldidézett toxikozisokkal kapcsolatos vizsgalatok szerint vagy az
Nrf2-ARE tutvonal aktivéalasa, vagy ennek az utvonalnak a gatlasa lehet az egyik {6
oka a mikotoxinok toxicitdsanak emberben és allatokban (Huang et al., 2020). A
mikotoxinok szabadgyok képzdé tulajdonsaguk révén aktivalhatjdk a Nrf2-ARE
utvonalat, amelynek kovetkeztében fokozodik az antioxidans enzimeket kodold gének
expresszidja, igy az antioxidans fehérjék szintézise. A mikotoxinok ugyanakkor
kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil gatolhatjak is ezt az utvonalat, amely rontja a
sejt oxidativ stresszre adott valaszat, igy példaul a védelmi utvonalak is gatlodhatnak.
A T-2 toxin hatasa az Nrf2 expressziojara a dozistol €s a kezelési id6to] fliggden eltéro.
Alacsony dozisban ¢€s rovid ideig alkalmazott T-2 toxin terhelés emldssejtekben, igy
pl. patkdny agyalapi mirigybdl izolalt GH3 sejtekben in vitro a protein kinaz-A (PKA)
jelatviteli Gitvonal fokozott miikodését eredményezte, amely indukélta az PKA-Nrf2
utvonalat. Ennek hatasara szignifikans mértékben nétt a SOD, a glutation-peroxidaz 1
(GPx-1) és a katalaz (CAT) aktivitasa, valamint az ezeket kddol6 és mas antioxidans
gének expresszidja is (Deyu et al., 2018). Nagyobb ddzisban és hosszabb expozicid
soran viszont T-2 toxin hatasdra az Nrf2 utvonal gatlasat figyelték meg egér
neuroblasztoma (N2a) sejtekben, ami oxidativ stresszt, mitokondrialis diszfunkciot és
a p53 utvonal aktivalasaval apoptozist indukalt (Zhang et al. 2018). A DON hatasa in
vitro emberi borbdl spontan transzformalt aneuploid, keratinocita HaCaT sejtekben az
Nrf2 expresszidja az expozicid idejétol fliggott, 6 €s 12 oras kezelést kovetden nott,
mig 24 ora elteltével mar csokkent és a p35-tdl fiiggetlen apoptotikus szigndlok
aktivalodtak. A DON emellett oxidativ stresszt idézett eld, amit az antioxidans
enzimek aktivitasanak novekedése, a GSH koncentracid csokkenése, valamint az
MDA- és a fehérje-karbonil-szintek emelkedése bizonyitott (Mishra et al., 2016). A
DON-nal szennyezett takarmany fogyasztasa sertésekben a bélhamsejtekben indukalt
oxidativ stresszt, ennek hatisara pedig aktivalodtak az Nrf2 és NF-«B jelatviteli
utvonalak (Zha et al., 2020). A DON hatéasara az Nrf2 jelatviteli itvonal aktivalodésat,
az antioxidansok szintjének csokkenését €s oxidativ karosodast figyeltek meg fiatal
amur bélhamsejtekben (Huang et al. 2018). A DON altal kivaltott oxidativ stresszre,
annak mértékétdl fiiggden, az Nrf2 és az NF-kB utvonalak aktivalodnak, ami arra utal,
hogy a sejtek igy védekeznek a mikotoxin altal kivaltott karosodasok ellen (Del Regno
et al., 2015). A fumonizin Bl szintén oxidativ stresszt eldidézve aktivalja az Nrf2-
ARE antioxidans utvonalat. Egereket 5 mg FB1/kg takarmany terhelésnek tettek ki 21
¢s 42 napig. A hereszovetben a kezelési id0 ndvekedésével tobb apoptotikusan elhalt
sejtet, tovabba megndvekedett mennyiségli gyulladdsos faktorokat mutattak ki

19



(NF-xB, TNF-a). Az Nrf2 expresszioja a kezelési ido novekedésével emelkedett, ezzel
indukalva az antioxidans enzimek szintézisét. A FB1 tehat ROS termelodést indukal,
amelynek révén hatéssal van az antioxidans enzimekre és a gyulladasos mediatorokra.
Ezek mellett apoptozist is indukélhat, befolyasolhatja a sejtek képzdését és gatolhatja
a sejtfejléddést (Ouyang et al., 2022). Pontyokkal végzett kisérletben az 1,96 mg/kg
takarmany FB1 egyszeri oralis kezelést kovetden a ROS szignifikdns emelkedését
idézte eld a majban, amely 16 ora elteltével aktivalta a glutation redox rendszert. A
Keapl ¢és az Nrf2 génexexpresszioja viszont nem ndvekedett, ami arra utal, hogy az
antioxidans védelem aktivalasa valamely Keapl-Nrf2 fiiggetlen utvonalon valésult
meg (Kdvesi et al., 2020).

3.5.2.2. Kozepes és nagymértékii oxidativ stressz dltal kivaltott sejtszintii
valaszreakciok

A megnovekedett mennyiségli ROS, amelyet az antioxidans rendszer mar nem képes
eliminalni, gyulladasos folyamatot indit el az NF-kB aktivalasa révén. A gyulladas a
szervezet nemspecifikus védekez0 reakcidja a korokozokkal vagy toxikus anyagokkal
szemben (Gloire et al., 2006). A gyulladdsos folyamat magaban foglalja az
immunsejtek aktivalasat, ami szamos gyulladéasos citokin felszabadulasahoz vezet,
mint példaul a TNF-a, IFN-y és IL-ok, amelyek arra késztetik a szervezetet, hogy
csokkentse a sejtek karosodasat és helyreallitsa a sériilt szoveteket. A citokinek két
hatdsa kozotti egyensuly hatdrozza meg a gyulladas iranyat. A korai gyulladasos
reakcidokban a gyulladast eldsegitd faktorok, mint példaul az IL-1p, IFN-y és TNF-a
elésegitik a gyulladdsos valaszt, mig a gyulladasgatlo faktorok, példaul az IL-4 és
IL-10 gatoljak azt (Neurath 2014).
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¢s az elektrontranszfer megzavarasat idézi eld, ami sejthalalt okoz nem fiziologias
(nekrdzis) vagy szabalyozott (apoptdzis) itvonalon keresztiil. Azok a mechanizmusok,
amelyek révén a ROS apoptdzist okoz, jellemzden a receptor aktivacid, a kaszpaz
aktivalas és a mitokondrialis diszfunkcié (Ryter et al., 2007). Amennyiben a sejteket
olyan mértékli oxidativ karosodas éri, amelynek hatasara a fehérjék nagymértékben
denaturalddnak, a membranalkotd tobbszordsen telitetlen zsirsavakat tartalmazo
foszfolipidek is jelentdésen karosodnak €s nekrozis alakul ki. Ennek kovetkeztében a
sejttartalom az extracellularis matrixba jut, ami gyulladasos folyamatok
kialakulasdhoz vezet (Tan et al., 1998).

3.6 Antioxidans védelmi rendszer

A ROS Iétrejottét és karos hatdsait az antioxidans védelmi rendszer probalja
kikiiszobolni. Oxidativ stresszrdl akkor beszélhetiink, ha felborul az egyenstly a
védelmi rendszer €s a ROS keletkezése kozott, ami a szabadgyokok feldusulasahoz
vezet. Ezt tobb tényezd is eldidézheti, pl. az antioxidans enzimeket kodold gének
mutacidja, gyulladdsos folyamatok vagy a ROS tulzott mértékii képzddése, a ROS-t
generald anyagok talzott jelenléte vagy a mitokondridlis 1€gzési lanc aktivitdsanak
nagyaranyu fokozodasa (Espinosa-Diez et al., 2015). Az antioxidans védelmi rendszer
miikodését transzkripcids faktorok szabalyozzak. Amint arra korabban mar utaltam az
Nrf2-nek jelentds szerepe van az oxidativ stresszre adott adaptiv valaszokban, mivel
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részt vesz az antioxidans enzimek, fehérjék expresszidjanak indukciojaban (Surai &
Fisinin, 2016). A magasabb rendli szervezetekben a bioldgiai antioxidans védelmi
rendszert enzimatikus és nem-enzimatikus alkotdkra oszthatjuk.

3.6.1 Enzimatikus védelem

Ide tartoznak az antioxiddns enzimek, igy a szuperoxid-dizmutédzok (SOD), a katalaz
(CAT), a glutation-S-transzferazok (GST), a glutation-peroxidazok (GPx) és a
tioredoxin-reduktazok (Trx). Az antioxiddns enzimek a reaktiv oxigéngyOkoket
altalaban reduktiv reakciok katalizalasaval semlegesitik (Jeeva et al., 2015). A
szuperoxid anion semlegesitését a mitokondriumokban és a mikroszémakban a SOD2
végzi. A CAT részben a mitokondriumokban, részben a peroxiszémakban bontja a
H>02-ot (Chance et al., 1979). A GPx enzimek szintén fontos szerepet jatszanak a sejt
ROS elleni védelmében, kiilondsen a citoszolban és a mitokondriumokban, mert a
SOD1 és a SOD2 hatasara keletkezé H2O»-t és a szerves hidroperoxidokat vizzé
alakitjak, amelyhez hidrogén donorként GSH-t hasznalnak fel (Imai & Nakagawa,
2003). A tioredoxin reduktazok fontos intracellularis redox szabalyoz6 enzimek, mert
szerepet jatszanak a redox-érzékeny transzkripcios faktorok szabalyozasaban, oxidativ
stressz jelenlétében aktivalva azokat (Calabrese et al., 2009). A glutation S-
transzferdzok hasonld aktivitassal rendelkeznek, mint a glutation-peroxidazok, de
els6sorban a szerves hidroperoxidok redukcidjat katalizaljdk GSH ko-szubsztrat
felhasznalasaval. Ennek kiilondsen szelénhidnyos allapotokban van jelentdsége,
amikor részben helyettesithetik a szelénfiiggd GPx izoenzimeket (Rahman, 2007).
Kismértekli oxidativ stressz esetén a glutation redox rendszer, nagymértékii oxidativ
stressz esetén pedig kiilonb6zo javitdé molekulak és enzimek (pl. DNS javité enzimek,
hésokk fehérjék, glutation-reduktaz, lipazok, peptidazok) nytjtanak védelmet. A
javitdo molekuldk és enzimek az oxidalodott antioxidansok redukciodjat, tovabba a
makromolekuldk karosodott szakaszainak kivagasat ¢s helyreallitasat, fehérjék
esetében pedig azok lebontdsat végzik (Matés et al., 2000).

3.6.1.1. Glutation-peroxidaz enzim csaldad

A glutation-peroxiddz (GPx) egy olyan enzimcsaldd, amely jelen ismereteink szerint
8 izoenzimbdl all. Ezek kozil 6t szelenoprotein, amelyek aktiv centrumaban
szelenocisztein taldlhato (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 ¢és GPx6). A méasik harom GPx
enzim (GPx5, GPx7 ¢és GPx8) aktiv centrumaban a szelenocisztein helyett cisztein
talalhato (Labunskyy et al., 2014). A GPx enzimek az antioxidans rendszer fontos
tagjai, mert a kiilonb6z0 izoenzimek a sejten beliil eltéré kompartmentekben fordulnak
el6. A GPx1 féként a citoszolban és a mitokondriumban talalhaté (Rotruck et al.,
1973), mig a GPx2 foképp a vékonybél epithel sejtekben expresszalodik (Chu &
Esworthy, 1995). A GPx3 egy szekretdlt enzim, amely a vérplazmaban és az
extracellularis térben taldlhaté meg. Expresszidja a tiidoben és a vese tubulusokban
kifejezett (Avissar et al., 1994).

A csalad tobbi tagjatol eltéréen a GPx4 foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz
(phGPx), amely hidroperoxidazként miikodhet a lipid-peroxidok lipidalkoholokka
torténd redukaldsaban, ezzel csokkentve a lipidperoxidacio terjedését a membranon
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beliil (Forcina & Dixon, 2019). Hatasa abban a tekintetben egyediilallo, hogy redukalja
az Osszetett lipid-peroxidokat, igy példaul a foszfolipid-hidroperoxidokat, még abban
az esetben is, ha azok strukturalt lipid-fehérje komplexekben, példaul lipoproteinekben
vagy membranokban taldlhatok. A membran foszfolipidek esetében a GPx4 hatasa
abban az esetben is érvényesiil, ha a foszfolipid hidroperoxidokat a membran-
foszfolipaz A2 elézetesen nem hasitja ki a foszfolipid kettdsrétegbdl (Imai &
Nakagawa, 2003). Harom kiilonb6z6 izoformdja van, a citoszol (cGPx4), a
mitokondrialis (mGPx4) és a spermium nukleusz (nGPx4) izoenzim (Ursini, 1985).
Utdbbi szerepe nem antioxidans hatas, mert a spermium €érési folyamataban vesz részt
(Behne et al., 2002). Ezek a GPx4 izoformdk ugyan hasonldak, de N-termindlis
szekvenciajukban jelentds eltérések vannak. Eltérden a tobbi tetramer GPx-tdl a GPx4
monomer enzim. Mdas glutation-peroxidazokkal ellentétben a GPx4 a H>0O2-t mellett
redukélja a koleszterin- és koleszteril-észter-szarmazékokat, valamint a timin-
hidroperoxidot is (Forcina & Dixon, 2019).

A GPx izoenzimek katalitikus ciklusa két szakaszban megy végbe egy in. ping-pong
mechanizmussal, amikor az enzim aktiv centruma az oxidalt és redukalt allapot kozott
ingazik. Oxidativ fazisban valamely peroxidot redukalnak az aktiv centrumban 1évo
szelenociszteinnel vagy ciszteinnel, amely egyidejiileg oxidalodik. A szeléntartalmu
GPx-ek esetében az aktiv centrumban 1évO szelenolatot a hidroperoxid oxidalja és
szelénsav-szarmazék (GPx-SeOH) képzddik. Az oxidalodott szelén teljes redukcidja
két egymast kovetd 1épésben megy végbe; az elséhdz GSH-re van sziikség, amely
glutationilezett enzimet, azaz szelenodiszulfidot eredményez. A redukcids 1épésben
egy masodik GSH-molekuldval képez stabil végterméket, a glutation-diszulfidot,
amely felszabaditja a redukalt szelént a kovetkezd ciklusra. Megfigyelték, hogy a
GPx4 hidroperoxidok redukald kapacitasa mind a szabad allapoti hidroperoxidok,
mind a membranfoszfolipidekhez k&tott hidroperoxidok esetében kimutathato (Imai &
Nakagawa, 2003). A GPx4 ezen képessége egy nagy hidrofob feliilet jelenlétének
koszonhetd, amely szoros kapcsolatot tesz lehetové a lipoproteinektél a membranokig
terjedd strukturalt lipid-protein szerkezetekkel (8. abra) (Forcina & Dixon, 2019).

oxidacio redukcid
ROOH  ROH GSH  H,0
| GPxse | —— | GPX-SeOH | —=——"+ | GPX-SeSG |
GSSH GSH

8. abra: A GPx4 katalitikus ciklusa. A teljes folyamat két fazisbdl all: oxidacio6 és redukcio,
melyeket a szelénsav intermedier (GPx-SeOH) kot 6ssze, ami a glutation (GSH) rovasara redukalodik.
(Diaz et al., 2021).

A GPx5 mellékhere-specifikus enzim, amely a mellékherében és a szeminalis
plazméban talalhaté (Williams et al., 1998). A GPx6 csak a szaglohamban ¢és az
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embrionalis fejlédés soran az éssejtekben talalhatd meg. Erdekes modon emberben
szelenoprotein, ragcsalokban és mas fajokban viszont cisztein tartalmu (Kryukov et
al., 2003). Az utols6 két GPx enzim (GPx7 és GPx8) a szelenocisztein helyett ciszteint
tartalmaz aktiv centrumdban. A GPx7-et el6sz6r emlémirigy tumor sejtekbdl izolaltak
(Utomo et al., 2004), mig a GPx8-at eddig csak filogenetikai elemzésben azonositottak
(Toppo et al., 2008).

A glutation redox rendszer megfelelé miikodéséhez fontos a szelenocisztein (SeCys)
elérhetdsége, ami a szelén ellatottsagtol, azaz az enzim bioszintézise sordn a
hozzaférhetd szelén koncentraciotdl fiigg. Kimutattdk, hogy szelénhidny esetén a
GPx1 szintje egerek szivében, majaban ¢és veséjében jelentdsen csokken. Ezzel
szemben a szelén potlasa a GPx1 aktivitas novekedéséhez vezet. A szelenocisztein a
ciszteinhez hasonldé aminosav, de a specifikus szulthidril csoportban kén helyett
szelént tartalmaz. A szelenoprotein szintézist meghatarozott mechanizmusok
szabalyozzak, amelyek befolyasoljadk a kodold gén transzkripcidjat, az RNS-
feldolgozast, a transzlaciot és a fehérjeszintézis poszttranszlacios 1épéseit egyarant. A
szelenoproteinek élettani funkcidi emiatt a szelenocisztein jelenlététdl fiiggnek, és
annak barmely mas aminosavra torténd mutdcidja az enzim inaktivalodasat
eredményezi (Labunskyy et al., 2014). A GPx4 mRNS egy szelenocisztein inszercios
szekvencia (SECIS) elemet tartalmaz, amely a 3' nem transzlalt régioban talalhat6. A
SECIS elemet az UGA kodon kodolja, amely jellemzden stop kodonként funkcional.
Emiatt specifikus szabalyoz6 fehérjékre van sziikség ahhoz, hogy a szelenocisztein
beépiiljon a GPx4-be (és mas szelenoproteinekbe) (9. abra) (Christensen & Burgener,
1992).

SECIS

9. abra: Szelenocisztein inszercios szekvencia (SECIS) elem miikodése. A 21. aminosav, a
szelenociszteinnek a szintetizal6do fehérjelanchoz kapcsolasa az UGA stop kodon atkddolasaval
torténik. A szelenoprotein mRNS rendelkezik egy 3’ szarhurok szerkezettel (SECIS szekvenciaval)
amely sziikséges a szelenocisztein beépiiléséhez (Cockman et al., 2019).
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Ebben az UGA transzlacios folyamatban szerepet jatszo tényezok kozé tartozik az
mRNS specifikus masodlagos szerkezete (SECIS), egy egyedi tRNS (Sec-tRNS), egy
RNS-kot6 fehérje (SBP2) és egy specialis elongécios faktor (EFsec) (Diaz et al.,
2021). A GPx4 mikodését ezek mellett mas tényezok is befolyasoljak. Rendelkezik
példaul olyan allosztérikus kotShellyel, amely lehetové teszi az enzim inaktivalasat
an¢lkiil, hogy a szelenocisztein aktiv helyére kdtddne. Ehhez az allosztérikus helyhez
kovalensen kotddhetnek kiilonb6zd inhibitorok, pl. az 6lomvegyiiletek, amelyek
ezaltal gatoljak a GPx4 mikodését €s annak lebomlasat idézi eld (Liu et al., 2022).

3.6.2 Nem enzimatikus védelem

Ebbe a csoportba tartoznak a kis molekulatomegii antioxiddnsok, igy példaul az
aszkorbinsav, a tokoferolok, a hiigysav, a karotinoidok, a polifenolok és a redukalt
glutation (GSH). Ide tartoznak tovabba egyes fémkoto (kelatképzd) fehérjék (ferritin,
metallotionein, albumin), amelyek szerepe abban van, hogy az dtmeneti fémeket (pl.
vas ¢€s réz), valamint egyéb ROS képzddést indukalo fémeket foképp kelat kdtésben
tartanak, ennek révén megakadalyozzak Fenton-tipusi reakcidk kialakulasat
(Mironczuk-Chodakowska, et al., 2018). Ezek koziil kiemelt jelentdségli a ferritin
(Stochs & Bagchi, 1995), valamint a metallotionein (Baird et al., 2006) hatasa. A kis
molekulatomegili antioxidansok nukleofil és redukalé molekuldk, amelyek képesek
megszakitani a szabadgyokok altal kivaltott lancreakciot, mikdzben reaktivva valnak,
de azt kovetden gyorsan redukaldédnak (Mironczuk-Chodakowska, et al., 2018). Az
aszkorbinsav intra- és extracellularis vizes fazisu antioxidans, amely elsésorban a ROS
mennyiségét csokkenti (Njus et al., 2020). A tokoferolok fizikailag kapcsolodnak a
membran foszfolipideihez, ezéltal kdzvetleniil védik azokat az oxidativ karosodastol.
Oxidaciot kovetden tokoferil-kinonnd alakulnak, amely kevésbé hidrofob, ezért
részben kilép a membranbol. A tokoferil-kinont els6sorban az L-aszkorbinsav
redukalja, igy ismét hidrofob lesz és jra kapcsolodhat a membran foszfolipideihez
(Tokarz et al., 2013).

A GSH egy tripeptid (gamma-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin), és az egyik
legelterjedtebb antioxidans molekula, amely megtalalhatdé a citoszolban, a
mitokondriumban és az endoplazmatikus retikulumban. A GSH a citoszolban két
ATP-fiiggd 1épésben szintetizdlodik. Az elsé 1épés a glutaminsav ¢és cisztein
Osszekapcsoldsa a gamma-glutamilcisztein-szintdz enzim altal, igy gamma-glutamil-
cisztein keletkezik. Ezt koveti a glicin kapcsolddasa a gamma-glutamilcisztein C-
terminalisahoz, amit a GSH-szintetdz enzim katalizal. A gamma-glutamilcisztein
képzddése sebességkorlatozo reakcid a GSH szintézisében, és a keletkezd GSH is
gatolhatja a sajat szintézisét a gamma-glutamilcisztein-szintaz gatlasan keresztiil,
allapotanak fenntartasaért felelés mechanizmusnak is tekinthetd. A szintézis tovabbi
limitalod tényezdje a sejtek szabad cisztein tartalma. A GSH rendkiviil ellendlld az
intracelluldris degradacidval szemben, ugyanakkor redukalt formé4ja tiol (szulthidril)
csoportot tartalmaz, amely oxidativ stressz esetén oxidalodik (Bounous et al., 2003).
A ROS redukciojat kovetéen két oxidalt GSH dimerizacidja glutation-diszulfidot
(GSSG) eredményez, igy a GSH/GSSG arany az oxidativ stressz egyik
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meghatarozojaként is hasznalhat6. A glutation-diszulfid redukélasat a glutation-
reduktdz (GSR) végzi, amelynek soran hidrogén donorként a NADPH szolgal. A GSH
kozvetleniil is reagalhat szuperoxid-anionnal és mas szabadgyokdkkel, de elsdsorban
az enzimatikus antioxiddns rendszerben jatszik szerepet a GPx-ok és a glutation-S-
transzferdzok (GST) ko-szubsztratjaként. Kiilonb6z6 xenobiotikumokat a GST
konjugalja a GSH-hoz, igy azok nem Iépnek reakcioba a sejtalkotokkal (10. abra)
(Zitka et al., 2012).

glutation glutation
reduktaz peroxidaz

NADPH GSSG Hz0

NADP* GSH H;0;

GSH f
konjugatum |g

glutation-S-transzferaz

10. abra: A glutation redox rendszer A GSH-t oxidaljak a szabadgyokok kozvetleniil, vagy a
glutation-peroxidaz kozremiikddésével. Az oxidalt glutation gydk dsszekapcsolodik egy masik
glutation gyokkel és glutation-diszulfid keletkezik (GSSG). A GSSG redukalasat a glutation-reduktaz
(GSR) végzi (Arbor Assays, 2016).

A GSH-nak szamos mas funkcidja is van, igy példaul cisztein tartalék, szerepe van a
nitrogén-oxid szallitdsaban és tarolasaban, részt vesz az dsztrogének, leukotriének és
prosztaglandinok metabolizmusaban, tovabba redukdlja a ribonukleotidokat ¢és
dezoxiribonukleotidokat, =~ valamint  konjugaldé  4gens a  xenobiotikum
transzformécioban (Bounous et al., 2003).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 A takarmanyok kisérletes mikotoxin szennyezése és mennyiségének
meghatarozasa

A kisérletekben felhasznalt a takarmdnyokat mesterségesen T-2 toxinnal, DON-nal és
FB1-gyel szennyeztilk. A T-2 toxint a Fusarium sporotrichioides (NRRL 3299),
a DON-t a Fusarium graminearum (NRRL 5883), a FBl-et pedig a Fusarium
verticillioides (MRC 826) torzzsel termeltettiik kukoricadara szubsztraton Fodor és
mtsai. (2006) modszere szerint. A kisérleti mikotoxinok és metabolitjaik, a
T-2/HT-2 toxin (Trebstein et al., 2008), DON, 3-AcDON, 15-AcDON (Premier et al.,
2006) ¢és FBI1 (Shephard et al., 1990) tartalménak meghatarozasa fluoreszcens
detektorral felszerelt HPLC-vel (Jasco FP-4025, Easton, USA) tortént, immunaffinités
eldtisztitast kovetden. Az immunaffinitds eldtisztitdsa kettds extrakcids eljarassal,
vizzel és metanollal, valamint Myco6inl+® multi-mikotoxin immunaffinitas
oszloppal (Vicam, Milford, USA) tortént, a gyarté utasitdsa szerint. A kontroll
takarmanyban a T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s a FBI tartalom a
detektalhatosagi hatarérték (LOQ) alatt volt a kontroll takarmanyban. Az 2. és a 3.
tablazat a kisérletekben hasznalt takarmanyok mikotoxin tartalmat mutatja.

2. tablazat: A tojotyukokkal végzett kisérletekben felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalma

(mg/kg takarmany)
1. Egyéni mikotoxin kisérlet (EU javaslati hatarérték kétszeres mennyisége)
Kisérleti csoport T-2/HT-2 DON/3-AcDON/15-AcDON FBI1

Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
T-2/HT-2 toxinnal kezelt 0,45/0,36 <0,02 <0,02

csoport
DON-nal kezelt csoport <0,02 8,68/0,11/0,05 <0,02
FB1-el kezelt csoport <0,02 <0,02 38,10

2. Multi-mikotoxin kisérlet: T-2/HT-2 toxin, DON, FB1 (alacsony dozis: EU javaslati
hatarértékkel megegyez6 mennyiség, kozepes dozis: javaslati hatarérték kétszeres mennyisége)

Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
Alacsony dozis 0,26/0,36 4,78/0,59/1,55 19,21
Kozepes dozis (2x) 0,43/0,31 9,11/0,09/0,06 41,20

3. Multi-mikotoxin kisérlet: T-2/HT-2 toxin és DON (alacsony dozis: EU javaslati hatarértékkel
megegyez0 mennyiség, kozepes dozis: javaslati hatarérték kétszeres mennyisége)

Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
Alacsony dozis 0,24/0,10 4,68/1,21/0,36 <0,02
Kozepes dozis (2x) 0,41/0,21 9,14/0,04/0,11 <0,02

3. tablazat: A brojlercsirkékkel végzett kisérletekben felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalma

(mg/kg takarmany)

1. Multi-mikotoxin kisérlet (alacsony dozis: EU javaslati hatarértékkel megegyezé mennyiség,
kozepes dozis: javaslati hatarérték kétszeres mennyisége)

Kisérleti csoport T-2/HT-2 DON/3-AcDON/15-AcDON FBI1
Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
Alacsony dozis 0,20/0,03 4,07/0,23/0,55 21,44
Kozepes dozis (2x) 0,47/0,15 10,68/0,12/1,25 37,78

2. Emelt dézisu multi-mikotoxin kisérlet (alacsony dézis: EU javaslati hatarértékkel megegyezd
mennyiség, magas dozis: javaslati hatarérték négyszeres mennyisége)

Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
Alacsony dozis 0,23/0,12 4,56/1,89/0,40 18,59
Magas dozis (4x) 0,78/0,09 18,68/1,05/0,98 75,16
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4.2 Kisérleti protokollok
4.2.1 A kisérletek helyszine

Vizsgalataimat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elettani és
Takarmanyozastani Intézet, Takarmanybiztonsagi Tanszékén végeztem. A
brojlercsirkékkel és tojotytikokkal folytatott takarmanyozasi kisérletek helyszine a
Tanszék Kisérleti Tere volt, amely mikotoxinokkal kapcsolatos vizsgélatokhoz
szlikséges allatkisérleti engedéllyel rendelkezik (Pest Megyei Kormanyhivatal
Elelmiszerbiztonsagi, Foldnyilvantartasi, Novény és Talajvédelmi, valamint Erdészeti
Osztaly PE/EA/1964-7/2017).

4.2.2 Kiserleti allatok és tartasuk

Vizsgalataimhoz in vivo modellként brojlercsirkét (Cobb 500 kakas, 21 napos életkor)
¢s tojotytkot (Tetra SL, 49 hetes ¢letkor, atlagos napi tojastermelés =90%)
alkalmaztam. A kisérleti csoportokat 4 nappal a mikotoxin terhelés megkezdése eldtt
alakitottuk ki, amelynek soran egyedi mérlegeléssel meghatiroztuk az egyes
csoportokba keriild madarak testtomegét, ligyelve arra, hogy az egyes kisérleti
csoportok kozott az atlagos testtdomeg ne térjen el 5%-nal nagyobb mértékben. A
mikotoxinok egyéni hatdsainak vizsgalatakor (n=78) a T-2/HT-2 toxin, DON/2-
AcDON/15-AcDON ¢s FB1 mikotoxinokkal mesterségesen szennyezett takarmannyal
etettem az allatokat. A kisérlet 0. napjan abszolut kontrollként vettiink mintat (n=6), a
kisérleti csoportok pedig a kovetkezOképp alakultak: kontroll csoport (n=18) és
kiilonb6zé mikotoxinokkal kezelt 3 db csoport (T-2 toxin: n=18; DON: n=18; FB1:
n=18). Az egyes kisérleti csoportokba tartozé madarakat két alcsoportra (n=9) bontva
helyeztiik el a kisérlet helyszinéiil szolgdldo teremben. A multi mikotoxin
vizsgélatokban (n=60) a harom napos akklimatizacios idot kovetéen a kisérlet 0.
napjan abszolut kontrollként kisérleti csoportonként 2-2 allatbol (n=6) mintat vettiink
majd 12 oras takarmanymegvonast kovetden megkezdtiik a 3 napos etetési kisérletet
egy kontroll (mikotoxin kiegészitést nem tartalmazd, n=18) és két kiilonbozo
mikotoxin mennyiséggel kiegészitett takarmany etetésével (n=36). Az allatokat
mélyalmon tartottuk folyamatos megvilagitas mellett. A folyamatos megvilagitas eltér
a vonatkoz6 EU allatjoléti eldirasoktol, de a kisérlet soran azért alkalmaztam, hogy a
kisérleti allatok takarmanyfelvételét maximalizaljam a rovid tavh etetési iddszak alatt.
Ivovizet és takarmanyt az allatok ad libitum fogyaszthattak. Alomanyagként fenydfa
forgacsot hasznaltam. A brojlercsirkék kokcidiosztatikumot ¢és mikotoxin-
kotdanyagot nem tartalmazd neveld teljes értékli takarmanykeverékének (Vitafort
brojler nevel6tdp) energia- és tiplaloanyag-tartalma (13,4 Mll/kg AME, 20%
nyersfehérje, 10% nyerszsir, 3,5% nyersrost, 35 mg/kg E-vitamin és 0,25 mg/kg
szelén) megfelelt a brojlercsirkékre vonatkoz6é kovetelményeknek (Magyar
Takarmanykodex, 2004). A tojotytkok kereskedelmi forgalomban kaphato
kokcidiosztatikumot és mikotoxin kdtéanyagot nem tartalmazd tojo teljes értékii
takarmanykeveréket fogyasztottak (Vitafort ,,Arany” tojotap). Ennek jellemzdi: 11,97
MlJ/kg AME, 89,20% szarazanyag, 16,10% nyersfehérje, 2,50% nyerszsir, 5,50%
nyersrost, 0,79% lizin, 0,38% metionin, 0,71% metionint+cisztein, 4,12% kalcium,
0,48% foszfor ¢és 0,17% natrium. A kisérletekhez felhasznalt takarmanyt a
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kukoricadara szubsztraton termelt mikotoxinok hozzékeverésével allitottuk eld olyan
modon, hogy az ismert mikotoxin tartalmui szubsztrat-penészgomba keveréket az adott
kisérleti csoport szdmara sziikséges mennyiségét kevertik a takarméanyhoz. Az
alacsony dozisu keverékben az alkalmazott mikotoxin koncentraciok az EU javaslati
hatarértéknek feleltek meg (T-2 és HT-2 toxin: 0,25 mg/kg [2013/165/EU ajanlas];
DON: 5 mg/kg [2006/576/EK ajanlas]; FB1: 20 mg/kg [2006/576/EK ajanlas]. Ezek a
szennyezettségi értékek a mérsékelt éghajlaton eléforduld idészakos szennyezddést
tikkroznek, mig a kozepes €s magas dozisu kisérleti csoport takarmanya a gyakorlati
szennyezettségi szintnél tobbet tartalmazott abbdl a célbol, hogy révid idén beliil is jol
detektalhat6 valtozasokat idézhessen eld.

A vizsgalatok ideje alatt rogzitettem az elhullast, valamint mértem a testtomeget, a
kisérleti csoportok takarméany fogyasztasat, a takarmany visszautasitds mértékének
meghatdrozasahoz.

4.2.3 Mintavételezés

A kisérlet 0. napjan véletlenszertien 1-1 allatbdl vettiink mintat minden ismétlésbdl, a
kisérletesen szennyezett takarmanyok etetésének kezdetét kovetden pedig a 24., 48. és
72. oraban kezelésenként, véletlenszertien kivalasztott 6-6 egyedbdl. A mintavételeket
megelozdéen mértem a madarak éldsulyat. Elvéreztetés soran teljes vért gylijtottem,
majd post mortem maj mintat vettem a biokémiai és génexpresszios vizsgalatokhoz. A
vérvétel heparint tartalmazd vérvételi csovekbe tortént. A vérmintdk hiitott
kornyezetben (+4 ©°C) taroltam majd az alakos elemeket 10 percig torténd
centrifugaldssal (1500 fordulat/perc) (Mikro 220, Hettich, Kirchlengern,
Németorszag) valasztottam el a vérplazmétol. A vérplazma Eppendorf csovekbe
tortént kimérését (1000 pl minta/Eppendorf csd) kovetden a vérlemezke és fehérvérsejt
frakcio eltavolitasat kovetden a vorosveérsejtekbol kétszer desztillalt vizzel 1:9 arany
hemolizatumot allitottam eld. A vérplazmat a mérések elvégzéséig -80°C-on taroltam.
A biokémiai vizsgalatokhoz a majmintakat lefagyasztasig (kb. 2 6ra) jégen tartottam,
majd felhasznaléasig -80 °C-on taroltam. A molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz vett
majmintdkat a mintavételt kovetden azonnal folyékony nitrogénbe helyeztem, majd
felhasznalasig -80°C-on taroltam.

4.3 Biokémiai vizsgalatok

A biokémiai vizsgalatokhoz a mintdkat szobahémérsékleten felengedtem, majd a
majmintdkat 1:9 aranyl fiziologids sooldat (0,65% (w/v) NaCl) hozzaadasaval
homogenizatumot készitettem. A malondialdehid tartalom meghatirozdsa a nativ
homogenizatumokbol, a glutation redox rendszer markereinek meghatarozas pedig a
homogenizatumok centrifugéalasa (10000 g, 3 perc, 4°C) utan nyert feliiliszobdl, azaz
a mikroszomalis frakciobol tortént.

4.3.1 Lipidperoxidacios markerek mérési modszerei

A CD-ek és CT-ek meghatarozdsa a majmintak lipid tartalménak 2,2,4-trimetil-
pentanban val6 kivonasat kovetden az abszorpcios spektrum (CD: 232 nm; CT: 268
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nm) alapjan tortént (SpectroStar Nano, BMG Labtech, Offenburg, Németorszag)
(A0AC, 1984).

A malondialdehid koncentraciét savanyu koézegben, magas hdémérsékleten valo
komplex képzéssel, 2-tiobarbitursavval (Sigma, St. Louis, USA) hatdroztam meg. A
savas kozeg bedllitaisahoz 10% (w/v) triklor-ecetsavat (Carlo Erba, Rodano,
Olaszorszag) hasznaltam. A reakcioidd 20 perc volt 100°C-on. Lehiités utan,
centrifugdlast (2500 fordulat/perc, 4°C) kovetéen az abszorbancia mérése a
feliiliszobol a reagens vakkal szemben 535 nm hulldmhosszon tortént. A standard
1,1,3,3-tetra-etoxi-propan (Fluka, Buchs, Svajc) volt (Placer et al., 1966, Matkovics et
al., 1988).

4.3.2 A glutation redox rendszer markereinek mérési modszerei

4.3.2.1 A redukalt glutation koncentracio meghatarozasa

crer

(1968) mddszerével végeztem. A modszer alapja a glutation szabad SH- csoportjanak
szulfhidril-reaktiv vegytilettel valo szines komplexképzd reakcioja. A mintdk fehérje
tartalmat 10% (w/v) triklor ecetsavval (Carlo Erba, Rodano, Olaszorszag) kicsaptam,
majd centrifugélast kovetéen (10.000 g, 3 perc, 4°C) a feliiluszobol végeztem a
méréseket. A modszer elénye, hogy a fehérje kicsapasa miatt a fehérje eredetli SH-
csoportok zavard hatasa a minimumra csdkkenthetd. A reakcidban szulfhidril-
reagenseként 5,5-ditiobis-(2-nitro-benzoesav) (Sigma, St. Louis, USA) szolgalt, amely
a reaktiv SH-csoportokkal sarga szinli komplexet képez. A GSH koncentracio a
komplex fényelnyelésének 412 nm-es hulldmhosszan, az abszorbancia mérésével
meghatarozhat6. A komplexképzddéshez sziikséges lugos kozeget trisz-hidroximetil-
aminometan (Sigma, St. Louis, USA) pufferrel (pH:8,9) éallitottam be. A GSH
koncentraciot a minték fehérjetartalmara vonatkoztatva adtam meg.

4.3.2.2 A glutation-peroxidaz aktivitas meghatarozasa

A glutation-peroxiddz aktivitds meghatdrozasanak alapja, hogy a GSH a glutation-
peroxiddaz enzim hatdsdra glutation-diszulfidda oxidalodik reaktiv oxigéngyokok
jelenlétében. A vizsgalati rendszerben (Matkovics et al., 1988) az enzim ko-
szubsztratjaként GSH-t (Sigma, St. Louis, USA) és kumol-hidroperoxidot (Merck,
Darmstadt, Németorszag) hasznaltam. Az inkubacié 10 perc volt szobahdmérsékleten
(252 °C), a reakci0 leallitasa fehérjekicsapassal tortént 10% (w/v) triklor-ecetsavval
(Carlo Erba, Rodano, Olaszorszag). A GSH mennyiségének csokkenését 5,5-ditiobis-
(2-nitro-benzoesav) -val (Sigma, St. Louis, USA) képzett komplex fényelnyelésének
412 nm hulldimhosszon tortént abszorbancia mérésével hatdroztam meg. Az
enzimaktivitast egységben fejeztem ki, amely 1 nmol GSH oxidaciojat jelenti
percenként a haszndlt rendszerben 25 ©°C-on. Az enzimaktivitdst a mintak
fehérjetartalmara vonatkoztatva adtam meg.

4.3.2.3 A fehérjekoncentracio mérése

A GSH koncentraciot és a GPx aktivitast a mintdk fehérjetartalmara vonatkoztatva

crer
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vOrosvérsejt hemolizatum mintédk fehérjetartalmat biuret reakcioval hataroztam meg
(Weichselbaum, 1946), amelynek alapja, hogy a biuret-reagensben taldlhat6 Cu**
ionok reakcidba lépnek a fehérjék peptidkotéseivel, amely lagos kozegben kék szinli
komplexet ad, amelynek abszorpcidos maximuma 546 nm. A kialakult szin ardnyos a
feliilusz6 frakciojanak fehérjetartalma Folin-fenol reagensnek (Sigma, St. Louis,
USA) fehérjékkel adott szinreakcidja alapjan keriil megallapitdsra (Lowry et al.,
1951). A reakcié soran Cu?" ionok Cu’ ionokka redukalodnak, majd a tirozin és a
triptofan reziduumok redukaljak a Folin-Ciocalteu-reagenst (foszfor-molibdat és
foszfor-wolframat), amelynek eredményeként kék szinli komplex képzddik. A
komplex abszorpcidés maximuma 750 nm. Standardként a vérplazma és vorosvérsejt
hemolizdtum mintdk esetében DunaCAL kalibraciés standard (Diagnosticum,
Budapest, Magyarorszag), mig a szovetmintak esetén szarvasmarha szérum albumin
(Sigma, St. Louis, USA) szolgalt.

4.4 Génexpresszios vizsgalatok
4.4.1 RNS tisztitas és reverz transzkripcios PCR

A kisérleti allatok majabol, a jobb lebeny disztdlis részEébdl 6-10 mg mintat vettem,
amelynek teljes RNS tartalmat NucleoZOL reagenssel extrahaltam (Macherey-Nagel,
Diiren, Németorszag) a gyartd eldirdsai szerint. Ezt kovetden az RNS-t izopropanollal
kicsaptam, 75% (v/v) etanollal mostam majd RN-4z mentes vizben feloldottam. Az
RNS tisztitast kovetden a genomi DNS szennyezddést a gyartoi protokoll alapjan
DNaz I (Thermo Fisher Scientific, San José, USA) segitségével tavolitottam el. A
w/v) nanofotométer (NanoDrop One, Thermo Fisher Scientific, San José, USA)
segitségével vizsgaltam. Azokat a mintakat fogadtam el, amelyek OD 260/280
mutatoja 2,0 feletti értékeket adott. Az RNS-bdl kezelési csoportonként pool-okat
hoztam létre, egyedenként azonos mennyiségli RNS-bdl (n=6). Ezt kdvetdéen 1000 ng
pool-ozott RNS-bdl random nonamerrel (9-mer) reverz transzkripcidoval a gyartd
protokollja alapjan (RevertAID Reverse Transcriptase, Thermo Fisher Scientific, San
José, USA) cDNS-t készitettem. A ¢cDNS mintakat -20 °C-on taroltam egy ¢€jszakat és
a kovetkezd napon hasznaltam fel QRT-PCR méréshez. Irodalmi adat (Kendziorski et
al., 2003) ¢és korabbi kisérleteink eredményei alapjan nem taldltunk mérhetd
kiilonbséget abban az esetben, ha a meghatirozast 6sszevont (pool-ozott) és nem
egyedi mintakbol végeztiik.

4.4.2 Real-time PCR

A glutation-peroxidaz 4 (GPX4), a glutation-szintetaz (GSS), a glutation-reduktaz
(GSR), az Nrf2 (Nrf2) és Keapl (Keap1) célgének, valamint a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) bels6 (haztartasi) kontroll gén expresszidjat real-time PCR-
rel, duplex qPCR moddszerrel hataroztam meg. Belsé kontrollgénként azért a GAPDH
gént valasztottam, mert annak expresszioja irodalmi adatok alapjan nem mutat
kolcsonhatést az oxidativ stresszel és a mikotoxin expozicioval tyiak fajban (Yang et
al., 2016; Awad et al., 2011). A célgénekre és a haztartasi génre tervezett specifikus
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primerek ¢és eltérd fluoreszcens festékkel jelolt (MGB- minor groove binder) TagMan
probak lehetdve tették két géntermék egyidejii vizsgalatat (4. tablazat).

4. tablazat: A probak szekvenciai és jelolésiik

, , Fluoreszcens
Gén Proba festék
GAPDH CCAGCCAAGTATGATGAT VIC
GPX4 CAGCCCAATGGAG FAM
GSS AGGAGGGAACAACCTG FAM
GSR CTGGCACTTCGGCTC FAM

A primereket és a probakat a Primer Express 3.0.1 (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
USA) szoftver segitségével terveztem (5. tablazat). A mérésekhez a Step One Plus™
Real-Time PCR systems (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA) késziiléket
hasznaltam, Maxima Probe qPCR Master Mix felhasznaldsaval (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, USA), 6t ismétlésben. A mérésekhez 12,5 ul végtérfogatban 2,31
uM/l primert és 5 ng cDNS-t hasznaltam templatként. Minden mérés alkalmaval,
duplexként egy nontemplate kontrollt is beéllitottam. A qPCR hdmérsékleti profil a
kovetkezd volt: a GPX4, GSS, GSR ¢s Keapl génekre 95 °C 10 perc elédenaturacio,
majd 95°C 15 sec, 58°C 30 sec és 72°C 30 sec, 45 cikluson keresztiil ismételve. Az
Nrf2 célgének esetében pedig 95°C 10 perc elddenaturacid, majd 95°C 15 sec, 60°C
30 sec és 72°C 30 sec, 45 cikluson keresztiil. A VIC és FAM jelet 72°C-on olvasta le
a berendezés minden ciklusban az extenzid-1épésének végén. A Ct értékeket a cél- és
kontroll gének esetén is a StepOne™/ StepOnePlus™ (v2.2) szoftverrel (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, USA) hataroztam meg és szamitottam ki a delta Ct (ACt)
és a delta-delta Ct értékeket (-AACY), végiil az RQ (relativ kvantifikacid; RQ = 2744¢Y)
értékeket (Livak és Schmittgen, 2001).

5. tablazat: A vizsgalat soran alkalmazott primer szekvenciak

Gén Forward (5°-3”) Reverse (5°-3”)

GAPDH TGACCTGCCGTCTGGAGAAA TGTGTATCCTAGGATGCCCTTCAG

GPX4 AGTGCCATCAAGTGGAACTTCAC TTCAAGGCAGGCCGTCAT

GSS | GTACTCACTGGATGTGGGTGAAGA CGGCTCGATCTITGTCCATCAG

GSR CCACCAGAAAGGGGATCTACG ACAGAGATGGCTTCATCTTCAGTG

Keapl GCTCTTCGGAAACCCCT GCCCCAAGCCCACTACA

Nrf2 TTCCCGCTGGTTTACCTTAC CGTTTCTTCTGCTTGTCTTT

4.4.3 Statisztikai értékelés

A Kkisérleti eredmények statisztikai értékeléséhez a GraphPad Prism 7.0 szoftvert
(GraphPad Software, San Diego, USA) hasznaltam. Az eredmények normal eloszlasat
Kolmogorov-Smirnov teszttel, a variancia homogenitasat pedig Bartlett teszttel
ellendriztem. Az atlag ¢és a szoérds <értékek kiszamitdsa utan egytényezds
varianciaanalizist (ANOVA) végeztem. Az ANOVA ¢értékelés alapjan az egyes
mintavételi idépontokban az egyes csoportok értékeit paraméterenként hasonlitottam
Ossze. A kisérleti csoportok kozépértékei kozott mutatkozé kiilonbségek vizsgalatara
a Tukey-féle tobbszoros Osszehasonlitd post-hoc tesztet hasznaltam (p<0,05). A
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dolgozatomban szerepld abrak és tablazatok esetében a leird statisztikai adatokat atlag
+ szoOras forméaban adtam meg. A csoportatlagok grafikonokon torténd bemutatasa
soran a statisztikailag is igazolhato eltéréseket eltérd betiijeloléssel (a, b, c)
szemléltettem (p<0,05).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 T-2/HT-2 toxin, DON/2-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1 mikotoxinok
rovidtavu egyéni hatasainak vizsgalata tojotyukban

Természetes koriilmények kozott a takarmanyokban altaldban tobb mikotoxin
egylittesen fordul eld, viszont az esetleges kolcsonhatdsok becsléséhez eldszor
ismerniink kell azok egyéni hatasait. Els6 1épésként ezért az egyes mikotoxinokkal
egyéni vizsgalatot végeztem, amelynek soran felmértem a T-2/HT-2 toxin, DON/3-
AcDON/15-AcDON ¢s a FBI terhelés soran a lipidperoxidacios folyamatokat és a
glutation redox rendszer valtozasait. Az in vivo rovid tavu (3 napos) etetési kisérletben
az emlitett mikotoxinok EU-ban javasolt maximalis mennyiségének (2006/576/EK,
2013/165/EU) kétszeresét alkalmaztam annak érdekében, hogy jol mérhetd
valtozasokat kapjak. A kezelésekhez felhasznalt takarményok mikotoxin tartalmat a 2.
tablazatban tlintettem fel a mesterségesen szennyezett takarmany mikotoxin
tartalmanak laboratériumi mérési eredményei alapjan. A harom napos kisérleti id6szak
alatt elhullast ¢és takarmanyvisszautasitast egyik kisérleti csoport kozott sem
tapasztaltam.

5.1.1 Lipidperoxidacios paraméterek valtozasa a majban

A rovidtava harom napos kisérletben a tojotyukok majaban a CD mennyisége
szignifikansan alacsonyabb volt mindhdrom vizsgalt mikotoxinnal kezelt csoportban
a kontroll csoporthoz képest a 3. kisérleti napra (11. dbra). A CT mennyisége a vizsgalt
mikotoxinok hatdsdra nem mutatott szignifikans kiilonbséget az egyes mintavételi
idépontokban a kisérleti csoportok kozott (12. abra).

Emellett a lipidperoxidaci6 terminalis fazisaban keletkez0 MDA koncentracioja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a DON-nal szennyezett takarméannyal etetett
tojotyukok majaban a kontroll és a T-2 toxinnal kezelt csoporthoz képest szintén a 3.
napra (13. dbra).
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11. abra: Konjugalt diének mennyiségének valtozasa a tojotytiikok majaban a kisérlet 72 6raja
alatt. Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg;
,FB17: 40 mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok

koz6tt (p<0,05).
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12. 4bra: Konjugalt triének mennyiségének valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg;
,»FB1”: 40 mg/kg takarmany.
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13. 4bra: A malondialdehid mennyiségének valtozasa a tojotyiikok majaban a kisérlet 72 éraja
alatt. Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg;
,FB17: 40 mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok

kozott (p<0,05). Az ,,ab” jelolés nem szignifikans mértékii valtozast jelent.

5.1.2 Glutation redox rendszer paramétereinek valtozdsa a majban

A GSH mennyisége (14. abra) és a GPx aktivitasa (15. dbra) a FB1 terhelés hatasara
szignifikansan kisebb volt a kontroll és a két trichotecén-vazas mikotoxinnal kezelt
csoporthoz képest a 3. kisérleti napra. Az 1. és a 2. napon vett mintdk mérési
eredményei ugyanakkor nem mutattak szignifikans kiilonbségeket a kisérleti
csoportok kozott.
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14. dbra: A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a tojotytikok majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg;
,FB17: 40 mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok
kozott (p<0,05).
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15. abra: A glutation-peroxidaz aktivitasanak valtozasa a tojotyikok majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,, T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg;
,FB17: 40 mg/kg takarmany. a, b jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott

(p<0,05).

5.1.3 Egyéni mikotoxin terhelés hatdsa a glutation redox rendszer szabalyozdsdra a
madjban

A GPX4 gén relativ expressziodja jelentésen novekedett mindharom kisérleti napon a
kontroll csoporthoz képest a T-2 toxinnal ¢s a DON-nal terhelt csoportokban. A 24.
oraban a T-2 toxinnal és a DON-nal terhelt csoportban szignifikdnsan nagyobb volt
mind a kontroll, mind a FBI-gyel terhelt csoporthoz képest. A 48. orara nem
tapasztaltam statisztikailag mérhetd eltérést, majd a 72. 6rara szignifikansan nagyobb
volt a T-2 toxinnal terhelt csoportban a kontroll ¢s a FB1-gyel terhelt csoporthoz
képest. A DON-nal terhelt csoportban ugyanakkor nem tapasztaltam valtozast a tobbi
kisérleti csoporthoz viszonyitva (16. abra).
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16. abra: A GPX4 génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja alatt.
Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg; ,,FB1”: 40
mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
Az ,,ab” jeldlés nem szignifikdns mérték valtozast jelent.

A GSS génexpresszidja az els6 napon szignifikansan kisebb volt a DON ¢és a FB1
csoportokban, a kontroll csoporthoz képest, a 2. napon viszont ndvekedést figyeltem
meg a FB1-gyel kezelt csoportban a kontroll €s a két trichotecénnel terhelt csoporthoz
képest. A 3. napra a GSS nagyobb relativ génexpressziojat mértem a T-2 toxinnal
terhelt csoportban a DON-nal és a FB1-gyel terhelt csoporthoz képest (17. abra).
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17. abra: A GSS génexpresszidjanak valtozasa a tojotytikok majaban a kisérlet 72 éraja alatt.
Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,, T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg; ,,FB1”: 40
mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
Az ,ab” jel6lés nem szignifikans eltérést jelent .

A GSR génexpresszidjaban az egyes kisérleti csoportok kozott az egyes mintavételi
idépontokban szignifikans mértéki kiilonbségeket nem figyeltem meg (18. abra).
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18. abra: A GSR génexpresszidjanak valtozasa a tojotyikok majaban a kisérlet 72 6raja alatt.
Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg; ,,FB1”": 40
mg/kg takarmany.

A Keapl-Nrf2 szabalyozéasi utvonalban szerepet jatszd fehérjéket kddold gének
expresszios valtozasa a 2. és a 3. napon volt nagymértékli a mikotoxinokkal terhelt
csoportokban a kontrollhoz képest. A Keapl génexpresszidja szignifikdnsan nagyobb
volt a 2. napon a T-2 toxinnal terhelt csoportban a kontrollhoz képest. A 3. napra a
DON-nal terhelt csoportban ugyanakkor kisebb relativ génexpressziot mértem a T-2
toxinnal szennyezett takarmannyal etetett csoporthoz viszonyitva (19. abra). Az Nrf2
esetében a 2. napon figyeltem meg nagyobb értéket mindharom mikotoxinnal terhelt
csoportban a kontrollhoz képest. Emellett a 3. napon a FB1-gyel terhelt csoportban
szignifikansan nagyobb volt a relativ génexpresszi6 értéke a DON-nal terhelt
csoporthoz viszonyitva (20. abra).
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19. dbra: A Keapl génexpressziéjanak valtozasa a tojotytikok majiaban a Kkisérlet 72 éraja alatt.
Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg; ,,FB1”: 40
mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
Az ,,ab” jelolés nem szignifikans eltérést jelent.
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20. abra: A Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja alatt.
Mikotoxinokkal egyedileg terhelt csoportok: ,,T-2 toxin”: 0,5 mg/kg; ,,DON”: 10 mg/kg; ,,FB1”: 40
mg/kg takarmany. a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
Az ,,ab” jel6lés nem szignifikans eltérést jelent.

5.1.4 Megbeszélés

A takarmdnyt szennyezd mikotoxinok jelenléte az egyike a legjelentsebb
problémanak az allati termék eldallitasa soran, éppen ezért kiilondsen fontos ismerni
az allati szervezetre kifejtett hatdismechanizmusukat. A harom Fusarium mikotoxin, a
T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s az FB1 jol ismertek oxigén-
szabadgyok képz0 tulajdonsagukrol, amely oxidativ karosodast, igy példaul
lipidperoxidaciét idéz eld, amit a glutation redox rendszer részben semlegesiteni
képes. Az eredmények alapjan a vizsgalt mikotoxinok egyike sem inditott el
szamottevd mértéki lipidperoxidéaciot. Ennek alapjan feltehetd, hogy az alkalmazott
dézis még enyhe oxidativ stresszt sem idézett eld tojotyukok majaban révidtava (72
ora) terhelés soran. Ezzel szemben mindharom vizsgalt mikotoxin hatasara a
lipidperoxidéacié inicidciés szakaszat jelz6 CD mennyiségének szignifikdns
csokkenése, a DON/3-AcDON/15-AcDON hatasara pedig a lipidperoxidacio
terminacids szakaszat jelz6 MDA koncentracio jelentds csokkenése volt
megfigyelhetd. Ezeknek a csokkent értékeknek hatterében a mikotoxin expozicid
hatdsara a majszoveti lipidek zsirsav-Osszetételének valtozasa allhat, amelyet a FB1 és
T-2 toxin hatasaként korabban mar leirtak nytlban (Szabo et al., 2016). Ehhez hasonlo
eredményt azonban eddig még nem publikaltak baromfi fajok esetében a
szakirodalomban. A megvaltozott zsirsav-Osszetétel befolyasolhatja a lipidek
érzékenységét az oxigén-szabadgyokok altal indukalt oxidaciora (Holman, 1954). A
glutation redox rendszer markerei, a GSH mennyisége és a GPx aktivitasa szintén
csokkent a kontrollhoz képest a vizsgélat végén (72. ora) a FB1 hatéséra, a T-2/HT-2
toxin és a DON/3-AcDON/15-AcDON esetében viszont nem tapasztaltam valtozast.
Ez a kiilonbség feltehetden a glutation redox rendszer gyors aktivalédasanak
koszonhetd a FB1 hatasara, amely hatékonyan gatolta ugyan a lipidperoxidaciot,
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ugyanakkor a glutation redox rendszer gyors kimeriilését eredményezte. Ugy tiinik,
novo szintézisére ¢és/vagy a GPx poszttranszlacios aktivalasara. Ezt az eredményt
tdmasztja ald egy korabbi tanulmany (Stockmann-Juvala et al., 2004a), ahol FBI
stressz hatasara. A GSH tartalom csokkenése ugyanakkor csokkenti a GPx aktivitasat
is, lévén az enzim ko-szubsztraja, igy annak hidnyaban annak aktivitasa is csokken. A
DON/3-AcDON/15-AcDON, valamint a T-2/HT-2 toxin az alkalmazott ddzisban
ugyanakkor nem befolyasolta érdemben a glutation redox rendszert, feltehetden az
oxidativ stressz hianya miatt.

A mikotoxin expozicio eredményeként ugyanakkor szignifikdns mértéki
kiilonbségeket taldltam a glutation redox rendszert szabalyoz6 gének relativ
expresszidjaban. A GPX4 indukcio volt detektalhaté a T-2/HT-2 toxinnal és a DON/3-
AcDON/15-AcDON-nal terhelt csoportban 24 6ras mikotoxin expozicié utan, amely
viszont a FB1-gyel terhelt csoportban nem volt megfigyelhetd. Ez az eredmény arra
utal, hogy a trichotecén-vazas mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON génexpresszios
szinten gyorsan aktivaltdk az antioxidans védekezd rendszert, megakadalyozva ezzel
a lipidperoxidaciés folyamatok kiteljesedését, még abban az esetben is, ha az adott
mikotoxin egyébként ROS képzddést indukal. Az FB1 nem minden esetben aktivalta
a glutation redox rendszert génexpresszids szinten, ami arra utal, hogy a FB1 kisebb
mértékli ROS képzddést, azaz redox valtozasokat idéz el a sejtekben. A GSS gén
relativ expresszidja azonban nétt tojotyikok méjdban a 2. napon az FBI-terhelt
csoportban és a 3. napon T-2/HT-2 toxin hatasara. Ez a valtozas 0sszefiiggésben lehet
a GSH tartalom csokkenésével FB1 hatdsara a 3. napon, amely arra utal, hogy a GSS
expresszio fehérje, azaz enzimaktivitas, szinten csak késobb jelentkezik. A Keapl-
Nrf2 szabalyozési utvonalban szerepet jatszo gének génexpresszids valtozéasa a 2. €s a
3. napon jelentkezett a mikotoxinokkal terhelt csoportokban. A Keapl
génexpresszidjanak novekedése a T-2/HT-2 toxinnal terhelt csoportban arra utal, hogy
a harom vizsgalt mikotoxin koziil a T-2/HT-2 hatdséara kdvetkezett be legkorabban és
legnagyobb mértékben redox valtozas a sejtben, 1évén a Keapl redox szenzitiv fehérje
(Velichkova & Hasson, 2005). Az Nrf2 mésodik napon megfigyelt novekedése
mindharom kezelt csoportban az oxidativ stressz hierarchikus modellje alapjan arra
utal, hogy az alkalmazott dozisok mellett alacsony mennyiségli ROS képzodott a
tojotyukok majaban. Az Nrf2 indukciojaval keletkezett Nrf2 fehérje bejut a sejtmagba
¢s az Nrf2-ARE tutvonalon keresztiil aktivalja az antioxidans gének expressziojat,
amely magyarazhatja a GPX4 fokozott expresszidjat.

A relativ génexpresszid valtozasaban mutatkozo kiilonbségek szerint a T-2/HT-2 toxin
¢s a DON/3-AcDON/15-AcDON az alkalmazott doézisban gyors ROS képzddést,
ennek hatasara pedig gyors ¢és hatékony antioxidans valaszt indukal. Ugyanakkor az
FB1 kevesebb ROS képzddést generalt; ezért nem ndtt jelentdsen az dsszes glutation
redox rendszert kodolo gén relativ expresszidja. Az eredmények arra utalnak, hogy a
rovid tava mikotoxin-expozicié elérte néhany, de nem mindegyik altalam vizsgalt
antioxidans gén expresszidja aktivalasanak kiiszobét, amely a 3 napos vizsgalat soran
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csak mRNS-szinten volt kimutathatd, de fehérje expresszid, azaz enzimaktivitési
szinten még nem.
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5.2 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1 terhelés
rovidtava egyiittes hatasanak vizsgalata tojotyukban

A kisérlet soran a T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON és a FB1 rovid tava
(72 ora) egyiittes hatasat vizsgaltam a glutation redox rendszer egyes elemeire,
valamint a rendszer szabalyozasaért felel0s gének expresszidjara. Az oxidativ stressz
hatasara kialakul6 lipidperoxidacios folyamatok felmérésére mértem annak iniciacios
¢s terminacids szakaszanak markereit. Az ,,alacsony dozis” kisérleti csoportban az
Eurépai Unidé 4ltal baromfi takarményokban javasolt maximalis mennyiségeket
(2006/576/EK, 2013/165/EU) alkalmaztam, mig a ,kozepes dozis” kisérleti
csoportban ezeknek kétszeres értékeit. A takarmanyok mikotoxin tartalmat a 2.
tablazatban tiintettem fel, azok laboratériumi mérési eredményei alapjan. A harom
napos kisérleti id0szak alatt elhullast és takarmanyvisszautasitast egyik kezelési
csoportban sem tapasztaltam.

5.2.1 Lipidperoxidacios paraméterek valtozdasa a mdjban

A lipidperoxidacios folyamatok inicidcios szakaszat jelz6 CD és CT mennyisége a
vizsgalt mikotoxin kombindciok hatdsdra nem mutatott szignifikans kiillonbséget az
egyes mintavételi idopontokban (21. és 22. dbra). A lipidperoxidacid terminécios
fazisanak markere, a MDA koncentracidja azonban a mikotoxin expozicid elsé napjan
szignifikdnsan nagyobb volt alacsony d6zist expozicio hatasara a kontroll és a kdzepes
doézissal terhelt kezelt csoporthoz képest. A kdzepes dozissal kezelt csoportban szintén
szignifikansan nagyobb értéket mértem a kontroll csoporthoz képest (23. abra).
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21. abra: Konjugalt diének mennyiségének valtozasa a tojotyikok majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kdzepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany.
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22. abra: Konjugalt triének mennyiségének valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kdzepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany.
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23. abra: A malondialdehid mennyiségének valtozasa a tojotytikok majaban a kisérlet 72 éraja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b, c jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).

5.2.2 Glutation redox rendszer paramétereinek valtozdsa a majban

A GSH mennyisége (24. abra) és a GPx aktivitdsa (25. 4dbra) csak az 1. napon volt
szignifikdnsan nagyobb az alacsony do6zist csoportban a kontroll és a kdzepes dozisu
csoporthoz képest a majban, ami mar a 48. 6rara visszatért a kontroll csoport szintjére.
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24. abra: A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
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25. abra: A glutation-peroxidaz aktivitisanak valtozasa a tojotyiukok majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).

5.2.3 Multi-mikotoxin terhelés hatdsa a glutation redox rendszer szabalyozdsara a
mdjban
A GPX4,GSS és GSR gének expresszidja az 1. napon szignifikdns mértékben nagyobb

volt mind az alacsony, mind a kozepes mikotoxin ddzissal terhelt csoportban a

kontrollhoz képest.

A GPX4 expresszidja a 2. kisérleti napon tovabbi novekedést mutatott a kdzepes
doézissal terhelt csoportban, amit a 3. napra szignifikans csokkenés kovetett a kontroll
¢s az alacsony doézissal terhelt csoporthoz képest. Az alacsony doézissal terhelt
csoportban szignifikans ndvekedés volt tapasztalhato kisérlet végére (3. nap) a kontroll
¢és a kozepes dozissal terhelt csoportokhoz képest (26. abra).

A GSS expresszio szignifikansan nagyobb volt mindkét terhelt csoportban a kontroll
csoporthoz képest az 1. napon €s a 3. napon az alacsony dozissal terhelt csoportban a
kontroll és a kdzepes dozisu csoporthoz képest (27. abra).
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26. abra: A GPX4 génexpresszidéjanak valtozasa a tojotyiikok majaban a kisérlet 72 éraja alatt.
Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/ HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-
AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b, ¢ jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).
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27. abra: A GSS génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja alatt.
Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-
AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kdzepes dozis: T-2/ HT-2 toxin: 0,5
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).

A GSR expresszioja szignifikdnsan nagyobb volt az 1. napon az alacsony és a kozepes
dozistt csoportokban a kontrollhoz képest, valamint dozisfiiggden eltért a
mikotoxinnal terhelt csoportok kozott. A kisérlet 48. drajaban csokkenést tapasztaltam
az alacsony dézisu csoportban a masik két csoporthoz viszonyitva. A 72. orara a relativ
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génexpresszid Ujra szignifikansan nagyobb volt, de csak az alacsony dozissal terhelt

csoportban (28. abra).
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28. abra: A GSR génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja alatt.
Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-
AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b, ¢ jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).

A Keapl és Nrf2 expresszidjaban nem tapasztaltam szignifikans eltérést az egyes
csoportok kozott (29. 30. abra).
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29. abra: A Keapl génexpressziojanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 draja alatt.
Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-
AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany.
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30. abra: Az Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa a tojotyikok majaban a kisérlet 72 draja alatt.
Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-
AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany.

5.2.4 Megbeszélés

A multi-mikotoxin expozicio hatdsidra bekdvetkezd biokémiai valtozasok alapjan
levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy tojotytikok majaban lipidperoxidacids folyamatok
indukalodtak, amit annak terminacios szakaszaban keletkezé metastabil végtermék, az
MDA, mennyiségének valtozasaval bizonyitottam a kisérlet elsé napjan. Az eltérés
azonban csak az alacsony dozissal terhelt csoportban jelentkezett, azaz nem mutatott
dozisfiiggd Osszefiiggést. Ennek oka az lehetett, hogy a mikotoxinok kisebb
mennyisége gyorsabban ¢s hatékonyabban szivodott fel a bélcsatornabdl, a nagyobb
dozis hatasara azonban feltételezheten a membrancsatornak telitddése miatt ezek a
folyamatok lassabban kovetkeztek be. A kdvetkezd két napban ez a lipidperoxidacios
marker a kontroll szintre csokkent, ami az antioxidans védelem korai aktivalodasat
jelzi, hatékonyan gatolva a tovabbi lipidperoxidaciot. Ez az eredmény korai ROS
képzddésre és lipidperoxidaciora utal, foképp a vizsgalt mikotoxinoknak az EU
javaslati hatarértékeivel megegyezd szennyezési szintek alkalmazasakor. A korai ROS
képzddés €s a lipidek peroxidacidja aktivalta az antioxidans glutation redox rendszert,
amit a megnovekedett GSH mennyiség ¢és a GPx aktivitds tAmasztott ala az alacsony
dozissal terhelt csoportokban a kisérlet elsé napjan. A glutation redox paraméterek
dozisfiiggd valtozasai alatdmasztjak azt a hipotézist, hogy a majban megnyilvanulo
valtozasok Osszefiiggésben vannak mikotoxinok felszivodasanak sebességével és
annak mértékével. Ezen tilmenden ezek a valtozdsok az alacsony dozisban
mikotoxinokkal szennyezett takarmanyok etetése soran tojotyukok esetében is
megfigyelhetdk voltak (EU javaslati hatarértékeket alkalmazva), ami viszont arra utal,
hogy az egyes mikotoxinok kozott szinergista hatas allhat fenn az antioxidans rendszer
aktivalasa tekintetében. Ezt tamasztjak ala az egyedileg alkalmazott mikotoxinokkal
végzett kisérletem eredményei is, ahol az EU altal megallapitott hatarérték kétszeres
mennyiségét alkalmazva a T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s a FBI
szintén nem novelte a glutation redox rendszer mennyiségét (GSH) vagy aktivitasat
(GPx) (5.1.2. fejezet).
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A GPX4, GSS és GSR gének relativ expressziodja szignifikans mértékben nagyobb volt
az elsé napon mind az alacsony, mind a kozepes dozissal terhelt csoportban a
kontrollhoz képest. Ez az eredmény arra utal, hogy a Fusarium multi-mikotoxin
expozici6 redox valtozasokat indukalt a sejtekben ROS képzddés révén, ami aktivalta
az antioxidans fehérjéket kodold gének expressziojat. Ezeknek a géneknek fokozott
mértékli expresszidja azonban nem nyilvanult meg fehérje szinten (GSH ¢és GPx) a
kozepes dozissal terhelt csoport esetében. Az eredmények alapjan idébeli eltolodasra
lehet kovetkeztetni a gének megnovekedett mértékli expresszioja és a GSH és a GPx
szintézisére gyakorolt hatds kozott, amely a fehérjeszintézishez sziikséges teljes
idétartamot figyelembe véve egyértelmilinek tlinik. A génexpresszids vizsgalat
eredményei ugyanakkor aldtdmasztottdk azt a hipotézist, hogy a kisebb dézisban
alkalmazott mikotoxin kombinaci6 hamarabb szivdodik fel és éri el a majat, mint a
nagyobb mennyiség. Ez lehetett az oka annak, hogy a kozepes dozissal kezelt
csoportokban annak hatdsara az elsd napon csak génexpresszids valtozasokat lehetett
mérni, amely fehérje expresszid szinten még nem jelentkezett. A kisérlet tovabbi
szakaszaban pedig valoszintileg aktivalodott a xenobiotikum transzformacié masodik,
azaz bioszintetikus konjugacios szakasza, amely a mikotoxinok konjugéacidja révén a
kisérlet masodik napjan mar részben helyredllitotta a sejtek redox allapotat, amit a
jelentéktelen mértékli GSS és még alacsonyabb mértekit GSR expresszid tamaszt ala.
A GPX4 nagymértékii expresszioja ugyanakkor még a 2. napon is tapasztalhato volt a
kozepes dozissal terhelt csoportban, ami arra utal, hogy a redox véltozasok a
majsejtekben bizonyos iddbeli eltéréssel ugyan, de nagyobb mértékii mikotoxin
expozicid esetében is kialakulnak. Ezek az eltérések azonban eredményeim alapjan
még nem ¢érik el azt a kritikus szintet, amely a GSH és a GPx szintézisének
aktivacidjahoz sziikséges. Az antioxidans enzimek génjeinek expresszidja a harmadik
napra megnovekedett az alacsony dozisu mikotoxin expozicid kdvetkeztében, amit a
mikotoxinok metabolizacidja idézhet eld, mert ennek soran tovabbi ROS képzddés is
bekovetkezhetett. Az alkalmazott mikotoxin kombindci6é sem alacsony, sem kozepes
dozisban nem aktivalta a Keapl/Nrf2/ARE utvonalat. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni,
hogy a kialakult oxidativ stressz mértéke nem érte el azt a szintet a majban, amelynek
hatdsara bekovetkezett volna az antioxidans valaszelem aktivacidja a vizsgalt
idotartam (72 6ra) alatt, vagy a hierarchikus oxidativ stressz modell alapjan atlépett
egy olyan kiiszobértéket, amelynek hatasara mar nem elsésorban az Nrf2-ARE utvonal
aktivalodasa kovetkezett be.

A valtozasok tobbsége az alacsony dozissal terhelt csoportban volt megfigyelhetd,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 3 napos multi-mikotoxin expozicid soran a
Fusarium mikotoxinok kozott szinergista hatds van az antioxiddns enzimek
génexpresszids szintll aktivaciojanak, illetve a glutation redox rendszer egyes
tagjainak mennyisége/aktivitasa tekintetében.

Az altalam vizsgalt mikotoxinok az oxidativ stressz kivaltasara kifejtett egyedi in vivo
hatasat brojlercsirkékben korabban mar leirtdk, az alkalmazott dézisok viszont
altalaban jelent6s mértékben meghaladtak az EU altal javasolt hatarértékeket. A
korabbi vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a T-2 toxin vagy a DON in vivo
expozicidja novelte a ROS képzddést a hosszu tava terhelés soran (Balogh et al.,
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2015), ami aktivalta az antioxidans védekezést mind génexpresszios, mind fehérje
szinten. Egy masik kutatas eredményei szerint a FB1 szubakut expozicidja ndvelte a
majban a lipidperoxidaciot jelz0 tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) szintjét, ami
arra utalt, hogy oxidativ stresszt indukalt a ceramid-szintdz gatlasaval (Poersch et al.,
2014). Vannak azonban tanulmanyok az EU-altal javasolt hatarértékekhez hasonlo
DON kombinalt kis doézistt szubkronikus expozicidja novelte a glutation redox
rendszer mennyiségét, aktivitdsait ¢és az azokat kodold gének expressziojat.
Ugyanakkor ezzel parhuzamosan nem volt szignifikdns mértékii lipidperoxidacio
(Pelyhe et al., 2018), ami az antioxidans védekezés megfeleld hatékonysagara utal.
Egy korabbi kisérletben a FB1 + DON/3Ac-DON/15-AcDON esetében, az EU altal
javasolt koncentraciok alkalmazésa soran magasabb ROS-szintet mértek, mint ha az
FB1-et onmagaban alkalmaztak (Antonissen et al., 2015). Ezek az eredmények multi-
mikotoxin expozicid hatasara jelentkezO szinergista kolcsonhatasra utalnak a sejtek
redox allapotdnak valtozasa és az antioxidans védelem aktivalodédsa tekintetében.
Vizsgalataim soran érdekes modon az EU-hatarértékeknek megfeleld dozisok
alkalmazasakor lehetett a legtobb valtozast tapasztalni az antioxidans védoérendszer
miikddését jelz6 markerek esetében, feltehetden mar az alacsony mikotoxin
koncentraciok hatasara is kialakul6 oxidativ stressz miatt, amelyet a T-2/HT-2 toxin,
DON/3-AcDON/15-AcDON ¢és FB1 kombindlt hatasa idézett eld.
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5.3 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON terhelés rovidtavu egyiittes
hatasanak vizsgalata tojotyakban

A két trichotecén-vazas fusariotoxin egyiittes hatasat is megvizsgaltam a FB1 nélkiil a
glutation redox rendszer egyes elemeire, valamint a rendszer szabalyozasaért felelds
gének expressziojara tojotytkokban. Az oxidativ stressz kialakuldsanak felmérésére
mértem a lipidperoxidacidos folyamatok iniciacids ¢és terminacidés szakaszanak
markereit. Az ,,alacsony dozis” kisérleti csoportban az Eurdpai Unid altal baromfi
takarmanyokban javasolt maximalis mennyiségeket alkalmaztam, mig a ,.kdzepes
dozis” kisérleti csoportban ezeknek kétszeres értékei voltak. A kezelésekhez
felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalmat a 2. tiblazatban tiintettem fel a
mesterségesen szennyezett takarmany mikotoxin tartalmanak laboratériumi mérési
eredményei alapjan. A harom napos kisérleti iddszak alatt elhullast ¢és
takarmanyvisszautasitast egyik kezelési csoportban sem tapasztaltam.

5.3.1 Lipidperoxidacios paraméterek valtozdasa a mdjban

A lipidperoxidécioés folyamatok inicidciés szakaszat jelzd CD-ek ¢és CT-ek
mennyisége a multi-mikotoxin terhelés hatdsara csak kismértékben valtozott a
kontrollhoz viszonyitva a méajban. A CD-ek esetében a mikotoxinokkal szennyezett
takarmany etetésének megkezdését kovetd 24. draban szignifikans mértékii csokkenést
tapasztaltam a kozepes dozissal terhelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva. Az
alacsony dozis esetében nem volt eltérés a kontrollhoz viszonyitva (31. abra). A CT
mennyisége szintén az elsé napon valtozott: a mikotoxin kombinécidval terhelt
csoportokban szignifikdns mértékben csokkent annak mennyisége a kontroll
csoporthoz képest (32. abra). A lipidperoxidacios folyamatok termindcios szakaszat
jelz6 MDA koncentracidja a majban a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan nagyobb
volt a mikotoxinokkal szennyezett takarmany etetését kdvetd 48. 6raban az alacsony
dozissal terhelt csoportban a kontrollhoz ¢és a kdzepes dozissal terhelt csoporthoz
képest. Ez a nagyobb érték viszont a 3. kisérleti napon mar nem volt megfigyelhetd
(33. abra).
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31. abra: A konjugalt diének mennyiségének valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja

alatt. Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2

toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés a szignifikans
eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jelolés nem szignifikans
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32. abra: A konjugalt triének mennyiségének valtozasa a tojotylikok majaban a kisérlet 72 o6raja

alatt. Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2

toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans
eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
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33. abra: A malondialdehid mennyiségének valtozasa a tojotytikok majaban a kisérlet 72 éraja
alatt. Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans
eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).

5.3.2 Glutation redox rendszer paramétereinek valtozdsa a majban

A glutation redox paraméterek koziil a GSH tartalom a majban szignifikdnsan nagyobb
volt a kozepes dozis hatasara a kontroll csoporthoz képest a mikotoxin terhelés 24. és
48. ordjaban. A 72. 6rara azonban az el6z6 mintavételek soran tapasztalt nagyobb érték
mar nem volt kimutathaté (34. dbra). A GPx aktivitas hasonloan valtozott a kisérleti
csoportokban, mint a GSH tartalom. A 24. draban szignifikansan nagyobb értékeket
mértem a kozepes dozissal terhelt csoportban a kontrollhoz képest, amely még a 48.
oraban is kimutathat6 volt. Tovabba az alacsony dozissal terhelt csoportban mért GPx
aktivitas is szignifikansan nagyobb volt a kontrollhoz képest. A mikotoxin terhelés 72.
orédjara ugyanakkor a kisérleti csoportok értékei a kontroll csoportban mért értékekre
csokkentek (35. abra).
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34. abra: A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-
2 toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans
eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem szignifikans
kiilonbséget jelent.

aab b a b b Em kontroll
B8 alacsony dozis
33 kozepes dozis

GPx (E/g fehérje)

35. abra: A glutation-reduktaz aktivitisinak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 6raja
alatt. Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans
eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem szignifikans
kiilonbséget jelent.
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5.3.3 Trichotecén-vazas multi-mikotoxin terhelés hatdsa a glutation redox rendszer

szabdlyozdsdra a mdjban

A GPX4 génexpresszidja az elsd napon a kontroll és a kozepes dozissal terhelt
csoportokhoz képest szignifikdnsan kisebb volt az alacsony dozissal terhelt
csoportban. A 2. és 3. napon viszont ez a csokkenés statisztikailag mar nem volt
igazolhat6 (36. abra).

A GSS génexpresszidja a 2. napon szignifikdnsan kisebb volt mindkét terhelt
csoportban a kontrollhoz képest, amely a 3. napon mar nem volt kimutathat6 (37.
abra).

A GSR génexpresszidja a kontrollhoz képest nem mutatott szignifikans eltérést egyik
kisérleti csoportban sem (38. abra).
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36. abra: A GPX4 génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 draja alatt.
Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a szignifikans eltéréseket mutatja a

kezelési csoportok kozott (p<0,05).
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37. abra: A GSS génexpresszidjanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 oraja alatt.
Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a szignifikans eltéréseket mutatja a

kezelési csoportok kozott (p<0,05).
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38. abra: A GSR génexpressziojanak valtozasa a tojotyukok majiaban a kisérlet 72 éraja alatt.
Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+

DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany.

A Keapl és Nrf2 gének expresszidja a kisérlet 2. napjara tért el a szignifikans
mértékben a kisérleti csoportok kozott. A Keapl gén kifejezddése a 2. napon a kozepes
dozissal terhelt csoportban szignifikdnsan kisebb volt a kontroll és az alacsony
dozissal terhelt csoportokhoz képest (39. abra).
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39. abra: A Keapl génexpressziojanak valtozasa a tojotyukok majaban a kisérlet 72 éraja alatt.

Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25

mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+

DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a
kezelési csoportok kozott (p<0,05).

Az Nrf2 expresszidja a 2. napon szintén kisebb volt a kozepes dozissal terhelt
csoportban, mig a 3. napon szignifikansan nagyobb volt a kontroll csoporthoz képest

(40. ébra).
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40. abra: Az Nrf2 génexpressziéjanak valtozasa a tojotytikok majaban a kisérlet 72 éraja alatt.
Trichotecén-vazas mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a

kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem szignifikdns kiilonbséget jelent.
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5.3.4 Megbeszélés

A trichotecén-véazas mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON, k6z0s tulajdonsaga, hogy
szerkezetlikre jellemz6 az epoxi csoport jelenléte, amely miatt kiilondsden reaktivak
¢és képesek ROS képzddést indukélni. Brojlercsirkékkel végzett in vivo vizsgalatok
soran a lipidperoxidacids folyamatok indukalodéasat tapasztaltdk, de tobbnyire
szubkronikus expozicidt kovetden és a mikotoxin egyéni hatasait vizsgalva (Mézes et
al., 1999; Weber et al., 2010). Ugyanakkor kevés rovid tavi gazdasagi allatokkal
végzett kisérlet ismert, amelyekben a trichotecén-vazas mikotoxinokat egyiitt
alkalmaztak.

A lipidperoxidacios folyamatok kezdetét jelz6 markerek mennyisége a multi-
mikotoxin terhelés hatasara csokkent a kisérlet elsé napjan, amely a késébbiekben
kozel azonos volt, mint a kontroll értéke. Az itt megfigyelt tendencidk hasonldak
voltak a korabbi, tojotytikokkal végzett a mikotoxinokat egyedileg alkalmazott
kisérletemben tapasztaltakhoz (5.1.1. fejezet). A lipidperoxidacios folyamatok
terminacios szakaszat jelz0 MDA koncentracidja a 2. napon mutatott nagyobb értéket
a kontrollhoz viszonyitva az alacsony dozissal terhelt csoportban. Ennek a valtozasnak
a hatterében a lipidperoxidacios folyamatok fokozdodasa allhat, amely novelte a MDA
tartalmat a 2. napon mar az EU javaslati hatarértékkel megegyez6 dozisok
alkalmazéasanal. Egy masik rovid tavu, brojlercsirkékkel végzett kisérletben kozepes
dozisban alkalmazott T-2 toxin csak a 3. napra novelte a méj MDA tartalméat (Bocsai
et al.,, 2016). Egy szubkronikus kisérletben az EU javaslati hatarértéknél kisebb
mennyiségli DON expozicidja is novelte a brojlercsirkék majanak MDA
végzett korabban bemutatott kisérletemben azonban nem nétt, hanem csdkkent az
MDA szint a DON-nal terhelt csoportban (5.1.1. fejezet). Ebben a kisérletben viszont
az azonos mennyiségben alkalmazott mikotoxinokkal (T-2/HT-2 toxin + DON/3Ac-
DON/15-AcDON) terhelt kezelt csoportban nem tapasztaltunk valtozéast a kontroll
csoporthoz képest. Az eddigi adatok alapjan tehat elmondhatd, hogy dozis- és
vizsgalati id6-fliggd modon valtozik a baromfi majaban a lipidek peroxidacidja.

A multi-mikotoxin vizsgalat sordn a tojotyukok majanak glutation redox allapotdban
is mértem valtozast, amelyet a MDA tartalom ndvekedésére, azaz a lipidperoxidaciora
adott antioxidans valaszként értékeltem. A GSH tartalom szignifikans mértékben
nagyobb volt a kisérlet els6 két napjan a kdzepes dozis hatdsara, ahogyan a GPx
aktivitds tekintetében is hasonld valtozéds jelentkezett ugyanebben a kisérleti
csoportban. A mikotoxin terhelés 72. 6rajaban a kezelt csoportok értékei visszatértek
a kontroll csoportban mért szintekre. Az el6zéleg bemutatott DON ¢és T-2 toxin egyéni
hatdsvizsgalatban viszont nem mértem a glutation redox rendszer markereinek
valtozasat (5.1.2. fejezet), emiatt az antioxidans rendszer aktivacidja tekintetében
szinergista kolcsonhatasra kovetkeztettem. A tojotytikokkal végzett, korabban
bemutatott multi-mikotoxin (T-2/HT-2 toxin + DON/3Ac-DON/15-AcDON+FB1)
kisérletben (5.2.2. fejezet) az alacsony dozissal kezelt csoportban mértem nagyobb
GSH mennyiséget ¢és GPx aktivitast, amely ebben a vizsgalatban (T-2/HT-2
toxintDON/3Ac-DON/15-AcDON) nem volt megfigyelhetd. Feltételezhetd, hogy a
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mikotoxin kombinaciéban a FB1 jelenléte idézte el6 mar az alacsony dozisban a
glutation redox rendszer aktivacidjat, amely FB1 nélkiil csak a kdzepes dozis hatasara
volt mérhetd.

A glutation redox rendszer szabalyozasdban a T-2 toxin és a DON terhelés szignifikans
mértékil valtozasokat okozott. A GPX4 génexpresszidja csokkent az alacsony dozissal
terhelt csoportban az elsé napon, a 48. orara pedig a GSS génexpresszidja csokkent
mindkét terhelt csoportban. A kisérlet végére viszont az adott gének expresszidja mar
nem mutatott eltérést a kontroll csoporthoz képest a terhelt csoportokban. A kordbban
elvégzett egyedi mikotoxinokkal végzett kisérletben (5.1.3. fejezet) a T-2/HT-2 toxin
hatdsara a kisérlet végén a GSS gén expresszidjanak novekedését mértem, ennek
alapjan a kombinacioban alkalmazott T-2/HT-2 toxin €¢s DON/3-AcDON/15-AcDON
expozicid a GSS gén aktivacidja tekintetében antagonista hatasként feltételezhetd. A
Keapl és Nrf2 gének expresszidja az elsé és masodik napon azonos mértékben és
iranyban valtozott a kozepes dozis hatdsara. A vizsgélat végére viszont fokozott
mértékit Nrf2 génexpressziot mértem, mig a Keapl gén esetében nem tapasztaltam
eltérést. Ezt a génexpresszio szinten kimutatott ndvekedést azonban nem kovette az
antioxidans gének altal kodolt enzimfehérjék szintézise, amelynek oka a
fehérjeszintézishez sziikséges 1d6 lehetett.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 3 napos Fusarium multi-mikotoxin
expozicid feltehetden ROS képzddést eredményezett, amely egylittes hatasaik révén a
glutation redox rendszer aktivalasdban mutatkozott meg. A masodik napon kialakult
oxidativ stresszt, amely lipidperoxidacidés folyamatokat inditott el a tojotyukok
majaban a glutation redox rendszer a 3. napra hatékonyan eliminalta.
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5.4 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1 terhelés
rovidtava egyiittes hatasanak vizsgalata brojlercsirkében

In vivo modellként brojlercsirkét valasztottam, mert az Europai Unié baromfihus
termelésének legjelentdsebb hanyadat a vagdcsirke teszi ki. Az alkalmazott mikotoxin
dézisok megegyeztek az eldzO kisérletben leirtakkal: az ,,alacsony dozis” kisérleti
csoportban az Eurdpai Unio altal javasolt maximalis mennyiségeket alkalmaztam, mig
a ,.kozepes dozis” kisérleti csoportban ezeknek kétszeres értékeit. A 72 6ras expoziciods
1d6 alatt 24 Oranként torténtek a mintavételek. A takarmdnyok mért mikotoxin
tartalmat a 3. tablazatban tiintettem fel. Az alacsony doézissal szennyezett takarmany
etetése csokkentette a takarméanyfelvételt, amelynek mértéke a kontrollhoz viszonyitva
89,54% volt, tehat a takarmany-visszautasitds 10,46%. A kozepes ddzissal terhelt
csoportban a takarmanyfelvétel a kontrollhoz képest 86,95% volt, azaz a
takarmanyfelvétel mértéke 13,05%-kal csokkent. A kisérlet ideje alatt elhullds nem
volt.

5.4.1 Lipidperoxidacios paraméterek valtozdasa a mdjban

A CD értékek a 3. kisérleti napon csokkentek az alacsony dozissal terhelt csoportban
a kontrollhoz képest (41. abra).
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41. abra: A konjugalt diének mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans eltérést jelent.

A lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszat jelzé CT-ek mennyisége az
alacsony multi-mikotoxin terhelés hatasara szignifikans mértékben nagyobb volt a
kontroll csoporthoz viszonyitva mar az elsé napon. Ez a nagyobb érték a kisérlet 2.
napjan a kontroll értékre csokkent majd 3. napon mar szignifikdnsan kisebb értéket
mértem a kontroll csoporthoz képest. A kdzepes dozis esetében ugyanakkor a kisérlet
id6tartama alatt nem volt szignifikans eltérés a masik két csoporthoz viszonyitva (42.

abra). A lipidperoxidacios folyamatok termindciés szakaszat jelz6 MDA
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koncentracioja ugyanakkor nem mutatott statisztikailag igazolhato eltérést a kisérleti

csoportok kozott (43. abra).
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42. abra: A konjugalt triének mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans eltérést jelent.

o
=]
i

Bl kontroll
B alacsony ddzis

(]
=]
i

I kizepes ddzis

MDA (nmol/g)
S

.
(=]
1

[=]
1

Q@Q
.l‘bn-

43. abra: A malondialdehid mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany.

5.4.2 Glutation redox rendszer paramétereinek valtozdsa a majban

A GSH tartalom az alacsony doézissal terhelt csoportban a harmadik napra
szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll és a kdzepes dozisu csoport atlagos értéke
(44. abra). A GPx aktivitdsa a GSH-hoz hasonléan véltozott, harmadik napon
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szignifikansan kisebb volt az alacsony dézissal terhelt csoportban a kontroll és a
kozepes dozissal terhelt csoportokhoz képest (45. abra).
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44. abra: A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).
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45. abra: A glutation-peroxidaz aktivitisanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1, B2: 20 mg/kg takarmany; kozepes dozis:

T-2/ HT-2 toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az

a, b jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).
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5.4.3 Multi-mikotoxin terhelés hatdsa a glutation redox rendszer szabalyozdsara a
mdjban

A GPX4 gén expresszidja a kontroll és a kozepes dozissal terhelt csoportokhoz képest
az elsé napon szignifikansan kisebb volt az alacsony dozissal terhelt csoportban. A 2.
napon a kozepes doézissal terhelt csoportban szignifikdns mértékben kisebb volt a

génexpresszid a kontrollhoz képest. A kisérlet 3. napjan szignifikans kiilonbség nem
volt kimutathat6 (46. abra).
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46. abra: A GPX4 génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 éraja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1, B2: 20 mg/kg takarmany, kézepes dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jeldlés
a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.

A GSS génexpresszidja a kisérlet 1. napjan szignifikdnsan nagyobb volt a kdzepes
dozissal terhelt csoportban a kontroll és az alacsony dozissal terhelt csoporthoz
viszonyitva. A 72. orara ugyanakkor mindkét terhelt csoportban szignifikans
mértékben nagyobb volt a génexpresszid értéke a kontroll csoporthoz képest (47.
abra).
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47. abra: A GSS génexpressziéjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen kezelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).

A glutation-reduktaz (GSR) génexpresszidja az els6 napon szignifikdnsan kisebb volt
mindkét mikotoxin doézissal terhelt csoportban a kontrollhoz képest. Ez a kisebb érték
a 2. napon is kimutathaté volt a kdzepes dozissal terhelt csoportban a kontroll és az
alacsony dozissal terhelt csoportokhoz képest. A kisérlet 3. napjan viszont
szignifikdnsan nagyobb értéket mértem az alacsony doézissal terhelt csoportban a
kontrollhoz képest (48. abra).
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48. abra: A GSR génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen kezelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kdzepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jel6lés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.
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Az Nrf2 génexpresszidja az els6 napon az alacsony és a kozepes dozissal terhelt
csoportban szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ez a
nagyobb értéket a 2. napra szignifikdns mértékben kisebb érték valtotta fel mindkét
terhelt csoportban a kontrollhoz képest. Megjegyzendd azonban, hogy a kontroll
csoportban az Nrf2 gén expresszidja ebben a mintavételi idopontban jelentdsen
nagyobb volt az 1. és a 3. napon mért értékekhez viszonyitva. A mikotoxin terhelésben
részesiilt csoportokban a génexpresszid mértéke folyamatosan novekvd tendenciat
mutatott a kisérlet ideje alatt. A 3. napon az els6 napon kapott eredményekkel
megegyezOen szignifikansan nagyobb értéket figyeltem meg a kontroll csoporthoz
viszonyitva. Ebben az esetben azonban utalni kell arra is, hogy a kontroll csoport
értéke ebben az iddpontban az 1. napon mért értékhez hasonlé volt (49. abra).

A Keapl génexpresszioja az Nrf2 esetében megfigyeltektol eltérden alakult. A kontroll
csoport értéke nem tért el jelentdsen a harom mintavételi iddpontban, emiatt a 2. napon
tortént mintavételkor az egyes csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A
Keapl gén expresszidja tehat a mikotoxin terhelés hatasara kezdetben szignifikansan
novekedett, majd a 2. napra a kontroll szintjére csokkent, mig a 3. napon ismét
emelkedett (50. abra).
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49. abra: Az Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja

alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+

DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:

0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).
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50. abra: A Keapl génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 éraja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; kézepes dozis: T-2/HT-2 toxin:
0,5 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg+ FB1: 40 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).

5.4.4 Megbeszélés

A brojlercsirkékkel folytatott, 3 napig tartd6 multi-mikotoxin terheléses kisérlet soran
dozisfiiggd, kismértékii takarmanyvisszautasitdst mértem, amely a trichotecén-vézas
mikotoxinok jol ismert hatdsa (Smith, 1992). Ez a hatds még a FB1-gyel kombinélva
1s mérhetd volt. Egy brojlercsirkékkel végzett korabbi kutatasban (Kubena et al., 1997)
300 mg/kg FB1+5 mg/kg T-2 toxin tartalmu takarmany etetésénél szintén csokkent
takarmanyfogyasztast figyeltek meg. A lipidperoxidacios folyamatok iniciacios
szakaszat jelzd CT-ek mennyisége nott az elsé napon az alacsony multi-mikotoxin
terhelés hatasara. A kisérlet végére azonban ez a kezdetben nagyobb koncentracié mar
csokkent a kontroll értékekhez képest. Ez az eredmény arra utal, hogy mar az elsd
napon lipidperoxidacios folyamatok aktivalodhattak a brojlercsirkék majaban, a 3.
napra viszont a folyamat sordn keletkezd oxidalodott zsirsavak, valamint a ma4j
membran lipid-zsirsav Osszetételének valtozasa miatt csokkent a lipidperoxidacio,
feltehetden az oxidaciora kiilondsen hajlamos tobbszorosen telitetlen zsirsavak
mennyiségének csokkenése miatt. A lipidperoxidacids folyamatok iniciaciés fazisanak
markereihez hasonld valtozasok voltak kimutathatok a glutation redox rendszer
elemeinek valtozasaban is. Az elsd napon oxidativ stressz alakult ki, amely
lipidperoxidéacios folyamatokhoz vezetett. Az MDA tartalom ugyanakkor nem
valtozott ebben az idészakban, ami arra utal, hogy a lipidperoxidacios folyamatok
feltételezhetden nem jutottak el a termindcids szakaszba, mert az antioxidans rendszer
eliminalta a képz6do oxigén szabadgyokoket, ezzel megakadalyozva a lancreakciod
tovabbterjedését. A kisérleti id6szak végére emellett a megvaltozott zsirsav-Osszetétel
miatt feltehetéen kevesebb lipid hidroperoxid is termelddott, igy a csokkend oxidativ
stressz miatt csokkent a GSH mennyisége, ¢s a GPx aktivitasa is.
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Szignifikdns mértékli kiilonbségeket tapasztaltam a génexpresszios értékekben is,
amely valamennyi vizsgélt gén esetén hasonld tendenciat mutatott. A GPX4
génexpresszidja az elsd napon kisebb volt az alacsony dozissal kezelt csoportban a
kontrollhoz viszonyitva, amely a redox allapot megvaltozasat jelzi a majsejtekben. A
GSS génexpressziodja a kisérlet kezdetén nagyobb volt, de nem az alacsony, hanem a
kozepes dozissal kezelt csoportban. Peptid (GSH) szinten ugyanakkor nem volt
valtozas. A relativ génexpresszid ezek szerint a kozepes dozissal terhelt csoportban
is indukalodott, de az oxidativ stressz mértéke viszont ebben a csoportban még nem
ért el olyan szintet, amely aktivalta volna az antioxidans, ezen beliil a glutation redox
GSR gén a 3. napra aktivalodott az alacsony dozissal kezelt csoportban, ugyanakkor
ebben az idépontban a GSH tartalom csdkkenését mértem, igy ez a ndvekedés a sejt
valaszreakcioja volt a csokkent GSH tartalomra, de ez a hatas enzim fehérje szinten
még nem nyilvanult meg. A Keapl és Nrf2 gének expresszidja részben azonos
mértékben ¢és irdnyban valtozott az alkalmazott dozisok hatdsara. Az els6 napon a
kezelt csoportokban novekedést, majd a 2. napra csokkenést, a 3. napra pedig ismét
emelkedést figyeltem meg. A 2. napon mért csokkenés azonban, ahogy erre mar a
korabbiakban utaltam, az Nrf2 gén esetében 0sszefiiggésben van a kontroll csoportban
mért kiemelkedden nagy értékkel. Amennyiben ettdl a valtozastol eltekintiink, gy az
Nrf2 gén expresszidja tendenciaszeriien és folyamatosan nott a mikotoxin-terhelésben
részesiilt csoportokban a kisérlet teljes idétartama alatt. Ez viszont arra utal, hogy a
sejtekben a mikotoxinok hatasdra kialakulé redox valtozadsok ¢és az ennek
kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz aktivalta az antioxidans védelemben
kiemelten fontos regulator gén expresszidjat (Baird & Yamamoto, 2020). A Keap-
1/Nrf2 szabalyozasi utvonal aktivalodasa mindkét mikotoxin dozis esetén kismértékii
oxidativ stresszre utal (Gloire et al., 2006). Ennek az titvonalnak a hatasa az els6 napon
mar fehérje szinten is érvényesiil, de a kisérlet végén nem. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy kezdetben a preformalt fehérjék poszttranszlacios
folyamatok révén aktivalodtak, mig a kisérleti iddszak végén a génexpressziot
kovetden a fehérje molekuldk a transzkripciot kovetden csak bizonyos iddbeli
eltéréssel szintetizalodnak.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 3 napos Fusarium multi-mikotoxin
expozicidé ROS képzddést eredményezett, amelyre mindkét dozissal kezelt csoportban
génexpresszids szinten hatarozott valasz volt kimutathat6. A génexpresszios
valtozasok azonban nem mutattak Gsszefliggést a GSH mennyiségével és a GPx
aktivitasaval. Ennek hatterében a GPx, valamint a GSH szintézisében résztvevo
enzimfehérjék poszttranszlaciés modositasa allhat, amelynek soran a polipeptid lanc
kiilonb6zé moddositasokon megy keresztiil, megvaltoztatva annak mikodését,
lokalizaciojat vagy mas molekuldkkal kialakitott kapcsolatat (Shepard et al., 2010). A
kapott eredmények alapjan a T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢és a
fumonizin Bl expozicid 0Osszetett toxikus hatdsira kovetkeztethetiink 21 napos
brojlercsirkékben. Ezen folyamatok a lipidperoxidacios, de foképp a glutation redox
rendszert altalam vizsgalt tagjainak valtozasaban mutatkoztak meg a multi-mikotoxin
terhelés iddtartamatol fliggéen. Egy korabbi vizsgalat sordan brojlercsirkék majszovet

homogenizatumban T-2 toxin hatasdra szintén dozis- ¢és i1dofliggd valtozasokat
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tapasztaltak az antioxidans rendszer elemeiben (Yang et al., 2016). Vizsgalatom soran
a valtozasok tobbnyire az egyes mikotoxinokat az EU altal javasolt hatdrérték
mennyiségben alkalmazva jelentkeztek, ami arra utal, hogy az egyes mikotoxinok
kozott az oxidativ stessz indukcioja tekintetében szinergista hatas allhat fenn.
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5.5 Emelt dézisa T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1
terhelés rovidtava egyiittes hatasanak vizsgalata brojlercsirkében

A 21 napos brojlercsirkékkel végzett etetéses kisérlet soran az Europai Unio altal
javasolt hatarértékek négyszeres mennyiségét alkalmaztam annak érdekében, hogy az
el6z0 kisérletben tapasztaltaknal nagyobb mértékii valtozasokat kapjak. A két kisérleti
csoport a kovetkezdképpen alakult: ,,alacsony dozis” kisérleti csoportban az EU
javaslati  hatarértékekkel megegyez6 mennyiségli mikotoxin mennyiséggel
szennyeztem a takarmanyt, mig a ,magas dozis” esetében ennek négyszeres
mennyiségét alkalmaztam. A kisérletes szennyezéshez felhasznalt takarméanyok
mikotoxin tartalmat a 3. tablazatban tiintettem fel, a szennyezett takarmany mikotoxin
tartalméanak laboratoriumi vizsgalati eredményei alapjan. Elhullas a 3 napos kisérlet
alatt nem jelentkezett és korabbi kisérletemtdl eltéréen érdemi mértékii takarmany-
visszautasitast sem tapasztaltam.

5.5.1 Lipidperoxidacios paraméterek valtozdasa a mdjban

A lipidperoxidacios folyamatok iniciacids szakaszat jelz6 CD-ek mennyisége a multi-
mikotoxin terhelés hatdsara a majban csak kismértékben valtozott a kontrollhoz
viszonyitva. A mikotoxinokkal szennyezett takarmany etetésének megkezdését kovetd
48. 6raban ugyanakkor szignifikdns mértékben kisebb mennyiséget tapasztaltam az
EU javaslati hatarértékeknek megfeleld6 mennyiségben szennyezett takarmanyt
fogyasztd csoportban a kontrollhoz viszonyitva. Ennek négyszeres mennyiségti dozisa
esetén ugyanakkor nem volt eltérés (51. abra). A CT-ek mennyisége nem valtozott
szignifikansan a kisérleti idészak alatt (52. abra). A lipidperoxidacios folyamatok
terminacios szakaszat jelz6 MDA koncentracioja a majban a kontrollhoz viszonyitva
szignifikansan kisebb volt a mikotoxinokkal szennyezett takarmény etetését kovetd
72. 6raban az alacsony dozissal kezelt csoportban (53. 4bra).
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51. abra: A konjugalt diének mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/ HT-2
toxin: 1 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmény. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).
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52. abra: A konjugalt triének mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/ HT-2
toxin: 1 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany.
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53. abra: A malondialdehid mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72
oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/ HT-2
toxin: 1 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmény. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05). Az ,,ab” jelolés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.

5.5.2 Glutation redox rendszer paramétereinek valtozdsa a vérplazmdaban

A glutation redox paraméterek koziil a vérplazma GSH tartalmaban a 72. 6raban dézis-
hatas Osszefliggés volt kimutathat6, de a kontrollhoz viszonyitva szignifikansan
nagyobb értéket csak a magas dozis hatdsira mutattam ki (54. abra). A majban
ugyanakkor a GSH tartalomban nem volt kimutathatdé mértékii valtozads. A GPx
aktivitds a vérplazmaban a kisérlet 72. 6r4jaban a nagyobb mikotoxin dozissal
szennyezett takarmanyt fogyasztd csoportban szignifikdns novekedés volt kimutathato
a kontrollhoz viszonyitva (55. abra).
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54. abra: A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a brojlercsirkék vérplazmajaban a
kisérlet 72 oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis:
T-2/HT-2 toxin: 1 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a,
b jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.
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55. abra: A glutation-peroxidaz aktivitasanak valtozasa a brojlercsirkék vérplazmajaban a
kisérlet 72 oraja alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2
toxin: 0,25 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis:
T-2/HT-2 toxin: 1 mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a,
b jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.
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5.5.3 Multi-mikotoxin terhelés hatdsa a glutation redox rendszer szabalyozdsara a
mdjban

A GPX4 génexpresszidja a kisérleti iddszak alatt a kontroll csoporthoz képest nem
mutatott eltérést egyik kisérleti csoportban sem (56. dbra).

A GSS génexpresszidja a kisérlet 48. 6rdjara mutatott szignifikdns emelkedést az
alacsony doézissal terhelt csoportban a kontroll és a magas doézissal terhelt
csoportokhoz képest (57. abra).

A GSR génexpresszioja szintén a 48. drara mutatott szignifikans mértékben nagyobb
értéket az alacsony dozissal terhelt csoportban a magas doézissal terhelt csoporthoz
képest, a kontroll csoporttdl ugyanakkor nem tért el szignifikansan. A 72. 6raban nem
tapasztaltam szignifikdns mértékli valtozast, tendencidjaban azonban mindkét terhelt
csoportban nagyobb érték volt kimutathat6 a kontroll csoporthoz képest (58. abra).
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56. abra: A GPX4 génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 6raja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/HT-2 toxin: 1
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany.
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57. abra: A GSS génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egytittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/HT-2 toxin: 1
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a, b jel6lés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05).
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58. abra: A GSR génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/HT-2 toxin: 1
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem

szignifikans kiilonbséget jelent.

A Keapl és Nrf2 gének expresszioja hasonldan alakult a 2. napon. A Keapl gén
kifejezddése szignifikansan kisebb volt a magas dozissal terhelt csoportban a kontroll
¢s az alacsony dozissal terhelt csoportokhoz képest (59. abra).
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59. abra: A Keapl génexpresszidjanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/HT-2 toxin: 1
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05).

Az Nrf2 gén expresszidja a Keapl génexpresszidjahoz hasonléan a 2. napon
szignifikansan kisebb, a 3. napon viszont szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll
csoporthoz képest a magas dozissal terhelt csoportban (60. abra).
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60. abra: Az Nrf2 génexpressziojanak valtozasa a brojlercsirkék majaban a kisérlet 72 oraja
alatt. Mikotoxinokkal egyiittesen terhelt csoportok: alacsony dozis: T-2/HT-2 toxin: 0,25 mg/kg+
DON/3-AcDON/15-AcDON: 5 mg/kg+ FB1: 20 mg/kg takarmany; magas dozis: T-2/HT-2 toxin: 1
mg/kg+ DON/3-AcDON/15-AcDON: 20 mg/kg+ FB1: 80 mg/kg takarmany. Az a, b jelolés a
szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05). Az ,,ab” jeldlés nem
szignifikans kiilonbséget jelent.
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5.5.4 Megbeszélés

A lipidperoxidacios folyamatok inicidcids szakaszat jelz6 CD mennyisége a 48. 6rdban
szignifikansan kisebb volt az EU javaslati hatarértékekkel megegyezd dozisok
alkalmazasakor a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ennek a csokkenésnek a hatterében
a mikotoxin terhelés hatasara a majszovet lipid-zsirsav Osszetételében bekovetkezo
valtozas allhat, amelyet FB1 és T-2 toxin individualis terhelés hatasara kordbban
nytlban mar kimutattak (Szabd et al., 2016). A megvaltozott zsirsav-Osszetétel
befolyasolhatja a lipidek oxidacio irdnti érzékenységet, azaz a reaktiv oxigén gyokok
hatdsara bekovetkezd lipidperoxidacids folyamatokat (Holman, 1954). A MDA
koncentracidja a kontrollhoz viszonyitva szintén csokkent a mikotoxinokkal
szennyezett takarmany etetését kovetd 72. oOrdban az alacsony doézissal kezelt
csoportban. Ez az eredmény is alatamasztja azt, a CD esetében leirt, feltételezésemet,
amely szerint a mikotoxin terhelés dozisfliggéen befolyasolja a majszovet zsirsav-
Osszetételét. Ennek révén pedig a lipidperoxidacios folyamatok intenzitasat is, amely
a48. 6raban még csak a folyamat iniciacios szakaszat jelzé CD, mig egy nappal késébb
mar a terminacios szakaszra utald MDA koncentracioban is kimutathat6 volt.

A GSH mennyisége ¢s a GPx aktivitasa nagyobb volt a vérplazmaban a magas dozissal
terhelt csoportban a kontroll csoporthoz képest a kisérlet végére (72. 6ra). Ez az
eredmény arra utal, hogy a nagyobb mértékii mikotoxin terhelés hatasara mérsékelt
oxidativ stressz alakult ki, amelynek hatdséara aktivalodott a glutation redox rendszer,
amely azonban csak a vérplazméban volt kimutathatd. Ezt a hatdst T-2 toxin és DON
individualis terhelés soran baromfiban korabban mar megfigyelték (Nakade et al.,
2018). A majban ugyanakkor a GSH mennyisége és a GPx aktivitadsa nem valtozott,
ami arra utal, hogy a multi-mikotoxin terhelés hatasara nem alakult ki olyan mértéki
oxidativ stressz, amely a majban is kimutathato valtozast eredményezett volna. Miutan
a T-2 toxin és a DON kozel azonos dozissal tortént individudlis terhelése soran a
majban nétt a GSH tartalom és a GPx aktivitds (Nakade et al., 2018), ezért
feltételezhetd, hogy multi-mikotoxin terhelés hatdsdra antagonista hatas 1ép fel az
oxidativ stressz indukciojat figyelembe véve.
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tortént meg a glutation redox rendszer aktivacioja fehérje szinten a méajban. A GSS és
a GSR génexpresszidja azonban emelkedést mutatott a kisérlet 48. drajara az alacsony
dozissal terhelt csoportban, amely kismértékii oxidativ stresszre utal. Ez lehet a
magyarazata a GSH tartalom nem szignifikdns mértékii valtozasanak a majban, amely
a GSH szintézisében és redukciojaban szerepet jatszo enzimeket kodold gének
expresszioja szintjén igen, de fehérje, azaz enzim, szinten mar ne jelentkezett. Az
alkalmazott mikotoxin kombinaci6 magas dozisban csokkentette a Keapl és Nrf2
génexpresszidjat a masodik napon, a harmadik napra viszont ndvekedést mértem, de
csak az Nrf2 gén esetében. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a kisérlet végére a magas
dozissal terhelt csoportban kialakult oxidativ stressz mértéke a majban elérte azt a
szintet, amelynek hatasara bekovetkezett az Nrf2-indukalt antioxidans vélaszelem
aktivacio, ami viszont fehérje szinten még nem volt mérhetd a kisérlet rovid idotartama
alatt.
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6. OSSZEFOGLALO KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
6.1 Kovetkeztetések

Ebben a fejezetben a kutatdsaim f6 téméjat, a rovidtava T-2/HT-2 toxin, DON/3-
AcDON/15-AcDON ¢és FB1 egyedi és egyiittes alkalmazasdnak hatasat célzo
vizsgélataim eredményei alapjan levonhat6 altalanos kovetkeztetéseket és javaslatokat
mutatom be.

A mesterségesen szennyezett, ismert mikotoxin tartalmu, illetve a mikotoxinokat a
detektalhatosagi hatarérték alatt tartalmazo kontroll takarményt ad libitum
fogyasztottak az allatok. A toxin koncentraciok meghatarozasdhoz az Eurdpai Unio
altal megallapitott, a baromfi takarmanyokban javasolt maximalis mikotoxin
mennyiségek (2006/576/EK ¢s 2013/165/EU ajanlasok) nytjtottak kiindulési alapot.
A kisérletek soran ezeknek a mennyiségeknek egyszeres, kétszeres vagy négyszeres
értékeit alkalmaztam annak érdekében, hogy mar rovidtavon is jol mérhetd
valtozasokat kapjak. Egy 2022-ben végzett felmérés szerint Europaban a Fusarium
nemzetségbe tartoz6 gombak altal termelt mikotoxinok a takarmdnyozésra szant
gabonafélék nagy részében kimutathatoak voltak. A kimutatott mikotoxin
mennyiségek ugyan atlagosan alacsonyabbak voltak az EU altal javasolt
hatarértékeknél, de kiugréan magas értékeket is talaltak (DSM, 2022). A baromfi
fajokat a Fusarium mikotoxinokra kevésbé érzékeny allatfajnak tekintik (Mézes et al.,
1999), ezért altalaban csak szubkronikus €s szubklinikai tiinetekbdl kovetkeztethetiink
a fusariotoxinok jelenlétére, példaul novekedésbeli lemaradas, csokkend
takarmanyfelvétel, csokkent tojastermelés s testsulygyarapodas alapjan (Sokolovi¢ et
al., 2008). Kisérleteim alatt tojotytkoknal takarmany-visszautasitdst nem
tapasztaltam, a brojlercsirkékkel végzett multi-mikotoxin terhelés soran viszont 10%-
ot meghaladé mértékii takarmany visszautasitast tapasztaltam a javaslati hatarértékek
¢és azok kétszeres mennyiségének alkalmazasakor. A T-2 toxin és a DON az agy
szerotonin és dopamin rendszerének megzavarasaval emetikus hatasuak (Smith, 1992;
Sokolovi¢ et al., 2008). A FB1-gyel kombinacioban egy kisérletben (5.4. fejezet)
szintén tapasztaltam ezt a hatast, a tobbi vizsgalatban viszont vagy a rovid 1d6 vagy
az alacsony koncentraciok miatt ez a hatds nem jelentkezett. Az altalam alkalmazott
dozisok hatasara elhullast egyik kisérlet soran sem figyeltem meg.

Tojotyukokkal végzett egyedi rovid tava vizsgélatban a T-2/HT-2 toxin, DON/3-
AcDON/15-AcDON ¢s FB1 mikotoxinok javaslati hatarértékeinek kétszeres
mennyiségének expozicidja a harmadik napra csokkentette a lipidperoxidacié kezdeti
szakaszat jelz6 CD mennyiségét, DON hatasara pedig a terminacios szakaszban
keletkez6 MDA tartalmat is. A FB1-gyel terhelt csoportban a glutation redox rendszer
elemeinek mennyisége, illetve aktivitasa is csokkent ebben az iddpontban. A kisérlet
végén mért valtozasok Osszefliggésben allhatnak a takarmany tranzit idejével, azaz a
mikotoxinnal —mesterségesen szennyezett takarmany bélcsatornabol  torténd
felszivodasahoz, majd a mikotoxinok majba torténd transzportjahoz sziikséges
idotartammal. Az eredmények azt mutatjak, hogy az alkalmazott mikotoxinok
befolyasolhattdk a membran foszfolipidek zsirsavisszetételét és ezaltal azok oxidaciod
iranti érzékenységét. A vizsgalt mikotoxinok befolyasoltdk tovabba a glutation redox
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rendszer egyes enzimjeit kodolo gének relativ génexpresszidjat mar az elsé napon, de
ez a hatds nem jelentkezett a GSH mennyisége és a GPx aktivitas szintjén. Az Nrf2-
ARE utvonal aktivalodasa kismértékii oxidativ stressz jelenlétére utal, amely novelte
az antioxidans enzimeket kédold gének expresszidjat.

Tojotytikokkal végzett kombinalt, 3 napos T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-
AcDON ¢s FB1 expozici6 az elsd napon ROS képzddéshez vezetett madarak méjaban
az alacsony dozissal terhelt csoportban, ami lipidperoxidécios folyamatokat indukalt,
amit az MDA megnovekedett mennyisége bizonyitott. Erre valaszul aktivalodott az
antioxidans védelmi rendszer, amelyre a GSH tartalom ¢és GPx aktivitas novekede
utalt. Ez a kombindlt hatds génexpresszids szinten is megnyilvanult és a biokémiai
paraméterek értékét is befolyasolta. A valtozasok tobbnyire az egyes mikotoxinokat a
EU éltal javasolt hatarértékben alkalmazva jelentkeztek, ami arra utal, hogy az egyes
mikotoxinok kozott az oxidativ stressz indukcidja tekintetében szinergista hatas allhat
fenn. A masik lehetséges magyarazat, hogy a kisebb mennyiség a bélrendszerbdl
gyorsabban felszivodik, majd a méjban metabolizalodik, igy gyorsabban idéz el
reaktiv oxigéngyok termelést. A javasolt hatarértékek kétszeres mennyiségének
GSS, GSR) relativ expresszidjat az els6 napon. Az azonos koncentracioban vizsgalt
mikotoxinokat egyedileg alkalmazva ugyanakkor nem tapasztaltunk a GSS és GSR
gének aktivaciojat, igy a magasabb ddzis esetében is az egyéni hatasoknal jelentdsebb,
azaz szinergista hatas val6szintisithetd.

Tojoétyukok trichotecén-vazas mikotoxinokkal (T-2/HT-2 toxin + DON/3 Ac-DON/15-
AcDON) tortént rovid tava egyidejii terhelésével célom a hasonld kémiai
tulajdonsagokkal rendelkezé mikotoxinok egylittes hatasanak vizsgalata volt, illetve
az, hogy FB1 nélkiil milyen eltérések mutatkoznak az elézé kisérletben
tapasztaltakhoz képest, igy abbol a FB1 hatasara is kovetkeztethettem. Az eredmények
alapjan elmondhato, hogy a multi trichotecén-vazas expozicié a masodik napon ROS
képzddést idézett eld, amely lipidperoxidacios folyamatokat indukalt a mikotoxinok
javaslati hatarértékkel megegyez6 mennyiségét alkalmazva. A FB1-et is tartalmazo
mesterségesen szennyezett takarmany etetésekor mar korabban, az elsé napon
tapasztaltam ugyanezt a valtozast, ami arra utal, hogy a FB1 jelenléte fokozza a ROS
képzddést, illetve az kordbban kovetkezik be. A glutation redox rendszer elemei
ugyanakkor eltéréen valtoztak: a GSH mennyisége és a GPx aktivitasa a kdzepes dozis
hatasara novekedett, mig a FB1-et is tartalmazé multi-mikotoxin keverék hatasara az
alacsony dozis idézte el ugyanezt a valtozast a kisérlet elsé napjan. A FB1 jelenléte
tehat felerdsitette a T-2 toxin és DON oxidativ stressz generald hatasat, amely mar a
javaslati hatarértékek alkalmazasanal is megfigyelhetd, enélkiil viszont csak a kozepes
dézisnak van ilyen hatdsa. A relativ génexpresszio (GPX4, GSS, GSR) tobbnyire
csokkent majd a kontroll szinttel azonosvolta kisérleti id0szak végére. A FB1-et is
tartalmazé multi-mikotoxin keverék hatdsara ugyanakkor az antioxiddns enzimeket
kodolo gének expresszidja altalaban ndtt mindkét dozissal terhelt csoportban. Ennek
alapjan levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a FB1 hatidsara gyorsabban és
hatékonyabban né az antioxidans fehérjéket kodold gének expresszidja. Az Nrf2 gén
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aktivacioja csak a kozepes dozis hatasara kovetkezett be a kisérleti iddszak harmadik
napjan, de ez az aktivacid még nem nyilvanult meg az antioxidans gének szintjén.

Brojlercsirkékkel végzett két eltéré dozisban alkalmazott multi-mikotoxin expozicio
is oxidativ stresszt indukalt az allatok szervezetében. A tojotytikokkal ellentétben a
brojlercsirkék feltehetden érzékenyebbek a mikotoxinok hatdsai irant. Az altalam
alkalmazott mikotoxin mennyiségnél nagyobb dozis alkalmazéasakor fiatal allatokban
korabbi vizsgalatokban csokkent testtomeg gyarapodast, nagyobb relativ szervtomeget
¢s hasmenést figyeltek meg példaul FB1 hatasara (Brown et al.,, 1992). Sajat
vizsgalataim soran az EU javaslati hatarértékek és azok kétszeres mennyiségének
rovidtavih alkalmazasa sem idézett eld valtozdsokat az altalam vizsgalt
paraméterekben. A mért génexpresszids valtozasok fokozott ROS képzddésre utalnak,
de a glutation redox rendszer csak kismértékben aktivalodotta mikotoxinokkal terhelt
csoportokban és csak a kisérleti iddszak kezdetén, annak elsé napjan. A kismértéki és
nem szignifikans mértékl eltérések miatt a kovetkezd kisérletben megnodveltem a
mikotoxin koncentracidkat, a magas dozissal kezelt csoportban mar az EU javaslati
hatarértékek négyszeres mennyiségét alkalmaztam. A glutation redox rendszer
mennyisége (GSH) és aktivitasa (GPx) a vizsgalt Fusarium mikotoxinok hatdséara a
vérplazméban nétt, a majban viszont nem valtozott. Génexpresszios valtozasok, a GSS
¢s a GSR expresszidja is novekedett, de csak az alacsony dozis hatdsara. Ez a hatas
azonban csak génexpresszid szinten nyilvanult meg, de nem befolyasolta a biokémiai
paramétereket a majban. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a nagyobb dozisu terhelés
hatasara mérsékelt oxidativ stressz alakult ki, amely azonban a majban még nem érte
el az a kritikus szintet, amely a glutation redox rendszer érdemi aktivalodasat valtotta
volna ki.

Az éltalam elvégzett rovid tavh kisérletek alapjan elmondhato, hogy a T-2/HT-2 toxin,
DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s a FBl-et egylitt alkalmazva a tojotyukok és a
brojlercsirkék szervezetében oxidativ stresszt valt ki. A Keapl/Nrf2/ARE
transzkripcids Utvonal aktivacioja mérsékelt oxidativ stressz jelenlétére utal, amelyet
a glutation redox rendszer hatékonyan semlegesitett az antioxidans enzimeket kodolo
gének hatékony expressziojanak kdszonhetden. A vizsgalt Fusarium toxinok egyedi
hatésai a javaslati hatarérték kétszeres mennyiségének alkalmazésakor eltérdek voltak
a mikotoxinok egylittes alkalmazasaiknal tapasztaltaktol. A kombinalt hatés tobbnyire
szinergista volt az egyes mikotoxinok kozott az oxidativ stessz indukcidja
tekintetében, amely arra utal, hogy tovabbi részletes vizsgalatok sziikségesek multi-
mikotoxin expozicié hatésainak felmérése céljabol.
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6.2 Javaslatok

A T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s a FB1 rovid tava hatasai baromfi
esetében csak részben ismertek, a ROS képzddésre gyakorolt hatasuk pedig
ellentmondasos. A vizsgalt mikotoxinok mar az EU javaslati hatarértékek
alkalmazasanal is oxidativ stresszt okoztak a tojotyakok szervezetében. A
keresztszennyezések gyakorisaga miatt egyre fontosabba valnak az egyiittesen
el6forduldé mikotoxinok kolcsonhatdsanak kutatasa. Ennek alapjan, eddigi
eredményeimre alapozva javaslom a kutatasok folytatasat akar 0j célgénekkel egyiitt,
illetve az altalam vizsgalt gének expresszids valtozasainak nyomonkovetését mas
kémiai szerkezetli mikotoxinok vonatkozéasaban is.

Az altalam vizsgalt mikotoxinok esetében az AhR — Xenobiotikum Vdlasz Elem
(XRE) ttvonal vizsgalatat is javaslom az alabbi kutatasokra alapozva. Az AhR ttvonal
a xenobiotikus vegyiiletek, példdul a mikotoxinok méregtelenité folyamataihoz
kapcsolddik (Arenas-Huertero et al., 2019), mig az Nrf2 Gtvonal az antioxidans valasz
f6 szabalyozoja, amely a II. fazisu antioxidans és sejtvédelmi funkcidkat szabalyzo

rrrrr

crcr

et al. 2019). A DON esetében megfigyelték, hogy az AhRI, AhR2 expresszids szintje
noétt brojler csirkékben. A FB1 pedig hatassal van az AhR utvonalhoz kapcsolodo
génekre azaltal, hogy fokozza a CYP1A2 expressziojat (Paraskeuas et al. 2021).

Mivel az interakcid jellegét befolyasolhatja az allat faja, fajtdja, ivara, taplaltsagi
allapota és az alkalmazott mikotoxinok ddzisa, valamint az expozici6 idStartama, ezért
javaslom mas gazdasagi, vagy laboratoriumi allatfajon is elvégezni a kisérleteket, a
javaslati vagy a kotelezd érvényli hatarértékek hasznalataval. Javaslom tovabba
hosszutavt, kronikus vizsgalatok elvégzését is, hogy felmérjiik a hosszi tavu
folyamatos mikotoxin felvétel hatasat a sejtszinten bekdvetkezd redox valtozasokra és
az ennek hatasara bekovetkez6 oxidativ stresszre.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Tojotytikokkal végzett rovidtava (72 ora) etetési kisérlet soran
megallapitottam, hogy a T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢és FB1
mikotoxinokat az EU altal javasolt hatarért¢k mennyiségben egylittesen
alkalmazva a majban egyes lipidperoxidaciés folyamatok indukalodtak,
amelyre valaszként aktivalodott glutation redox rendszer, ami azt bizonyitja,
hogy oxidativ stressz alakult ki. Az egyes vizsgalt mikotoxinok egyedi
hatdsdhoz képest a multi-mikotoxin hatds kifejezettebb volt, ami kozottiik
szinergista kolcsonhatéasra utal.

Megallapitottam, hogy tojotyakokban vizsgalt Fusarium toxinok az EU
javaslati hatarérték kétszeres mennyiségének alkalmazdsa esetén az egyedi
hatdsok eltéréek voltak azok egyiittes alkalmazéasanal tapasztaltaktol. A
mikotoxin kombindci6 ebben a dozisban alkalmazva lipidperoxidacios
folyamatokat generalt, illetve ndvelte egyes antioxidans gének (GSS, GSR)
relativ expressziojat, ami a mikotoxinok egyedi hatdsaindl nem volt
megfigyelhetd.

. Megallapitottam, hogy T-2/HT-2 toxin és a DON/3-AcDON/15-AcDON
egylittes hatasai eltérdek voltak attol, ha harmas kombinaciot T-2/HT-2 toxin,
DON/3-AcDON/15-AcDON, FB1 alkalmaztam. A mikotoxin kombinacioban
a FB1 jelenléte felerdsitette a két trichotecén-vazas mikotoxin oxidativ stressz
generalo hatasat tojotyukban.

. Megallapitottam, hogy brojlercsitkében a T-2/HT-2 toxin, DON/3-
Nrf2 és Keapl gének relativ expresszioja az EU javaslati hatarérték egyszeres
¢és kétszeres mennyisége esetén is ndvekedett, ami mérsékelt oxidativ stressz
kialakulasara utal. Ennek hatasdra az antioxidans valaszelem (ARE)
aktivacioja a redox-érzékeny gének (GSS, GSR) expressziojat eredményezte.

. Megallapitottam, hogy T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s FB1
mikotoxinok az EU javaslati értékeinek négyszeres mennyiségének
alkalmazéasanak hatdsdra a brojlercsirkék vérplazméjaban nétt a glutation
redox rendszer mennyisége/aktivitdsa, amelynek hatterében az Nrf2 gén
aktivacioja allhat a majban.
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8. OSSZEFOGLALO

A mikotoxinok el6forduldsa a takarmanyban és az élelmiszerekben vilagméretii
probléma, ami novekvo allat- és humanegészségiigyi veszelyt, valamint gazdasagi
veszteségeket 1déz eld az €élelmiszer- €s takarmanyiparban. A takarmany alapanyagok
¢s kész takarmanyok mikotoxin szennyezettségének az elmult években tortént
felmérései alapjan elmondhat6, hogy Eurdpaban leggyakrabban a Fusarium
mikotoxinok eldfordulasaval kell szamolni, amelyek koziil a legjelentdsebbek a
T-2/HT-2 toxin, a dezoxinivalenol (DON) és metabolitjai (3-AcDON, 15-AcDON)
valamint a fumonizin B1 (FB1). A monitoring vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy
természetes koriilmények kozott ezek a mikotoxinok tobbnyire egyiitt fordulnak eld.
A mikotoxinok kozotti kdlcsonhatasokat vizsgalva megallapitottak, hogy a legtobb
mikotoxinkeverék additiv vagy szinergista hatast fejt ki, amely alatdmasztja a multi-
mikotoxin keverékekkel végzett kisérletek fontossagat.

A fentiek alapjan kutatdsom célja annak a felmérése volt, hogy a fent emlitett
Fusarium mikotoxinokkal eltér6 mennyiségben mesterségesen szennyezett
takarmanyok etetése milyen multi-toxikus hatast valt ki a baromfi lipidperoxidacios
folyamataira, a glutation redox rendszer elemeinek mennyiségére és aktivitasara,
illetve annak szabdlyozasara génexpresszid szinten. A trichotecén-vézas mikotoxinok
(T-2 toxin, DON) az epoxi csoport megléte miatt reaktiv vegyiiletek, amelyek oxigén
szabadgyok képzddést generdlnak az allati szervezetben. A FB1 ugyanakkor a
szfingolipidek metabolizmusaban zavart okozva idézhet eld oxidativ stresszt.

Kisérleteimet az egyes mikotoxinok egyedi hatasvizsgalataval kezdtem tojotytkokkal
a fent emlitett mikotoxinokkal. A rovid tava (72 6ra) etetési kisérletben az EU-ban
javasolt maximalis mennyiségek kétszeresét alkalmaztam (T-2/HT-2 toxin: 0,5 mg/kg;
DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg; FB1: 40 mg/kg takarmany). Az eredmények
foképp a T-2 toxin és a DON hatasdra mutattak szignifikdns mértékii valtozast,
génexpresszid szinten mar az elsé napon aktivaltak az antioxidans védelmi rendszert,
megakadalyozva a lipidperoxidacidés folyamatok kialakuldsat. A kovetkezd
vizsgélatban a hdrom mikotoxint egyiittesen alkalmaztam és két dozisban vizsgaltam
azok hatasat: alacsony dozisban (EU javaslati hatarétékekkel megegyezo
mennyiségek) ¢és kozepes dozisban (a hatarértékek kétszeres mennyiségei). A
lipidperoxidacios és a glutation redox rendszer tagjainak értékeiben a véltozasok
tobbnyire az alacsony dozissal kezelt csoportban voltak megfigyelhetdk, amely a
mikotoxinok kozott fennalld szinergista kolcsonhatasra utal. Egy tovabbi kisérletben
két trichotecén-vazas mikotoxin (T-2 toxin, DON) egyiittes hatasat vizsgaltam
tojotyakban. Az alkalmazott dozisok az EU javaslatai hatarértékek egyszeres és
kétszeres mennyisége voltak. A harom napos expozicid oxidativ stresszt idézett el
tojotyukok majaban, amire a lipidperoxidacids folyamatok terminacios fazisdban
keletkez6 malondialdehid tartalom novekedése alapjan lehet kovetkeztetni. Az
antioxidans rendszer aktivacidja azonban a kialakult oxidativ stresszt semlegesiteni
tudta.

Egy kovetkezd kisérletben 21 napos brojlercsirkék oxidativ paramétereit vizsgaltam
az elébbi mikotoxin dozisok alkalmazadsakor. A génexpresszid szinten kimutatott
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valtozasok ROS képzddésre utalnak, de ez fehérje szinten az elvégzett rovidtava
kisérlet soran nem érvényesiilt. A kismértékli valtozasok miatt egy kdvetkezo
kisérletben nagyobb mikotoxin koncentraciokat alkalmaztam brojlercsirkében: a
magas dozissal terhelt csoport az EU javaslati hatarértékek négyszeres mennyiségii
mikotoxin expozicioban részesiilt. A glutation redox rendszer vizsgalt elemeinek
értékei, a GSH tartalom ¢és a GPx aktivitds nagydozist terhelés hatasara a
vérplazméaban nétt, de a majban nem valtozott. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy
nagy dozisu terhelés hatasara mérsékelt oxidativ stressz alakult ki, amely azonban a
majban még nem érte el az a kritikus értéket, amely a glutation redox rendszer érdemi
aktivalodasat valtotta volna ki.

Kisérleteim eredményei alapjan a vizsgalt mikotoxinok befolyasoltak a glutation redox
rendszer enzimjeit kédold egyes gének relativ expressziojat, ez a hatas viszont az
altalam elvégzett rovidtava kisérletekben nem jelentkezett a redukalt glutation
mennyiségének és a glutation-peroxiddz aktivitdsanak szintjén. A harom napos
kisérletek alatt az oxidativ stressz kialakuldsa az alkalmazott dozistdl és a terhelési
1dotol fliggott, de a keletkezd reaktiv oxigén szabadgyokoket a glutation redox
rendszer a vizsgalati idészak végére tobbnyire semlegesitette. A legtobb valtozas
multi-mikotoxin terhelés esetén az Eurdépai Unio altal javasolt hatarértékek
alkalmazaséanal volt mérhetd, ezért javasolhat6 a hatarértékek feliilvizsgalata.
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9. SUMMARY

The occurrence of mycotoxins in feed and food is a worldwide problem, which is
explained by the increasing risks to animal and human health. Based on the assessment
of the mycotoxin contamination of feed materials, the occurrence of Fusarium
mycotoxins is the most common in Europe. These monitoring studies have shown that
mycotoxins mostly occur together in natural conditions. Recently, several in vivo
short-term and long-term studies have been done with farm animals, where the
interactions between mycotoxins have been investigated. Based on the research so far,
it can be said that the mycotoxin mixtures have an additive or synergistic effect, which
emphasizes the importance of multi-mycotoxin experiments.

My research aimed to evaluate the multi-mycotoxin effect on the lipid peroxidation
processes, the amount and/or activity of the elements of the glutathione redox system,
and the transcription regulation of the expression of redox-sensitive and antioxidant
genes in poultry. Trichothecene mycotoxins (T-2 toxin, DON) are chemically reactive
compounds due to the presence of the epoxy group, capable of generating oxygen-free
radicals. FB1 also can cause oxidative stress by disturbing the sphingolipid
metabolism and can induce lipid peroxidation.

I started my experiments by investigating the individual effect of T-2/HT-2 toxin,
DON, and FBI1 in laying hens in a short-term (72 hours) experiment, with a double
dose of the EU recommendation limit for mycotoxin contamination (T-2/HT-2 toxin:
0.5 mg/kg; DON/3-AcDON/15-AcDON: 10 mg/kg; FB1: 40 mg/kg feed). The results
showed significant changes at the gene expression level, mainly as an effect of T-2
toxin and DON. The antioxidant defense system was activated on the first day,
preventing the development of lipid peroxidation processes. In the following multi-
mycotoxin study, a short-term (72 hours) feeding trial was performed with laying hens
in two doses: low dose (EU-recommendation doses) and high dose (twice the low
dose). Changes in lipid peroxidation and an increase in the markers of the glutathione
redox system were mostly observed in the group treated with the low dose, which
supposes a synergistic interaction between the mycotoxins was investigated. In the
next experiment, the combined effect of two trichothecene mycotoxins (T-2 toxin,
DON) was investigated in laying hens. A three-day multi-mycotoxin exposure caused
oxidative stress in the liver of the laying hens. The marker of the termination phase of
lipid peroxidation, the malondialdehyde content, was increased in the low-dose group.
However, activating the antioxidant system adequately neutralized the oxidative stress
by the end of the experimental period.

In a further experiment, I investigated the oxidative parameters of 21-day-old broiler
chickens using the above-mentioned mycotoxin doses. Changes in the relative gene
expression values assumed ROS formation; however, members of the glutathione
redox system were synthesized to a small extent in the treated groups and only on the
first day of the experiment. In the next study, the applied mycotoxin concentrations
were higher due to the moderate response in the previous study. The high-dose group
was used to quadruple the recommended EU recommended limit values. The amount
(GSH) and activity (GPx) of the glutathione redox system was higher in the blood
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plasma but not changed in the liver. Based on the results, it can be assumed that the
high dose induced a low oxidative stress in blood plasma. Still, it was lower than the
critical value to activate the antioxidant response in the liver.

According to the results, the examined mycotoxins influenced the relative expression
of genes encoding the enzymes of the glutathione redox system. Still, this effect did
not occur at the level of reduced glutathione and glutathione peroxidase activity.
During the three-day experiment, the development of oxidative stress depended on the
applied dose and treatment time, and the glutathione redox system was mostly capable
of neutralizing the generated free radicals by the end of the experiment. Most changes
were measured when applying the EU-proposed limit values; therefore, a revision of
the limit values is recommended due to the multitoxic effects.
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