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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZES

Napjaink egyik nagy problémaja a népesség ugrasszerli novekedése mellett a
term6foldek teriileteinek fokozott csokkenése. Az élelmiszerellatdisban nem
csak a mennyiségi probléma meril fel, hanem a mindségi tényezdk is egyre
nagyobb befolyasolo szerepet jatszanak. Folyamatosan hallhatunk kiilonb6z6
élelmiszer botranyokrol, melyeknek a gazdasagi karokozason feliil fontos
kovetkezménye az emberek egészségkarosodasa is. Igy korunk még mindig
aktudlis és fontos kérdése a takarmanymindség, ezen keresztill az
¢lelmiszermindség problémakore. Ennek megolddsara az Europai Unid igen
szigoru ¢élelmiszermindségi ¢és -biztonsagi eldirdsokat hozott, melynek
betartdsa minden tagallamban kotelezd, és vonatkozik az export cikkek
mindségére is. A mikotoxinok jelentdsége kiemelkedd a természetes eredetii
¢lelmiszer-szennyezok csoportjdban. A humén egészségkarositdé hatasuk
mellett gazdasagi kihatasuk 1is jelentds az allattenyésztésben ¢és a
ndvénytermesztésben egyarant (Kovacs, 2001). Magyarorszagon is szigorian
ellendrzik és nyomon kovetik az élelmiszerek sorsat. Ezt a feladatot a NEBIH
(Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal) latja el a 2008. évi XLVI.
torvény az  élelmiszerlancrol és  hatosagi  feliigyeletérél  alapjan

(https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a0800046.tv).

A mikotoxinok mikroszkopikus penészgombak szekunder
anyagcseretermékei, amelyek eldfordulasaval szinte minden koriilmények
kozott szamolni kell a taplaléklancban. A szant6foldi penészgombak
csoportjaba tartoznak a Fusarium fajok, amelyeknek allat- és human-
egészségligyi szempontbo6l fontosabb toxinjaik a ZEA (vagy F-2 toxin), a
trichotecének (T-2, HT-2, nivalenol [NIV], deoxinivalenol [DON],
diacetoxyscirpenol [DAS], fusarenon-X [FX]) és a fumonizinek B csoportja

(FB) (Streit és mtsai., 2012). Antigénhatassal nem rendelkezo €s a kornyezeti


https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a0800046.tv

hatasokkal szemben nagyfoku ellenalldo képességgel rendelkezd molekulak.
Az ¢lelmiszer konyhai eldkészitése, kezelése, feldolgozasa, illetve a
takarmanyok el6készitése soran a toxinok nem valnak artalmatlanna, esetleg
csak nagyon csekély mértékben csokken toxicitasuk. Kémiai szerkezetiik
igen valtozatos, ebbdl kifolydlag a szervezetre gyakorolt hatdsuk is eltérd
lehet (Kovacs ¢és mtsai., 1995). Egy 2016-os, Magyarorszagon végzett
tanulmany alapjan, gabona alapt sertés takarmanyokat vizsgalva, minden
minta esetében mutattak ki bizonyos mértékii deoxynivalenol (DON),
zearalenon (ZEA), illetve T-2 mikotoxin (T-2) szennyezettséget. Ez jelzi,
hogy hazankban is problémat jelent a Fusarium toxinok jelenléte a
taplaléklancban (Tima és mtsai., 2016).

A mikotoxin problémat erdsiti a globalis felmelegedés jelensége, mely
megteremti a kedvezd feltételeket a gombak szaporoddsdhoz és a toxinok
képzOdéseéhez olyan orszagokban is, ahol eddig ez nem jelentett veszélyt
(Mesterhazy, 2006). A teljeskiorlésti termékek jelentds forrast képeznek,
mivel a toxinok ugy, mint a vegyszerek is, a magvak héjaban halmoz6dnak
fel (Rafai és Bata, 1998). Kozvetett forrast képeznek az allati eredetli
¢lelmiszerek, fOként a belsdségek (maj, vese) és a vér (Kovacs, 2001).

A kornyezeti toxikus hatdsoknak szaporodasbioldgiai rendellenességek is
tulajdonithatoak. Mig a reprodukciora gyakorolt toxikus hatas a ndivarban jol
ismert, az egyes mikotoxinok hatasaival ¢és hatasmechanizmusaval
kapcsolatos ismereteink hianyosak a him reprodukcié és a spermatermelés

tekintetében (Alm €s mtsai., 2002).



A kutatomunka soran a kitiizott céljaim az alabbiak voltak:

1. A sejtkarosité hatas meghatarozasa in vivo: a T-2 toxin spermiogenezist
befolyasold hatasanak vizsgalata, valamint a him allatok egyéb
reprodukcios paramétereire gyakorolt hatdsanak meghatarozasa nyalban,
egy rovid ideji, nagy dozisu és két kronikus, alacsony dozisu terhelés

esetén.

2. Sertés limfocitdk alkalmazhatosadganak tesztelése a citotoxikus hatas

MTT (Methyl Thiazol Tetrazolium) teszttel torténé meghatarozasaban.

3. A sejtkarosito hatas kimutatasa in vitro, MTT tesztben: a T-2 és a HT-2
dozis- és expozicios 1do-fliggd, egyiittesen és kiilon-kiilon érvényesiild

sejtkarositd hatasanak meghatarozasa.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Reprodukcios toxicitas vizsgalatok baknyulakon

Az in vivo kisérletek soran a spermiumokat valasztottuk modellsejteknek,
mert gyors osztddasuak €s a toxikus hatasokkal szemben nagyon érzékenyek
(Schardein és mtsai., 1985; Christian és Hoberman, 1996). A nyul kivalo

modellallat; kistestli, konnyen kezelhetd, szapora (Foote és Carney, 2000).

Hérom kisérletet végeztiink el baknyulakkal:

- 1. kisérlet: magas dozisu (4 mg/allat/nap), révid ideig (3 nap) tartd T-
2 expozicid;

- 2. kisérlet: alacsony dozisu (0,05, 0,1, és 0,2 mg/allat/nap), hosszan
(65 nap) tartd T-2 terhelés, melyben a tisztitott toxint gyomorszondan
keresztiil juttattuk a szervezetbe;

- 3. kisérlet: alacsony dozisu (0,33 és 0,66 mg/takkg), hosszan (65 nap)

tartd T-2 expozicid, takarmanyba kevert gombatenyészettel.

2.1.1. A Kkisérleti allatok, elhelyezésiik és takarmanyozasuk
Mindhérom kisérletben tenyésztésben 1évo, 9 honapos kort, onddvételhez
szoktatott, kb. 4050-4500 g testsulyti Pannon Fehér baknyulak (n=24) vettek
részt. Az egyedileg, szabalyozott klimatikus viszonyok kozt elhelyezett
allatokbol alakitottuk ki a csoportokat. Az allatok a kereskedelmi
forgalomban 1év6 tapot és a vizet ad libitum fogyasztottak.

A T-2 gombatenyészet és a toxinnal szennyezett tdpok mikotoxin tartalmat
LC-MS (tomegspektroszkopia folyadékkromatografiaval) késziilékkel torténd
méréssel ellendriztik. A kontroll tidp nem tartalmazott kimutathatod

mennyiségll T-2-t.



2.1.2. A gombatenyészet és a tisztitott T-2 toxin eloallitasa

A T-2 toxin el6allitdsa Fodor és mtsai. (2006) modszere alapjan tortént.

A gombatenyészetbdl 96%-os tisztasagu T-2 mikotoxint allitottunk eld.

2.1.3. A T-2 expozicio mddja és idotartama

2.1.3.1. Magas dozisa (4 mg/allat/nap) szubakut expozicio
(1. kisérlet)

A kisérleti csoportnak (n=12) a tisztitott T-2-t szuszpenzidban
gyomorszondan at adagoltuk 3 napon keresztiil. A kontroll csoport (n=12)
toxinmentes szuszpenziot kapott 3 napon at.

Az egyedi takarmanyfogyasztast naponta, az allatok testsulyat a 0., 17., 29,
36., 43. ¢és S51. napon mértiik. Bedllitottunk egy korlatozott
takarmanyfogyasztasi ~ kontroll csoportot is (n=12), melyben a
takarmanyadagokat a visszautasitds ardnyaban alakitottuk ki. Az allatok

egészségi allapotat naponta 3 alkalommal ellendriztiik.

2.1.3.2. Alacsony dozisa (0,05, 0,1, és 0,2 mg/allat/nap),

hosszan tarto (65 nap) toxinterhelés (2. kisérlet)

A kisérleti csoportnak (n=10) a tisztitott T-2-t szuszpenzidban
gyomorszondan at adagoltuk. A kontroll csoport (n=10) toxinmentes
szuszpenziot kapott 65 napon at. Az egyedi takarmanyfogyasztast naponta, az
allatok testsulyat hetente mértiik, az egészségi allapotukat naponta

ellendriztik.

2.1.3.3. Alacsony dozisu (0,33 és 0,66 mg/takkg), hosszan
tarto (65 nap) toxinterhelés (3. kisérlet)

A masodik kisérlet eredményei alapjan, a T-2-t gombatenyészettel a
takarmanyba keverve adagoltuk ugy, hogy a takarmany a masodik kisérlet

crer
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toxinmentes takarmanyt kapott 65 napon at. Az egyedi takarmanyfogyasztast
naponta, az allatok testsulyat hetente mértiik, az egészségi allapotukat

naponta ellendriztik.

2.1.4. Mintavételek, spermium vizsgalati modszerek
A szubakut toxikozis kés6i hatdsanak meghatdrozasara a 3 napos
toxinterhelés megszlintét kovetden a 48. napon (1. kisérlet), a kronikus
terhelés hatasainak vizsgalatara a kisérleti periddus 65. napjan (2. és 3.
kisérlet) miihiivellyel spermamintat vettiink. Korboncolast kovetden lemértiik
a here stlyat és mintat vettiink szovettani vizsgalatra.
A spermatologiai vizsgalatok keretében a kovetkezd paramétereket
ellendriztiik:

e sperma pH-ja;

e spermiumok koncentracioja;

e spermiumok mozgasa (motilitasa);

e morfologiai és acrosomalis rendellenességek;

e a jarulékos nemi mirigyek funkcidjanak ellendrzése céljabol

meghataroztuk az ondoplazma citromsav, cink ¢és fruktoz

koncentraciojat.

2.1.5. Statisztikai analizis

Az adatok elemzése soran végeztem egy- és tobbtényezds variancianalizist, t-
probat, LSD post hoc tesztet, az SPSS 10.0 (2002) programcsomag

hasznalataval.

2.2. A T-2 és a HT-2 toxin citotoxikus hatasanak vizsgalata
MTT-moddszerrel

Az in vitro tesztek nagy elonye, hogy nem sziikséges kisérleti allatallomanyt

fenntartani, biztosithatd az azonos kisérleti koriilmények megteremtése,



ezaltal lehetdség nyilik a konnyl ismételhetOségre. Az altalunk hasznalt
modszer gyors, pontos, megbizhatd kvantitativ mérési eljaras, melyben egy
Iépésben nagyszamu kisérleti beallitas alkalmazhato. In vitro, MTT tesztben,
sertés limfocitak felhasznalasaval vizsgaltuk a T-2, a HT-2 és a T-2 + HT-2
dozis- €s expozicios ido-fliggd citotoxikus hatasat.

Az MTT tesztet Mwanza és mtsai. (2009) modszere alapjan, kisebb
moddositasokkal végeztiik.

Az in vitro kisérlet soran felhasznalt vegyszereket, beleértve a T-2 és HT-2
mikotoxin standardeket a Sigma-Aldrich magyarorszagi kirendeltségétol

szereztuk be.

2.2.1. MTT teszt fobb 1épései
2.2.1.1. A limfocitak izolalasa

A vérvétel lapaly-nagyfehér F1 genotipust novendek sertésekbdl (4 honapos,
24 kg-os egyedek) tortént, a vena cava cranialis-on keresztiil. A vér-RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) keverékb6l Histopaque 1077 folyadék
segitségével a limfocita réteg eltavolithatova valt. Eldallitottam a
sejttenyészetet, ezutan 96 lyuka lemezre helyeztem. A kisérletben felhasznalt

sejteket meghatarozott koriilmények kozott inkubaltam.

2.2.1.2. Sejtszamlalas festékkotés alapjan
Neubauer sejtszamlaldé  kamra  segitségével, trypan-kék  festéssel
megallapitottam az ép sejtek aranyat:

életképesség% = (nem festddo sejtek/dsszes sejt) x 100

2.2.1.3. Methyl thiazol tetrazolium (MTT) eljaras
A 96-lyuktt ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) lemezen a
kisérleti elrendezésnek megfelelden helyeztem el a vizsgalt tisztitott toxin

adott koncentracioji oldatat. A leolvasasi idépontokhoz 1-1 lemezt allitottam



elé. A lemezeket meghatarozott koriilmények kozt inkubéltam 6, illetve 24
oran (1. kisérlet), valamint 6, 12 és 24 oran (2. kisérlet) keresztiil. Az adott
inkubacidés id6 letelte utan a citotoxicitast MTT oldat hozzdadéasaval
hataroztam meg. Az ¢10 sejtek az MTT-t szines formazanna alakitjak at. Az
optikai denzitas értéke egyenesen aranyos az ¢10 sejtek szamaval.

Az optikai denzitast (OD) ELISA leolvason mértem, 540 és 620 nm-en.

életképesség% = (ODM/ODN) x 100
(Ahol ODM a mikotoxinnal kezelt, mig az ODN a mikotoxinnal nem kezelt,

azaz kontroll mintak OD értéke.)

Két kisérlet sorozatban a két mikotoxint kiilon, valamint kombinacidjukat
teszteltem:

1. kisérlet: a T-2-t 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 és 0,001 uM koncentracidban, a HT-2-
t 1,0; 0,5; 0,2; 0,1 és 0,05 uM koncentracidoban, valamint kombinacidjukat
teszteltem, 6 és 24 oras kisérleti periddusokban.

2. kisérlet: a T-2-t 1,0; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 és 0,001 uM koncentracidban, a
HT-2-t 2,0; 1,0; 0,5; 0,2; 0,1 ¢és 0,05 uM koncentracioban, valamint
kombinacidjukat teszteltem, 6, 12 és 24 oras kisérleti periodusokban.

A kontroll sejtek életképességét vettem elméleti 100%-nak, ehhez

viszonyitva szdmitottam a kezelt sejtek ¢letképesség %o-at.

2.2.2. Statisztikai analizis

A Kkisérletb6l  szarmazd  alapadatok  értékelésekor  tobbtényezOs
varianciaanalizist (Multivay ANOVA), illetve LSD (Least Significant
Difference) és Tukey tipust ,,post hoc” tesztet (P<0,05) alkalmaztam, az
SPSS for Windows 19 (2010) szoftver hasznalataval. A két toxin
kombinacidjanak vart értékét Segvi¢ Klari¢ és mtsai. (2012) szerint

hataroztam meg.



3.  EREDMENYEK

3.1. A T-2 toxin hatasa a baknyulak spermiumaira

3.1.1. Szubakut toxikézis hatasa (1. Kisérlet)

A kisérlet soran a toxint fogyasztd csoportbol 6t allat elhullott: 1-1 allat a 2.
és 3., kettd pedig a 4. napon, egy tovabbi elhullas a 35. napon kovetkezett be.
Az elhullott allatok tiinetei: a majban jOl lathatd szerecsendid rajzolat,
kifejezett centrolobularis zsiros infiltracioval, fakd vesék gombostiifejnyitdl
borsonyi méretli vilagosabb teriiletekkel, véres gyomortartalom, a gyomor
nyalkahartyajan pontszerli bemélyedések, illetve fekélyek, fako szivizomzat,
bovért tiidok. A 35. napon elhullott allatnal koros mértékii lesovanyodast
tapasztaltunk. Az akut toxikdzis tiinetei voltak: lehangoltsdg, csokkent
takarmanyfelvétel és lesovanyodas. A kontroll csoportban és a korlatozott
takarmanyfogyasztdsu csoportban nem jelentkezett elhullds, az allatok
egészségesek voltak, koros tiineteket nem mutattak.

A T-2 kiilonb6zo fajok esetében 0,06-10 mg/ts kg expozicional alakit ki akut
toxikozist. A hatds nem specifikus tiinetekben mutatkozik, mint a
sulyvesztés, takarmany-visszautasitas, dermatitisz, hanyas (macska, kutya,
sertés ¢és kacsa), hasmenés, vérzés ¢és hamsejtelhalds a gyomorban és
belekben, csontveldben, 1épben, herében és petefészekben (SCF, 2001).
Figyelembe kell venni a nyulak relative nagyobb érzékenységét a T-2
mikotoxinnal szemben, melyet a viszonylag alacsony LDsg (a kisérleti allatok
50%-anak elhullasat okozza 24 oOran beliil) érték (1,1 mg/ts kg) jelez
(Wannemacher és Wiener, 1997). Ez a nagyfoku érzékenység, a cokotrofia
jelensége miatt, a toxin Ujra fogyasztasanak tulajdonithato (Fekete és mtsai.,
1989b). Az SCF (2002) a tTDI (temporary tolerable daily intake) értékét T-2
és HT-2 esetében egylittesen hatdrozta meg 0,06 pg/ts kg/nap mennyiségben.
Mi a T-2 toxin TDI értékének kozel 15-szordsét alkalmaztuk, mely LDso



érték kozeli. Nem tapasztaltunk specifikus hatast, altalanosan volt észlelhetd
a takarmany-visszautasitas, illetve az étvagy teljes hidnya (anorexia). A
tipikus elhaldsos elvaltozasok hidnya a szaj nyéalkahartyajan a toxin bevitel
modjanak koszonhetd, mivel a toxint a szondaval kozvetleniil a gyomorba
juttattuk. Az elhullott allatokndl a gyomor és bél nyalkahartya felilletén
kimarodasokat ¢s fekélyeket lattunk, melyet kordbban a toxin kdzvetlen
citotoxikus hatisaként irtak le (Fekete és mtsai., 1989a). A m4j, vese, sziv €s
tidé patologiai elvaltozésait csak ugy, mint a takarmany-visszautasitast,
szamos szerzO leirta kordbban nyulban (Niyo és mtsai., 1988a; Glavits ¢€s
mtsai., 1989; Sandor és Vanyi, 1990) sertésben és pulykdban (Sundstel és
Pettesson, 2004).

Mar az els6 T-2 toxin bevitel utdn is drasztikusan csokkent az &llatok
takarmanyfelvétele (a kontroll csoport 27%-ara, P<0,05), a napi
takarmanyfelvétel a kisérleti csoportban az els6 toxinbeadast ko vetd napon 2-
22 g volt. A 2-3. napon a toxin etetés hatasara a takarmanyfogyasztas egy
allat kivételével 10 g ala csokkent. A 3. naptol, a toxin megvondsat kdvetden
a nyulak takarmanyfogyasztasa napokig nem valtozott, maradt a 10 g alatti
értéken, emelkedése egyedenként valtozd idopontban, a toxin bevitelt kovetd
3. és a 10. nap kozott indult meg. A toxinetetést kovetd két hétben a kisérleti
csoport egyedei szignifikansan kevesebb takarmanyt fogyasztottak, mint a
kontroll csoport. Els6 héten a kezelt csoport atlag fogyasztasa 40 g, a kontroll
csoporté 150 g; masodik héten ez az arany 106 g és 160 g volt. A kdvetkezd
két hétben is elmarad a takarmanyfogyasztadsuk a kontroll csoportétol, de a
kiilonbség mar nem volt szignifikans. A kontroll csoport fogyasztdsa 150-160
g koriilli volt az egész kisérleti periodus alatt. A korlatozott csoport
fogyasztasa az elsd két hetes korlatozast kovetden (atlag 156-167 g kozott
mozgott) nem mutatott szignifikans kiilonbséget sem a kisérleti, sem a

kontroll csoporthoz képest.
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Az allatok testsulyaban a kisérleti és a kontroll csoport kozott csak a kisérlet
17. (4027 g, illetve 4557 @) és 29. (4001 g, illetve 4579 g) napjan volt
szignifikans kiilonbség, a kontroll csoport testsulyanak 88%-at érte el a
kisérleti csoport. A 29. napot kovetéen a kisérleti csoport
teststilygyarapodasa lassi novekedést mutatott, de nem érte el a kontroll
csoport értékeit a kisérleti periodus végéig. Egy alacsony mértéki
testsulycsokkenés volt megfigyelhetd a korlatozott fogyasztasti csoport
esetében a 10. napnal, de ezt kdvetden nem volt szignifikdns kiilonbség a
kontroll csoporthoz viszonyitva.

A trichotecének megvaltozatjdk a kozponti idegrendszer szerotonin
aktivitasat. A szerotonin receptorok fontos szerepet jatszanak az étvagy
szabalyozdsaban, ezaltal a szerotonin koncentracidé ndvekedése étvagy
csOkkenést €s takarmany-visszautasitast valt ki (Smith, 1992). Irodalmi
adatok szerint nyulakban a legalacsonyabb T-2 toxinkoncentracio, mely még
nem valt ki takarmany-visszautasitast 0,01 mg/ts kg (Fekete és Huszenicza,
1993). Ez a toxinszint azonban mar csokkenti az immunrendszer aktivitasat,
megvaltoztatja a majmikodést, a vesék glomeruldris funkciojat és a
petefészek aktivitasat (Szilagyi és mtsai., 1994).

Az ond6 pH értékére nem volt hatdsa toxinterhelésnek (6,9-7,2 érték kozott
mozgott, mindegyik csoport esetében). A sperma mennyiségében (atlag 1 ml
sem volt toxinhatds kimutathatd. A toxinnal kezelt csoportban az onddsejtek
motilitasa csokkent (53%) a kontrollhoz (65%) képest, azonban az eltérés

nem volt szignifikans (P>0,05). A toxinnal kezelt és a korlatozott fogyasztast

cres

cres

89%, ez a szam a kezelt csoport esetén 58%, mig a korlatozott fogyasztasi

allatoknal 59%  wvolt. A leggyakrabban el6forduldo  morfologiai
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abnormalitdsok:  farok  rendellenességek  (60%),  citoplazmacsepp
visszamaradasa, acrosoma hiany, vagy megvaltozott alaku fej.

A magas dozisi toxin bevitel a szeminalis plazma citromsav
koncentracidjanak csokkenését (atlag 12,8-r61 2,7 mg/ml-re) valtotta ki
Elfogadott tény, hogy alacsony szazalékban a normal ejakulatum is tartalmaz
abnormalis morfologiaju spermiumot. Csokkent termékenységet jelez az
ond6 magas aranyu abnormalis alakl spermium tartalma (Kruger ¢s mtsai.,
1988; Gillan és mtsai., 2008; Parkinson, 2009). Vizsgalati eredményeink azt
bevitel megsziintetése utan is csokkent motilitast valt ki és noveli az
abnormalis morfologiaji spermiumok aranyat. Ez kozvetlen citotoxikus
hatasnak tekinthetd, ami mutatja a trichotecének toxikus hatasat a gyorsan
osztodo sejtek esetében. Citotoxikus hatist eredményezhet a toxinnak a
fehérjeszintézist gatld hatdsa (a riboszomakhoz wvaldé kotddése miatt),
valamint a sejtmembran diszfunkcioja is (WHO, 1990). Az éltalunk is
megfigyelt elhiz6dd toxinhatas hatterében a kiilonboz6 sejttipusok toxinnal
szembeni eltérd érzékenysége allhat, amit Sprando és mtsai. (2005) DON
esetében leirtak. Kimutattak, hogy a DON-ra legérzékenyebben a korai
stadiumu spermatocitak reagaltak. Kisérletiink soran a takarmanykorlatozas
negativan befolyasolta spermiumok morfologiajat. Sulyos
takarmanykorlatozas ¢és sulycsokkenés (kontroll 50-60%-a) is erdsen
ronthatja a reprodukcidt patkdnyok esetében. Azonban Chapin és mtsai.
(1993) eredményei alapjan a Sprague-Dawley patkanyok képesek toleralni a
takarmanykorlatozast és a  kontrollhoz  viszonyitott  10-30%-0s
teststilycsokkenést, akéar 17 héten keresztiil minden termékenységre kifejtett
hatds nélkiil. A takarmanykorlatozas nyulakban is okozhat reprodukcids
zavarokat (Assane és mtsai.,, 1995; Brecchia és mtsai., 2006). Kisérletiink

soran a takarmanykorlatozas alacsony (2-4%) testsulycsokkenést
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aranyanak csokkenését. Ez az egyetlen altalunk vizsgalt paraméter, melyek a
takarmany korlatozas negativ hatdsat mutatja.

A toxinnal kezelt csoport esetén tapasztalt csokkent motilitds oka lehet a
karosodott mellékhere funkcido, mely befolydsolja a spermiumok érési
folyamatait (Yeung, 1995; Parkinson, 2009). Az ondoplazma Gsszetételének
valtozasa, ugymint a citromsav koncentracié csokkenése, mint a kornyezeti
tényez6 optimalistol vald eltérése, szintén okozhatja a spermiumok
motilitdsanak csokkenését (Cooper és Yeung, 2000).

Ismert, hogy a vér-here gat rendkiviil szelektiv és megvédi a szervet a legtobb
toxikus anyagtol (Steinberger és Klinefelter, 1993). Az, hogy a trichotecének
atjutnak-e a vér-here gaton, nem bizonyitott. Egy masik magyarédzat szerint a
T-2 kozvetleniil az agyalapi mirigyre vagy a Sertolli-sejtek inhibin
termelésére van hatédssal, melyet Sprando és mtsai. (2005) DON esetén
igazoltak. A Sertolli-sejtek funkcid zavara okozhatja az abnormalis funkcioja

spermiumok szamanak novekedését.

3.1.2. Kis dézist, hosszan tarto, nyeldcsészondan at bejuttatott

T-2 toxin hatasa (2. kisérlet)

A toxinterhelésnek nem volt szignifikans hatasa a testsulyra. Az allatok nem
mutattak toxinhatasra utal6 klinikai tiinetet.

A T-2 toxin 0,1, illetve a 0,2 mg/allat adagja az elsé héten szignifikdnsan 63
(atlag 98 g/nap), illetve 47%-ra (atlag 73 g/map) csokkentette a
takarmanyfelvételt a kontroll (atlag 155 g/nap) csoporthoz viszonyitva. A
legkisebb dozis (0,05 mg/allat) alkalmazisanal iddszakos takarmany-
visszautasitas jelentkezett a masodik héten (P<0,05; atlag 98 g/nap a 141
g/nap-os fogyasztashoz viszonyitva), mig a harmadik héten szignifikans
kiilonbség csak a legnagyobb koncentracid esetén (4tlag 83 g/napos

fogyasztas a kontroll 139 g/nap-hoz viszonyitva) volt mérhetd. A toxinhoz
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valo alkalmazkodast jelzi, hogy a madsodik hét utdn a toxinnal kezelt
csoportoknal nétt a takarmanyfelvétel €s a 4. héttél mar nem volt szignifikans
eltérés a csoportok kozott. A vizsgalt sperma mindségi paraméterekben a
csoportok koézt nem volt mérhetd szignifikans kiilonbség, kivéve a
citoplazmacsepp maradvany aranya esetén, mely a legnagyobb T-2 dézis
esetében a kontrollhoz (4tlag 3) képest 3,2-szeresére (atlag 9,6) nétt. Az
adatok tendenciaja azt mutatja, hogy a toxinetetés negativan befolyasolta a
spermiumok motilitasat, bar szignifikans kiilonbség nem volt mérhetd a
szignifikdns kiillonbséget az egyes csoportok kozott. A napi 0,1 mg/allat
expozicional a Leydig sejtek enyhe hiperplaziaja, mig a legnagyobb (0,2
mg/allat/nap) terhelésii csoport esetében emellett megndvekedett proliferativ
aktivitds volt mérhetd. Az utdbbi esetben a herék enyhén hiperémidsak
voltak.

A 2. kisérletiink szovettani eredményei felvetették a Leydig-sejtek miikodési
zavaranak lehetéségét 1s. A him reprodukciés folyamatok erdsen
tesztoszteron filiggdek. A tesztoszteron szabalyozza a spermiogenezist, a
spermiumok €rését, az ondoplazma termelést és egyéb ivari folyamatokat (De
Kretser és Kerr, 1994). Igy a Leydig-sejtek esetleges diszfunkcidja szintén
okozhatta a spermiumok érésének zavarat, amely nagyobb aranyban
eredményezett olyan sejteket, amelyek citoplazmacsepp maradvanyt
tartalmaztak. Zhang és mtsai. (2016) in vitro kimutattak, hogy a T-2 karositja
az egerekbdl izolalt Leydig-sejteket, és hogy a karositdé hatas hatterében a
toxin altal kivaltott oxidativ stressz all. Yang és mtsai. (2015b) ugyancsak
egerekbdl izolalt Leydig-sejteket T-2 toxinnal kezelve igazoltak azt, hogy a
toxin szignifikdnsan csokkenti a hCG indukalt tesztoszterontermelést.
Egérben és patkanyban 0,23 és 0,5 mg/ts kg/nap értékben hataroztak meg a
T-2 toxin NOAEL (no observable adverse effect level: felvételi vagy

terhelési kiiszob, megfigyelhetd karos hatdst még nem okozd szint) értékeét
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kronikus expozicional (SCF, 2001). A SCF szerint a megallapitott tTDI (0,06
pug/ts kg/map) érték csokkenti a kronikus, szubkronikus és reprodukcios
toxicitas hatasainak kialakulasat. Az alkalmazott 3 koncentracié a TDI-nél
nagyobb, de az egérben és patkanyban megallapitott NOAEL-nél Iényegesen
kisebb expoziciot jelentett (0,01; 0,02 és 0,05 mg/ts kg/nap). Az atlagos
takarmanyfogyasztassal szamolva ez 0,3; 0,6 ¢és 1,3 mg/takkg
szennyezettséget reprezental, melybél a két alacsonyabb [0,3 és 0,6 ppm
(mg/kg)] mar gyakorlati koriillmények kozott is gyakran el6fordul (BIOMIN,
2018).

3.1.3. Kis dozisu, takarmanyba kevert T-2 toxin kroénikus

hatasa (3. kisérlet)

A masodik kisérlet eredményei azt mutattak, hogy a 0,05 mg/allat d6zis még
nem, mig a 0,1 mg/allat terhelés kismértékii valtozasokat okozott a vizsgalt
paraméterekben. Igy ezt a két dozist valasztottuk ki, hogy meghatarozzuk,
ilyen alacsony toxinterhelés okoz-e takarmany-visszautasitast, ha a toxint
tartalmazé gomba tenyészetet koOzvetleniil a takarmanyba keverjik. A
takarmanyfogyasztasban némi ingadozas volt megfigyelhetd, ez a kontroll
csoportban is mutatkozott, és nem volt visszavezethet6 a toxinhatasra. A
vizsgalt spermamindségi paraméterek koziil egyik sem mutatott szignifikans
kiilonbséget a toxinnal kezelt és a kontroll csoportok kozott. A tisztitott
toxinkezeléssel megegyezo toxinkoncentracio a takarmanyba
gombatenyészettel bekeverve (3. kisérlet) nem okozott csokkenést a
tapfogyasztisban, nem rontotta szignifikdnsan a mért spermamindségi
paramétercket és nem okozott szovettani koros elvaltozasokat. Ennek oka
lehet a tisztitott, etanol:viz elegyében oldott, illetve a gombatenyészettel
bevitt T-2 eltérd felszivodasa és toxikokinetikaja. A mikotoxinok a
takarmanyban 1évo taplaldanyagokkal komplexeket képezhetnek (Meca és
mtsai., 2012b). DON esetében kimutattdk a folyadékban szondan at

15



bejuttatott tiszta toxin és a természetes szennyezOdés révén takarmannyal

felvett toxin eltérd bioldgiai aktivitasat (Meca és mtsai., 2012a).

3.2. A T-2 és HT-2 onallo és egyiittes citotoxikus hatasanak
In vitro vizsgalata id6 és koncentracio fiiggvényében

A kisérletben alkalmazott toxin koncentraciokat, a T-2 és HT-2 mikotoxin
citotoxicitas vizsgalataval kapcsolatos, rendelkezésre all6 szakirodalmi
adatok alapjan valasztottam ki. Konigs és mtsai. (2009) két human
sejtvonalon végzett vizsgalataik soran magasabb citotoxikus hatast
allapitottak meg T-2 esetében (ICsg érték 0,2-0,5 uM, inhibitor koncentracio,
amely 50%-kal gatolja az enzim aktivitasat), mint metabolitjainal, a HT-2 és
neosolaniol esetében (ICso érték 0,7-3,0 uM). Hasonldo eredményekrol
szamoltak be Nielsen ¢s mtsai. (2009), akik az ICso értéket T-2 esetében 4,4-
10,8 nmol/l, mig a HT-2-nél 7,5-55,8 nmol/l-ban allapitottak meg. Sertés
limfocitdkra vonatkozdéan semmilyen adat nem allt rendelkezésiinkre.
Korabbi vizsgalatunkban (Mwanza ¢s mtsai, 2009), FB1 ¢és OTA
(ochratoxin-A) o6nalld és egyiittes citotoxikus hatdsanak in vitro MTT
tesztben torténd vizsgalatakor igazoltuk, hogy a sertés limfocitak érzékenyen
reagalnak a mikotoxinok sejtkarositdé hatdsara, ¢és praktikusan jol

alkalmazhatoak citotoxicitas, és mikotoxin kombinaciok tesztelésében.

3.2.1. Az elsé Kisérlet eredményei

(T-2 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 és 0,001 uM koncentracioban, HT-2
1,0; 0,5; 0,2; 0,1 és 0,05 uM koncentracioban, valamint
kombindciojuk, 6 és 24 ora elteltével)

A vizsgélat sordn mindkét toxin mutatott dozisfiiggd hatast. A 6 Orés

inkubaciot kovetden a T-2, illetve HT-2 koncentracié novekedése a sejtek
¢letképességének 17%-0s visszaesését valtotta ki. 24 orat kovetden a sejtek
¢letképessége szignifikansan alacsonyabb volt a 6 oras értékeknél minden

koncentracidban, kivéve T-2 esetében 0,5 uM, illetve HT-2-nél 0,05 és 1,0
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uM  koncentracioknadl. A 24 6rds inkubaciot kovetéen a T-2
toxinkoncentracid novekedése 0,001 uM -rol 0,1 uM-ra 14%-0s visszaesést
okozott a sejtek életképességében, tovabbi csokkenés a toxinkoncentracid
novekedésével (0,5 puM-ra) nem volt megfigyelheté. HT-2 mikotoxint
alkalmazva a legmagasabb életképesség csokkenés (22%) 0,2 uM-nal volt
mérheto.

Szignifikans (P<0,001) interakci6 volt megfigyelhetd koncentracio x kezelés,
illetve koncentracié x 1d6 kapcsolataban, mig az id6 x kezelés viszonylatdban
az interakcid nem volt statisztikailag igazolhato (P=0,084).

A T-2 és HT-2 kolcsonhatasanak becsiilt értékét (expected value) Segvié
Klari¢ ¢és mtsai. (2012) modszere alapjan szamoltam ki, melyet
Osszehasonlitottam a mért értékekkel (measured value). A 6 o6ras inkubaciot
kovetden minden koncentracid esetében magasabb sejtéletképességet mértem
a szamitott értékhez viszonyitva, a legalacsonyabb koncentraciot kivéve, ahol
a kiilonbség nem volt szignifikans. Ha 6sszehasonlitjuk a toxinok egyiittes és
kiilon-kiilon kivaltott hatasat, azonos koncentracidoban és inkubacids idOben,
lathato volt, hogy a két toxin kombinacioban kdvetkezetesen alacsonyabb sejt
talélést okoz, mint egyediili szennyezdként a 6 Oras inkubacios 1d6 leteltét
kovetéen. Ez a tendencia a 24 oOras inkubaciot kovetéen nem volt
tapasztalhat6, ahol a 2-es koncentracid kategoria esetén a két toxin egyiittes
hatasa, 4 és 5-0s kategoriaban a T-2 ¢és HT-2 egyediili hatdsa magasabb
sejttulélést valtott ki, vagyis kevésbé volt sejttoxikus.

Osszegezve megéllapithatd, hogy bar a két toxin egyiittes sejtkarosité hatdsa
erdsebb volt, mint a toxinoké kiilon-kiilon, a vart (szamitott) citotoxicitastol

jelentdsen elmaradt, azaz nem additiv hatasuak egymas viszonylataban.
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3.2.2. A masodik kisérlet eredményei

(T-2 1,0; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 és 0,001 uM koncentracioban,
HT-2 2,0; 1,0; 0,5; 0,2; 0,1 és 0,05 uM koncentrdacioban,
valamint kombindciojuk, 6, 12 és 24 ora elteltével)

Ebben a vizsgalatban is kimutathato volt mindkét toxin dozisfliggd
citotoxicitdsa. A 6 Oras inkubacios id6 eltelte utdn a T-2 mikotoxinnal a
0,001-r61 0,5uM-ra vald koncentraciondvekedés a sejtek életképességi
mutatéiban tobb mint 16%-0S Visszaesést eredményezett. A tovabbi
koncentracionovekedés nem mutatott szignifikdns  kiilonbséget az
eredményekben. A HT-2 esetében a 0,5uM-nal volt a legalacsonyabb
¢letképességi  érték  (12-13%-0S  csokkenés), mely a  tovabbi
koncentracidonovekedéssel nem mutatott szignifikdns eltérést. A tovabbi két
inkubacios periodus letelte utdn T-2-nél ez a tendencia tovabbra is
érzékelheté volt a 6 oras adatokhoz viszonyitva, azonban itt a legnagyobb
¢letképesség csokkenés mar csak 12-13%-os volt. A legerdsebb hatést, az
idépontokat és dozisokat Osszegezve, 0,5 és 1,0 uM T-2 koncentracio
mutatta, melyek kozott szignifikdns eltérés nem volt mérheté. A HT-2
sejtkarositdo hatasa 12 és 24 ora esetén kisebb mértékben jelentkezett (10%
koriili sejt tulélési csokkenés), szignifikdns eltérést csak a legkisebb
koncentracié mutatott a nagyobbakhoz viszonyitva. Mindharom iddpontot
egyltt megfigyelve lathatd, hogy a T-2 toxin a legnagyobb karositast 0,5-1,0
uM-os koncentracioban fejtette ki, a 0,001 uM-hoz viszonyitva 12-16%-kal
oras terhelést kovetden az 1,0 uM-os koncentracional mértiikk, de a
sejtkarositas itt csak 14%-os eltérést mutatott a legkisebb HT-2 (0,05 uM)

terheléshez viszonyitva.
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A T-2 és HT-2 kolcsonhatasanak mért értékei magasabb sejtéletképességet
eredményeztek a szamitott értékekhez viszonyitva (P<0,05). A masodik in
vitro kisérlet eredményei alatamasztottak az els6 kisérletben tapasztaltakat.

A T-2 gyorsan felszivodik a bélbdl, eloszlik a szervezetben, viszonylag
gyorsan kiiiriil, csekély felhalmozddassal. A HT-2 hatasaval kapcsolatban
kevés informaci6 all rendelkezésre, az elérheté adatok alapjan a T-2 és HT-2
toxikus hatdsa hasonld erdsségilinek tekinthetd (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, 2001).

Szamos tanulmany a T-2 metabolitjai (HT-2, T-2 triol és T-2 tetraol) kapcsan
alacsonyabb citotoxikus hatasrol szamol be, feltételezve a szervezet
természetes detoxikald hatasat (Babich €s Borenfreund, 1991). Mivel a T-2
metabolizacioja HT-2-vé in vivo gyorsan lezajlik, a T-2 altal okozott karos
hatasok részben a HT-2 hatdsanak tulajdonithatoak.

A kisérleteinkben alkalmazott T-2 ¢és HT-2 koncentraciok kategdrianként
kategoridkon beliil nem volt szignifikans eltérés a T-2 és a HT-2 altal okozott
karositds mértékében. Figyelembe véve azt, hogy kategorianként a HT-2
mindig magasabb koncentracidban képviseltette magat, mint a T-2 toxin,
vizsgalatunk azokat a korabbi eredményeket tdmasztotta ala, amelyek szerint
a HT-2 kisebb toxicitasu, mint a T-2. Nielsen €s mtsai. (2009) nyolc human
sejtvonalban tesztelték a két toxin citotoxicitasat. Az 1Csg értéket T-2
esetében 4,4-10,8 nmol/l, mig HT-2-nél 7,5-55,8 nmol/l koncentracioban
allapitottak meg. Huméan vékonybél hamsejtekben kozel 4-szeres toxicitast
mutattak ki T-2 re, mint HT-2-re (ICso érték T-2: 6.4 nM, HT-2: 24 nM)
(Nielsen és mtsai., 2009). Konigs és mtsai. (2009) két primér sejt kultarat
hasznaltak, a T-2 metabolitjait kevésbé toxikusnak talaltak, mint az intakt
toxinét (ICsp érték T-2: 0,2-0,5 uM, HT-2: 0,7-3,0 uM). Kisérletiinkben T-2
esetében hasonld koncentracio tartomanyban nem értiik el az ICsp értéket, 0,5

uM T-2 expozicio 60-70%-os ¢életképességet, HT-2 esetében a legmagasabb
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dozis (2 uM) is csak 40% Kkorili sejtpusztulast valtott ki (60%-0S
¢letképesség). Ez a sertés limfocitdk toxinnal szembeni kisebb érzékenységét

jelezheti a hivatkozott vizsgalatokban hasznalt sejtvonalakhoz képest.
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4. KOVETKEZTETESEK

A magas dozisi T-2 toxin bevitel elhtizodo hatasat jelzi nyulakban a
a citoplazmacsepp maradvanyt tartalmazd sejtek szamdnak novekedése,
valamint a plazma citromsav koncentracidojanak csokkenése még egy 3 napos
akut toxikozist kovetd 48-dik napon is. Mindezen valtozasok dnmagukban,
vagy egyiittesen csokkent termékenyitOképességet okozhatnak himivara
allatokban.

Egy feln6tt baknytl 0,33 és 0,66 ppm-es (azaz 0,05, illetve 0,1 mg/allat/nap)
T-2 terhelést képes toleralni a vizsgalt spermamindségi paraméterek jelentds
romlasa, valamint takarmany-visszautasitds nélkiil. A 0,2 mg/allat/nap
expozicid takarmany-visszautasitdst valtott ki, nagymértékben novelte a
citoplazmacseppek aranyat (mely jelzi a spermium érési folyamatainak
zavarat) ¢€s a herében kimutathatd szoveti elvaltozasokat okozott. Ezek
alapjan a vizsgalt paraméterekre a NOAEL érték feln6tt baknyulakban <0,1
mg/allat/nap (<0,02 mg/ts kg/nap).

MTT tesztben egészséges sertésekbol izolalt limfocitakat alkalmazva
megallapitottuk a T-2 és HT-2 koncentracio6 és expozicids id6-fliggd hatasat.
A HT-2 2-50-szer nagyobb koncentracidban mutat hasonldé mértékii
citotoxicitast, mint a T-2 mikotoxin. A két toxint egyiittesen alkalmazva
kovetkezetesen alacsonyabb sejttiilélést figyeltiink meg az egyedi hatasokhoz
képest, 6 0ras inkubaciot kovetden. Mivel a két toxin egyiittes hatasaként
mért citotoxicitds a vart (szdmitott) citotoxicitastol jelentdsen elmaradt, a két

toxin hatasa nem additiv.
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UJ KUTATASI EREDMENYEK

A T-2 mikotoxin 3 napig tartd, nagy dozist (4 mg/allat) expozicidja
hosszutava (a toxinbevitel megsziintetését kovetden 48 nappal) negativ

crer

Baknyulakban a takarmany-visszautasitasra, a spermiumok motilitasara
¢s morfologiajara vonatkozo NOAEL érték T-2 mikotoxinra
vonatkozoan <0,1 mg/allat/nap (<0,02 mg/ts kg/nap).

Igazoltam a T-2 és HT-2 mikotoxin expozicios id6- és dozisfliggd
citotoxikus hatasat MTT-teszt segitségével, egészséges sertésekbdl
izolalt limfocitakon.

A HT-2 mikotoxin a T-2 toxinhoz hasonld mértékli citotoxikus hatast
sertés limfocitak esetében 2-50-szeres koncentracidban képes kifejteni,
mint a T-2 toxin.

Megallapitottam, hogy sertés limfocitdk esetében a T-2 és a HT-2
mikotoxin egyiittes alkalmazasa kovetkezetesen alacsonyabb sejttalélést
eredményezett az egyedi hatasokhoz képest. Azonban mivel a két toxin

egylttes hatasaként mért citotoxicitas a vart (szamitott) citotoxicitastol

elmaradt, a két mikotoxin hatasa nem additiv.
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6. JAVASLATOK

Tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek annak megallapitasara, hogy eltérd
koncentraciéji T-2 toxin expozicid hogyan befolyasolja a baknyulak
termékenyitd képességét. Szamos hatdsmechanizmus var még feltarasra a T-2
him nemi miikédésre gyakorolt hatasaval kapcsolatban is (Spermiogenezis,
spermiumok érése, ondoplazamatermelés, tesztoszterontermelés, stb.). A
takarmanykorlatozas, vagyis csokkent tapanyagbevitel hatdsait is javasolt
tovabb vizsgilni, mivel nem egyértelmiiek az eredmények (morfologiai
abnormalitas novekedése, viszont motilitasbeli és plazma Osszetételre nincs
hatassal; enyhe foku testsuly csokkenést okoz).

Tovabbi in vitro vizsgalatok sziikségesek a T-2 és HT-2 ICso értékének
meghatarozasara sertés limfocitdkon, valamint a két toxin interakcidjanak
vizsgalatara alacsonyabb koncentracid esetén is. Sziikséges a sertés
limfocitak esetleges T-2/HT-2 metabolizalo képességének megallapitasa a
mas sejtek esetében bizonyitott mechanizmushoz hasonloan (Konigs és

mtsai., 2009).
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