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1. AKUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A mikotoxinok, amelyek a penészgombéak méasodlagos metabolitjai,
stlyos allategészségiigyi problémakkal hozhatok 0Osszefliggésbe. Eddig
hozzavetélegesen 400 mikotoxin metabolit azonositdsa tortént meg; a
legfontosabb  penészgomba nemzettségek a Fuzarium, Aspergillus,
Penicillium és az Alternaria. Vilagszerte a leggyakrabban eléfordulo
mikotoxinok a Fuzarium toxinok, kuléndésen a fumonizin B; (FBj), a
deoxinivalenol (DON) és a zearalenon (ZEN).

A mikotoxinok szabalyozasa mar a vildg szamos pontjan elétérbe
kerllt, de a szablyozas alapjan ad6 kockazatbecslések a mikotoxinok 6nall6
hatasénak vizsgalata alapjan torténnek. Csupén az utobbi évtizedben véltozott
meg ez az irdnyvonal, nevezetesen az egyiittesen eléforduld mikotoxinok és
azok kolcsonhatasa keriilt a kutatdsok kozéppontjaba. A mikotoxinok
egylittes el6fordulasat $zamos tanulmany alatdmasztja. A
keresztszennyezettség a mintak 70-100%-aban el6fordul. Egy ujabban
készllt felmérés szerint a vizsgalt mintaknak legalabb az 50%-aban jelen volt
a DON, a fumonizinek (FUMs) és a ZEN. Europaban a FB;1, a DON és a
ZEN a leggyakrabban eléfordulé mikotoxinok. Ennek ellenére a FB;, DON
¢és ZEN egyiittes hatasarol ismereteink nem olyan széleskoriiek, mint az
aflatoxin B; (AFB;) vagy az ochratoxin A (OTA) esetében.

A FB;, DON és ZEN egyiittes hatasarol nincs in vivo kisérletekbol
szarmazd informacionk. In vitro vizsgalatok eredményeir6l van mar egy
kevés szamu tanulmany, a kombinalt genotoxicitas (comet assay modszerrel)
azonban még nem vizsgalt tertlet.

A mikotoxinok egyik f6 hatdsmechanizmusa az oxidativ stresszhez
kotheté. Ez irdnyitotta a kutatok figyelmét azirdnyba, hogy szamos
gyogynoveny lehetseges protektiv hatasat megvizsgaljak a mikotoxinokkal
végzett kisérletek sordn. Az oxidativ stressz kivaltasan tal, a mikotoxinok

leggyakoribb célszervei a maj és a vese. Néhany gydgyndvénynek ismert a
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méaj és vese funkcidit tamogatdé hatdasa mikotoxin terhelést kovetden. A
Carduus marianus novényfaj, amely az Asteraceae csalad tagja, ismert

majvedsd, illetve antioxidas hatasu.



A kutatomunka soran kittizott céljaink a kovetkezdk voltak:

1)

2)

3.)

Megvizsgalni az alacsony dozisu FB;, DON és ZEN 6nallo, illetve
kombinécidban Kkifejtett hatasat baknyulakban, kifejezetten a
szaporodasbioldgiai folyamatokra fokuszalva.

Meghatarozni a viszonylag magas dézisu (10 mg/takarmany kg)
DON expozicid hatdsat novendék nyulakban a termelési
paraméterekre, egyes Vvér és immunologiai paraméterekre, a
korszovettani  elvaltozasokra, az oxidativ statuszra es a
genotoxicitasra. Tovabbi célom volt meghatarozni a Carduus
marianus gyogynovény lehetséges protektiv hatdasdt DON
expozicio soran.

50%-kal csokkenti az ¢él6 sejtek szamat (ICsp, half maximal
inhibitory concentration) citotoxicitas tesztben, egészséges
sertésekbdl  izolalt  limfocitdkat  alkalmazva.  Tovabba
megvizsgalnik két, majd a harom toxin kombinalt hatasat, cito-és

genotoxicitas tesztekben.



2. ANYAG ES MODSZER

A két in vivo Kisérletinkben Pannon fehér nyulakat hasznaltunk. A
Kisérleti takarményok mikotoxin szennyezésére Fusarium verticillioides
(NRRL 20960; FB;) és Fusarium graminearum (NRRL 5883; DON, ZEN)
torzseket alkalmaztunk. A masodik alkalommal végzett allatkisérletben, F.
graminearum IFA 77 torzset hasznéltunk, amelynek a tenyésztése soran
280C-o0s inkubacidt alkalmazva csak DON termelodott, mellozve a ZEN
termel6dést. Mindkét kisérletben, a mortalitast és a morbiditast naponta
ellendriztiik, mig a takarméanyfelvételt és a testtomeget hetente mértiik. Az
allatkisérleteket a Somogy Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-
biztonsagi és Foldhivatali Féosztalya engedélyezte a aldbbi nyilvantartési
szamon: SOI/31/1679-11/2014. A takarmanyok mikotoxin és szilibinin
koncentraciojat LC-MS készulékkel (Shimadzu Prominence UFLC, LC-MS-
2020, Shimadzu, Kyoto, Japén) ellendriztiik.

Az in vitro vizsgalatok soran sertésb6l izolalt limfocitakat
hasznaltunk, melyek kisérleti végpontja a cito- (CCK-8; cell counting Kit —

sejtszamlald préba) és genotoxicitas (comet assay) megallapitasa volt.

2.1 A FB1, DON és ZEN hatasa baknyulakban

Célunk volt meghatarozni a FB;, DON és ZEN o6nallé és ezek
kombinaciéban kifejtett hatasat baknyulakban, kulonds tekintettel a
mikotoxinok reprodukcios folyamatokra kifejtett hatasara.

A 24 hetes baknyulakat (n=60, 4,0+0,5 kg) egyedileg helyeztiik el. A
baknyulak ad libitum fogyaszthattdk a takarmanyt, és ivoviz is folyamatosan
rendelkezésukre allt.

Négy kezelést alkalmaztunk: kontrol (C, toxinnal nem szennyezett
takarmany), F (5 mg/takarmany kg FB;), DZ (1 mg/takarmany kg DON +
0,25 mg/takarmany kg ZEN), FDZ (5 mg/takarmény kg FB; + 1
mg/takarmany kg DON + 0,25 mg/takarméany kg ZEN).
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A kisérlet 30. és 60. napjan ver- és spermamintakat vettlink
(n=15/csoport), és elvégeztik a GnRH (gonadotropin-releasing hormone)
tesztet (n=6/csoport; vérvétel 0, 15, 50, 75, 90 és 115 perccel a GnRH
kezelést kovetéen) a tesztoszteron termelés nyomonkdvetése céljabol. A
vermintakbol meghataroztuk a klinikai-kémiai paramétereket és az
antioxidans statuszt (malondialdehid [MDA], redukalt glutation [GSH] és
glutation-peroxidaz [GPx]), illetve comet assay vizsgalatot végeztiink. Az
antioxidans statusz paraméterei a vorosveértest hemolizatumbol (RBCH) és a
plazmabol is meghatérozasra kertltek. A malondialdehid, illetve a konjugalt
diének (CD) és triének (CT) koncentracidjat a maj homogenizatumokbol
mértik meg.

A spermatoldgiai  vizsgalatok a  kovetkezd  paraméterek
meghatarozasat jelentette: pH, spermiumok koncentracidja (Neubauer
sejtszamlalé kamra), motilitds, morfoldgia (nativ és festett) és acrosoma
integritdas  (SpermacTM  festés). A motilitdst spermium analizator
(MedealabTM Casa System) segitsegével végeztik.

A comet assay vizsgalatok céljabdl a kisérlet 60. napjan spermat
gyijtottiink (n=15/csoport). A vizsgalatban human spermiumokra kidolgozott
modszert alkalmaztunk, néhany moédositassal. Az ondé mosasat kdvetéen a
spermiumokat mikroszkop lemezre agyaztuk, majd lizist hajtottunk végre.
Elektroforézist kovetden a lemezeket lemostuk, szaritottuk és ethidium-
bromiddal (EtBr) festettiik. Az elkészitett targylemezeken az elvaltozasokat
fluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik. A “comet” értékeket ‘0 (nincs
elvaltozas), “1°, 2°, 3* és ‘4’ (legsulyosabb elvaltozast mutatd sejt)
osztalyozassal értekeltik a DNS ké&rosodas mértéke és a fej/farok elvaltozasa
alapjan.

A Kkisérlet végén (65. nap) az allatokat bdditas utan elvéreztettiik.
Lemértiik a maj, vesék, herék és a lép tomegét, leirtuk a makroszkopikus

elvaltozasokat, illetve mintakat gyiijtottiink korszovettani vizsgalatokhoz.
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A tesztoszteron koncentracié és a spermatologiai paraméterek
meghatarozasa az Allatorvostudomanyi Egyetemen (Budapest) tortént, mig
az antioxidans statuszra vonatkozo vizsgélatokat a Szent Istvan Egyetem
Mezbgazdasag- és Kdrnyezettudomanyi Karanak laboratoriumaban (G6do6l16)
vegezték el. A korszovettani vizsgalatokat az Autopsy Kft. végezte el a
Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium 9/2011. rendelete szerint.

A statisztikai analizist IBM SPSS (20.0 verzio) szoftver segitségével
veégeztiuk. Az adatok feldolgozasa az atlagok ¢sszehasonlitasat (kétmintés T-
proba, egytényezOs variancia analizis, Tukey teszt), a kezelés és az idd
kdzotti interakcié meghatarozasat (GLM) és a korrelécié és az alapstatisztikai
adatok meghatarozésat jelentette. A comet assay estében a khi-négyzet tesztet
kereszttablas adatelemzésre alapoztam.

A lehetséges interakcid-tipusok meghatarozasat Greiner és Oswald
(2011) meta-analizise alapjan végeztuk. Szinergista hatasként értelmeztik, ha
egy adott mikotoxin kombinéacié (FDZ) hatasa meghaladta azt, ami az azt
alkotd egyes vagy parositott (F és DZ) komponensek esetében varhatd volt.
Szintén szinergista hatasként értelmeztiik, ha egy adott kezelés (F vagy DZ)
nem valtott ki mérhetd hatast, de egylittes hatasuk (FDZ) erdsebb volt, mint
az amugy hatdsos kezelésé 6nmagéaban. Additiv hatas alatt azt a jelenséget
értelmeztiik, mikor az egyiittesen hatdo tényezok hatasa az egyes

komponensek egyedi hatasaibol 6sszegzddve szarmaztathat6.

2.2 A DON és a Carduus marianus hatasa névendék nyulakban

A kutatas célja volt megvizsgalni a magas dézisu (10 mg/kg
takarmany) deoxinivalenol hatasat, illetve a C. marianus gyogynovény
lehetséges védo/megeléz6 hatasat ndvendék nyulakban.

A 35 napos nyulakat (n=72) drothalébdl keészilt, szabvanyos
nyulketrecekben helyeztik el (n=3/ketrec, 4 ketrec/csoport) és a kovetkez6
takarmanyozasi csoportokat alakitottuk ki: kontroll (C), amely normal
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alaptakarmanyt fogyasztott; a kontroll takarmanyt fogyaszté csoport
kiegészitve C. marianus ndvénnyel 5 g/kg (H1), illetve 10 g/kg (H2)
dozisban; kontroll takarmanyt fogyasztd6 csoport 10 mg/kg DON
szennyezettséggel (CT); kontroll takarmanyt fogyasztd csoport kiegészitve C.
marianus novénnyel 5 g/kg dozisban, 10 mg/kg DON szennyezettséggel
(H1T); és egy kontroll takarméanyt fogyasztd csoport kiegészitve C. marianus
novennyel 10 g/kg dozisban, 10 mg/kg DON szennyezettséggel (H2T). A C.
marianus novényt a Parceval (Pty) Ltd Gydgyszerészetbol, Dél-Afrikabdl,
por formajaban (magdaralmany) szereztik be.

A 21. napon vért vettiink a fiilvénabdl klinikai-kémiai, hematoldgiai,
immunoldgiai (leukocitak, fagocitalo aktivitds), antioxidans paraméterek
(GPx aktivitds, GSH és MDA koncentracid) meghatarozasa céljabdl,
valamint comet assay teszt elvégzésére. Az antioxidans paramétereket a
vorosvértest hemolizatumbol is meghataroztuk.

A kisérleti nyulaktol vett vérbdl izolalt limfocitakkal comet assay-t
végeztink el. A farok-csdva intenzitast (DNS mennyisége %-ban a farok-
csovaban) Epifluoreszcens mikroszkoppal (B600 TiFL; optimum filter 4; A =
302 nm) és Comet 1V (4.3.1.) szoftverrel értékeltlk.

A 21. napon csoportonként 6 allatot boditast kovetden elvéreztettiink.
Az emészto traktus azonnali eltavolitasat kovetéen szeparéltuk a vékony- és
vakbelet. A vakbél tartalombdl mintat vettiink pH, mikrobiota dsszetétel és a
rovid szenlancu zsirsavak (SCFA) meghatarozéasa céljabol. A mikrobiota
Osszetétel klasszikus mikrobiologiai modszerrel keriilt meghatarozasra. Az
SCFA koncentracidkat gazkromatografias madszerrel mértik.

Mintat vettiink a jejunumbdl (1 cm tavolsagra a Meckel divertikulumtol), az
ileumbdl (1 cm tavolsdgra az ileocekalis billentytitdl), majbol, 1€pbdl,
vesékbdl és a szivbol korszovettani vizsgalatok céljara, illetve a jejunum

kozéps6 szakaszabol a citokinek (IL-1, IL-2, IFN-y) meghatarozésara (rt-RT-



PCR). Az immunoldgiai paraméterek meghatarozéasa az Allatorvostudomanyi
Egyetemen (Budapest) tortént.

A statisztikai analizist IBM SPSS (20.0 verzid) szoftver segitségével
vegeztik (T-proba, egytényezds variancia analizis (ANOVA), Tukey posthoc

teszt). Minden esetben p<0.05 szignifikancia szinten értékeltlink.

2.3 In vitro kisérletek

Az elvégzett kisérletek célja a kdvetkez6 volt: a FB;, DON és ZEN
toxinok ICsp értékének meghatarozasa, illetve ezen toxinok kett6s és harmas
kombinécidban Kkifejtett hatdsanak vizsgalata (cito- és genotoxicitas-comet
assay) sertés limfocitak felhasznalasaval. Az in vitro kisérletekben kémiailag
tiszta mikotoxinokat hasznaltunk, melyeket a Sigma Aldrich Kft.-t6l
vasaroltunk.

A limfocitdkat egészséges sertésekbdl izolaltuk, szamuk a
citotoxicitas tesztben 2x107° sejt/ml, mig a comet assay tesztben 4-5x10"°

sejt/ml volt.

2.3.1. Citotoxicitas vizsgalatok

Citotoxicitas vizsgalatok céljara gyakran hasznaljak a 3-[4,5,
dimethylthiazol-2, -yl]-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) s6t. A
munkank soran az MTT vizoldékony verzidjat hasznaltuk [WST-8; cell
counting kit-8 (CCK-8)]. A CCKS8 sokkal kevésbé mérgez6 a sejtek szamara,
magasabb szenzitivitassal bir és oldhatdsaga kivalo.
A citotoxicitas tesztek soran a sejteket 24, 48 és 72 6ran keresztil inkubaltuk,
96 lyuku teszt lemezeken. Az inkubdcids idok leteltét kovetéen CCK-8
oldatot adagoltunk a sejtekhez, majd azokat tovabbi 4 oran keresztil
inkubaltuk. Az abszorbanciat 450 és 620 nm-en értékeltik Microplate Reader

készulékkel. Az ICsy érték meghatarozasa soran a kovetkez6 koncentracio-



tartomanyokat teszteltiik: 50-150 pg/ml a FBy, 0,07-0,84 pug/ml a DON és 1—
50 pg/ml a ZEN esetében.

A dozisfiiggés vizsgalatara vonatkozéan linearis és nem lineéris
illesztést alkalmaztam, mig az életképességet 50%-ra csokkentd

koncentracio-értéket (1Csp) OriginPro 9.0 szoftverrel szamitottam Kki.

2.3.2. Genotoxicitas vizsgalatok

A genotoxicitas tesztekben izolalast kdvetden a sejtkultarat 100 pl-es
dbzisokban Eppendorf csdvekben osztottuk szét, melyeket egy éjszakan
keresztiil 37°C-on, 5%-0s CO, tenzidban inkubaltunk. Ezt kovetéen a
tesztcsdvekhez adagoltuk a toxin szuszpenziot, majd inkubaltuk azokat
tovabbi 24, 48 és 72 o6ran keresztul. A Horvatovich és mtsai (2013) altal leirt
comet assay modszert kovettlk a tovabbiakban, néhany modositassal. Foszfat
pufferolt fizioldgias soval (PBS) mostuk &t a lemezeket, majd azokat
ethidium bromidba (EtBr) agyaztuk és fluorszcens mikroszkoppal, illetve
Comet IV (4.3.1) szoftverrel értékeltlik. Az analizis soran 100 sejtet
értékeltink gélenként (vagyis 400 sejt/koncentracid). A sejtek besorolasa a
szoftver analizis szerint tortént (farok-cséva intenzitds, azaz a DNS

mennyisége %-ban a farok-csdvaban).

2.3.3. Kombinalt cito-és genotoxicitas tesztek

Az interaktiv hatasok megallapitasa céljabol a mikotoxinok kettds,
illetve harmas keverékének kombinalt hatasat vizsgaltuk, alacsony ddzisban
(ICsp érték alatti). A kettd, illetve harom toxinbodl alld keverékek cito-€s
genotoxicitasanak vizsgalata soran 5 pug/ml (FB1, ZEN) és 0,07 pug/ml (DON)
koncentraciot alkalmaztunk. A masodik genotoxicitas Kisérlet-sorozat
alkalmaval magasabb (de még ICs, érték alatti) koncentraciokat teszteltiink
(25 pg/ml FBy, 0,21 pg/ml DON és 10 upg/ml ZEN). Az alkalmazott



kombinaciok a kovetkezok voltak: DON+FB; (DF), DON+ZEN (D2),
FB1+ZEN (FZ), DON+FB;+ZEN (DFZ).

Azon kisérletekben, ahol kombinaciok fordultak el a valdos mérési
eredményeket varhaté értékkel vetettem 0ssze, a statisztikai eltérések
vizsgalata érdekében. Utobbi értékek szamitasanal a kovetkezé moddon

vontam be az egyes kezelésenként mért csoportatlagokat:

Atlag % (varhato érték mycl+myc2 esetére) = atlag % (mycl) + atlag %
(myc2) — 100% kontroll

Atlag % (varhato érték mycl+myc2+myc3 esetére) = atlag % (mycl) + atlag
% (myc2) + atlag % (myc3) — 100% kontroll

Szo6ras (SD) és standard hiba (SE) kiszamitasa:

SD (varhat6 érték mycl+myc2 esetére) = [(SD mycl)?+ (SD myc2) ]+

SD (vérhat6 érték myc1+ myc2+ myc3 esetére) = [(SD myc1)? + (SD myc2) 2
+ (SD myc3)?] 2

Az eredmények interpretalasa a kovetkez6 modon tortént:

(i) additiv hatast allapitottam meg, ha a mért adatok nem tértek el
szignifikansan a varhato értékektdl;

(i) szinergista hatasnak tekintettem, ha a mért és varhatd értékek
szignifikans eltérést mutattak (a farok-csova intenzitds esetében a mert
értekek magasabbak voltak a becstltnél, és életképesség vonatkozéasaban
ennek ellentettje);

(ili)  antagonista hatasnak tekintettem, ha a mért és varhato értékek
szignifikans eltérést mutattak (a farok-csova intenzitds esetében a mert
értekek alacsonyabbak voltak a becsiltnél, és életkepesség vonatkozasaban

ennek ellentettje).

10



A kuldnbségek igazolasara vagy elvetésére a mert és szamitott adatok

atalgainak vonatkozasaban pératlan T-tesztet alkalmaztam.
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3. EREDMENYEK

3.1 FB;, DON és ZEN hatasa baknyulakban

A takarmany FB; (5 mg/kg), DON (1 mg/kg) és ZEN (0,25 mg/kg)
koncentracidja 169-193 ug FB./tt.kg, 33,7-38,7 pg DON/tt.kg, és 8,5-9,7 ug
ZEN/tt.kg toxinfelvételnek felelt meg. Csak a FB; hatdsat tudtuk
megvizsgalni onalloként, mivel a F. graminearum térzs DON és ZEN toxint
is termel egyidejlileg (ahogyan ez a gyakorlatban is tapasztalhatd). Ezért a
DON és ZEN terhelést egy kezelésként vizsgaltuk, habar kdvetkeztetéseinket
onall6 hatdsaikra vonatkozoan vontuk le. Az interakcié 0Osszes formajat
(additiv, szinergista, antagonista) megfigyelhettiik ebben a kisérletben.

A csoportok kozott nem volt kiillonbség a takarmany felvételben. Nem
volt szignifikans kulonbség a csoportok kozott a testtdmeg vonatkozasaban
sem (12 mérési idopont), a csoportokban az atlagos testtomeg 4252 és 4442 g
volt a kisérlet végén. Nem volt mikotoxikozisra utal6 tiinet megfigyelheto.

A szervek (herék, maj, vesék, lép) kozll csak a l1ép tdmegében volt
szignifikans kulonbség a csoportok kozott (legmagasabb a DZ csoportban,
legalacsonyabb a C csoportban).

Egyik kezelés sem okozott majkéarosodast, funkcidban vald elterést,
amelyet alatamasztottak a fizioldgias ALT, AST, GGT és CREA értékek, a
kdzel azonos méj és vese témegek és a korszovettani elvaltozasok hianya.
Ezek a szervek tolerdnsnak bizonyultak az alacsony dozisu mikotoxin
terhelésre.

Az 0Osszfehérje (TP), a globulin (GLOB) és az 6sszkoleszterin
(tCHOL) koncentracidban enyhe szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a
kezelések kozott. Az adatok a referencia tartomanyokon beliliek voltak.
Egyedil a GLOB koncentracioja volt a hatarérték folétt a C es az FDZ

csoportokban a 30. napon.
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Nem volt interakcio a klinikai kémiai paraméterek esetében, kivéve a
TP és GLOB értékeit. Az azonos csoportokon beliili id6 hatasat minden
csoport esetében megfigyeltiik, de az ALT és a TP esetében nem.

Nem volt kiilonbség az azonos csoportokban a két mintavételi idépont
kozott. A 30. napon a kezelések kdzott nem volt szignifikans kilonbség. A
60. napon a DZ kezelés szignifikdnsan emelkedett GPx aktivitést
eredményezett a vorosvértestekben, illetve magasabb MDA koncentraciot
okozott a vorosvértest hemolizatumban és a plazmaban is, mig a
vérplazmaban mért GSH koncentracio alacsonyabb volt. A tdbbszorosen
telitetlen zsirsavak peroxidacioja soran kialakuld konjugalt diének és triének
koncentracidja  megemelkedett a DZ  kezelésben, a  harmas
toxinkombinéaciéhoz (FDZ) viszonyitva.

A 60. napon, a 75., 90. és a 115. perchen vett mintakban mért
tesztoszteron koncentracié szignifikdnsan kilénbdzott a mikotoxin terhelés
hatasara. Az FDZ csoport allatainak Leydig sejtei szignifikdnsan kevesebb
tesztoszteront szintetizdltak a GnRH kezelésre reagalva a 60. napra,
0sszehasonlitva a tobbi csoport adataival.

Egyik iddpontban sem volt interakcié megfigyelhetd a kezelés és id6 hatasa
vonatkozasaban. Tovabba nem volt az idének hatasa egyik mintavételi idépont
esetében sem.

Nem volt a toxin kezeléseknek hatasa az ond6 pH-jara (atlagosan 6,4-
8,2 minden csoportban), az ond6 mennyiségére (atlagosan 1 ml a
csoportokban), a spermiumok koncentracidjara (2,4 to 2,6 x 10'/ml) és
motilitdsara. A progressziv elérehaladd motilitast mutaté spermiumok aranya
80%-ral (kisérlet kezdete) 67%-ra csokkent az FDZ csoportban a 60. napon,
amely szignifikansan kilonbdzik a masik harom kezelésben mért adatoktol.
Kilénbség volt tapasztalhatd a DZ (66%) és C (80%) csoportok kdzott a

normal morfoldgiat mutaté sejtek aranyaban. A leggyakoribb morfoldgiai
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abnormalitasok a kovetkez6k voltak: abnormalis farok, citoplazma csepp

Az 0sszes toxin kezelés DNS karosodast okozott (comet assay-vel
vizsgalva) és a kezelt sejtek 98,6 (F), 91,6 (DZ) és 91,8%-at (FDZ) 1-t6l 3-ig
terjed6 comet kategériaba soroltuk az értékelés soran. Az 6nallé fumonizin
kezelés szignifikansan kevesebb 0 értéket (sértetlen sejt) eredményezett,
0sszehasonlitva a tobbi csoporttal. A 2-es kategoriat jelent6 “comet” értékek
az F és DZ csoportok allatainak mintaiban volt a leggyakoribb, az FDZ
csoportban az ebbe a kategdriaba sorolt sejtek szama szignifikansan kevesebb
volt. Ez antagonista interakciot jelez a F és DZ csoportok kozott. A comet
egyik toxin kezelésnek sem volt kifejezetten erés genotoxikus hatasa.

Korszovettani vizsgalattal megéllapithaté volt, hogy az F, DZ és FDZ
csoportokban a spermatogenezis intenzitasa 43, 31, illetve 64%-kal csokkent,
melyet a differencialodott spermiumok hianya, az elvékonyodott csirahdm és
a sokmagvu oriassejtek megjelenése (utalva a csirahdm sejtek meidzisaban és
mitozisaban bekovetkezd zavarra) és néhany esetben a spermatogdéniumok
hianya jelzett. Ezek az elvaltozasok kiilonb6zé sulyossaggal (1-3 fokozat)
voltak megfigyelhetdk a here csatornacskakban.

A toxinnal kezelt allatok heréiben a Leydig intersticialis sejtek aranya
és morfologidja nem mutatott szignifikans kilénbséget a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

A |ép Malpighi-féle testjeiben a DZ és FDZ csoportok allatainak
esetében enyhe limfocita Kilrlés (a Malpighi-féle testekbena T és B fiiggd
zonaknak az enyhe elvékonyodasa) volt megfigyelhetd. Ugyanakkor a
limfoblasztok és limfocitdk morfologiaja nem kulénbozétt a kontroll

csoporttol.
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3.2. ADON és a Carduus marianus hatasa névendék nyulakban

A takarményfelvételben, a testttmegben és a testtdmeg
gyarapodasban nem volt szignifikdns kllénbseg tapasztalhatdé. A toxinnal
terhelt nyulak nem mutattak Kklinikai tuneteket, nem volt takarmany
visszautasitas tapasztalhato, illetve nem volt toxinhatasra visszavezethetd
elhullas sem. Nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelheté a ndvényi
Kiegészités hatasara, sem 6nalléan, sem a DON toxinnal kombinalva.

A kontoll csoportban szignifikansan magasabb volt a neutrofil
granulocitdk szama a tobbi csoporthoz képest. Ezzel ellentétben, a monocitak
és az eozinofil granulociték ardnya szignifikansan magasabb volt a toxinnal
kezelt csoportokban, 6sszehasonlitva a kontroll csoporttal.

A szérum o6sszfehérje, albumin, gliukoz, triglicerid, dsszkoleszterin,
karbamid és a kreatinin koncentracioja, csakigy mint az ALT, AST és GGT
aktivitds nem kilonbdzott szignifikdnsan a csoportokban, illetve az
atlagértékek a referencia tartomanyba estek.

A DON toxinnak és a novenyi kiegészitésnek nem volt hatdsa az
allatok antioxidans statuszara.

Nem volt szignifikans kiilonbség megfigyelhetd egyik bél citokin (IL-
1, IL-2 és INF-y) esetében sem. A makrofagok szama és a makrofagok
fagocitalo6 aktivitasa sem kilonbdzott szignifikansan a csoportok kozott.

A DON Kkezelés nem fejtett ki szignifikans hatast a bél és bélboholy
morfologidjara. Mindket csoportban a bél nyalkahartya morfologiaja
normalisnak volt mondhatd, illetve a bélbolyhok epitelidlis rétege érintetlen
volt. A bélbolyhok megvastagodasa és fuzidja csak egyetlen toxinnal kezelt
csoportban volt megfigyelheté, mig meglepé modon, ez az elvaltozds a HT2
csoportba tartozd allatok koziil haromban el6fordult. A bélbolyhok
magassaga és a kriptdk mélysége a duodenumban és jejunumban hasonl6an

alakult mindegyik csoportban. A 6 DON-nal kezelt allat kozil 4 esetében a
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GALT-ban (gut associated lymphoid tissue) a limfoblaszt proliferacidja és
egyidejl apoptdzisa ardnyaban az apoptozis donté mértékiivé valt.

A DON Kkezelés hatasara a lép fehér pulpdjanak centrélis részén, a
Malpighi-féle testekben limfocita kitiriilés volt megfigyelheté, ami kisebb
méretll nyirokszévethez vezetett a kontroll csoporthoz viszonyitva. Ez utobbi,
DON altal kivaltott elvaltozasok Kkialakuldsat az alkalmazott novényi
kiegészités (mindkét koncentracidban) megakadalyozta.

A DON Kkezelés a majsejtek degenerativ elvaltozasa nélkili, enyhe
fibrozist okozott a majban, amelyet a C. marianus Kkiegészités Kkivédett,
jelezve a majvédo hatast.

A DON nem okozott patoldgias elvaltozasokat sem a szivben, sem
pedig a vesekben.

A comet assay vizsgalatban kapott eredmények alapjan a DON nem
bizonyult genotoxikusnak a limfocitak eseteben.

A kezelések nem véltoztattdk meg szignifikdnsan a vakbéltartalom
pH-jat, a rovid szénlancu zsirsavak (SCFA) koncentracidjat (mmol/kg) és az
egyes zsirsavak (ecetsav, propionsav és vajsav) aranyat. A vakbél microbiota
Osszetételében szintén nem volt szignifikans kilonbség kimutathat6 (anaerob
baktériumok és a Bacteroides-ek sz&ma). A coliformok szama nagyon
alacsony volt minden minta esetében (<100 telep). Ugyanakkor, a C és a H1
csoportokban szignifikansan kevesebb volt az aerob baktériumok szama,

0sszevetve azokat a CT, H1T és H2T csoportokkal.

3.3. In vitro kisérletek
Mindharom toxin dozis- és id6figgd modon csokkentette a sejtek
életképességét. A DON és a ZEN esetében az ICs értékek minden inkubéacios
idépontban meghatarozhatoak voltak. Ezzel ellentétben, a FB; toxinnal
végzett kisérletek soran az 50%-0s életképességet csak a 72 6ras inkubéaciot

kovetden értik el. A citotoxicitas mértéke novekvo sorrendben a kovetkezo
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volt: FB;<ZEN<DON. Az IC értékek tartomanya nagyban fliggott az
expozicio hosszatol; 0,31-0,42 ug/ml volt a DON, 16,6-22,9 ug/ml a ZEN és
101,15 pg/ml a FB; esetében (72 orat kovetden).

Ebben a kisérlet sorozatban a FB; (5 pg/ml), DON (0,07 pg/ml) és
ZEN (5 pg/ml ) kombinacioja antagonista hatasokat eredmeényezett a sejtek
életképességére. A  toxinok egyiittes alkalmazasa (DFZ) jelentds
antagonizmust fejtett ki az 0Osszes inkubacids id6t kovetden, amely a
legjellegzetesebben a 72 6rds inkubdciot kovetden volt megfigyelhetd. A
kettds kombindciok esetében is hasonld trend volt megfigyelhetd az
inkubécios 1d6 fliggvényében, amely interaktiv hatasokat (FZ) vagy az
interakcié mértékének a fokozodasat (DF és DZ) eredményezte.

Tudomasunk szerint nem vizsgaltdk még a FBi, DON és ZEN
kombinalt genotoxikus hatasat. A comet assay-vel végzett Kisérleteink soran
két kiilonbozo vizsgalat sorozatot végeztiink el, alacsonyabb és magasabb
tartomanyu koncentracidk alkalmazasaval.

Alacsonyabb tartomanyl koncentraciok (5 pg/ml FBj, 0,07 pg/ml
DON ¢és 5 pg/ml ZEN) alkalmazéasa soran antagonizmust tapasztaltunk az
egyes mikotoxinok kozott.

24 oras inkubaciot kovetden az Osszes alkalmazott kombinacioban
antagonizmus volt megfigyelhetd, azonban ez csak a hdrmas kombinacidban
volt statisztikailag is szignifikdns. 48 orat kovetéen a DZ és a DFZ
antagonista hatast eredményezett, ugyanakkor statisztikailag szignifikans
antagonizmus csak a DFZ esetében talaltunk. A DF kombin&ci6 szinergista
hatast fejtett ki, mig a FZ kombinacidban nem volt interakcié kimutathatd. 72
Ords inkubaci6 utdn mindegyik alkalmazott kombinacié esetében
antagonizmus volt megfigyelhetd, azonban statisztikailag igazolhato csak a
DF eseteben volt.

Kifejezettebb hatds kimutatdsa érdekében, magasabb tartomanyu
koncentraciokat (25 pg/ml FBi, 0,21 pg/ml DON és 10 pg/ml ZEN)
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alkalmaztunk az interakciok tovabbi vizsgalata céljabol. A DFZ kombinacid
antagonista hatdsa megerdsitést nyert.

24 ¢6rat kovetden szignifikans antagonizmust figyeltiink meg a DF és
DFZ kombinacidban, mig a DZ nem szignifikans szinergizmust produkalt, a
FZ kombinaciot megvizsgalva pedig nem volt interakcié kimutathatd. A 48
oras inkubciot alkalmazva a DZ és DFZ eseteben azonos hatést figyeltiink
meg, azonban a DF kombinacié interakciot nem valtott ki, az FZ pedig
antagonista hatast eredményezett, amely nem volt szignifikans. 72 oréat
kovetden antagonizmust tapasztaltunk a DF (nem szignifikans) és DFZ
(szignifikans) esetében. Ugyanakkor a DZ és FZ kombinécid szignifikans

szinergizmust indukalt.
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4. KOVETKEZTETESEK

A mikotoxinok gazdasagi haszonallatokra gyakorolt hatdsa
altalanosan negativként  értékelhet6. A  Fuzarium mikotoxinok a
leggyakrabban el6forduld penészgomba toxinok vilagszerte. A FB;, DON és
ZEN kombinalt hatasa in vivo nem eléggé vizsgalt terllet. Tovabba, habar
szamos in vitro tanulmany jelent meg a FB;, DON és ZEN interaktiv hatasat
tekintve, csak kevés szdmu tanulméany foglalkozik azok harmas
kombinéacidban kifejtett hatasaval.

A multitoxin terheléses (FBi, DON, ZEN) Kkisérletiinkben kapott
eredmények egyértelmiien jelzik, hogy egy viszonylag hossza ideig tarto,
alacsony dozisu mikotoxin expozicié negativan befolyasolja a him ivardak
szaporodasi folyamatait. Additiv, valamint az additiv hatasnal gyengébb
Osszefliggest igazoltunk a spermatogenezis és a sejtmorfoldgia esetében, mig
szinergista hatast mutattunk ki a tesztoszteron szintézis esetében. Az FB; és a
DON+ZEA antagonistaknak bizonyultak a takarmany felvétel, a
lipidperoxidacié és a genotoxicitas tekintetében. Mindegyik mikotoxin
mérsékelt lipid peroxidaciét és enyhe genotoxicitast indukalt. Az
eredményeink alapjan levonhaté az a kdvetkeztetés, hogy a mikotoxinok
kozotti interakcio természete nagyban fligg a kisérleti végponttol.

A masodik in vivo Kisérletinkben egy hepatoprotektiv hatasarol
ismert gyogynoveny (Carduus marianus) kiegészitést alkalmaztunk két
kiilonbozé dozisban (5 és 10 g/kg) DON terhelés sordn annak érdekében,
hogy az alkalmazott gyogynovény lehetséges védd hatasat vizsgaljuk
ndévendék nyulakat alkalmazva. Az alkalmazott magas DON koncentracié (10
mg/kg) ellenére, a toxinnak nem volt Kifejezetten negativ hatasa,
mikotoxikdzisra utalo tlineteket nem okozott. Habar kdzismert, hogy a DON
takarmany visszautasitast és anorexiat indukal méar alacsony ddzisban is (1

mg/ kg takarmany), az eredményeink ennek ellent mondanak. Ez utdbbi
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alapjan levonhato az a kovetkeztetés, mely szerint a hazinyul sokkal kevésbé
szenzitiv a DON toxinra, mint egyéb allatfajok.

A nyulak DON-al szembeni ellendlloképessegét szamos megvizsgalt
paraméter is alatamasztja. A toxin terhelésnek nem volt negativ hatasa a
szérum biokémiai paraméterekre (maj és vese funkciok), azonban a DON
terhelés a majban a méjsejtek degenerativ elvaltozasa nélkdli, enyhe fibrozist
okozott. A beél citokinek és a makrofagok fagocitalé aktivitdsa nem
kilonbozott szignifikansan, ugyanakkor DON terhelés hatasara limfocita
kitiriilés volt megfigyelhetd a 1épben, ami kisebb méretli nyirokszdvethez
vezetett. Tovdbb4d a GALT-ban a limfoblasztok apoptézisanak aranya
megnOvekedett. Mindezek azt jelzik, hogy a DON toxin az immunrendszer
mitkodését negativan befolyasolja. A DON Aaltal kivaltott mj fibrozist, a
limfocita kilrllést és a nyirokszovet atrofiat (1ép) az alkalmazott névényi
Kiegeszités teljes mértékben kivedte.

Egyetértésben a DON IARC altali besoroléssal, mely szerint a toxin human
vonatkozasban nem karcinogén, jelen esetben sem tapasztaltuk annak
genotoxikus hatasat.

A hazinyul a tobbi emlds allatfajhoz képest kevésbé szenzitivnek
bizonydl a DON toxinra. A toxin terhelés a legkifejezettebb hatast az
immunrendszerre gyakorolta, azonban masodlagos negativ hatas (fert6zés)
nem volt tapasztalhatd. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak érdekében,
hogy megallapitsuk a nyulak DON toxinnal szembeni viszonylagos
ellenalloképesseégét. A C. marianus majvédé hatasa megerdsitést nyert,
illetve megallapitottuk a ndvény nyirokszerveket-véd6 hatasat és vakbél
fermentaciot timogat6 hatasat.

In vitro kisérlet sorozatainkban a FB;, DON és ZEN cito- és
genotoxikus hatasait vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a harom toxin koézl a
DON a leginkabb citotoxikus, illetve, hogy a FB; csak hosszabb expozicis

1d6t kovetden valt ki citotoxikus hatast.
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A citotoxicitasra iranyuld vizsgalatokban a megfigyelt {6 interakcio
az antagonizmus volt. A harom toxin kombinacidja esetén ez utobbi
interakcio nyilvanval6 volt mindegyik expozicids id6tartam vonatkozasaban,
azonban a toxinok kettds kombinacidja soran az interakciok nem voltak
kovetkezetesek és az expozicids idotdl is fliggetlentil valtoztak.

A genotoxicitasra iranyuld vizsgélatok soran alacsonyabb és
magasabb koncentricio-sorozatokat is megvizsgaltunk. Az elsé sorozatban
(alacsonyabb koncentracié tartomany) hasonléan a citotoxicitas tesztekben
tapasztaltakhoz, a f6 interakcid tipus az antagonizmus volt. Ugyanakkor,
magasabb koncentracio tartomanyt vizsgalva, az antagonizmus csak a DFZ
esetében igazolddott, mig a DZ és a FZ kombinécidban szinergizmus volt
megfigyelheté. Az eredmények alapjan levonhato az a kovetkeztetés, hogy
sertés limfocitdk esetében a ZEN nem annyira szdmottevd mértékben
befolyasolja az interakcid tipusat a kettés kombinaciok vonatkozasaban, mint
a FB; és/vagy a DON. Osszességében megallapithatd, hogy az interakciok
tipusat nagyban befolyasolja az alkalmazott expozicids ido, illetve az egyes
mikotoxinok koncentracioja.

Tovéabbi  vizsgalatok javasoltak (pl. DNS  fragmentécid,
fehérjeszintézis) annak  érdekében, hogy tisztazzuk azokat a

mechanizmusokat, amelyek az interakciokat okozzak.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Els6ként hataroztuk meg a FB; (5 mg/kg), DON és ZEN (1 mg/kg
+ 0,25 mg/kg) interaktiv hatdsait baknyulakban, oralis
toxinexpozicié soran. Additiv, valamint az additiv hatasnal
gyengébb 0osszefliggést igazoltunk a spermatogenezis és a
sejtmorfoldgia, szinergizmust a tesztoszteron szintézis esetében,
mig az FB; antagonistaként Iépett f6l a DON+ZEA kombinéacidval
szemben a genotoxicitasban és a lipidperoxidacidban.

2. Megéllapitottuk, hogy a héazinyulak ellenallbak a magas
Habar nem volt kimutathaté kifejezett immunstatusz befolyasold
hatas, a korszovettani eredmények a lépben limfocita kitrulést és
nyirokszovet atrofiat, a bélhez kapcsolodd limfoid szdvetben a
limfoblaszt apoptdézis aranyanak novekedését mutattak ki,
jelezve, hogy a DON befolyasolhatja az immunrendszer
miikodését.

3. A Carduus marianus novény (5 és 10 mg/kg takarmany)
védohatasu volt a mdj fibrozis, a Iépben a limfocita kiiirtilés €s a
nyirokszovetatrofia kialakulasaval szemben, mig nem jelentkezett
jotékony hatdsa a Peyer-plakkokban a DON altal kivaltott
apoptozisbhan.

4. Egészséges sertésekbdl izolalt limfocitakat hasznalva citotoxicitas
tesztben megallapitottuk a FB1, DON és ZEN ICsq értékeit. Az IC
értekek tartomanya az expozicios 1d6 (24, 48 és 72 h)
fuggvényeében 0,31-0,42 pg/ml volt a DON esetében, mig 16,6-
22,9 pg/ml a ZEN vonatkozasaban. FB; esetében az 50%-0s
¢letképességet csak a 72 6ras inkubaciot kovetden értiikk el, az

ICsp érték 101,15 ug/ml. Az ICs értékek alapjan megéllapithato,
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hogy a DON toxin bizonyult a leginkdbb citotoxikus hatasunak,
mig a FB; a legkevéshé.

. A sejtek életképességére a FB; (5 pug/ml), DON (0,07 ug/ml) és
ZEN (5 pg/ml) interakcidja antagonista hatast volt mindegyik
kombinacio esetében, mely hatds expozicios 1d6 (24, 48 és 72 h)
flggést is mutatott.

Comet assay modszerrel vizsgdlva a FB;, DON és ZEN
interakcidjdban antagonizmus volt kimutathatd alacsonyabb
koncentraciot (5 pg/ml FB; és ZEN, mig 0,07 pg/ml DON
esetében) alkalmazva, mig magasabb koncentraciok (25 pg/ml
FB1, 0,21 ug/ml DON és 10 pg/ml ZEN) esetében szinergista
hatas volt megallapithat6 a két komponenst tartalmazd keverékek

koziil kettd vonatkozasaban.
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6. AZ ERTEKEZES TEMAKOREBOL IRT TUDOMANYOS
KOZLEMENYEK

6.1 KOZLEMENYEK IDEGEN NYELVU REFERALT
FOLYOIRATBAN

Szabo-Fodor, J., Kachlek, M., Cseh, S., Somoskéi, B., Szabd, A., Blochné
Bodnér, Zs., Tornyos, G., Mézes, M., Balogh, K., Glavits, R, Hafner, D.,

Kovécs, M. (2015): Individual and combined effects of subchronic exposure

of three Fusarium toxins (fumonisin B, deoxynivalenol and zearalenone) in
rabbit bucks. Journal of Clinical Toxicology, 5: 264. doi:10.4172/2161-
0495.1000264

Kachlek, M., Szabo6-Fodor, J., Bonai, A., Bors, 1., Celia, C., Gerencsér, Zs.,
Matics, Zs., Szendré, Zs., Dalle Zotte, A., Kovacs, M. (2015): Assessing the

possible interaction between Carduus marianus and dietary deoxynivalenol
on caecal microbiota and fermentation of growing rabbits. Poljoprivreda;
21(1): 186-189. doi: 10.18047/poljo.21.1.sup.44

Kachlek, M., Szabé-Fodor, J., Bonai, A., Bors, I., Celia, C., Gerencsér, Zs.,
Matics, Zs., Szendrd, Zs., Dalle Zotte, A., Kovécs, M. (2017): Subchronic

exposure to deoxynivalenol exerts slight effect on the immune system and

liver morphology of growing rabbits. Acta Veterinaria Brno; 86, 37-44.
(IF2015/2016: 0,37, Q3)
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6.2 KOZLEMENYEK HAZAI KIADASU NEMZETKOZI
FOLYOIRATBAN ANGOL NYELVEN

Kachlek, M., Szabo6-Fodor, J., Blochné Bodnéar, Zs., Horvatovich, K.,

Kovacs, M. (2017): Preliminary results on the interactive effects of

deoxynivalenol, zearalenone and fumonisin B1 on porcine lymphocytes. Acta
Veterinaria Hungarica, 65, 3: 340-353. (IF2015/2016: 1,14, Q2)

Kachlek, M., Szabo6-Fodor, J., Kovacs, M. (2017): Interaction of the

Fusarium mycotoxins, fumonisin B1, deoxynivalenol and zearalenone: A

review. Allattenyésztés és Takarmanyozas, 3: 181-195.

6.3 ANGOL NYELVU KONFERENCIA KOZLEMENYEK

Kachlek, M., Szab6-Fodor, J., Kovacs, M.: Rabbits in mycotoxin research at

Kaposvar University. In: Matics Zsolt (szerk) 119 p. 28. Nyultenyésztési
Tudomanyos Nap, Kaposvar, Magyarorszag, 2016.05.25, pp. 71-76.
(ISBN:978-615-5599-30-9)

Celia, C., Kachlek, M. L., Gerencsér, Zs., Matics, Zs., Szendrd, Zs., Dalle

Zotte , A. Giaccone, V., Kovacs. M.: Effect of Carduus marianum herb on
the productive performances of growing rabbits. In: Steffen Hoy (szerk.) The
20" International Symposium on Housing and diseases of Rabbits, Fur
providing Animals and Pet Animals, Celle, Németorszag, 2015.05.27-
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