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1 A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

1.1 A kutatas elozményei

A mikotoxinok el6fordulasa a takarmanyban ¢és az élelmiszerekben
vilagméreti probléma, ami ndovekvd allat- és humanegészségiigyi
veszélyt, valamint gazdasagi veszteségeket idéz eld az élelmiszer- és
takarmanyiparban. A takarmdny alapanyagok ¢és kész takarmanyok
mikotoxin szennyezettségének az elmult években tortént felmérései
alapjan elmondhatd, hogy Europaban leggyakrabban a Fusarium
mikotoxinok eléfordulasaval kell szamolni, amelyek koziil a
legjelentésebbek a T-2/HT-2 toxin, a dezoxinivalenol (DON) ¢és
metabolitjai (3-AcDON, 15-AcDON) valamint a fumonizin Bl
(FB1). A monitoring vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy természetes
koriilmények kozott ezek a mikotoxinok tobbnyire egyiitt fordulnak
el6. A mikotoxinok kozotti  kolcsonhatasokat — vizsgalva
megallapitottak, hogy a legtobb mikotoxinkeverék additiv vagy
szinergista hatast fejt ki, amely aldtamasztja a multi- mikotoxin
keverékekkel végzett kisérletek fontossagat.

A mikotoxinokkal kapcsolatos eddigi kutatasok in vitro és gazdasagi
allatokkal végzett in vivo kisérletekben a kiilonb6z6 toxinok dézistol
¢€s expozicios idotol fliggd hatasait mutatjak be. Ezek kozott azonban
kevés az alacsony dozisu kolcsonhatas vizsgalat, illetve a Fusarium
toxinok egyiittes hatasdnak elemzése. Kisérleteimben ezért a
hazankban leggyakrabban el6forduld Fusarium penészgombak altal
termelt mikotoxinok kolcsonhatdsaira fokuszaltam. Olyan mértéki
expozicidokat alkalmaztam, amelyek hatarérték koriliek, igy
gyakorlati koriilmények kozott gyakran eléfordulhatnak.

Az emlitett mikotoxinok a madarak szervezetére, ezen beliil az
altalam vizsgalt glutation redox rendszerre és lipidperoxidacios
folyamatokra kifejtett hatasairdl viszonylag kevés informacidval
rendelkeziink. Ennek okan kisérleteimhez modell szervezetként a
gazdasagilag jelentds brojlercsirkét és tojotyukot valasztottam. Egyes
Fusarium toxinok jol ismert médon oxidativ stresszt indukalnak,
amelynek hatdsara az 4llati  szervezetben fokozodik a
lipidperoxidéacios folyamatok intenzitdsa, amely kihat a bioldgiai
antioxidans rendszer miitkddésére. Feltehetdé a kérdés, hogy a T-2
toxin, a DON ¢és a FB1 mikotoxinokat egyiitt alkalmazva fokozzak,
vagy gatoljak egymas hatasit az antioxidans védekezd

mechanizmusokra a tojotyukok és a brojlercsirkék szervezetében?
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1.2 Célkitiizések

1. Vizsgalataim 6 célkitizése az volt, hogy a harom Fusarium
mikotoxin, a T-2 toxin és annak hasonl6an 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 tava (72 6rés) etetési kisérletekben brojlercsirkében
¢és tojotytkban. A kezelések soran a toxin koncentraciokat ugy
hatdroztam meg, hogy azok az Eurépai Unidban (EU) Aaltal
megallapitott, takarmanyokra vonatkoz6 javaslati hatdrértékeket
(2006/576/EK), illetve annak kétszeres €s négyszeres mennyisé¢gét
tikrozzek.

2. Célom volt felmémi, hogy a vizsgalt mikotoxinok egyiittes
alkalmazasa egyszeri expozicidt kdvetd hatdsa révidtadvon milyen
iranyban ¢és mértékben befolyasolja a tojotytkok és a brojlercsirkék
lipidperoxidaciés folyamatait jelz6 markereket, a glutation redox
rendszer egyes elemeit, valamint azok szabalyozasaért felelds egyes
transzkripcids faktorokat kodold gének expressziojat.

A vizsgalatok soran az alabbi paramétereket vizsgaltam:

a) testsuly, elhullas, takarmanyfogyasztas

b) klinikai biokémiai paraméterek:

a lipidperoxidacios folyamatok esetében az inicidcids szakasz
markereit (konjugalt dién [CD] és konjugalt trién [CT]), valamint a
terminacios szakasz metastabil végtermékének (malondialdehid
[MDA]) mennyiségét, a glutation redox rendszer miikodését jelzod
paramétereit (glutation-peroxiddz [GPx] aktivitdsat, valamint a
redukalt glutation [GSH] tartalmat

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



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 A kisérletek soran alkalmazott mikotoxinok és a
mesterségesen szennyezett takarmanyok elkészitése

2.1.1 A takarmanyok kisérletes mikotoxin szennyezése

A kisérletekhez felhasznalt takarmanyt a kukoricadara szubsztraton
termelt mikotoxinok hozzékeverésével allitottuk elé olyan mddon,
hogy az ismert mikotoxin tartalmu szubsztrat-penészgomba keveréket
az adott kisérleti csoport szdmara sziikséges mennyis€gét kevertiik a
takarmanyhoz. Az alacsony doézisu 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 + 3-
acetil DON + 15-acetil DON): 5 mg/kg [2006/576/EK ajanlas]; FB1:
20 mg/kg [2006/576/EK ajanlés]. Ezek a szennyezettségi értékek a
mérsékelt éghajlaton eléforduld iddszakos szennyezddést tiikkroznek,
mig a kozepes és magas dozisu kisérleti csoportok takarmanya a
gyakorlati szennyezettségi szintnél 2x, illetve 4x tobbet tartalmazott
abbol a célbol, hogy rovid idon beliil is jol detektalhatd valtozasokat
idézhessen eld.

2.2 Kisérleti protokoll és mintavételezés

Vizsgalataimhoz in vivo modellként brojlercsirkét (Cobb 500 kakas,
21 napos ¢letkor) ¢és tojotyukot (Tetra SL, 49 hetes ¢életkor, atlagos
napi tojastermelés =90%) alkalmaztam. A mikotoxinok egyéni
hatasainak vizsgalatakor (n=78) a T-2/HT-2 toxin, DON/2-
AcDON/15-AcDON ¢és FB1 mikotoxinokkal mesterségesen
szennyezett takarmannyal etettem az allatokat. A kisérlet 0. napjan
abszolut kontrollként vettiink mintat (n=6). A kisérleti csoportok
kovetkezoképpen alakultak: kontroll csoport (n=18) és kiilonbozd
mikotoxinokkal kezelt 3 db csoport (T-2 toxin: n=18; DON: n=18;
FB1: n=18). Az egyes kisérleti csoportokba tartoz6 madarakat két
alcsoportra (n=9) bontva helyeztiik el a kisérlet helyszinéiil szolgalo
teremben. A multi mikotoxin vizsgalatokban (n=60) a harom napos
akklimatizacios 1dét kovetden 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 tartalmazo,
n=18) ¢és két kiilonbozé mikotoxin mennyiséggel kiegészitett
takarmany etetésével (n=36).



2.3 Biokémiai vizsgalatok

A CD-ek és CT-ek meghatarozasa a majmintak lipid tartalmanak
2,2 4-trimetil-pentdnban val6 kivonésat kdvetéen az abszorpcids
spektrum (CD: 232 nm; CT: 268 nm) alapjan tortént.

A MDA koncentraciot savanyt kozegben, magas hémérsékleten valo
komplex képzéssel, 2-tiobarbitursavval hatdroztam meg. Az
abszorbancia mérése a feliiluszobol a reagens vakkal szemben 535 nm
hulldamhosszon tortént.

Sedlak és Lindsay (1968) modszerével végeztem. A mddszer alapja a
glutation szabad SH- csoportjanak szulthidril-reaktiv vegyiilettel valo
szines komplexképzo reakcioja.

A GPx aktivitds meghatarozasanak alapja, hogy a GSH a GPx enzim
hatdsara glutation-diszulfidda oxidaloédik reaktiv oxigéngyokok
jelenlétében. A GSH mennyiségének csokkenését 5,5-ditiobis-(2-
nitro-benzoesav) -val képzett komplex fényelnyelésének 412 nm
hullamhosszon tortént abszorbancia mérésével hataroztam meg.

2.3 Génexpresszios vizsgalatok
2.3.1 RNS tisztitas és reverz transzkripcio

A kisérleti allatok majmintaibol NucleoZOL reagenssel teljes RNS-t
tisztitottam, majd a genomi DNS szennyezddést DNaz 1 kezeléssel
tavolitottam el. Az RNS-bdl kezelési csoportonként poolokat hoztam
létre, egyedenként azonos mennyiségii RNS-bdl (n=6), majd 1000 ng
poolozott RNS-bdl random nonamerrel (9-mer) reverz transzkripcid
soran cDNS-t készitettem, amelybdl a qPCR méréseket végeztem.

2.3.2 Real-time PCR vizsgdlatok

A GPX4, a GSS, a GSR, az Nrf2 és Keapl célgének, valamint a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) belsé (héaztartasi)
kontroll gén expresszigjat real-time PCR-rel, duplex qPCR
modszerrel hataroztam meg. A vizsgalatokhoz felhasznalt primereket
a szakirodalom alapjan valasztottam ki. A mérésekhez a Step One
Plus™ Real-Time PCR késziiléket hasznaltam. Minden mérés
alkalmaval primer paronként beallitottam egy non-template kontrollt
is. A qPCR hémérsékleti profil a kdvetkezd volt: a GPX4, GSS, GSR
¢és Keapl génekre 95 °C 10 perc elddenaturacio, 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 elddenaturacio, 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
extenzio-1épésének végeén.
2.3.3 Real-time PCR eredmények kiértékelése

A PCR termék specifitasdit €s a primer dimerek jelenlétét
gélelektroforézis és olvadasi gorbe (melting-curve) analizis
segitségével ellendriztem. A Ct értékeket a cél- és kontroll gének
esetén is a StepOne™/ StepOnePlus™ (v2.2) szoftverrel hatdroztam
meg ¢és szamitottam ki a delta Ct (ACt) és a delta-delta Ct értékeket (-
AACY), végiil az RQ (relativ kvantifikicio; RQ = 2"244CY) értékeket.

2.4 Statisztikai értékelés

A kisérleti eredmények statisztikai értékeléséhez leird statisztikai
szamitasokat, egytényezds varianciaanalizist (ANOVA) végeztem.
Az eredmények normal eloszladsat Kolmogorov-Smirnov teszttel, a
variancia homogenitasat pedig Bartlett teszttel ellendriztem. A
szamitasok GraphPad Prism 7.0 szoftverrel torténtek.



3 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

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

Elso6 1épésként az egyes mikotoxinokkal egyéni vizsgalatot végeztem,
amelynek soran felmértem a T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-
AcDON ¢s a FB1 terhelés soran a lipidperoxidacids 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
(1. tablazat).

1. tablazat: A kisérlet soran etetett takarmanyok mért mikotoxin tartalma az egyes
csoportokban (mg/kg takarmany)

DON/3-
Kisérleti csoport T-2/HT-2 AcDON/15- FBI
AcDON
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

Az eredmények alapjan a vizsgalt mikotoxinok egyike sem inditott el
szamottevd mértéki lipidperoxidaciot. Ennek alapjan feltehetd, hogy
az alkalmazott dozis még enyhe oxidativ stresszt sem idézett eld
tojotyukok majaban rovidtava (72 6ra) terhelés soran. Ezzel szemben
mindhdrom vizsgalt mikotoxin hatasara a lipidperoxidaci6 iniciacios
szakaszat jelz6 CD mennyiségének szignifikans csokkenése, a
DON/3-AcDON/15-AcDON hatasara pedig a lipidperoxidacid
terminacios szakaszat jelz6 MDA koncentracio jelentds csokkenése
volt megfigyelhet6. Ezeknek a csokkent értékeknek hatterében a
mikotoxin expozicid hatdsara a majszoveti lipidek zsirsav-
Osszetételének valtozasa allhat.

A glutation redox rendszer markerei, a GSH mennyisége és a GPx
aktivitasa szintén csokkent a kontrollhoz képest a vizsgalat végén a
FB1 hataséara, mig a T-2/HT-2 toxin és a DON/3-AcDON/15-AcDON
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esetében nem tapasztaltam valtozast. Ez a kiilonbség feltehetden a
glutation redox rendszer gyors aktivalédasanak volt koszonhetd FB1
hat4sara, amely hatékonyan gatolta ugyan a lipidperoxidaciot, de
egyuttal a glutation redox rendszer gyors kimeriilését eredményezte.
Ennek alapjan tigy tlinik, hogy nem allt rendelkezésre elegendd id6 a
GPx poszttranszlacios aktivalasara. A GSH tartalom csokkenése
ugyanakkor csokkenti a GPx aktivitasat is, 1évén az enzim ko-
szubsztraja, igy annak hidnyaban annak aktivitdsa is csokken. A
DON/3-AcDON/15-AcDON, valamint a T-2/HT-2 toxin az
alkalmazott dozisban ugyanakkor nem befolyasolta érdemben a
glutation redox rendszert, feltehetden az oxidativ stressz hidnya miatt.

A mikotoxin expozicio eredményeként ugyanakkor szignifikans
mértéklt  kiillonbségeket taldltam a glutation redox rendszert
szabalyozd gének relativ expresszidjaban. A GPX4 indukcio volt
detektalhatd a T-2/HT-2 toxinnal és a DON/3-AcDON/15-AcDON-
nal terhelt csoportokban 24 6ras mikotoxin expozicié utdn, 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 génexpresszids szinten gyorsan aktivaltdk az
antioxidans  védekezd rendszert, megakadalyozva ezzel a
lipidperoxidacios 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 mértéki
ROS képzddést, azaz redox valtozasokat idéz eld a sejtekben. A GSS
gén relativ expresszidja azonban nétt tojotyukok majaban a 2. napon
az FB1-terhelt csoportban ¢s a 3. napon T-2/HT-2 toxin hatasara. Ez
a valtozas Osszefiiggésben lehet a GSH tartalom csokkenésével FB1
hat4séra a 3. napon, ami arra utal, hogy a GSS génexpresszio fehérje,
azaz enzimaktivitas, szinten csak késobb jelentkezik. A Keapl-Nrf2
szabalyozasi tUtvonalban szerepet jatszo gének génexpresszios
valtozasa a 2. és 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 hatasara kovetkezett be legkorabban és legnagyobb
mértékben redox valtozas a sejtben, 1évén a Keapl redox szenzitiv
fehérje. Az Nrf2 mésodik napon megfigyelt ndvekedése mindharom
kezelt csoportban az oxidativ stressz hierarchikus modellje alapjan
arra utal, hogy az alkalmazott do6zisok mellett alacsony mennyiségii
ROS képzdédott a tojotytkok méjdban. Az Nrf2 indukcidjaval
keletkezett Nrf2 fehérje bejut a sejtmagba ¢és az Nrf2-ARE ttvonalon



keresztlil aktivdlja az antioxiddans gének expresszigjat, amely
magyarazhatja a GPX4 fokozott expressziojat.

Az eredmények arra utalnak, hogy a révid tdva mikotoxin-expozicid
elérte néhany, de nem mindegyik altalam vizsgalt antioxidans gén
expresszidja aktivalasanak kiiszobét, amely a 3 napos vizsgalat sordn
csak mRNS-szinten volt kimutathatd, de fehérje expresszid, azaz
enzimaktivitas szinten még nem.



3.2 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1
terhelés rovidtava egyiittes hatasanak vizsgalata tojotyukban

A Kkisérlet 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
felelds gének expresszidjara. Az oxidativ stressz hatdsara kialakulo
lipidperoxidacids folyamatok felmérésére mértem annak iniciacids és
terminaciés szakaszainak markereit. A takarmanyok mikotoxin
tartalmat a 2. tablazatban tiintettem fel, azok laboratériumi mérési
eredményei alapjan.

2. tablazat A kisérlet soran etetett takarmanyok mért mikotoxin tartalma az egyes
csoportokban (mg/kg takarmany)

DON/3-
Kisérleti csoport T-2/HT-2 AcDON/15- FBI
AcDON
Kontroll <0,02 <0,02 <0,02
Alacsony dézis 0,26/0,36 | 4,78/0,59/1,55 19,21
Kbézepes dozis 0,43/0,31 | 9,11/0,09/0,06 41,20

A multi-mikotoxin expozici6 hatasdra bekdvetkezd biokémiai
valtozasok alapjan levonhatd az a kovetkeztetés, hogy tojotyukok
majaban lipidperoxidacios folyamatok indukaldédtak, amit annak
termindcios szakaszaban keletkezd metastabil végtermék, az MDA,
mennyiségének valtozasaval bizonyitottam a kisérlet els6 napjan. Az
eltérés azonban csak az alacsony dozissal terhelt csoportban
jelentkezett, azaz nem mutatott dozisfiiggd Osszefliggést. Ennek oka
az lehetett, hogy a mikotoxinok kisebb mennyisége gyorsabban és
hatékonyabban szivodott fel a bélcsatornabol, a nagyobb dozis
hatdsara azonban feltételezhetden a membrancsatornak telitédése
miatt ezek a folyamatok lassabban kovetkeztek be. A kovetkezd két
napban ez a lipidperoxidacids marker a kontroll szintre cskkent, ami
az antioxidans védelem korai aktivaloédasat jelzi, hatékonyan gatolva
a tovabbi lipidperoxidaciot. Ez az eredmény korai ROS képzddésre és
lipidperoxidaciéra utal, foképp a vizsgalt mikotoxinoknak az EU
javaslati  hatarértékeivel  megegyez0  szennyezési  szintek
alkalmazasakor. A korai ROS képzddés ¢és a lipidek peroxidacioja
aktivalta az antioxiddns glutation redox rendszert, amit a
megnovekedett GSH mennyiség ¢s a GPx aktivitds tdmasztott ala az
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alacsony dodzissal terhelt csoportokban a kisérlet els6 napjan. Ezek a
valtozasok az alacsony dozisban mikotoxinokkal szennyezett
takarmanyok etetése sordn voltak megfigyelhetéek (EU javaslati
hatarértékeket alkalmazva), ami viszont arra utal, hogy az egyes
mikotoxinok kozott szinergista hatas allhat fenn az antioxidans
rendszer aktivalasa tekintetében. Ezt tdmasztjak ald 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 FB1 szintén nem
novelte a glutation redox rendszer mennyiségét (GSH) vagy
aktivitasat (GPx).

A GPX4, GSS és GSR gének relativ expresszidja 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 expozicid
redox valtozasokat indukalt a sejtekben ROS képzddés révén, ami
aktivalta az antioxidans fehérjéket kodold gének expresszidjat.
Ezeknek a géneknek fokozott mértékii expresszidja azonban nem
nyilvanult meg fehérje szinten (GSH ¢és GPx) a kozepes dozissal
terhelt csoport esetében. Az eredmények alapjan iddbeli eltolodasra
lehet kovetkeztetni a gének megnovekedett mértékii expresszidja €s a
GSH ¢s a GPx szintézisére gyakorolt hatas kozott, amely a
fehérjeszintézishez sziikséges teljes idétartamot figyelembe véve
egyértelmiinek tlinik. A génexpressziés vizsgdlat eredményei
ugyanakkor alatdmasztottak azt a hipotézist, hogy a kisebb dozisban
alkalmazott mikotoxin kombindci6 hamarabb szivodik fel és éri el a
majat, mint a nagyobb mennyiség. Ez lehetett az oka annak, hogy a
kozepes dozissal kezelt csoportokban annak hatasara az elsé napon
csak génexpresszios valtozasokat lehetett mérni, amely fehérje
expresszio szinten még nem jelentkezett. Az antioxidans enzimek
génjeinek expresszioja a harmadik napra megnovekedett az alacsony
dézist mikotoxin expozicido kovetkeztében, amit a mikotoxinok
metabolizacioja idézhet eld, mert ennek soran tovabbi ROS képzddés
is bekovetkezhetett. Az alkalmazott mikotoxin kombinacié sem
alacsony, sem kozepes ddzisban nem aktivalta a Keapl/Nrf2/ARE
utvonalat. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a kialakult oxidativ
stressz mértéke nem érte el azt a szintet a mdjban, amelynek hatasara
bekovetkezett volna az antioxidans valaszelem aktivacidja a vizsgalt
iddtartam (72 ora) alatt, vagy a hierarchikus oxidativ stressz modell
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alapjan atlépett egy olyan kiiszobértéket, amelynek hatdsara mar nem
elsésorban az Nrf2-ARE ttvonal aktivalodasa kovetkezett be.

A valtozasok tobbsége az alacsony dozissal terhelt csoportban volt
megfigyelhetd, amibdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a 3 napos multi-
mikotoxin expozicid soran a Fusarium mikotoxinok kozott
szinergista hatds van az antioxidans enzimek génexpresszids szintli
aktivacidjanak, illetve a glutation redox rendszer egyes tagjainak
mennyisége/aktivitasa tekintetében.
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3.3 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON terhelés
rovidtava egyiittes hatasanak vizsgalata tojotyukban

A két trichotecén-vazas fuzariotoxin egyiittes hatasat is
megvizsgaltam a FB1 nélkiil a glutation redox rendszer egyes
elemeire, valamint a rendszer szabalyozéasaért felelés gének
expressziojara tojotyuakokban. Az oxidativ stressz kialakuldsanak
felmérésére mértem a lipidperoxidacidés folyamatok iniciacios és
termindcios szakaszdnak markereit. A kezelésekhez felhasznalt
takarmanyok mikotoxin tartalmat a 3. tadblazatban tiintettem fel a
mesterségesen szennyezett takarmany mikotoxin tartalmanak
laboratoriumi mérési eredményei alapjan.

3. tablazat A kisérlet soran etetett takarmanyok mért mikotoxin tartalma az egyes
csoportokban (mg/kg takarmany)

DON/3-
Kisérleti csoport T-2/HT-2 AcDON/15- FBI
AcDON
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

A trichotecén-vazas mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON, kozos
tulajdonsaga, hogy szerkezetiikre jellemzd az epoxi csoport jelenléte,
amely miatt kiilondsen reaktivak, igy képesek ROS képzddést
indukalni. Ugyanakkor kevés rovid tavu gazdasagi allatokkal végzett
kisérlet ismert, amelyekben a trichotecén-vazas mikotoxinokat egyiitt
alkalmaztak.

A lipidperoxidacios folyamatok kezdetét jelz6 markerek mennyisége
a multi-mikotoxin terhelés hatdsara csokkent a kisérlet elsd napjan,
amely a késdbbiekben kozel azonos volt, mint a kontroll értéke. Az itt
megfigyelt tendencidk hasonléak voltak a korabbi, tojotyakokkal
végzett a mikotoxinokat egyedileg alkalmazott kisérletemben
tapasztaltakhoz. A lipidperoxidacios folyamatok terminacios
szakaszat jelzo6 MDA koncentracidja a 2. napon mutatott nagyobb
érteket a kontrollhoz viszonyitva az alacsony dozissal terhelt
csoportban. Ennek a valtozasnak a hatterében a lipidperoxidacios
folyamatok fokozodasa allhat, amely ndvelte a MDA tartalmat a 2.

12



napon mar az EU javaslati hatarértékkel megegyezd dozisok
alkalmazasanal.

A multi-mikotoxin vizsgalat sordn a tojotytikok majanak glutation
redox allapotaban is mértem valtozast, amelyet a MDA tartalom
novekedésére, azaz a lipidperoxidaciora adott antioxidans valaszként
értékeltem. A GSH tartalom szignifikans mértékben nagyobb volt a
kisérlet els6 két napjan a kozepes dozis hatdsara, ahogyan a GPx
aktivitas tekintetében is hasonld valtozas jelentkezett ugyanebben a
kisérleti csoportban. A mikotoxin terhelés 72. o6rdjadban a kezelt
csoportok értékei visszatértek a kontroll csoportban mért szintekre.
Az elézbleg bemutatott DON és T-2 toxin egyéni hatdsvizsgalatban
viszont nem mértem a glutation redox rendszer markereinek
valtozasat, emiatt az antioxidans rendszer aktivacidja tekintetében
szinergista kdlcsOnhatdsra kovetkeztettem.

A glutation redox rendszer szabalyozasaban a T-2 toxin és a DON
terhelés szignifikdns mértéki idézett el6. A GPX4 génexpresszidja
csokkent az alacsony dézissal 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 korabban elvégzett egyedi mikotoxinokkal végzett
kisérletben a T-2/HT-2 toxin hatdsara a kisérlet végén a GSS gén
expressziojanak  novekedését mértem, ennek alapjan a
kombindcioban alkalmazott T-2/HT-2 toxin és DON/3-AcDON/15-
AcDON expozicio a GSS gén aktivacidja tekintetében antagonista
hatasként feltételezhetd. A Keapl és Nrf2 gének expresszioja az elsé
¢s masodik napon azonos mértékben ¢és iranyban valtozott a kozepes
dozis hatdsara. A vizsgalat végére viszont fokozott mértekii Nrf2
génexpressziot mértem, mig a Keapl gén esetében nem tapasztaltam
eltérést.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 3 napos Fusarium
multi-mikotoxin  expozici6  feltehetéen = ROS  képzddést
eredményezett, amely egyiittes hatdsaik révén a glutation redox
rendszer aktivalasaban mutatkozott meg. A masodik napon kialakult
oxidativ stresszt, amely lipidperoxidacios folyamatokat inditott el a
tojotyukok majaban a glutation redox rendszer a 3. napra haté¢konyan
eliminalta.
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3.4 T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és fumonizin B1
terhelés rovidtavu egyiittes hatasanak vizsgalata
brojlercsirkében

In vivo modellként brojlercsirkét valasztottam, mert az Europai Unid
baromfihus termelésének legjelentdsebb hanyadat a vagocsirke teszi
ki. Az alkalmazott mikotoxin do6zisok megegyeztek az el6z6
kisérletben leirtakkal. A takarmanyok mért mikotoxin tartalmat a 4.
tablazatban tiintettem fel.

4. tablazat A kisérlet soran etetett takarmanyok mért mikotoxin tartalma az egyes
csoportokban (mg/kg takarmany)

DON/3-
Kisérleti csoport T-2/HT-2 AcDON/15- FBI
AcDON
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

A brojlercsirkékkel folytatott, 3 napig tartdé multi-mikotoxin
terheléses kisérlet soran dozisfliggo, kismértékl
takarmanyvisszautasitdst mértem, amely a trichotecén-vazas
mikotoxinok jol ismert hatdsa. Ez a hatas még a FB1-gyel kombinalva
is mérhetd volt. A lipidperoxidacids folyamatok iniciacios szakaszat
jelzé CT-ek mennyisége nétt az elsO napon az alacsony multi-
mikotoxin terhelés hatasara. A kisérlet végére azonban ez a kezdetben
nagyobb koncentraci6 mar csokkent a kontroll értékekhez képest. Ez
az eredmény arra utal, hogy mar az elsé napon lipidperoxidacios
folyamatok aktivaloédhattak a brojlercsirkék majaban, a 3. napra
viszont a folyamat soran keletkezd oxidalodott zsirsavak, valamint a
maj membran lipid-zsirsav Osszetételének valtozasa miatt csokkent a
lipidperoxidacio, feltehetden az oxidaciora kiilondsen hajlamos
tobbszorosen telitetlen zsirsavak mennyiségének csokkenése miatt. A
lipidperoxidéacios folyamatok iniciacids féazisanak markereihez
hasonlé valtozasok voltak kimutathatok a glutation redox rendszer
elemeinek valtozasaban is. Az elsé napon oxidativ stressz alakult ki,
amely lipidperoxidacios folyamatokhoz vezetett. Az MDA tartalom
ugyanakkor nem véltozott ebben az idészakban, ami arra utal, hogy a
lipidperoxidaciés folyamatok feltételezhetéen nem jutottak el a
terminacids szakaszba, mert az antioxidans rendszer eliminalta a
képz6do oxigén szabadgyokoket, ezzel megakadalyozva lancreakcio
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kialakulasat. A kisérleti idészak végére emellett a megvaltozott
zsirsav-0sszetétel miatt feltehetden kevesebb lipid hidroperoxid is
termelddott, igy a csokkend oxidativ stressz miatt csokkent a GSH
mennyisége, €¢s a GPx aktivitasa is.

Szignifikdns mértéki kiilonbségeket tapasztaltam a génexpresszids
értekekben is, amely valamennyi vizsgalt gén esetén hasonlo
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
génexpresszidja a kisérlet kezdetén nagyobb volt, de nem az alacsony,
hanem a kozepes dozissal kezelt csoportban. Peptid (GSH) szinten
ugyanakkor nem volt valtozas. A relativ génexpresszio ezek szerint a
kozepes dozissal terhelt csoportban is indukalddott, de az oxidativ
stressz mértéke ebben a csoportban még nem ért el olyan szintet,
amely aktivalta volna az antioxidans, ezen beliil a glutation redox
rendszer, altalam vizsgalt elemeit. A glutation-diszulfid (GSSG)
dozissal kezelt csoportban, ugyanakkor ebben az idépontban a GSH
tartalom csokkenését mértem, igy ez a novekedés 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 iranyban valtozott az
alkalmazott dézisok 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 a koradbbiakban mdr utaltam, az Nrf2 gén esetében
Osszefiiggésben van a kontroll csoportban mért kiemelkedden nagy
értekkel. Amennyiben ettdl a valtozastol eltekintiink, ugy az Nrf2 gén
expresszioja tendenciaszeriien ¢és folyamatosan nétt a mikotoxin-
terhelésben részesiilt csoportokban a kisérlet teljes idotartama alatt. A
Keap-1/Nrf2 szabalyozasi utvonal aktivalodasa mindkét mikotoxin
dozis esetén kismértékii oxidativ stresszre utal.

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a 3 napos Fusarium
multi-mikotoxin expozicid ROS képzddést eredményezett, amelyre
mindkét dozissal kezelt csoportban génexpresszios szinten hatarozott
valasz volt kimutathatd. A génexpresszids valtozasok azonban nem
mutattak osszefliggést a GSH mennyiségével és a GPx aktivitasaval.
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3.5 Emelt dozisu T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-AcDON és
fumonizin B1 terhelés rovidtavu egyiittes hatasanak vizsgalata
brojlercsirkében

A 21 napos brojlercsirkékkel végzett etetéses kisérlet soran az
Eurdpai Uni6 altal javasolt hatarértékek négyszeres mennyiségét
alkalmaztam annak érdekében, hogy az el6zé kisérletben
tapasztaltaknal nagyobb mértékii valtozasokat kapjak. A kisérletes
szennyezéshez felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalmat a 5.
tablazatban tiintettem fel, a szennyezett takarmany mikotoxin
tartalménak laboratoriumi vizsgalati eredményei alapjan.

5. tablazat A kisérlet soran etetett takarmanyok mért mikotoxin tartalma az egyes
csoportokban (mg/kg takarmany)

DON/3-
Kisérleti csoport T-2/HT-2 AcDON/15- FBI
AcDON
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

A lipidperoxidacids folyamatok inicidcios szakaszat jelzé6 CD
mennyisége a 48. draban szignifikdnsan kisebb volt az EU javaslati
hatarértékekkel megegyezé dozisok alkalmazasakor a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Ennek a csokkenésnek a hatterében a
mikotoxin terhelés hatdsara a majszovet lipid-zsirsav dsszetételében
bekovetkezd valtozas allhat. Az MDA koncentracidja a kontrollhoz
viszonyitva szintén csokkent a mikotoxinokkal szennyezett
takarmany etetését kovetd 72. 6raban az alacsony dozissal kezelt
csoportban. Ez az eredmény is alatdmasztja azt, a CD esetében leirt,
feltételezésemet, amely szerint a mikotoxin terhelés dozisfiiggden
befolyadsolja a majszovet zsirsav-Osszetételét. Ennek révén
befolyasolta a lipidperoxidacios folyamatok intenzitdsat, amely a 48.
oraban még csak a folyamat inicidcios szakaszat jelz6 CD, mig egy
nappal késobb mar a termindcios szakaszra utalo MDA
koncentracioban is kimutathato volt.

A GSH mennyisége és 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
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mértékill mikotoxin terhelés hatdsdra mérsékelt oxidativ stressz alakult
ki, amelynek hatdséara aktivalodott a glutation redox rendszer, amely
azonban csak a vérplazmaban volt kimutathatd. A méajban ugyanakkor
a GSH mennyisége ¢s a GPx aktivitdsa nem valtozott, ami arra utal,
hogy a multi-mikotoxin terhelés hatasara nem alakult ki olyan
mértékli oxidativ stressz, amely a majban is kimutathaté mértékii
valtozast eredményezett volna.

crer

hogy miért nem tortént meg a glutation redox rendszer aktivacidja
fehérje szinten a majban. A GSS és a GSR génexpresszidja azonban
emelkedést mutatott a kisérlet 48. orajara az alacsony dozissal terhelt
csoportban, amely kismértékli oxidativ stresszre utal. Ez lehet a
magyardzata a GSH tartalom nem szignifikans mértékli valtozadsanak
a majban, amely a GSH szintézisében és redukcidjaban szerepet
jatsz6 enzimeket kodold gének expresszioja szintjén igen, de fehérje,
azaz enzim, szinten mar nem jelentkezett. Az alkalmazott mikotoxin
kombinaci6 magas dozisban csokkentette a Keapl ¢és Nrf2
génexpresszidjait a masodik napon, a harmadik napra viszont
novekedést 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 valaszelem aktivacid, ami viszont fehérje szinten még
nem volt mérhetd a kisérlet rovid iddtartama alatt.
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4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1 Kovetkeztetések

Kisérleteimet az egyes mikotoxinok egyedi hatasvizsgalataval
kezdtem tojotyukokkal a fent emlitett mikotoxinokkal. A rovid tava
(72 ora) 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 hatdsdra mutattak
szignifikans mértékli valtozast, génexpresszid szinten mar az elsd
napon aktivaltdk az antioxidans védelmi rendszert, megakadalyozva
a lipidperoxidaciés folyamatok kialakuldsat. A  kovetkezd
vizsgalatban a harom mikotoxint egyiittesen alkalmaztam és két
dozisban vizsgaltam azok hatasat: alacsony doézisban (EU javaslati
hatarétékekkel megegyez6 mennyiségek) és kozepes dozisban (a
hatarértékek kétszeres mennyiségei). A lipidperoxidacidés és a
glutation redox rendszer tagjainak értékeiben a valtozasok tobbnyire
az alacsony doézissal kezelt csoportban voltak megfigyelhetok, amely
a mikotoxinok kozott fennalld szinergista kolesonhatasra utal. Egy
tovabbi kisérletben két trichotecén-vazas mikotoxin (T-2 toxin, DON)
egyiittes hatdsat vizsgaltam tojotyukban. Az alkalmazott dézisok az
EU javaslatai hatarértékek egyszeres és kétszeres mennyisége voltak.
A harom napos expozicid oxidativ stresszt idézett eld tojotytkok
majaban, amire a lipidperoxidacios folyamatok terminacids fazisaban
keletkez6 malondialdehid tartalom ndvekedése alapjan lehet
kovetkeztetni. Az antioxiddns rendszer aktivaciéja azonban a
kialakult oxidativ stresszt hatékonyan semlegesitette.

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

Kisérleteim eredményei alapjan a vizsgalt mikotoxinok befolyasoltdk
a glutation redox rendszer enzimjeit kodold egyes gének relativ
expressziojat, ez a hatas viszont az altalam elvégzett rovidtavu
kisérletekben nem jelentkezett a redukalt glutation mennyiségének ¢és
a glutation-peroxidaz aktivitdsanak szintjén. A harom napos
kisérletek alatt az oxidativ stressz kialakuldsa az alkalmazott d6zistol
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 Eurdpai Unio altal javasolt hatarértékek alkalmazasanal volt
mérhetd, ezért javasolhatd a hatarértékek feliilvizsgalata.

4.2 Javaslatok

A T-2/HT-2 toxin, a DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s a FB1 rovid tava
hatdsai baromfi esetében csak részben ismertek, a ROS képzddésre
gyakorolt hatasuk pedig ellentmondasos. A vizsgalt mikotoxinok mar
az EU javaslati hatarérté¢kek alkalmazasanal is oxidativ stresszt
okoztak a tojotyukok szervezetében. A keresztszennyezések
gyakorisaga miatt egyre fontosabba valnak az egyiittesen el6forduld
mikotoxinok kolcsonhatasanak kutatdsa. Ennek alapjan, eddigi
eredményeimre alapozva javaslom a kutatdsok folytatasat akar 1j
célgénekkel egyiitt, illetve az altalam vizsgalt gének expresszios
valtozasainak nyomon kovetését mas kémiai szerkezetli mikotoxinok
vonatkozasaban is.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az elvégzett kisérletek alapjan a kdvetkez6 megallapitdsokat tettem
az alkalmazott dozisok és a vizsgalt 24 orés idétartam kapcsan:

1.

Tojotyukokkal végzett rovidtavi (72 ora) etetési kisérlet soran
megallapitottam, hogy a T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-
AcDON ¢s FBI mikotoxinokat az EU altal javasolt hatarérték
mennyiségben egyiittesen alkalmazva a majban egyes
lipidperoxidaciés  folyamatok  indukaldédtak, amelyre
valaszként aktivalodott glutation redox rendszer, ami azt
bizonyitja, hogy oxidativ stressz alakult ki. Az egyes vizsgalt
mikotoxinok egyedi hatdsahoz képest a multi-mikotoxin hatés
kifejezettebb volt, ami szinergista kdlcsonhatéasra utal.

Megallapitottam, hogy tojotyakokban vizsgalt Fusarium
toxinok az EU javaslati hatarérték kétszeres mennyiségének
alkalmazasa esetén az egyedi hatasok eltéréek voltak azok
egylittes alkalmazéasanal tapasztaltaktol.

Megallapitottam, hogy T-2/HT-2 toxin ¢és a DON/3-
AcDON/15-AcDON egyiittes hatasai eltéroek 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 hatdsat tojotyukban.

Megallapitottam, hogy brojlercsirkében a T-2/HT-2 toxin,
DON/3-AcDON/15-AcDON ¢s FB1 mikotoxinok egyiittes
expresszioja az EU javaslati hatarérték egyszeres és kétszeres
mennyisége esetén is novekedett, ami mérsékelt oxidativ
stressz kialakuldséra utal.

Megallapitottam, hogy T-2/HT-2 toxin, DON/3-AcDON/15-
AcDON ¢és FBI mikotoxinok az EU javaslati értékeinek
négyszeres mennyiségének alkalmazasdnak hatasidra a
brojlercsirkék vérplazmajaban nott a glutation redox rendszer
mennyisége/aktivitasa, amelynek hatterében az Nrf2 gén
aktivacioja allhat a majban.
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