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1 BEVEZETES ES PROBLEMAFELVETES
A takarményozas elsddleges célja, hogy kiegyensulyozott taplaldanyag ellatottsagot biztositson az
allatok szadmara, igy megfeleld alapot szolgaltasson az életfenntartdshoz, a ndvekedéshez és a
szaporodashoz. A gabonafélék a monogasztrikus gazdasagi dallataink legfébb, kérddzo
allatainknak pedig fontos takarmany alapanyagai, melyekkel azonban toxikus anyagok is
keriilhetnek a takarmanyokba.

A trichotecénvazas mikotoxinok a Fusarium penészgomba fajok masodlagos anyagcsere termékei.
Gazdasagi jelentOségiik és gyakorlati el6fordulasuk alapjan ennek a mikotoxin csaladnak a
legnagyobb jelentdségii tagjai a deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin, valamint azok toxikus
metabolitjai.

Toxikus hatasaikrol mar szamos ismerettel rendelkeziink, amelyek az egyes biologiai folyamatok,
valamint az azokat szabdlyozd6 mechanizmusok paramétereiben bekovetkezd valtozasokon
alapulnak, ezek jelent6s része azonban vagy in vitro modellekkel végzett vizsgalatokon, vagy in
Vvivo, de altalaban szubletalis, hosszan tartd mikotoxin terhelések eredményein alapulnak.

A T-2 toxin és a DON hatasaival, ezen beliil kiemelten a szabadgyok képzdédéssel jard
folyamatokra, valamint a szervezet antioxidans védoérendszerére gyakorolt hatasaik
mechanizmusaval kapcsolatban még szamos kérdés var megvalaszolasra. A hosszan tartd
mikotoxin terhelést kdvetden mért biokémiai valtozasok csak egy folyamat végso allapotat jelzik,
amelynek soran egyre fokozddd mértékli karosodas, vagy adaptacié egyarant eléfordulhat.

Fontos kérdés, hogy a T-2 és a DON mikotoxinok takarmanyokkal tortént felvételét kovetden
mennyi idovel valtanak ki toxikus hatasokat. Ezen beliil milyen mértékben indukalnak oxidativ
stresszt, illetve az antioxidéns rendszer biokémiai és molekularis markerei milyen sorrendben és
mértékben indukalddnak. Egyértelmi valasz jelenleg még nem adhat6 ezekre a kérdésekre.

Ezen tilmenden, a mikotoxinok, igy a T-2 toxin és a DON halak, illetve madarak szervezetére
kifejtett rovidtav hatasai jelenleg még csak kevésbé ismertek, igy kisérleteimhez modell
szervezetként a gazdasagi szempontbdl fontos ponty és hazityuk fajokat valasztottam.

Az altalam elvégzett vizsgalatsorozat célja a fentiek alapjan annak feltarasa volt, hogy eltéré
mértéki per 0s mikotoxin terhelés soran a lipidperoxidacio ¢s az antioxidans védérendszer egyes
tagjai, valamint a xenobiotikum transzformal6 rendszer milyen mértékben, és kiemelten milyen
egymast kovet6 1épések soran, aktivalodik, vagy meriil ki. Ezeket a folyamatokat enzim/fehérje,
illetve génexpresszids szinten is vizsgaltam pontyok és brojlercsirkék szervezetében rovidtava
mikotoxin terhelés soran.
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2 CELKITUZESEK
1. Vizsgalataim f0 célkitlizése az volt, hogy megvizsgaljam egyes trichotecénvédzas mikotoxinok
(T-2 toxin és DON) hatasat a lipidperoxidacios folyamatokra, valamint a glutation redox rendszer
egyes elemeinek valtozasara, valamint azok szabalyozasara a terhelést kdvetd els6 24 oraban két
eltéro ¢lettani sajatossagokkal rendelkezo allatfajban, a pontyban és a brojlercsirkében.

2. A brojlercsirkékkel végzett vizsgalatok esetében tovabbi célom volt felmérni az altalam vizsgalt
paraméterek valtozasainak életkorral Osszefiiggd eltéréseit azonos mértékii mikotoxin terhelés
mellett.

3. Célom volt felmérni a takarmanyrészek athaladasanak tranzit idejét a bélcsatornaban, amely
befolyasolja a mikotoxinok bélcsatornabol valéd felszivodasara rendelkezésre allo idétartamot,
ennek alapjan pedig Osszefiiggéseket keresni az altalam vizsgalt paraméterek értékeiben észlelt
valtozasok és a mikotoxinok felszivodasat kovetd ido kozott.

4. A vizsgalatok eredményei alapjan tovabbi célom volt annak felmérése, hogy az altalam vizsgalt
mikotoxinok hatasara a méjban keletkezd reaktiv oxigén gyokok a szennyezett takarmany
felvételét kovetden eldidéznek-e lipidperoxidacios folyamatokat, illetve ezek hatasara milyen
idGintervallumban és milyen sorrendben aktivalodnak a glutation redox rendszer egyes elemei
mRNS ¢és fehérje/tripeptid szinten.

A fenti célok eléréséhez az alabbi kisérleteket allitottam be, és paraméterek vizsgalatat végeztem el:

I.  Egyszeri, szubletalis T-2 toxin vagy DON rovidtava (24 6ras) hatasanak felmérése egynyaras pontyok
majaban:

a) a lipidperoxidacios folyamatok esetén az iniciacios szakasz markereinek (konjugalt diének (CD)
és konjugdlt triének (CT)), valamint a terminacids szakasz metastabil végtermékének
(malondialdehid (MDA)) mennyiségére;

b) abioldgiai antioxidans rendszer miikodését jelzé paraméterek valtozasara (glutation-peroxidaz
(GPx) aktivitas, redukalt glutation (GSH) tartalom),

C) tovabba4, a foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidazt kodolo gének (glutation-peroxidaz 4 a
és b (Gpx4a és Gpx4b)), valamit a Keapl/Nrf2-ARE (kelch-like ECH-associated protein 1/
nuclear factor E2-related factor 2/antioxidans valaszelem) utvonal transzkripcios faktorait
kodolo egyes gének (Keapl, Nrf2) expresszios valtozasaira.

Il.  Rovidtava (24 6ras), szubletalis T-2 toxin vagy DON hatasanak felmérése eltéro életkoru (1 és 3 hetes)

brojlercsirkék majaban:

a) a lipidperoxidacios folyamatok esetén az iniciacids szakasz markereinek (CD és CT), valamint a
terminacios szakasz metastabil végtermékének (MDA) mennyiségére;

b) abioldgiai antioxidans rendszer mikodését jelzo paraméterek valtozasara (GPx aktivitas, GSH
tartalom),

c) valamint a glutation redox rendszer egyes elemeit kodold gének (glutation-peroxidaz 4 (Gpx4),
glutation-szintetaz (Gss), glutation-reduktaz (Gsr)) expresszids valtozasaira
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3 SZAKIRODALMI ATTEKINTES

3.1 A trichotecénvazas mikotoxinok altalanos jellemzdi

A mikotoxinok egyes fonalas gombak masodlagos metabolizmus termékei (Berthiller et al., 2013),
amelyek a takarmanyokat, ezen beliil kiilonosen a gabonaféléket (Selma és Giilden 2008),
szennyezik. Ezaltal a gazdasagi allatoknal dozisfiiggd mértékben termeléskiesést, illetve toxikus
valaszreakciot valtanak ki (Diaz 2005). Jellemzden hdstabil vegyiiletek, tehat a hagyomanyos
takarmanyipari miiveletek soran alkalmazott kezeléseknek ellenallnak (Szigeti 1997).

A trichotecénvazas mikotoxinokat termelé Fusarium penészek altalaban hiivés és paras
kornyezetben (Wood 1992), a jelenlévd oxigén mennyiségétdl, illetve a gabonaban jelenlévd
szubsztratoktdl (pl. keményitd) fliggéen (Kovacs 2010), szdmos, eltérd kémiai struktaraval
rendelkez6 trichotecénvazas vegyiiletet termelhetnek. Az egyes Fusarium fajok/torzsek mikotoxin
termelését, az hatarozza meg, hogy genetikai allomanyukban jelen vannak-e, illetve bizonyos
kiilsé kornyezeti hatdsokra aktivalodnak-e, az adott mikotoxinok termelésért felelds gének
(Kimura et al., 2003). Ezek a toxinogén fajok/torzs képesek mikotoxin-szintézisre (Desjardins et
al., 1993). A mikotoxinok, mint a masodlagos anyagcsere folyamatok termékei nem esszencialisak
a penészgombak novekedéséhez, azok termelddését jellemzden valamilyen kdrnyezeti stressz-
hatas, pl. hdstressz, indukalja (Schmidt-Heydt et al., 2008). A trichotecénvdzas mikotoxinokat
négy kategoriaba soroljak a kémiai funkcios csoportjaik szerinti hasonlosag alapjan (1. tablazat)
(McCormick et al., 2011). Az ,,A” tipust trichotecénvazas mikotoxinok kozé tartozik a T-2 toxin
(legfontosabb termelé penészgomba fajok: F. tricinctum, F. sporotrichioides, F. poae, F.
graminearum), mig a deoxinivalenol (DON) ,,B” tipust (legfontosabb termelé penészgomba
fajok: F. graminearum, F. culmorum) mikotoxin (Moss, 2002). A ,,C”, valamint a makrociklusos
,D” tipusu trichotecénvazas mikotoxinok gazdasagi szempontbdl kisebb jelentdségiiek, és ezeket
jellemzOen mas penészgomba fajok termelik (pl. Stachybotris chartarum, Stachybotrys alternans,
Myrothecium verrucaria, Myrothecium roridum) (Grove 1993).

A mérsékelt éghajlati égovbe tartozd orszagokban, igy Magyarorszagon is, a DON a
leggyakrabban, és legnagyobb mennyiségben el6forduld (Simsek et al., 2013), mig a T-2 toxin a
leginkabb toxikusnak tartott trichothecénvazas mikotoxin (Bamburg et al., 1968). A T-2 toxin is
gyakori, viszont altalaban sokkal kisebb koncentracioban van jelen a takarmanyokban (2. tablazat)
(Biomin World Mycotoxin Survey 2015, Binder et al., 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCormick%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22069741

10.14751/SZIE.2017.076

1. tablazat A trichothecénvazas mikotoxinok csoportositasa a trichotecénvazhoz kapcsolodo funkcids csoportok
elhelyezkedése alapjan (McCormick et al., 2011 nyoman)

Tipus WA »B” »C” »D”
T-2 toxin
HT-2 toxin
T-2 tetraol
Neoszolaniol (NEO) Deoxinivalenol (DON) .
. L . Baccharin
Diacetoxiszcirpenol (DAS) | Nivalenol (NIV)

Krotocin | Roridin A

Mikotoxin | Trichodermol Fuzarenon-X .
. . . . Satratoxin H
Trichodermin Trichothecin Verrucarin A
Izotrichodermol Trichothecinol A
Kalonektrin
7-8-dihidroxi-kalonektrin
Harzianum A

A T-2 toxin és a DON foképp a gabonafélékben, valamint ezek feldolgozott termékeiben (malata,
sor, kenyér stb.) fordulnak el6 (Selma és Giilden 2008).

Annak ellenére, hogy ezek a mikotoxinok nagy gyakorisaggal, és esetenként nagy mennyiségben
fordulnak el6 a gabonamagvakban, a trichotecénvazas mikotoxinokra vonatkozoan az Europai
Unié a takarmany alapanyagokban és teljesértékii keveréktakarmanyokban csak javasolt
hatarértéket hatarozott meg. A teljesértékii keveréktakarmanyok esetében ez 0,25 mg T-2 és HT-
2 toxin/kg és 5 mg/kg DON (2. tablazat) (European Commission 2013, Biomin World Mycotoxin
Survey 2015).

2. tablazat A szennyezések gyakorisaga és mértéke a legfontosabb mikotoxinok esetén — Eurdpa
(Biomin World Mycotoxin Survey 2015 alapjan)
AFB1: aflatoxin B1; ZEN: zearalenon; DON: deoxinivalenol; T-2: T-2 toxin FUM: fumonizin; OTA: ochratoxin A

AFB1 ZEN DON T-2 FUM OTA

Vizsgalt mintak szama (db) 1163 2894 3684 2051 1543 1188
Szennyezett mintak aranya (%) 11 64 77 42 54 26
A szennyezések mértékének atlaga 6 213 1288 25 898 7
(ng/kg)
A szennyezések maximum értéke 153 8888 34861 685 15383 150
(ng/kg)
EU javasolt hatarérték

20 2000 20000 250
teljes értékii takarmanyokban (ug/kg) 5000 250
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3.1.1 A T-2 toxin és a DON toxikokinetikai jellemzoi

A gazdasagi allatok jellemzden ,,per 0s”, a takarmannyal, veszik fel a mikotoxinokat, ugyanakkor
mar a borrel valo érintkezés révén is felmarodasokat és lokalis gyulladast indukalhatnak
(dermatotoxikus hatas), amely elsésorban a szdj kornyékét, a szaj nyalkahartyajat és a
gaszrointesztinalis rendszert érinti (Nesic et al., 2014). A mikotoxinokat tartalmazo por belégzése
révén azonban az allatok tiidejében is kialakulhat gyulladas (Wong et al., 2016). Ez viszont
nehezen kiilonithet6 el a belélegzett fizikai részecskék penészgomba tartalmatol, azok micéliuma
altal eldidézett gyulladdsos folyamatoktol (Pauly et al., 2011).

A T-2 toxin, mint lipofil karakterti molekula, konnyen atjut a membranokon (Gyongyossy-Issa et
al., 1984). A gyomorbdl csak kismértékben (Ellison és Kotsonis, 1974; Beasley et al., 1986), a
vékonybélbdl viszont rovid 1d6 alatt €s hatékonyan felszivodik. Sertésekben példaul kimutattak,
hogy a takarmanyfelvételt kovetden kevesebb, mint 20 perc milva mar kimutathaté mennyiségben
volt jelen a vérben (Eriksen és Petterson, 2004). Vemhes emlésallatoknal a placentan is atjuthat
ugy a T-2, vagy annak aktiv metabolitja a HT-2 toxin is (Wang et al., 2014). A DON kevésbé
hidrofob karaktere miatt elsésorban a paracellularis utvonalon (a sejtkdzotti téren at) és passziv
transzport révén szivodik fel a vékonybélbdl (Sergent et al., 2006), a takarmanyfelvételt kovetéen
azonban mar 15-30 perccel kimutathatd volt a vérbdl (Eriksen és Petterson, 2004). A DON
biologiai felezési ideje rovid, sertésben minddssze 4 ora (Prelusky et al., 1988). A T-2 toxin
biologiai felezési-ideje még kevesebb, atlagosan 20 perc, azonban annak 80%-a HT-2 toxinna
alakul, ami hasonlo toxicitdsu (SCF, 1999). Brojlercsirkékkel végzett vizsgalatokban
megallapitottak, hogy a takarmannyal felvett T-2 és HT-2 toxin a bélcsatornabol gyorsan
felszivodik, majd els6sorban a majban metabolizalodik, és 24-48 oran beliil a xenobiotikum
transzformalo6 rendszer gyakorlatilag teljes mértékben eliminalja (Rizzo et al., 1994).

A T-2 toxint a fazis 1. enzimek (reaktiv és polaros aktiv csoportokkal rendelkez6 enzimek; pl
citokrom P450 enzim csaldd) kevésbé hidrofob karakterti molekulava alakitjak redukcio, oxidacio,
hidrolizis, hidroxilacio, és egyéb detoxifikacios folyamatok soran (Wu et a.l, 2010). A T-2 toxin,
de foképp a DON, metabolizmusa, els@sorban de-epoxidacidja, mar a bélcsatornaban
megkezdédhet egyes mikrobialis enzimek hatasara (Swanson et al, 1988). A DON-t de-epoxi
DON-na (DOM-1) a T-2 toxint pedig egyéb deepoxi-metabolitokka alakitjak (Young et al., 2007).

A mikrobialis de-epoxidacié hatékonysaga azonban az egyes allatfajok kozott jelentdsen eltérd,
igy példaul a kiilonb6z6 halfajok koziil egyediil a barna torpeharcsa (Ameriurus nebulosus)
bélcsatornajabol izolalt mikrobialis kozosség volt képes a DON-t atalakitani DOM-1-¢ (Guan et
al., 2009). A halfajok mellett egyéb allatfajok kozott is nagyfoku eltérések lehetnek (Horvath és
kapcsolatban. Patkanyokkal és csirkékkel végzett vizsgalatokban, a DOM-1 mellett, egyéb DON
metabolitokat is talaltak (Wan et al.,, 2014), igy példaul DON-10-szulfonatot, DON-3-
gliikkoronidot, DON-3-szulféatot, ¢s DOM-1-10-szulfonatot is. A DON-10-szulfonat ¢s a DOM-1-
10-szulfonat metabolitokat azonban csak patkanyban, mig a DON-3-szulfatot csupan csirkékben
lehetett kKimutatni (Wu et al., 2011).

Brojlercsirkék esetében a T-2 toxin f6 metabolikus ttvonala a hidrolizis, amelyet, elsdsorban a
majban, a fazis II. enzimek (bioszintetikus konjugaciot végzé enzimek) katalizalnak. A
trichotecének f6 metabolikus utvonala a de-epoxidacio és a deacetilacio. A folyamat
eredményeképpen a T-2 toxin fobb metabolitjai a HT-2, T-2 triol, T-2 tetranol, 3-hidroxi T-2 és
3-hidroxi HT-2, mig a DON {6 metabolitjai a DOM-1 és a deepoxi-nivalenol (Wu et al., 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691515301113#bib38
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Pontyoknal a metabolitok kozott a HT-2 toxin a kimutathatosagi hatarérték alatt volt a maj
mikroszomakban, ugyanakkor jelentés mennyiségben talaltak 3'-OH-T-2 toxint. Ezen eredmények
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a halak xenobiotikum transzformal6 folyamatai kozott a
hidrolizis nem t6lt be olyan fontos szerepet, mint a szarazfoldi allatoknal, s6t pontynal egyéb
metabolikus utvonalat is leirtak (Wu et al., 2014b).

A mikotoxinok a fazis II enzimek (pl. glutation-S-transzferdzok, GST) hatdsara konjugaciod
(glutation-, gliikoronsav- sth.) révén részben az epével (Corley et al., 1985), részben a bélsarral,
valamint a vizelettel, illetve halak és madarak esetében az iiriilékkel iiriilnek (Swanson és Corley,
1989). Szakirodalmi adatok szerint a halak szervezetében a trichotecénvéazas mikotoxinok f6
transzformacios és konjugacios ttvonalai jellemzéen eltérnek a szarazfoldi allatokétol (Wu et al.,
2011; Maul et al., 2012; Uhlig et al., 2013).

A penészgombaval fertézott novényekben is végbemegy a Xxenobiotikum-transzformacio,
amelynek eredményeként a mikotoxinok egy része detoxifikalodik. Az allati szervezethez
hasonloéan, a fazis II. enzimek segitségével, glikoz- vagy malonsav-konjugacié kovetkezik be,
majd a konjugatumokat vakuolumokban (sejten beliil) vagy az apoplasztba (sejtkozotti tér),
transzportaljak. Ezéltal ugynevezett ,maszkolt” mikotoxinokat (pl deoxynivalenol-3-f-D-
gliikozid (D3G), T-2 toxin-gliikozid) hozva létre. A ndvényi szovetekben elraktarozott ,,maszkolt”
mikotoxinokat viszont az allatok a takarmannyal egyiitt felveszik és a kotésekbol a bélrendszer
enzimjeinek hatasara a mikotoxinok részben felszabadulnak majd felszivodnak (Berthiller et al.,
2013).

3.1.2 AT-2toxin és DON hatdsai az dllati szervezetre (toxikodinamiai jellemzok)

A trichotecénvazas mikotoxinok hatasait szamos tényezd befolyasolja, igy az adott allat faja,
fajtaja, ivara, kora, takarmanyozasi és egészségi allapota, a tartasi koriilmények, tovabba a
mikotoxin tipusa, az expozicio ideje €s egyidejlileg mas (toxikus) anyagok jelenléte (Anater et al.,
2016). A kiilonbozo allatfajoknal jelentds kiilonbséget mutattak ki a mikotoxinok felszivodasanak
mértékében, azok szervezeten beliili eloszlasaban, metabolizmusaban és kivalasztasaban is (Wu et
al., 2011; Maul et al., 2012). A trichotecénvazas mikotoxinok tekintetében a gazdasagi allatfajok
érzékenysége alapjan az alabbi rangsor allithato fel: sertés>baromfifajok>kér6dzok (Eriksen,
2003). A baromfiféléken beliil az érzékenységi rangsor: lad>kacsa>hazityuk (Mézes et al., 1998).

A T-2 toxin LDso értéke 1 napos brojlercsirkénél 4,97 mg/kg testtomeg, mig ennek értéke a T-2
toxin egyik f6 metabolitja, a T-2 tetraol, esetében mar 33,79 mg/kg testtomeg. DON esetén az LDso
értéke brojlercsirkénél 140 mg/kg testtomeg (Huff et al., 1981).

Halaknal a DON-ra és T-2 toxinra vonatkozdan a szakirodalomban nem talalhaté LDso érték
(Pietsch és Hirsch, 2015). Azonban a T-2 toxin esetén egy halfajra, a Sziinyogirtd fogaspontyra
(Gambusia affinis) vonatkozoan talaltam adatot, ahol LCso értékként 147 pug/L koncentraciot adtak
meg (McKean et al., 2006).

A T-2 toxin és a DON halak szervezetére kifejtett hatasai jelenleg még kevésbé ismertek. Az egyes
halfajokra vonatkozoan a kovetkez0 érzékenységi sorrendet allitottak fel: szivarvanyos
pisztrang>ponty>harcsafélék (Anater et al., 2016). Az egyes halfajok kozotti kiilonbségek az
érzékenység tekintetében nagymértékiiek, ami féképp az adott mikotoxin tipusatdl fiigg (Guan et
al., 2009).

A trichotecénvazas mikotoxinok gazdasagi allatoknal altalaban csak szubkronikus és szubklinikai
tiineteket idéznek eld, igy példaul novekedésbeli lemaradast, takarmany-visszautasitast, csokkent
takarmany-értékesiilést és emiatt csokkent termelést, novekvo mértékii mortalitast, illetve fokozott
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érzékenységet a fert6z0 betegségekkel szemben. Amennyiben klinikai tiinetek is megjelennek,
azok hanyasban, hasmenésben, bagyadtsagban, csokkent immunvalasz készségben, rossz
spermamindségben, alacsony keltethetéségben, ¢és foképp halaknal, anémia formajaban
nyilvanulnak meg (D’Mello et al., 1999, Eriksen és Petterson, 2004; Matejova et al., 2016). Ezen
tiinetek tobbségét halaknal (Anater et al.,, 2016) és baromfi fajoknal egyarant megfigyelték
(Sokolovic et al., 2008; Awad et al., 2013).

Brojlercsirkéknél a trichotecénvazas mikotoxinok féképp nem specifikus hatasokat fejthetnek ki.
fgy példaul a szakirodalomban genotoxikus, citotoxikus, immunmodulans hatasokat egyarant
leirtak. Emellett azonban negativ hatast gyakorolnak az emésztérendszerre, a majra és az
idegrendszerre, emiatt csOkkentik a termelési paramétereket (Sokolovic et al., 2008). Halaknal
ugyanakkor a mikotoxinok, igy a trichotecénvazas mikotoxinok, hatasairdl jelenleg még csak
kevés adat all rendelkezésre (Anater et al., 2016).

Baromfifélékben a T-2 toxikozis elsé tiinetei a csokkend takarmanyfelvétel, emiatt a testtomeg
gyarapodas és a novekedési intenzitas csokkenése (Chi et al., 1978; Wyatt et al., 1973b; Hoerr,
2003). Tojétyukoknal csokken a tojastermelés (Tobias et al., 1992), romlik a tojashéj mindsége és
a keltethetéség mértéke (Chi et al., 1978; Wyatt et al., 1973Db).

Halaknal, igy példaul zebradanional (Danio rerio), a DON terhelés kétfazist hatast valt ki a
termékenyiilésben. Alacsony dozisok mellett mérsékelten ugyan, de javult a termékenyiilés, sot
még a larvak uszasi aktivitasaban is nagyobb értékeket tapasztaltak (Sanden et al., 2012). Baromfi
fajokhoz hasonléan kiilonb6z6 halfajoknal is megfigyelték a takarmanyfelvétel, a testtomeg
gyarapodas €s a novekedési intenzitas csdkkenését mind a T-2 toxin, mind pedig DON felvételét
kovetden. Ilyen hatast irtak le szivarvanyos pisztrangnal (Oncorhynchus mykiss) (Poston et al.,
1983; Woodward et al., 1983; Hooft et al., 2011) és atlanti lazacnal (Salmo salar) (Déll et al.,
2010), a ponty esetében viszont ezeket a hatasokat nem észlelték (Pietsch et al., 2014a,b). Egy
kozleményben azonban leirtak, hogy a T-2 toxinnal szennyezett takarmannyal szemben a pontyok
kisebb érdeklddést mutattak (Matejova et al., 2016). Az egyes vizsgalt halfajok koziil a
szivarvanyos pisztrang tlinik a leginkabb érzékenynek a DON irant, mivel mar 20 mg DON/kg
takarmany koncentracio esetén is teljes takarmany-visszautasitast figyeltek meg (Woodward et al.,
1983). Ugyanakkor, 10 mg DON/kg takarmany szennyezettségi szint mellett ssmmilyen hatas nem
volt megfigyelhetd a pettyes harcsa (Ictalurus punctatus) takarmanyfogyasztasara, novekedésére,
vérparamétereire €s a mdj tomegére (Manning et al., 2014). Ebbdl is jol lathatod, hogy jelentds
kiilonbségek vannak az egyes halfajok mikotoxinokkal szembeni érzékenységében. A kiilonb6zd
mikotoxinok iranti érzékenységben fennallo kiilonbségeket jol jellemzi, hogy amennyiben pettyes
harcsaval T-2 toxinnal szennyezett takarmannyal etettek 0,625-5 mg/kg takarmany
koncentracioban, akkor annak hatasara dozisfiiggd mértékben csokkent a novekedés, sét 2,5 mg
T-2 toxin/kg takarmany koncentracio felett mar jelentdsen nétt a mortalitas is (Manning et al.,
2003). Pontynal (Cyprinus carpio) is hasonld valtozasokat figyeltek meg az emlitett
paramétereckben 0,52 vagy 2,45 mg T-2 toxin/kg takarmany etetésének hatasara (Balogh et al.,
2009).

A trichotecénvazas mikotoxinok els6dleges hatasa, hogy az eukaridta sejtekben gatoljak a fehérje-
¢s DNS szintézist (Holladay 1995). A fehérje szintézis gatlasa a riboszémak szintjén valosul meg,
ahol annak mindharom f6 szakaszat (iniciacio, elongacio és terminacio) gatoljak (Cundliffe et al.,
1974; Sokolovic et al., 2008). Az epoxi gylirti ugyanakkor szerkezeti felépitése miatt emellett
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kozvetleniil is képes kotddni a fehérjékhez (Cundliffe et al., 1977; Awad et al., 2013) gatolva azok
funkcigjat.

Fehérje szintézist gatlo hatdsuk miatt a vérképzo és lymphoid szovetek kiillonosen érzékenyek a
trichotecénvazas mikotoxinokra (Ueno et al., 1983). Ez a hattere annak, hogy a T-2 toxin vagy a
DON joél ismert immundepressziv, illetve immunszupressziv vegyiiletek (Kidd et al., 1995). A
hatas azonban fligg az alkalmazott dozistol és az expozicid id6tartamatol (Pestka et al., 2004,
Awad et al., 2013), igy példaul kis dozisban immunstimuldns hatasukat is kimutattdk, az
indukalasa révén (Dong et al., 1994; Warner et al., 1994; Pestka et al., 2004). Annak ellenére, hogy
az ,,A” tipusu trichotecének jelentdsen kisebb immunotoxicitassal birnak, mint a ,,B” tipustak
(Sharma, 1993), T-2 toxikézis soran nekrozist és lymphoid sejt depléciot is leirtak brojlercsirkék
thymusaban, 1épében és nyirokcsomoiban (Wyatt et al., 1973b; Boonchuvit et al., 1975, Hoerr,
2003). Emellett, Salmonella fert6zés esetén nagyobb mértékii mortalitast is tapasztaltak T-2
toxinnal szennyezett takarméanyt fogyaszto brojlercsirkéknél (Hoerr et al., 1982, Ziprin és Elissalde
1990), valamint alacsony antitest titert hataroztak meg Newecastle betegség és fert6zo bursitis
elleni vakcinazast kovetéen (Kamalavenkatesh et al., 2005, Girish és Devegowda, 2006; Weber et
al., 2006). A DON toxikus hatasai kozil ugyanakkor az immuntoxicitast tartjak a
legjelentésebbnek (Bondy ¢és Pestka, 2000). Ezt tamasztja ala, hogy DON terhelés esetén
kacsaknal csokkent a Bursa Fabricii mérete és degradalodott annak szoveti szerkezete is, ami
kihatott az antitest termelésre és a betegségekkel szembeni ellendlloképességre is (Feinberg és
Mclaughlin, 1989; Déanicke et al., 2004; Kubena et al., 1985). Brojlercsirkékben DON hatésara, a
T-2 toxinhoz hasonldan, csokkent a fertézd bronchitis virus és a Newcastle betegség elleni
vakcinazast kovetéen mért antitest titer és emiatt a vakcinazas hatasfoka (Dénicke et al., 2004;
Harvey et al., 1991; Dénicke et al., 2002). Halaknal, egy T-2 toxinnal végzett kisérletben, csokkent
hematokrit és hemoglobin szinteket talaltak szivarvanyos pisztrangnal 2,5 mg T-2 toxin/kg
takarmany, vagy azt meghalad6 szennyezettségi szintek mellett (Poston 1983). Emellett pontyban
is csokkent immunvalaszt és az immunrendszer sejtes elemeinek (fehérvérsejt, limfocitak,
neutrofil granulocitak) csokkent szamat figyelték meg (Pietsch et al., 2014a; Pietsch et al., 2015;
Matejova et al., 2016).

In vitro kisérletekben a trichotecénvazas mikotoxinokkal végzett kezelést kovetden egér
makrofag- és human sejtvonalakban apoptozist mutattak ki (Yang et al, 2000), csirke
lymphocitakban pedig, T-2 toxin hatdsara, DNS karosodast tapasztaltak (Sokolovic et al., 2007),
tovabba apoptozist figyeltek meg brojlercsirkék thymusaban (Venkatesh et al., 2005). DON
hatasara csokkent sejtosztodast, valamint az immunrendszer sejtes elemeinek nekrozisat és
apoptozisat allapitottak meg (Pestka és Bondy, 1990; Pestka et al., 2004). A vérképzésre kifejtett
negativ hatdsukat bizonyitja, hogy mindkét trichotecénvazas mikotoxin indukdlja a
hematopoetikus progenitor sejtek apoptozisat (Parent-Massin 2004). A DON példaul kdzvetleniil
indukalja a T-sejtek, a B-sejtek és az IgA+ sejtek (Pestka et al. 1994), valamint a makrofagok
programozott sejthaldlat (Zhou és Pestka 2005). Az apoptdzis hatterében a fehérjeszintézis gatlasa,
vagy az oxidativ stressz indukcidja miatt bekovetkezd DNS-karosodas allhat, amely egyuttal
aktivalja a mitokondridlis apoptotikus utakat (Zhuang et al., 2013), ugyanakkor csokkenti a
citokrom P450 ¢és a glutation-S-transzferdz enzimcsalad tagjainak aktivitasat, azaz a mikotoxin
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A T-2 toxin és a DON a szerotoninerg, valamint a dopamin rendszer miitkodésének megzavarasaval
(Smith, 1992; Sokolovic et al., 2008), tovabba a sejtek egyes jelatviteli utvonalainak
befolyasolasan keresztiil neurotoxikus (Prelusky, 1994, Wang et al.,, 1998) ¢és ezzel
Osszefliggésben emetikus (Fioramonti et al., 1993) hatast fejtenek ki. Brojlercsirkékben csokkent
takarmanyfelvételt, valamint mozgéaskoordinéacios zavarokat is megfigyeltek T-2 toxin hatasara, a
neurotoxicitassal osszefiiggésben (Wyatt et al., 1973a, Wyatt et al., 1973b).

A T-2 toxin és a DON 12,13-epoxi gyliriis szerkezete kémiailag kiilondsen reaktiv, amely feleldssé
tehetd azok dermatotoxikus (Ueno, 1977) hatasaiért. Baromfi fajokban, a szajiiregben és a
csérkavan, felmarodasokat és nekrotikus 1éziokat figyeltek meg 1 - 5 mg T-2 toxin/kg takarmany
dozistartomanyban, az etetés megkezdését kovetd egy héten beliil (Chi et al., 1978; Brake et al.,
2000). A T-2 toxin hatasara emellett nekrotikus elhalasokat is megfigyeltek a szajiiregben, a
zizbégyomorban, a bél nyalkahartyajan és a majban (Ademoyero és Hamilton 1989; Ademoyero
¢és Hamilton 1991; Konjevic et al., 2004). Leirtak emellett a tollasodas zavarat is brojlercsirkékben
nagymértéki T-2 toxin terhelés mellett (Wyatt et al., 1973b; Hoerr, 2003;). A DON is hasonlo
elhalasokat idézett el a nyalkahartya karositasa révén tojotytkok zuzdégyomraban (Lun et al.,
1986) és vékonybelében, (Dénicke et al., 2002). Szovettani vizsgalatokkal azt is megallapitottak,
hogy a DON brojlercsirkékben negativ hatassal van a gasztrointesztindlis rendszer
nyalkahartyajara. Igy példaul elhalasokat talaltak a bélbolyhok kriptiban (Awad et al., 2004;
Awad et al., 2006; Awad et al., 2011), valamint karositja az intesztinalis epithel sejtek integritasat,
ennek révén csokkentve a tight junction fehérjék hidrofil molekula-transzportjat (Awad et al.,
2013).

Szivarvanyos pisztrangban Hooft et al. (2011) szdvettani elvaltozasokat figyeltek meg a majban
¢és a bélben DON terhelés hatasara, de hasonl6 nekrotikus elvaltozasokat irtak le pontyok majaban
¢és egyéb szoveteiben is (Pietsch et al., 2014b; Pietsch et al., 2015) Leirtak tovabba, hogy in vitro
modellben a DON gatolja egyes hal eredetii sejtvonalak életképességét, csokkenti a membranok
integritasat, valamint a mitokondriumok és a lizoszémak aktivitasat. Az egyes vizsgalt sejtvonalak
koziil a szivarvanyos pisztrang eredetliek mutattak a legnagyobb foku érzékenységet a DON irant
(Pietsch et al., 2011). Pontybdl szarmazé elsddleges hepatocita sejtvonalban szintén toxikus
hatasokat figyeltek meg mar 0,5 ng DON/ml koncentracional, emellett tobb mikotoxin egyiittes
vizsgalata soran a DON additiv hatasat is tapasztaltak (He et al., 2010).

3.1.3 AT-2toxin és a DON kapcsolata a ROS képzés indukcidjaval és az oxidativ stresszel

A reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) olyan gyokok vagy molekuldk, amelyek minden €16, aerob,
szervezetben megtalalhatok (Dickinson és Chang 2011). Kozos jellemzdjiik, hogy kiilsé
elektronhéjukon parositatlan elektront tartalmaznak, ezaltal reaktivak. Mivel valamely mas
atomrol vagy molekularol vonnak el elektront, igy tovabbi gyokképzdzést indukalnak (Jacob és
Burri, 1996). A szervezetben fiziologias koriilmények kozott is folyamatosan keletkeznek
szabadgyokok (Halliwell, 1991; Murphy, 2009), amelynek fiziologids szinten tartasat az
antioxidans rendszer szabalyozza (Lien et al., 2008).

Korabban megallapitast nyert, hogy a sejtekben zajlé biokémiai valtozasokkal 6sszefliggésben a
trichotecénvdzas mikotoxinok hosszii tdva hatdsdra fokozddik az 4llati szervezetben a
lipidperoxidaciés folyamatok intenzitasa, amely kihat a bioldgiai antioxidans rendszer
miikodésére is (Mézes et al., 1998; Surai et al., 2002). A szakirodalomban jelentés szamban irtak
le Osszefliggést a trichotecénvazas mikotoxinok €s az azok hatdsara kialakulo oxidativ stressz
kozott (Arunachalam és Doohan, 2013).
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A trichotecénvazas mikotoxin-expozicid és a ROS képzddés Osszefiiggésével kapcsolatban
ugyanakkor megoszlanak a vélemények arrél, hogy a mikotoxinok kdzvetleniil, vagy kozvetve,
azaz az antioxidans védérendszer miikodésének befolyasolasa révén idéznek-e eld oxidativ stresszt
(Sudakin, 2003; Jossé et al., 2011; Mishra et al., 2014; Chandratre et al., 2014; Wen et al., 2016).
Egyes vizsgalatokban ugyanis nem talaltak kozvetlen ROS képzddést indukalod hatast, st egyes
esetekben csokkend mennyiségben talaltak ROS vegyiileteket a trichotecénvazas mikotoxinokkal
Osszefliggésben (Pietsch et al., 2011; Bin-Umer et al., 2014).

A trichotecénvazas mikotoxinok, szerkezetiikbl adodoan, azaz az epoxi csoport megléte miatt,
reaktivak, ezért képesek ROS képzddést indukalni (Chandratre et al., 2014). Emellett kozvetett
modon is indukalhatnak ROS képzbédést, azaz oxidativ stresszt, igy példaul a xenobiotikum-
transzformalo rendszer (pl. citokrom P450 csalad) aktivacioja (Wen et al., 2016), vagy az altaluk
indukalt gyulladasos folyamatok (Fialkow et al., 2007; Osselaere et al., 2013; Wu et al., 2014a)
altal. A gyulladasos folyamatok immunreakciokat is indukalhatnak (Strasser et al., 2013; Pierron
et al, 2016), amely szintén fokozhatja a ROS képz6dést. A mikotoxinok emellett
immunszuppressziv hatassal is rendelkeznek, amely ez utobbi folyamatokat befolyasolhatja (Kidd
et al. 1995; Pestka et al., 2004).

Brojlercsirkéknél szdmos adattal rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal Osszefiiggd
lipidperoxidécios hatasokrol, de jellemzden szubkronikus expoziciot kovetden (Smith, 1992;
Mézes et al., 1998; Mézes et al., 1999; Surai 2002; Weber et al., 2010). igy példaul
brojlercsirkékben 1,5 mg/kg testtdomeg dozisu T-2 toxin hatdsara emelkedett malondialdehid
(MDA) tartalmat mértek a majban 7 napos expoziciot kovetden (Leal et al., 1999). Ez arra utal,
hogy a lipidperoxidacios folyamatok intenzitasa nott. Dvorska et al., (2007) szubkronikus terhelést
kovetden szintén emelkedett MDA tartalmat talaltak a majban, amely egyidejiileg az antioxidans
védelmi rendszer csokkent mennyiségével/aktivitasaval is tarsult (Se, a-tokoferol, aszkorbinsav,
karotinoidok és redukalt glutation (GSH) tartalom, glutation-peroxidaz (GPx) aktivitas). Egy
masik vizsgalatban, 6 hetes T-2 toxin-expoziciot kovetden, oxidativ karosodasokra utald
valtozasokat észleltek egyes majkarosodast jelzé markerek értékeiben (Yang et al., 2016). Csirke
hepatocita eredetii sejtvonalakban, in vitro modellben, 24 6ras T-2 toxin terhelést kovetden,
viszont az antioxidans rendszer indukcidjat tapasztaltdk. gy példaul nétt egyes antioxidans
enzimek, a GPx, a szuperoxid-dizmutaz (SOD) és a katalaz (CAT) aktivitasa, ugyanakkor
csokkent a GSH, de nétt az MDA tartalom (Yang et al., 2016). Egy masik, in vitro, vizsgalatban
is kimutattak az oxidativ stressz jelenlétét, szintén csirke eredetii sejtvonalakban (Mu et al., 2013).
A szakirodalomban ugyanakkor kevés rovid tavu, gazdasagi allatokkal végzett, in vivo vizsgalati
eredmény taldlhatdo, de példaul egy T-2 toxinnal szennyezett takarmanyt fogyasztd,
brojlercsirkékkel végzett, 48 oras kisérletben megallapitottdk, hogy mar 12 oraval a
takarmanyfelvételt kovetden fokozddnak a lipidperoxidacids folyamatok és egyidejiileg nd az
antioxidans rendszer aktivitasa (Bdcsai et al., 2015).

Ezzel ellentétben, 17 napos expozicid utan 10 mg T-2 toxin/kg takarmany vagy 10 mg DON/kg
takarméany dozisok mellett nem talaltak eltéréseket a lipidperoxidacids folyamatokban, annak
ellenére, hogy a DNS toredezettsége mar kimutathato volt (Frankic et al., 2006). Ehhez hasonléan
Rezar et al. (2007) sem talaltak oxidativ karosodasokat 17 nap utan 0,5-13,5 mg T-2 toxin /kg
takarmany dézisok mellett. DON esetében is ismertek olyan vizsgalatok, amelyek soran DNS
karosodast ugyan tapasztaltak, de nem volt szignifikans mértékii valtozas a lipidperoxidacios
folyamatok intenzitdsaban (Awad et al., 2011). Egy hosszatavua (28 napos) T-2 toxinnal végzett
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kisérletben brojlercsirkéknél szintén nem tapasztaltak a lipidperoxidacios folyamatok
intenzitasanak novekedését és az enzimatikus antioxidans rendszer is csak mérsékelten
aktivalodott, annak ellenére, hogy a termelési paraméterek dozis- és id6fliggden romlottak (Balogh
etal., 2015).

Egy masik vizsgalat soran viszont brojlercsirkékben T-2 toxin expozicid hatasara in vitro és in
vivo modellekben egyarant leirtak az antioxidans védelmi rendszer enzimatikus tagjainak aktivitas
novekedését, de emellett a Gst, a Sod, a Cat és a Gpx gének expressziojanak valtozasat is
tapasztaltdk (Yang et al., 2016). A T-2 toxin emellett indukélta a xenobiotikum transzformald
rendszer elemeinek, igy példaul a CYP1A4 és a CYP1AS enzimek, aktivitasat s génexpressziojat
(Wu et al., 2014b).

Halak antioxidans rendszerére és lipidperoxidacios folyamataira vonatkozoan is kevés adat all
rendelkezésre a mikotoxinok hatasaival Osszefliggésben (Anater et al., 2016). Az elérheté adatok
szintén jellemz6en szubkronikus terheléses vizsgalatok. Igy példaul 56 napon keresztiil tartd DON
terhelés hatasara a glutation redox rendszer csokkent aktivitasat tapasztaltak a 26. és az 56. nap
utan (Pietsch és Burkhardt-Holm, 2015). Emellett, azonos terhelési protokoll mellett, fokozott
lipidperoxidaciot is megfigyeltek pontyok majaban és veséjében (Pietsch et al., 2014b). Egy masik
vizsgalatban (Sanden et al., 2012) DON kezelést kovetden nétt a Cypla mRNS szintje zebraddnid
majaban, valamint a Cu-Zn Sod és Cyclin G1 gének koncentraciofliggd transzkripcios valtozasat
is megfigyelték. A T-2 toxin xenobiotikum transzformdlé enzimrendszerre kifejtett hatasat
vizsgalva a GST aktivitasanak novekedését észleltek pontyban (Kravchenko et al., 1989). Szintén
T-2 toxin hatasara, 0,52 és 2,45 mg T-2 toxin/kg takarmany koncentracié mellett, négy hetes
kezelés soran emelkedett GSH szintet talaltak pontyban, a lipidperoxidaciés markerek értékei
azonban nem mutattak valtozast (Balogh et al., 2009). Hasonlé eredményeket kaptunk T-2
toxinnal vagy DON-nal szennyezett takarmany etetését kovetéen hosszutavi vizsgalat soran
pontyban. Az antioxidans rendszer és a lipidperoxidacios folyamatok markerei csak kismértékii
valtozast mutattak, génexpresszio szinten ugyanakkor a Ggpx4a és Gpx4b gének indukcidjat
tapasztaltuk (Pelyhe et al., 2016). Egy masik, pontyokkal végzett, 4 hetes etetéses kisérletben,
emelkedd MDA értékek mellett, csokkent CAT- és emelkedett GST aktivitast tapasztaltak a
majban, a GPx és GSR aktivitas azonban nem valtozott. A vesében viszont, szintén emelkedd
MDA tartalom mellett, a GPx aktivitas csokkenését és a CAT noOvekedését tapasztaltak.
Megfigyelték tovabba a TNF-a és az IL-10 gének indukcidjat is, nem tapasztaltak viszont
génexpresszios valtozasokat a Cyp450 2F2 és Cat gének expresszidjaban sem a majban sem a
vesében (Matejova et al., 2016). Egy in vitro vizsgalatban, DON terhelés soran, kiilonb6z6
halfajokbol izolalt sejtvonalakban is fokozott mértékii lipidperoxidaciot tapasztaltak, amelyre a
szivarvanyos pisztrangbol szarmazo6 sejtvonal volt a leginkabb érzékeny (Pietsch et al., 2011).
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3.2 Az oxidativ stressz kialakulasa, befolyasolasa, hatasa és molekularis jellemz6i

A szervezetben részben kiilsé6 hatasokra, de szamos élettani folyamat soran is folyamatosan
képzddnek ROS vegyiiletek egyes enzimatikus folyamatok (pl. a mitokondridlis 1égzési lanc
(Murphy, 2009)), vagy az immunrendszer miitkddése soran az oxidativ burst mechanizmus révén
(Slauch, 2011), de keletkezhetnek szintézis utjan is, példaul a nitrogén oxid aktivaciojaval (Bredt
etal., 1990). Ezek a molekulak kémiailag reaktivak és karosithatjak a bioldgiai makromolekulakat,
de fontos szerepet téltenek be egyes jelatviteli tutvonalakban, a sejtszintii folyamatok
szabalyozasaban, a nem specifikus immunvalasz kialakulasaban, vagy az apoptozis indukciojaban
(Engel et al., 2006; Dickinson és Chang 2011; Slauch, 2011). A ROS képzddés fizioldgias szinten
tartadsat a bioldgiai antioxidans védelmi rendszer végzi, ugyanakkor, ha a ROS képzddés és az
antioxidans védelmi rendszer egyensulya felbomlik, oxidativ stressz alakul ki (Sies, 1991). Az
egyensuly megbomlasa bekdvetkezhet a ROS képzddés fokozodasa, vagy a szervezet antioxidans
védelmének csokkenése (pl. C-, E-, vagy A-vitamin hianya, metionin/cisztein hidny, szelénhiany,
antioxidans enzimek csokkent aktivitasa) miatt is (Espinosa-Diez et al., 2015). Az igy kialakult
oxidativ stresszre, annak mértékétdl fiiggden, a sejtek eltérd modon és mértékben reagalnak, amely
eltéré kovetkezményekkel jar a sejtek tulélése szempontjabol (Gloire et al., 2006).

Oxidativ stressz hatasara a sejtek minden biomolekuldja karosodhat (Jacob és Burri, 1996). Ennek
kovetkeztében karosodnak a kiilonb6z6 sejtstrukturak (Berlett és Stadtman 1997), de elsdsorban a
lipidek, azok (per)oxidacidja révén (Gutteridge és Halliwell 1990). A DNS karosodasa miatt a
szélak torése is bekdvetkezhet, valamint egyes, a lipid peroxiddcié terminacids szakaszaban
keletkez6, metabolitok (pl. MDA, 4-hidroxi-2-nonenal) hatasara DNS adduktok johetnek Iétre,
amelyek pontmutaciok kialakulasahoz vezethet (Cooke et al., 2003; Ayala et al., 2014).

A lipidek peroxidacioja els6sorban a membranokat érinti, mivel azok foszfolipid kettdsrétegben
nagy mennyiségli tobbszorosen telitetlen zsirsav taldlhatd, amelyek kiilondosen érzékenyek a
peroxidativ karosodasokra (Ayala et al., 2014). A lipidperoxidaci6 kezdeti 1épéseként a
membranalkotd tobbszorosen telitetlen zsirsavakrdl egy ROS elektront von el (iniciacio),
amelynek hatdsara lipid szabadgyokok keletkeznek, amelyek azutdn a szomszédos kettds
kotésekrol vonnak el elektronokat, amelynek hatasara peroxidativ lancreakcié alakul ki
(propagacio). A folyamat kezdeti szakaszdban a kettdskotések atrendezodése miatt konjugalt
diének (CD) és konjugalt triének (CT) keletkeznek (Takagi et al., 1987; Ayala et al., 2014),
amelynek kovetkeztében megvaltozik a membranok fluiditasa, emiatt integritasa. Ezt koveti a
propagacios folyamat, amelynek soran a telitetlen kettéskotések felbomlanak €s oxidalodnak. A
folyamatot egy végsd, terminacios, fazis zarja, amelynek soran a zsirsavak feldarabolodnak és
ennek sordn metastabil végtermékek, igy példaul aldehidek, keletkeznek (pl. malondialdehid, 4-
hidroxi-2-nonenal) (1. abra). Ezek a reaktiv aldehidek fehérjéket precipitalhatnak, s6t DNS
adduktokat is létrehozhatnak. A 4-hidroxi-2-nonenal atjut a vér-agy-gaton is, amely azért
kiilondsen veszélyes, mert az agy nagy lipid-, ezen belill telitetlen zsirsavtartalma, mellett az egyes
szovetek koziil a legkevésbé hatékony antioxidans védelmi rendszerrel rendelkezik (Genet et al.,
2002; Ayala et al., 2014). A lipidperoxidaciés folyamatok kovetkeztében az oxidativ modon
karosodott zsirsavak miatt a membranok fluiditasa és integritasa cs6kken, emiatt permeabilitasuk
megnd (Gutteridge ¢és Halliwell 1989), amelynek hatdsara végeredményben a sejt pusztulasa, lizise
kovetkezik be (Mézes és Matkovics 1986).
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1. abra A lipidperoxidacio folyamata: A lipidperoxidacio kezdeti 1épéseként tobbszordsen telitetlen zsirsavakrol
egy ROS elektront von el (inicidcid), ennek hatdsara lipid szabadgyokok keletkeznek, amely peroxidativ
lancreakcidt inditanak el (propagécid). A folyamatot egy végso, terminacios, fazis zarja, amelynek sordn a zsirsavak
feldarabolodnak és ennek soran metastabil végtermékek, igy példaul aldehidek, keletkeznek (Perjési 2014 nyoman)

Az oxidativ hatasoktol fliggden a szervezetben kiilonbdzé mértékii oxidativ stressz alakul ki,
amelynek fliggvényében eltérd reakcids utvonalak aktivalodnak. Ezeket az eltérd valaszreakciokat
az un. hierarchikus oxidativ stressz modellben (2. dbra) foglaltak 6ssze (Gloire et al., 2006).

Oxidativ
stressz
szintje

Lehetséges sejtvalasz —( ioxidans || :
v st | [t | e
Transzkripcios faktor/szignal dtvonal ‘ ‘Normél H Nrf2 — iNrf2 ‘ NFkB — iNFKkB Mitokondrialis
MAPK perturbacié/TNF
Kialakuld valasz | ’Normél‘ ARE NFkB/AP-1 Membran
Antioxidans Gyulladas permeabilitas
fehérjék fehérjék és transzport,
expresszioja expresszidja Citoszkeleton
(GSH, GPx, (Citokinek, valtozasok
\ KAT, SOD) || interferonok,
S interleukinek)

2. abra A hierarchikus oxidativ modell: Kiilonb6z6 mértékii oxidativ stressz fiiggvényében eltérd reakcios
utvonalak aktivalodnak molekularis és fehérje szinten. Alacsony oxidativ stressz esetén az Nrf2-iNrf2-ARE utvonal
aktivalodik, melynek hatdsara az antioxidans elemek génexpresszidja indukalodik (piros kerettel jeldlve), kdzepes
oxidativ stressz gyulladasos folyamatokat indukal az NFxB és MAPK tutvonalon, melynek hatasara gyulladassal
kapcsolatos fehérjék expresszidja emelkedik, magas oxidativ stressz esetén apoptozis folyamata zajlik a
mitokondrialis pertubacio6 révén (Gloire et al., 2006 nyoméan)
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3.2.1 Az alacsony szintii oxidativ stressz daltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

A modellbdl lathato (2. abra), hogy amennyiben az oxidativ stressz alacsony szint{i, annak hatasara
aktivalodik a szervezet antioxidans védelmi rendszere. Ennek soran egyrészt fehérje szinten
aktivalodnak az antioxidans enzimek (pl. SOD, CAT, GPx), amelynek hatterében molekularis
szinten a Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl)- Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)
- Antioxidans valaszelem (ARE) (Suzuki et al., 2016) enzimatikus utvonal indukalddasa all. Ennek
révén fokozodik az antioxidans fehérjék, igy példaul az antioxidans enzimeket kodold gének
expresszidja (Moi et al., 1994). A folyamat kulcseleme az Nrf2, amely egy, a sejtekben fiziologias
koriilmények kozott folyamatosan termelédé, transzkripcios faktor (Suzuki et al., 2016). Az
antioxidans valaszelem folyamatos aktivalodasanak elkeriilése érdekében azonban folyamatosan
termel6dik egy Nrf2 represszor fehérje (Keapl vagy iNrf2) is, mely homodimer formaban aktiv
¢és egy a Cullin-3 alapti E3 ubiquitin ligdzhoz kapcsol6 adapter fehérje (Suzuki és Yamamoto,
2015).

A Keapl szerkezetileg harom funkcionalis csoportot tartalmaz: N-terminalis BTB (Broad
complex, Tramtrack and Bric-a-brac) domain, IVR (intervening (kozbeesd) region), és a DC
domainek. A DC doméneket egy DGR (double glycine repeat) domain és egy CTR (carboxyl-
terminal region) alkotja (3. abra). A BTB domain a Keapl homo-dimerizacidjaban jatszik
szerepet, ezaltal a két Keapl molekula képes megkotni az Nrf2-t a DC domaineken (3. abra). A
Keap]1 cisztein csoportjai: Cys151, Cys273 és Cys288, amelyek az oxidativ stressz érzékelésében
jatszanak szerepet.

Az Nrf2 hat funkcionalis csoportot tartalmaz, melyek a Neh (Nrf2-ECH homology) 1 - 6
domainek (4. abra) (Suzuki et al., 2016).

A Nehl domain leucin cipzar bazikus régio szerkezete révén az Nrf2 képes a sMaf fehérjével
dimerizalddni és ennek révén kotdédni a DNS-hez. A Neh4 és Neh5 transzaktivator domainek,
amelyek képesek kotédni a CBP-hez (CREB-binding protein) és mas transzkripcios Kko-
aktivatorokhoz. A Neh2 és Neh6 domainek degronok, amelyek a Keapl és a B-TrCP target-
szakaszai az Nrf2 degradacios folyamataban. A Neh2 domain a DLGex és ETGE domainekbdl all,
melyek a Keapl-hez kotodésért feleldsek (Suzuki et al., 2016).

DC domain
Homodimerizacid Nrf2 kotés

B IVR DGR CTR

NTR B

Cisztein csoportok 151 273 288

3. abra A Keapl domain szerkezete: A fehérje harom funkcionalis csoportot tartalmaz: N-terminalis régié (NTR),
BTB (Broad complex, Tramtrack and Bric-a-brac) domain, mely a homodimerizacidban jatszik szerepet, IVR
(intervening (kozbeesd) régio), mely a CUL3-mal valé interakcidért felelGs szakasz, és a DC domainek, amelyek 6
ismétlésben magukba foglaljak a konzervalt Kelch domént (double glycine repeat DGR) és a C terminalis régiot
(CTR), amelyek az Nrf2-vel vald kotddésért felelések. A Keapl cisztein csoportjai: Cys151, Cys273 és Cys288,
amelyek az oxidativ stressz érzékelésében jatszanak szerepet. (Suzuki et al 2016 nyoman)
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A Neh2 domain az Nrf2 N-terminalis részén talalhatd. A Keapl-hez vald kotédésért az Nrf2 Neh2
domain két alegysége felelds, az alacsony affinitastt DLGex (extended DLG) €s a magas affinitasu
ETGE alegységek. A két alegység kozotti lizin csoportok az ubikvitinizacio targetjei, ezaltal a két
kotohely kiemelt szerepet jatszik az Nrf2 elbontdsdban. Oxidativ stressz hatasara a DLGex
disszocidl a Keapl-rdl, ezéltal megvaltozik a Keapl szerkezete, igy az Nrf2 degradédcidja nem
megy végbe. Az ETGE két 1épéses folyamatban kapcsolddik a Keap1-hez. Az els6 1épésben gyors-
be/gyors-ki, a masodik Iépésben pedig lassu-be/lassu-ki modon kapcsolodik, amelynek
segitségével stabilan kotédik a Keapl-hez. A DLGex azonban mar egy 1épésben kapcsolddik a
Keapl-hez, amely gyors-be/gyors-ki mikodésii. Ezek a kiilonbségek fontos szerepet jatszhatnak
az oxidativ stressz érzékelésében (Suzuki et al., 2016). Az ETGE és a DLGex alegységeket
milkodésiik miatt ,,hinge and latch” (zsanér és retesz) modellként irtak le, mig a Keapl-Nrf2
kapcsolodast ,, Two-site binding ” (Kétoldali kotédés) modellel jellemzik (Mitsuishi et al., 2012).

A Neh6 domain a B-TrCP Nrf2 bontasi Gtvonalban jatszik szerepet, mely szintén egy Cullin-3
alapu E3 ubiquitin ligazhoz kapcsolo adapter fehérje, azonban a B-TrCP csak a foszforilalt Nrf2-t
ismeri fel. Az Nrf2 foszforilaciojat a GSK3 végzi, a Neh6 335. és 338. szerin csoportjanal. A
GSK3 aktivalodasa a PI3K—-AKT utvonalon torténik.

Keap1 B-TrcP  DNS kétés
kotés Transzaktivacid  gatés sMaf kotés
Neh2 Neh4 Neh5 Neh6 Neh1  Neh3
wie [T T |
DLGex ETGE

Neh2 15 QDMDLIDILWRQDIDLGVSREVFDFSQRQOKDYELEKQKKLE..EETGEFLPIQPAQ 90

4. abra Az Nrf2 domain szerkezete: Az Nrf2 hat funkcionalis csoportot tartalmaz. A Neh2 domén a Keapl
lebontasi Gtvonalért felelds, a Neh4 és 5 a transzkripcio aktivalasaért felelés, a Nehl a DNS és sMaf kotésért felelds,
a Neh6 az Nrf2 B-TrCP Nrf2 bontasi atvonalban jatszik szerepet. Az abran tovabb lathaté a Neh2 két alegysége, a
DLGex és ETGE domainek, melyek a Keap1-hez kotodésért feleldsek (Suzuki et al 2016 nyoman)

A Keapl a citoszolban megkoéti, majd ubiquinizacidt kovetden a proteoszomaba szallitja az Nrf2-
t, amely ott lebontasra kertil (Kaspar et al., 2009), ezaltal szabalyozva annak aktuélis mennyiségét
(4. abra). A Keapl-homodimer emellett az oxidativ stressz érzékel6jeként is fontos szerepet kap
azaltal, hogy olyan cisztein csoportokkal rendelkezik, amelyek képesek az intracellularis redox
valtozasokat érzékelni (Suzuki és Yamamoto, 2015). Ennek alapjat az adja, hogy a Keapl cisztein
csoportjai tiol (-SH) csoportokat tartalmaznak, amelyek konnyen reagalnak az elektrofil
molekulakkal (Suzuki et al., 2016).

Az Nrf2 masik degradacios utvonalaban a GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) jatszik szerepet,
mely foszforilalja az Nrf2-t, majd az ubiquinizaciot kovetden lebontasra keriil a B-TrCP (f -
transducin repeat containing protein) altal, amely ezaltal megakadalyozza az Nrf2 nukleuszba
torténd bejutasat és felhalmozodasat (5. abra) (Suzuki et al., 2016).
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A Fizioldgias allapot Oxidativ stressz B

Keap1 e A

ROS

D
D

l Transzlokacio Nukleusz

s (DY
a — Antioxidans gének
VA ~  expresszidja
A \

sMaf r_,

ARE/EpRE/CSMBE

Proteaszomalis lebomlas

5. abra Az Nrf2 miikodése és degradacios ivonalai, A: fiziologids ROS szint esetén a Keapl megkdti az Nrf2-t,
amely ubikvitizaciot kovetden a proteoszomaban degradalodik, B/1: Oxidativ stressz esetén az Nrf2 bejut a
sejtmagba, kapcsolodik az ARE-vel és indukalja az antioxidans gének expressziojat, mig B/2: a GSK-3 altal

foszforilalt Nrf2-t a nukleuszban a B-TrCP elbontja, igy megakadalyozva az Nrf2 nukleuszban valo tulzott
felhalmozodasat. (Suzuki et al., 2016 nyoman)

Az Nrf2 felezési ideje alacsony, kortlbeliil 18 perc (Suzuki et al., 2016). Oxidativ stressz
koriilmények kozott viszont az Nrf2 stabilizacidja feltételezhetéen olyan mechanizmusoktol fiigg,
amelyek megakadalyozzak, vagy csak csokkentik, a Keapl Nrf2-hoz kotédését (Nguyen et al.,
2005). A nem kotott Nrf2 bejut a sejtmagba és aktivalja az antioxidans valaszelem altal kodolt
gén-klasztert (5. abra). Oxidativ stressz szignal hatasara emellett degradalodik a Keapl fehérje is,
ezzel is eldsegitve az Nrf2 bejutasat a sejtmagba, ahol az, egy Mafl fehérjéhez kapcsolodast
kovetden, Osszekapcsolodik az ARE, mas néven Electrophil Response Element (EpRE) vagy
CNC-sMaf binding element (CsMBE) kotéhelyekkel (Bloom és Jaiswal 2003; Itoh et al., 2004). A
felismert kotohelyek az antioxidans védelemért felelds fehérjéket kodold gének promoter
kovetden tobb mint 200 olyan gén expresszidja indukalodik, amelyek kozvetlen vagy kozvetett
moédon részt vesznek az antioxidans védelemben. Igy példaul aktivalja a fazis II detoxifikacioért
felelos, a glutation bioszintézisért felelds enzimek, tovabbd az extracellularis szuperoxid-
dizmutaz, egyes hdsokk fehérjék, valamint a ferritin gének expresszigjat (Petri et al., 2012). Az
ARE olyan szerkezeti €s biologiai tulajdonsagokkal rendelkezik, amelyek egyuttal meghatarozzak
oxidativ stressz iranti érzékenységét is (Rushmore et al., 1991). Nem csupan a H2O»-re adott valasz
képes aktivalni, hanem minden olyan vegyiilet, amely bekapcsolodhat a redox ciklusba és/vagy
metabolikus Gton valik reaktiv vagy elektrofil intermedierekké (Rushmore et al., 1990). Ezen feliil
minden olyan vegyiilet is aktivalja, amely reakcioba 1ép a szulthidril csoportokkal, ezzel
csokkentve a sejtek szabad -SH tartalmat (Nguyen et al., 2009).
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Az oxidativ stressz altal indukalt jelatviteli utak és szignal-rendszerek, az antioxidans, igy példaul
a Gpx gének expresszidjanak indukaldsa mellett, befolyasoljak az e gének altal kodolt
részleteiben jelenleg még csak kevésbé ismertek. Leirtak példaul, hogy a citoszol glutation-
peroxidaz (GPx1) a poszt-transzlacio soran acetilacio (Shepard et al., 2010; Fritz et al., 2012),
illetve foszforilacio (Cao et al., 2003) Gtjan moédosulhat, ami jelentésen ndveli az enzim katalitikus
aktivitasat (Shepard et al., 2010). A mitokondriumban, a GPx1 mellett, a foszfolipid-hidroperoxid
glutation-peroxidaz (GPx4) acetilacidjat is leirtak (Choudhary et al., 2009; Fritz et al., 2012;
Lundby et al., 2012).

3.2.2 A kozepesen magas szintii oxidativ stressz daltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

Amennyiben az oxidativ stressz mértéke nd, mar nem elsdsorban az Nrf2 aktivalodik, hanem
gyulladasos folyamatok indukalodnak, amelynek soran az NFkB (Nuclear Factor k B)
transzkripcids faktor jut be a nukleuszba, miutan az erételjes mértékii oxidativ stressz hatasara
degradalodik annak represszor fehérjéje, az iNFkB. Ennek eredményeként egyes citokinek,
interleukinek és interferonok génexpresszidja indukalodik (2. abra) (Lawrence, 2009).

3.2.3 A magas szintii oxidativ stressz dltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

Az oxidativ stressz mértékének egy Kkritikus szintje felett, mar az Gn. programozott sejthalal
(apoptdzis) vagy a nekrozis szignal utvonalai valnak elsédlegessé (2. abra). Az apoptozis soran a
tumor nekrozis faktor (TNF) tutvonal (intrinsic pathway) aktivalodik, amelynek soran a
mitokondriumok perturbacioja (pore transition) kovetkezik be a ,,mitochondrial swelling” révén
(extrinsic pathway). Ez utobbi folyamat hatterében a kalcium efflux zavara miatt bekovetkezo
kaszpaz kaszkad aktivalodas all (Engel et al., 2006; Banerjee et al., 2016).

Amennyiben viszont a sejteket olyan mértékii oxidativ karosodas éri, amelynek hatasara a
membranalkotd tobbszorosen telitetlen zsirsavakat tartalmazo foszfolipidek is oxidative
karosodnak, amelyet a szervezet antioxidans és repair rendszerei mar nem képesek szabalyozni,
ugy nekrozis alakul ki. A nekrdzis sordn a membran sériilések kovetkeztében a sejtbdl enzimek és
egyéb biologiailag aktiv anyagok jutnak az extracellularis térbe, karositva ezzel a sejtek
kornyezetét, ami tovabbi ROS képzddéshez vezet (Choi et al., 2009).

3.2.4 Mikotoxinok hatasa az Nrf2-ARE utvonalon

A trichotecénvazas mikotoxinok altal eldidézett oxidativ stressz hatdsara az ARE feltehetden az
Nrf2-ARE utvonalon keresztiil aktivalodik, amely az oxidativ stressz valaszért felelos fehérjék és
a glutation szintézisében és Ujrahasznositasdban résztvevd gének transzkripcidjat is iranyitja
(Jennings et al., 2013), ebbe beleértve a glutation-peroxidazokat is (Kohle és Bock 2007). Ezt
tamasztja ala az a megfigyelés, hogy T-2 toxin hatasara csokkent az Nrf2 expresszioja in vivo egér
agyban (Chaudhary és Rao 2010), amelynek hatdsara az alkalmazott dézis €és az expozicid
iddtartamatol fliggden csokkent és/vagy nétt néhany, a glutation Gijrahasznositasaért felelds, enzim
génexpresszioja is, amelyet primer csirke hepatocitakban irtak le in vitro modellben (Mu et al.,
2013). Azt is megfigyelték, hogy Nrf2 knock-out patkanyok nagyobb érzékenységet mutattak az
aflatoxin B1 toxicitassal szemben, melynek hatterében az Nrf2-ARE utvonal gatlasa allhat. Ezzel
ellentétben a Keapl knock-down egerek, a vad tipushoz viszonyitva, jobban toleraltak a
xenobiotikumokat, ami azzal magyarazhat6, hogy kisebb mennyiségii Keapl fehérje kevesebb
Nrf2-t kotott meg. A Keapl homozigota knock-out egerek ugyanakkor alultaplaltsag miatt a
valasztast koveten elpusztultak, amelynek oka az emésztérendszer hyperkeratosisa volt, azaz a
Keapl fehérje hidnyanak az Nrf2-ARE tutvonalra gyakorolt hatasa mellett egyéb, még nem teljes
mértékben feltart, hatasai is lehetnek (Suzuki et al., 2016).
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3.3 A szervezet antioxidans rendszerének bemutatasa

3.3.1 A biologiai antioxiddns rendszer

Az €10 szervezetben az oxidativ hatdsok kivédésére az evoluciod sordan egy hatékony bioldgiai
antioxidans védelmi rendszer alakult ki, amelynek funkcidja a ROS 4ltal eldidézett karosodasoktol
megvédeni a szervezetet (Sies 1997). Magasabb rendli szervezetekben az antioxidans védelmi
rendszernek harom védelmi vonala alakult ki (Tokarz et al., 2013).

3.3.1.1 Az elsé védelmi vonal

Az elsé védelmi vonalat a kis molekulatomegili antioxidansok alkotjak. Ezek olyan nukleofil és
redukalo tulajdonsagu molekuldk, amelyek képesek reakcidba Iépni a reaktiv elektrofil
szabadgyokokkel és kornyezetiikhoz képest konnyebben képesek azoknak egy vagy két elektront
atadni, azaz elektron donorként funkcionalnak. Lehetnek zsiroldékony (pl. A-vitamin, E-vitamin),
vagy vizoldékony (C-vitamin, huigysav, glutation) karakteriiek. Az antioxidans molekuldk hatdsara
leall a szabadgyokok altal eldidézett lancreakcid, mikdzben, igaz csak rendkiviil révid idore és
csak kismértékben, de maguk is reaktiv gyokké alakulnak (Buettner és Jurkiewicz, 1993), amelyet
kovetden azonban gyorsan és nagy hatékonysaggal redukaldédnak. A zsiroldékony a-tokoferol
fizikailag is kapcsolodik a membran foszfolipidekhez, ezaltal kdzvetleniil védi azokat az oxidativ
kéarosodastol. Oxidacidjat kovetden tokoferil-kinonna alakul, amely kevésbé hidrofob karakterti,
ezért részben kilép a membranbol. Az oxidaldodott a-tokoferolt (tokoferil-kinon) elsésorban a
citoszolban 1évé L-aszkorbinsav redukalja, amely ezaltal ismét hidrofobba valik, igy ismét
kapcsolatba 1éphet a membran foszfolipidekkel (Tokarz et al.,, 2013). Az oxidalddott
aszkorbinsavat (dehidroaszkorbinsav) részben a GSH regeneralja (Espinosa-Diez et al., 2015),
vagy ebben a formaban kiiiriil a szervezetbdl.

A kis molekulatomegli antioxidansokat mas megkdzelitésben metabolikus és nutriens
antioxidansok csoportjaba is oszthatjuk (Lien et al., 2008). A metabolikus antioxidansok koz¢é azok
az endogén vegyliletek tartoznak, amelyeket a szervezet is képes eléallitani. llyen példaul a
glutation, az L-arginin, a koenzim Q10, vagy a melatonin (Droge 2002). Ezzel szemben a nutriens
antioxidansok olyan exogén vegyiiletek, amelyeket a szervezet nem képes eldallitani, azokat a
takarmany vagy taplalék utjan veszi fel. Ide tartozik példaul az E-vitamin, a C-vitamin (egyes
allatfajoknal, igy példaul a legtobb halfajnal is), a karotinoidok, tovabba egyes flavonoidok (Lien
et al., 2008).

A nem-enzimatikus antioxidans védelem kiemelten fontos tagja a vizoldékony redukalt glutation
(GSH), amely harom aminosavbol all (tripeptid). A peptid szintézise azonban nem all genetikai
kontroll alatt, abban két enzim vesz részt, a y-glutamil-cisztein-szintetaz vagy ligaz (GCS vagy
GCL), amely a glutamat és a cisztein kapcsolodasat katalizalja, valamint a glutation-szintetaz
(GS), amely a dipeptidhez egy glicin aminosavat kapcsol (6. abra). A folyamat ATP-dependens
(Espinosa-Diez et al., 2015). A GCL heterodimer enzim, amelynek katalitikus aktivitasért a GCLc
(73 kDa) alegység, valamint a GCLc egység szabalyozasarért a GCLm (33 kDa) alegység a felel6s
(Lu 2013).

A GSH a szervezetben az egyik legnagyobb mennyiségben eléforduld antioxidans molekula,
amelynek redukalt formaja aktiv tiol csoporttal rendelkezik, ez oxidativ stressz esetén kdonnyen
oxidalodik, igy az oxidativ folyamatok elleni védelem fontos komponense (Volodymyr 2011). A
ROS redukciojat kovetden két oxidalodott GSH dimerizacidjaval glutation-diszulfid (GSSG) jon
létre. A GSH kozvetleniil és kozvetve egyarant képes ROS eliminalasara. Egyrészt ugyanis
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kozvetleniil reakcioba Iéphet a szuperoxid anionnal és mas szabadgyokokkel, masrészt pedig,
kozvetett modon, képes mas antioxidans molekulakat, igy példaul a dehidro-aszkorbinsavat,
redukalni (Espinosa-Diez et al., 2015). A GSH homeosztazist nem csak annak de novo szintézise
befolyasolja, de abban szerepe van mas faktoroknak is, igy példaul a sejten beliili felhasznalasnak,
az Ujrahasznositasnak (GSSG = GSH redukcid), vagy a sejtbdl torténd efflux mértékének. A
GSH-nak szerepe van tovabba a szervezet enzimatikus antioxiddns védelmében is, mint a GPx
vagy a GST enzimek ko-szubsztratja. A GSSG-t a glutation reduktaz (GSR) regeneralja, amely
folyamatnak fontos szerepe van a sejtek szabad szulfidril tartalmanak fenntartasaban (6. abra).
Emellett szamos egyéb funkcioval is rendelkezik, igy példaul cisztein tartalék, transzportalja és
tarolja a nitrogén oxidot, részt vesz az Osztrogének, leukotriének ¢és prosztaglandinok
metabolizmusaban, a ribonukleotidok ¢s deoxiribonukleotidok redukalasaban, valamint konjugalé
agensként részt vesz a xenobiotikum transzformacioban (Halliwell és Gutteridge 1989). A GSH
bioszintézisét allosztérikus folyamatok, valamint a szubsztat-hozzaférés is befolyasoljak.
Amennyiben ugyanis az intracellularis GSH tartalom egy kritikus értéket meghalad, akkor a GCLc
kompetitiv gatlasa révén csokken a GSH szintézise. Szintézisének tovabbi limitald tényezdje a
sejtek szabad cisztein tartalma (Lu 2009; Lu 2013).

L-Cys + L-Glu

ATP

ADP+Pj \

y-glutamil-cisztein + L-Gly Y
ATP '\“ GS
ADP+Pi l

NADP* — H,0,
G’P ) 6 GFX
NADPH GSSG H,0

6. abra A glutation bioszintézis és a glutation redox rendszer: A cisztein (L-Cys) és glutamin (L-Glu)
Osszekapcsolasat a y-glutamil-cisztein-ligaz (GCL) végzi, ezt kovetden a glutation-szintetaz (GS) egy glicint (L-
Gly) csatol az igy 1étrejové GSH-hoz, amely folyamatok NADPH-t igényelnek. A glutation redox rendszerben, a

GPx enzim koszubsztratként hasznalja a GSH-t H.O; eliminlasahoz, majd a 1étrejové oxidalt GSSG-t a GR
visszaredukalja GSH-v4, ami szintén energia igényes folyamat (Espinosa-Diez et al., 2015 nyoméan)
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3.3.1.2 A masodik védelmi vonal

A masodik védelmi vonalhoz az antioxidans enzimek (SOD, CAT, GST, GPx, tioredoxin-reduktaz
(Trx) és egyes fémkotd (kelatképzo) fehérjék (pl. ferritin, metallotionein, albumin) tartoznak. Az
antioxidans enzimek olyan modon semlegesitik a reaktiv oxigén gyokoket, hogy a ROS-t redukalo
reakciokat katalizalnak (Cai és Cherian 2003; Espinosa-Diez et al., 2015). A kelatképz6 fehérjék
pedig olyan mddon hatnak, hogy megkoétik az atmeneti fémeket (pl. Fe, Cu), amelyek Fenton-
tipusu reakciok soran ROS képz6édést indukalhatnak (7. abra) (Leonard et al., 2004; Murale et al.,
2014).

F62+O + Hy0p — F83+Q + HO+ + HO
Fe3* () + Hy0, —» Fe2* () + HOO- + H*

7. abra A Fenton reakci6 folyamata: Fém-katalizalt szabadgyok képzddés, melyben a vas hidrogénperoxiddal
reagalva szabadgyokoket hoz 1étre (Murale et al., 2014 nyoman)

Az enzimatikus véddérendszer elemei: a szuperoxid aniont hidrogén-peroxiddd redukald
szuperoxid-dizmutazok (SOD), a hidrogén-peroxidot bontd katalaz (CAT), valamint a
peroxidazok csoportja, ezen beliil példaul a glutation-peroxidazok (GPx) és a glutation S-
transzferazok (GST) (Leonard et al., 2004), tovabba a tioredoxin reduktazok (Trx) (Holmgren,
1977). A mitokondriumokban és a mikroszémakban folyamatosan keletkez6 szuperoxid anion
semlegesitését a szuperoxid-dizmutazok (SOD) végzik. Az 0dsibb tipusi Mn-SOD a
prokariotakban ¢€s az eukaridtadk mitokondriumaban talalhatd. Az eukaridta sejtek citoszoljaban
viszont a Cu-Zn SOD van jelen (Espinosa-Diez et al., 2015). A katalaz csaknem teljes készlete a
mikroszomakban, a sejtmagban és a peroxiszomakban talalhaté (Leonard et al., 2004). A GPx
enzimeknek jelentds szerepiik van a ROS karos hatdsaival szembeni védekezésben, elsdsorban a
citoszolban és a mitokondriumban, mivel a szuperoxid-dizmutaz miikodése soran keletkezé H202-
t vizz¢ alakitjak, mikdzben a GSH-t oxidaljak (8. abra) (Imai és Nakagawa 2003). A tioredoxin
reduktaz a tioredoxin, egy atlagosan 12 kDa molekulatomegii tiol/diszulfid, redukcidjaban vesz
részt. A tioredoxin fontos intracellularis redox szabalyozo, mert szerepe van a redox-érzékeny
transzkripcios faktorok szabalyozasaban ¢s azokat aktiv formaban tartja oxidativ stressz
allapotokban. Ennek alapjan a tioredoxin és a tioredoxin reduktdz megel6z6 funkciot tdltenek be
a ROS altal eloidézett citotoxicitas kivédésében (Calabrese et al., 2009).

§ _H)O + Oy

>
- SOD V(;PX

0; — > H0 ——~g H0
GSH GSSG
L

GR
NADP" NADPH

G-6-PDH

8. abra Az enzimatikus antioxidans rendszer sematikus abraja: A szuperoxid aniont a SOD H,0,-v¢ alakitja,
melyet a CAT és a GPx bont tovabb vizzé (Li et al., 2000 nyoman)
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A glutation S-transzferaz enzimcsalad nem kizardlag antioxidans hatasu, mert a xenobiotikum
transzformécio I1. Fazis, azaz a bioszintetikus konjugacio, enzimek kozé tartozik, amelyek részben
Ezen tGlmenden glutation-peroxidazhoz hasonlo aktivitassal is rendelkeznek, amelynek soran
foképp a szerves hidroperoxidokat redukaljak ko-szubsztratként GSH-t felhasznalva, elsésorban
szelén hianyos allapotokban, mintegy a szelén-dependens GPx helyettesitéjeként (Rahman 2007).

A glutation redox rendszer alacsony szintli oxidativ stressz esetén kiemelt fontossagl, mig a
katalaz erételjesebb oxidativ stressz hatdsok esetén tolt be fontos szerepet és biztosit védelmet (9.
abra) (Zoidis et al., 2010; Matés et al., 2000).

3.3.1.3 A harmadik védelmi vonal

A harmadik védelmi vonalba az Un. repair molekuldk és enzimek tartoznak, igy pl. a hésokk
fehérjék (Hsp), egyes lipazok, protedzok, tovabba a DNS repair enzimek ¢és a glutation-reduktdz
(GSR), amelyek a karosodott/oxidalédott makromolekulak helyreallitasat és/vagy eltavolitasat
katalizaljak (Davies, 2000).

3.3.2 A szelenoproteinek molekuldris biologiai jellemzoi

A glutation-peroxidazok a szelenoproteinek legfontosabb csoportja, amelyek aktiv centrumukban
a szelént szelenocisztein forméjaban tartalmazzak (Kieliszek ¢és Btazejak, 2016). A
szelenoproteinek MRNS-e egy SECIS (selenocysteine insertion sequence) elemet tartalmaz, amely
jol meghatarozott tulajdonsagokkal rendelkezik. A nyitott leolvasasi kereten (open reading frame)
beliil UGA kodon talalhat6, mely mas mRNS-ek esetén, a transzlacidé sordn STOP kodonként
funkcional (9. abra, A). A SECIS elemet tartalmazo szelenoproteinekben azonban egy specialis
masodlagos szerkezet a stem-loop struktira alakul ki a transzkripciot kovetéen a 3° UTR régioban
(9. abra, B), amelyet egy enzim komplex felismer, és melynek hatasara a transzlacido soran
szelenocisztein épiil be az amindsav lancba.

Altalanos gén mRNS

=X | 3 AAAAAAAAAAA(A)N
A r [

Start kodon Stop kodon

Stop kodon O

|

Szelenogén mRNS

B > ?—3'AAAAAAAAAAA(A)n
! f
Start kodon Korai stop SECIS elem

kodon (UGA)

9. dbra A szelenogének és altalanos gének mRNS szerkezetének felépitése: A: az altalanos mRNS-ek start
kodonnal kezdédnek, majd stop kodonnal végzddnek, mig a szelenogén esetén a korai stop kodon (UGA)
szelenociszteint kodol (Penglase 2014 nyoman)
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Amennyiben altalanos mRNS-ek nyitott leolvasasi keretén beliil mutacid révén stop kodon alakul
ki (UAG (amber); UAA (ochre); UGA (opal)), a korai stop kodon miatt a potencialisan sériilt,
korai terminéciot hordozé mRNS-bdl megrovidiilt fehérjék képzodhetnek, melyek eliminalasara a
sejt tobbszintli védekezd mechanizmussal rendelkezik. Ezen mechanizmusok egyike a nonsense
mutacio altal medialt mRNS lebontas (nonsense-mediated mRNA decay, NMD), melynek feladata,
hogy mar mRNS szinten megakadalyozza fehérjék szintézisét (Berry et al., 1993; Labunskyy et
al., 2014). A szelenotranszkriptumban azonban az MND szabalyz6 mechanizmusként miikodik,
mely a szelén hozzaférhetOségre reagal. Amennyiben a szelén ellatottsdg megfeleld, a
szelenogének korai stop (UGA) kodonja a transzlacié alatt Gjrakodolodik szelenociszteinné (Sec)
egy SECIS-hez kapcsolodo fehérje komplex altal. A transzlacié soran a SECIS elementhez
kapcsolodo Sec-tRNS-t tartalmazé fehérje komplex kdlcsonhatasba 1ép a riboszomaval, igy a Sec
egyesiil a naszcens fehérjelanccal, ténylegesen atforditva a korai stop kodont Sec kodonna (Berry
et al., 1991; Papp et al., 2007; Labunskyy et al., 2014). Szelénhianyos allapotokban a SECIS-hez
kapcsolodo fehérje komplex felbomlik és az open reading frame-ben talalhato UGA kodont stop
kodonként ismeri fel a rendszer, emiatt az mRNS az NMD utvonalon keresztiil elbomlik (Moriarty
et al., 1998; Labunskyy et al., 2014).

A szelenoprotein szintézis ,,lasstt” folyamat, amely jelent6s mértékben fligg az aktualis szelén
ellatottsagtol (Papp et al., 2007). A szelenogének evollcids retencidja és konzervativ volta arra
utal, hogy a Sec katalitikus elényt jelent. Osszehasonlitva példaul a Cys-szel (a szenlenocisztein
tartalmu enzimek homologjai ciszteint tartalmaznak Sec helyett), a Sec viszont noveli a fehérje
stabilitdsat (Nauser et al., 2014) ¢és lehetdvé teszi az enzimaktivitdst tdgabb fizioldgiai
koriilmények kozott is , igy példaul szélesebb pH tartomanyban (Gromer et al., 2003), valamint
oxidativ stressz esetén nagyobb H20: szintek mellett (Rocher et al., 1992). Emellett a Sec altalaban
nagyobb katalitikus aktivitdst is eredményez, mint a cisztein tartalmi fehérje izoformak.
Amennyiben példaul egyes GPx enzim izoformakban a Sec helyett Cys talalhato, az
nagymértékben csokkenti az enzim katalitikus aktivitasat (Maiorino et al., 1995; Guo et al., 2014).
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3.3.3 A GPx enzim csalad

A GPx enzimek nélkiilozhetetlen részei az antioxidans védelmi rendszernek, egyes tagjai a
membranok védelmét, mig masok a citoszol és a sejtorganellumok oxidativ karosodasa elleni
védelmet biztositjak. Jelentds szerepiik van a ROS karos hatasaival szembeni védelemben, mivel
a szuperoxid dizmutdz hatdsara a szuperoxid anionbdl keletkezé H2O»-t vizz¢ alakitjdk, a GSH
egyidejii oxidacioja mellett (Imai és Nakagawa 2003). A GPx enzimek a sejtmagban, a
mitokondriumban ¢és a citoszolban egyarant megtalalhatok. Emlésokben eddig nyolc, a GPx
enzimcsaladba tartozo, fehérjét azonositottak, melyek koziil a GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 és GPx6
tartalmaz szelenociszteint, mig a GPx5, GPx7 és GPx8 homologok cisztein tartalmuak (Labunskyy
et al., 2014) (3. tablazat).

3. tablazat A glutation-peroxidaz enzimcsalad tagjai és elé6fordulasuk a szervezetben

Rovidités | enzim elnevezése (és eléfordulasa)

GPx1 glutation-peroxidaz 1 (klasszikus, citoszol)
GPx2 glutation-peroxidaz 2 (gasztrointesztinalis)
GPx3 glutation-peroxidaz 3 (plazma)

GPx4 glutation-peroxidaz 4 (foszfolipid-hidroperoxidaz)

GPx5 glutation-peroxidaz 5 (mellékhere specifikus androgén-fiiggé fehérje)
GPx6 glutation-peroxidaz 6 (szagloham)

GPx7 glutation-peroxidaz 7

GPx8 glutation-peroxidaz 8 (feltehetden 6nalld izoforma)

A GPx1-et vorosvértestekbdl azonositottdk, amelynek fontos szerepe van a hemoglobin oxidativ
stressz elleni védelmében, amely az oxigén megkdtéséért és annak szallitasaért felelds, ezaltal
folyamatos oxidativ stressznek van kitéve (Mills et al., 1957). Megakadalyozza tovabba az
intracellularis hidrogén-peroxid felhalmozddast, csokkenti lipid-hidroperoxidok és mas
hidroperoxidok mennyiségét, amelyek a membran lipidekbdl szabadulnak fel a lipidperoxidacios
folyamatok soran (Martinez et al., 1982). Emlésokben az antioxidans védelem kiemelkedéen
fontos tagja (Labunskyy et al., 2014), amelyet az is bizonyit, hogy GPx1 knock-out egerekben
nagyobb érzékenységet tapasztaltak az oxidativ stresszel szemben (Cheng et al., 1998; Fu et al.,
1999). A GPx1 talzott mértékii génexpresszidja azonban negativan hat a redox-érzékeny szignal
kaszkadrendszerekre, igy példaul az altaluk szabalyozott tumor nekrozis faktorra (TNF-a) (Kretz-
Remy et al., 1996), az epidermalis novekedési faktorra (EGF) (Handy et al., 2009), s6t még az
inzulin elvalasztas szabalyozasara is (Lei és Wang 2012). Ez utobbi okbodl a GPx1 tiltermelddését
(overexpresszio) Osszefiiggésbe hoztak a 2-es tipusu diabétesz, az inzulinrezisztencia, a
hiperinzulinémia, a hiperglikémia €s az elhizas kialakulasaval is (McClung et al., 2004; Pepper et
al., 2011).

A gasztrointesztinalis GPx2 (Chu et al. 1993) specifikusan a taplalékkal felvett, és a
bélcsatornaban a felszivodas elétt nem redukéalodott, szerves hidroperoxidokat redukdlja az
emésztOtraktus epithel sejtjeiben, aminek szintén kiemelt szerepe van, ugyanis az epithel sejtek
alkotta barrier elégtelensége a  bélcsatornaban  gyulladasos folyamatokhoz, majd
kovetkezményesen, a bélhamsejtek ateresztOképességének novekedése miatt, potencidlisan
patogén mikroorganizmusok bejutasdhoz, azaz fertdzésekhez vezethet (Esworthy et al., 2005).
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Megnovekedett expresszigjat figyelték meg epithelialis eredetii tumorokban is (Banning et al.,
2012). Ez utdbbi betegség pathomechanizmusaban betoltott pontos szerepe azonban még nem
tisztazott, mert példaul GPx2 knock-out egerekben csak nagy dozisu UV sugarzassal lehetett
daganatképzddést indukalni (Walshe et al., 2007), mig GPx1/GPx2 knock-out egerekben spontan
tumorképzodést is megfigyeltek (Chu et al., 2004). Leirtdk viszont hatdsat a sejtosztodas
szabalyozasaban, knock-out tumor-sejtvonalakban ugyanis gatolta a sejtproliferaciot (Naiki-1to et
al., 2007), s6t apoptozist indukalt (Yan és Cehn 2006).

Az extracellularis GPx3 (Takahashi et al., 1990) foképp a vese proximalis tubulus sejtjeiben
szintetizalodik, de szerepét az extracellularis térben, a vérben keringve, tolti be. A vér alacsony
nagy striiségli lipoprotein (HDL) szintjét, amely annak csdkkent paraoxonaz aktivitasa révén
noveli a kis stirtiségli lipoprotein (LDL) oxidaciojat (Kaplan és Aviram, 1999), amelyhez altalaban
a GPx3 alacsony aktivitas is tarsul, Osszefliggésbe hoztak példaul a stroke megnovekedett
kockazataval (Nowak-Gottl et al., 2011).

A GPx4-et vagy mas néven foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidazt (PHGPx) Ursini és
munkatarsai (1982) azonositottak, egy, a liposzomakat és biomembranokat peroxidaciétol védo,
20-22 kDa molekulatomegli fehérjeként. Az enzim a citoszolban és membrankstott formaban
egyarant megtalalhato (Matés, 2000). Eltérden a tobbi, tetramer, GPx-t6l, a GPx4 monomer enzim
(Ursini et al., 1985). Funkcidjaban is eltér az enzimcsalad tobbi tagjatol, mert nem elsésorban a
H20,-ot redukalja (Matés, 2000), hanem a lipid hidroperoxidokat, alkil-peroxidokat és a timidin
peroxidokat (Bao et al., 1997; Yant et al., 2003). A GPx4 képes tovabba redukalni egyéb
hidroperoxidokat, a lipoproteinek és a komplex lipidek oxidalt derivatumait, amelyek a koleszterin
és koleszterin-észterek oxidacidja soran szabadulnak fel (Liang et al., 2007). A GPx4 tovabba az
egyetlen olyan GPx enzim, amely specifikusan redukalja a foszfolipid-hidroperoxidokat
(Maiorino et al., 1991). Membrankotott formdja a membranok foszfolipid- és koleszterin-
peroxidjait is redukalja, ezaltal az a-tokoferollal egylitt védi a membranok integritasat (Thomas et
al., 1990; Wortmann et al., 2013). A redukcidhoz azonban ko-szubsztratként nem csak a GSH-t,
hanem egyéb tiolokat is felhasznalhat. Erett spermiumokban a GPx4 emellett reakcioba léphet
egyes tiol fehérjékkel, f0képp olyan esetekben, amikor a GSH limital6 tényezd. Ez a folyamat
azonban nem az oxidativ stressz elleni védelem része, hanem a spermiumok szerkezeti stabilitasat
segiti eld, olyan modon, hogy egyes struktirhatisu fehérjékben katalizélja a diszulfid kotések
kialakulasat (Mannes 2013). Szekvencia adatok alapjan a GPx4 tekinthetd az egyik leg6sibb
szelenoenzimnek (Brigélius-Flohé et al., 1994; Mariotti et al., 2012).

A GPx4 altal katalizalt reakcié soran a szelenociszteinb6l disszocialt szelenolt (-Se-) egy
hidroperoxid oxidalja, amelynek hatasara szelénsav (-SeOH) és viz jon létre. A szelénsav
reakcidba 1ép a szabad tiol (-SH) csoportokkal, tipikusan a GSH-val, amelynek soran egy atmeneti
szelenenil-diszulfid jon 1étre, amelyet viszont egy masodik GSH molekula redukal (Conrad, 2009).

A GPx4 enzimet egyesek ,,Moonlighting” fehérjének tartjak, amelyek jellemz6i, hogy egyidejiileg
tobb esszencialis funkcidt is betdltenek a szervezetben (Jeffery, 1999). Ennek azonban némiképp
ellentmond az a tény, hogy a GPX4, egyéb hatdsai mellett, szerepet jatszik ugyan az oxidativ stressz
indukalta apoptdzis megel6zésében (Seiler et al., 2008), de az a hatas végeredményben egy
oxidativ stresszre adott valaszreakcid része, igy nem tekinthet6 fliggetlen hatasnak. Feltételezhetd
ezen a redox-szabalyozott, sejthalal utvonalon keresztiil, hogy a GPx4 aktivitasnak preventiv
szerepe lehet egyes neurodegenerativ korképekben, igy pl. az Alzheimer betegségben (Yoo et al.,
2010).
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Ugyanakkor a GPx4 mRNS-nek, alternativ splicing révén, tobb kiilonb6z6 tipusa is 1étezik, a
nuklearis (nGPx4), a mitokondrialis (mGPx4) és a citoszol (cGPx4) izoformdk. A citoszol
izoforma az embriondlis fejlodés sordn, és felndtt szovetekben is széleskdrben expresszalodik. A
nukledris és a mitokondridlis izoformak azonban kizardlag a herében fordulnak elé (Noblanc et
al., 2011). Ennek a formanak tehat, antioxidans hatasa mellett, szerepe lehet a spermiumok
védelmében az érés folyamataiban (Ursini et al. 1999; Schneider et al., 2009; Liang et al., 2009),
valamint az embrionalis fejlédésben (Imai et al, 2003; Yant et al, 2003; Liang et al., 2009). Ez
utobbit az a megfigyelés tamasztja ala, hogy cGPx4 knock-out egérembriok mar az embrionalis
fejlédés korai szakaszaban elpusztulnak (Yant et al., 2003; Liang et al., 2009), mig a nGPx ' és
mGPx 7~ egérembriok életképesek voltak (Noblanc et al., 2011). A spermium érés korai
szakaszaban a GPx4 expresszidja és katalitikus aktivitdsa egyarant nagy, késébb azonban
inaktivalodik és szerkezeti elemként miik6dik. A GPx4, szulthidril keresztkotések kialakitasa
révén nagy molekulatomegii polimereket hoz létre, ugyanis intramolekularis szelenil-szulfid
hidakat képez a Cys és Sec reziduumokkal. Ez a szerkezeti elem, valamint a Sperm Mitochondrion-
associated Cysteine-rich Protein (SMCP) véd6é kapszulat alkot a spermium kozéprészén, a
mitokondrium-spiral koriil (Maiorino et al., 2005; Labunskyy et al., 2014). A mGPx4 knock-out
him egereket teljes infertilitds jellemzi, az enzim gametogenezisben betdltott szerepe miatt
(Schneider et al., 2009). Nuklearis GPx4 knock-out egerekben viszont ilyen hatds nem volt
tapasztalhato (Conrad et al., 2005), valamint a GPx1 és GPx2 esetén sem tapasztaltak ehhez
hasonl6 hatasokat (Zoidis et al., 2010).

Az emldsokkel ellentétben, ahol a GPx4 aktivitds az 6sszes GPx aktivitas kevesebb, mint 2%-a,
madarakban ennek mértéke az 6sszes GPx aktivitasban jelentésen nagyobb mértéka (Id. késébb)
(Barnes et al., 2009). Ennek a filogenetikai kiilonbségnek a hatterében, amely mind
génexpresszios, mind pedig enzimaktivitas szinten megmutatkozik, az evollcié soran
megvaltozott szerkezetli és/vagy funkcidjli szelenogenom éllhat (Huang et al., 2011).

Brojlercsirkék méjaban az 6sszes peroxidaz-aktivitas 30%-a szelén-dependens (GPx), 42% szelén-
independens (GST), mig a ,,monomer” GPx (GPx4) aktivitas 28%, amelybdl lathat6, hogy a GPx4
az Osszes GPx aktivitas kozel 50%-aért felelés (Miyazaki és Motoi, 1992). Pulykaban szintén a
GPx4 felelos az Osszes GPx aktivitas kozel feléért a majban, harmadaért az izomban,
hereszdvetben és a szivizomban (Sunde és Hadley, 2010).

Megallapitottak brojlercsirkék majaban €s vazizomzatdban, hogy a Gpx4 génexpresszidja a
legnagyobb mértéki a szelenoproteinek kozott (Huang et al., 2011). A mellizomban a Gpx1-hez
viszonyitva a Gpx4 génexpresszidja még nagyobb (1:6) volt. A génexpresszid mértékét azonban
az aktualis szelénellatottsag is befolyasolta. Megfeleld szelénellatottsag esetén 1:6 aranyl volt a
Gpx4 javara, addig a Gpx4 részaranya szelénhianyos allapotban tovabb nétt (Yao et al., 2014).
Tojotytikoknal is hasonléan magasabb aranyu expresszios szinteket mértek a Gpx4 esetében (Liu
etal., 2014).
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A glutation-peroxidazok halakban bet6ltott funkcidirdl és az enzimek génexpresszidjarol jelenleg
még kevés informacioé all rendelkezésiinkre (Kryukov és Gladyshev, 2000, Thisse et al., 2003).
Azonban szamos halfaj genomjaban azonositottak mar az enzimcsalad tobb tagjat kodolo géneket
is (Benner et al., 2010; Mariotti et al., 2012).

Pontyban a Gpx4 génexpresszidja a majban a legnagyobb mértékii, ezt kdveti az agy, majd kozel
azonos mértékben, a vazizom, a vese €s a sziv (10. abra) (Hermesz és Ferencz 2009).

Thisse ¢és munkatarsai (2003) a Gpx4 gén két formajat (Gpxda, Gpx4b) azonositottak
zebradanioban (Danio rerio). Hermesz és munkatarsai (2009) szintén két Gpx4 gént azonositottak
pontyban (Cyprinus carpio L.).
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10. abra Relativ Gpx4a és Gpx4b mRNS szintek ponty majban, vesében, szivben, izomban és agyban (Ferencz
2010)

Halakban a GPx4 a teljes GPx aktivitas kozel egyharmadaért felelos (Grim et al., 2011; Wang et
al., 2012). Pontyban azt is megallapitottak, hogy a Gpx4a mRNS szintje a majban a legmagasabb,
mig a Gpx4b szint alacsony volt az 6sszes vizsgalt (10. abra) szévetben (Hermesz 2010). Zheng
¢s munkatarsai (2013) szintén azt talaltdk, hogy a Gpx4a mRNS legnagyobb mennyiségben a
zebradanié majaban talalhaté meg. Szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) majaban a
Gpx1 mRNS mennyisége csak egyharmada volt a Gpx4a és a Gpx4b mMRNS-hez viszonyitva
(Pacitti et al., 2013), ellentétben az emlés maj GPX1 mRNS mennyiséggel, ami kdzel 7-szer
nagyobb volt, mint a GPx4 (Weiss et al., 2001).

Halak szoveteiben az emldsdkkel 6sszehasonlitva az oxidaciora érzékeny tobbszordsen telitetlen
zsirsavak mennyisége (pl. DHA és EPA) joval nagyobb (Mahaffey, 2004). Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy a sejtmembranokban taldlhatd tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidéacioval
szembeni védelmére IS nagyobb GPx4 aktivitas sziikséges, amelyet az is alatamaszt, hogy pozitiv
korrelaciot figyeltek meg a GPx4 aktivitds és a tobbszordsen telitetlen zsirsavak mennyisége
kozott kiillonbozo halfajokban (Grim et al., 2011).
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Emloés sejtekkel Osszehasonlitva, halak ma4jsejtjeinek membranjaban a hosszi szénlancu
tobbszorosen telitetlen zsirsavak (LcPUFA) (11. 4dbra) mennyisége nagyobb, mint a rovid
szénldncu tobbszordsen telitetlen zsirsavaké (PUFA), vagy akar az egyszeresen telitetlen és telitett
zsirsavaké (11. abra) (Morais et al., 2011). A LcPUFA-k rendkiviil érzékenyek az oxidaciora, ami
lipid(per)oxidacios lancreakciohoz vezethet, karositva ezzel a sejtmembrant (Abedi és Sahari,
2014). Mint arra korabban mar utaltam, a GPx1 és a GPx4 izoforma egyarant képes a peroxidok
redukciojara, ugyanakkor a GPx4 szélesebb szubsztratspecifitassal rendelkezik (pl.
lipidperoxidok) (Bao et al., 1997; Yant et al., 2003; Liang et al., 2007). Emiatt a halak szamara
eldny0Osebb, ha a glutation redox rendszerben a GPx1 mellett a multifunkcionalis GPx4 paraldégok
nagyobb aranyban vannak jelen (Penglase 2014).

A GPx rendszer mikodése
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11. Abra Emlés és hal GPx rendszer miikodésének elméleti modellje a hepatocitikban: Halak esetén a
membranban altalaban nagyobb mennyiségben vannak jelen a hosszu szénlanct tobbszorosen telitetlen zsirsavak,
amelyek fokozottan érzékenyek az oxidaciora. A GPx4 hatékonyabban eliminalja a hosszli szanlancu tobbszorésen
telitetlen zsirsavakbol ROS hatasara keletkez6 lipidperoxidokat, mint a GPx1, emiatt az emldsokhoz képest nagyobb
mennyiségben van sziikség halaknal ennek az enzimnek a jelenlétére (Penglase 2014). Piros vonal: hosszi szénléanct
telitetlen zsirsavak (LcPUFA); kék vonal: egyszeresen telitetlen és telitett zsirsavak
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A GPx enzimcsalad kovetkez6 tagja a mellékhere-specifikus GPx5 (Ghyselinck et al,. 1989),
amelynek aktiv centrumaban szelenocisztein helyett cisztein talalhatd, azaz nem szelenoprotein.
Sec-tartalmtt GPx5 format nem azonositottak (Mariotti et al., 2012). Elsddleges funkcidja, hogy
védje a spermatozoakat az oxidativ stressz okozta karosodasoktol, amely karosithatja a membran
integritasat, tovabba csdkkentenék a spermiumok motilitasat, igy csokkenne a sperma mindsége
¢s termékenyitoképessége (Chabory et al., 2009).

A szagloham specifikus GPx6 (Dear et al., 1991) a szagldlebeny epitheliumaban expresszalodik,
¢s érdekessége, hogy emberben szelenocisztein, ragcsalokban pedig cisztein talalhaté az aktiv
centrumaban, és expresszaldodik az embrionalis fejlodés soran is (Kryukov et al., 2003).

A GPx5 és GPx6 enzimek a GPx csalad fiatalabb tagjai, amelyek feltehetéen a GPx3 tandem
duplikacidja révén alakultak ki az evolucié soran (Mariotti et al., 2012).

Az enzimcsalad két, utoljara azonositott tagjanak aktiv centruma szintén ciszteint tartalmaz. A
GPx7-et elészor emld tumor sejtekbdl izolaltak (Utomo et al., 2004), amelynek szubsztratjai a
GPx4-hez hasonloan a foszfolipid-hidroperoxidok. A legijabban felfedezett human GPx8 (Toppo
etal., 2008) szerkezete alapjan a GPx-ok csaladjaba tartozik ugyan, de ko-szubsztratja GSH helyett
a tioredoxin.

A Cys tartalmiu GPx7 és GPx8 vélhetden az 6sibb GPx4-bdl fejlodott ki, még mieldtt a halak és a
tobbi gerinces fejlodése kettévalt a torzsfejlodés soran (Mariotti et al., 2012).
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Mikotoxinok termeltetése és a kisérletesen szennyezett takarmanyok elkészitése

411 Mikotoxinok termeltetése

A Kkisérletekhez felhasznalt mikotoxinok termelését kollaboracié keretében a KE-MTA
,Mikotoxinok Az Elelmiszerliancban” kutatocsoport végezte kukoricadara szubsztraton. A T-2
toxin esetében a Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 t6rzset, mig a deoxinivalenol (DON)
esetében a Fusarium graminearum NRRL 5883 torzset alkalmaztak, amelyek korabbi vizsgalatok
eredményei alapjan elsédlegesen csak az adott mikotoxint termelik, egyéb mikotoxinok
jelenlétével a takarmanyban csak mérsékelten kell szamolni.

4.1.2 A takarmdnyok kisérletes mikotoxin szennyezése

A Dbrojlercsirkékkel folytatott kisérletek soran az ismert koncentracioban trichotecénvazas
mikotoxinokat tartalmazé kukoricadarat a tervezett koncentracid eléréséhez sziikséges
mennyiségben  kevertik a  kiilonb6z0  csoportok  brojler neveld teljes  érték
takarmanykeverékéhez. Az alaptakarmany T-2 toxint és DON-t, valamint azok metabolitjait,
elézetesen elvégzett laboratériumi vizsgalattal ellendrizve, csak minimalis mennyiségben
tartalmazott.

A pontyokkal végzett kisérlet soran kereskedelmi forgalomban lévé Aqua Garant Classic™
takarmanyt (extrudalt, lassan siillyedd takarmany ndvendék pontyok szdmara) nagy teljesitményti
daraloval ledaraltuk majd a T-2 toxint vagy DON-t ismert koncentracioban tartalmazé
kukoricadaraval kevertiik Ossze. Az alaptakarmany T-2 toxint és DON-t, valamint azok
metabolitjait, eldzetesen elvégzett laboratoriumi vizsgalattal ellendrizve, ebben az esetben is csak
minimalis mennyiségben tartalmazott. Az egyes kezelési csoportok adagjait kozvetleniil
felhasznalas el6tt 1:4 aranyban desztillalt vizzel higitottuk, annak érdekében, hogy
gyomorszondan keresztiil adagolhato legyen. Kontrollként az alaptakarmany vizes keverékét (1:4)
alkalmaztuk.

Mindkét kisérletsorozathoz metil-narancs indikatorral, mint a bélcsatornabol fel nem szivodo, nem
toxikus, jelzéanyaggal, 1% w/w-ban kiegészitett kontroll takarmanyt készitettem, amely a tranzit
1d6 meghatarozasara szolgalt.

Mindkét kisérletsorozatnal a kontroll takarmanybol, valamint a Kisérletes mikotoxin szennyezést
kovetden, mintat vettem mikotoxin analizis céljara.
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4.1.3 A takarmanyok mikotoxin tartalmanak meghatdarozdasa és annak modszere

A mesterségesen szennyezett és a kontroll takarmanyok DON (Pussemier et al., 2006) és T-2 toxin
(Trebstein et al., 2008)) tartalmanak mérése immunaffinitas el6tisztitast kovetden nagy felbontasu
folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel tortént. A mérési eredményeket a 4. tablazat és az 5.
tablazat mutatja.

4. tablazat A pontyokkal végzett kisérletekben felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalma (T-2 toxin — T1-T3
csoportok, DON — D1-D3 csoportok)

Kezelési csoportok Mennyiség (mg/kg takarmany)
Kontroll Kontroll T-2<0,02; DON < 0,02
T1 (alacsony) 10,79
T-2 toxinnal kezelt csoportok T2 (kézepes) 23,67
T3 (magas) 130,82
D1 (alacsony) 9,03
DON toxinnal kezelt csoportok D2 (kozepes) 22,15
D3 (magas) 125,92

5. tablazat Az 1 és 3 hetes csirkékkel végzett kisérletekben felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalma

Mikotoxin Mennyiség (mg/kg takarmany)
Kontroll T-2<0,02; DON < 0,02
T-2 toxin 5,77

DON 4,86

4.2 Kisérleti allatok/kisérleti protokollok

4.2.1 A vizsgdlat helyszine

Vizsgalataimat a Szent Istvdn Egyetem Mezdgazdasag- ¢és Kornyezettudomanyi Kar
Allattudomanyi Alapok Intézet Takarmanyozastani Tanszékén végeztem. A brojlercsirkékkel és
pontyokkal folytatott takarmanyozasi kisérletek szinhelye a Tanszék Kisérleti Tere volt, amely
mikotoxinokkal végzendé vizsgalatokhoz sziikséges allatkisérleti engedéllyel rendelkezik
(NEBIH Pest Megyei Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosag, XIV-1-
001/1880-5/2011).

4.2.2 Kisérleti dllatok és tartasuk — pontyok

A vizsgalataimhoz Szarvasi P34 hibrid pontyokat (n=160) alkalmaztam, amelyeket az OKO 2000
Kft.-t6l szereztem be. Egy hét akklimatizaciot kovetden a pontyokat véletlenszeriien osztottuk
(kontroll ¢s mikotoxinokkal kezelt) csoportokba (n=22), a tartas két alcsoportra bontva tortént
Osszesen 14, azonos (rtartalma (150 L) akvariumokban. A kontroll és kezelt akvariumokba az
esetleges mortalitds miatt 22 halat helyeztiink, amelybdl a mintazott allatok szdma 18 volt a
vizsgalt 24 oras periddus alatt. A random csoportositas kozben véletlenszeriien 6 allatot abszolut
kontrollként mintaztunk a 0. idOpontban, tovabba 6 egyedet a tranzitidd megfigyelésére
elkiilonitettiink. A kisérlet 2014. november végén (29-30.) zajlott.

30



10.14751/SZIE.2017.076

A halakat fél-statikus rendszerben, naponta 30% mértékii vizcserével, pihentetett, folyamatosan
atlevegdztetett csapvizben tartottuk az akklimatizacios id6 alatt, és statikus rendszerben,
pihentetett, folyamatosan atlevegdztetett csapvizben a kisérlet idétartama alatt. A viz hdmérséklete
folyamatosan 19+1 °C volt. A megvilagitasi programot 12:12 6ra sotét/vildgos szakaszokra
allitottuk be. Az éallatok testtomege a kisérlet inditdsakor 35,92+2.82 g volt. A takarmény
tranzitidejének felmérésére, egy kiillon akvariumban, egyszeri adagban metil-naranccsal
kiegészitett takarmannyal gyomorszondan at kezelt kontroll allatokat is beallitottunk (n=6). A
kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dozisok a 6. tabldzatban lathatoak.

6. tablazat A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dozisok az egyes csoportokban (mg/kg testtomeg)

Kezelési csoport Kontroll T1 (alacsony) | T2 (kozepes) | T3 (magas)
T-2 <0,02 0,15 0,33 1,82

Kezelési csoport Kontroll D1 (alacsony) | D2 (kozepes) | D3 (magas)
DON <0,02 0,13 0,31 1,75

4.2.3 Kisérleti dllatok és tartasuk — brojlercsirkék

Vizsgalataimhoz a naposcsibéket (Cobb 540 kakas n=230) a Babadi Keltetd Kft.-tdl szereztiik be,
amelyek atlagos testtomege 50 g volt. A kisérlet 2013. majus-jiniusaban zajlott. A madarakat az
adaptacios 1d6 alatt faforgacs almon neveltiik, majd egy hetes ¢letkor eldtt, 5 naposan az allomény
egy részét (n=100), 3 hetes életkor eldtt, 19 naposan pedig annak madsik részét (n=100)
csoportositottuk és 2-2 napig akklimatizacios id6t kovetden inditottuk el a kisérletet. A
csoportositaskor mérlegeléssel meghataroztuk az egyes csoportokba keriilt madarak testtomegét,
tigyelve arra, hogy az egyes kisérleti csoportok kozott az atlagos testtdmeg ne térjen el 5%-nél
nagyobb mértékben. Az egyes kisérleti csoportokba tartoz6 madarakat (n=30, a kontroll és a
mikotoxinokkal kezelt csoportokban egyarant) két alcsoportra (n=15) bontva helyeztiik el a brojler
kisérlet helyszinéiil szolgaldo teremben. Alomanyagként minden csoport esetében fenydfa
forgacsot hasznaltunk. Az ivovizet és a takarmanyt a madarak ad libitum fogyaszthattak,
folyamatos megvilagitas mellett. A takarmany adott életkort brojlercsirkék bélcsatornajan vald
atlagos athaladasi idejének felmérésére egy kiilon, metilnarancs indikatorral kiegészitett kontroll
takarmanyt fogyasztd, csoportot is beallitottunk (n=5), tovabba 5 véletlenszerlien kivalasztott
allatot a 0. idépontban abszolut kontrollként mintdztunk. A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin
dozisok az egyes korcsoportokban a 7. tdblazatban lathatoak.

7. tablazat A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dozisok az egyes korcsoportokban (mg/kg testtomeg)

1 hetes allatok

Kontroll T-2 toxin DON
(T-2<0,02; DOI\! <0,02 135 175
mg/kg takarmany)
3 hetes allatok
Kontroll T-2 toxin DON

(T-2<0,02; DON < 0,02

mg/kg takarmany) 0,77 1,29
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4.3 Mintavételezés

4.3.1 Pontyokkal végzett vizsgalatok

A kisérlet indulasakor (reggel 14:00) (n=6, abszolut kontroll), majd az egyszeri mikotoxin terhelést
koveto 8., 16 és 24. oraban kezelésenként, véletlenszeriien kivalasztott, 6-6 allatbol keriilt sor
mintavételre. A dekapitaciot kovetden a halakbol post mortem maj mintat vettem a biokémiai €s
molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz. A biokémiai vizsgéalatokhoz a maj mintakat a lefagyasztasig
(maximum 2 dra) jégen tartottuk, majd felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A molekularis bioldgiai
vizsgalatokhoz a méjmintdkat a mintavételt kovetden azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik,
majd a felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.3.2 Brojlercsirkékkel végzett vizsgalatok

A kisérlet indulasakor (reggel 8:00) (n=5, abszolut kontroll), majd a mikotoxinnal szennyezett
takarmany etetésének megkezdését kovetd 4., 8., 12., 16., 20 és 24. ordban kezelésenként,
véletlenszertien kivalasztott, 5-5 allatbol keriilt sor mintavételre. A madarakbol az elvéreztetést
kovetden post mortem méj és vese mintadt vettem a biokémiai és molekularis biologiai
vizsgélatokhoz. A biokémiai vizsgalatokhoz a maj mintakat lefagyasztasig (maximum 2 6ra) jégen
tartottuk, majd a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A molekularis biologiai vizsgalatokhoz a
majmintdkat a mintavételt kovetden azonnal folyékony nitrogénbe helyeztik, majd a
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.4 Biokémiai modszerek

4.4.1 A lipidperoxiddacios markerek mérési modszerei
4411 A konjugalt dién és -trién tartalom meghatarozasa

A konjugalt dién és -trién tartalmat a majbol az AOAC (1984) modszere szerint hatadroztuk meg.
A modszer Iényege, hogy a minta lipidtartalmanak 2,2,4-trimetil-pentannal tortént extrakciojat
kovetden a konjugalt diének abszorbancidja 232 nm-en, mig a -triének abszorbancidja 268 nm-en
mérhetd.

4.4.1.2 A malondialdehid koncentracié mérése

A malondialdehid a tobbszorosen telitetlen zsirsavak peroxidacidjanak terminéacids szakasza soran
keletkez6 metastabil végtermék. A szovetmintakbol hideg (4 °C) fiziologias sdoldattal (hal: 0,62%
a Placer és munkatérsai (1966) altal kidolgozott, Matkovics és munkatarsai (1988) altal részben
modositott modszerrel mértem. A modszer alapelve, hogy az MDA 2-tiobarbitursavval (Sigma,
St. Louis) savanyu kozegben és magas hémérsékleten sargas-vords szinii komplexet képez,
amelynek 535 nm-en abszorpciés maximuma van, igy spektrofotometridasan mérhet. Az
inkubacios rendszer pH értékének beallitasara 10 % (w/v) triklor-ecetsavat (Carlo Erba, Rodano)
hasznaltam. A reakci6id6 20 perc volt 100 °C-on, vizfiirddben. Szobahdmérsékletre torténd gyors
lehiitést, majd centrifugélast (2500g, 10 perc, +4°C) kdvetden a feliiliszobdl reagens vakkal
szemben mértem a mintadk abszorbancigjat. Standardként 1,1,3,3-tetra-etoxi-propant (Fluka,
Buchs) hasznaltam. Az eredményeket MDA koncentraci6 egyenértékben adtam meg, bar ismert,
hogy a 2-tiobarbitursav a MDA mellett mas aldehidekkel is reakcioba 1ép (Janero, 1998).
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4.4.2 A glutation redox rendszer tagjainak mérési modszerei
4.4.2.1 Redukalt glutation koncentracié meghatarozasa

A redukalt glutation koncentraciot a szovetmintakbdl fizioldgias séoldattal (hal: 0,62% (w/v)
NaCl; madar: 0,65% (w/v) NaCl) készitett 1:9 aranyti homogenatum 10.000 g szupernatans
frakciojaban Sedlak és Lindsay (1968) modszerével mértem. A modszer alapjat a glutation szabad
SH- csoportjanak szulthidril-reaktiv vegyiiletekkel vald szines komplexképzé reakcidja adja. A
mérés soran a mintak fehérje SH tartalmat 10% (w/v) triklor-ecetsavval (Carlo Erba, Rodano)
végzett kicsapassal tavolitottam el, majd centrifugalast (10000 g, 2 perc) kovetden a tiszta
feliiliszobol mértem, amely szinte kizarolag a nem-fehérje szulthidril csoportokat, elsddlegesen a
GSH-t, tartalmazza. A reakcio soran szulfhidril-reagensként 5,5-dithiobis-(2-nitro-benzoesav)
(Sigma, St. Louis) alkalmaztam, amely sarga szinii komplexet képez a reaktiv nem-fehérje SH-
csoportokkal. Ezt kdvetéen a GSH koncentracido a komplex fényelnyelésének 412-es nm-es
hullamhosszon, az abszorbancia mérésével meghatarozhat6. A komplex kialakuldsahoz sziikséges
lagos kozeget a trisz-hidroximetil-aminometan (Sigma, St. Louis) pufferrel (pH: 8,9) allitottam
be. A GSH koncentraciét a mintak fehérjetartalmara vonatkoztatva adtam meg.

4.4.2.2 A glutation-peroxidaz aktivitas meghatarozasa

A GPx aktivitasat szintén a szovetek 1:9 homogenatum 10.000 g szupernatans frakcidjaban
hataroztam meg. A modszer alapelve, hogy a reaktiv oxigéngyokok jelenlétében a GSH a
glutation-peroxidaz enzim hatasara oxidald ko-szubsztrat jelenlétében glutation-diszulfidda
oxidalodik. Vizsgdlati rendszeremben az enzim ko-szubsztratjai GSH (Sigma, St. Louis) és egy
stabil szerves peroxid, a kumol-hidroperoxid (Merck, Darmstadt) voltak. A végpontos
enzimreakcio id6tartama 10 perc volt, amelyet 10% (w/V) triklor-ecetsavval (Carlo Erba, Rodano)
végzett fehérjekicsapassal allitottam le (Matkovics et al., 1988). A GSH-fogyast az 5,5-dithiobis-
(2-nitro-benzoesav)-val (Sigma, St. Louis) képzett komplex fényelnyerésének 412 nm
hullamhosszon spektofotométerrel, az abszorbancia mérésével hataroztam meg. Az
enzimaktivitast egységben fejeztem ki, amely 1 nmol GSH oxidacigjat jelenti percenként a
haszndlt rendszerben 25 °C-on. Az enzimaktivitdst a mintdk fehérjetartalmara vonatkoztatva
adtam meg.

4.4.2.3 A fehérjekoncentracié mérése

A szovet 1:9 homogenatumok 10.000 g szupernatans frakcidjanak fehérjetartalmat a Folin-fenol
reagens (Sigma, St. Louis) fehérjékkel adott szinreakcidja alapjan mértem (Lowry et al., 1951). A
modszer két reakcion alapul, eldszor a Cu(Il) ionok Cu(I) ionné redukaldédnak, majd a kdvetkezd
Iépés soran a tirozin és triptofan reziduumok redukaljak a Folin-Ciocalteu-reagens reaktiv
komponenseit (foszfor-molibdat és foszfor-wolframat), jol detektalhatd kék szint eredményezve,
melynek 750 nm-en abszorpci6s maximuma van. Standardként szarvasmarha szérum albumint
(Reanal, Budapest) hasznaltam.
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4.5 Génexpresszios vizsgalatok

45.1.1 RNS tisztitas és reverz transzkripcio PCR

A kisérleti allatok méjmintaibol, 5 mg szovetbdl Trizol reagenssel (Molecular Research Centre,
Cincinnati) teljes RNS-t tisztitottam, Phase Lock Gel (5Prime GmbH, Hamburg) csovek
segitségével, a gyartd eldirasai szerint. Az RNS-t jéghideg izopropanolban kicsaptam, majd 75%
¢és integritasat 2%-os agar6z gélben és nanofotométer (Implen GmbH, Munich) segitségével
vizsgaltam, ahol az OD 260/280 mutat6 esetén a 2.0 érték feletti mintakat fogadtam el. A genomi
DNS szennyezddést DNaz (Thermo Fisher Scientific, San Jose) kezeléssel tavolitottam el, a gyartod
leirasa alapjan. Mintanként 1000 ng RNS-bdl random nonamerrel (9-mer) reverz transzkripcio
soran (RevertAlD Reverse transcriptase, Thermo Fisher Scientific, San Jose) CDNS-t hoztam 1étre
mindkét vizsgélt faj esetén. A CDNS-bdl kezelési csoportonként poolokat hoztam Iétre,
egyedenként azonos mennyiségii cDNS-b6l (pontyok esetén n=6, brojlercsirkék esetén n=5),
amelybdl a qPCR méréseket végeztem.

45.1.2 Real-time PCR vizsgalatok pontyban

Az Nrf2 (Nrf2), Keapl (Keapl) és a glutation-peroxidaz 4a és b (Gpx4da és Gpx4b) célgének,
valamint a p-actin haztartasi gén, expresszidjat kvantitativ, real-time PCR-rel vizsgaltam,
SYBRGreen modszerrel. A vizsgalatokhoz az irodalomban leirt primereket hasznaltam fel
(Hermesz és Ferencz, 2009; Jiang et al., 2015) (8. tablazat). A méréseket Step One Plus™ Real-
Time PCR systems (Thermo Fisher Scientific, San Jose) késziilékkel végeztem, Maxima
SYBRGreen gPCR Master Mix (1x final concentration) felhasznalasaval (Thermo Fisher
Scientific, San Jose), 5 ismétlésben. A vizsgalat soran 12,5 ul végtérfogatban 2,31 pM/1 primert
és 5 ng cDNS-t hasznaltam templatként. Minden mérés alkalmaval primer paronként beallitottam
egy non-template kontrollt is. A qPCR hémérsékleti profil a Gpx4da és Gpx4b génekre: 95 °C 10
perc elédenaturacid, majd 95°C 15 sec, 55°C 30 sec és 72C 30 sec, 45 cikluson keresztiil ismételve,
mig az Nrf2 és a Keapl célgének esetében 95 °C 10 perc elddenaturacio, majd 95°C 15 sec, 60°C
30 sec és 72°C 30 sec, 45 cikluson keresztiill. A SYBERGreen jelet minden ciklus extenzid-
1épésének végén detektalta a berendezés.

8. tablazat Ponty primerek szekvenciai

Gén Forward (5°-37) Reverse (5°-3”)

p-actin GCAAGAGAGGTATCCTGACC CCCTCGTAGATGGGCACAGT
Gpxda GGAACCAGGAACAAATTCCC AGATCCTTCTCCACCACGCTTG
Gpx4b CTACAAGGCAGAGTTTGACCTC CTTGGATCGTCCATTGGTCC
Nrf2 TTCCCGCTGGTTTACCTTAC CGTTTCTTCTGCTTGTCTTT
Keapl GCTCTTCGGAAACCCCT GCCCCAAGCCCACTACA
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45.1.3 Real-time PCR vizsgalatok hazityukban

A Gpx4, a Gss és a Gsr célgének valamint a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (Gapdh) belsé
kontroll gén expresszidjat kvantitativ, real-time PCR-rel vizsgaltam, duplex qPCR modszerrel.
Bels6 kontrollgénként, irodalmi adatok alapjan valasztottam a Gapdh gént (Yang et al., 2016;
Awad et al, 2011). A célgénekre és a haztartasi génre tervezett specifikus primerek és eltérd
fluoreszcens festékkel jeldlt (8. tablazat) dual labelled (MGB- minor groove binder) TagMan
probak lehetové tették két géntermék egyidejii vizsgalatat. A primereket és probakat Primer
Express 3.0.1 (Thermo Fisher Scientific, San Jose) szoftver segitségével terveztem (9. tablazat).

A méréseket Step One Plus™ Real-Time PCR systems (Thermo Fisher Scientific, San Jose)
késziilékkel végeztem, Maxima Probe qPCR Master Mix (1x final concentration) felhasznélasaval
(Thermo Fisher Scientific, San Jose) 5 ismétlésben. A vizsgalat soran 12 pl végtérfogatban 5 ng
CDNS-t hasznaltam fel az 11. tablazatban feltiintetett duplex reakcidkhoz. Minden mérés
alkalméaval, duplexenként, egy non-template kontrollt is beallitottam. A gPCR hémérsékleti profil
a kovetkezd volt: 95 °C 10 perc elédenaturacid, majd 95°C 15 sec, 58°C 30 sec és 72°C 30 sec,
45 cikluson keresztiil. A VIC és FAM jelet 72°C-on olvasta le a berendezés minden ciklusban az
extenzid-1épésének végén.

9. tablazat Brojlercsirke primerek szekvenciai

gén forward primer reverse primer

Gapdh | TGACCTGCCGTCTGGAGAAA TGTGTATCCTAGGATGCCCTTCAG
Gpx4 AGTGCCATCAAGTGGAACTTCAC TTCAAGGCAGGCCGTCAT

Gss GTACTCACTGGATGTGGGTGAAGA | CGGCTCGATCTTGTCCATCAG

Gsr CCACCAGAAAGGGGATCTACG ACAGAGATGGCTTCATCTTCAGTG

10. tablazat A probak szekvenciai és jelolése

gén proba elnyelé molekula | fény kibocsajtéd fluorofor

Gapdh | CCAGCCAAGTATGATGAT | MGB VIC

Gpx4 | CAGCCCAATGGAG MGB FAM

Gss AGGAGGGAACAACCTG MGB FAM

Gsr CTGGCACTTCGGCTC MGB FAM

11. tablazat A duplexek alkalmazasa
Duplex GAPDH primer GAPDH proba Célgén primer Célgén préba
(PM/pl) (PM/pl) (PM/pl) (PM/pl)

Gapdh és Gpx4 2,40 1,3 2,90 2,1
Gapdh és Gss 0,66 0,66 3,96 3,3
Gapdh és Gsr 0,66 0,66 3,96 3,3
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45.2 Real-time PCR eredmények kiértékelése

A PCR termék specifitasat és a primer dimerek jelenlétét TagMan probék esetén gélelektroforézis,
mig a SYBRGreen modszer esetén 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 (Thermo Fisher Scientific, San Jose) hataroztam meg és
szamitottam ki a delta Ct (ACt) és a delta-delta Ct értékeket (-AACt), végiil az RQ (relativ
kvantifikdcid; RQ = 244" értékeket szamitottam (Livak és Schmittgen, 2001).

4.5.3 Statisztikai értékelés

A kisérleti eredmények statisztikai értékelését (leird statisztikai szamitasok, egytényezds
varianciaanalizis (ANOVA)) a GraphPad Prism 5.04 szoftver (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA); a kéttényezés varianciaanalizist (Two-Way ANOVA)), Student-Newman-Keuls
post-hoc test) a MedCalc for Windows 12.3 programmal végeztem (MedCalc Software, Ostend,
Belgium). Az ANOVA értékelés alapjan az egyes mintavételi idépontokon beliil hasonlitottam
Ossze az egyes csoportok értékeit paraméterenként, mig a Two-Way ANOVA eredményeként az
egyes dozisok és az id0 egylittes hatasat vizsgaltam a paraméterekben. Ennek eredményeképp
megallapithatd, hogy az idének (H) és a kezelésnek (T), illetve a két tényezdnek egyiittesen (TxH)
szignifikans hatdsa van e az egyes paraméterekben bekovetkezd valtozasokra.

A tablazatokban és abrakon az ,,abc”, illetve a tablazatokban az ,,ABC” jelolés esetén minden
esetben a legkisebb érték képviseli az ,,a” vagy ,,A” jelolést, majd azt abc sorrendben kovetik az
emelkedd értékek.
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELES
5.1 Pontyokkal végzett kisérlet eredményei
5.1.1 A pontyokkal végzett kisérletben megallapitott tranzitido
A kisérletben bedllitott kornyezeti paraméterek mellett az egynyaras pontyok metilnarancs-
kontroll csoportjaban a takarmany bélcsatornan valo athaladasanak tranzitideje 16 6ra volt (19+1
°C vizhémérsékleten), amelyet a takarmany gyomorszondan valod bejuttatasat kovetden a vizben
megjelend elsé szines iiriilék megjelenése alapjan allapitottam meg.

5.1.2 Révidtavu T-2 toxin terhelés hatdisa a pontyokra

A pontyokkal végzett egyszeri, gyomorszondan keresztiil tértént, mikotoxin terhelés soran harom,
emelkedd dozist, T-2 toxin kezelés hatdsat vizsgaltam a lipidperoxidacios folyamatok inicidcios
¢s termindcidés szakaszanak markereire, a glutation redox rendszer egyes elemeinek
mennyiségére/aktivitasara, valamint a glutation redox rendszer szabalyozasara, azon beliil egyes
kulcsfontossagu fehérjéket kodold gének expressziojara. A kezelésekhez felhasznalt takarméanyok
mikotoxin tartalmat a 12. tablazatban tiintettem fel mg/kg testtomeg értékben, amelyet a
mesterségesen szennyezett takarmany mikotoxin tartalménak laboratoriumi visszamérése alapjan
szamitottam. A T1 kezelési csoportban 0,15; a T2 csoportban 0,33; a T3-ban 1,82 mg/kg testtomeg
mikotoxin dézisokat alkalmaztam, amellyel célom az volt, hogy akut toxicitast érjek el. Az
Eurépai Unié altal javasolt T-2 toxin hatarértek 0,25 mg/kg takarmany (2013/165/EU ajanlas),
mely kiindulasi alapot nyujtott az alkalmazott dozisok megtervezéséhez. A 24 oras expozicios idd
alatt 8 oranként torténtek a mintavételek.

12. tablazat A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dozisok az egyes csoportokban (mg/kg testtomeg)

Kezelési csoport Kontroll T1 (alacsony) | T2 (kozepes) | T3 (magas)

T-2 <0,02 0,15 0,33 1,82

5.1.2.1 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a mortalitasra

A 24 oras vizsgalati id6 alatt a legnagyobb dozissal kezelt T3 csoportban 19%-os mortalitast (4/21)
tapasztaltam, mig az alacsonyabb dozisok esetén elhullas nem volt. A T3 csoportban két allat a
vizsgalat 8. és 16. oraja kozott, tovabbi két allat pedig a 16. és 24. 6ra kozott pusztult el.

5.1.2.2 Roévidtava T-2 toxin terhelés hatasa lipidperoxidacios paraméterekre a majban

A lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszat jelzd konjugalt diének (13. tablazat) és
konjugalt triének (14. tablazat) mennyisége a T-2 toxin terhelés hatasara csak kismértékben
valtozott a kontrollhoz viszonyitva. A CD mennyisége a 8. draban szignifikdnsan nagyobb volt a
T3 csoportban a kontrollhoz viszonyitva, ugyanakkor a késébbiekben ez a kiilonbség mar nem volt
statisztikailag kimutathatd, annak ellenére, hogy tendenciajaban minden dozis esetén emelkedett
a 16. 6raban. Az idének erre a paraméterre csak kisebb mértékii hatasa volt az egyes csoportokon
beliil, de a kontroll csoport esetében is tapasztaltam eltéréseket az egyes mintavételi idépontok,
kiemelten a 16. és 24. ora kozott. A CD esetében a kontroll és a T3 csoportban az idének
szignifikans mértékii hatasa volt, azonban ennek tendenciaja eltérd volt, a T3 csoport esetében ezt
a kiilonbséget a 8. 6rai megemelkedett érték idézte elé, mig a T1 és T2 csoportokban nem volt
szignifikans mértékl eltérés a mintavételi idopontok kozott. Ez a kiilonbség azt jelzi, hogy a
kontrollhoz képest a kezelt csoportokban a lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszanak
id6beli tendencidja eltéré volt. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy a
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kezelés (T), az id6 (H) és a kezelés x 1d6 (TxH) hatasa egyarant szignifikdns mértékli volt erre a
paraméterre.

A CT mennyisége (14. tablazat) a kontroll csoporthoz viszonyitva nem tért el szignifikans
mértékben, bar tendenciajaban az alacsony és kozepes dozis esetén emelkedett a 16. 6raban. Ebben
a paraméterben a kontroll értékekben nem volt kimutathato eltérés az egyes mintavételi idopontok
kozott, mig a kezelt csoportok koziil a T1 csoportban a 8. éraban emelkedett értéket tapasztaltam
a tobbi mintavételi idéponthoz képest. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatod volt,
hogy a kezelés (T) és az id6 (H) egyarant szignifikans hatdssal volt erre a paraméterre, a kezelés x
id6 (TxH) egyiittes hatasa azonban nem volt szignifikans mértékii.

A lipidperoxidacios folyamatok terminacios szakaszat jelz6 MDA értékekben (15. tablazat) a
kontrollhoz viszonyitva szignifikans eltéréseket nem tapasztaltam egyik T-2 toxinnal kezelt
csoportban sem. Azonban tendenciajaban az MDA érték megemelkedett a 8. 6raban az alacsony
¢s magas, valamint a 16. éraban a magas dozis esetén, mig a kozepes dozis esetén csokkent a 24.
oraban. Ezen paraméter esetében a kontroll értékekben nem volt eltérés az egyes mintavételi
idépontok kozott, mig a kezelt csoportok koziil a T2 csoportban a 24. éraban alacsonyabb értéket
tapasztaltam a tobbi mintavételi idoponthoz képest. A kétutas ANOVA eredményeként
megallapithato volt, hogy a kezelés (T) szignifikans hatassal volt erre a paraméterre, azonban az
id6 (H) és a kezelés x id6 (TxH) egylittesen azt mar nem befolyésolta szignifikans mértékben.

13. tablazat A CD mennyisége a pontyok majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD 232nm) (atlag+SD; n=6%)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
0,3692AB+ 0,270A+ 0,397B+

Kontroll 0,098 0,025 0,081 0,025
T1 (alacsony) 0,4763A+ 0,332A+ 0,430A+ T:
0,310AB+ 0,124 0,076 0,135 0,01
T2 (kozepes) 0,061 0,3482A+ 0,379A=+ 0,285A+ H:

0,052 0,109 0,021 <0,001

T3 (magas) 0,532°B+ 0,393A+ 0,378A+ TxH:

0,169 0,024 0,065 0,017

a, b felsdindex jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeldli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idé kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TXH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentds mértékii mortalitas miatt

T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis

14. tablazat A CT mennyiségének valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD 268 nm)
(atlag=SD; n=6%)

0. 6ra 8. 6ra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
0,180A+ 0,130A+ 0,183A+
Kontroll 0,047 0,011 0,042 0,062
T1 (alacsony) 0,232B+ 0,159A+ 0,197AB= T:
0,153A+ 0,058 0,033 0,064 0,02
T2 (kozepes) 0,032 0,168A+ 0,174A+ 0,132A+ H:
0,027 0,050 0,012 0,002
T3 (magas) 0,181A+ 0,136A+ 0,133A+ TxH:
0,056 0,019 0,019 0,071

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentés mértékli mortalitds miatt

T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis
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15. tablazat Az MDA tartalom alakuldsa a pontyok méjaban T-2 toxin terhelés hatasara (malondialdehid pmol/g
nedves tomeg) (atlag+SD; n=6%*)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
14,48 A+ 12,62A+ 13,69 A+
Kontroll 281 3,27 4,87 0,794
T1 (alacsony) 19,02°A+ 13,73A=+ 14,39°A+ T:
14, 72A+ 4,93 2,91 4,60 0,00
T2 (kbzepes) 3,28 12,628A+ 13,15A=+ 8,282B+ H:
1,20 4,35 1,27 0,082
T3 (magas) 17,45%A+ 17,64A+ 15,91°A+ TxH:
4,52 4,47 2,07 0,136

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai killonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. oras mintavételkor a jelentds mértékii mortalitas miatt

T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtomeg T-2 toxin ddzis

5.1.2.3 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatiasa a glutation redox rendszer paraméterekre a
majban

A T-2 toxinnal kezelt csoportokban a GSH tartalom (16. tablazat) a 16. oraban szignifikans

mértékben emelkedett mindharom csoportban, ami a 24. oOrara visszatért a kontroll csoport

szintjére. A 16 6rai emelkedés esetén a hatas tendenciajaban dozisfiiggéen emelkedett.

Ezen paraméter esetében a kontroll értékekben szignifikans eltérés volt az egyes mintavételi
idépontok kozott, ugyanis a 8. és 24. oraban nagyobb értékeket tapasztaltam. A kezelt csoportok
koziil a T1 csoportban a 8. és 16. draban volt szignifikansan nagyobb érték, mig a masik két kezelt
csoportban az idének volt minden mintavételi iddpontban szignifikans mértékii hatasa, ugyanis
mar a 0. oratol nagyobbak voltak az értékek. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato
volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittes hatasa egyarant
szignifikans mértékli volt erre a paraméterre.

A GPx aktivitasban (17. tablazat) a GSH-hoz hasonldan, a 16. draban tapasztaltam szignifikans
mértéki emelkedést a kontrollhoz viszonyitva a T2 és T3 csoportokban, mig a legnagyobb dozissal
kezelt, T3, csoportban mar a 8. 6raban is emelked6 tendenciat tapasztaltam, amely viszont a 24.
oOréara visszatért a kontroll szintre. A 16. 6rdban a GPx aktivitds tendencidjaban dézisfiiggden
emelkedett az egyes csoportokban. Ezen paraméter esetében a kontroll értékekben is szignifikans
mértéki eltérés volt az egyes mintavételi idépontok kozott, a 8. és 24. 6raban ugyanis nagyobb
értékeket tapasztaltam. A kezelt csoportok koziil a T1 csoportban is a hasonld tendenciat mértem,
azonban ebben a csoportban a 24. érdban nem volt magasabb az érték. A T2 csoportban az 1d6
elérehaladtaval folyamatosan emelkedett az enzimaktivitasa kisérlet ideje alatt, mig a T3
csoportban a 8. drai mintavételnél tapasztalt nagymértékli emelkedést kvetden csokkend értéket
mértem, amely azonban nem tért vissza a kiindulasi (0. orai) szintre. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH)
egylittesen egyarant szignifikans mértékli hatassal volt erre a paraméterre.
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16. tablazat A GSH tartalom alakulasa a pontyok majaban T-2 toxin terhelés hatasara (umol/g 10.000 g

szupernatans fehérje) (atlag£SD; n=6%)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
a ab
Kontroll 2'3332* 1’3%?* 2'6?)’83’0* 0,011
T1 (alacsony) 2,87C+ 2,43°BC+ 1,752AB+ T:
1,40A+ 0,88 0,55 0,28 0,00
T2 (kbzepes) 0,36 2,58B+ 2,81°B+ 3,27°B+ H:
0,25 0,99 1,02 <0,001
T3 (magas) 3,62B= 3,32°B+ 3,18°B+ TxH:
0,85 1,01 0,76 0,017

a, b felsdindex jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentés mérték(i mortalitas miatt
T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis

17. tablazat A GPx aktivitasanak alakulasa a pontyok majaban T-2 toxin terhelés hatasara (U/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag=SD; n=6*)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. ora p-érték
a a ab

Kontroll 3*?%‘* 1*3?73“ 3*41"113& 0,005
T1 (alacsony) 3,73°B+ 2,628+ 2,36°A+ T:
1,45A+ 1,35 0,86 0,48 0,01
T2 (kiszepes) 0,21 2,91%B+ 3,57°BC+ 4,71°C+ H:

0,55 1,19 1,70 <0,001

T3 (magas) 5,42°C+ 3,54PB+ 3,07%B+ TxH:
1,44 1,18 1,07 <0,001

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentés mértékli mortalitis miatt

T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis

5.1.2.4 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatisa a glutation redox rendszer szabalyozasara

A Keapl gén expresszidjaban (18. tablazat) a 8. és 16. oraban csak kismértékli tendenciaszerii
valtozasok jelentkeztek, majd a 24. oraban szignifikdns mértékii emelkedést tapasztaltam a
kontrollhoz viszonyitva, de csak a nagyobb dozisokkal kezelt, T2 és T3 csoportokban.

Ezen paraméter esetében a kontroll értékekben is szignifikans mértéki eltérést tapasztaltam az
egyes mintavételi idépontok kozott, a 8. 6raban ugyanis alacsonyabb értéket mértem, mig a tobbi
mintavételi idépontban a mért érték mar nem tért el szignifikdns mértékben. Ezzel ellentétben a
T1 csoportban minden mintavételi idépontban alacsonyabb értéket mértem a 0. ordhoz
viszonyitva, mig a T2 és T3 csoportokban csak a 8. és 16. 6raban volt alacsonyabb az érték, a 24.
oraban viszont mar nem. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatod volt, hogy a kezelés
(T), az 1d6 (H), valamint a kezelés x 1d6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikdns mértékii hatassal
rendelkezett a Keapl génexpressziojara.

Az Nrf2 gén expressziojaban (19. tablazat) a 16. 6raban a T3 csoportban csokkenést, mig a T1
csoportban a 24. 6raban emelkedést tapasztaltam a kontrollhoz viszonyitva.

A Kkontroll értékekben is voltak szignifikans mértékii eltérések az egyes mintavételi idépontok
kozott, ugyanis a 8. és 24. oraban Kisebb, mig a 16. 6raban nagyobb értéket mértem. A T1
csoportban a 8. és 24. draban volt kisebb az érték, a T2 csoportban pedig a 16. érai mintavételnél
mért nagyobb értéket a 24. orara erdteljes csokkenés kovette. A T3 csoportban a 16. éraban mértem
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alacsonyabb értéket az Osszes tobbi mintavételi idOponthoz képest. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH)
egylittesen is szignifikans hatassal volt az Nrf2 génexpressziora.

A Gpxda gén expresszidja (20. tablazat) a T2 és T3 csoportban mar a 8. éraban szignifikans
mértékben emelkedett a kontrollhoz viszonyitva, mig a 16. 6raban csak a T1 csoport esetében
tapasztaltam emelkedést, a T2 és T3 csoportokban viszont a mért értékek visszatértek a kontroll
szintre. A 24. 6rara azonban a T3 csoport esetében jabb, nagymértékii, emelkedést tapasztaltam,
ami szignifikansan eltért a kontroll csoporttol.

A mintavételi idépontok esetén a kontroll és a T1 csoportokban a 8. és 16. o6raban is nagyobb
értéket mértem. A T2 csoportban viszont a 8. és 24. 6raban volt nagyobb az érték, a T3 csoportban
pedig minden mintavételi idépontban meghaladta a mért érték a 0. 6raban mért expresszios szintet.
A kétutas ANOVA eredményeként megallapithat6 volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a
kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is szignifikdns mértékii hatassal volt a Gpx4a gén expresszidjara.

A Gpx4b gén (21. tablazat) esetében a T1 és T2 csoportban a 8. o6raban szignifikans mértéki
expresszio csOkkenést tapasztaltam a kontrollhoz képest, mig a 16. 6éraban a T1 csoportban, a 24.
oraban pedig, némiképp késleltetve, a T2 és T3 csoportok esetében is szignifikdns mértéki
emelkedést figyeltem meg.

A kontroll csoportban a 8. és 16. draban magasabb értéket tapasztaltam az egyes mintavételi
idépontok kozott. A T1 csoportban a 16. 6raban, a T2 csoportban pedig a 24. 6éraban volt nagyobb
az érték, mig a T3 csoportban a 8. és 24. 6rai mintavételi idépontokban volt nagyobb. A kétutas
ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy a kezelés (T) nem, az id6 (H), valamint a
kezelés x id6 (TxH) egyiittes hatasa egyarant szignifikans mértékii volt a Gpx4b génexpresszidjara.

18. tablazat A Keapl gén expresszidjanak alakulasa a pontyok majaban T-2 toxin terhelés hatdsara (RQ érték)
(atlagtSD; n=6%*, egyedenként egyenlé mennyiségli cDNS pool)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
a

Kontroll O’gigi 0'%6'%& 0’73 QBi 0,033
0,56A+ 0,57A% 0,45°A+ T:
T1 (alacsony) 0.14 011 0.14 0.00
T2 (kozepes) 1,008 0,46A~ 0.67A< 0,93°B=+ H:

07epes 0,13 0,09 0,20 <0,001

T3 (magas) 0.42A+ 0,70A+ 1,10°B= TXH:
g 0,09 0,15 0,28 <0,001

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betlik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentds mértékli mortalitas miatt

T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtomeg T-2 toxin dézis
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19. tablazat Az Nrf2 gén expresszidjanak alakulasa a pontyok méajaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ érték)

(atlag+=SD; n=6%*, egyedenként egyenlé mennyiségli cDNS pool)
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0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
bc, a
Kontroll O'Sﬁi 1’20932& o,gleAi <0,001
0,64A+ 1,09°B+ 0,77°Ax T
T1 (alacsony) LO0B 0,10 0,13 0,17 <0,001
T2 (kozepes) ' 0,58B+ 1,47°D+ 0,24°Ax H:
P 0,11 0,08 0,07 <0,001
T3 (magas) 0,58B+ 0,322A+ 0,552B+ TXH:
g 0,14 0,09 0,07 <0,001

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybettis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik
* kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentGs mértékii mortalitas miatt
T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis

20. tablazat A Gpx4a gén expresszidjanak alakulasa a pontyok majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag+SD; n=6%*, egyedenként egyenlé mennyiségli cDNS pool)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
a, a a
Kontrol s e "oas | oo
3,842B+ 6,59PC+ 2,012A+ T:
T1 (alacsony) L 00A 0,97 1,68 0,31 <0,001
T2 (kbzepes) ' 6,89PC+ 1,612A+ 3,33%B= H:
0zepes 1,92 0,78 1,34 <0,001
T3 (magas) 7.18°C+ 3,40°B+ 13,66°D=+ TxH:
g 1,20 0,94 2,26 <0,001

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentés mértékli mortalitis miatt
T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis

21. tablazat A Gpx4b gén expresszidjanak alakulasa a pontyok majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag+=SD; n=6%*, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
b a a
Kontroll 3'(5)19§i 1'(7)841'3* 1’3(? ZAgBi <0,001
1,632A+ 4,59°B+ 1,373A+ T:
T1 (alacsony) 042 1,08 0,15 0,64
T2 (kozepes) 1,00A 1,722A+ 1,392A= 3,78PB= H:
P 0,76 0,64 1,10 <0,001
T3 (magas) 2,29%B+ 1.70°AB+ 2.99°BC+ TXH:
g 1,18 0,45 0,79 <0,001

a, b felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeldli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idé kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

*kivéve a T3 csoportot, ahol n=5 a 16, és 24. 6ras mintavételkor a jelentés mértékii mortalitas miatt
T1 kezelési csoport 0,15; T2 csoport 0,33; a T3 csoport 1,82 mg/kg testtdmeg T-2 toxin dozis
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5.1.2.5 Megbeszélés

Az egynyaras pontyokkal végzett kisérletben célom volt egyrészt meghatarozni a takarmany
atlagos tranzit idejét a kontroll csoportban, amely célbol kezeletlen allatok bélcsatornajaba 1%-0s
metilnaranccsal kiegészitett takarmanyt juttattam, egyszeri alkalommal. A halak, mint valtozo
testhdmérsékletii (poikilotherm) €161ények esetében a kdrnyezet, jelen esetben a viz, hdmérséklete
hatarozza meg a takarmany tranzitidejét és az alapanyagcsere sebességét (Farkas et al., 1980). A
vizsgalatban résztvevd pontyok esetében a tranzitidd meghatarozza emellett a mikotoxinok
biologiai elérhetéségének idejét is, mivel hozzavetélegesen ez az id6tartam all rendelkezésre azok
felszivodasara a bélcsatornabodl, az emésztérendszer felépitése miatt (Kapoor et al., 1976). Ennek
alapjan feltételeztem, hogy a tranzitidd hossza dsszefliggést mutat a mikotoxin terhelés hatasara
kialakul6o biokémiai és génexpresszios valtozasok idejével. A kisérlet soran a viz hémérséklete
19+ 1 °C volt, amely hdmérsékleten a takarmany tranzitideje 16 6ranak adodott.

Ponty fajra a szakirodalomban nem all rendelkezésre LDso érték az altalam vizsgalt mikotoxinokra
(Pietsch, 2015). Ennek alapjan olyan dozisokat valasztottam, amelyek mas allatfajok esetében mar
bizonyitottan toxikusnak tekintheték: T1 csoport: 0,15; T2 csoport: 0,33; T3 csoport: 1,82 mg/kg
testtomeg. A dozistartomadny kivalasztasanak helyességét bizonyitotta, hogy a legnagyobb
alkalmazott dézis esetén mar 19%-0s mortalitast tapasztaltam a kezelést kovetd 8. és 16. ora
kozott. Szakirodalmi adatok alapjan az is ismert volt, hogy a T-2 toxin halakban is a leginkabb
toxikus trichotecénvazas mikotoxin, s annak hatasara jelentés mértéki mortalitast figyeltek meg
(Manning et al., 2003; Balogh et al., 2009; Anater et al., 2015), amelyet a felsoroltak mellett sajat
korabbi vizsgalataim eredményei is megerdsitenek (Pelyhe et al., 2016).

A lipidperoxidacios paraméterekben T-2 toxin hatasara csak kismértéki eltérést tapasztaltam a
kontroll csoporthoz viszonyitva, ugy annak iniciacios, mind terminacios szakaszat tekintve. Az
egyes kezelések koziil a legnagyobb, T3, dozissal kezelt csoportban tapasztaltam szignifikans
mértékli emelkedés a 8. draban, bar emelkedd tendencia megfigyelhet6 volt a CD (12. abra), CT
(13. abra) valamint az MDA (14. abra) értékek esetében is a 16. 6raban a T2 és T3, valamint a 8.
Oraban a T1 kezelési csoportokban. Ennek alapjan levonhato az a kovetkeztetés, hogy a T-2 toxin,
az 4ltalam alkalmazott dézistartomanyban (0,15-1,82 mg/kg testtdmeg) csak mérsékelten novelte
a lipidperoxidacidos folyamatok intenzitasdt a vizsgalat 24 oOraja alatt. Ez az eredmény
magyarazhat6 egyrészt a T-2 toxin, adott dozistartoméanyban és iddszak alatt, mérsékelt oxidativ
stresszt indukald hatasaval, de épplgy az antioxidans véddérendszer gyors ¢€s hatékony
aktivacigjaval.

43



10.14751/SZIE.2017.076

CD mennyiségének valtozdsa a 24 éra alatt a T-2 toxin
kezelt csoportokban

200 b
160
X
OZO 120 @ Kontroll
2
o 80 BTl
~
mT2
40 mT3
0
8 dra 16 6ra 24 6ra
id6

12. abra A konjugalt diének mennyiségének valtozasa a pontyok méajaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 éra
alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg
ttm., T3: 1,82 mg/kg ttm, idd: toxin expozicio ideje.

a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

CT mennyiségének valtozasa a 24 déra alatt a T-2 toxin
kezelt csoportokban

160
X 120
_E @ Kontroll
b=
s 8 ET1
~
W|T2
40
W73
0
8 dra 16 6ra 24 6ra
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13. abra A konjugalt triének mennyiségének valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 6ra
alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg
ttm., T3: 1,82 mg/kg ttm, id6: toxin expozicio ideje.
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MDA tartalom valtozdsa a 24 o6ra alatt a T-2 toxin kezelt

csoportokban
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14. abra A malondialdehid tartalom valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,
T3: 1,82 mg/kg ttm, id: toxin expozicio ideje.

a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)

Az antioxidans rendszer T-2 toxin hatasara bekovetkez6 gyors aktivaciojat bizonyitja a glutation
redox rendszer valtozasa mar a legkisebb dozis hatasara is. A 16. draban ugyanis nagymértéki
emelkedést tapasztaltam mindharom kezelési csoportban mind a GPx aktivitas (16. abra), mind a
GSH tartalom (15. abra) esetén. Fontos kiemelni azt is, hogy eredményeim alapjan nem csak a
dozis nagysaganak, de a kezeléstol eltelt idonek, illetve ezen két paraméternek egyiittes hatésa is
minden kisérleti csoportba n kimutathaté volt. Ez viszont azt bizonyitja, hogy az alkalmazott
dozistol fliggd valtozasokat befolyasolja a kezeléstdl eltelt 1d6 is, amely az adott metabolikus
valasz, jelen esetben a glutation redox rendszer, aktivaciojahoz sziikséges. Nagyobb dozis, azaz
terhelés esetében a valasz gyorsabban ¢és markansabban, kisebb dozisnal viszont lassabban ¢€s
kevésbé markansan jelentkezik. A kitettség megsziinésével (16 oras tranzitidd), a 24. orara, a

nagyobb dozisu kezelést kovetden a glutation redox rendszer, aktivitasa is gyorsabban csokkent,
mint a kisebb do6zisok esetén.
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15. abra A redukalt glutation tartalom véltozasa a pontyok méajaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 éra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,

Kontroll%

T3: 1,82 mg/kg ttm, id6: toxin expozici6 ideje.

a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

GPx aktivitas valtozdsa pontyok majdban a T-2 toxin kezelt
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16. abra A glutation-peroxidaz aktivitasanak valtozasa a pontyok méjaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 6ra
alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg
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a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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Az eredmények tiikrében az is elmondhatd, hogy a lipidperoxidacios folyamatok szignifikansan
csak a két nagyobb dozis esetén emelkedtek meg, bar tendenciaszerii emelkedés minden
csoportban volt. A glutation redox rendszer a T-2 toxin terhelés hatasara aktivalodott, amelyet a
16. 6raban minden csoportban nagymértékben megemelkedett GPx aktivitas és GSH tartalom
bizonyit. Ennek alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a T-2 toxin ROS képzddést indukalt a
pontyok majaban, amelynek hatdsara aktivalédott az antioxiddns védorendszer és ezaltal
hatékonyan semlegesitette a kialakuld oxidativ stresszt. A lipidperoxidaciés folyamatok
intenzitasaban emiatt csak kismértékii emelkedés kovetkezett be. Eredményeim csak kozvetve
vethetdek 6ssze mas, pontyokkal végzett, kisérletek eredményeivel, mivel hasonld paramétereket
eddig csak hosszabb tavi, szubkronikus, expoziciot kovetden vizsgaltak (Kravchenko et al., 1989;
Balogh et al., 2009; Pelyhe et al., 2016).

A 24 oras kisérleti idészak els6 16 oraja kulcsfontossagunak bizonyult, amely feltevésem szerint
Osszefligg a takarmany tranzit idejével, az ugyanis meghatarozza a mikotoxin felszivodasara
rendelkezésre allo id6t. A mikotoxinok felszivodasat ugyan a takarmanyok Osszetétele is
befolyasolja, de a vékonybélben, azaz a felszivodasra alkalmas bélszakaszban, eltoltott id6 is
fontos a felszivodasban (Versantvoort et al, 2005). Ezt tamasztja ala az a megfigyelésem is, hogy
a lipidperoxidacios folyamatokban, valamint a glutation redox rendszer markereiben megallapitott
szignifikans vagy tendenciaszerli emelkedés leginkdbb a 16. 6raban volt kimutathatd, mig azt
kovetden, a 24. orara, amikor az egyszeri adagban bejuttatott takarmanyrészek mar csak kis
mennyiségben voltak jelen a bélcsatorndban, tehat mar csak elhanyagolhatdé mennyiségii
mikotoxin felszivodassal lehet szamolni, jellemzdéen visszatértek a kontroll szintre.

A T-2 toxin hatasara in vitro vizsgalatokban is bizonyitottak, hogy a sejtekben 24 6ra alatt az MDA
tartalom id6fiiggd modon nétt, mig a GSH tartalom ezen idészak alatt csokkent, amellyel
bizonyitottnak lattak a T-2 toxin terhelés altal indukalt ROS képz6dést (Chaudhari et al., 2009a).
In vivo, egerekkel végzett, kisérletek soran a T-2 toxinrdl (1xLDso: 5,61 és 2xLDsp 11,22 mg/kg
testtomeg) megallapitottak, hogy szintén id6fliggden novelte az oxidativ stressz paraméterek, igy
példaul a lipidperoxidacios paraméterek értékeit, tovabba az antioxidans enzimek aktivitasat,
valamint azok génexpressziojat, parhuzamosan az idokozben bekdvetkez6 GSH deplécioval
(Chaudhari et al., 2009b). A valtozasok idébeli fiiggése mellett a dozisfiiggést ugyanakkor nem
tudtak egyértelmiien bizonyitani, s6t esetenként ellentétes eredményekre jutottak nagyobb d6zisok
alkalmazasa esetén. Chaudhary és Rao (2010) in vivo egér agyszovetben vizsgaltak a T-2 toxin
hatasara kialakul6 oxidativ stresszt, amelynek soran emelkedett lipidperoxidacios paramétereket,
valamint az antioxidans enzimek, igy a Sod, a Gpx és a Gsr emelkedett génexpresszidjat és az
enzimfehérjék nagyobb mennyiségét tapasztaltak. Ezek a korabbi eredmények egyértelmiien
alatamasztani latszanak az altalam ponty fajban megallapitott valtozasokat.

A Keapl-Nrf2 szabalyozasi utvonalban szerepet jatszo fehérjék génexepreszios szintii valtozasait
is nyomon kovettem. Ebben az esetben elnyujtott és fluktualo hatast tapasztaltam, ami azt jelenti,
hogy a Keapl gén esetében kezdetben dozisfiiggd csokkenést, késébb pedig dozisfiiggd
emelkedést tapasztaltam. Id6ben a fluktuacio mértéke is dozisfliggének mutatkozott. A kontrolhoz
viszonyitva megnovekedett génexpressziot csak a 24. oraban tapasztaltam (17. abra). Az Nrf2
génexpresszo esetében az idébeli eltolodas nagyobb mértékii volt, olyannyira, hogy a kezelést
kovetd 8. oraban még nem Vvolt valtozas, tovabba a dozisfiiggés sem volt annyira kifejezett, mint
a Keap 1 esetén. A T3 csoportban a génexpresszioja csokkent a 16. 6raban a kontrollhoz képest
(18. abra) A 24. 6raban a Keapl esetén a T2 és T3 csoportokban, mig az Nrf2 esetében a T1
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csoportban tapasztaltam emelkedett értékeket, amely eltérések, tekintettel az alkalmazott
szubletalis dozisokra és az azok altal kivaltott oxidativ stressz mértékére jol magyarazhatd az
oxidativ stressz hierarchikus modelljével (2. abra). A foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz
gének (Gpx4a (19. abra) és Gpx4b (20. abra)) esetében az id6 fliggvényében eltérd valtozasokat
tapasztaltam. A Gpx4a esetén a 8. 6raban a génexpresszio emelkedését, mig a Gpx4b esetén
csokkenését, mig a 24. 6raban mindkét gén esetén a gének expresszidjanak indukcidjat észleltem
a kontrollhoz viszonyitva, ami a Gpx4a esetén dozisfiiggd tendenciat mutatott és a legnagyobb
dozis esetén kKiemelked6en nagymértékti volt. Ez az eredmény arra utal, hogy a GPx4 aktivitas
novekedése mar feltehetéen de novo fehérjeszintézissel magyarazhato. A Gpx4b vizsgalati
paraméter esetében azt is fontosnak tartom kiemelni, hogy a kezdeti gatlast kovetéen a T1
csoportban a 16. draban, mig a T2 és T3 csoportokban csak a 24. draban figyeltem meg a novekvd
mértékii génexpressziot, ami a nagyobb dozisok esetében azok elnyujtott hatasara utal. Ez az eltérd
valaszreakci6 feltevésem szerint Osszefiiggésben allhat a Keapl-Nrf2 szabalyozasi ttvonal

crer

Keapl génexpresszidjanak valtozdsa pontyok majaban a
T-2 toxin kezelt csoportokban
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17. abra A Keapl génexpresszios valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,
T3: 1,82 mg/kg ttm, idd: toxin expozicio ideje.

a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban a T-2
toxin kezelt csoportokban
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18. abra Az Nrf2 génexpresszids valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,
T3: 1,82 mg/kg ttm, id6: toxin expozicio ideje.

a, b,c jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Gpx4a génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban a
T-2 toxin kezelt csoportokban
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19. abra A Gpx4a génexpressziés valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 ¢6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,
T3: 1,82 mg/kg ttm, id6: toxin expozicio ideje
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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A Gpx4b génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban a
T-2 toxin kezelt csoportokban
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20. abra A Gpx4b génexpresszios valtozasa a pontyok majaban a T-2 toxin kezelt csoportokban 24 ora alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelslve. T1: 0,15 mg/kg ttm., T2: 0,33 mg/kg ttm.,
T3: 1,82 mg/kg ttm, idd: toxin expozicid ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Az oxidativ stressz hierarchikus modellje (2. abra) alapjan elmondhatd, hogy alacsony szintii
oxidativ stressz esetén az Nrf2 fehérje bejut a sejtmagba és aktivalja az antioxidans gének
expresszidjat, magasabb szintli oxidativ stressz hatasara azonban a Keapl gatl6 hatasa az Nrf2-re
mar csak kevéssé érvényesiil, mert ebben az esetben nem elsésorban ez az utvonal aktivalodik
(Gloire et al., 2006).

A halakban kiemelkedéen fontos antioxidans szereppel bird foszfolipid-hidroperoxid glutation-
peroxidaz gének (Gpx4a (19. abra) és Gpx4b (20. abra)) expresszidja eredményeim szerint
kezdetben részben gatlodik, majd ezt kovetéen a kontrollhoz képest emelkedett génexpressziot
tapasztaltam. Az Nrf2 génexpresszidja (18. abra) csak idében eltolva a 24. 6raban emelkedett,
Ennek alapjan okkal feltételezhetd, hogy a késdbbiekben még ndé az Nrf2 fehérje szintézise is,
amely az antioxidans gének expresszidjanak tovabbi novekedését eredményezheti.

A nagyobb dézisok (T2 és T3 csoport) hatasara a Gpx4 gének (19. és 20. abra) mellett a Keapl
gén expresszioja (17. abra) is emelkedett, ami arra utal, hogy a T-2 toxin hatasara kialakulod
oxidativ stressz kezdeti gatlo hatasat kdvetden, de idében elnytjtottan, aktivalta a Gpx4 géneket.
Ugyanakkor ezzel parhuzamosan, az egyre novekvo oxidativ stressz hatasara indukalddott a Keapl
gén expresszigja IS, mely viszont a késobbiekben, fehérje formaban, mar gatolja az Nrf2 fehérje
sejtmagba valo bejutasat, ezaltal az antioxidans gének kifejezédését. Azonban ennek az
antioxidans rendszerre gyakorolt szabalyzasanak a mélyebb megértése még tovabbi vizsgalatokat
igényel. Ezek a valtozasok oOsszefiiggésben vannak a legnagyobb dozissal kezelt (T3 csoport)
allatoknal tapasztalt nagymértékii mortalitassal is.
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Ezek az eredmények 6sszekapcsolhatok emlésokon kapott kisérleti eredményekkel, melyek soran
in vivo vizsgalatokban megallapitottak, hogy nagy dézisok mellett a glutation-szintetaz volt az
egyetlen olyan gén, amelyet a mikotoxin expozicido indukalt, mig alacsonyabb dozisok
alkalmazasa esetén a Gpx, a Gst és a Sod génexpresszioja is emelkedett (Chaudhari et al., 2009b).
Ez is meger6siti azon megfigyeléseimet, miszerint az alkalmazott dézis mellett az expozicid
idejének is kulcsfontossagu szerepe van. Chaudhary és Rao (2010) is megallapitottak, hogy T-2
toxin terhelés hatasara egér agyban megemelkedett a Sod, a Gsr és a Gpx gének expresszidja, mig
az Nrf2 transzkripcios faktor és a fazis II. enzimeket kodold gének esetében csak alacsonyabb
szinti génexpresszid volt megfigyelhetd.

A T-2 toxinnal egyszeri, gyomorszondan keresztiil tortént terhelés soran az eltéré dozisu
mikotoxin terhelésnek Kkitett csoportokon beliill az egyes mintavételi idOpontok kozott is
szignifikans eltéréseket tapasztaltam a lipidperoxidacios paraméterek, a glutation redox rendszer
markerei és az utobbiak mennyiségének szabalyozasaban szerepet jatszo gének esetében is. Ezek
a valtozasok azonban nem a kezelés kovetkezményei, nem csak a kezelt, hanem a kontroll
csoportban is kimutathatok voltak. Ennek hatterében nagy valdsziniiséggel a biologiai cirkadian
ritmus, az egyszeri takarmanyfelvétel, illetve egyéb, jelenleg még nem ismert, faktorok is szerepet
jatszhatnak. Fontosnak tartom azonban kiemelni, bar vizsgalataim célja ettdl eltérd volt, hogy az
altalam alkalmazott 12:12 6ra fényprogram eltért a természetes nappali-éjszakai ordk szamatol. Ez
a hatas azonban minden csoportban azonos volt, igy a mikotoxin terhelés hatasa az egyes
csoportokban megfeleléen vizsgalhato volt. A természetes cirkadian ritmust ez a megvilagitasi
program természetesen megzavarhatta, amelynek hatasa az antioxidans rendszer egyes elemeire
mind fehérje, mind mRNS szinten is megnyilvanulhat (Rodriguez et al., 2004). Ezen enzimek és
gének, valamint a cirkadian ritmus kapcsolata azonban szintén tovabbi vizsgalatokat igényel.

Irodalmi adatok alapjan fontos arra is utalni, hogy a reaktiv oxigéngyokok, igy a H20> is,
kedvezétlen hatasaik mellett, fontos szabalyzo funkciot is betdltenek a cirkadian ritmus
szabalyozasaban (Wulund és Reddy 2015). Jol ismert, hogy a cirkadian ritmust a hipofizisben
talalhato szuprakiazmatikus mag (suprachiasmatikus nucleus-SCN) szabalyozza. Az SCN
neuronok a transzkripcios/poszttranszlacios feedback loop-ok (TTFL) révén befolyasoljak a napi
ritmust a Cryptochrome (Cry) és a Period (Per) gének szabalyozasa révén (Edwards et al., 2016).
Zebradanio eredetii sejtvonalon végzett kisérletekben bizonyitottak, hogy a fény H>O> termelést
indukal a sejtekben, ami a TTFL ,,0ra gének™, a zCryla és zPer2 expresszidjanak indukalasat
eredményezte, mig a katalaz, a H>O> elbontasaval, gatolta ezen gének expressziojat (Hirayama et
al., 2007). Ennek alapjan elmondhato, hogy a H202 a szignal transzdukcios utvonalak fontos
szerepldje, ami befolyasolja a TTFL géneket, ezaltal a cirkadian ritmust is (Wulund és Reddy

az Nrf2 expresszidjanak szabalyozasa révén (Patel et al., 2014).

Ebben a kisérletben a kezelés x id0 egyiittes hatasat tobb esetben sikeriilt statisztikailag is
alatamasztanom, amely azt jelzi, hogy nem csak az alkalmazott dozisnak, hanem a kezeléstol eltelt
idonek is kulcsfontossagu szerepe van a kialakulo hatasok tekintetében. Mas tanulmanyokban is
leirtak nem csak dozis-, de id6fiiggd, hatasokat is a T-2 toxinnal kapcsolatban, igy példaul egyes
human sejtvonalakban (Wang et al., 2016a).
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5.1.3 Rovidtavii DON terhelés hatdasa a pontyokra

A pontyokkal végzett gyomorszondas kisérlet soran harom, ndvekvé dozisu, DON kezelés hatasat
IS vizsgaltam a lipidperoxidacios folyamatok iniciacios és terminaciods szakaszanak markereire, a
glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségére/aktivitdsara, valamint a glutation redox
rendszer szabalyozasara, azon belill egyes kulcsfontossagi fehérjéket kodoldo gének
expresszidjara. A kezelésekhez felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalmat a 22. tablazatban
tintettem fel (mg/kg testtomeg), amelyet a mesterségesen szennyezett takarmany mikotoxin
tartalma alapjan szamitottam. A D1 kezelési csoportban 0,13; a D2 csoportban 0,31; a D3-ban
pedig 1,75 mg/kg testtomeg DON dézisokat alkalmaztam, amellyel az volt a célom, hogy akut
toxicitast érjek el. Az Eurdpai Uni6 altal javasolt DON hatarértek 5 mg/kg takarmény, mely
kiindulasi alapot nyujtott az alkalmazott dozis megtervezéséhez. A 24 6ras expozicids id6 alatt 4
oranként torténtek a mintavételek.

22. tablazat A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dozisok az egyes csoportokban (mg/kg testtomeg)

Kezelési csoport Kontroll D1 (alacsony) | D2 (kbzepes) | D3 (magas)

DON <0,02 0,13 0,31 1,75

5.1.3.1 Raovidtava DON terhelés hatasa a mortalitasra
A kisérlet 24 6ras id6tartama alatt az altalam alkalmazott DON doézisok hatasara mortalitast egyik
kisérleti csoportban sem tapasztaltam.

5.1.3.2 Rovidtava DON terhelés hatasa a lipidperoxidaciés paraméterekre a majban

A lipidperoxidacids folyamatok iniciacids szakaszat jelzd konjugalt diének (23. tdblazat) esetén a
DON terhelés hatasara a 16. 6raban szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam a kontrollhoz
viszonyitva minden kezelés hatasara, mig a 24. orara ezek az értékek visszatértek a kontroll szintre.
Az egyes mintavételi idépontok kozott a kontroll és a D1 csoportokban tapasztaltam szignifikans
eltérést

Az id6tényez6 hatasat vizsgalva a CD értékekben a kontroll és a D1 csoport értékeinél a 16. és 24.
Oraban tapasztaltam szignifikans mértéki kiilonbséget, amelyek tendencidja azonban eltérd volt.
Ez azt jelenti, hogy a kontroll csoportnal a 24., mig a D1 csoportban mar a 16. 6raban emelkedett
a CD koncentracio. A D2 és D3 csoportokban az egyes mintavételi iddpontok kozott ugyanakkor
nem volt szignifikans mértéki eltérés, jollehet a valtozasok tendencidja mindharom kezelés esetén
azonos volt, vagyis a CD értéke 16. o6raig emelkedett, azutan pedig csokkent. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithaté volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H) és a kezelés x id6 (TxH)
egylittesen is szignifikdns mértéki hatassal volt a CD koncentréciodra.

A CT mennyisége (24. tablazat) a kontroll csoporthoz viszonyitva nem tapasztaltam szignifikans
eltéréseket 8. oraban, ugyanakkor mindharom DON dozissal kisérletesen szennyezett
takarmannyal kezelt csoportban szignifikans mértéki emelkedés volt a 16. draban, ami ebben az
esetben is a 24. orara visszatért a kontroll szintre.

Az 1d6tényezot vizsgalva a CT értékekben egyediil a D1 csoportban tapasztaltam szignifikéns
mértéki eltérést az egyes mintavételi idépontok kozott, ahol a 16. dérdban végzett mintavételnél
tapasztaltam nagyobb értéket. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a
kezelés (T) nem, az id6 (H) és a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen viszont mar szignifikdns mértéki
hatassal volt a CT koncentraciora.
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A lipidperoxidacios folyamatok terminacios szakaszat jelz6 MDA koncentracioban (25. tablazat)
a 16. és 24. oraban tapasztaltam szignifikans eltérést a kontrollhoz viszonyitva, de csak a
legnagyobb dozissal kezelt, D3 csoportban.

Az MDA értékekben az idOtényez0 hatasat vizsgalva nem tapasztaltam szignifikéns eltérést egyik
csoportban sem. A kétutas ANOVA vizsgalatban egyediil a kezelés (T) hatasat sikeriilt
alatamasztani, mig az id6 (H) valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen nem volt szignifikans
hatassal erre a paraméterre.

23. tablazat A CD mennyisége a pontyok majaban a DON terhelés hatasara (OD 232nm) (atlag+SD; n=6)

0. 6ra 8. 6ra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
0,369%AB+ 0,270°A 0,397%B+
Kontroll 0,098 0,025 0,081 0,025
D1 (alacsony) 0,3480A~ 0,529°B= 0,296°A+ T
Y) | 0.310AB= 0,097 0,156 0,041 <0,001
D2 (kozepes) 0.061 0,3122A+ 0,470°A+ 0,337%A+ H:
0zepes 0,125 0,087 0,144 <0,001
0,472PAB+ 0,615°B+ 0,568°AB+ TxH:
D3 (magas) 0,074 0,179 0313 0,008

® fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

24. tablazat A CT mennyisége a pontyok majaban a DON terhelés hatasara (OD 268 nm) (atlag+SD; n=6)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
0,180A+ 0,130°A+ 0,183A+
Kontroll 0,047 0,011 0,042 0,062
D1 (alacsony) 0,170A+ 0,242°B+ 0,140A+ T:
0,153A+ 0,045 0,074 0,018 0,54
D2 (kizepes) 0,032 0,151A+ 0,217°A+ 0,150A+ H:
0,063 0,040 0,110 0,009
D3 (magas) 0,158A+ 0,216°A+ 0,198A+ TxH:
0,027 0,057 0,019 0,022

fels6index jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jeldlés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai killonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis
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25. tablazat Az MDA tartalom alakulasa a pontyok majaban DON terhelés hatasara (umol/g nedves tomeg)
(atlag+SD; n=06)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
14,48+ 12,625+ 13,607+
Kontroll 281 3,27 4.87 0,794
15,85+ 17,61%+ 10,54 T:
D1 (alacsony) 14,72+ 5,71 6,36 1,31 0,02
D2 (kb29p0%) 3,28 14,41+ 17,39% 18,050~ H:
P 6,68 2,15 4,60 0,235
D3 (magas) 14,67+ 21,31°+ 20,95 TxH:
g 1,76 5,51 8,57 0,053

felséindex jel6lés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

5.1.3.3 Raovidtava DON terhelés hatasa a glutation redox paraméterekre a majban

A DON-al mesterségesen szennyezett takarmannyal kezelt csoportokban a GSH tartalom (26.
tablazat) a 16. draban a legnagyobb dozis esetén (D3) szignifikansan emelkedett, ami azonban a
24. 6rara visszatért a kontroll szintre.

Az egyes kisérleti csoportokon beliil a kontroll, a D2 és a D3 csoportok esetében volt kiilonbség
az egyes mintavételi idopontok k6zott, azok tendencidja azonban eltéré volt. A kontroll csoportban
a 8., a D2-ben a 8. és a 24. draban volt nagyobb az érték a 0. 6rdhoz viszonyitva, mig a D3
csoportban a 16. és 24. 6raban tapasztaltam nagyobb értékeket. A kétutas ANOVA vizsgalat soran
megallapitottam, hogy a kezelés (T), az id6 (H) valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is
szignifikans mértéki hatassal volt a maj GSH tartalmara.

A GPx aktivitas (27. tiblazat), & GSH-hoz hasonléan, a 16. 6raban emelkedett szignifikans
mértékben a legnagyobb dozissal kezelt (D3) csoportban a kontrollhoz viszonyitva, amely azonban
a 24. orara visszatért a kontroll szintre. Minden kisérleti csoporton beliil szignifikans kiilonbséget
talaltam az egyes mintavételi idopontok kozott, a valtozasok tendenciaja azonban eltérd volt. A
kontroll csoportban a 8. és 24. 6raban, a D1 csoportban a 24., a D2 csoportban a 16 és a 24 6raban,
mig a D3 csoportban a 8., a 16. és a 24. oraban is nagyobbak voltak az értékek a 0. idéponthoz
képest. A kétutas ANOVA vizsgalat soran megéllapitottam, hogy a kezelés (T) nem, 1d6 (H)
valamint a kezelés x id6 (TxH) azonban egyiittesen is szignifikans mértékii hatassal volt a m4j
GPx aktivitasara.
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26. tablazat A GSH tartalom alakulasa a pontyok méjaban DON terhelés hatasara (umol/g 10.000 g szupernatans
fehérje) (atlag+SD; n=6)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
2,93C+ 1,48°A< 2,64BC+
Kontroll 1,32 0,64 0,82 0,011
2,21A+ 1,00°A< 2,08A+ T:
D1 (alacsony) |4 4op4 0,99 0,49 0,56 0,02
D2 (kb29p0%) 0,36 2,37BC=+ 2,40®AB+ 3,34C+ H:
P 0,91 0,44 1,07 <0,001
D3 (magas) 2,09A+ 3,32°B= 3,67B% TXH:
g 0,31 1,17 1,49 0,012

fels6index jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

A, B nagybetis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai killonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik
DI kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

27. tablazat A GPx enzim aktivitasanak alakulasa a potyok majaban DON terhelés hatasara (E/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag=SD; n=6)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
3,56B+ 1,59°A+ 3,44B+

Kontroll 1.70 0,73 113 0,005
D1 (alacsony) 2,28AB+ 2,50°AB+ 3,21B+ T:
1,45A+ 1,03 0,59 1,21 0,05
D2 (kozepes) 0,21 2,30AB= 3,36"B= 4,82C+ H:

1,01 0,73 1,79 <0,001

D3 (magas) 2,90B+ 4,15°B+ 3,83B+ TxH:

0,46 1,21 1,07 0,008

® fels6index jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetiis jeldlés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

5.1.3.4 Rovidtavi DON terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara

A Keapl gén (28. tablazat) expresszidja a 8. oraban a D1 csoportban csokkent, mig a D2
csoportban emelkedett a kontrollhoz viszonyitva. Ezt kovetéen, a 16. 6raban a D1 és D2
csoportban emelkedést, mig a D3 csoportban csokkenést tapasztaltam. Késobb, a 24. 6raban, mar
csak a D2 csoportban tapasztaltam emelkedést a kontrollhoz viszonyitva, tehat ennek a dozisnak
a hatasara minden mintavételi idopontban emelkedett a Keapl gén expresszidja.

Az egyes mintavételi idOpontok kozott minden csoporton belill szignifikans mértékii volt az
eltérés. A 8. oraban minden csoportban csokkent a Keapl gén expresszioja. A D2 csoportban a 8.
orai csOkkenés mellett szintén csokkenés volt a 16. draban, de a 24. 6raban emelkedett. A D3
csoporban viszont a 16. és 24. oraban is csokkent. A kétutas ANOVA vizsgalat soran
megallapitottam, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is volt
szignifikans mértéki hatassal volt a Keapl gén expresszidjara.

Az Nrf2 gén expresszidja (29. tablazat) a 8. éraban a D1 csoportban csokkent, mig a D2 és D3
csoportokban emelkedett a kontrollhoz viszonyitva. Ezt kovetéen, a 16. oraban, minden
csoportban csokkent, majd a 24. 6raban a kontrollal azonos értékeket mértem a kozepes (D2) és
magas (D3) dozis hatasara. A D1 csoport esetében azonban a 24. draban az expresszidé mértéke
meghaladta a kontroll értéket.

Az idébeni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban mért érték a 8. oraban csokkent, a 16.
oraban emelkedett, majd a 24. 6raban ismét csokkent. A D1 csoportban a 8. érai csokkenést
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kovetden folyamatosan emelkedett a 24. oraig, ugyanakkor a D2 és D3 csoportban a 8. orai
emelkedést csokkenés kdvette a 16. oraban, mi ezen az alacsony szinten maradt a 24. 6raig. A
kétutas ANOVA vizsgélat soran megallapitottam, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a
kezelés x 1d6 (TxH) egyiittesen is volt szignifikdns mértéki hatassal volt az Nrf2 gén
epxresszidjara.

A Gpx4da gén (30. tablazat) expresszidja a D1 és D3 csoportokban a 8. éraban nagymértékben
csokkent, mig ezt kovetden, a 16. oraban, a D1 csoport esetében, a 24. oraban pedig a D3
csoportban szignifikans mértékii emelkedés volt kimutathat6 a kontrollhoz viszonyitva.

Az egyes mintavételi idépontok kozott szignifikans mértékii eltéréseket tapasztaltam, az egyes
csoportokban azonban ennek tendenciaja eltéré volt. A kontroll csoportban a 8. és 16. o6raban
emelkedett, mig a D1 csoportban a 16. és 24. 6raban voltak magasabb értékek a 0. iddponthoz
képest. A D2 csoportban a 8. és a 24. 6raban, a D3 csoportban viszont csak a 24. draban volt
emelkedés. A kétutas ANOVA vizsgalat soran megallapitottam, hogy a kezelés (T), az id6 (H),
valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is volt szignifikans mértékii hatassal volt a Gpx4a gén
expresszidjara.

A Gpx4b gén (31. tablazat) expresszidja mindharom kezelt csoportban a 8. 6raban szignifikans
mértékben csokkent a kontrollhoz képest. Ezt kovetben, a 16. és 24. 6raban, csak a D1 csoportban
volt kimutathato szignifikans mértékii emelkedés, mig a tobbi csoportban nem volt szignifikans
mértékii emelkedés, bar a 24. oraban D2 és D3 csoportban is megfigyelhetd volt emelked6
tendencia a kontrollhoz képest.

Az id6beni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban a 8. és a 16. 6raban emelkedett meg a gén
expresszidja a 0. orahoz képest. A D1 csoportban a 16. és 24. 6raban, a D3 csoportban pedig csak
a 24. 6rdban emelkedett meg az érték. A kétutas ANOVA vizsgalat soran megallapitottam, hogy
a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is volt szignifikdns mértékii
hatassal volt a Gpx4b gén expresszidjara.

28. tablazat A Keapl gén expressziojanak alakulasa a pontyok majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag+SD; n=6, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
b b a

Kontroll O’gslsAi 0’83 féBi 0’73 ,gBi 0,033
0,24°A+ 1,36°C+ 0,76°B+ T

D1 (alacsony) L 00B 0,10 0,28 0,23 <0,001
D2 (kozepes) ’ 0.77°A= 1,22°BC= 1,42°C= H:

0zepes 0,13 0,16 0,27 <0,001

D3 (magas) 0,45PA+ 0,51°A: 0,44A% TxH:
g 0,14 0,13 0,10 <0,001

felséindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B nagybetis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)
Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — 1d6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dézis
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29. tablazat Az Nrf2 gén expresszidjanak alakulasa a pontyok majaban DON terhelés hatasara (RQ érték) (atlag=SD;

n=6, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
b C a
Kontroll O'gzllAi 1'393;:* o,gleAi <0,001
0,142A+ 0,65°B+ 1,29°D+ T:
D1 (alacsony) 0,02 011 0,25 0,00
D2 (k626pes) 1,008 1,01°Bx 0,48°A+ 0,55°A+ H:
P 0,21 0,16 0,07 <0,001
D3 (magas) 0,92°B+ 0,33°A+ 0,37°A+ TxH:
g 0,06 0,07 0,13 <0,001

»

fels6index jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

A, B nagybetis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa
A statisztikai killonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik
DI kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

30. tablazat A Gpx4a gén expresszidjanak alakuldsa a pontyok majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag£SD; n=6, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

0. ora 8. ora 16. 6ra 24, ora p-érték
b, a a
Kontroll 4'%87§i 2’(1)1528i 1%93§‘i <0,001
0,132A+ 7,81°C+ 2,45%B+ T:
D1 (alacsony) 0,07 215 0,69 0,00
D2 (k626pe9) 1.00A 2,85°C+ 1,76°AB+ 2,19°BC+ H:
P 0,81 0,79 0,61 <0,001
D3 (magas) 1,18°Ax 1,228A= 4,76"B TxH:
g 048 037 1,15 <0,001

® fels6index jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

A, B nagybetiis jeldlés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa
A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik
D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis

31. tablazat A Gpx4b gén expresszidjanak alakulasa a pontyok majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag£SD; n=6, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
b, a a
Kontroll 3’glggi 1’8841& 1’38 gBi <0,001
1,262A+ 3,27°B+ 3,02°B+ T:
D1 (alacsony) L 00A 0,61 0,77 0,61 <0,001
D2 (k6zepes) ’ 1,78°A+ 0,98°A+ 1,68°A+ H:
0zepes 0,63 0,41 0,61 <0,001
D3 (magas) 1,14°A+ 0,83°A+ 2,30B+ TxH:
g 0,53 0,41 0,43 <0,001

&P felséindex jelolés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

A, B nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeldli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi id6 kozott (p<0.05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id6 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatasa

A statisztikai kiilonbségeket vastaggal szedett betiik jelzik

D1 kezelési csoport 0,13; a D2 csoport 0,31; a D3 csoport 1,75 mg/kg testtomeg DON dozis
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5.1.3.5 Megbeszélés

A kisérlet soran meghataroztam a takarmany bélcsatornan vald athaladasanak tranzitidejét, amely
ebben a kisérletben is 16 ora volt. Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a mikotoxinok hatésai
mellett a tranzit id6 is kulcsszerepet jatszik az altalam vizsgalt paraméterek valtozasaval
Osszefliggésben. Ennek oka feltevésem szerint az, hogy a takarmanyrészek bélcsatornan keresztiil
torténd athaladasanak ideje befolyasolja a mikotoxinok bélcsatornabdl torténéd felszivodasanak,
igy azok a felszivodast kvetden a majba torténd bejutasanak idejét is.

Ponty fajra a szakirodalomban nem all rendelkezésre LDso érték a DON mikotoxinra vonatkozoan
(Pietsch 2015). A kisérlet soran az alabbi dozisokat alkalmaztam: D1 csoport: 0,13; D2 csoport:
0,31; és D3 csoport: 1,75 mg/kg testtomeg. A kisérlet 24 oras idétartama alatt mortalitast egyik
kisérleti csoportban sem tapasztaltam, amelynek hatterében a DON mas trichotecénvazas
mikotoxinhoz viszonyitott kisebb toxicitdsa allhat (Sobrova et al., 2010). Ezt a megallapitdsomat
erdsitik meg korabbi vizsgalatom eredményei is, ahol 4 hetes szubkronikus vizsgalat soran a DON
hatasara, kozel azonos dozisokat alkalmazva, kozel 50%-kal kisebb mortalitast tapasztaltam, mint
a T-2 toxin esetében (Pelyhe et al., 2016).

A lipidperoxidacids paraméterekben, mind az inicidcids, mind a terminéacios szakaszt tekintve a
DON hatésara szignifikans mértékii eltéréseket tapasztaltam. A 16. 6raban mindharom dozis
hatasara szignifikans mértékben megemelkedett a CD (21. abra) és CT érték (22. abra), tovabba
az MDA koncentracidja (23. abra) is szignifikansan nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva a
legnagyobb dozissal kezelt (D3) csoportban a kezelést kovetd 16. és 24. draban. Az eredmények
alapjan tehat levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a DON hatasara lipidperoxidacios folyamatok
indukalodtak, annak iniciacios és terminacios szakasza egyarant, amelynek hatterében a DON altal
indukalt ROS képzddés allhat.

CD mennyiségének valtozasa a 24 6ra alatt a DON kezelt

csoportokban
300 C
C

250
o 200 ”
= @ Kontro
£ 150 ab,p, b
g a a oDl
> 100 ] mD2

50 mD3

0
8 dra 16 6ra 24 6ra

id6

21. abra A konjugalt diének mennyiségének valtozasa pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a
vizsgalat 24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. D1: 0,13 mg/kg
ttm., D2: 0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm, id6: toxin expozicid ideje
a, b,c jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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CT mennyiségének valtozasa a 24 éra alatt a DON kezelt

csoportokban

250 b

200 b
X
OZO 150 W Kontroll
=
S 100 oD1
h4

mD2
>0 mD3
0
8 dra 16 6ra 24 6ra
idg

22. abra A konjugalt triének mennyiségének valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a
kisérlet 24 oraja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. D1: 0,13 mg/kg
ttm., D2: 0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm, id6: toxin expozicid ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

MDA tartalom valtozasa a 24 éra alatt a DON kezelt

csoportokban
250
b C
200 ab
. ab
= 150
35 M Kontroll
=
S 100 mD1
¥
mD2
>0 mD3
0
8 ora 16 ora 24 6ra
id6

23. abra A malondialdehid mennyiségének valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a
kisérlet 24 6raja alatt, , a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. D1: 0,13 mg/kg
ttm., D2: 0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm, id6: toxin expozicid ideje
a, b,c jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Az eredmények alapjan az is megallapithato volt, hogy a lipidperoxidacios folyamatok mellett a
glutation redox rendszer is aktivalodott DON terhelés hatasara. Ezt bizonyitja, hogy a kezelést
kovetd 16. ordban jelentds mértékii emelkedést tapasztaltam mindharom dozis esetében a GPX
aktivitasban (25. abra) és a GSH tartalomban (24. abra) is. Fontos kiemelni azt is, hogy

eredményeim alapjan nem csak a kezelésnek, de a kezeléstdl eltelt idének, illetve ennek a két
paraméternek az egylittes hatdsa is érvényesiilt.
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GSH tartalom valtozasa pontyok mdjaban a DON kezelt

8 dra

d

csoportokban

b

abab @ Kontroll
oDl
mD2
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id6

24. abra A redukalt glutation mennyiségének valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a
kisérlet 24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. D1: 0,13 mg/kg
ttm., D2: 0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm, id6: toxin expozicid ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)

350
300
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200

Kontroll%

150
100

50

GPx aktivitas valtozasa pontyok majaban a DON kezelt

Enl

8 dra

csoportokban
C
bc
ab @ Kontroll
a @Dl
mD2
mD3

16 6ra 24 6ra

idé

25. abra A glutation-peroxidaz aktivitasinak valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a
kisérlet 24 oraja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. D1: 0,13 mg/kg
ttm., D2: 0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm., id6: toxin expozici6 ideje
a, b, ¢ jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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A biokémiai valtozasok szempontjabol a 24 oras kisérleti idészak elsé 16 oraja bizonyult
kulcsfontossagunak, amely Osszefligghet a takarmany tranzit idejével, mivel ez hatarozza meg a
mikotoxin bélcsatornabdl torténd felszivodasara rendelkezésre allo id6t. Ezt tamasztja ala az a
megfigyelésem, hogy a megfigyelt valtozasok a lipidperoxidacidés folyamatok, valamint a
glutation redox rendszer markereiben tendenciaszer(i, vagy szignifikdns mértékii, emelkedést
mutattak a 16. 6raban, amelyek nagy része ezt kovetden, a 24. orara, visszatért a kontroll szintre.

Az Nrf2-Keap1 utvonalban szerepet jatszo fehérjék gének expreszidjat szintén befolyasoltaa DON
terhelés. A Keapl (26. abra) esetén a D2 csoportban minden mintavételi iddpontban indukciot,
mig a D1 és D3 csoportokban indukciot és gatlast egyarant tapasztaltam a kiilonb6z6 mintavételi
idépontokban. A Keapl génexpresszioja a 16. oraban emelkedett, mig a 24. éraban mar csak a D2
csoportban tapasztaltam indukciot. A D3 csoportban ugyanakkor a kisérlet 24 6raja alatt csak
kismértékii eltérések voltak. Az Nrf2 (27. abra) esetén is azt talaltam, hogy a génexpresszio
mértéke az egyes mintavételi iddpontokban hol emelkedett, hol viszont csokkent. A 8. o6rdban
példaul a D1 csoportban csokkent, a D2 és D3 csoportokban viszont emelkedett. A 16. 6raban
mindharom csoportban, dozis fiiggd mértékben csokkent, a 24. déraban viszont csak a D1
csoportban lehetett szignifikans mérték indukciot, Kimutatni, azonban a mért értékek dozisfiiggd
eloszlasa tovabbra is megfigyelhetd volt.

Keap1 génexpresszidjanak valtozdsa pontyok majaban a
DON toxin kezelt csoportokban

250
200
X
3 150 @ Kontroll
= @D1
§ 100
mD2
a
>0 m mD3
0
8 ora 16 6ra 24 6ra
idé

26. abra A Keapl génexpresszidjanak valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a kisérlet

24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. D1: 0,13 mg/kg ttm., D2:

0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm., id6: toxin expozicid ideje a, b, ¢ jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési
csoportok kozott (p<0.05)
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Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban a
DON toxin kezelt csoportokban

400 b
320
X
OZO 240 @ Kontroll
=]
S 160 @Dl
~ C d
mD2
80 b
'ﬁﬁ ° '
0 [ |
16 6ra 24 6ra
id6

27. abra Az Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a kisérlet

24 o6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. D1: 0,13 mg/kg ttm., D2:

0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm., id6: toxin expozicid ideje a, b, ¢ jeldlés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési
csoportok kozott (p<0.05)

Gpx4a génexpressziodjanak valtozasa pontyok majaban a
DON kezelt csoportokban

500 b b
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3 300 @ Kontroll
1= @Dl
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b a a mD2
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0 d N=m
8 dra 16 6ra 24 6ra
id6

28. abra A Gpx4a génexpressziojanak valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a kisérlet
24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve. D1: 0,13 mg/kg ttm., D2:
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Gpx4b génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban a
DON kezelt csoportokban
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29. abra A Gpx4b génexpressziojanak valtozasa a pontyok majaban a DON toxinnal kezelt csoportokban a kisérlet
24 oraja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. D1: 0,13 mg/kg ttm., D2:
0,31 mg/kg ttm., D3: 1,75 mg/kg ttm, id6: toxin expozicio ideje a, b jeldlés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési
csoportok kozott (p<0.05)

A fent jelzett két marker esetében jellemzdéen az els6 16 oraban torténtek valtozasok, amelyek
azonban dozisfiiggé mértékben eltéréek voltak. Ez a dozisfiiggd eltérés osszefligghet az oxidativ
stressz hierarchikus modelljében leirtakkal, vagyis a ROS képzddés aktualis mértékével, és azok
hat4séaval az altala indukalt utvonalakra. Alacsony oxidativ stressz hatdsara ugyanis az Nrf2 fehérje
bejut a sejtmagba és aktivalja az antioxidans gének expressziojat, erételjesebb oxidativ stressz
esetén viszont mar a Keapl Nrf2-t gatld aktivitasara van sziikség, ebben az esetben ugyanis mar
nem az Nrf2-ARE tutvonal aktivalodik. A halakban kiemelkedéen fontos antioxidans szereppel
bird foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz gének (Gpx4a (28. abra) és Gpx4b (29. abra))
expresszidja, kezdeti gatlast kovetden, a kontrollhoz képest emelkedést mutatott, amely emellett
elnyujtottan, csak a 16. oraban tortént mintavétel utan, jelentkezett, s6t a legtobb esetben az
emelkedés mértéke a kontrollhoz képest csak tendenciaszer(i volt. Az Nrf2 génexpresszioja (27.
abra) ugyanakkor minden alkalmazott dozis esetén csokkent a 16. oraban. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy DON terhelés hatasara mar nem enyhe, hanem er6teljes oxidativ stressz
alakult ki, amelynek hatasara viszont mar nem elsésorban az Nrf2-ARE utvonal aktivalodasa
kovetkezik be.

A szakirodalomban jelenleg kevés DON-nal kapcsolatos adat all rendelkezésiinkre halakra
vonatkozoan, még szubkronikus terheléssel kapcsolatban is. A kapott eredmények azonban
részben magyarazhatok egy korabbi, pontyokkal végzett, szubkronikus vizsgalatom
eredményeivel, amelyben hosszabb kezelési idészak alatt mar fokozottan ndvekvé mortalitast is
tapasztaltam (Pelyhe et al., 2016), ugyanakkor az oxidativ stresszel dsszefliggd korabban masok
altal leirt valtozasok (Pietsch et al., 2014b), mivel azok hosszatavu terhelés hatasara kovetkeztek
be, a jelen kisérletemben leirt rovidtavu hatasokkal kozvetleniil nem vethetdek Ossze.

A DON hatasara a kisérleti csoportokon beliil az egyes mintavételi idépontok kozott szignifikans
eltéréseket tapasztaltam a lipidperoxidécids folyamatok markerei, a glutation redox rendszer egyes
elemei és annak szabalyozasaban szerepet jatszo gének esetében is. Ezek a valtozasok azonban
nem csak a mikotoxin terhelésnek kitett, hanem a kontroll csoportban is kimutathatoak voltak.
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Ennek hatterében a biologiai cirkadian ritmus, az egyszeri takarmanyfelvétel, illetve egyéb,
jelenleg még nem pontosan ismert, faktorok is szerepet jatszhatnak. Fontosnak tartom azonban
kiemelni, hogy a vizsgalat soran alkalmazott 12:12 6éra fényprogram eltért a természetes nappali-
¢jszakai orak szamatol, a kisérlet soran alkalmazott azonos kornyezeti paraméterek azonban
lehetdvé tették egyes csoportok kozotti kiilonbségek vizsgalatat. A természetes cirkadian ritmust
ugyanakkor ez a tényez6 megzavarhatta az antioxidans rendszer egyes elemeiben mind fehérje,
mind pedig mRNS szinten (Rodriguez et al., 2004).

Szakirodalmi adatok alapjan azt is fontosnak tartom kiemelni, hogy a reaktiv oxigéngyokok, fontos
szabalyzo funkciot tdltenek be a cirkadian 6ra szabalyozasaban (Wulund és Reddy 2015), valamint
a cirkadian ora az antioxidans enzimek és fehérjék génexpresszidjat is szabalyozza, az Nrf2
expresszidjanak szabalyozasa révén (Patel et al., 2014). A cirkadian ritmust, illetve annak
szabalyozasat, részletesebben a T-2 toxinnal végzett kisérletem eredményeinek megbeszélése
soran tekintettem at (5.1.2.5 fejezet). Ezen kisérletben statisztikailag a kezelés x id6 hatasat is
alatamasztottuk a legtobb paraméter esetében, amely azt jelzi, hogy nem csak az alkalmazott
dozisnak, hanem a kezeléstdl eltelt idének is kulcsfontossagu szerepe van a kialakuld hatasokban
¢s azok mértékében. In vitro sejtvonalakkal végzett vizsgalat soran is leirtak mar korabban, a
DON-al kapcsolatban, nem csak dozis-, de egyidejiileg idofiiggd valtozasokat is (Wang et al.,
2016b).
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5.2 Eltéro életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletek eredményei

”or

5.2.1 Eltéro életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletben megdllapitott tranzitido
Az egy hetes madaraknal a tranzit id6 5 6ra 45 perc, mig a hdrom hetes brojlercsirkéknél 5 o6ra
40 perc volt, azaz a két korcsoport esetében kdzel azonos.

5.2.2 Eltérd életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletek sordn megdllapitott
takarmanyfelvétel

Az egy hetes madarak takarmanyfogyasztasa a 32. tablazatban lathato. A T-2 toxin esetén 11,25%-

os takarmany-visszautasitast tapasztaltam a kontroll csoporttal 0sszehasonlitva, mig a DON

csoportnal takarmany-visszautasitas nem jelentkezett.

32. tablazat T-2 toxin vagy DON terhelés hatasa eltér6 életkoru brojlercsirkék takarmanyfogyasztasara

Felvett takarmany (g madar ttm). Eltérés a kontrolltol (%)-
1 hetes allatok
Kontroll
(T-2<0.02; DON < 0.02 mg/kg 169,7 100,00
takarmany)
T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg) 162,9 88,75
DON (1,75 mg/kg testtomeg 171,5 102,19
3 hetes allatok
Kontroll
(T-2<0.02; DON < 0.02) mg/kg 827,5 100,00
takarmany
T-2 toxin (0,77 mg/kg testtdmeg) 819,3 87,23
DON (1,29 mg/kg testtomeg) 834,9 125,78

5.2.3 Rovidtavii T-2 toxin terhelés hatdsa 1 hetes brojlercsirkékre

Az egy hetes csirkékkel végzett etetéses kisérlet soran 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtomeg dozis
hatdsat vizsgaltam a lipidperoxidacios folyamatok inicidcids és termindcids szakaszanak
markereire, a glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségére/aktivitdsara, valamint a
glutation redox rendszer szabdlyozéasara, azon belill egyes kulcsfontossdg fehérjéket kodolo
gének expresszidjara. Az Eurdpai Unio altal javasolt T-2 + HT-2 toxin hatarértek 0,25 mg/kg
takarmany (2013/165/EU ajanléas), amely kiinduldsi alapot nyujtott az alkalmazott dozis
megtervezésehez. A 24 oras expozicios 1do alatt 4 6ranként torténtek a mintavételek.

A kisérlet soran etetett takarmany T-2 toxin tartalma 4,86 mg/kg takarmany volt, amely a napi
takarmanyfelvétel és a testtomeg alapjan naponta 1,35 mg/kg testtomeg dozisnak felelt meg. A
megadott érték a mesterségesen szennyezett takarmany T-2 toXin tartalmanak laboratoriumi
vizsgalata soran kapott értékeken alapul.

A 24 o6ras idOszak alatt a kontrollhoz viszonyitva 88,75% volt a takarmanyfogyasztas, tehat
11,25%-o0s takarmany-visszautasitast tapasztaltam a T-2 toxinnal kezelt csoportban. Mortalitas a
kisérlet ideje alatt nem jelentkezett.
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5.2.3.1 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a lipidperoxidacios paraméterekre a majban
A lipidperoxidacids folyamatok inicidcids szakaszat jelz6 konjugalt diének (33. tablazat) és
konjugalt triének (34. tablazat) értékei a T-2 toxin terhelés hatasara csak kismértékben valtoztak a
kontrollhoz viszonyitva. A CD és CT értékekben a kisérlet 20. 6rajaban tortént mintavételkor
tapasztaltam szignifikans emelkedést a T-2 toxinnal kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva,
de ezek az értékek a késébbiekben visszatértek a kontroll szintre.

A CD ¢és CT értékekben a kisérleti csoportokon beliil szignifikans kiilonbségeket talaltam az egyes
mintavételi idépontok kozott.

A CD koncentracidja a kontroll csoportban szignifikans eltérést, nagyobb értéket, az egyes
mintavételi idopontok kozott a 12. és 16. déraban mutatott. A T-2 toxinnal kezelt csoportban
hasonl6 tendenciat tapasztaltam, az emelkedés mértéke azonban csak a 16. 6rdban volt szignifikans
mértékil. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H),
valamint a kezelés x 1d6 (TxH) koziil csak az idonek volt szignifikans hatdsa a mé4j CD tartalmara.

Az egyes mintavételi idopontok kozott CT esetében a kontroll és a T-2 toxin kezelt csoportban
egyarant nagyobb értékeket mértem a 12. és 16. ordban. A kétutas ANOVA eredményeként
megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil csak az
idonek volt szignifikdns hatasa a méj CT tartalmara.

A lipidperoxidacios folyamatok terminacios szakaszat jelz6 MDA értékekben (35. tablazat)
szignifikans eltéréseket nem tapasztaltam a T-2 toxin kezelt és a kontroll csoportok kozott.

Az MDA értékekben az egyes mintavételi idOpontok kozott nem volt szignifikans mértékii eltérés
a kontroll csoportban, a T-2 toxin kezelés hatasara azonban a 8. és a 16. 6raban nagyobb értéket
mértem a 12. Oraban tortént mintavétel soran mért MDA tartalomhoz viszonyitva, a 0. orai
mintavételi értektdl azonban egyik sem tért el szignifikansan. A kétutas ANOVA eredményeként
megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil csak az
1donek volt szignifikans mértékli hatdsa a maj MDA tartalmara.

33. tablazat A konjugalt diének (CD) mennyisége az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD
232nm) (atlag=SD; n=5)

CD (OD 232nm)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,616+ | 0,673+ | 0,647+ | 0,719+ | 0,734+ | 0,617+ | 0,632+
Kontroll | 0,053 0,029 0,035 0,031 0,045 0,030 0,062 <0,0001
A AB AB B B aAB AB

T-2 0,616+ | 0,656+ | 0,655+ | 0,713+ | 0,749+ | 0,698+ | 0,678% I:|r<()61(§)()81
toxin 0,053 0,035 0,063 0,050 0,071 0,039 0,020 'TXIL|'
A AB AB AB B bAB AB 0 246

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatdsa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtdomeg)
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34. tablazat A konjugalt triének (CT) mennyisége az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD
268nm) (atlag+SD; n=5)

CT (OD 268nm)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,128+ | 0,139+ | 0,139+ | 0,150+ | 0,157+ | 0,133+ | 0,140+
Kontroll | 0,011 0,004 0,002 0,013 0,010 0,006 0,015 0,0004
A ABC ABC BC C aAB ABC

1o | 01286 | 0139+ | 0136x | 0156+ | 0163+ | 0152 | 0,149+ HT :366351
o | o011 | 0007 | 0011 | 0023 | 0020 | 0013 | 0007 |
A AB AB B B bAB AB o

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)

35. tablazat Az MDA tartalom alakulasa az egy hetes csirkék méajaban T-2 toxin terhelés hatisara (malondialdehid
pumol/g nedves tomeg) (atlag=SD; n=>5)

MDA (nmol/g)
0. ora 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-érték
4,85+ 5,38+ 4,51+ 4,02+ 4,95+ 4,13+ 4,81+
Kontroll 0,80 0,64 0,57 1,16 0,88 0,65 1,54 0,366
1o | 48se | a28e | 607+ | 270+ | 553 | 480+ | 404 ; 8'33;
toxin 0,80 1,22 1,34 0,59 1,44 1,22 1,57 TX’HZ
AB AB B A B AB AB 0,058

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)
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5.2.3.2 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a glutation redox paraméterekre a majban

A GSH tartalom a T-2 toxin kezelt csoportban (36. tablazat) a 4. és 8. oraban szignifikans
mértékben emelkedett a kontrolhoz viszonyitva, a késdbbiekben azonban visszatért a kontroll
szintre. A kisérleti csoportokon belill az egyes mintavételi idépontok kozott is szignifikans
mértékii volt a kiillonbség. A két csoportban a valtozasok tendenciaja is hasonl6 volt, T-2 toxin
hatasara azonban a valtozas amplituddja nagyobb volt, kiilonésen a 4. és 16. 6ra kozotti
értékekben. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H),
valamint a kezelés x id6 (TxH) egyarant szignifikans hatassal volt a maj GSH tartalmara.

A GPx aktivitas (37. tablazat) a GSH-hoz hasonloan valtozott, azaz a 8. 6raban szignifikans
mértékii, egyéb idopontokban pedig tendenciaszerii, emelkedést tapasztaltam a kontrollhoz
viszonyitva. A T-2 toxinnal kezelt csoporton belill az egyes mintavételi idopontok kozott
szignifikans kiilonbség volt, a 8. 6raban, amelyet emelkedett GPx aktivitas idézett el6. A kontroll
csoportban az egyes mintavételi idépontok kozott ugyanakkor nem volt eltérés. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithat6 volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH)
egyarant szignifikans hatassal volt a maj GPx aktivitasara.

36. tablazat A GSH tartalom alakulasa az egy hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (umol/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GSH (umol/g 10,000¢g feliiliiszé fehérje)
0. ora 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-érték
2,20+ 2,45+ 2,43+ 2,76+ 2,50+ 2,05+ 1,97+
Kontroll 0,38 0,16 0,21 0,22 0,21 0,15 0,07 <0,0001
AB aB aB BC B A A
1o | 2205 | 291 | 323 | 34x | 2805 | 200+ | 2,15 ; zg'ggi
toxin 0,38 0,10 0,34 0,25 0,25 0,15 0,19 Txll-|:
A bB bB B B A A 0008

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)

37. tablazat A GPx enzim aktivitdsanak alakuldsa az egy hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (U/g
10.000 g szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GPx (E/g 10,000g feliiliisz6 fehérje)
0. 6ra 4. 6ra 8. 6ra 12. 6ra 16. ora 20. 6ra 24. 6ra p-érték
1,80+ 1,89+ 1,78+ 1,95+ 1,87+ 1,96+ 1,76+
Kontroll 0,40 0,11 0,22 0,14 0,17 0,05 0,13 0,766
a
T 180+ | 227+ | 241 | 214+ | 220+ | 190+ | 197+ T|-i-<00603081
toxin 0,40 0,17 0,16 0,14 0,12 0,37 0,20 :I'le:
A AB bB AB AB A AB 0.033

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikdns mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)
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5.2.3.3 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara

A Gpx4 gén expresszidja (38. tablazat) a 24 oras kisérleti idGszak alatt kismértékben valtozott T-
2 toxin terhelés hatasara a kontrollhoz képest. A 4. és 8. 6raban megemelkedett, majd a 12. 6ratol
a génexpresszio a kontrollhoz képest tendenciajaban alacsonyabb volt, azonban csak a 8. draban
volt szignifikans mértéki az emelkedés, valamint a 20. 6raban szignifikans mértékben csokkent a
génexpresszio. A Gpx4 génexpresszidja a kontroll és a T-2 toxinnal kezelt csoportban is valtozott
az egyes mintavételi idépontok kdzott, tendenciajaban emelkedett, azonban a T-2 toxin hataséra a
valtozas mértéke nagyobb volt a 4. oraban a kontrollhoz képest. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithato volt, hogy az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) is szignifikans
hatassal volt a Gpx4 gén expressziojara, mig a kezelés (T) nem.

A glutation-szintetaz, Gss, gén expresszidja (39. tablazat) T-2 toxin hatasara tendenciaszeriien
megemelkedett a 4. 6raban, majd alacsony szinten maradt a kontroll csoporthoz képest a 12. 6ratol,
amely kiilonbség azonban csak a 24. 6raban volt szignifikans mértékii. A kisérleti csoportokban
az egyes mintavételi idépontok kozott ezen gén expresszidja esetében is szignifikans
kiilonbségeket figyeltem meg, tendenciajaban hasonloan emelkedést, a 4. draban azonban a T-2
toxin hatasara a valtozas mértéke nagyobb volt. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato
volt, hogy az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) is szignifikans hatassal volt a Gss gén
expresszidjara, a kezelés (T) azonban nem.

A glutation reduktdz, Gsr génexpresszidja (40. tdblazat) a 4. érara szignifikdns mértékben nétt,
majd a 12. 6ratol tendenciaszerlien a kontroll mintakban mért érték alatt maradt. Ami a 16. draban
szignifikans mértékii eltérést mutatott a kontroll csoporthoz képest. Ezen gén expresszidja is
szignifikans mértékben eltért az egyes mintavételi idopontok kozott. Szignifikans kiilonbségeket
figyeltem meg az egyes csoportokban, de tendencidjaban hasonld emelkedést, a T-2 toxin hatasara
azonban a valtozas mértéke jelentésebb volt a 4. oraban. A kétutas ANOVA eredményeként
megallapithato volt, hogy az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) is szignifikans hatassal volt
a Gsr gén expressziojara, a kezelés (T) azonban nem.

38. tablazat A Gpx4 gén expresszidjanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ
érték) (atlagtSD; n=5, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

Gpx4
0. ora 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24. 6ra p-érték
1,00+ 1,81+ 1,08+ 0,97+ 1,02+ 1,17+ 1,25+
Kontroll 0,06 0,33 0,05 0,15 0,15 0,18 0,29 <0,0001
A B aA A A bA A
T2 1,00+ 2,25+ 1,28+ 0,84+ 0,90+ 0,84+ 0,88+ |:|r<()63()2()31
toxin 0,06 0,23 0,08 0,08 0,16 0,15 0,14 .TXILI'
AB C bB A A aA A <0,001

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés €s id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)
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39. tablazat A Gss gén expressziojanak alakuldsa az egy hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ

érték) (atlag£SD; n=5, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

Gss
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-értek
1,01+ 4,61+ 0,73+ 0,22+ 0,77+ 1,31+ 2,03+
Kontroll 0,11 1,26 0,09 0,05 0,08 0,24 0,66 <0,0001
AB C A A A AB bB
1o | L0 | 600+ | 0 | 020+ | 059s | Ll | 098e | LS00
toxin 0,11 0,91 0,24 0,04 0,18 0,48 0,14 ‘TX|1-|'
A B A A A A aA <0,001

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)

40. tablazat A Gsr gén expresszidjanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ

érték) (atlag£SD; n=5, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

Gsr
0. 6ra 4. 6ra 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. bra p-érték
1,00+ 2,32+ 1,05+ 0,79+ 1,17+ 1,25+ 1,19+
Kontroll 0,10 0,30 0,14 0,21 0,11 0,55 0,24 <0,0001
A aB A A bA A A
. 100 | 370+ | 134+ | 049+ | 073+ | 080+ | 090+ HT '368(;1(?1
toxin 0,10 0,57 0,35 0,10 0,11 0,24 0,32 Txll-|:
AB bC B A aAB AB AB <0,001

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
T-2 toxin (1,35 mg/kg testtomeg)
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5.2.3.4 Megbeszélés

Az egy hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben a takarmany bélcsatornan valo athaladasanak
ideje 5 ora 45 perc volt, amelyet a szinezett takarmany etetésétdl a szines liriilék megjelenéséig
szamitott id6 alapjan hataroztam meg, mikotoxin terhelésben nem részesiilt allatokban. A kisérlet
soran @ madarak a teljes idGszak (24 ora) alatt folyamatosan fogyaszthattak a T-2 toxinnal
mesterségesen szennyezett takarmanyt, a takarmanyfelvétel napi ritmusa, valamint a tranzitidé
egyarant Osszefliggésben allhat a T-2 toxin terhelés hatdsara kialakuld valaszokkal. A
takarmanyfelvételtdl eltelt id6, valamint a tranzitidé hossza ugyanis befolyasolja a mikotoxinok
felszivodasara rendelkezésre allo id6t, amely 6sszefliggést mutathat a mikotoxin terhelés hatasara
kialakul6é biokémiai és génexpresszios valtozasokkal. Ez a hatas leginkabb a mikotoxinnal
szennyezett takarmany elsé felvételét koveté idoszakban elészor megjelend valaszokkal
érvényesiilhet, a tovadbbiakban azt ugyanis a takarményfelvétel napi ritmusa mar elfedheti.

A kisérlet sordn az alkalmazott d6zis mellett elhullast nem tapasztaltam, amelyet egy hasonld
dozissal végzett korabbi rovidtava etetési kisérletben is tapasztaltunk (Bocsai et al., 2016). A
trichotecénvazas mikotoxinokra a baromfifélék, azon beliil a hazityuk, irodalmi adatok alapjéan,
kevésbé érzékenyek, mindazonaltal altalanosan elfogadott tény, hogy a T-2 toxin a leginkabb
toxikus ebbdl a mikotoxin csaladbol (Sokolovic et al., 2008). A trichotecénvazas mikotoxinok
tekintetében az egyes gazdasagi allatfajok érzékenysége alapjan az aldbbi rangsor allithato fel:
sertés>baromfifélék>kérddzok (Eriksen 2003). A baromfiféléken beliil pedig az érzékenységi
rangsor: lad>kacsa>hazityak (Mézes et al., 1999). A T-2 toxin LDsp értéke 1 napos
brojlercsirkénél 4,97 mg/kg testtomeg (Huff et al., 1981).

A trichotecénvazas mikotoxinok jol ismert takarmany visszautasitas el0idéz6 hatasat jelen kisérlet
soran is tapasztaltam, ugyanis 1,35 mg/kg testtomeg dozisu T-2 toxin terhelés hatasara a
takarmany felvétel csokkenésének mértéke 11,25% volt.

Az 1 hetes madarak mdjaban a lipidperoxidacios folyamatok inicidcios szakaszat jelz6 CD és CT
mennyisége kismértékben emelkedett a 20. 6raban, az MDA tartalom azonban nem valtozott a
kisérlet 24 6ras idétartama alatt. A glutation redox rendszer tagjai ugyanakkor azonos idészak alatt
aktivalodtak, amelyet az bizonyit, hogy a kisérleti id6szak elsé 8 orajaban szignifikans mértéki
emelkedés volt a GSH tartalomban (30. abra) és a GPx aktivitasban (31. abra) is, ami azonban
mindkét paraméter esetében a késObbiekben visszatért a kontroll szintre. A glutation redox
rendszer szabalyozdsdban a T-2 toxin terhelés hatdsira szintén szignifikdns valtozasok
kovetkeztek be. A Gpx4 génexpresszidja (32. abra) el6szor, a 8. oraig megemelkedett, majd a
kontroll szintje ala csokkent. Ehhez hasonl6 valtozasokat mutatott a Gss expresszidja (33. abra),
amely a 8. oraig meghaladta, azt kovetden pedig alatta maradt a kontroll csoport értékeinek, ami a
24. 6raban mar szignifikans mértékii volt. Ezt a ketts hatast a Gsr esetén is tapasztaltam, ami
kezdeti, a 4. 6rara, emelkedésben, majd ezt kovetden, a 16. orara, csokkenésben nyilvanult meg
(34. abra).
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GSH mennyiségének valtozasa 1 hetes csirkék majaban a

T-2 toxin kezelt csoportban
b
b
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6ra

30. abra A redukalt glutation tartalom valtozasa az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxinnal kezelt csoportban a
kisérlet 24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve.
T-2 toxin: 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtomeg, ora: toxin expozicid ideje
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)

GPx aktivitas valtozasa 1 hetes csirkék majaban a T-2 toxin
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31. abra A glutation-peroxidaz aktivitasanak valtozésa az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxinnal kezelt

csoportban a kisérlet 24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jellve. T-2
toxin: 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtdmeg, 6ra: toxin expozicio ideje,

a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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Gpx4 expresszidjanak valtozdsa 1 hetes csirkék majaban a
T-2 toxin kezelt csoportban
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32. abra A Gpx4 expresszidjanak valtozasa az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxinnal kezelt csoportban a kisérlet
24 6réja alatt, a kontroll szizalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
T-2 toxin: 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtdmeg, ora: toxin expozicié ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)
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33. abra A Gss expresszidjanak véltozasa az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxinnal kezelt csoportban a kisérlet
24 oréaja alatt, a kontroll szizalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
T-2 toxin: 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtdmeg, Ora: toxin expozicio ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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Gsr expresszidjanak vdltozdsa 1 hetes csirkék majaban a
T-2 toxin kezelt csoportban
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34. abra A Gsr expressziojanak valtozasa az egy hetes csirkék majaban a T-2 toxinnal kezelt csoportban a kisérlet
24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
T-2 toxin: 1,35 mg T-2 toxin/ kg testtomeg, Ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)

Osszefoglalva elmondhaté, hogy 1 hetes csirkékben T-2 toxin terhelés hatasara kismértékben
fokozodtak a lipidperoxidacios folyamatok, a glutation redox rendszer (30. abra és 31. abra) rovid
idon beliil aktivalodott, majd a kisérlet els6 20. orajara visszatért a kontroll szintre. Szignifikans
mértéki kiilonbségeket tapasztaltam a génexpresszios értékekben is, amely valamennyi vizsgalt
gén esetén (Gpx4 29. abra, Gss 30. abra, Gsr 31. 4bra) hasonl6 tendenciat mutatott. A kezdeti
expresszio novekedést, a 8. oratdl csokkent expresszio kovette, ami alacsony szinten is maradt.
Folyamatos toxin terhelés esetén hosszu tavon ez feltételezhetden a gének altal kodolt enzimek
csokkent mennyiségét/aktivitasat eredményezi, ami kiilonb6z6 ,,feedback” folyamatokon
keresztiil visszahathat a gének expresszidjara.

Brojlercsirkéknél szamos adattal rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal, igy a T-2
toxinnal osszefliggd lipidperoxidacios hatasokrol, de jellemzden csak szubkronikus expoziciot
kovetden (Smith, 1992; Mézes et al., 1998; Surai 2002; Weber et al., 2010).

Korabbi vizsgalatokban megallapitottak, hogy T-2 toxin terhelés hatasara in vivo brojlercsirkékben
hosszu- (Yang et al., 2016) és rovidtavon (Bocsai et al., 2016), valamint in vitro, primer
hepatocitakban, 48 ora alatt fokozodott a ROS termelés, amely aktivalta az enzimatikus
antioxidans rendszert mind génexpresszio, mind fehérje szinten (Yang et al., 2016). A GSH
mennyiségében a T-2 toxin dozistdl fiiggd mértékli deplécidt allapitottak meg hosszu tava
vizsgalatban (Dvorska et al., 2007; Yang et al., 2016), mig primer hepatocita kultaraban a GSH
szintézise emelkedett (Yang et al., 2016). Ennek a kiillonbségnek a hatterében feltételezhetd a T-2
toxin takarmany-visszautasitast kivalto hatasa in vivo rendszerben, ennek kdvetkeztében ugyanis
csokken a GSH szintézishez sziikséges aminosav ellatottsag.
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crcr

csOkkenésének, illetve az antioxidans- és a xenobiotikum transzformalo rendszer aktivitasanak
kovetkeztében hosszabb tavon bizonyosan kimeriilne a maj GSH tartalma.

Az oxidativ stressz kialakulasa, példaul T-2 toxin terhelés hatasara, indukalhatja az antioxidans
enzimek aktivitasat, amelynek hatterében poszt-transzlaciés modifikacios folyamatok allhatnak
(Shepard et al., 2010). Ilyen indukciodt figyeltek meg GPx, SOD ¢és CAT esetében is (Spitz et al.,
1992; Tsutsui et al., 2009). Yang et al. (2016) in vivo és in vitro kisérleteikben is bizonyitottak,
hogy T-2 toxin terhelés hatasara nétt az antioxidans enzimek aktivitisa és génexpresszioja is
brojlercsirkékben 42 napos expoziciot kovetden, amelyhez hasonld eredményeket kapott
Chaudhary és Lakshmana (2010) is egér agyban.

A legtobb altalam vizsgalt paraméter esetében szignifikdns mértékii eltéréseket tapasztaltam a
kisérleti csoportokon beliil is az egyes mintavételi iddpontok kozott. Csirke agyban korabban mar
bizonyitottak, hogy cirkadian ritmus tapasztalhaté mind a GPx, mind a GSH esetében (Pablos et
al., 1998). A cirkadian ritmus hatasait illetve szabalyozasat az 5.1.2.5 fejezetben tekintettem at
részleteiben. Fontosnak tartom azonban kiemelni, hogy a vizsgalatban alkalmazott folyamatos
megvilagitas eltért a természetes nappali-¢éjszakai o6rak szamatol, azonban a minden csoportban
azonos kornyezeti paraméterek miatt az egyes csoportok kozotti kiilonbség megfeleléen
vizsgalhato volt, bar a természetes cirkadidn ritmust ez megzavarhatta az antioxidans rendszer
egyes elemeiben mind fehérje, mind mRNS szinten (Rodriguez et al., 2004).

Korabbi tanulmanyokban, baromfifélékben, T-2 toxin hatasara, mind dézis-, mind id6fiiggo,
valtozasokat tapasztaltak az antioxidans rendszer elemeiben (Prasath et al., 2009; Che et al., 2011;
Yang et al.,, 2016). Ezeket a hatasokat korabban, az 5.2.4.4 fejezetben, mar részletesen
attekintettem.
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5.2.4 Rovidtavii DON terhelés hatdsa az 1 hetes brojlercsirkékre

Az egy hetes csirkékkel végzett etetéses kisérlet soran 1,75 mg/kg testtomeg dozisa DON kezelés
hatasat vizsgéltam a lipidperoxidacidés folyamatok inicidcids ¢és termindcidos szakaszanak
markereire, a glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségére/aktivitasara, valamint a
glutation redox rendszer szabalyozasara, azon belill egyes kulcsfontossag fehérjéket kodolo
gének expresszidjara. Az Eurdpai Unio altal javasolt DON hatarértek 5 mg/kg takarmany, mely
kiindulasi alapot nytjtott az alkalmazott d6zis megtervezéséhez. A 24 6réas expozicios ido alatt 4
oranként torténtek a mintavételek.

A Kkisérlet soran etetett takarmany DON tartalma 5,77 mg/kg takarmany volt, ami a
takarmanyfelvételt figyelembe véve testtomegre vonatkoztatva naponta 1,75 mg/testtomeg kg
volt, amelyet a mesterségesen szennyezett takarmany felvett mennyisége és annak mért mikotoxin
tartalma alapjan szamitottam.

5.2.4.1 Rovidtava DON terhelés hatasa a lipidperoxidaciés paraméterekre a majban

A lipidperoxidacios folyamatok iniciacios szakaszat jelzd konjugalt diének (41. tdblazat) és
konjugalt triének (42. tablazat) mennyisége a DON terhelés hatasara nem valtozott szignifikans
mértékben a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A CD esetében a kisérleti csoportokon beliil szignifikans kiilonbségeket talaltam az egyes
mintavételi idépontok kozott. A kontroll értékekben is volt szignifikdns mértéki eltérés az egyes
mintavételi idopontok kozott, a 12. és 16. oraban ugyanis nagyobb értéket mértem. A DON
toxinnal kezelt csoportban is hasonlé tendenciat tapasztaltam, azonban az emelkedés csak a 16.
Oraban volt szignifikans mértékii. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy a
kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil csak az idének volt szignifikdns
hatdsa a maj CD tartalmara.

A CT esetében a kontroll és a DON kezelt csoportban is a 12. és 16. 6raban tapasztaltam magasabb
értéket az egyes mintavételi idOpontok esetén. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd
volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil csak az idének volt
szignifikans hatdsa a maj CT tartalmara.

A lipidperoxidacios folyamatok terminacids szakaszat jelz6 MDA értékekben (43. tablazat)
szignifikans eltéréseket nem tapasztaltam a DON kezelés hatasara a kontrollhoz viszonyitva.

Az MDA értékekben az idépontok kozott nem volt szignifikdns mértékli eltérés a kontroll
csoportban, a DON kezelés hatasara azonban 8. 6raban nagyobb, mig a 12. 6raban kisebb értéket
mértem a 0. 6raihoz viszonyitva. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a
kezelésnek (T) nem, az idének (H), valamint a kezelés x idének (TxH) azonban szignifikans hatasa
volt a maj MDA tartalmara.
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41. tablazat A konjugalt diének (CD) mennyisége az egy hetes csirkék majaban a DON terhelés hatasara (OD
232nm) (atlag+SD; n=5)

CD (OD 232nm)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,616+ | 0,673+ | 0,647+ | 0,719« | 0,734+ | 0,617+ | 0,632+
Kontroll | 0,053 0,029 0,035 0,031 0,045 0,030 0,062 <0,0001
A AB AB B B AB AB

T:0,083
0,616+ 0,708+ 0,665+ 0,741+ 0,760+ 0,630+ 0,653+ H: <

DON 0,053 0,029 0,065 0,050 0,055 0,022 0,051 0,001
A AB AB AB B AB AB TxH:
0,990

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikins mértékben kiilonbdznek (p<0,05)
Az eltér§ nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)

42. tablazat A konjugalt triének (CT) mennyisége az egy hetes csirkék majaban a DON terhelés hatasara (OD
268nm) (atlag+SD; n=5)

CT (OD 268nm)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16.6ra | 20.06ra | 24.6ra p-érték
0,128+ | 0,139+ | 0,139+ | 0,150+ | 0,157+ | 0,133+ | 0,140+
Kontroll | 0,011 0,004 0,002 0,013 0,010 0,006 0,015 0,0004
A ABC ABC BC C AB ABC

0,128+ | 0,145+ | 0138+ | 0,156+ | 0,158+ | 0137+ | 0,138+ HT :363(?(()51
DON | 0011 | 0004 | 0014 | 0012 | 0010 | 0007 | 0007 | =3
A ABC | ABC BC C AB ABC o

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)

43. tablazat Az MDA tartalom alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (malondialdehid
umol/g nedves tomeg) (atlag=SD; n=>5)

MDA (pmol/g)

0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. ora 20. 6ra 24. 6ra p-érték
4,85+ 5,38+ 4,51+ 4,02+ 4,95+ 4,13+ 4,81+
Kontroll 0,80 0,64 0,57 1,16 0,88 0,65 1,54 0,366
485+ | 431 | 6,04t | 332+ | 422+ | 467+ | 487+ ;; 8'?)(1)37’
DON 0,80 1,30 0,69 0,29 0,43 0,56 0,84 TX’H
B AB C A AB ABC B 0 034

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés €s id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)
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5.2.4.2 Rovidtava DON terhelés hatasa a glutation redox paraméterekre a majban

A DON-al mesterségesen szennyezett takarmanyt fogyasztdo csoportban a GSH tartalom (44.
tablazat) nem tért el szignifikans mértékben a kontroll csoport értékeitdl. A kisérleti csoportokon
beliil az egyes mintavételi idépontok kozott is szignifikdns mértékii kiilonbség volt, s6t a két
csoportban a tendencia is hasonlo volt. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt,
hogy a kezelés (T) és az 1d6 (H) szignifikans hatassal volt a maj GSH tartalmara, mig a kezelés x
1d6 (TxH) egyiittes hatdsa nem volt kimutathato.

A GPx aktivitasban (45. tablazat), a GSH-hoz hasonloan, szintén nem tapasztaltam szignifikans
mértéki eltéréseket a kontroll és a DON kezelt csoportok kozott. A kisérleti csoportokon beliil az
egyes mintavételi iddpontok kdzott szintén nem voltak szignifikans mértéki kiilonbségek, emiatt
a kezelés (T), az id6 (H), és a kezelés x id6 (TxH) sem tudtam statisztikailag alatamasztani.

44. tablazat A GSH tartalom alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (umol/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag=SD; n=5)

GSH (pmol/g 10,000¢ feliiliiszé fehérje)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. 6ra p-érték
2,20+ 2,45+ 2,43+ 2,76+ 2,50+ 2,05+ 1,97+
Kontroll 0,38 0,16 0,21 0,22 0,21 0,15 0,07 <0,0001
AB B B BC B A A
220+ | 223+ | 202+ | 241+ | 231 | 191+ | 198+ HT '3608011
DON 0,38 0,07 0,12 0,31 0,22 0,08 0,10 -TXI’-|'
AB AB AB B AB A AB 0724"1

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)

45, tablazat A GPx enzim aktivitasanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (U/g 10.000
g szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GPx (E/g 10,000g feliilisz6 fehérje)

0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. ora 20. ora 24. 6ra p-érték
1,80+ 1,89+ 1,78+ 1,95+ 1,87+ 1,96+ 1,76+
Kontroll 0,40 0,11 0,22 0,14 0,17 0,05 0,13 0,766
1,80+ 2,03+ 1,68+ 1,90+ 1,74+ 1,87+ 1,86+ ; 8’1;%
DON 0,40 0,51 0,09 0,23 0,35 0,11 0,10 :I'X’H'
0,869

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)
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5.2.4.3 Rovidtava DON terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara a
majban

A Gpx4 gén expresszidja (46. tablazat) csak kismértékben valtozott a DON terhelés hatasara a 24
oras kisérleti idoszak alatt. Csak a 8. doraban tapasztaltam szignifikansan nagyobb értékeket a
kontrollhoz viszonyitva. Ezen gén esetén mindkét csoportban szignifikans kiilonbségeket
figyeltem meg az egyes mintavételi idopontok kozott. A Gpx4 génepxresszidja a kontroll és a
DON kezelt csoportban tendencidjaban hasonléan emelkedett a kisérlet elsé 4 6rajaban. A kétutas
ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), valamint a kezelés x id6 (TxH)
sem volt szignifikans hatassal a Gpx4 gén expresszidjara, mig az idonek (H) volt ilyen hatasa.

A glutation-szintetaz, Gss gén expresszidja (47. tablazat) a kezelt csoportban alacsonyabb volt a
8. oraban, majd ezt kdvetden, a 12. éraban magasabb, de ezt kovetden folyamatosan alacsonyabb
volt a kontroll csoporthoz képest. Ezek a kiilonbségek a 16., 20. és 24. oraban szignifikans
mértékiiek voltak a kontroll értékekhez képest. A kisérleti csoportokban az egyes mintavételi
idépontok kozott a Gss gén expresszidja esetében is szignifikans kiilonbségeket figyeltem meg,
tendenciajaban hasonloan emelkedést és mindkét kisérleti csoportban emelkedett értékeket
tapasztaltam a 4. 6raban tortént mintavételkor. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato
volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) is szignifikans hatassal volt a
Gss gén expresszidjara.

A glutation reduktaz, Gsr gén expresszioja (48. tablazat) a kezelt csoportban a 4. és 12. éraban
szignifikdnsan nagyobb, mig azt kovet6en tendenciajat tekintve kisebb, a 16. Oraban pedig
szignifikansan kisebb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva. Szignifikans kiilonbségeket
figyeltem meg az egyes kisérleti csoportokban az egyes mintavételi idépontok kozott,
tendenciajaban hasonlo emelkedést, a DON hatasara azonban a valtozas mértéke nagyobb volt a
4. oraban A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H),
valamint a kezelés x 1d6 (TxH) egyarant szignifikans hatadssal volt a Gss gén expresszidjara. erre
a parameéterre.
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46. tablazat A Gpx4 gén expresszidjanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)

(atlag+SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

10.14751/SZIE.2017.076

Gpx4
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-értek
1,00+ 1,81+ 1,08+ 0,97+ 1,02+ 1,17+ 1,25+
Kontroll 0,06 0,33 0,05 0,15 0,15 0,18 0,29 <0,0001

A B aA A A A A

1,00= | 1,99+ | 135+ | 097+ | 099+ | 115+ | 1725+ HT '3623021

DON 0,06 0,35 0,10 0,06 0,15 0,12 0,10 ‘TX|,-|'

A B bA A A A A 0 53"1

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)

47. tablazat A Gss gén expresszidjanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)

(atlag=SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

Gss
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. 6ra p-érték
1,01+ 4,61+ 0,73+ 0,22+ 0,77+ 1,31+ 2,03+
Kontroll 0,11 1,26 0,09 0,05 0,08 0,24 0,66 <0,0001

AB C bA aA bA bAB bB

LO1: | 3245 | 0326 | 058 | 030+ | 028+ | 094s | 15000

DON 0,11 0,09 0,09 0,07 0,10 0,04 0,29 ‘Txll-|'

AB C aA bAB aA aA aB <0,00.1

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)

48. tablazat A Gsr gén expresszidjanak alakulasa az egy hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)

(atlag+SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

Gsr
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. ora 20. ora 24. 6ra p-érték
1,00+ 2,32+ 1,05+ 0,79+ 1,17+ 1,25+ 1,19+
Kontroll 0,10 0,30 0,14 0,21 0,11 0,55 0,24 <0,0001

A aB A aA bA A A

1,00+ 3,85+ 0,99+ 1,33+ 0,80+ 1,18+ 1,18+ |—-|r<060(§)021

DON 0,10 0,47 0,29 0,18 0,12 0,24 0,19 .TXIL|'

A bB A bA aA A A <0001

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikins mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikdns mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,75 mg/kg testtomeg)
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5.2.4.4 Megbeszélés

Az egy hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben meghatdroztam a takarmany tranzitidejét,
amelyet a szinezett takarmany etetésétdl a szines iiriilék megjelenéséig szamitott id6 alapjan
allapitottam meg mikotoxin terhelésben nem részesiilt allatokban, ez az érték 5 ora 45 percnek
adodott. A kisérlet soran a madarak folyamatosan hozzafértek a DON-nal mesterségesen
szennyezett takarmanyhoz, azonban a fent megadott tranzitidé 0sszefiiggésben allhat a kialakuld
valaszok megjelenésének idejével, mivel a tranzitidé befolyasolja a mikotoxinok felszivodasanak
id6tartamat, amely viszont osszefiiggésben lehet a mikotoxin terhelés hatasara kialakul6 biokémiai
¢€s génexpresszios valtozasok idében eldszor megjelend valaszreakcioival.

A kisérlet sordn takarmany-visszautasitast vagy elhulldst nem tapasztaltam az alkalmazott 1,75
mg/ kg testtomeg dozis mellett, hasonldoan mas, hasonld doézistartomanyban végzett rovidtava
etetéses vizsgalatok eredményeihez (Grenier et al., 2016). Amint arra a korabbiakban mar utaltam
a trichotecénvazas mikotoxinokra a baromfifélék, azon belill a héazitytk kevésbé érzékenyek.
Emellett a DON, a T-2 toxinhoz viszonyitva, kevésbé toxikus (Sokolovic et al., 2008). DON
esetében az LDso értéke 1 napos brojlercsirkénél 140 mg/kg testtomeg (Huff et al., 1981).

DON terhelés hatdsara az 1 hetes madarak majaban a lipidperoxidacios folyamatok iniciacids
szakaszat jelz6 konjugalt diének (CD) és triének (CT), és a termindcios szakasz markere, a MDA
tartalom sem valtozott szignifikdns mértékben a vizsgalt 24 6ras periodus alatt. A glutation redox
rendszerben szintén nem tapasztaltam szignifikans mértékii valtozasokat a DON 24 6ras expozicid
alatt. A glutation redox rendszer szabalyozasaban azonban szignifikans valtozasok kovetkeztek
be. A Gpx4 génexpresszioja (35. abra) a kezelés megkezdése utan megemelkedett, a 8. 6raban
szignifikdns mértéket ért el, majd vissza alt a kontroll egyedeknél mért szintre. Ezzel szemben a
Gss génexpresszio (36. abra) tendencidjaban csokkenést tapasztaltam, amely szignifikans mértéki
volta 8., 16. 20. és 24. 6raban, mig ezzel ellentétes, emelkedo értéket, a 12. oraban mértem. A Gsr
génexpresszioja (37. abra) esetén kettds hatast tapasztaltam, emelkedést a 4. és 12. draban, majd
ezt kdvetden csokkenést a 16. draban.

Gpx4 expresszidjanak valtozdsa 1 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban
160
140
- all 1. ]
100 _% = I [ 1
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40
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35. abra A Gpx4 expressziojanak valtozasa egy hetes csirkék majaban a DON kezelt csoportban a kisérlet 24 éraja
alatt, a kontroll szdzalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
DON: 1,75 mg DON/ kg testtomeg, ora: toxin expozicio ideje,
a, b jeldlés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kzott (p<0.05)
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Gss expresszidjanak valtozasa 1 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban
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36. abra A Gss expresszidjanak valtozasa egy hetes csirkék majaban a DON kezelt csoportban a kisérlet 24 6raja
alatt a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
DON: 1,75 mg DON/ kg testtomeg, 6ra: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Gsr expresszidjanak valtozasa 1 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban
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37. abra A Gsr expresszidjanak valtozasa egy hetes csirkék majaban a DON kezelt csoportban a kisérlet 24 6raja
alatt a kontroll szazalékosos abrazolasaban, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve.
DON: 1,75 mg DON/ kg testtdmeg, ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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Brojlercsirkéknél szamos adattal rendelkeziink a trichotecénvazas mikotoxinokkal, de foképp a T-
2 toxinnal 6sszefiiggd lipidperoxidacios hatasokrol, azonban jellemzéen szubkronikus expoziciot
kovetden (Smith, 1992; Mézes et al., 1998; Surai 2002; Weber et al., 2010). Osselaere et al. (2013)
vizsgalatai soran viszont azt is megallapitotta, hogy brojlercsirkék vékonybelében oxidativ stressz
alakult ki DON-nal szennyezett takarmany felvételét kovetden, amelynek hatterében a
hemoxigenaz és a xantin-oxidoreduktaz enzimek génexpresszidjanak indukcidja all. Szintén
oxidativ stresszt mutattak ki in vitro Caco-2 human bélham sejtvonalon végzett vizsgalatokban,
ahol emelkedett MDA értékeket figyeltek meg DON kezelést kovetéen (Kouadio et al., 2005). A
szakirodalomban azonban ellentmond6 adatok is talalhatok a DON terhelés és a ROS képzddés
Osszefliggésére vonatkozoan (Frankic et al., 2006; Awad et al., 2011), ezen tanulmanyok azonban
foképp csak DNS karosodast allapitottak meg, amely arra utal, hogy a DON-nak koézvetlen
genotoxikus hatasa is lehet (Awad et al., 2011; El Golli-Bennour és Bacha, 2011).

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a maj vizsgalata alapjan az 1 hetes csirkék DON terhelésre
kevésbé érzékenyen reagaltak a lipidperoxidacios folyamatok és a glutation redox rendszer
markereinek tekintetében, ugyanakkor szignifikans kiilonbségek voltak kimutathatok a
génexpresszios valtozasokban. Fontosnak tartom azt is kiemelni, hogy a GSS gén esetében a
génexpresszio (36. abra) tendenciajaban szinte folyamatos csokkenést figyeltem meg a teljes 24
oOras periodus alatt, mely hasonl6 a T-2 toxin esetében megfigyelt tendenciahoz.

A legtobb paraméternél szignifikdns eltéréseket tapasztaltam az egyes csoportokon belil a
mintavételi idépontok kozott. Csirke agyban korabban bizonyitottak, hogy a cirkadian ritmus
befolyasolja a GPx aktivitasat és a GSH mennyiségét (Pablos et al., 1998). A cirkadian ritmus
hatasait, illetve annak szabalyozasat az 5.1.2.5 fejezetben tekintettem at részleteiben. Amint arra
a brojlercsirkékkel végzett kisérletem kapcsan mar utaltam, a vizsgalat soran alkalmazott
folyamatos megvilagitas eltért a természetes nappali-éjszakai 6rak szamatol, azonban a minden
csoportban azonos kornyezeti paraméterek miatt az egyes csoportok kozotti kiilonbség
megfeleléen vizsgalhato volt, bar a természetes cirkadian ritmust ez megzavarhatta az antioxidans
rendszer egyes elemeiben mind fehérje, mind mRNS szinten (Rodriguez et al., 2004).

DON hatasara a lipidperoxidacios paraméterek €s a génexpresszios valtozasok tobbségében
szignifikans mértékii kezelés x 1d6 hatas 6sszefliggést mutattak, a glutation redox rendszer altalam
vizsgalt paraméterei esetében ezt statisztikailag nem tudtam aldtamasztani. Igaz, hogy ezen
paraméterek esetében a DON hatéasat sem lehetett kimutatni.
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5.2.5 Rovidtavu T-2 toxin terhelés hatdasa 3 hetes brojlercsirkékre

A harom hetes csirkékkel végzett etetéses kisérlet soran 0,77 mg/ kg testtomeg dozist T-2 toxin
hatasat vizsgéltam a lipidperoxidacidés folyamatok inicidcids ¢és termindcidos szakaszanak
markereire, a glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségére/aktivitasara, tovabba a
glutation redox rendszer szabalyozésara, azon beliil egyes kulcsfontossagu fehérjéket kodolo
gének expressziojara. Az Europai Unid altal javasolt T-2 toxin hatarértek 0,25 mg/kg takarmany,
mely kiindulési alapot nytjtott az alkalmazott dozis megtervezéséhez. A 24 6ras expozicios ido
alatt 4 6ranként torténtek a mintavételek.

A mesterségesen szennyezett takarmanyok mikotoxin tartalma 4,86 mg/kg takarmany volt, ami
0,77 mg/kg testtomeg dozisnak felelt meg. A dozis értéket a mesterségesen szennyezett takarmany
felvett mennyisége és mikotoxin tartalmanak mért T-2 toxin tartalma alapjan szamitottam. A
kisérleti idoszak, 24 6ra, alatt a T-2 toxinnal szennyezett takarmany felvétel mértéke a kontrollhoz
viszonyitva 87% volt, tehat 12,77%-0s mértékii takarmany-visszautasitast tapasztaltam. Mortalitas
azonban a kisérlet id6tartama alatt nem volt.

5.25.1 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a lipidperoxidaciés paraméterekre a majban
A lipidperoxidacios folyamatok inicidcios szakaszat jelzd konjugalt diének (49. tablazat) és
konjugalt triének (50. tablazat) csak kismértékben valtoztak a T-2 toxin terhelés hatasara. A 24.
oraban a maj CD tartalma szignifikdns mértékben nétt a kontrollhoz viszonyitva. A CT esetén
szignifikans eltérés nem volt a kontrollhoz képest.

A CD esetében a kontroll értékekben is kimutathatd volt szignifikdns mértékii eltérés az egyes
mintavételi idOpontok kozott. A kiindulasi értékhez, 0. 6rdhoz, viszonyitva a 4. draban csokkent,
mig a 16. 6raban nagyobb értéket tapasztaltam. A T-2 toxinnal kezelt csoportban is hasonlo
tendenciat tapasztaltam, az emelkedés azonban a 16. 6ra mellett a 24. oraban is szignifikans
mértéki volt. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6
(H), valamint a kezelés x 1d6 (TxH) koziil csak az idének volt szignifikans hatdsa a maj CD
tartalmara.

A maj CT tartalmaban az egyes mintavételi iddpontok esetében a kontroll és a T-2 toxinnal kezelt
csoportokban egyarant a 16. és 24. 6raban tapasztaltam nagyobb értékeket, a kontroll csoportban
azonban ezt a 4. oraban csokkenés el6zte meg. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd
volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil csak az idének volt
szignifikans hatdsa a mdj CT tartalmara.

A lipidperoxidacios folyamatok terminacids szakaszat jelz6 MDA értékekben (51. tablazat)
szignifikansan nagyobb értéket mértem a T-2 toxinnal kezelt csoportban a kontrollhoz képest, de
csak a 8. 6rai mintavételkor. Az egyes mintavételi idépontok kozott a T-2 csoport esetében voltak
szignifikans eltéréseket, a kontroll csoportban azonban nem. A T-2 toxin kezelés hatasara a 8.
ordban magasabb értéket mértem, amelynek hatterében a T-2 toxin expozicid hatasara
megemelkedett MDA mennyiség allhat. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt,
hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) koziil egyiknek sem volt szignifikans

crer
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49. tablazat A konjugalt diének (CD) mennyisége a harom hetes csirkék majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD
232nm) (atlag+SD; n=5)

CD (OD 232nm)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,477+ | 0,406+ | 0,479+ | 0,497« | 0,537+ | 0,513+ | 0,530+
Kontroll | 0,023 0,012 0,034 0,027 0,024 0,038 0,016 <0,0001
B A B BC C BC aBC
T: 0,505
T-2 0,477+ | 0411+ | 0,494+ | 0,463+ | 0,551+ | 0,509+ | 0,566+ H: <0.001
toxin 0,023 0,043 0,029 0,026 0,023 0,041 0,011 Txlil:
B A BC AB C BC bC 0,213

Az eltérd kisbetiivel (@, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikins mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltér nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és 1d6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)

50. tablazat A konjugalt triének (CT) mennyisége a harom hetes csirkék majaban a T-2 toxin terhelés hatasara (OD
268nm) (atlag+SD; n=5)

CT (OD 268nm)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16.6ra | 20.06ra | 24.6ra p-érték
0,108+ | 0,091+ | 0,110+ | O0,111£ | 0,123+ | 0,114+ | 0,130+
Kontroll | 0,012 0,005 0,009 0,005 0,008 0,007 0,003 <0,0001
B A B B C B C
T:0,752
T2 0,108+ | 0,094+ | 0,112+ | 0,106+ | 0,129+ | 0,113+ | 0,130+ H: <0.001
toxin 0,012 0,008 0,007 0,005 0,007 0,009 0,004 Txll|:
A A A A B A B 0,801

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és 1d6 egyiittes hatasa.s

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (0,77 mg/kg testtdmeg)

51. tablazat Az MDA tartalom valtozasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (malondialdehid

umol/g nedves tomeg) (atlag=SD; n=>5)

MDA (umol/g)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. ora 20. 6ra 24. 6ra p-érték
440+ | 450= | 420+ | 424t | 519t | 456+ | 436+

Kontroll | 1,24 1,05 0,55 0,63 1,50 1,58 0,91 0,904

a
1o | 4doe | 4206 | 6706 | 406= | 467 | 4256 | 462 ; 8*?%
o | 124 1,05 1,06 0,73 0,74 0,01 0,35 iy
A A bB A A A A 0,056

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés €s id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)
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5.2.5.2 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a glutation redox paraméterekre a majban

A T-2 toxinnal kezelt csoportban a GSH tartalom (52. tablazat) a 4., 8., majd a 20. oraban is
szignifikansan nagyobb volt, mint a kontrollban. A kisérleti csoportokon beliil az egyes mintavételi
iddpontok kozott is szignifikdns mértékii volt az eltérés. A kontroll csoportban csak a 24. 6rai
mintavételkor tért el szignifikansan, mig a T-2 toxinnal kezelt csoportban a 8. és a 20. 6raban is
szignifikans eltérés volt, amelynek hatterében a toxin hatdsara megemelkedett értékek allnak. A
kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a
kezelés x id6 (TxH) is szignifikans hatassal voltak a maj GSH tartalméra.

A GPx aktivitas (53. tablazat) a GSH-hoz hasonl6an valtozott, azaz T-2 toxin hatasara a 4., 8. és
20. o6raban szignifikansan nagyobb volt, mint a kontroll.

A kontroll csoportban az egyes mintavételi idépontok kozott eltérés volt kimutathato, a 4. draban
szignifikans emelkedés, mig a T-2 toxin hatdsara a 4., 8., és 20. ordban is emelkedett értéket
mértem, amelyet véleményem szerint a toxin expozicio altal indukalt enzim aktivitas
eredményezett. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T) és az
1d6 (H) volt szignifikans hatdssal erre a paraméterre, mig a kezelés x id6 (TxH) egyiittes hatasat
nem sikeriilt bizonyitani.

52. tablazat A GSH tartalom alakuldsa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (umol/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag=SD; n=>5)

GSH (pmol/g 10,000¢ feliiliiszé fehérje)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. bra p-érték
2,05+ 1,80+ 2,31+ 2,53+ 2,57+ 2,50+ 1,78+
Kontroll 0,25 0,18 0,16 0,23 0,27 0,24 0,11 <0,0001
B aAB aB B B aB A
1o | 2055 | 2476 | 3006 | 260+ | 2626 | 305 | 200t ; zg’ggi
toxin 0,25 0,25 0,32 0,29 0,31 0,25 0,17 TXI’-|Z
A bAB bB AB AB bB AB 0.002

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatdsa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (0,77 mg/kg testtdmeg)

53. tablazat A GPx enzim aktivitasanak alakulasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (U/g
10.000 g szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GPx (E/g 10,000g feliiluszé fehérje)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. ora 24. ora p-érték
2,16+ 2,81+ 2,45+ 2,50+ 2,15+ 2,32+ 1,74+
Kontroll 0,28 0,03 0,10 0,29 0,25 0,30 0,04 0,0002
AB aC aB B AB aB A
T2 2164 3,15+ 3,08+ 2,54+ 2,39+ 2,88+ 2,00+ ; Z(())’ggjl-
toxin 6 28 0,27 0,07 0,44 0,24 0,26 0,24 -TXI’-|'
A bC bC AB A bBC A 0,068

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roéviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)

86



10.14751/SZIE.2017.076

5.2.5.3 Rovidtava T-2 toxin terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara

A Gpx4 gén expresszioja (54. tablazat) a T-2 toxin terhelés hatdsara nem valtozott a 24 oOras
kisérleti idoszak alatt a kontrollhoz viszonyitva. A Gpx4 génepxresszidja a kontroll és a T-2
toxinnal kezelt csoportban is valtozott az egyes mintavételi idépontok kodzott, tendencidjaban
hasonléan emelkedett, a T-2 toxin hatasara azonban a valtozas mértéke nagyobb volt a 4. 6raban.
A kétutas ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy az id6 (H) szignifikans hatassal volt
a Gpx4 gén expresszidjara, mig a kezelés (T) valamint a kezelés x id6 (TxH) nem.

A glutation-szintetaz, Gss gén expresszidja (55. tablazat) T-2 toxin hatasara tendenciaszeriien €s
folyamatosan emelkedett a kontroll csoporthoz képest, amely a 12., 20. és 24. 6raban szignifikans
mértékl volt. A kisérleti csoportokban az egyes mintavételi idopontok kozott szignifikans
kiilonbségeket figyeltem meg, tendenciajaban pedig csékkenést a 20. 6raig, amit a 24. draban
ismét emelkedés kovetett. A T-2 toxin hatasara azonban a valtozas mértéke nagyobb volt a 4. és
8. oraban. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd volt, hogy az idé (H), valamint a
kezelés (T) is szignifikans hatdssal volt erre a paraméterre, a kezelés x 1d6 (TxH) egyiittesen
azonban nem.

A glutation reduktaz, Gsr gén expresszioja (56. tablazat) kezdeti emelkedést (a 4. 6raban) kdvetden
szignifikdns mértékli eltérést, csokkenést, a 16. és 24 oraban mutatott a T-2 toxinnal kezelt
csoportban a kontrollhoz viszonyitva. Ennek a génnek az expresszidja is szignifikans mértékben
eltért az egyes mintavételi idopontok kozott, amely tendencidjaban is hasonlo, azaz csokkenés volt
a két csoportban. A T-2 toxin hatasara azonban a valtozas mértéke nagyobb volt a 16. és 24.
oraban. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy az id6 (H) szignifikans
hatassal volt a Gsr gén expresszidjara, a kezelés (T) valamint a kezelés x id6 (TxH) viszont nem.

54. tablazat A Gpx4 gén expresszidjanak alakulasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ
érték) (atlag£SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségli cDNS pool)

Gpx4
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16.6ra | 20.6ra | 24.6ra p-érték
0,98+ 1,57+ 1,25+ 1,02+ 0,73+ 0,57+ 0,94+
Kontroll 0,10 0,33 0,05 0,17 0,04 0,04 0,11 <0,0001
B C BC B AB A AB
1o | 098 | 170 | 123+ | 122+ | 080+ | 070+ | 083+ HT '<O(')102§1
toxin 0,10 0,17 0,23 0,11 0,08 0,05 0,10 Txll|:
AB C B B A A A 0,337

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és 1d6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)
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55. tablazat A Gss gén expressziojanak alakulasa harom hetes csirkék méjaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ

érték) (atlag+SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

Gss
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-értek
1,02+ 1,57+ 1,10+ 0,69+ 0,38+ 0,18+ 0,41+
Kontroll 0,16 0,30 0,12 0,15 0,12 0,00 0,14 <0,0001
BC D C aB AB aA aAB
1o | L0z | nelx | Lize | 09se | osge | 0d2e | 077e | LS00
toxin 0,16 0,12 0,07 0,14 0,15 0,15 0,19 TXI,-|:
B C B bB A bA bAB 0075

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)

56. tablazat A Gsr gén expressziojanak alakulasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin terhelés hatasara (RQ

érték) (atlagtSD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

Gsr
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. bra p-érték
1,02+ 1,24+ 0,99+ 0,89+ 0,80+ 0,27+ 0,32+
Kontroll 0,19 0,29 0,29 0,11 0,07 0,13 0,04 <0,0001
BC C BC BC bB A bA
T:0,762
1,46+ 1,03+ 0,91+ 0,45+ 0,39+ 0,15+ s
T-2 o 0,23 0,14 0,16 0,07 011 | H-=0001
toxin 0,19 C B B aA A aA TxH:
B 0,062

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikins mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
T-2 toxin (0,77 mg/kg testtomeg)

88



10.14751/SZIE.2017.076

5.2.5.4 Megbeszélés

A harom hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben a takarmany tranzitideje 5 6ra 40 perc volt,
amelyet a szinezett takarmany etetésének megkezdésétdl az elsé szines iriilék megjelenéséig
szamitott id6 alapjan allapitottam meg a kontroll csoportban. A kisérlet soran a madarak
folyamatosan hozzafértek a T-2 toxinnal mesterségesen szennyezett takarmanyhoz, azonban a
tranzitid0 hossza Osszefiiggésben 4allhat a mikotoxin hatasdra kialakulé valaszok els6
megjelenésének idejével. A kisérlet alatt, az alkalmazott 0,77 mg T-2 toxin/kg testtomeg dozis
mellett, elhullast nem, 12,77%-os takarmany-visszautasitast viszont tapasztaltam, amelyet korabbi
hasonlé dozisokkal végzett rovidtava etetéses vizsgalatok is alatamasztanak (Bdcsai et al., 2016).
A trichotecénvazas mikotoxinokra a hazityik ugyan kevésbé érzékeny, de a T-2 toxint tekintik a
leginkabb toxikus trichotecénvazas mikotoxinnak (Sokolovic et al., 2008).

A T-2 toxin terhelés hatasara a 3 hetes madarak mdjadban a lipidperoxidacids folyamatok
termindcios szakaszat jelz6 MDA kismértékben megemelkedett mar a 8. 6rdban, a konjugalt
diének (CD) és triének (CT) mennyisége azonban nem tért el szignifikans mértékben a kontroll
értékekt6l, amelynek hatterében a lipidperoxidaciés folyamatok gyors, de csak kismértéki
fokozodasa allhat. Az itt megfigyelt tendenciak hasonloak az 1 hetes madarakkal végzett vizsgalat
soran észleltekhez (5.2.3.4. fejezet).

A glutation redox rendszer a T-2 toxin hatasara aktivalodott, amelyet az bizonyit, hogy a kisérlet
els6 8 orajaban szignifikans mérték(i emelkedést tapasztaltam a GSH tartalomban (38. abra) és a
GPx aktivitasban is (39. abra), ami viszont a késdbbiekben visszatért a kontroll szintre, majd a 20.
oranal lehetett ismét szignifikans mértéki emelkedést kimutatni.

GSH mennyiségének valtozasa 3 hetes csirkék majaban a
T-2 toxin kezelt csoportban

160 b b

140 b

120 a a a
X 100
(_3 80
% €0 W Kontroll
~

40 W T-2 toxin

20

0

4 8 12 16 20 24

idé

38. abra A redukalt glutation tartalom valtozasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin kezelés hatasara a kisérlet
24 6raja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve.
T-2 toxin: 0,77 mg T-2 toxin/ kg testtomeg, ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
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GPx aktivitas valtozdsa 3 hetes csirkék majaban a T-2
toxinnal kezelt csoportban

160
140

b b
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8
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39. abra A glutation-peroxidaz aktivitasinak valtozasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin kezelés hatasara a
kisérlet 24 oraja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve.
T-2 toxin: 0,77 mg T-2 toxin/ kg testtomeg, ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

A 3 hetes allatokndl a glutation redox rendszer vizsgalt tagjai tendencidjaban hasonl6 valtozasokat
mutattak, mint az 1 hetes madarak, de csak a kisérleti iddszak els¢ felében, a 3 hetes
brojlercsirkéknél viszont a glutation redox rendszer a 20. 6raban ismét aktivalodott, ami az 1 hetes
allatoknal nem volt megfigyelhet6 (5.2.3.4. fejezet).

A glutation redox rendszer szabalyozasaban a T-2 toxin terhelés hatasara szintén szignifikans
mértékll valtozasok kovetkeztek be. A Gpx4 génexpresszidja ugyan nem valtozott szignifikans
mértékben, a Gss génexpressziojanak (40. abra) tendenciaja folyamatos emelkedést mutatott, ami
a 12.,20. és 24. éraban mér szignifikdns mértéki kiillonbség volt a kontrollhoz viszonyitva. A GSR
expresszidjaban (41. abra) csokkenést mértem a kisérlet 16. és 24 6rajaban.

A Gpx4 génexpresszidja az egy hetes allatoknal észleltekhez hasonloan valtozott, azaz 1ényeges,
szignifikdns mértékli eltéréseket a kezelt csoportok kozott nem, ugyanakkor jelentds iddbeli
valtozasokat lehetett kimutatni. A GSS génexpressziojanak tendenciajaban viszont, az 1 hetes
allatokhoz képest ellentétes valtozasokat tapasztaltam. A Gss expresszidjanak idébeli valtozésa
viszont rendkiviil hasonld volt a GPx4 expressziojanal tapasztaltakkal, ami arra utal, hogy ezeknek
a géneknek az expresszidja Osszefliggésben lehet az aktualis takarmany, és kovetkezményesen a
mikotoxin felvétellel, azaz az adott iddszak alatt felszivodott és a majba jutott mikotoxin
mennyiséggel. A Gsr esetén is eltérd valtozasok voltak, mivel az 1 hetes allatokban kettés valaszt
tapasztaltam (5.2.3.4 fejezet), a 3 hetes allatoknal viszont az expresszido mértéke a T-2 toxin
hatasara csokkent.
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Gss expresszidjanak valtozasa 3 hetes csirkék majaban a
T-2 toxinnal kezelt csoportban
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40. abra A Gss expresszidjanak valtozasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin kezelés hatasara a kisérlet 24
oraja alatt, a kontroll szdzalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve.
T-2 toxin: 0,77 mg T-2 toxin/ kg testtomeg, ora: toxin expozicio ideje
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Gsr expresszidjanak valtozasa 3 hetes csirkék majaban a
T-2 toxinnal kezelt csoportban

180
150
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< 120 b
2 90 a
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0
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41. abra A Gsr expressziojanak valtozasa harom hetes csirkék majaban T-2 toxin kezelés hatasara a kisérlet 24
oraja alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
T-2 toxin: 0,77 mg T-2 toxin/ kg testtdmeg, Ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)
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Korabbi vizsgalatokban, és mas allatfajoknal is, megfigyelték, hogy a kisérleti allatok életkora
befolyasolja a ROS képzddés mértékét, valamint egyes fehérjék szintézisét (Sobocanec et al.,
2008). gy példaul kiilonbozo életkort llatokban (Rikans és Hornbrook 1997; Sverko et al. 2002)
eltéré mennyiségi/aktivitasbeli kiillonbségeket figyeltek meg a lipidperoxidacios folyamatok és az
antioxidans rendszer egyes paramétereiben (Sobocanec et al. 2005; Rikans et al. 1991). A csirkénél
mar az embrionalis fejlodése soran is valtozik az enzimatikus €és nem enzimatikus antioxidans
rendszer egyes elemeinek mennyisége/aktivitasa, valamint génexpresszidja, amely a kelést
kovetden is folyamatos valtozast mutat az egyedfejlédéssel Gsszefiiggésben (Surai et al., 2016).
Igy példaul a glutation mennyisége, valamint a Gpx, a Sod, és a Cat génexpresszidja is véltozik a
csirke egyedfejlodése soran. A Gpx expresszidja €s az enzim aktivitasa az egyes szovetekben is
eltérd, csirkében példaul a majban mérték a legnagyobb értéket minden fejlodési szakaszban, mig
a GSH mennyisége az embrionalis fejlédés soran folyamatosan csokken (Surai, 1999). A kelést,
azaz a szilard takarmany felvételét kovetéen azonban a GSH koncentracioja folyamatosan
novekszik, amely tendenciaszeri valtozast a brojlercsirke mellett mas baromfi fajokban is
megfigyeltek (Enkvetchakul et al., 1995). A GSH mennyisége mellett a GPx aktivitasa is
folyamatosan emelkedik a kelést kovet6 elsé 10 napban, igy elmondhato, hogy a korai posztnatalis
¢let soran a GPx enzim az antioxidans rendszer legfontosabb tagja (Surai et al., 2016).

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a 3 hetes csirkékben T-2 toxin terhelés hatasira csak
kismértékben fokozodtak a lipidperoxidacios folyamatok, a glutation redox rendszer viszont a T-
2 toxinnal szennyezett takarmany felvételét kovetéen rovid idén beliil aktivalodott, amely a
kisérlet els6 8 orajat kovetden visszatért ugyan a kontroll szintre, de késébb, a 20. 6raban, ismét
aktivalodott. Szignifikans kiilonbségeket tapasztaltam a génexpresszios valtozasokban is, amelyek
koziil a Gss és a Gsr géneknél jellemzden a kisérleti id6szak masodik felében figyeltem meg
érdemi valtozasokat. Fontos azonban utalni arra is, hogy mig a Gss expresszidja a kontrollhoz
képest folyamatosan nagyobb volt, kiilonosen a kisérlet 12. és 24. oraja kozott, addig a Gsr
expresszioja a kisérleti idészak végén, a 16. €s 24. draban, csokkent.

Korabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy T-2 toxin terhelés hatasara in vivo
brojlercsirkékben hosszu- (Yang et al., 2016) és rovidtavon (Bocsai et al., 2016), valamint in vitro,
primer hepatocitakban, 48 ora alatt fokozodott a ROS termelés, amely kovetkezményesen aktivalta
az enzimatikus antioxidans védorendszert ugy génexpresszio, mint fehérje szinten (Yang et al.,
2016). A GSH mennyiségében ugyanakkor depléciot talaltak a T-2 toxin dozisanak fliggvényében
hosszu tava vizsgalatok soran (Dvorska et al., 2007; Yang et al., 2016). Primer hepatocita
kultarédkban, 48 ora alatt a GSH szintézise emelkedett (Yang et al., 2016). Ennek a hatasnak a
hatterében a hosszutavil in vivo vizsgalatok soran a glutation szintézisé¢hez sziikséges aminosavak
csokkent mennyisége allhat a részleges takarmany-visszautasitas kovetkeztében, amely hatassal
viszont rovidtava in vitro modellben nem kell szamolni a tapoldat folyamatosan kodzel azonos
aminosav tartalma miatt.

crcr

megndvekedett expressziojat figyeltem meg, azonban vizsgalatom mindossze 24 oraig tartott, igy
az antioxidans- és a xenobiotikum transzformalé rendszer aktivitasanak kovetkezményeként,
valamint a csokkent mértékii aminosav felvétel miatt, ennél hosszabb iddszak alatt bizonyosan
mar itt is kimertiléssel lehetett volna szamolni.

Jol ismert, hogy az oxidativ stressz, annak mértékétdl fiiggden, indukalja az antioxidans enzimek
aktivitasat, amely hatas hatterében azonban nem kizarélag génexpresszios valtozasok, hanem az
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enzimfehérjék poszt-transzlaciés modifikacidja is allhat (Shepard et al., 2010). llyen indukciot
figyeltek meg, egyéb hatasokra, példaul a GPx, a SOD és a CAT esetében (Spitz et al., 1992;
Tsutsui et al., 2009). Yang et al. (2016) in vivo és in vitro kisérleteiben egyarant bizonyitotta, hogy
T-2 toxin terhelés hatasara brojlercsirkékben egyarant né az antioxidans enzimek génexpresszidja
¢és aktivitasa is, amelyhez hasonlé eredményeket kapott Chaudhary és Lakshmana (2010) is egér
agyban.

A legtobb altalam vizsgalt paraméter tekintetében szignifikans eltéréseket tapasztaltam tovabba a
kisérleti csoportokon beliil is az egyes mintavételi idépontok kozott. Csirke agyban korabban mar
bizonyitottak, hogy cirkadian ritmus mind a GPx aktivitasaban, mind pedig a GSH mennyiségében
(Pablos et al., 1998) nyomon kovethetd. Azt is megallapitottak, hogy a napi ritmusban jelentds
eltérések vannak kiilonb6z6 életkorti patkanyoknal (Manikonda és Jagota, 2012). A cirkadian
ritmus hatasait illetve annak szabalyozasat az 5.1.2.5 fejezetben mar részleteiben attekintettem.
Fontosnak tartom itt is utalni arra, hogy a vizsgalatom soran alkalmazott folyamatos megvilagitas
eltért a természetes nappali-&jszakai orak szamatol, de mivel minden csoport azonos kornyezeti
paraméterek kdzott volt, ezért az egyes csoportok kozotti kiilonbség megfelelden vizsgalhato, bar
a természetes cirkadian ritmust a folyamatos megvilagitas megzavarhatta, amely feltehetéen az
antioxidans rendszer egyes elemeiben mind fehérje, mind mRNS szinten megnyilvanulhat
(Rodriguez et al., 2004).

A T-2 toxin hatasara a paraméterek tobbségében szignifikans Osszefliggést talaltam a kezelés és
id6 egyiittes hatasaban. Baromfiféléknél T-2 toxin hatasara mar korabban is leirtak mind dozis-,
mind id6fliggd valtozasokat, tobbek kozott az antioxidans rendszer egyes elemeiben (Prasath et
al., 2009; Che et al., 2011; Yang et al., 2016). Ezeket a hatasokat korabban, az 5.1.2.5 fejezetben
mar részletesen ismertettem.
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5.2.6 Rovidtavii DON terhelés hatdsa 3 hetes brojlercsirkékben

A harom hetes csirkékkel végzett kisérlet soran 5,77 mg DON/Kg takarmany do6zisu kezelés hatasat
vizsgaltam a lipidperoxidacios folyamatok inicidcios €s terminacios szakaszanak markereire, a
glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségére/aktivitdsara, valamint a glutation redox
rendszer szabdlyozadsdra, azon belill egyes kulcsfontossaghi fehérjéket kodoldo gének
expresszidjara. Az Eurdpai Unid altal javasolt DON hatarértek 5 mg/kg takarmany, mely
kiindulasi alapot nytjtott az alkalmazott d6zis megtervezéséhez. A 24 6réas expozicios ido alatt 4
oranként torténtek a mintavételek.

A Kkisérletesen szennyezett takarmanyok DON tartalma egységnyi testtomegre szamitva 1,29
mg/kg testtomeg volt, amelyet a takarmanyfelvétel és kisérletesen szennyezett takarmany mért
mikotoxin tartalma alapjan szamitottam.

A Kkisérleti id6szak alatt a DON-nal szennyezett takarmanyfelvétel mértéke a kontrollhoz
viszonyitva 126% volt, tehat a DON szennyezett takarmanybol nagyobb mennyiséget
fogyasztottak, mint a kontroll csoport. Mortalitast a kisérlet soran nem tapasztaltam.

5.2.6.1 Rovidtavi DON terhelés hatasa a lipidperoxidaciés paraméterekre a majban

A lipidperoxidacios folyamatok inicidcios szakaszat jelzd konjugalt diének (57. tadblazat) és
konjugalt triének (58. tablazat) szintje a DON terhelés hatasara csak kismértékben valtozott a
kontrollhoz viszonyitva. A CD értéke ennek ellenére a 16. 6raban szignifikansan nagyobb volt a
kezelt csoportban, de a 24. 6rara a kontroll szintje ala csokkent. A CT értéke ugyanakkor a DON
terhelés hatasara szignifikans mértékben kisebb volt a kisérlet 8. és 24. orajaban.

A CD esetében a kontroll csoportban mértem szignifikans mértékii eltéréseket az egyes mintavételi
idépontok kozott. A 0. 6rahoz viszonyitva a 4. orara csokkent, mig a 16. éraban magasabb értéket
tapasztaltam. A DON kezelt csoportban is hasonld tendenciat tapasztaltam, a 16. 6raban végzett
mintavételkor mért nagyobb érték mellett azonban a 4. draban tortént mintavételkor nem volt
kimutathat6 szignifikans mértékii csokkenés. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatod
volt, hogy az id6 (H), valamint a kezelés x id6 (TxH) szignifikans hatassal a maj CD tartalmara,
mig a kezelésnek (T) nem volt ilyen hatasa.

A CT esetében a kontroll csoportban kisérlet 4. drajaban csokkenést, a 16. és 24. o6raban pedig
nagyobb értéket mértem. A DON csoportban viszont csak a 16. 6raban volt nagyobb érték. A
kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H), valamint a
kezelés x id6 (TxH) egyarant szignifikans hatassal voltak a maj CT tartalmara.

A lipidperoxidacios folyamatok terminacids szakaszat jelz6 MDA értékekben (59. tablazat)
szignifikans eltérést csak a 12. oraban tapasztaltam, amikor a DON-nal szennyezett takarmanyt
fogyasztd csoportban kisebb volt a kontrollhoz viszonyitva.

Az egyes mintavételi idopontokban a DON kezelés hatasara 12. 6raban alacsonyabb értéket
mértem, a kontroll csoportban ugyanakkor nem volt szignifikans kiilonbség az egyes mintavételi
idopontok kozott. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az
1d6 (H), valamint a kezelés x 1d6 (TxH) koziil egyiknek sem volt szignifikans hatdsa a maj MDA
tartalmara.
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57. tablazat A konjugalt diének (CD) mennyisége harom hetes csirkék méajaban DON terhelés hatasara (OD 232nm)
(atlag+SD; n=5)

CD (OD 232nm)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,477+ | 0,406+ | 0,479+ | 0,497« | 0,537+ | 0,513+ | 0,530+
Kontroll | 0,023 0,012 0,034 0,027 0,024 0,038 0,016 <0,0001
B A B BC aC BC bBC
T:0,335
0,477+ | 0441+ | 0,442+ | 0,492+ | 0,582+ | 0,464+ | 0,498+ H: <0.001
DON 0,023 0,023 0,012 0,043 0,015 0,043 0,022 .Txlil'
A A A A bB A aA 0 OOi

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikins mértékben kiilonbdznek (p<0,05)
Az eltér§ nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és 1d6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,29 mg/kg testtomeg)

58. tablazat A konjugalt triének (CT) mennyisége harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (OD 268nm)

(atlag+SD; n=5)

CT (OD 268nm)
0. ora 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, 6ra p-érték
0,108« | 0,091+« | 0,110« | 0,111« | 0,123+ | 0,114+ | 0,130+
Kontroll | 0,012 0,005 0,009 0,005 0,008 0,007 0,003 <0,0001
B A bB B C B bC
T: 0,022
0,108+ | 0,098+ | 0,098+ | 0,111+ | 0,129+ | 0,103+ | 0,111+ H: <0 001
DON 0,012 0,006 0,003 0,010 0,003 0,007 0,008 .TXILI'
A A aA A B A aA 0 002'

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
DON (1,29 mg/kg testtémeg)

59. tablazat Az MDA tartalom alakulasa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (malondialdehid

umol/g nedves tomeg) (atlag=SD; n=>5)

MDA (umol/g)
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24. ora p-érték
4,40+ 4,50+ 4,29+ 4,24+ 5,19+ 4,56+ 4,36+
Kontroll 1,24 1,05 0,55 0,63 1,50 1,58 0,91 0,904
b

440+ | 456x | 431= | 256+ | 411 | 477+ | 3,50+ ;; 8'8‘2‘;’

DON 1,24 0,60 0,11 0,32 0,55 1,37 0,42 TX]H

B B AB aA AB B AB 0,28§

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonbdznek (p<0,05)

Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és 1d6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
DON (1,29 mg/kg testtomeg)
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5.2.6.2 Rovidtava DON terhelés hatasa a glutation redox paraméterekre a majban

A DON kezelt csoportban a GSH tartalom (60. tablazat) nem tért el szignifikans mértékben a
kontrollhoz viszonyitva. A kisérleti csoportokon belill az egyes mintavételi idopontok kozott
azonban szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltam. A kontroll csoportban csak a 24. orai
mintavételnél volt alacsonyabb érték, mig a DON csoportban a 0. idéponttol nem tért el egyik
mintavételi idépontban vett minta GSH tartalma sem, bar a 4. és a 24. drai érték tendenciajaban
alacsonyabb volt, mint a 12., 16. és 20. 6rai. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd
volt, hogy az id6 (H) szignifikans hatassal volt, mig a kezelés (T), valamint a kezelés x id6 (TxH)
nem mutatott szignifikans hatast a maj GSH tartalmara.

A GPx aktivitasban (61. tablazat), a GSH-hoz hasonloan, szintén nem tapasztaltam szignifikans
mértéki valtozasokat a kontroll és a kezelt csoport kozott az egyes mintavételi idépontokban. A
kontroll csoportban azonban az egyes mintavételi id6pontok kozott kimutathatok voltak
valtozésok, igy példaul a a 4. éraban szignifikdns mértékii emelkedés volt megfigyelhetd, mig a
DON csoportban eltérés, csokkenés, csak a 24. oraban volt kimutathatd. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithato volt, hogy az id6 (H) szignifikans hatassal volt erre a paraméterre,
mig a kezelés (T) és a kezelés x 1d6 (TxH) egyiittes hatasat nem lehetett sikeriilt bizonyitani.

60. tablazat A GSH tartalom alakuldsa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (umol/g 10.000 g
szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GSH (pmol/g 10,000¢ feliiliiszé fehérje)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. bra p-érték
2,05+ 1,80+ 2,31+ 2,53+ 2,57+ 2,50+ 1,78+
Kontroll 0,25 0,18 0,16 0,23 0,27 0,24 0,11 <0,0001
B AB B B B B A
2,05+ | 1,58+ | 220+ | 237+ | 249+ | 254+ | 183 |-T| : 36%%01
DON 0,25 0,11 0,14 0,35 0,48 0,11 0,12 'Txll-|'
AB A AB B B B A 0,82i

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltéré nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,29 mg/kg testtomeg)

61. tablazat A GPx enzim aktivitdsdnak alakuldsa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (U/g 10.000
g szupernatans fehérje) (atlag+SD; n=5)

GPx (E/g 10,000q feliiliszo fehérje)
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. 6ra p-érték
2,165 | 281+ | 245+ | 2,50 | 2,15 | 232+ | 1,74+
Kontroll 0,28 0,03 0,10 0,29 0,25 0,30 0,04 0,0002

AB C B B AB B A

206+ | 271+ | 245+ | 245+ | 234 | 252+ | 182+ HT '364(;151

DON 0,28 0,14 0,14 0,25 0,39 0,08 0,13 -TXI’-|'

AB B B B AB B A 0,69é

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikdns mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikéns p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,29 mg/kg testtomeg)
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5.2.6.3 Rovidtava DON terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara

A Gpx4 gén expresszidja (62. tablazat) csak kismértékben valtozott DON terhelés hatdsara a 24
oras kisérleti idészak alatt. A 20. 6raban azonban szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam a
kontrollhoz viszonyitva. A Gpx4 génexpresszidja a kontroll és a DON kezelt csoportban is
valtozott az egyes mintavételi idépontok kozott, tendencidjaban hasonldéan emelkedett a 4. 6raban,
ami a kezelt csoportban még a 8. draban is szignifikans mérték(i maradt. A kétutas ANOVA
eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H) valamint a kezelés x id6 (TxH)
is szignifikans hatassal volt erre a paraméterre.

A glutation-szintetaz, Gss, gén expresszidja (63. tablazat) a kisérlet végén, annak 16. és 20.
orajaban, novekedett meg szignifikans mértékben a DON terhelés hatasara a kontrollhoz képest.
Az egyes kisérleti csoportokban azonban az egyes mintavételi idépontok kdzott is kimutathatd volt
a Gss gén expresszidjanak véltozasa. Igy példaul szignifikans mértékben, de hasonld tendenciaji
novekedés volt megfigyelhetd a 4. és a 8. draban, amelyet a kisérlet végén, a 20. és 24. draban
csokkenés kovetett. . A kétutas ANOVA eredményeként megallapithatd volt, hogy az id6 (H),
valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen is szignifikans hatassal volt a Gss gén expresszidjara, a
kezelés (T) azonban nem.

A Gsr expresszidja (64. tablazat) a 12. és 16. 6rdban a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan
Kisebb volt a DON-al terhelt csoportban, mig a 20. 6raban mar szignifikans mértékben nagyobb.
A gén expresszidja szignifikans mértékben eltért az egyes mintavételi iddpontok kozott is. Ilyen
kiilonbségeket figyeltem meg az egyes csoportokban, amelyek tendenciajukban hasonléak voltak,
azaz csOkkentek, a DON hatadsara azonban a valtozas idében el6bb kovetkezett be, mivel mara 12.
oratol alacsonyabb értékeket mértem, mig ez a csokkenés a kontroll csoportban csak késébb, a 20.
¢és 24. 6raban mutatkozott. A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy az id6
(H), a kezelés (T) valamint a kezelés x id6 (TxH) is szignifikans hatassal volt erre a paraméterre.

62. tablazat A Gpx4 gén expresszidjanak alakulasa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)
(atlag£SD; n=5, egyedenként egyenld mennyiségii cDNS pool)

Gpx4
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. ora 20. 6ra 24. 6ra p-érték
0,98+ 1,57+ 1,25+ 1,02+ 0,73+ 0,57+ 0,94+
Kontroll 0,10 0,33 0,05 0,17 0,04 0,04 0,11 <0,0001
B C BC B AB aA AB
0,98+ | 1,66+ | 137+ | 1,01= | 074+ | 1,03+ | 081+ J -féoggl
DON 0,10 0,28 0,22 0,12 0,07 0,11 0,15 -TXI-,|'
A B B AB A bAB A 0 011'

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltér6 nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés €s id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,29 mg/kg testtomeg)
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63. tablazat A Gss gén expressziojanak alakulasa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)

Gss
0. 6ra 4. 6ra 8. ora 12. 6ra 16. 6ra 20. 6ra 24, ora p-értek
1,02+ 1,57+ 1,10+ 0,69+ 0,38+ 0,18+ 0,41+
Kontroll 0,16 0,30 0,12 0,15 0,12 0,00 0,14 <0,0001
BC D C B aAB aA AB
1,02+ | 122+ | 1,15+ | 065+ | 072¢ | 051+ | 033+ HT :363(?(?1
DON 0,16 0,32 0,21 0,12 0,17 0,01 0,06 ‘TX|1-|'
B C C AB bB bAB A <0,001

Az eltérd kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)
Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)

Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.

DON (1,29 mg/kg testtomeg)

64. tablazat A Gsr gén expresszidjanak alakulasa harom hetes csirkék majaban DON terhelés hatasara (RQ érték)

(atlag+SD; n=5, egyedenként egyenlé mennyiségii cDNS pool)

Gsr
0. 6ra 4. ora 8. 6ra 12. 6ra 16. 6ra | 20. 6ra 24. bra p-érték
1,02+ 1,24+ 0,99+ 0,89+ 0,80+ 0,27+ 0,32+
Kontroll 0,19 0,29 0,29 0,11 0,07 0,13 0,04 <0,0001
BC C BC bBC bB aA A
Lope | 091 | 087E | 054 | 048 | 058 | 031+ | 5000
DON 0 19 0,17 0,23 0,07 0,17 0,10 0,10 ‘TX|,'|'
C BC BC aAB aA bAB A 0,003

Az eltér6 kisbetiivel (a, b) jelolt atlagértékek adott oszlopon beliil szignifikans mértékben kiilonboznek (p<0,05)

Az eltérd nagybetiivel (A, B) jelolt atlagértékek adott soron beliil szignifikans mértékben

kiilonboznek (p<0,05)
Roviditések: T — kezelés hatas; H — id6 hatas; TxH: kezelés és id6 egyiittes hatasa.

A szignifikans p-értékek vastagon szedettek.
DON (1,29 mg/kg testtomeg)
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5.2.6.4 Megbeszélés

A harom hetes brojlercsirkékkel végzett kisérletben a takarmany tranzitideje 5 6ra 40 perc volt,
amely a szinezett takarmany etetésének megkezdésétdl a szines tirlilék megjelenéséig szamitott
id6 volt. A kisérlet soran, részben a folyamatos megvilagitas miatt, a madarak folyamatosan
hozzaférhettek a DON-nal mesterségesen szennyezett takarmanyhoz, emiatt a tranzit id6
ismeretében elmondhaté, hogy az elsé 5-6 oOras idGszakot kovetéen folyamatos DON
felszivodassal lehetett szamolni, ami abban a tekintetben fontos, mert igy bizonyos 6sszefliggés
allapithatd meg a DON hatasara idoben el6szor megjelend biokémiai vagy génexpresszio szintii
valaszokkal.

A kisérlet alatt elhulldst nem tapasztaltam az alkalmazott 1,29 mg/ kg testtomeg doézis mellett,
amelyet mas, hasonld dozisokkal végzett rovidtava etetéses vizsgalatok eredményei is
alatamasztanak (Grenier et al., 2016). A DON kezelt csoportban a takarmany fogyasztas 26%-kal
tobb volt, mint a kontroll csoportban, amely ellentmond szamos korabbi vizsgélati eredménynek,
ahol a DON er6teljes takarmany-visszautasitast kivalto hatasat irtak le mas allatfajokban. Ennek
hatterében feltehetden az all, hogy a trichotecénvazas mikotoxinokra a hazityiuk kevésbé érzékeny
(Sokolovic et al., 2008).

DON terhelés hatasara a 3 hetes madarak majaban a lipidperoxidacios folyamatok iniciacios
szakaszat jelz6 konjugalt diének (CD) és triének (CT), valamint a terminacios szakasz markere, az
MDA tartalom, tobb esetben is szignifikans mértékben kisebb volt a kontrollhoz viszonyitva a
vizsgalt 24 oras periddus alatt. Egy hetes allatoknal ezen paraméterekben nem tapasztaltam
szignifikans valtozast. Ennek az eredménynek a hatterében az egységnyi testtomegre szamitott
DON toxinfelvétel mértéke, valamint a takarmanyfelvétel napi aktivitasaban fennallé kiilonbségek
allhatnak. Emiatt feltehet6, hogy a két korcsoport toxinterhelésének mértéke, emiatt a ROS
képzddés intenzitasa is eltérd lehet.

A glutation redox rendszerben szignifikdns valtozdsokat nem tapasztaltam a 24 6rdas DON
expozici6 alatt, hasonloan az 1 hetes allatoknal kapott értékekkel, ugyanakkor ellentétben a T-2
toxinnal tapasztaltakkal, amelynek hatterében a DON-nak a T-2 toxintol némiképp eltéré hatasai
allhatnak.

A glutation redox rendszer szabalyozasaban ugyanakkor DON terhelés hatasara szignifikans
mértéki valtozasok kdvetkeztek be. A Gpx4 génexpresszidja (42. abra) a 20. 6raban DON hatasara
szignifikdns mértékben nétt, hasonloan az egy hetes allatoknal tapasztaltakhoz, azonban ez a fiatal
madarakban joval korabban, mar a 8. 6éraban bekovetkezett be.

A Gss expresszid (43. abra) tendenciajaban folyamatos emelkedést tapasztaltam, a 24. oras
vizsgalati id6 elsé 20 orajaban a kontrollhoz viszonyitva, amelynek mértéke DON terhelés
hatdséra szignifikdnsan nétt a 16. és 20. 6raban. A T-2 toxin terhelés 3 hetes allatokban hasonlo
valtozasokat idézett el6, az 1 hetes allatokban megfigyelt valtozasokhoz képest azonban ellentétes
hatdsokat tapasztaltam mindkét mikotoxin esetén.

A Gsr esetében (44. abra) kett6s hatast tapasztaltam, a génexpresszio a 16. oraig csokkent, a 12.
€s 16. oraban szignifikans mértékben, majd a 20. 6raban emelkedett. A Gsr esetében ez a kettds
hatas jellemzd volt mindkét korcsoportra és mindkét altalam vizsgalt mikotoxinra, azaz a DON-ra
és a T-2 toxinra is, de a valtozasok tendenciaja és annak mértéke eltérd volt.
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Gpx4 expresszidjanak valtozdsa 3 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban
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42. abra A Gpx4 expresszidjanak valtozasa harom hetes csirkék majaban DON kezelés hatasara a kisérlet 24 oraja
alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve.
DON: 1,29 mg DON/ kg testtomeg, ora: toxin expozici6 ideje
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)

Gss expresszidjanak valtozasa 3 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban

300 b

250 b
= 200
£ 150 a
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¥ 100 =+
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43. abra A Gss expresszidjanak valtozasa harom hetes csirkék majaban DON Kkezelés hatasara a kisérlet 24 6raja
alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve.
DON: 1,29 mg DON/ kg testtdmeg, ora: toxin expozicio ideje,
a, b jelolés jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott (p<0.05)
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Gsr expresszidjanak valtozasa 3 hetes csirkék majaban a
DON kezelt csoportban
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44. abra A Gsr expressziojanak valtozasa harom hetes csirkék majaban DON kezelés hatasara a kisérlet 24 oraja
alatt, a kontroll szdzalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelolve.
DON: 1,29 mg DON/ kg testtomeg, 6ra: toxin expozicid ideje,
a, b jelolés jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)

Az életkorral Osszefliggd kiilonbségek hatterében az eltérd aktivitasi/mennyiségii és
génexpresszidju antioxidans rendszer dallhat, a melyet részletesen ismertettem az 5.2.5.4
fejezetben.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a harom hetes csirkék kevésbé érzékenyen reagaltak a DON
terhelésre a lipidperoxidacios folyamatok és a glutation redox rendszer mennyisége/aktivitasa
tekintetében, szignifikans kiilonbségek elsGsorban a génexpresszios valtozasokban voltak
kimutathatok. Fontosnak tartom azt is kiemelni, hogy a lipidperoxidacios folyamatok markerei
nem emelkedtek, hanem tobbnyire valtozatlanok maradtak, vagy csokkentek a kontroll értékekhez
viszonyitva, valamint azt is, hogy a Gss expresszioja (43. abra) tendenciaszeriien és folyamatosan
emelkedett, mig a Gsr esetében kettds hatas volt megfigyelhetd (44. abra).

A legtobb altalam vizsgalt paraméter esetében szignifikans mértéki eltéréseket tapasztaltam a
kisérleti csoportokon belill az egyes mintavételi idépontok kozott. Azt mar kordbban is
bizonyitottak, hogy cirkadian ritmus tapasztalhatdo mind a GPx aktivitas, mind a GSH mennyiség
tekintetében (Pablos et al., 1998). A cirkadian ritmus hatasait, illetve ennek szabalyozasat
korabban, az 5.1.2.5 fejezetben, mar részletesen leirtam. Itt is fontosnak tartom azonban kiemelni,
hogy a vizsgalat soran folyamatos megvilagitast alkalmaztam, ami eltért a természetes nappali-
éjszakai Orak szamatol, igy megzavarta a normal cirkadian ritmust, ez a hatas azonban minden
kisérleti csoportban érvényesiilt. A cirkadian ritmus viszont jol ismert médon befolyasolja az
antioxidans rendszer egyes elemeit fehérje és MRNS szinten egyarant (Rodriguez et al., 2004).

A DON hatasara a lipidperoxidacios paraméterek és a génexpresszios adatok tobbségében
szignifikans hatast talaltam a kezelés x i1d6 Osszefliggésében, a glutation redox rendszer esetén
azonban ezt statisztikailag nem tudtam alatamasztani, igaz, hogy ezekben a paraméterekben a
DON hatasat sem tudtam egyértelmiien bizonyitani az alkalmazott dozis mellett.
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6 OSSZEFOGLALO KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1 Kovetkeztetések

A dolgozat korabbi fejezeteiben az egyes kisérletek eredményei megbeszélésre keriiltek. Jelen
fejezetben a rovidtava T-2 toxin vagy deoxinivalenol terhelés hatasat felmérd kisérleteim
eredményei alapjan levonhato altalanos kovetkeztetéseket mutatom be.

Vizsgalataim elsédleges célja az volt, hogy felmérjem a T-2 toxin vagy a DON mikotoxin terhelést
kdvetden a lipidperoxidacios folyamatok iniciacids €s termindcids markereinek mennyiségében, a
glutation redox rendszer egyes elemeineck mennyiségében/aktivitasaban, valamint a glutation
redox rendszer szabalyozasaban résztvevd egyes gének expressziojaban kimutathatd valtozasok
mértékét és iranyat ponty illetve hazityuk fajban, 24 6ras idészak alatt, amelynek soran az egyes
paraméterckben kimutathat6 id6beli valtozasokat is nyomon tudtam kovetni. Célom volt tovabba
felmérni a vizsgalt allatfajokban a takarmany tranzit idejét is, amely a mikotoxinok
bélcsatornaban, a felszivodasara rendelkezésre allo ideje miatt 6sszefliggésben allhat az elészor
megjelend valaszreakciok idejével és azok mértékével.

A pontyokkal végzett vizsgalatokban az egyszeri gyomorszondas applikaciot valasztottam, mig a
brojlercsirkék esetében ad libitum etetéses modszert alkalmaztam, folyamatos megvilagitas
mellett.

Mindkét allatfajnal mértem a lipidperoxidacids folyamatok iniciacios szakaszanak markereit, a
konjugélt diéneket és triéneket, valamint annak metastabil végtermékét a malondialdehidet.
Emellett a glutation redox rendszer tagjai koziil mértem az ezen allatfajok esetében kiemelkedéen
fontos antioxidans enzim, a GPx4 aktivitasat, valamint a redukalt glutation mennyiségét. Ponty faj
esetében a szakirodalom alapjan rendelkezésemre allo nrf2, keapl illetve a gpx4a és gpx4b
géneket, mig hazityuk faj esetén a szakirodalom és génbanki szekvencidk alapjan a Gpx4, a Gss
¢és Gsr géneket valasztottam expresszios markernek.

Pontyoknal a takarmany tranzitideje 16 6ra, mig a brojlercsirkéknél mindkét korcsoportban (1 és
3 hetes) megkozelitleg 6 ora volt. A brojlercsirkék genetikai szelekcidja soran az els6dleges cél
sok szadz generacion keresztlil a legnagyobb novekedési erély elérése, és ennek révén a
metabolizmus intenzitasanak fokozasa volt, a legkedvezébb takarmany értékesités mellett. Ennek
révén az intenziv genotipustt madarak napjainkban mar 5-6 hét alatt elérik vagasi testtomegiiket,
amely természetesen csak rendkiviil intenziv metabolizmussal érhet6 el. A ponty ezzel szemben
kevéshé szélsdségesen nemesitett, valtozo testhomérséklett allatfaj, amelynek egyedeit 2-3 éven
at nevelik a piaci suly eléréséig, miutan a kérnyezeti hémérséklet donté mértékben befolyasolja
aktualis metabolikus aktivitasukat.

A pontyokkal végzett kisérletben az alkalmazott T-2 toxin dozisok 0,15; 0,33 és 1,82 mg/kg
testtomeg voltak, a DON esetében pedig 0,13; 0,31 és 1,75 mg/kg testtomeg.

A brojlercsirkékkel végzett kisérletben az alkalmazott dézisok a pontyokkal végzett kisérletek
legnagyobb dézisahoz allnak kozelebb, az 1 hetes allatok esetében ugyanis 1,35 mg T-2 toxin/kg
testtomeg, illetve 1,75 mg DON/kg testtomeg voltak. A 3 hetes madarakkal végzett kisérlet soran
0,77 mg T-2 toxin/ kg testtomeg illetve 1,29 mg DON/kg testtomeg voltak az alkalmazott d6zisok.

Ennek alapjan megallapithato, hogy a két allatfaj esetén a kisérletek soran alkalmazott dozisok
egységnyi testtomegre vonatkoztatva hasonloak voltak. A viszonylag nagy dozisok
alkalmazaséaval célom akut toxicitas elérése volt. Fontos azonban kiemelni, hogy a brojlercsirkék
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esetében az alkalmazott dozis (5,77 mg/kg takarmany) a DON esetében egyes években a
gyakorlatban is el6fordulhat, mig T-2 toxin esetében (4,86 mg/kg takarmany) ilyen
szennyezettségi szint csak szélsdséges esetekben jelenhet meg a takarmanyban. A pontyoknal
alkalmazott T-2 dozisok a gyakorlatban nem fordulnak ¢l6 (10,79, 23,67, illetve 130,82 mg/kg
takarmany), mig a DON esetében alkalmazott dozisok koziil a két kisebb (9,0, 22,15, illetve 125,92
mg/kg takarmany) kirivé esetekben akar a gyakorlatban is el6fordulhat.

Egy 2015-ben végzett vilagméretli felmérés adatai szerint az atlagos DON szennyezettség 1,3
mg/kg takarmany volt, 34,9 mg/kg takarmany maximum értékkel, mig az atlagos T-2 toxin
szennyezettség 0,025 mg/kg takarmany volt, 0,7 mg/kg takarmany maximum értékkel (BIOMIN
World Mycotoxin Survey, 2015). Jol ismert azonban, hogy egy adott évben a gabona magvak
penészgomba fertdzottsége €s mikotoxin szennyezettsége szamos tényezo6tol fligg, kiemelten az
id6jarastol, foképp a csapadék mennyiségétdl és annak a tenyésziddszak alatti eloszlasatol.

Jol ismert, hogy a brojlercsirkék kevésbé érzékenyek a trichotecénvazas mikotoxinok irant, és a
domesztikalt baromfifélék kozott is ez a legkevésbé érzékeny faj (Mézes et al., 1998). Halakra
vonatkozoan csak kevés adat all rendelkezésiinkre az egyes mikotoxinokra vald érzékenység
vonatkozasdban. Az egyes halfajokra vonatkozoan altaldnossdgban a kovetkezd érzékenységi
sorrendet allitottak fel: szivarvanyos pisztrang>ponty>harcsafélék (Anater et al., 2016). Az egyes
halfajok ko6zotti kiilonbségek azonban az érzékenység tekintetében nem csupan nagymértékiiek,
de az fligg az adott mikotoxintol is (Guan et al., 2009). Pontyra vonatkozdan azonban csak
rendkiviil kevés adat all rendelkezésre az altalam vizsgalt trichotecénvdzas mikotoxinokra
vonatkozoan (Pietsch, 2015).

Az altalam alkalmazott doézisok hatasara elhullast csak a legnagyobb T-2 toxinnal terhelt
csoportban tapasztaltam a pontyoknal, ami 19% volt. A pontyra vonatkozdan ugyanakkor nem
talaltam LDso értéket a szakirodalomban. Brojlercsirkék esetén elhullas nem volt, azonban a T-2
toxin hatasara 10%-ot meghalado mértékli takarmany-visszautasitas jelentkezett, melyet a
szakirodalom is alatamaszt (Eriksen és Petterson, 2004).

Pontyokkal végzett kisérleteimben DON hatasara, minden alkalmazott dozis mellett, szignifikans
mértékii emelkedést tapasztaltam a lipidperoxidacios paraméterekben, mig a T-2 toxin esetében
csak hasonlo tendencidju valtozasok voltak megfigyelhetk. Ez az eredmény arra utal, hogy bar a
két mikotoxin hasonld kémiai szerkezetli, de a majban a DON, vagy az abbol képzddo reaktiv
metabolitok, hatékonyabban idéznek el6 ROS képzbédést, mig eredményeim alapjan a T-2 toxin
metabolizacidja soran pontyoknal kevéssé reaktiv metabolitok keletkeznek. Annak ellenére, hogy
a ROS képzddés mértéke eltérd volt, a glutation redox rendszer altalam vizsgalt paramétereiben
mindkét mikotoxin minden alkalmazott d6zisanak hatdsara markans valtozasokat figyeltem meg.
A pontyokkal végzett kisérletekben a mikotoxin terhelést kovetd 16. 6ra bizonyult kulcsfontossaga
idopontnak a biokémiai valtozasok szempontjabol, ami feltehetéen 0sszefiigg a takarmany tranzit
idejével, azaz a mikotoxinnal szennyezett takarmany felvételét kovetden ennyi id6 sziikséges a
mikotoxinok bélcsatornabol torténd felszivodasahoz, majd a méjba torténd transzportjadhoz és
végiil hatasuk Kkifejtéséhez. A mikotoxin terhelések hatasara a glutation redox rendszer
szabalyozasaban szerepet jatszo gének esetében is szignifikans mértékli kiilonbségeket
tapasztaltam, a gpx4a és gpx4b gének esetén kezdeti gatlast kovetéen indukciot, ami a nagyobb
dozisoknal elnyujtottan jelentkezett a mikotoxin expoziciot kovetd 24. orara. Ez utdbbi hatas
hatterében a nagyobb mennyiségli mikotoxin felszivodasaban, illetve majban torténd
metabolizmusaban fennalld idébeli eltérés lehet. Fontos kiemelni tovabba, hogy pontyokkal
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cre

ami arra utal, hogy 6nmagéban a lipidperoxidaciéo mértéke nem adekvat markere a mikotoxinok
altal eldidézett hatasoknak, mert az antioxidans védelem aktivacidja a lipidperoxidécios
folyamatok megindulasat, majd kiteljesedését akar teljes mértékben elfedheti, mint ahogy az a T-
2 toxin esetében kimutathat6 volt.

A brojlercsirkékkel végzett kisérletekben a lipidperoxidacios paraméterekben nem tapasztaltam
szignifikdns mértékli emelkedést egyik korcsoportban vagy mikotoxin hatasara sem. Tekintetbe
véve az alkalmazott dozisokat halakkal végzett vizsgalataimhoz képest ennek a kiilonbségnek oka
lehet a két allatfaj eltéré majban zajlé mikotoxin metabolizmusa, valamint annak intenzitasa is. A
T-2 toxin hatasara azonban a glutation redox rendszer gyors aktivalodasat figyeltem meg a
mesterségesen szennyezett takarmany felvételének megkezdését kovetd elsé 8 oraban mindkét
korcsoportban, amelyet az idésebb, 3 hetes allatoknal a 20. draban egy tovabbi ismételt aktivalodas
kovetett. Ez a hatds pontyndl is megfigyelhetd volt, azaz a trichotecénvazas mikotoxin terhelés
hatasara aktivalédik az antioxidans véddrendszer, amely a lipidperoxidacids folyamatok
kialakulasat megakadalyozhatja még abban az esetben is, ha az adott mikotoxinok egyébként ROS
képzdédést indukalnak. DON hatasara ugyanakkor a glutation redox rendszer nem aktivalodott
egyik korcsoportban sem, ami arra utal, hogy a baromfi, ezen beliil a brojlercsirke, nagymértékii
DON toleranciaja részben arra vezethetd vissza, hogy még nagyobb takarmany szennyezettségi
szint mellett sem idéz elé a majban olyan mértéki ROS képzddést, ellentétben a T-2 toxinnal,
amely elegendd lenne a glutation redox rendszer aktivacidjahoz. A génexpresszios vizsgalatok
soran a Gpx4 esetében csak Kismértékii valtozasokat tapasztaltam, ami nem volt konzekvens sem
az egyes korcsoportokon vagy az adott mikotoxinnal kapcsolatban sem. Egy hetes madarakban a
génexpresszid mindkét mikotoxin hatdsara ndtt a szennyezett takarmany fogyasztasanak
megkezdését kovetd 8 oraban, ezt kdvetden a T-2 toxin hatasara a 20. o6ratol csokkent. Harom
hetes allatokban ugyanakkor csak a DON hatasara tapasztaltam emelkedést, de csak a 20. orat
kovetden. A Gsr esetén a gépexpresszid mértékében kettds hatast tapasztaltam, ezek tendencidja
azonban eltéré volt. Az 1 hetes allatok majaban emelkedést tapasztaltam a 4. 6raban mindkét
mikotoxin, mig a 12. orat kovetden csak a DON hatasara. Ezt a 16. 6ranal mindkét mikotoxin
hatasara csokkenés kovetett. Harom hetes madarakban a DON hatasara a 12. és 16. 6raban tortént
mintavételkor csokkent mértékii Gsr expressziot tapasztaltam. T-2 toxin hatasara a majban a 16.
és 24. oOrdban tortént mintavételkor csokkent mértékli Gsr expressziot mértem, mig a DON
hatasara a 20. 6raban tortént mintavételkor emelkedett a génexpresszid mértéke. A génexpresszios
valtozasokkal kapcsolatban szeretném kiemelni, hogy a Gss ellentétes iranyt valtozasokat
mutatott a két korcsoportban, az azonos koru allatoknal azonban mindkét mikotoxin hatasara
hasonl6 tendenciaja valtozas mutatkozott. Egy hetes madaraknal folyamatos csokkenést, mig a 3
hetes allatoknal folyamatos emelkedést tapasztaltam mindkét mikotoxin hatasara. Ennek alapjan
levonhato az a kovetkeztetés, hogy az altalam vizsgalt molekularis markerek koziil a Gss bizonyult
a leghatékonyabban alkalmazhaté markernek a T-2 toxin és DON ¢életkori hatdsainak nyomon
kovetése soran. A génexpresszids valtozasokban kimutatott eltérések is alatdmasztjdk azt a
feltevésemet, hogy a T-2 toxin hatasara gyors ROS képzddés, majd annak elimindlasara gyors és
hatékony antioxidans valasz kovetkezik be, mig a DON hatasara a ROS képzddés mérteke ugyan
kicsi, de a folyamatos mikotoxin felvétel hatdsara a késObbiekben mar eléri azt a kiiszobértéket,
amely ha fehérje szinten még nem, de mRNS szinten mar kimutathato.
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6.2 Javaslatok

Az utébbi években a szakirodalomban illetve az adatbdzisokban mar minden gén szekvencidja
mindkét altalam vizsgalt allatfajra vonatkozoan elérhetd, ami kutatasaim kezdetekor még nem volt
teljesen ismert. Ennek alapjan javaslom eddigi eredményeimre alapozva a kutatasok folytatasat
akar 0j célgénekkel egyiitt, €s mas kémiai szerkezetli mikotoxinok vonatkozaséaban is.

Javaslom tovabba mikotoxinok keverékének vizsgalatat is, mivel természetes koriillmények kozott
a gazdasagi allatok altalaban multimikotoxin szennyezett takarmanyokkal talalkoznak. Ennek
révén pedig vizsgalhatoak lennének az egyes mikotoxinok kozott fennallo additiv, Szinergista vagy
éppen antagonista hatasok is.

Végiil javaslom kisérletek folytatasat annak vizsgalatara is, hogy a mikotoxinok hatasara kialakulo
oxidativ stressz mely természetes antioxiddns vagy antioxidans keverék alkalmazasaval védhetd
Ki hatékonyan, ezaltal informaciokhoz juthatunk arra vonatkozoan, hogy mely természetes
hatoanyagokkal tamogathato az allatok szervezete a mikotoxinok karos hatasaival szemben.
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7  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Pontyokkal végzett vizsgalatban megallapitottam, hogy az alkalmazott d6zisok esetén, a vizsgalt
24 6ras periddus alatt:

1. A DON ¢és T-2 toxin hatdsara egyarant aktivalodott a glutation redox rendszer,
lipidperoxidécios folyamatok azonban csak a DON hatésara indukalodtak.

2. A Keapl és Nrf2 génexpressziojaban mindkét mikotoxin esetén tapasztaltam valtozasokat,
azok azonban nem mutattak egyértelmii 6sszefiiggést sem a dozisokkal sem az id6vel.

3. A Gpxda és Gpx4db génexpresszioja kezdeti kettés hatast kovetden indukalddott, ami a
nagyobb dozisoknal idében késobb jelentkezett mind a DON, mind a T-2 toxin esetén.

Eltéré életkoru brojlercsirkékkel végzett kisérletekben megallapitottam, hogy az alkalmazott
dozisok hatasara, a vizsgalt 24 6ras peridodus alatt:

4. A DON esetében nem, a T-2 toxin hatasara viszont aktivalodott a glutation redox rendszer
mar az elsé 8 draban mindkeét korcsoportban, a lipidperoxidacié azonban egyik mikotoxin
hatasara sem indukalodott egyik korcsoportban sem.

5. A vizsgalt gének koziil a Gss gén esetében a két korcsoportban ellentétes tendenciaju
expresszios valtozas volt megfigyelhetd, az egy hetes allatoknal csdkkenést, mig a harom
hetes allatoknal emelkedést tapasztaltam, mindkét mikotoxin esetében.

6. A Gsr gén esetében is tapasztaltam expresszios valtozadsokat mindkét mikotoxin hatasara,

mindkét korosztalyban, a valtozadsok azonban nem mutattak egyértelmii 6sszefiiggést sem
az ¢életkorral sem az idével.
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8 OSSZEFOGLALAS

A trichotecénvazas mikotoxinok a Fusarium penészgomba fajok masodlagos anyagcsere termékei,
amelyek koziil a deoxinivalenol (DON) és a T-2 toxin tekinthetok takarmanyozési szempontbdl a
legfontosabbaknak toxikus hatasaik és a takarmanyokban vald el6fordulasuk gyakorisaga és annak
mértéke alapjan. Toxikus hatasaikrol szamos ismerettel rendelkeziink, amelyek egyes bioldgiai
folyamatok, valamint az azok szabalyozasaban részt vevd kompartmentek egyes paramétereiben
bekovetkez6 valtozasokon alapulnak. Ezek jelent6s része azonban vagy in vitro modellekkel
végzett vizsgalatokon, vagy in vivo, de szubletalis, altalaban hosszan tartd, mikotoxin terhelések
eredményein alapulnak.

A T-2 toxin és a DON hatasaival, ezen beliil azoknak a szabadgyok képzddéssel jard folyamatokra,
valamint a szervezet antioxidans véddrendszerére gyakorolt hatdsainak mechanizmuséaval
kapcsolatban még szamos kérdés var megvalaszoldsra. A hosszan tartd mikotoxin terhelést
kovetéen mért biokémiai valtozasok ugyanis csak egy folyamat végsé allapotat jelzik, amely
egyarant utalhat egyre stlyosbodd mértékli kdrosodasra, csakigy mint a folyamatos terhelés
hatasara bekovetkez6 adaptaciora.

A DON és a T-2 toxin halak, illetve madarak szervezetére kifejtett rovidtavu hatésai jelenleg még
csak kevéssé ismertek. A kérdés ebben az esetben ugy meriil fel, hogy a T-2 toxin vagy a DON
takarmanyokkal vald felvételét kovetden mennyi idd elteltével véltanak ki jol definidlhatd
biokémiai elvaltozasokat, esetiinkben indukalnak-e, és ha igen milyen mértékben oxidativ stresszt.
Eddig még arra vonatkozdan sem jelentek meg kézlemények, hogy az antioxidans véddérendszer
molekularis €s biokémiai markerei milyen sorrendben és mértékben indukalodnak, illetve ezek
valtozasa milyen Osszefliggést mutat az oxidativ stressz hatasdra kialakuld lipidperoxidacios
folyamatokkal.

Doktori munkam célja az volt, hogy felmérjem a T-2 toxin, illetve DON terhelést koveto rovid
1ddszak alatt a lipidperoxidacids folyamatok inicidcios €s terminacids markereinek mennyiségét,
a glutation redox rendszer egyes elemeinek mennyiségét/aktivitasat, valamint a glutation redox
rendszer szabalyozasaban résztvevl egyes gének expressziojat ponty illetve hazityak fajban.
Vizsgalataimat rovidtavon, 24 oOras idészak alatt, végeztem, amellett célom volt felmérni az
altalam vizsgalt paraméterek valtozasat egyrészt a terhelés olyan korai szakaszdban, amikor
adaptaciéval még nem kell szamolni. A 24 6ras intervallum lehetdséget teremtett tovabba az
altalam vizsgalt paraméterek esetében azok napszaki valtozasanak nyomon kdvetésre is. Abbol a
célbol, hogy megbecsiilhessem a takarmannyal felvett mikotoxin majba valo bejutdsanak, azaz az
elsd véarhato hatasnak, az idejét, meghataroztam a vizsgalt allatfajokban a takarméanyrészek
bélcsatornan torténd athaladasanak tranzit idejét.

A pontyokkal végzett vizsgalatokban, a halak viselkedési és bioldgiai jellemzdi alapjan,
gyomorszondas applikaciot valasztottam, mig brojlercsirkékkel végzett vizsgalataim soran ad
libitum etetéses modszert alkalmaztam.

Megallapitottam, hogy pontyoknal a vizsgalataim soran alkalmazott vizhémérséklet (19+1 °C)
mellett a takarmany tranzitideje 16 o6ra, mig a brojlercsirkéknél mindkét vizsgalt korcsoportban (1
¢s 3 hetes) megkozelitdleg 6 ora volt. Ez tehat azt jelenti, hogy pontyoknal az elsé hatasok
varhatéan 16 ora mulva kovetkeznek be, mig brojlercsirkénél a hatasok a mikotoxinokkal
szennyezett takarmany felvételét kdvetd minimalisan 6 6ra mulva jelentkezhetnek.
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A pontyokkal végzett kisérletben az alkalmazott T-2 toxin dézisok 0,15; 0,33 és 1,82 mg/kg
testtomeg voltak, a DON esetében pedig 0,13; 0,31 és 1,75 mg/kg testtomeg. A brojlercsirkékkel
végzett kisérletekben az alkalmazott dozisok a pontyokkal végzett kisérletek legnagyobb
dozisahoz allnak kozelebb. Egy hetes allatok esetében 1,35 mg T-2 toxin/kg testtomeg, illetve 1,75
mg DON/kg testtomeg, mig a 3 hetes madarakkal végzett kisérlet soran 0,77 mg T-2 toxin/kg
testtomeg illetve 1,29 mg DON/kg testtomeg.

A viszonylag nagy doézisok alkalmazasaval célom akut toxicitas, azaz jol mérhetd molekularis és
biokémiai eltérések, elérése volt. Az altalam alkalmazott mikotoxin terhelés mellett, a rovidtava
kisérlet soran elhullast csak a pontyokkal végzett kisérlet soran tapasztaltam a legnagyobb T-2
toxin terhelés mellett, ami 19% volt. Ennek alapjan a T-2 toxin akut per 0s LDsg értéke 4,79 mg/kg
testtomeg értékre becsiilheto.

Pontyokkal végzett kisérleteim sordan DON hatasara, minden alkalmazott dozis mellett,
szignifikans mértéki emelkedést tapasztaltam a lipidperoxidacios paraméterekben a takarmany
felvételét kovetd 16-24 6ra mulva, mig a T-2 toxin esetében csak tendencidjaban hasonlo
valtozasok voltak megfigyelhetok. A glutation redox rendszer altalam vizsgalt paramétereiben
viszont markans valtozasokat figyeltem meg mindkét mikotoxin alkalmazott dozisainak hatasara
a takarmany felvételt kovetd 16 6ra mulva. Pontyokndl, az altalam bedllitott kisérletekben a
biokémiai valtozasok szempontjabol, a mikotoxin terhelést kovetd 16. draval megsziint a toxin
terhelés, amit a mért paraméterek is igazoltak, mindez a takarmény tranzit idejével fiigg 6ssze. A
mikotoxin terhelések hatisara a glutation redox rendszer szabdlyozdsidban szerepet jatszo gének
esetében is szignifikans mértékii kiilonbségeket tapasztaltam. Kisebb dozisoknal a Gpx4a és
Gpx4b géneknél egy rovid idejii kezdeti gatlast kovetden indukcidt, mig nagyobb dozisoknal ez a
hatas elnyujtottan jelentkezett a mikotoxin expoziciot kovetd 24. orara. Fontosnak tartom kiemelni
tovabba, hogy a pontyokkal végzett kisérleteim soran a DON ¢és T-2 toxin hasonl6 tendencidju €s
mértékli hatasokat idézett eld a génexpresszioban. Az észlelt valtozasok arra is felhivjadk a
figyelmet, hogy a lipidperoxidacids folyamatok és a glutation redox rendszer génexpresszid és
tripeptid/fehérje szintli aktivacidja nem all szoros korrelacioban egymassal, ami arra utal, hogy a
glutation redox rendszer aktivacidja, mérsékelt oxidativ stressz esetén, megakadalyozhatja a
lipidperoxidacios folyamatok megindulasat.

Brojlercsirkékkel végzett kisérleteimben a lipidperoxidacids paraméterekben nem tapasztaltam
szignifikans mértékii emelkedést egyik korcsoportban vagy mikotoxin hatasara sem. T-2 toxin
terhelés hatdsara azonban a glutation redox rendszer gyors aktivalodasat figyeltem meg a
szennyezett takarmany felvételének megkezdését kovetd elsdé 8 ordban mindkét korcsoportban,
amelyet az idésebb, 3 hetes, allatoknal a 20. orara egy tovabbi ismételt aktivalodas kovetett. DON
hatasara ugyanakkor a glutation redox rendszer nem aktivaldodott egyik korcsoportban sem. A
génexpresszios vizsgalatok sordn a Gpx4 esetében csak kismértékii valtozasokat tapasztaltam, ami
sem az egyes korcsoportokban vagy az adott mikotoxinnal kapcsolatban nem volt konzekvens
mértékll és irdnyd. A Gsr esetén a génexpresszid mértékében kettds hatdst tapasztaltam, ezek
tendencidja azonban eltérd volt. A génexpresszios valtozasokkal kapcsolatban szeretném kiemelni,
hogy a Gss ellentétes iranyt valtozasokat mutatott a két korcsoportban, azonos életkoru allatoknal
azonban mindkét mikotoxin hatdsara hasonld tendencidju valtozds mutatkozott. Egy hetes
madaraknal folyamatos csokkenést, mig a 3 hetes allatoknal folyamatos emelkedést tapasztaltam
mindkét mikotoxin hatasara. Ennek alapjan jogosnak tartom levonni azt a kovetkeztetést, hogy az
altalam vizsgalt molekularis markerek koziil a Gss bizonyult a leghatékonyabban alkalmazhatd
markernek a T-2 toxin és DON hatasainak nyomon kovetése soran. Brojlercsirkékkel végzett
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kisérletem eredményei megerésitették azt a feltételezésemet, hogy a lipidperoxidacios folyamatok,
altalunk vizsgalt modszerekkel mérhetd, kialakuldsaval csak abban az esetben kell szamolni, ha a
szabadgyok képzddés mértéke elér egy kritikus értéket, azaz azt mar az antioxidans, ezen beliil az
altalam vizsgalt glutation redox rendszer, nem képes eliminalni.

A fent k6zolt eredmények tiikrében megallapithato, hogy mindkét allatfajnal mar révid idon beliil,
halaknal az altalunk alkalmazott hOmérséklet mellett 12-16 Ora, baromfinal 4-8 o6ra, is ROS
képzddést indukalt a DON és a T-2 toxin is, ami eltér6 mértékben ugyan, de hatassal volt a
lipidperoxidacios folyamatokra, kovetkezményesen pedig a glutation redox rendszer aktivalodasat
idézte eld. Feltevésem szerint ezeknek a valtozasoknak a hatdsara aktivalodott a Keapl-Nrf2-
Antioxidans valaszelem rendszer is, amely az altalam vizsgalt antioxidans gének (ponty fajban:
Keapl, Nrf2, Gpxda, Gpx4b; hazityak fajban Gpx4, Gsr, Gss) expressziojanak fokozodasat
eredményezte. Eredményeim alapjan ezek koziil ponty fajban a Gpx4a és Gpx4b, mig hazityuk
fajban a Gss bizonyult a leginkabb jelzéértékiinek a valtozasok nyomonkovetése szempontjabol.

A két allatfaj kozott, tovabba brojercsirke esetében az eltérd életkort allatoknal egyarant eltérd
érzékenységet tapasztaltam a DON ¢és T-2 toxin terhelés irant. A két allatfaj kozotti eltérések az
érzékenységben jol ismertek, a hazityuk fajon beliil az egyes életkori csoportok kozotti eltérést az
érzékenység tekintetében vizsgalataim soran els6ként mutattam ki. Ezek az eltérések az altalam
vizsgalt paraméterekben bekovetkezd valtozasokban egyértelmiien megmutatkoztak. Egyes
gének, igy példaul a Gsr és a Gss, érzékenyebben reagaltak a mikotoxin terhelésre, amely
kiilonosen jol kimutathaté volt DON terhelés hatdsara a brojlercsirkékkel végzett kisérleteim
soran.
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9 SUMMARY
Trichothecene mycotoxins are secondary metabolites of Fusarium molds. Deoxynivalenol and T-
2 toxin are the most significant members of trichothecenes, because of their toxicity and frequent
occurrence in cereal grains. A wide range of their toxic effects are known and described in the
scientific literature, which affect many biological parameters and their regulation. Nevertheless,
most of the toxicological studies with these mycotoxind are based on in vitro or sublethal lon-term
in vivo experiments.

Also, the effects of T-2 toxin and DON, emphasizing their effects on the emerging ROS (reactive
oxygen species) forming and the mechanism of their action on antioxidant defense system are still
not fully described. As changes in biochemical parameters in long-term studies describes only the
end of a biological process, which can result in escalating damages, and also in adaptation, there
are also still unresolved.

Short term effects of DON and T-2 toxin on fish and poultry are not fully described yet. The
burning question is still open, how long period of time requirs after DON and T-2 toxin uptake for
the significant changes at cellular level, elevating oxidative stress, and which is the relation to each
other. Also, the specific response of the biological antioxidant system to oxidative stress should
be studied in details, including the order of the response of biochemical and molecular markers of
oxidative stress, which are not well understood yet.

The purpose of my doctoral research was to evaluate how DON and T-2 toxin exposure affect
lipidperoxidation, including the markers of the initial and terminal phase, the activity/amount of
the members of the glutathione redox system, and the expression of genes involved in the
regulation of the biological antioxidant system in common carp and chicken. | designed short term
studies, which gave an opportunity to observe the daily rhythm of the parameters during a 24 hour
period as well. In addition, | aimed to investigate the transit time of feed particles in the
gastrointestinal tract, to estimate the available time for mycotoxin absorption, which can be in
relation with the first appearing changes in the biomarkers.

In the experiments with common carp, | chose to expose the animals by gavage, based on the
behaviour and biological characterictics, while in case of chickens ad libitum feeding was applied.

The transit time of common carps was 16 hours, in the applied water temperature (19+1 °C), while
in case of chickens it was approximately 6 hours in both investigated age-groups (1 and 3 weeks).

The applied doses in common carp experiments were 0.15; 0.33 and 1.82 mg T-2 toxin/kg b.w.
and 0.13; 0.31 és 1.75 mg DON/kg b.w. In the experiments with chickens the doses were closer to
the highest applied doses in common carp. In 1-week-old chickens 1.35 mg T-2 toxin/kg b.w. and
1.75 mg DON/kg b.w. while in 3-week-old chickens 0.77 mg T-2 toxin/kg b.w and 1.29 mg
DON/kg b.w. were the applied doses.

My aim was to trigger acute toxicity with the chosen doses. However, mortality was observed only
in the highest T-2 toxin dose in common carp, which was 19%.

DON exposure caused significant elevation on lipidperoxidation by every applied dose, while
similar trends were observed in the T-2 groups. The parameters of glutathione redox system
showed strong response to both mycotoxins. In common carp 16 hour sampling time appeared as
a key factor in the responses in biochemical markers, which may be in association with the
observed transit time. Mycotoxin exposure affected the expression of the chosen genes as well.
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The low and medium doses caused inhibition at the beginning, and induction later, in the
expression of Gpx4a and Gpx4b genes, and this induction appeared in a shift at higher doses. It is
important to highlit that DON and T-2 toxin caused similar changes in gene expression as well.

Lipidperoxidation did not change in the experiments with the different age-groups of chickens.
Although, T-2 toxin exposure resulted in the activation of the glutathione redox system in the first
8 hours of the experiment in both age-groups, and in the 3-week-old group there was a secondary
activation after 20 hours. DON did not affect the glutathione redox system. In gene expression
Gpx4 showed minor changes, which was not consequent in the age-groups. Gsr showed a dual
response in both age groups during the 24 hour, but the tendency was different in different ages.
It should be emphasize that the gene expression of Gss showed strong response to mycotoin
exposure, but the observed changes tended to the opposite direction in the different age groups,
while to the same direction in both mycotoxin treated groups in the same age groups. In 1-week-
old chicken continous decrease was observed, while in the 3-week-old group continous elevation
occured as a result of both mycotoxin exposure. Based on these results Gss whould be considered
as an efficient biomarker of T-2 toxin or DON exposure.

In summary DON and T-2 toxin induced elevated ROS formation in both animal species, which
affected lipidperoxidation in different levels and activated the glutathione redox system. These
may be in association with the activation of Keapl-Nrf2-ARE pathway, which regulates the
expression of the antioxidant genes, resulting in changes in gene expression in present studies (in
common carp Keapl, Nrf2, Gpx4a, Gpx4b; in chicken Gpx4, Gsr, Gss). Based on my studies
Gpx4a and Gpx4b in common carp, while Gss in chicken are indicative markers to evaluate the
changes in the presented molecular targets.

Different sensitivity for trichothecene mycotoxins was investigated in animal species was
investigated, and in case of chicken age-dependent differences was also observed as effect of both
DON and T-2 toxin treatments in the selected biomarkers. Indeed, expression of some genes (Gsr
or Gss) showed higher sensitivity to short-term mycotoxin eposure than other markers, as it was
found in DON exposure in chicken.
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