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1. BEVEZETES ES PROBLEMAFELVETES

Az akvakultdra jelenleg a vilag egyik leggyorsabban fejlédé iparaga (FAO 2020),
kovetkezésképpen egyre nagyobb mennyiségli takarmanyt igényel. A hagyomanyos
takarmany-alapanyagok, mint példaul a halliszt és a halolaj elérhetésége, ugyanakkor
nem nétt a kereslettel, amelynek kovetkeztében alternativ megoldasként a ndvényi
fehérjék alkalmazasa kezdett elterjedni, amelyek viszont jelentds mértékben
novelhetik a mikotoxin szennyez6dés, illetve a mikotoxin terhelés kockézatéat (Naylor
et al., 2009). Bar jelenleg még kevésbé ismert a mikotoxinok halakra és kiilonb6z6
vizi szervezetekre Kkifejtett hatdsa, ugyanakkor né azon tanulmanyok szama,
amelyekben a mikotoxin terheléssel dsszefliggésben szamos kortani és ndvekedési
problémat irnak le kiilonb6oz6 halfajokban (Anater et al., 2016; Marijani et al., 2019;
Pietsch, 2015). Korabbi kisérleteink soran mas mikotoxinok, igy példaul a T-2 toxin
(Pelyhe et al., 2016), tovabba a deoxinivalenol (DON), az ochratoxin A (OTA) és a
fumonizin B1 (FB1) hatdsat vizsgaltuk (Kovesi et al., 2020) a ponty antioxidans
védelmi rendszerének egyes elemeire, illetve azok szabalyozasaért felelés gének
expressziojara.

Az elsésorban Aspergillus penészgomba fajok altal termelt aflatoxin B1 (AFB1) és
szterigmatocisztin (STC) altal kivaltott toxikus hatasokrol is mar szdmos ismerettel
rendelkezlink, ezek nagyrésze azonban vagy in vitro modelleken végzett kisérletek
vagy in vivo, de tobbségében hosszan tartd, szubletalis mikotoxin terhelések
eredményein alapulnak.

Tovabba, a mikotoxinok, igy az AFB: és a STC halak szervezetére kifejtett rovidtavu
hatdsai jelenleg még csak kevésbe ismertek, ezért kisérleteimhez a gazdasagi
szempontbol is fontos ponty fajt valasztottam. Noha az aflatoxinokrél mar szamos
ismerettel rendelkeziink, az aflatoxikozis diagnosztizalasaban, halakban, még mindig
vannak bizonytalansagok. A halak korai aflatoxikézisat gyakran majkarosodas,
gyenge novekedés, halvany kopoltyuk és immunszuppresszio jellemezi. Azonban az
AFB;: toxicitas legkorabbi jelei kdzé tartozik a testosszetétel valtozasa és az oxidativ
stressz (Pietsch 2020).

Ugyanakkor jelenleg még nem egyértelmiien megvalaszolhaté az a kérdés, hogy a fent
emlitett két mikotoxin milyen mértékben indukal a halak szervezetében oxidativ
stresszt, és az milyen sorrendben és mértékben indukalja az antioxidans védelmi
rendszer molekularis markereit.

Az sem ismert tovabba, hogy a kilénféle mikotoxinokkal, igy példaul AFB1-gyel és
STC-nel egyidejlileg szennyezett takarmany etetését kovetden a szervezet antioxidans
védbrendszere milyen modon reagal. A rutinszeriien vizsgalt mikotoxinok esetében
ugyanis a jelenleg érvényben 1év0 szabalyozasok olyan toxikologiai vizsgalatok
adatain alapulnak, amelyek a mikotoxinok egyittes hatasait nem, csupan csak egy
mikotoxin-expoziciot vettek figyelembe (Speijers és Speijers 2004; Smith et al., 2016).
Ugyanakkor a szervezetbe keriilve a kiilonb6z6 mikotoxinok kolcsonhatasba
Iéphetnek egymassal, kdvetkezeésképpen antagonista vagy szinergikus és/vagy additiv
hatast fejthetnek ki, kuléndsen, ha hatdsmechanizmusuk is hasonld (Oliveira és
Vasconcellos 2020) és azt azonos szerven fejtik Ki.



2. CELKITUZESEK

1. Vizsgalataim f0 célkitlizése az volt, hogy megvizsgaljam az Aspergillus
penészgomba fajok altal termelt AFB; és STC eltéré dozisainak egyszeri expoziciot
kovetd rovidtava hatdsat a glutation redox rendszer egyes elemeit, valamint az azok
szabalyozasaért felelds egyes transzkripcids faktorokat kodold gének expressziojara.

2. Célom volt tovabba felmerni, hogy az AFB: és STC egydittes alkalmazasa egyszeri
expoziciot koveté hatasa rovidtavon milyen irdnyban és mértékben befolyasolja a
ponty glutation redox rendszerének egyes elemeit, valamint azok szabalyozasaért
felelGs egyes transzkripcids faktorokat kodold gének expressziojat.

A fenti célok eléréséhez az alabbi kisérleteket terveztem meg és allitottam be:

I. Egyszeri szubletalis, rovidtava (24 oras) AFB;: terhelés hatasanak vizsgalata
egynyaras pontyok majaban, harom kiilonb6z6 dézis hatdsara;

Il. Egyszeri szubletélis, rovidtava (24 o6rés) STC terhelés hatdsanak vizsgalata
egynyaras pontyok majaban, harom kilonb6z6 dézis hatasara;

I1l. Egyszeri szubletélis, rovidtava (24 o6rés) AFB1 és STC egyuttes hatdsanak
vizsgalata egynyaras pontyok majaban.

A Kisérletek sorén vizsgéltam az Nrf2/Keapl-ARE (kelch-like ECH-associated
protein 1/ nuclear factor E2-related factor 2/Antioxidans valaszelem) Utvonalat
kodold egyes gének (keapl és nrf2), a foszfolipid hidroperoxid glutation-peroxidaz
enzimet kodoldé gének (glutation-peroxidaz 4a és glutation-peroxidaz 4b (gpx4a és
gpx4b)), valamint a glutation-szintetaz (gs) €s a glutation-reduktaz (gr) enzimet kodol6
gének expresszios valtozasait.



3. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

3.1 Az aflatoxin Bi és szterigmatocisztin altalanos jellemzo6i

A mikotoxinok egyes fonalas gombak altal termelt masodlagos anyagcsere-termékek
(Alshannaqg és Yu, 2017), amelyek élelmiszer- és takarmanybiztonsagi szempontbol
globélis problémat jelentenek, ugyanis azok a vildg gabonatermelésenek kozel 25%-at
szennyezik, és az aflatoxinok a pozitiv mintak 37,6%-ban kimutathatok (Andrade és
Caldas, 2015). A legutdbbi BIOMIN World Mycotoxin Survey felmérés szerint az
aflatoxin-szennyezettség Europaban 2019-ben, a keveréktakarmanyokban 8% (a
pozitiv mintak atlaga 10 ug/kg), mig a gabonafélékben 21% (a pozitiv mintak atlaga 2
pg/kg) volt (BIOMIN 2019).

Az aflatoxinokat és a STC-t termel6 Aspergillus penészek szdméara a meleg és paras
éghajlati viszonyok, igy Latin-Amerika, Azsia és Ausztralia egyes teriiletei az
idealisak. A globalis felmelegedés kdvetkeztében ugyanakkor Dél- és Kozép-
Eurdpaban is megjelentek a toxinogén, azaz mikotoxin termelésre képes torzsek
(Miraglia et al., 2009; Dobolyi et al., 2013; Battilani et al., 2016; Dobolyi et al., 2021).
Az aflatoxinok elsédleges forrasainak az A. parasiticus, A. flavus és A. nominus fajok
toxinogén torzseit tekintik, de emellett mas Aspergillus és Emericella fajok is
termelhetik (Kumar et al., 2017). Rank és mtsai. (2011) vizsgalatuk eredményei
alapjan 55 olyan penészgombafajt neveztek meg, amelyek képesek a STC
bioszintézisére, tobbek kodzott olyan nemzetségek koziul, mint az Emericella, az
Aspergillus, a Chaetomium, a Botryothrichum és a Humicola. Bioszintézise alapjan a
STC az AFB: egyik eléanyaganak tekinthet6, de bizonyos peneszgomba fajokban,
mint pl. az A. nidulans vagy az A. versicolor nem megy végbe a szterigmatocisztin O-
metil-szterigmatocisztinné torténé atalakitasa, vagyis tovabbi bioszintézis az AFB:
irdnyaba, a konverzidhoz szlikséges specifikus metil-transzferazt kodold gének hianya
miatt (Yabe et al., 1989), ezért ezek a fajok tekintheték a STC elsédleges forrasainak
(Yuetal., 2004).

Az aflatoxin bioszintézisében megkdozelitdleg 30 gén vesz részt, amelyek az A. flavus
és A. parasiticus fajok genomjaban egy 75 kb méretli génklaszterben talalhatoak (Yu
2012), mig a szterigmatocisztin termelésért elsddlegesen felelds A. nidulans nukleotid
szekvencigjanak feltarasa eredményeként 25, az aflatoxin génklaszterrel homolog,
gént irtak le (Ehrlich 2009, Caceres et al., 2020). Az aflatoxin bioszintézisért felelds
génklasztert kifinomultan szabalyozzdk mind helyi (aflR és aflS), mind globalis
(Velvet complex) szabalyozd elemek (Peles et al., 2019). Kornyezeti tényezok, igy
példaul a szén- és nitrogénforrasok elérhetésége, a valtozo pH, a hdmérséklet és a
fényviszonyok, valamint a gombasejtek redox statuszanak valtozasai mind
befolyasoljak az aflatoxin termelést (Kulcsar et al., 2019, Caceres et al., 2020).

Az aflatoxinok szubsztitualt kumarin szarmazékok, amelyek kozeé jelenleg tébb mint
20 vegyulet sorolhatd. Toxikologiai szempontbdl ezek koziil a legfontosabbak a By,
G1 és My, amelyek kémiai szerkezetiiket tekintve dihidro-furanofuranok és erdsen
toxikusak, mig a tetrahidro-furanofuranok kozé tartozé B., Gz és M. gyakorlatilag nem
mérgezbek (Bbosa et al., 2013a) (1. abra). A STC kémiailag egy szubsztitualt
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antrakinon alapvazhoz kapcsoldédd bisz-dihidrofuran gytrit tartalmazéd vegyiilet,
amelynek biologiai aktivitaséért a bisz-dihidrofuran gytriiben 1évé 1,2 telitetlen
kettoskotés a felelds (Terao 1983).

H4CO Q
aflatoxin M1

Ha GO G H
aflatoxin B1

HaCO o HaCO 0 H1CO 0
aflatoxin B2 aflatoxin G2 aflatoxin M2

H,CO

szterigmatocisztin

1. abra: A jelentésebb aflatoxinok és a szterigmatocisztin szerkezeti képlete

Az aflatoxinok leggyakrabban gabonafélékben (kukorica, cirok, rizs, &rpa és zab),
olajos magvakban (sz6ja, foldimogyord, gyapotmag, diofélék, pisztacia, mandula,
mogyoro), valamint szaritott gytiimolcsokben és kiilonb6z6 fiiszerekben fordulnak elé
(Rushing és Selim, 2019). A takarmanyok maximalis AFB:1 mennyiségét az
574/2011/EU rendelet szabalyozza, amely takarmany-alapanyagokra vonatkozdan 20
ug/kg takarmany értéket hatarozott meg. Az élelmiszerek és a takarmanyok STC-
tartalmardl jelenleg kevés adat all rendelkezésre (Scudamore et al., 1997), annak
mennyiségét az Eurdpai Unié sem a takarmanyokban, sem az élelmiszerekben még
ajanlati (hatar)értékszinten sem szabalyozza (EFSA 2013). El6fordulasat tekintve
megtalalhaté gabonafélékben és gabona alapu termékekben, tovabba az élelmiszerek
koziil a z6ld kavébabban, egyes fliiszerekben, diofélékben és a sdrben, valamint a
sajtok feluletén az éres és tarolas soran (Battilani et al., 2009; Versilovskis et al., 2010).



3.1.1 Az aflatoxin Bi és a szterigmatocisztin toxikokinetikai jellemzoi

A gazdasagi allatok a mikotoxinokat elsésorban a szennyezett takarmannyal veszik
fel, de felszivodhatnak a bérrel vald kozvetlen érintkezés kovetkeztében is, ahol lokalis
gyulladast eredményeznek (Kemppainen 1988, Doi es Uetsuka 2014). Ezenfelll, a
mikotoxinokat és gombasporakat tartalmazd por belégzése réveén az allatok tiidejeben
is kialakulhatnak gyulladasok (Carvajal-Moreno, 2015).

Az aflatoxinok zsirban jol oldédé molekuldk, ezért konnyen, az expozicio helyén,
altalaban a gyomor-bél traktusbol, elsésorban a vékonybélbdl, leghatékonyabban a
duodenumbdl, passziv diffuzié révén szivodnak fel, de a tiidé alveolusokon keresztiil
is bejuthatnak a véraramba (Kumagai, 1989; Agag 2004; Bbosa et al., 2013a). Pettyes
harcsanal (Ictalurus punctatus) példaul kimutattak, hogy az AFB; a kezelés utan 4
oraval volt a legnagyobb mennyiségben jelen a vérben, de plazmafehérjékhez erésen
kotott allapotban (Plakas et al., 1991). Egy, tojotyukokkal végzett, vizsgalatban pedig
a takarmannyal felvett AFB1 mennyiségének csak 28%-at sikerlilt visszanyerni az elsé
24 Ora alatt (Sawhney et al., 1973). Az AFB: biologiai felezési ideje hosszu,
patk&nyban 53-63 ora, az alkalmazott dozistdl fiiggben (Firmin et al., 2010). Wong és
Hsieh (1980) egerekkel, patkanyokkal és majmokkal végzett vizsgalataik alapjan azt
allapitottdk meg, hogy intravénas kezelést kovetden az AFB; kivalasztasa az els6 24
oraban igen hatékony.

Az aflatoxintol eltér6 kémiai tulajdonsagai miatt a STC csak viszonylag Kkis
hatékonysdggal szivodik fel a belcsatornabdl (Steyn es Thiel, 1976). Egy,
patkanyokkal végzett, kisérlet soran, a kezelést kovetden 3 Graval volt kimutathatd a
vérbol (Wang et al., 1991). Az STC biologiai felezési ideje rovid, minddssze 30 perc
(Wang et al., 1991).

Az éllati szervezetben az AFB;-t els6sorban a xenobiotikum transzformécio fazis I.
enzimek (pl. a vegyes funkci6éju oxidazok: a citokrom P450 enzimcsalad [CYP])
alakitjék &t epoxidacios, hidroxilacios és demetilacios folyamatok soran (Rodriguez-
Cervantes et al., 2010). Lazacfélékben alapvetéen a CYP2K1 izoenzim katalizalja az
AFB1 transzformécidjat (Williams és Buhler, 1983; Yang et al., 2000), mig
emldsokben ugyanezért a CYP1A2 vagy a CYP3A4 a felelos a szervezetbe keriilt
mennyiségtol fliggden (Bbosa et al., 2013b). Az AFB: epoxidacioja soran keletkezd
AFBi-exo és AFBi-endo 8,9 epoxid sztereoizomerek kozil az exo forma
megkozelitéleg 1000-szer toxikusabb (lyer et al., 1994). Az epoxid forma instabil
intermedier (t2 ~ 0,5 s), amely ugyanakkor nagy affinitassal képez DNS-, RNS-
valamint fehérjeadduktokat (Eaton et al., 1994, Monson et al., 2015). Az epoxidacio
hatékonysaga, valamint az AFB1 metabolizmusa azonban az egyes allatfajok, illetve
még az azonos fajhoz tartozo egyedek kozétt is jelentds eltérést mutat (Dohnal et al.,
2014).

A szervezet xenobiotikum transzformaldé enzimrendszere révén egyéb aflatoxin
metabolitok is létrejohetnek hidroxilacio utjan, igy példaul aflatoxin Py, aflatoxin Qx,
valamint aflatoxin M1 és M2 (Rushing és Selim 2019), amelyek akut toxicitasa és
mutagén potencialja alacsonyabb az alapvegyuletnél (Hsieh et al., 1974; Stoloff et al.,
1972). Az AFM rakkelt6 hatasa szivarvanyos pisztrangban (Oncorhynchus mykiss)
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példaul az AFB1-hez viszonyitva kisebb, annak kb. 30%-a (Sinnhuber et al., 1974),
mig az AFQ: csupan csak 1%-a (Hendricks et al., 1980). Az aflatoxikol (AFL)
elsésorban a mdj citoszol frakcidjaban talalhatd, amely NADPH reduktdz hatasara
képz6dik (Lozano és Diaz, 2006; Partanen et al., 2010; Salhab és Edwards, 1977,
Schoenhard et al., 1976). Ragcsalokkal ellentétben a halak gyorsan képesek az AFB:-
t AFL-I4, alakitani (Salhab és Edwards, 1977). Ennek rakkelt6 hatasa megkozelit6leg
az AFB;1 50%-a volt egy, a lazacfélék csaladjaba tartozd fajjal végzett kisérletben
(Schoenhard et al., 1981), mig mutagén pontencialja, in vitro, 70%-a volt a kiindulasi
vegyuletnek (Coulombe et al., 1982). Az AFL tehat nem tekintheté detoxifikacios
utvonalnak, hiszen azonfelll, hogy DNS-addukt képzé aktivitassal rendelkezik
(Loveland et al., 1988), a mikroszomalis dehidrogenaz enzim hatasara visszaalakulhat
AFB1-gyé, ezéltal ndvelve annak bioldgiai felezési idejét (Kumagai et al., 1983;
Partanen et al., 2010; Wong et al., 1979; Chung et al., 1985).

Az STC szervezetben torténé metabolizmusarol jelenleg kevés adattal rendelkeziink.
Az AFB:-hez hasonldan a STC-bdl is aktiv epoxid keletkezik egy, a CYP3A4 altal
katalizalt folyamat soran (Yamazaki et al., 1995), amely ezt koveten reakcidba lép a
DNS egy guaninbazisaval és 1,2-dihidro-2-(N7-guanil)-1-hidroxi-STC adduktot hoz
létre (Essigmann et al., 1979). A STC in vitro metabolizmusat rekombinans human
CYP enzimekkel (CYP1A1, 1A2, 2A6, 2A13, és 3A4) vizsgaltak, amelynek soran
harom kiilonb6z6 metabolitot talaltak, de ezek kémiai strukturajat egyértelmiien eddig
még nem tisztaztak (Cabaret et al., 2010, 2011). Pfeiffer és mtsai. (2014) azt kozolték,
hogy patkany és human maj mikroszomak tulnyomorészt katekol-9-hidroxi-STC-t
alakitanak ki az aromas gylri hidroxilacidjan keresztiil. A metabolitok koziil STC-
1,2-oxidot nem, STC-1,2-dihidrodiolt is csak kis mennyiségben tudtak izolalni.
Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az aromas gyurl
hidroxilacioja — amely igy egy katekolt hoz létre —a STC oxidativ metabolizmuséban
egy ujszerl, de jelentds tvonalnak tekinthetd.

A mikotoxinok a xenobiotikum transzforméacio fazis Il. enzimek (pl. glutation-S-
transzferazok [GST] vagy UDP-glikuronil-transzferdz) hatdsara konjugacid
(glutation-, glilkuronsav- sth.) révén részben az epével (Dohnal et al., 2014), majd ezt
kovetden a bélséarral, valamint a vizelettel, illetve halak és madarak esetében az
urtilékkel tavoznak (Santacroce et al., 2008; Yunus et al., 2011). Szakirodalmi adatok
alapjan a halak szervezetében az AFB: transzformécids és konjugacios utvonalai
kozul, a ragcsalokkal ellentétben, a gliikuronidacio jelenti a fazis II. f6 utvonalat
(Degen és Neuman 1978). Szivarvanyos pisztrangban, eziistlazacban (Oncorhynchus
kisutch) és zebradanioban (Danio rerio) az AFM: és AFL: foéképp glikuronid
konjugatumkeént drilnek az epén, majd az Uriléken keresztul (Loveland et al., 1984;
Troxel et al., 1997).

Az AFB:-hez hasonl6an a STC esetében is a f6 metabolikus Gtvonal a gliikuronidacio,
amelynek soran a kiindulasi vegytlet és a hidroxilalt metabolitok részben az epével,
részben a vizelettel Urtilnek (Thiel és Steyn, 1973; Steyn és Thiel, 1976; Fushimi et
al.,, 2014; Viegas et al., 2018). Cabaret és mtsai. (2010, 2011) két tovabbi
konjugatumot is azonositottak, a monohidroxilezett STC monoglikuronidjat, illetve
annak monoszulfatjat.



3.1.2 Az aflatoxin B; és a szterigmatocisztin hatasai az allati szervezetre
(toxikodindmiai jellemzok)

A mikotoxinok, igy az AFB:1 és a STC, hatasait szamos tényez6 befolyasolja, igy
példaul az adott allat faja, fajtaja, ivara, kora, egészségi allapota, takarmanyozasi és
tartasi korilményei, tovabba a mikotoxin expozicié mértéke, illetve annak hossza, de
hatassal van ra mas mikotoxinok vagy farmakoldgiailag aktiv hatéanyagok jelenléte is
(Zain 2011). A kiilonboz6 allatfajoknal jelent6s kiilonbséget mutattak ki a
mikotoxinok felszivodasanak mertékében, azok szervezeten belili eloszlasaban,
metabolizmusaban és kivalasztaséban is (Dohnal et al., 2014, Monson et al., 2015). Az
egyes gazdasagi allatfajok érzékenysége az AFB1-re a kovetkez6 sorrendben irhato le:
baromfifajok>halfajok>sertés>kérodzok (Rawal et al., 2010). Az eddig vizsgalt
halfajok kozott pedig az érzekenységi rangsor: szivarvanyos pisztrang>szinyogirtd
fogasponty>ezistlazac>pettyes harcsa>indiai ponty>nilusi tilapia (Santacroce et al.,
2008). Az egyes halfajok kozotti kulonbségek az érzékenység tekintetében
nagymértékiiek, amely feltételezhetéen az AFB: metabolizmusaban részt vevo
enzimek aktivitasbeli és génexpresszios kiillonbségeibdl fakadnak, amelynek
kovetkeztében felborulhat a biotranszformécio fazis 1. és fazis Il. kozotti egyensuly
(Santacroce et al., 2008).

Halaknal az AFB;i-re vonatkozoan a szakirodalomban tébb LDsg érték is talalhatd
(Santacroce et al., 2008). igy példaul az AFB; per os LDso értéke szivarvanyos
pisztrang esetében 0,5 mg AFBi/kg testtdmeg (ttm), intraperitoneélis kezelést
kovet6en pedig 0,81 mg AFB1/kg ttm (Bauer et al., 1969, Lovell 1989). A szlnyogirtd
fogasponty (Gambusia affinis) LCso értéke hasonldan alacsony, minddssze 681 ug
AFB1/l (McKean et al., 2006). Az AFB: LDso értéke pettyes harcsa esetében,
intraperitonedlis kezelést, valamint 10 napos kitettséget kovetéen 11,5 mg AFB1/kg
ttm (Jantrarotai és Lovell 1990) mig az indiai ponty (Labeo rohita) esetében szintén
intraperitonealis kezelést és 10 napos expoziciot kovetden 12,6 mg AFB1/kg ttm volt
(Sahoo et al., 2003). A STC esetében két halfajra, pontyra (Cyprinus carpio) és
zebradanidra vonatkozdan &llnak rendelkezésre adatok, ahol az el6bbi esetében LDsg
értékként 211 pg STC/kg takarmany koncentréaciét (Pietsch, 2015), mig utdbbi
esetében LCso értékként 240 g/l koncentracidt adtak meg (Abedi és Scott 1969).

Az aflatoxinok, valamint a STC olyan szubkronikus és szubklinikai tineteket idéznek
elé gazdasagi Aallatoknal, mint példaul csokkent takarményfelvétel, takarmany-
visszautasitas, a taplaléanyagok csokkent felszivodasa és ertékestilése. Emiatt csokken
a tej-, a hus-, és a tojastermelés, valamint az egyes fert6zé betegségekkel szembeni
ellenalloképesség (EFSA 2013; Peles et al., 2019). Aflatoxikozis, valamint STC
mérgezes esetén Klinikai tlinetként megjelenhet hanyéas, véres hasmeneés, gorcs,
tiid6odéma, valamint az immunvéalasz csokkenése, tovabba halaknal anémia, romlo
spermamindség és emiatt csokkent termekenyulés (Bbosa et al., 2013a, EFSA 2013,
Santacroce et al., 2008).

Az aflatoxinok és a STC halakra kifejtett hatdsait vizsgald tanulmanyok szama
korlatozott, bar az AFB:-r6l, mas mikotoxinokkal 6sszehasonlitva, mar szamos
ismerettel rendelkeziink (Anater et al., 2016, Marijani et al., 2019).



Az aflatoxikozis elsé jelei halaknal a halvany kopoltydk, majkarosodas, gyenge
novekedési Utem és immunszuppresszio (Jantrarotai és Lovell 1990, Sahoo és
Mukherjee 2001, Ahn Tuan et al., 2002, Akter et al., 2010). Svobodova és mtsai.
(1982) arrdl szémoltak be, hogy AFBi-gyel 20-200 pg/kg dozisban szennyezett
takarmany etetése nem volt hatdssal a taplaléanyag, azon belil a fehérje,
hasznosulasara és értékesulésére. Ezzel szemben 100 pg AFB1/kg takarmany dozissal,
15-30 napig kezelt ponty ivadékok névekedési paraméterei szignifikans mértékben
csokkentek (Akter et al., 2010). Pettyes harcsa és nilusi tilapia (Oreochromis niloticus)
esetében az AFB: magasabb koncentracioja (1,88-100 mg/kg takarmany) szintén
csokkentette a ndvekedés mértékét (Jantrarotai és Lovell 1990, Chavez-Sanches et al.,
1994, Ahn Tuan et al., 2002, Encarnacao et al., 2009), mig alacsonyabb
koncentraciondl (0,16 mg/kg takarmany) 7 hetes kezelést kovetden nem tapasztaltak
ilyen hatast (Manning et al., 2011). Ugyanakkor amur (Ctenopharyngodon idella)
ivadékok esetében is megfigyeltek gyenge ndvekedési teljesitményt, illetve
deformaciokat 60 napig tarto AFB:1 kezelést kovetden (Zeng et al., 2019). Az egyes
halfajok eltérd reakcioi dsszefiiggésben allhatnak a viz hdmérsékletének hatasaként a
tényleges metabolikus sebességgel, valamint ennek kovetkeztében az AFB:
metabolizmusaban mutatkozo6 kiilonbséggel, ebbe beleértve az eltérd toxicitasi AFB:1
metabolitok képzédését is (Ngethe et al., 1993, Santacroce et al., 2008). A vizsgalt
halfajok kozil a szivarvanyos pisztrang tiinik a leginkabb érzékenynek mind az AFBy,
mind pedig a STC irant, mivel mér 0,4 ug AFB1/kg takarmany koncentracio esetén
14%-kal n6tt a tumor, elsdsorban a majtumor, képzodés valoszintisége (Marijani et al.,
2019). Erdekes, hogy a DNS-addukt képzédés szintje zebradanioban 4x, mig
ezustlazachan 18x alacsonyabb volt az érzékeny szivarvanyos pisztranghoz
viszonyitva (Troxel et al., 1997; Bailey et al., 1988). Az AFB; mutagén potencialjat
jelezheti ponty vese sejtekre és eritrocitakra Kifejtett negativ hatasa is (Al-Sabti 1986).
Ezen felll, He és mtsai. (2010) az AFB; toxikus hatésait irtak le primer ponty
majsejtekre 0,01 pg/ml koncentréaciéban, in vitro modellben. In vivo azonban 2 mg
AFB1/kg dbzissal szennyezett takarmany még nem idézett el6 majkarosodast, de
nagyobb doézisok (20-200 mg/kg) hatdsara mar korszovettani elvaltozasokat, igy
példaul maj disztrofiat figyeltek meg (Svobodova és Piskac 1980). Nilusi tilapianal
100 mg AFBy/kg takarmany dozis esetén sulyos majnekrozist talaltak (Ahn Tuan et
al., 2002), mig szivarvanyos pisztrang esetében az AFBi-gyel természetes Uton
szennyezett takarmany etetését kovetéen a majtumor eléfordulasnak gyakorisaga is
nott (Ashley, 1970).

A STC halakra kifejtett karos hatasairdl jelenleg kevés adat all rendelkezésre.
Abdelhamid (1988) csokkent novekedést és izomfehérje tartalmat figyelt meg
pontyban 3 hetes etetési Kisérletet kdvetéen, amikor a halakat 0, 10, 50, 250 és 1250
Hg STC/kg mesterségesen szennyezett takarmanyokkal etettek. A STC rakkeltének
bizonyult szivarvanyos pisztrang embridkon 0,5 pg STC/lI koncentracioju vizes
szuszpenzioban valé 14 napos inkubacio soran (Hendricks et al., 1980). Nilusi
tilapianal STC-nel 1,6 ug/kg ttm dozissal szennyezett takarmany etetését kovetden
sOtétebb borszint, kiegyensulyozatlan Uszést, valamint a szennyezett takarmanyt
fogyasztd halak kozott 25%-os mortalitast figyeltek meg. Az elhullott halak
kopoltyGjan hiperplasiat, 6démat és vérzéseket taldltak (Mahrous et al., 2006).
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Ugyanezen halfajnal, Abdel-Wahhab és mtsai. (2005) 1,6 pg STC/kg ttm dozis esetén
megnovekedett szamu kromoszdéma-rendellenesseget figyeltek meg a vesében.

Az allati szervezetben AFB1-mérgezés esetén a maj, mig STC-mérgezés esetén a maj
és a vese a leginkabb érintett szervek (Bbosa et al., 2013b, Purchase és van der Watt,
1969). Az AFB;: a majban nekrotikus elvaltozasokat, az epevezeték proliferaciojat,
ennek kovetkezteben icterust, valamint vérzéseket idéz el6 (Dalvi 1986). A STC a
majban degenerativ elvaltozasokat és elhalast okoz a kezelés modjatol fiiggden.
Egerekben intraperitonedlis kezelést kovetden el@szor a periportalis zonaban
figyelhet6k meg elvaltozasok, mig per os kezelt allatok esetében az elvéltozasok a
centralis véna kornyékén voltak megfigyelhetok. A vesében a vérerek hyalinos
degeneracioja és veérzések, valamint elhalas jelentkezett. A fiatal allatok altalaban
érzékenyebbek az AFB;1- és STC-toxikdzisra, mint kifejlett tarsaik (Fujii et al., 1976).
Inhalécidt kdvetben a tiidoben nem specifikus, de stlyos gyulladasos valaszreakciot
figyeltek meg egérben (Miller et al., 2010).

Amint arra kordbban mar utaltam, a szervezetben a CYP enzimrendszer altal katalizalt
metabolizaciojuk sordn az AFB; és STC molekuldbol aktiv epoxidok keletkeznek,
amelyek szerkezetiikb6l adoddan igen reaktivak ¢és képesek a kiilonbozd
makromolekuldkkal, igy a fehérjékkel, a nukleinsavakkal és a foszfolipidekkel
reakcioba lépni, ennek révén genetikai, metabolikus, jelatviteli és sejtszerkezeti
valtozasokat indukalva (Bbosa et al., 2013b, Benkerroum 2020). Ezek a reaktiv
epoxidok gatoljak a DNS, az RNS, valamint a fehérjeszintézist, utébbit az iniciécid, a
transzkripcid és a transzlacié szintjén egyarant (McLean és Dutton, 1995; Bbosa et al.,
2013b).

A fehérjeszintézis gatlasa direkt, vagy indirekt médon megakadalyozza az
immunsejtek proliferacidjat/differencialodasat, illetve megzavarja a lymphoid és
vérképz6 szovetek mikodését (Oswald et al., 2005), ezaltal az AFB;1 egyarant lehet
immunstimulans vagy immunszuppressziv vegyilet (Benkerroum 2020), ugyanakkor
szakirodalmi adatok alapjan a STC-nek is lehet k&ros immunmoduléans hatdsa (EFSA
2013). A hatés ugyanakkor fiigg az expozicié hosszatdl, illetve az alkalmazott dézistol.
Valtchev és mtsai. (2015) példaul megallapitottak, hogy alacsony dézis és révid ideig
torténd expozicio stimuldlja az immunrendszert, mig a hosszabb ideig tartdé nagyobb
ddzisnak valo kitettség immunszuppressziv hatasd. Az AFB; toxikus hatasai kozul a
hepatokarcinogenitas mellett az immuntoxicitast tartjadk a legjelent6sebbnek. Az
immunrendszerre Kifejtett hatdst szivarvanyos pisztrangban, indiai pontyban,
pontyban és amurban is leirtak (Sahoo és Mukherjee, 2001, Bitsayah et al., 2018, Zeng
et al., 2019). Szivarvanyos pisztranggal végzett kisérletben a szekunder antitest valasz
megvaltozasat (Arkossh és Kaattari, 1987), valamint csokkent limfocita proliferaciot
(Ottinger és Kaattari 1998) tapasztaltak. Indiai pontyban, intraperitonealis kezelést
kovetden, csokkent vérplazma fehérje, valamint immunglobulin szintet mértek (Sahoo
és Mukherjee, 2001). Emellett pontyban csokkent lizozim aktivitast és immunglobulin
tartalmat figyeltek meg a vérben (Bitsayah et al., 2018). Amurban is megfigyelték az
immunszervek szerkezeti integritdsdnak megvaltozasat (Zeng et al., 2019). Az AFB;
mellett a STC karos immunmodulans hatasa is feltételezhetd, ugyanis megallapitottak,
hogy in vitro modellekben géatolta az interleukin (IL)-12 génexpressziot, valamint
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befolyasolta az IL-2, az interferon-y és az IL-4 termelést (Xing et al., 2005). In vivo
egérmodellben viszont nagydézisu toxinkezelést kovetden a periférids mononukledris
sejteket vizsgalva az immuntoleranciat és immunmodulaciot szabalyozé FoxP3+ T-
sejtek aranya szignifikans mértékben nétt (Liu et al., 2012), Egy masik vizsgalatban
pedig mar egyszeri kezelés hatdséra is csdkkent a proinflammatorikus tumor nekrozis
faktor-a (TNF a), de nétt az ugyancsak proinflammatorikus IL-6-szintje (Zhang et al.,
2012).

Farkasstigérrel (Dicentrarchus labrax) végzett kisérletben kimutattdk, hogy AFB;-
gyel szennyezett takarmany etetésének hatasara az llatok szokatlan Uszasi mintakat
mutattak, amelyet az egyensuly elvesztésével hoztak Osszefliggésbe (El-Sayed és
Khalil, 2009). Egy Dél-Amerikaban honos harcsaféelénél (Bagrus bajad) az AFB1-gyel
szennyezett takarmany etetésének hatasara hiperlokomaécio-t figyeltek meg, vagyis az
amely a vér-agy gat karosodasaval és a halak agyaban talalhatd neurotranszmitterek
mennyiségének és aranyanak valtozéasaval jard rendellenesség (Baldissera et al.,
2018). Zebradanio larvaknal szintén megfigyeltek AFB; kezelés hatasara a neuronalis
aktivitasért és a neurogenezisért felelés gének expresszios valtozasait (Wu et al.,
2019). Ezek alapjan az AFB1 neurotoxikus hatasa egyértelmiinek tiinik.

In vitro modellben, primer vesehamsejtekben, a STC teljes mértékben gatolta a
mitozist, tovabba a sejtek 100%-aban elvaltozasokat idézett el6 a sejtmagban, mar 24
oraval a kezelést koveten (Engelbrecht és Altenkirk, 1972). Xing és mtsai. (2011) a
STC hatasat human gyomorhéamsejteken (gastric epithelium cells GES-1) vizsgaltak
in vitro. Ugy talaltdk, hogy a STC gatolta a GES-1 sejtek osztddasat annak G2
fazisadban (Xing et al., 2011). Hasonlé megfigyelést tettek Huang és mtsai. (2014) is
human tiidésejtek vizsgalatakor. Ezek alapjan a STC mitdzisgatld hatasa egyértelmiien
feltételezhetd. Az AFB1-8,9-epoxid erds bioldgiai aktivitdsa kovetkeztében a
sejtciklus barmelyik szakaszat képes befolyasolni (Bbosa et al., 2013b). igy példaul
kimutattak, hogy az AFB: indukalja a G2/M fazis leallasat brojlercsirkék éhbelében in
vivo; vesesejtekben pedig a GO/G1 fazis; human sejtvonalakban pedig az S fazis
leallasat (Li et al., 2019).

A szervezetben az AFB; és STC CYP enzimrendszer altal katalizalt metabolizacioja
soran létrejovo aktiv epoxidok azok, amelyek azok genotoxikus hatasaiért felelsek,
reakcioba lépnek a DNS egy guaninbazisaval, de amig az AFB; esetében egy transz-
8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9-hidroxi-AFB1 addukt, addig a STC esetében egy 1,2-
dihidro-2-(N7-guanil)-1-hidroxi-STC addukt jon létre (Wild és Turner 2002,
Essigmann et al., 1979). Az AFB: addukt jellemzdéen (60-80%-ban) foképp a
p53/PT53 tumorszupresszor gén 249. kodonjan hoz létre G-T transzverziot, vagy
ritkabban G-A tranziciét (Smith eés Groopman 2018; Coskun et al., 2019). Az ennek
kovetkeztében 1étrejovo fehérje nem képes a DNS-molekulakhoz kotédni, igy elvesziti
transzaktivacios képességét szamos olyan p53-fiiggé génpromoter felé, amelyek
kulonfele Iétfontossdgu sejtfunkciokért felelések, ebbe beleértve a sejtciklus
leallitasat, az oregedést és az apoptdzist, ami tumorképzddéshez vezethet (Mello és
Attardi 2018; Abbas és Dutta 2009). A STC genotoxikus hatasa — DNS-addukt, illetve
tumorképzddés — a kiillonbozo vizsgalt sejtvonalakban hozzavetblegesen csak 0,1—
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10% meértékben kovetkezett be az AFBi-hez viszonyitva. Az eltérés a STC kémiai
szerkezetébdl adodik, ugyanis fenolos csoportot is tartalmaz, ami eldsegiti a
bioszintetikus konjugécidjat (pl. glutationnal), és ennek révén gyorsabb eliminaciot
tesz lehetdvé még mieldtt az aktiv epoxidok kialakulnanak (Olson és Chu 1993).
Kisérleti modellekben a STC kromoszémaaberréciokat, valamint testvérkromatida-
cserét indukal (Curry et al., 1984, Ueda et al., 1984), tovabba azt is megfigyelték, hogy
mind baktérium-, mind emléssejtekben mutagén hatasa (Baertschi et al., 1989; Noda
etal., 1981).

In vitro kisérletekben, csirke lépben, AFB;: hatdsara, nekrotikusan elhalt sejteket
talaltak (Peng et al., 2014), de apoptozist is megfigyeltek brojlercsirkék thymusaban
és Bursa Fabricii-jében (Peng et al., 2016, Chen et al., 2014), mig STC-nel végzett
kezelést kovetden human tiidé sejtvonalakban és limfocitakban szitén megfigyeltek
apoptozist (Sun et al., 2002; Cui et al., 2017).

3.2 Az oxidativ stressz kialakulasa, befolyasolasa, hatasa és molekularis
jellemzoi

A reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) olyan gyokok vagy molekuldk, amelyek egy
vagy tobb oxigénatomja kiils6 elektronhéjan egy vagy tobb parositatlan elektront vagy
antiparallel spinekkel rendelkezd elektront tartalmaz, amelynek kovetkeztében igen
reaktivak (Halliwell 2006). A ROS kiils6, exogén tényez6k hatasara, mint példaul az
ionizald-, az UV-sugarzés, a magas homérséklet vagy kiilonbozé xenobiotikumok,
tovabba egyes élettani folyamatok soran egyarant képzédhetnek (Halliwell 1991).
llyen élettani folyamatok példaul bizonyos enzimatikus folyamatok, igy a
mitokondrialis 1égzési lanc, amelynek soran az elektrontranszportlanchol felszabaduld
elektronok kdlcsonhatasba lépnek a molekuléaris oxigénnel, de szamos egyéb
enzimatikus folyamat, mint a xantin-oxidadz, a ciklooxigenazok, a CYP és a
lipoxigenazok fiziologias miikodése soran is keletkeznek ROS vegyiletek (Finkel
2011). Ezenfellll keletkeznek a kornyezeti patogének elleni védekezés sorén is, az
immunrendszer miikodése kovetkeztében, a polimorf nukleéaris granulocitak
ugynevezett ,,respiratory/oxidative burst” mechanizmusa révén, tovabba a nitrogén-
oxid szintdz (NOS) miikodése soran is (Bhattacharyya et al., 2014). Nélkuldzhetetlen
szerepiik van ugyanakkor bizonyos jelatviteli utvonalak aktivalasaban, igy példaul az
apoptdzisban, a nekrdzisban, a sejtek ndvekedésében és az immunrendszer megfeleld
mitkodésében (Yang et al., 2013; Zuo et al., 2015). Reaktivitdsuk miatt ugyanakkor
fontos a ROS vegyuletek mennyiségének fiziologids szinten tartdsa, amelyért a
bioldgiai antioxidans védelmi rendszer felel. Amennyiben ez nem lehetséges, akar
fokozott ROS képzddés, akar az antioxidans védelmi rendszer csokkent aktivitasa
kovetkeztében, akkor feloomlik a redox egyensuly és oxidativ stressz alakul ki (Sies
1991).

Az oxidativ stressz a szervezet barmely makromolekuldjat (DNS, RNS, fehérjék,
lipidek) képes karositani (Cross et al., 1987). A sejt és a sejtorganellum membranokat
alkotd foszfolipid kettdsrétegben nagy mennyiségben megtalalhatd tobbszordsen
telitetlen zsirsavak (PUFA) kiemelten érzékenyek a (per)oxidativ karosodasokra,
amelynek eredményeként a biologiai membranok elvesztik fluiditasukat,
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integritasukat és megnd permeabilitasuk (Gutteridge és Halliwell 1990). A DNS
oxidativ kérosodasa sordn a reaktiv oxigengyokok Kkarositjak a purin és
pirimidinbazisokat, valamint a dezoxiribozt, amely egy vagy kettOs szaltorést, a
bazisok modosulasat, a dezoxirib6z mddosulasat, valamint DNS-feheérje
keresztkotések kialakulasat eredményezheti (Klaunig et al., 2011). Ezenkivil a lipidek
peroxidativ karosodasanak eredményeként Ilétrejové metabolitok, mint pl. a
malondialdehid (MDA) vagy a 4-hidroxi-2-nonenal, és azok exociklusos DNS-
adduktjai hatasara pontmutéciok (inszercid, delécio) alakulnak ki (Kawai és Nuka,
2018). Az RNS-eket a DNS-hez hasonloan szintén érhetik oxidativ karosodasok,
amelynek eredményeként keresztkdtések alakulnak ki, valamint szaltorés és a bazisok
modosulasa kovetkezik be. Az RNS foleg egyszali bazisait nem védik
hidrogénkotések vagy specifikus fehérjék, ezért hajlamosabbak az oxidativ
karosodasra, amely hatéssal lehet az RNS lanc integritasara, emiatt a fehérjeszintézisre
és végeredmenyben a sejtek mitkodésére. Bar az RNS oxidacidja nem olyan végzetes,
mint a genomi mutaciok, ennek ellenére szamos olyan neurodegenerativ korképpel
hoztak ezeket is dsszefliggésbe, mint példaul a Parkinson- vagy az Alzheimer-kor (Liu
et al., 2020). A fehérjék (per)oxidacioja torténhet a reaktiv oxigéngyokokkel valo
kozvetlen reakcid, vagy az oxidativ stressz hatdsara kialakul6 masodlagos
melléktermékekkel - pl. MDA - val6 indirekt reakcid sordn (Uchida et al., 1997). A
ROS hatéséara oxidalédhatnak az aminosav oldallancok vagy a fehérje vaz (Weismann
et al., 2011), amely a fehérje fragmentalodasat vagy fehérje keresztkotések
kialakulasat eredményezheti. Az egyes aminosavak kozll a cisztein és metionin a
legérzékenyebbek az oxidativ kdrosodasokra a bennik talalhatd szulfhidril csoport
miatt. A fehérjék oxidativ karosodasa kovetkeztében megvaltozhat azok fizikai és
kémiai tulajdonsagai, beleértve a konformaciot, a szerkezetet, az oldhatdsagot, a
proteolizisre val6 hajlamot, tovabba az enzimaktivitast (Zhang et al., 2013).

Az oxidativ stressz mértékétol fliggden, a ROS képz6dés hatasara a sejtben kiilonb6zo
redox-érzékeny transzkripcids Utvonalak aktivalodhatnak, amelyeket az ugynevezett
hierarchikus oxidativ stressz modellel jellemeztek (Gloire et al., 2006; Araujo és Nel
2009).

3.2.1 Az alacsony szintii oxidativ stressz dltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

A hierarchikus oxidativ stressz modell szerint mérsékelt oxidativ stressz hatésara az
antioxidans (SOD, CAT, GPx) és a detoxifikacios enzimek indukalédnak (2. abra).
Ennek hatterében az ugynevezett Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) -
Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) - Antioxidans valaszelem (ARE) utvonal
indukalodéasa all. Az Nrf2 egy, a sejtekben konstitutivan expresszalodo, transzkripcids
faktor (Baird és Yamamoto 2020), amelynek fiziologias szintje altalaban alacsony az
Nrf2 represszor fehérjének (iNrf2 vagy Keapl) koszonhetden (Itoh et al., 2010). A
homodimer formaban 1étez6 Keapl, amely az Gitvonal f6 szabalyozojaként miikddik,
adapter fehérje a Cullin-3 E3 ubiquitin ligaz komplex szamara (Kobayashi et al.,
2004).
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Magas GSH/GSSG arany Alacsony GSH/GSSG arany

Az oxidativ stressz szintje

Lehetséges sejtvalasz Normal Antioxidéns Gyulladés Programozott

védelem sejthalal
Transzkripcios faktor/szignal dtvonal NF-kB - iNF-kB Mitokondrialis
MAPK perturbacié/TNF
ARE NF-kB/AP-1 Membran
Antioxidans Gyulladds permeabilitas
fehérjék fehérjék és transzport,
expresszidja expresszidja Citoszkeleton
(GSH, GPx, (Citokinek, valtozasok
CAT, SOD) interferonok
interleukinek)

2. abra: Az oxidativ stressz hierachikus modellje (Li et al., 2008 nyoman)

Az oxidativ stressz mértékétdl fliggden kiilonb6z6 reakeios Gtvonalak aktivaldédnak mind molekularis,
mind pedig fehérje szinten. Az alacsony oxidativ stressz hatasara az Nrf2-Keapl-ARE Utvonal
aktivalodik, amely indukélja az antioxidans enzimeket kédold gének expresszidjat (a hdromszog sarga
része); kdzepesen magas oxidativ stressz hatasara az immun- és gyulladasos valaszok folyamataiban
részt vevo gének csoportjat szabalyozd NF-kB és MAPK utvonal aktivalodik (a haromszog
narancssarga része); magas szintli oxidativ stressz hatasara apoptétikus folyamatok indukalodnak.

A Keapl szerkezetét tekintve 5 funkcionalis csoportb6l all: N-termindlis regio (NTR),
BTB (Broad complex, Tramtrack and Brick-a-brack) domén, IVR (intervening,
kozbeesd) régid, a DGR (double glycine repeat) vagy Kelch domén és a C-terminalis
(CTR) régid6 (3. abra). A DGR domén és a CTR egydtt alkotjak az ugynevezett DC
domeneket. A BTB evoluciésan konzervalt domén, amely eldsegiti a
homodimerizaciot, illetve felelos a Keapl és az Nrf2-specifikus Cullin-3 E3 ubiquitin
ligdz adapter fehérje kdzotti kdlcsonhatasért. A DC domén, amely magaba foglalja a
hat ismétl6d6 Kelch (kehely) motivumbol all6 DGR és CTR régiot a Keapl Nrf2-vel
valo kotodéséért felelos. A BTB és a DGR domének kozott elhelyezkedé IVR domén
nagyszamii reaktiv cisztein csoporttal rendelkezik, amelyek koziil a legfontosabbak a
Cys151, Cys273 és a Cys288 (Lee és Hu 2020).

Halakban és kétéltiiekben a keapl gén két formajat azonositottak (keapla és keaplb),
mig hiillékben, madarakban és emlésokben csak egy formaja ismert. Filogenetikai
elemzések szerint az eml6s keapl gén a keaplb ortoldgja, de a keapla-nak nem
(Nguyen et al., 2020).
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3. dbra: A Keapl domén szerkezete (Carmona-Aparicio et al., 2015 nyoman)

A Keapl 5 funkcionalis csoportbol all. (1) N-terminalis régié (NTR), BTB (Broad complex,
Tramtrack and Brick-a-brack) domén, amely a homodimerizaciot segiti el6. (2) IVR (intervening,
kozbeesd) régio két fontos cisztein csoportot (Cys273 és Cys288) tartalmaz, amelyek az Nrf2 aktivitas
represszidjaban vesznek részt, (3) A DC domén, amely magéban foglalja a (4) DGR (double glycin
repeat), vagy Kelch domént, és a (5) C-terminalis (CTR) régiot, amely az Nrf2-vel val6 két6désért
felel6s

Az Nrf2 hét er6sen konzervalt funkcionalis csoportbél, Neh (1-7) doménekbél all (4.
abra) (He at al., 2020).

A Nehl domén bazikus leucin cipzar (bZIP) szerkezetének készonhetéen az Nrf2
képes sMaf (K, G, F) fehérjékkel heterodimerizalodni, majd a DNS-hez kotédni. A
Neh3-5 transzaktivator domének, amelyek kozil a Neh3 az (gynevezett kromo-ATPaz
/ helikaz DNS-ko6t6 fehérje csalad tagjaval, a CHD6-tal, mig a Neh4-5 domének a
CBP-vel (CREB-binding protein) Iépnek kdlcsdnhatasba. A Neh7 domén az RXRa-
val (retinoic X receptor alpha) valé kolcsonhatasa révén gatolja az Nrf2 célgének
expresszidjat (He et al., 2020; Wang et al., 2013).

Az Nrf2 N-terminalis részén talalhat6 a degronként funkcionalé Neh2 domén, amely
két alegységbdl, egy alacsony affinitasi DLGex (extended DLG) és egy magas
affinitdst ETGE all, amelyek az Nrf2 Keapl-hez torténé kotodését szabalyozzak. A
két egység kozott elhelyezkedd hét lizin csoport az ubikvitinizacio célpontjai, amely
igy lehetévé teszi az Nrf2 transzkripcios aktivitasanak negativ szabalyozasat, vagyis
proteoszomalis lebontasat, fiziologids korilmények kozott. A Neh2 domén két
alegysége, az ETGE és a DLGex, amelyek Keapl-hez torténd kotédése jelentésen
kulonbozik egymastol, és amelyet az Gigynevezett ,,hinge and latch” (zsanér és retesz)
modellként irtak le. A Keapl DC domén és az Nrf2 DLGex (retesz) egység kotodése
gyors asszociécios es disszociacios kinetikat mutat, amely feltételezhetden lehet6vé
teszi a rendszer gyors reagalasat az elektrofil és oxidativ stresszre adott reakcidban.
Ezzel szemben a Keapl DC domén és az Nrf2-ETGE (zsanér) kétlépéses folyamatban
kapcsolodnak egymashoz. Az els6 kotési 1épést gyors asszociaciod és disszociacio, a
masodik kotési Iépést viszont lassu reakciok jellemzik, amelynek segitségével
stabilabb kotes alakul ki az Nrf2 és Keapl kozott. Ez a két kiilonallo kinetikai jellemz6
fontos szerepet tolthet be az oxidativ stressz érzékelésében (Fukutomi et al., 2014,
Baird és Yamamoto 2020).

A Neh6 a Keapl1-tdl fiiggetlen degron, amely szerinben gazdag domeén és szintén ket
alegységbdl, DSGIS és DSAPGS, all. A DSGIS egység reakcidba Iép egy Cullin-3
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alapt E3 ubiquitin ligaz adapter fehérjével, a B-TRCP-vel, amely az Nrf2-t csak
foszforilalt formaban ismeri fel. Az Nrf2 foszforilaciojat a GSK3p végzi a DSGIS
egyseg 335. és 338. szerin csoportjandl. A GSK3p aktivalodésa a PISK-AKT
utvonalon keresztul torténik.

B-TRCP kétés

| ]
s GSK-3
Keap1 kotés
- ]
¥DLG* METGE™ RXRg *DSGIS™ DSAPGS™
Nrf2 . e ws || vor | s
Transzaktivacio CNC bZI!’
sMaf kotés

ARE/EpRE/CNC-sMaf kotés

4. &bra: Az Nrf2 domén szerkezete (Carmona-Aparicio et al., 2015 nyoman)

Az Nrf2 hét er6sen konzervalt funkcionalis csoportot tartalmaz: a Neh1 az sMaf és DNS kotésért
felel6s, a Neh2 a Keapl-hez torténd kotddésért felels, a Neh3-5 a transzkripcio aktivalasért felelds, a
Neh6 az Nrf2 B-TRCP-Nrf2 lebontasi Gitvonalért felelés, mig a Neh7 megkéti az RXRa-t és gatolja az

ARE génaktivitast

A Keapl fehérje, vagy méas néven iNrf2 (Nrf2 represszor), fiziologias korilmenyek
kdzott ubikvitinizaciot kovetden a 26S proteoszomaba szallitja az Nrf2-t (Lee és Hu
2020), ahol lebontésra keriil ezéltal szabalyozva, hogy normal kérilmények kdzott az
Nrf2 alacsony szinten maradjon, elkerilve a célgének szikségtelen expressziojat. A
Keapl-homodimer egy hibabiztos mechanizmus révén kozvetlenul érzékeli az
oxidativ stresszt, amelyben négy cisztein csoport, a Cys226, Cys613 és Cys622/624
vesz részt (Suzuki et al., 2019).

Az Nrf2 masik lebontasi Utvonalaban kulcsfontossagu kozvetité a GSK-3 (glycogen
synthase kinase-3 f), amelyet az AKT-kozvetitett foszforilacié gatol. Az Nrf2-t a
GSK-3p foszforilalja lehetové téve annak felismerését a -TrCP (4 - transducin repeat
containing protein) fehérje szamara. A B-TrCP-CUL1 E3 ubiquitin ligaz komplex altal
végzett ubikvitinizaciot kovetden az Nrf2 a proteaszomaban lebomlik (Yamamoto et
al., 2018).

Erdekes modon a Keapl altal kozvetitett Nrf2 ubikvitinacié és lebontas foként a
citoplazmédban hat, mig a Keapl-fuggetlen Nrf2 stabilitdsi szabalyozas
citoplazmatikus és nuklearis egyarant lehet, ami hozzajarul az Nrf2 altal kdzvetitett
transzkripcids valasz megsziinéséhez (He et al., 2020).

Az nrf2 transzkripciojat egyéb utvonalak is befolyasolhatjak. gy példaul az nrf2 gén
promoter régidjaban szintén talalhaté ARE szekvencia, amelynek kovetkeztében az
nri2 képes sajat transzkripciojanak kdzvetlen aktivalasara, ezaltal pozitiv feedback
mechanizmust biztositva az Nrf2 hatasok amplifikalasara (Kwak et al., 2002).
Ezenkivil az nrf2 transzkripciét szamos mas transzkripcids faktor is szabalyozza, igy
példaul az aril-szénhidrogén-receptor (AhR) (Miao et al., 2005) és az NF-kB (Nair et
al., 2008).
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Az nrf2 poszt-transzkripcios szabalyozasaban szamos mikroRNS (miR), atlagosan 22
nukleotid hosszlsagu, egyszald, nem-kodold RNS, is részt vesz. igy példaul a miR-
144, miR-28, miR-34, miR-93 és miR-153 (He et al., 2020), amelyek elnyomjak a
génexpressziot Ugy, hogy szekvencia-specifikus moédon megkdtik az mRNS-
molekulakat és ezt kovet6en gatoljak a fehérje transzlaciot és destabilizaljak a mRNS
(O'Brien et al., 2018).

Fizioldgias koriilmények Stressz koriilménvek

Keap1

ROS

D
. d Citoszol

Transzlokacio

Sejtmag

o Antioxidans gének

expressziéja

\ i)

ARE/EpRE/CsMBE

—
Proteoszomalis lebontas

5. dbra: Az Nrf2-Keapl-ARE ttvonal miikodése fiziologias (A) és stressz (B) koriilmények
kozott (Suzuki et al., 2016 nyoman)
Fiziol6gias koriilmények kozétt az Nrf2 az ETGE és DLGex alegységeken keresztiil kapcsolddik a
Keapl-hez, majd ubikvitinacidt kovetéen a 26S proteoszomaban lebomlik;
Oxidativ stressz hatasara az Ujonnan szintetizalddott Nrf2 bekeril a sejtmagba, ahol SMAF fehérjékkel
kapcsolddik az ARE-hez és az antioxidans védelmi rendszerben kdzvetve, vagy kozvetleniil résztvevo

ubikvitinaciot kovetben az Nrf2 a proteoszomaban lebomlik, ezzel megakadalyozva az Nrf2
sejtmagban val6 tulzott mértéki felhalmozodasat

Az Nrf2 felezési ideje fiziologiai korilmények kozott rovid, megkozelitleg 20 perc,
ezzel szemben a Keapl felezési ideje korulbelul 12 6ra (Yamamoto et al., 2018).
Oxidativ stressz hatasara a Keapl felezési ideje csokken (~3,4 oOra; Taguchi et al.,
2012), mig az Nrf2-¢ n6 (~200 perc; Lee és Hu 2020), ami arra utal, hogy tartos stressz
korilmények kozott a Keapl lebomlasa is hozzajarulhat az Nrf2-fiiggé oxidativ stressz
valaszhoz. Ezt kovetden az Ujonnan szintetizalt Nrf2 bejut a sejtmagba, ahol
Osszekapcsolodik egy sMaf (small masculoaponeurotic fibrosarcoma) fehérjével,
amely megkonnyiti az ARE-hoz, mas néven Electrophil Response Element (EpRE)
vagy CNC-sMaf binding element (CSMBE)-hez valo kotédést (Yamamoto et al.,
2018). Az Nrf2-Maf heterodimer altal felismert cisz aktivator szekvencia az Nrf2 altal
szabalyozott és az antioxidans védelemért felelds fehérjéket kodold genek promoter
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régidjaban talalhato (Itoh et al., 1997). A kapcsolddast kovet6en tobb, mint 500 olyan
gén expresszidja aktivalodik, amelyek kozvetve vagy kozvetlendl részt vesznek az
antioxidans védelemben, a detoxifikacioban és a metabolizacidban (5. abra). Igy
példaul kozvetlenil aktivalja a glutation bioszintézisért felelés enzimek, a reaktiv
tioredoxin antioxidans rendszer enzimjeinek expresszidjat. Ezenfelul fontos szerepe
van a detoxifikacioért felelés fazis I., illetve Il. enzimek, valamint a fazis IlI.
transzporter fehérjék expressziojanak szabalyozasaban (Panieri et al., 2020).

3.2.2 A kiozepesen magas szintii oxidativ stressz dltal kivaltott sejtszintii
valaszreakciok

A reaktiv oxigén gyokok mennyiségének, igy az oxidativ stressz mértékének
novekedésevel nem elsésorban az Nrf2-Keapl/ARE utvonal aktivalodik, hanem az
immun- és gyulladasos valaszok kiilonb6z6 folyamataiban részt vevo gének csoportjat
szabalyoz6 NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
(2. &bra). Kozepesen erds oxidativ stressz hatdsara ugyanis aktivalodik az IkB kinaz
(IKK) komplex, amely foszforilalja az NF-«B represszor fehérjét, az IkBa-t, amelynek
hatdsara ubikvitinaciot kovetden a proteoszomaban lebontasra Keriil. Ennek
eredményeként az NF-xkB bejut a sejtmagba, ahol specifikus DNS promoter
szekvenciakhoz kotédve citokinek, kemokinek, sejt adhézids molekulak, pro- és
antiapoptotikus, valamint az inflammaszoma szabalyozasaban résztvevé @ének
expresszidjat aktivalja (Sivandzade et al., 2019; Yu et al., 2020).

3.2.3 A magas szintii oxidativ stressz dltal kivaltott sejtszintii valaszreakciok

Az oxidativ stressz szintjének tovabbi emelkedésével, egy bizonyos szint felett, mar
az apoptotikus, vagy nekrotikus szignal tvonalak aktivalddnak (2. dbra). Az apoptdzis
vagy ,,programozott sejthalal” soran megkiilonboztetiink tn. ,,extrinsic”, azaz receptor
medialt és ,,intrinsic”, vagyis a mitokondriumokon keresztiili tvonalat. Az ,.extrinsic”
utvonal sorén a tumor nekrézis faktor (TNF) Gtvonal aktivalodik, amelynek sorén
létrejon a DISC (death-inducible signalling complex), ami elébb a pro-kaszpéz-8,
majd a kaszpaz-3 aktivalodasat eredményezi. Az ,.intrinsic” ttvonal soran a
mitokondriumbdl a membran poérusok megnyilasa (transition pore), valamint a
membran permeabilitas megvaltozasa kovetkeztében pro-apoptotikus fehérjék
szabadulnak ki, amelyek a pro-kaszpaz-9 majd a kaszpaz-3 aktivalodasahoz
vezethetnek (Redza-Dutordoir és Averill-Bates, 2016).

Nekrozis soran a reaktiv oxigéngyokok koncentracidjanak tovabbi emelkedésével mar
olyan sulyos oxidativ karosodas érheti a sejtmembrant alkotd tébbszdrdsen telitetlen
zsirsavakat, amelynek kovetkeztében a sejttartalom az extracellularis matrixba jut, ami
helyi gyulladasos folyamatok kialakulasahoz vezethet (Webster 2012).

3.2.4 Az aflatoxin B; és a szterigmatocisztin kapcsolata a ROS képzeés
indukciodjaval és az oxidativ stresszel

A ROS reaktivitasuk miatt képesek mas atomokrdl vagy molekulakrél elektront
elvonni, ezaltal tovabbi gyokképzddést indukalhatnak (Phaniendra et al., 2015). A
szervezetben fizioldgias koriilmények kozott is folyamatosan keletkezd szabadgyokok
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alapszinten tartasaért (Halliwell 1991), vagyis a redox-egyensuly fenntartasaert,
elsésorban az antioxidans védorendszer a felelds (Surai et al., 2019).

Az AFB; a guaniladdukt-képz6dés soran ROS képzddést is indukal (Heinonen et al.,
1996), amelynek hatasara lipidperoxidacios lancreakcio indulhat be (Atroshi et al.,
2000). A lipidperoxidaciot tartjdk az egyik legfontosabb tényezének a mikotoxinok
hatasara bekdvetkezé majkarosodas soran (Souza et al., 1999), amely a STC esetében
is feltételezhetd (Sivakumar et al., 2001). A STC, részben lipidperoxidacios
folyamatokat indukalé hatisa révén, karosithatja a méj mikroszomak miikodését
(Sivakumar et al., 2001), ami viszont jol ismert mdédon csokkentheti a xenobiotikum-
transzformal6 (CYP) rendszer miikodését (Mézes et al., 1996).

A STC ¢és a ROS képzddés osszefiiggésével kapcsolatban jelenleg még kevés adattal
rendelkezlink. Egy in vitro vizsgalatban kimutattdk a DNS karosodas dozisfiiggd
novekedését, a ROS szintek, valamint az oxidativ DNS karosodas markerének, a 8-
hidroxideoxiguanozin (8-OHdG) mennyiségének ndvekedését is human majsejtekben
(Gao et al., 2015). Human neuroblasztéma sejtekben, in vitro modellben, 24 éras STC
terhelést kdvetden, a sejtek életképességének dozis- és idofiiggd csokkenését, fokozott
ROS képzddést és a lipidperoxidacios folyamatok indukalasat, valamint a GSH és
egyes antioxidans enzimek aktivitdsdnak csokkenését tapasztaltak (Zingales et al.,
2020). A szakirodalomban ugyanakkor kevés gazdasagi allatokkal végzett vizsgalati
eredmény taldlhatd, de példaul egy STC-nel szennyezett takarmanyt fogyaszto,
brojlercsirkékkel végzett, 14 napos kisérletben megéllapitottdk, hogy mesterségesen
fert6zott kukorica (1590 pug STC/kg takarmany), illetve nagy tisztasagt STC-terhelés
(1570,5 pg STC/kg takarmany), a lipidperoxidéciés folyamatok enyhe, de nem
szignifikans mértékii, emelkedését idézte el (Balogh et al., 2019). Egy patkdnyokkal
végzett, in vivo, rovid tava (24 6ra) kisérletben emelkedett MDA tartalmat mértek,
amikor azokat 10, 20 és 40 mg/kg ttm dozisban STC-nel kezelték (Dubravka et al.,
2020). Ez viszont arra utal, hogy a lipidperoxidacios folyamatok intenzitasa nétt, mert
a MDA a folyamat egyik metastabil végterméke. Ezzel egyidejiileg az antioxidans
enzimek kozll a vérplazma katalaz (CAT), valamint a veseben a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) aktivitasanak ndvekedését, ugyanakkor a majban a glutation-peroxidaz (GPx)
aktivitds csokkenését figyelték meg. Ezenfelill a STC szignifikans mértékti DNS
karosodast valtott ki mind a majban, mind a vesében.

Ezzel ellentétben n6 azon tanulmanyok szdma, amelyek azt bizonyitjak, hogy az AFB1
toxikus hatasaban jelentds szerepet jatszik a ROS képzddés, végsd soron az oxidativ
stressz indukcidja (Marin és Taranu, 2012; da Silva et al., 2018; Benkerroum 2020).

A halak antioxidans rendszerére és lipidperoxidacios folyamataira vonatkozdan is
kevés adat all rendelkezésre a mikotoxinok hatasaival 0sszefliggésben (Anater et al.,
2016). Az elérheté adatok jellemzbéen nilusi tilapiaval vegzett vizsgalatokbol
szarmaznak. Igy példaul egyszeri 6 mg AFBi/ttm kg intraperitonealis kezelést
kovetden, a GSH tartalom, a CAT aktivitas, illetve a teljes antioxidans kapacités
(TAC) csokkenését, valamint fokozott lipid peroxidaciot és GPx aktivitast, illetve gpx
génexpressziot, tapasztaltak (El-Barbary 2015). Hassan és mtsai. (2020) egy 3 mg
AFB1/kg takarmany koncentracioban szennyezett takarményt fogyasztd, nilusi

18



tilapiaval végzett 84 napos kisérletben, az alkalmazott dozis hatasara a MDA szint
emelkedését, valamint a SOD, CAT és a lizozim enzimek aktivitdsnak csokkenését
figyeltek meg. Hasonl6 megfigyeléseket tettek Abdel-Daim és mtsai. (2020) is egy 30
napig tartd kisérletben, amikor az alkalmazott 2,5 mg AFBi/kg takarméany
koncentracid hatadsara a GSH mennyiségének, a GPx, a SOD és a CAT aktivitasanak
csokkeneését, valamint a MDA tartalom emelkedését tapasztaltak. Egy amurral végzett
60 napos etetési kisérletben emelkedé MDA ¢és ROS értékek mellett, csokkent SOD,
CAT, GPx, GST, GR aktivitast és GSH mennyiséget tapasztaltak a vesében és a Iépben
egyarant. Megfigyelték tovabbad az antioxidans enzimeket kodold gének
expresszidjanak dozisfiiggd valtozasat is (Zeng et al., 2019). Egy pontyokkal végzett
21 napos etetéses kisérletben, emelkedé MDA tartalmat és CAT aktivitast, ugyanakkor
a TAC csokkenését figyelték meg (Taheri et al., 2017). Egy maésik, nilusi tilapiaval
veégzett kisérletben megallapitottak, hogy 100 pg AFB1/kg takarmany koncentracid
mellett, 12 hetes kezelés soran, a gpx és gst gének expresszidja szignifikans mértékben
csokkent a kontrollhoz viszonyitva (Mahfouz és Sherif 2015). Egy masik vizsgalatban
(Mahfouz 2015) 0,2 mg AFB1/kg takarmany dozisban szennyezett takarmany 16 hétig
tarto etetését kovetden nétt a Cypla és csokkent a Sod, 1I-14, valamint a Tgf-5 mRNS
szintje nilusi tildpia méajaban.

3.2.5 Mikotoxinok hatéasa az Nrf2-ARE Utvonalon

Az egyes mikotoxinok szabadgyok képz6 és ennek révén oxidativ stresszt indukald
hatasa aktivalhatja az ARE-t az Nrf2-Keap1 Utvonalon keresztiil (Koziet et al., 2021),
amelynek kovetkeztében fokozodik szamos, az antioxidans védelemben résztvevo
gén, mint példaul a glutation bioszintézisért, valamint reaktiv oxigén gyokok
peroxidazokat is (Lee és Hu 2020). Megfigyelték, hogy az Nrf2 knock-out patkanyok
meglehetdsen érzékenyek az AFB; toxicitassal szemben, amelynek f6 oka, hogy az
al.,, 2016). Ezzel szemben a Keapl knock-down egerek, amelyekben az Nrf2
folyamatosan expresszalddik, a vad tipushoz viszonyitva jobban ellenélltak a
xenobiotikumoknak pl. a paracetamolnak. A Keapl homozigo6ta knock-down egerek
ugyanakkor alultaplaltsdg miatt a valasztast kovetéen elpusztultak, aminek oka a
nyel6cs6 és gyomor hamrétegének megvastagodasa (hyperkeratosis) volt
(Wakabayashi et al., 2003). A Keapl fehérje hianya tobb egyéb rendellenességgel is
Osszefuggést mutat, igy példaul csont hypoplasia, rendellenes vesefejlodés és
miitkodés, valamint a hasnyalmirigy atrofia (Kopacz et al., 2020).

AFB; hatdsara a ROS, valamint az nrf2 gén expresszidjanak koncentraciofiiggd
emelkedését figyelték meg. A NAD(P)H kinon dehidrogenaz 1 (NQO1), a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) és a hem-oxigendz 1 (HO1) gének expresszioja viszont csokkent
primer csirke hepatocitdkban és kardiomiocitakban in vitro modellben (Liu és Wang
2016; Wang et al., 2017). Ezzel ellentétben in vivo modellben csirke majban csdkkent
nrf2 expresszidt figyeltek meg 5 mg AFB1/kg takarmany koncentracio hatasara egy 28
napos kisérletben (Muhammad et al., 2018). Hasonlé valtozast irtak le egy ugyancsak
ROS képzdédést indulalé masik mikotoxin, a T-2 toxin hatasara is in vivo egér agyban
(Chaudhary és Rao 2010). Egy masik, ugyancsak bizonyitottan ROS képz6dést
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indukald mikotoxin, az OTA, hatasara 21 napos, brojlercsirkékkel végzett etetési
Kisérletiinkben, a Keapl gén expresszidjanak emelkedését tapasztaltuk a majban 500
és 1000 pug OTA/kg takarmany dézis hataséra. A vesében ugyanakkor a kontrollhoz
viszonyitva alacsonyabb értékeket mértiink a 7. és 14. napon az 500 pg OTA/Kg
takarmany, valamint a 21. napon a 100 és 500 pug OTA/kg takarmany dozis hatésara.
Az Nrf2 gén expresszidja ugyanakkor mindkét szervben és mindharom mintavételi
idépontban a nagyobb dozis hatasara emelkedést mutatott a kontrollhoz viszonyitva
(Kdvesi et al., 2019).

A halak Nrf2-Keapl-ARE Utvonaldra vonatkozéan kevés irodalmi adat All
rendelkezésre az egyes mikotoxinok hatasaival 6sszefliggésben. Zearalenon (ZEA)
hatdsdra az nrf2 expresszid koncentraciofiiggd csOkkenését, de a keapla
expresszidjanak ndvekedéseét irtak le amurokkal végzett 10 hetes etetési kisérlet soran
(Wang et al., 2019). DON szennyezett takarmany 60 napos etetését kovetden szintén
megfigyelték az nrf2 expresszido koncentraciofiiggd csokkenését és a keapla
expresszidjanak névekedését amurok bélcsatornajaban és kopoltyUjaban (Huang et al.,
2018, 2020). Ezzel szemben egy pontyokkal vegzett rovidtavu (24 6rés) kisérlet soran
a DON és a T-2 toxin hatdsara az nrf2 és a keapl expresszidjanak emelkedését és
csokkenését egyarant tapasztaltak (Pelyhe et al., 2016).

A STC-nek az Nrf2-Keap1-ARE Gtvonalra Kifejtett hatasardl a szakirodalomban nem
talaltam informaciot.

3.3 A szervezet antioxidans rendszerének bemutatasa

Az aerob szervezetekben a ROS/RNS* (reaktiv nitrogén gyokok) okozta oxidativ
karosodasok ellen, a redox egyensuly fenntartasa érdekében, egy hatékony védelmi
rendszer, az Un. biol6giai antioxidans védelmi rendszer alakult ki, amelynek feladata,
hogy megvédje a szervezetet az oxigéngyokok okozta sejtszintli, szoveti és szervi
karosodasoktol. A szervezetben az antioxidans védelmi rendszer harom szintje alakult
ki az oxidativ stressz megel6zésére (Ighodaro és Akinloye 2018).

3.3.1 Az elso védelmi szint

Az els6 védelmi szintet az antioxidans enzimek (SOD, CAT, GPx, GST és tioredoxin
reduktaz [TrxR]) képviselik, amelyek gyokkioltd reakciokat katalizalva képesek a
reaktiv oxigéngyokoket semlegesiteni (Ighodaro és Akinloye 2018). Ide tartoznak
tovabba a fémkoté fehérjék (transzferrin, laktoferrin, hemopexin, metallothionein,
coruloplazmin, ferritin és mioglobin), amelyek az atmeneti fémek megkdtésével
akadalyozzak meg a Fenton és Haber-Weiss tipusu reakciok révén bekovetkezé ROS
képzoédést (6. abra) (Leonard et al., 2004; Zoidis et al., 2018; Reyhani et al., 2019).

Fe?* + H,0, —» Fe3* + HO- + OH™ Q)
Fe3* + H,0, —» Fe?*' + HO, + H* 2)
6. abra: Fenton tipusi reakcio folyamata (Reyhani et al., 2019 nyoman)

Fém-medialt szabadgyokképzédés, amelynek soran az dtmeneti fémek H,O»-vel reagélva toxikus
hidroxil-gyok kialakul&sat eredményezik
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Az enzimatikus védbrendszer fontos elemei a SOD-0k, amelyek a mitokondriumokban
és a mikroszomakban folyamatosan keletkez6 szuperoxid-aniongyok hidrogén-
peroxidda torténé atalakulasat katalizaljak (McCord és Fridovich, 2014). A SOD-nak
harom izoenzimjét azonositottak: a CuzZn-SOD (SOD1) az eukaridta sejtek
citoszoljaban talalhatd, mig egy 6sibb tipus a Mn-SOD (SOD?2), a prokarioték és
eukariotak mitokondriumaban van jelen. A harmadik, extracellularis-SOD (SOD3), az
extracellularis matrixban talalhato és a SOD1-hez hasonl6an réz-cink tartalmd (Surai
2016). A CAT a SOD miikodése soran keletkezé H2O-t bontja vizre és O»-re, amely
els6sorban a peroxiszomakban talalhato (Ighodaro és Akinloye 2018). A GPx
enzimeknek fontos szerepilk van a szervezetet éré oxidativ hatasokkal szembeni
védekezesben a mitokondriumban és a citoszolban egyarant, mivel a HO2 mellett a
szerves peroxidok redukciojat is katalizaljak vizzé vagy alkoholld, amelynek soran
GSH-t hasznéalnak elektron donorként (Battin és Brumaghim 2009) (7. &bra). Bar a
CAT és GPx miikodése hasonlo, de a H202-hoz valé affinitasuk jelent6sen eltér, mert
a GPx-nak az alacsony koncentracidban jelenlévé H20O2-hoz valo affinitasa nagyobb,
mint a CAT-nak (Baud et al., 2004). Ez azt jelenti, hogy a glutation-redox rendszer az
enyhe, mig a CAT a sulyos oxidativ stressz elleni védelemben jatszik fontos szerepet
(Jurkovié¢ et al., 2008). A GST izoenzimek a fazis Il. detoxifikdld enzimek k&zé
tartoznak, amelyek a GSH, valamint szdmos endogén és exogén elektrofil vegyulet,
bioszintetikus konjugécidjat katalizaljak (Townsend és Tew, 2003). Ezen felil,
peroxidaz aktivitasuk miatt szelénhianyos allapotban, amikor a szelén-dependens GPx
izoenzimek aktivitasa csokken, fontos szerepet toltenek be az oxidativ stressz soran
keletkez6 szerves hidroperoxidok redukciojaban (Miller et al., 2010; Alias 2016). A
tioredoxin reduktaz szintén szeléntartalmd enzim, amely a tioredoxin redukcidja
mellett részt vesz a szelenit, a liponsav és a H2O> redukciojaban, valamint a dehidro-
aszkorbinsav (DHA*) C-vitaminna torténd regenerdlasaban (Arnér 2009). Emellett a
tioredoxin rendszer fontos tiol/diszulfid redox szabalyoz6 rendszer is, amelynek védé
szerepe van a ROS altal kozvetitett citotoxicitissal szemben szamos redoxérzékeny
transzkripcids faktor, pl. NF-kB, Nrf2 aktivitdsanak szabalyozéasaval (Lu és Holmgren
2014; Surai és Fisinin 2016).

3.3.2 A méasodik védelmi szint

A mésodik védelmi szintet azok a kis molekulatdmegii, nem-enzimatikus
antioxidansok képviselik, amelyek elektron donorként funkcionalva képesek a
szabadgyokok altal eldidézett lancreakciot leallitani, mikdzben atmenetileg 6nmaguk
valnak reaktiv gyokkeé (Pisoschi és Pop 2015) (7. abra). Ezek a molekuldk lehetnek
hidrofil (glutation, huagysav, C-vitamin) vagy lipofil (E-vitamin, A-vitamin)
karaktertieck, mig mas megkozelitésben beszélhetiink nutriens €s metabolikus
antioxidansokrdl (Pham-Huy et al., 2008). A nutriens antioxidansok kozé olyan
exogén vegyiiletek sorolhatok, amelyeket a szervezet nem képes eldallitani, tehat
azokat takarmany vagy taplalék atjan kell biztositani. Ide tartozik a C-vitamin (pl.
szamos halfajnal), az E-vitamin, egyes flavonoidok és a karotinoidok (Pham-Huy et
al., 2008). A lipofil a-tokoferol a foszfolipid membranokhoz kotddve fejti ki
antioxidans hatasat. Az a-tokoferol sajatos elhelyezkedése a membranban lehetoveé
teszi hidroxilcsoportjanak a lipid/viz hatarfeluleten valé elhelyezkedést, amely konnyt
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hozzaferést biztosit a vizoldhatd L-aszkorbinsavnak az oxidacié soran kialakult a-
tokoferoxil gyok redukalasdhoz (Marquardt et al., 2013). Az ennek soran kialakult
DHA*-t részben a GSH redukalja, vagy ebben a formaban a vesén keresztul kitril a
szervezetbdl (Birben et al., 2012). A metabolikus antioxidansok kozé tartoznak azok
az endogén vegyduletek is, amelyeket a szervezet is képes szintetizalni, mint példaul az
L-arginint, a koenzim Q10-et, a GSH-t vagy a melatonint (Droge 2002).

0,”
Cu/Zn-SOD Mn-SOD
(:x':f:z:uluﬁfaﬁs) (mitokondria)
reskcis NADPH
‘OH €—— H,0, GSSG ( GR PPP
NADP+ OH-Lipidek ROS
CAT GPx
(peroxiszéma) (mitokondria) Lipid
Vit E. peroxidok
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Vit E
. OH-Tokoferol
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7. dbra: Az antioxidans védelem résztvevéi (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018 nyoman)

Balra feliil az enzimatikus rendszer fontosabb elemei, a szuperoxid-dizmutazok, a katalaz, és a

glutation-peroxidaz, mig jobbra a fontosabb kis molekulastly( nem-enzimatikus antioxidansok
lathatok

A GSH a nem-enzimatikus antioxidans védelmi rendszer egyik kiemelten fontos tagja,
amely megtaldlhaté a citoszolban, a mitokondriumban és az endoplazmatikus
retikulumban (Lushchak 2012). A GSH egy harom aminosavbdl all6 (y-Glu-Cys-Gly)
peptid, amelynek, de novo szintézise két, ATP-fliggd, enzimatikus lépésben megy
véghe. Els6 1épésben a glutamat és a cisztein kapcsolddasat a y-glutamil-cisztein ligaz
(GCL) katalizalja, mig a kovetkez6 1épésben a glutation-szintetdz (GS) 6sszekapcsolja
a glicint a dipeptiddel (Espinosa-Diez et al., 2015). A GCL egy heterodimer enzim,
amely két alegységbdl all: a GCLc alegység (73 kDa) felelds a katalitikus aktivitasért,
mig a GCLc szabalyozasaért a GCLm alegyséeg (33 kDa) felelés (Lu 2013). Mind a
GCLc-t, mind pedig a GS-t kddold gének az Nrf2 szabalyozasa alatt allnak (Lu 2013).
Normal koriilmények kozott két £6 tényez0, a cisztein elérhetdsége €s a GCL aktivitas
hatarozza meg a GSH szintézis sebességét (Lu 2013). Ezen kivil a GSH szintézisét
alloszterikus folyamatok is szabalyozzak; az intracellularis GSH tartalom ugyanis egy
bizonyos szint felett a GCL kompetitiv gatlasat eredményezi (Lu 2009, Lu 2013).
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A glutation a szervezetben az egyik legnagyobb mennyiségben megtalalhatd
antioxidans molekula, amely redukalt (GSH) és oxidalt (glutation-diszulfid, GSSG)
allapotban is jelen van. Redukalt allapotban a cisztein aktiv tiolcsoportja oxidativ
stressz esetén képes elektront atadni a reaktiv oxigén szabadgyokoknek, ezaltal a GSH
fontos szerepet tolt be az oxidativ stressz elleni védelemben (Lushchak 2012). Az
elektron leadast kovetéen a GSH maga is reaktivva valik, glutatiil gyok jon létre, de a
sejtekben talalhatd viszonylag magas koncentracioja miatt (1-10 mM), kénnyen reagal
egy masik reaktiv glutatiil gyokkel, amelynek kdvetkeztében GSSG jon létre. A GSH
kdzvetlendl es kozvetve is képes a ROS eliminalasara. Egyrészt kdzvetlendl reagél a
szuperoxid anionnal és mas szabadgyokokkel, mig kdzvetett modon képes mas
antioxidans molekulak, igy példaul a DHA* redukalasara (Espinosa-Diez et al., 2015).
A sejtben a GSH homeosztazisat, a de novo szintézisen kivil, tovabbi faktorok is
szabalyozzak. llyenek példaul a sejten beluli felhasznalés, az djrahasznosités, vagy a
sejtbol torténd efflux mértéke. Fontos szerepe van az enzimatikus antioxidans védelmi
rendszerben is a GPx és a GST ko-szubsztratjaként. A GSSG-t a glutation-reduktaz
(GR) redukéalja NADPH felhasznalasaval. A glutationnak szamos tovabbi funkcioja is
van a sejtekben. Igy példéaul cisztein tartalék, tarolja és széllitja a nitrogén-monoxidot
(NO), részt vesz az 0Osztrogének a leukotriének és a prosztaglandinok
metabolizmusaban, a ribonukletoid dezoxiribonukleotidokka torténd redukcidjaban,
bizonyos transzkripcios faktorok mitkdésében, valamint szdmos endogén vegyulet és
xenobiotikum transzformaciojaban (Halliwell és Guttridge 1989; Lushchak 2012).

3.3.3 A harmadik védelmi szint

A harmadik védelmi szint f6 elemei azok a ,repair” (helyreallitd) molekulak és
enzimek, amelyek elsédleges feladata a karosodott makromolekuldk (DNS, fehérje,
lipid) helyreéllitdsa (metionin-szulfoxid-reduktaz [Msr]; hésokk fehérjék [Hsp]);
DNS-repair enzimek, GR), vagy azok eltavolitdsa (foszfolipdzok, proteoszomak)
(Surai et al., 2019).

3.4 Szelenoproteinek

Ragcsalokban 24, emberben 25 szelenoproteint azonositottak, amelyek kozll a
legfontosabbak a szelén-dependens GPx-ok, amelyek aktiv centruméban a szelén
szelenocisztein formajaban talalhaté (KurSvietiené et al., 2020). A legnagyobb
szelenoproteOméakat csontos halakban talaltdk, igy példaul zebradanioban 38
szelenoproteint azonositottak (Mariotti et al., 2012). A sugar(széju halak korai
evoldciogjanak teljes genomduplikacioja miatt a csontos halakban szdmos szelenogént
talaltak duplikalva (Taylor et al., 2003).

Normal RNS-ek esetében a nyitott kereten belll (open reading frame) az UGA kodon
a transzlacié sordn STOP kodonként funkcional. A szelenocisztein fehérjelancba
torténd beépiilését a szelenoprotein mRNS-ben talalhato SECIS (selenocysteine
insertion sequence) elem, egy specialis stem-loop szerkezet az mRNS 3’UTR
régidjaban, valamint egyéb faktorok, teszik lehet6vé. A SECIS elemre valaszul a
szelenocisztein tRNSE®15¢¢ a7z UGA kodont szelenociszteinnek forditja (8. abra)
(Labunskyy et al., 2014).
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Altalanos gén mRNS

2| | 3 aAanaAAAAAAA(A)N
t t
Start kodon Stop kodon
Szelenogén mRNS Stop kodon
}
5 —?—3'AAAAAAAAAAA(A)n
1 1 I
Start kodon Korai stop SECIS elem

kodon (UGA)

8. dbra: Az altalanos gének és a szelenogének szerkezeti felépitése (Penglase 2014 nyoman)
Az altalanos gének mRNS-e esetében a transzlacio START kodonnal kezd3dik és STOP kodonnal
zarul, mig a szelenogének esetében az UGA korai stop kodon szelenociszteint kddol

A szelenoproteinek szintézise relative lassu folyamat, amely fligg a szelén (Se) aktudlis
utanpétlasatdl is (Papp et al.,, 2007). Ugyanakkor, mig egyes szelenoproteinek
expresszidja Se-hidnyos koriilmények kozott szignifikdnsan csokken, pl. GPx1,
MsrB1, SelW és SelH, addig masok, igy példaul a TR1 és TR3, fehérje expressziojat
csak kevésbé szabalyozza a szelén hozzaférhet6ség. A szelenoprotein expresszid
ilyenfajta ,hierarchikus” szabalyozdsa mRNS és transzlacids szinten torténik, de
annak mechanizmusa még nem teljesen feltart (Sunde és Raines 2011).

Ha az altalanos RNS-ek nyitott leolvasasi keretén belll genetikai mutaciokbol,
splicing vagy transzkripcios hibakbol kovetkezbéen, korai stop kodon alakul ki (UGA,
UAA; UAG), akkor a korai terminéciot hordoz6 mRNS-b6l aberrans funkcidji C-
terminalisan csonka fehérjék képzOodnek, amelyek eliminaldsaért az Ggynevezett
nonsense mutacid altal medialt RNS lebontasi Gtvonal (nonsense-mediated mRNA
decay, NMD) felelés (Nickless et al., 2017). A szelenoproteinek esetében az NMD
szabalyzo utvonalként funkciondl, amennyiben ugyanis a szelén ellatottsag megfeleld,
a SECIS elemhez kapcsolodd Sec-tRNS az UGA kodont szelenociszteinre forditja,
tovabbi két fehérje, a SECIS koto fehérje-2 (SECIS binding protein 2; SBP2), és a Sec-
specifikus transzlacids elongacios faktor (Sec-specific translation elongation factor;
eEFSec) segitségével. A riboszomakhoz és a SECIS elemhez vald kotédés mellett, az
SBP2 kolcsonhatasba 1ép az eEFSec-kel, amely megkdnnyiti a Sec beépiilését a
naszcens fehérjelancba (Labunskyy et al., 2014). Szelénhianyos allapotokban
ugyanakkor, a SECIS-hez kapcsolodo fehéerje komplex elbomlik, mert az open reading
frame-ben talalhaté UGA kodont STOP kodonként azonositja a szervezet és az mRNS
az NMD utvonalon keresztul elbomlik (Shetty és Copeland 2015). Ugyanakkor leirtak
azt is, hogy a szelenoproteinek szervezetben betoltott szerepe hatassal van
szintézisukre is. Ennek alapjan megkulonboztethetiink ,,esszencialis” és ,,nem
esszencialis” szelenoproteineket. Emiatt szelénhianyos allapotokban az ,,esszenciélis”
szelenoproteinek megtartjak Sec beépitési hatékonysagukat, ezzel elkeriilve az NMD
szabalyozast. A GPx4 példaul, amely elengedhetetlen a tuléléshez, még alacsony
szelén ellatottsag mellett is NMD-rezisztens marad (Shetty és Copeland 2015).
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A szelenogének evoluciés retencidja alapjan a Sec katalitikus el6nyére
kovetkeztethetlink. Ciszteinnel (szelenocisztein helyett ciszteint tartalmazé enzim
homoldgok) 6sszehasonlitva, a szelenocisztein feltételezhetéen noveli a fehérje
stabilitdsat (Nauser et al., 2014) és a reaktiv szabadgyokok okozta inaktivacioval
szembeni ellendllasat (Snider et al., 2013). Lehet6vé teszi tovabba az enzimaktivitast
tagabb fizioldgiai korulmények kozt is, mint pl. szélesebb pH tartomany és
szubsztratspecifitas (Gromer et al., 2003). Ezenfelll a Sec gyakran nagyobb katalitikus
aktivitast is eredményez, mint a cisztein tartalmu fehérje izoformak. Egyes GPx
izoformakban példaul, ahol a Sec helyébe Cys keril, megkozelitéleg 100-1000-ed
részére csokken az enzimaktivitds (Kim és Gladyshev 2005; Yu et al., 2014).

3.4.1 A glutation-peroxidaz enzimcsalad, kiemelten a GPx4

A GPx enzimcsalad a biologiai antioxidans védelmi rendszer nélkilozhetetlen része,
amelynek tagjai megtalalhatok a mitokondriumban, a citoszolban és a sejtmagban
egyarant (1. tablazat). Elsédleges szerepiik a SOD miikodése soran keletkezd H2Oo-t
vizzé alakitani, valamint a szerves peroxidokat vizzé vagy alkoholld redukalni,
amelyhez GSH-t hasznalnak hidrogén donorként (Brigelius-Flohé és Maiorino 2013,
Battin és Brumaghim 2009). Mig az enzimcsalad bizonyos tagjai a citoszol és a
sejtorganellumok ROS okozta oxidativ karosodasai ellen hatnak, addig mésok a
membranok védelméért felelések. Emldsokben eddig nyolc fehérjét azonositottak,
amelyek kozil a GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 és GPx6 szelenociszteint tartalmaz, mig a
GPx5, GPx7 és GPx8 cisztein tartalmd izoenzimek (Labunskyy et al., 2014).
Filogenetikai vizsgalatok alapjan a Cys tartalmu GPx7 és GPx8 egy 6si GPx4-bdl
fejlodott ki, ami a halak és az emlésok szétvalasa eltt tortént, mig a GPx5 és GPx6, a
csalad legfiatalabb tagjai, a GPx3 tandem duplikaciéjabdl szarmaznak (Mariotti et al.,
2012, Brigelius-Flohé és Maiorino 2013).
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1. tdblazat: A glutation-peroxidaz enzimcsalad tagjai, el6fordulasuk és funkcidjuk a szervezetben

Elnevezés | Rovidités Klf;a‘z';)g';‘tjs Lokalizéci6 Funkci
glutation- hemoglobin és a citoszol
peroxidaz 1 GPx1 Sec citoszol oxidativ stressz elleni
(klasszikus) védelme
gluta_thn- gyomor-bélrendszer | taplalékkal felvett szerves
peroxidaz 2 GPx2 s tel; 15086 hid idok
(gasztro- X ec epite lum, nyeloeso, 1 roperp)fl 0
i e m4j (humén) redukaléasa
intesztinalis)
glutation-
peroxidaz 3 GPx3 Sec vérplazma redoxpuffer
(extracellularis)
liposzémak,
glutation- citoszol biomembranok védelme,
peroxidaz 4 GPx4 Sec mitokondriljm komplex hidroperoxidok
(foszfolipid- sejtmag ' redukalasa, spermiumok
hidroperoxidaz) szerkezeti stabilitdsanak
segitése
glutation-
pero>§|daz X GPx5 Cys mellékhere spermatozoa!< ox idativ
(mellékhere- stressz elleni védelme
specifikus)
Sec (ember)
glutation- CYS, . o szaganyagok
I~ GPx6 (ragcsalok és szagloham e
peroxidaz 6 més emlds anyagcseréje
fajok)
glutation- endoplazmatikus redox homeosztazis
-~ GPx7 Cys . fenntartasa, megfeleld
peroxidaz 7 retikulum .y <
fehérje folding
ER-bdl kikeriilé H,0;
glutation- GPx8 Cvs endoplazmatikus okozta oxidativ stressz
peroxidaz 8 y retikulum elleni védelem, ké&lcium
homeosztazis és jelatvitel

*Sec: szelenocisztein; Cys: cisztein

Az enzimcsalad els6 tagja az 1957-ben, szarvasmarha vorosvértestekbdl azonositott,
klasszikus vagy cellularis GPx1, amely fontos szerepet jatszik a hemoglobin oxidativ
stressz elleni védelmében (Mills et al., 1957). A GPx1 ezen kivil csokkenti a lipid
hidroperoxidok és mas oldhatd hidroperoxidok mennyiségét is, amelyek a
membranokat alkoto lipidekbdl szabadulnak fel a lipidperoxidacios folyamatok soran
(Martinez et al., 1982; Lubos et al., 2011). A GPx1 az antioxidans védelmi rendszer
fontos tagja (Labunskyy et al., 2014), amelyet az is bizonyit, hogy GPx1 knock-out
egerekben az akut oxidativ stressz, szelénpétlastol fuggetlendl, letalis (Lubos et al.,
2011). A GPx1 emelkedett génexpresszidja, ezaltal a H.O2, mint fontos jelatviteli
molekula, csokkent koncentracidja viszont negativ hatassal van a redox-érzékeny
jelatviteli kaszkadrendszerekre, igy példaul az inzulin elvalasztas szabalyozasara (Lei
és Wang 2012), az epidermalis novekedési faktorra (EGFR) (Handy et al., 2009),
valamint a TNF a-ra (Kretz-Remy et al., 1996). A GPx1 gén tulzott expressziojat az
inzulinelvalasztas szabalyozasara gyakorolt negativ hatasa miatt 6sszefliggésbe hoztak
a fokozott inzulinrezisztenciaval, a hiperinzulinémiaval, a hiperglikémiaval, valamint
az elhizas, és kovetkezményesen a metabolikus betegség kialakulasaval (McClung et
al., 2004; Matouskova et al., 2018).
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A GPx2 (vagy gasztrointesztinalis GPx, GI-GPx) szintézisének szabalyozasaért a
kordbban mar emlitett Nrf2-Keapl/ARE fttvonal felelés (Banning et al., 2005).
Elsésorban a gyomor-bélrendszer epitéliumaban, a nyel6csében, és emberben, a
majban is expresszalodik. Fo feladata a taplalékkal felvett szerves hidroperoxidok
redukalasa (Chu et al., 1993). Az emésztérendszer hamsejtjei altal alkotott barrier, a
gyulladasos folyamatok okozta emelkedett ROS, és az igy kialakult oxidativ stressz
hatdsara karosodhat, ezaltal né az epitél sejtek permeabilitisa, amelynek
kovetkeztében a szervezetbe jutd patogén mikroorganizmusok fertézést okozhatnak
(Tian et al., 2017). Szdmos hamsejt eredetti tumorban is megfigyelték a GPx2
megnovekedett expresszidjat (Peters et al., 2018). GPx2 knock-out egerekben viszont
csak UV sugarzassal lehetett daganatképz6dést indukalni (Walshe et al., 2007),
amelynek oka feltételezhetéen az egerek vastag- €s csipdbelében mért emelkedett
GPx1 expresszid (Florian et al., 2010). GPx1/GPx2 knock-out egerekben ugyanakkor
spontan tumorképzddést figyeltek meg (Esworthy et al., 2001). GPx2 knock-down
tumorsejtvonalban azt is leirtdk, hogy G2/M fazisban ciklin B1 fiiggé modon gatolta
a sejtproliferaciét (Naiki et al., 2014), s6t a bélham kriptaiban apoptézist indukalt
(Mdller et al., 2013).

A GPx3, vagy extracellularis/vérplazma GPX, egy glikoprotein, amely elsésorban a
vese proximalis tubulus sejtjeiben expresszalddik, de szerepét az extracellularis térben,
foképp a vérben, keringve tolti be (Takahashi et al., 1990). GPx3 knock-out egerekben
a vérplazma magas ROS szintje a NO hasznosulasanak csokkenéséhez, alacsony
vérplazma ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) koncentraciohoz, vérrégok
kialakuldsdhoz és P-szelektin indukcidhoz vezet, amely kdvetkezményesen agyi
infarktust (stroke) idéz el (Pang et al., 2018; Jin et al., 2011). Erdekes médon a GPx3
tiltermelodése (overexpression) egerekben hoérzékenységet okoz, amit feltehetéen a
H2O> és a lipid hidroperoxidok csokkent mennyisége, kovetkezményesen pedig a
Hsp70 indukcidjanak elmaradasa idéz ¢16 (Mirochnitchenko et al., 1995).

A foszfolipid hidroperoxid glutation-peroxidazt (phGPx), azaz a GPx4-t, Ursini et al.
(1982) irtak le el6szor, mint a liposzomakat és a biomembranokat peroxidaciotol védo
fehérjet. A 23 kDa tomegli fehérje a citoszolban, a mitokondriumban, valamint a
nukleuszban is megtalalhatd (Liang et al., 2009a). Szerkezetét tekintve monomer
enzim, ezaltal eltér a t6bbi, hagyomanyos GPx-t6l, amelyek tetramerek (GPx1, 2, 3, 5,
6) (Ursini et al., 1985). Funkciojat tekintve szintén eltér az enzimcsalad tobbi tagjatol
ugyanis a GPx4 kozvetlenil redukalja a membranokban és a lipoproteinekben
talalhato lipid-hidroperoxidokat (Ursini et al., 1995; Girotti és Korytowski 2017). A
GPx1 normal miikodéséhez foszfolipid-hidroperoxidok esetében a peroxidalt zsirsav
acil részének hidrolitikus felszabaditasa szikséges (Girotti 1998), ezért a GPx1
elsésorban a polaros hidroperoxidok, igy példaul a H2O> és az alkil-hidroperoxidok
(pl. kumol-hidroperoxid) redukalasaért felelds (Girotti és Korytowski 2017). A GPx4
azonban képes redukalni egyéb, a lipoproteinekbe vagy membranokba integralddott,
komplex-hidroperoxidokat is, amelyek a koleszterin vagy koleszterin-észterek
oxidaciojabol szarmaznak (Liang et al., 2009b). A membran-kotott a-tokoferollal
egyutt, amely lassitja a lipid-peroxil gyokok altal katalizalt lancreakciot, fontos
szerepet jatszik a membranok integritasanak védelmeben a foszfolipid-hidroperoxidok

27



redukalasa révén (Maiorino et al., 2018). A redukcié sordn ugyanakkor a GPx4
nemcsak GSH-t, de egyéb tiolokat is képes szubsztratként felhasznalni. Kimutattak
példaul, hogy érett spermiumokban, ha a GSH limitalo tényezd, a GPx4 egyes tiol
fehérjékkel is reakcioba Iéphet protamin tiol peroxidazként funkcionélva. Ez azonban
nem az oxidativ stressz elleni védelem része, hanem olyan mddon segiti el6 a
spermiumok szerkezeti stabilitdsat, hogy egyes szerkezeti fehérjékben diszulfid
kotések kialakulasat katalizalja (Brigelius-Flohé és Maiorino 2013).

A GPx4 Kkatalizise sordn a szelenociszteinb6l disszocialt szelenolt (-Se-) egy
hidroperoxid oxidalja, amelynek hatasara szelénsav (-SeOH) és viz jon létre. A
szelénsav reakcioba lép a szabad tiol (-SH) csoportokkal, tipikusan a GSH-val,
amelynek soran egy atmeneti szelenenil-diszulfidot hoz létre, amit viszont egy
masodik GSH molekula elbont (9. abra) (Conrad 2009, Huang et al., 2017).

ROOH
G584 GPx-SeH
GPx-SeSG GPx-SeOH
H,O GSH

9. dbra: A GPx katalitikus ciklusa (Huang et al., 2017 nyoman)

Harom kiilonbozo, alternative splicing révén létrejott, GPx4 mRNS izoformat,
ugymint a citoszol (cGPx4), a mitokondridlis (MGPx4) és a nuklearis (nGPx4),
kiilonboztethetiink meg. A citoszol (révid) forma mind az embriondlis fejlodés soran,
mind pedig a felndtt szervekben ¢és szovetekben expresszalodik. Ugyanakkor a
nuklearis és mitokondrialis izoformak, amelyek NH-terminalis szekvenciajukban
kiilonboznek a citoszol formatol, csak a herében fejezddnek ki (Cardoso et al., 2017).
A cGPx4 knock-out egerek mar az embrionalis fejlodés korai szakaszaban elpusztulnak
(Liang et al., 2009b), a nGPx4" és mGPx4" egerek viszont életképesek voltak
(Labunskyy et al., 2014). A spermiumok érésének korai szakaszaban a GPx4 magas
szinten expresszalodik és katalitikusan is aktiv, késébb azonban inaktivalodik és
szerkezeti elemkeént funkcional. A GPx4 a szulfhidril keresztkotések kialakitasa révén
nagy molekulatomegii térhaldos polimereket hoz létre, ugyanis intramolekularis
szelenil-diszulfid hidakat képez a Sec és Cys csoportokkal. Ez a szerkezeti elem, az
ugynevezett Sperm Mitochondria-associated Cysteine-rich Protein-nel (SMCP)
egyltt, a spermium kozepén véddkapszulat hoz 1étre a mitokondrium-spirdl koril
(Maiorino et al., 2005; Labunskyy et al., 2014). Az mGPx4 izoforma hianya him
egerekben infertilitast okozott az enzim gametogenezisben betoltott szerepe miatt
(Schneider et al., 2009). llyen hatast ugyanakkor nGPx4 knock-out egerekben nem
tapasztaltak (Conrad et al., 2005).
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informécioval rendelkeziink, de az mar ismert, hogy halakban a GPx4 a teljes GPx
aktivitas kozel egyharmadaért felelés (Grim et al., 2011; Wang et al., 2012).
Zebradanioban két génjét (gpx4a és gpx4b) azonositottdk és megfigyelték azok
expressziojat mar az embrionalis fejlédés soran is (Thisse et al., 2003). Eziistlazacban
szintén két gpx4 gént azonositottak (gpx4a és gpx4b), amelyek kozil a gpx4b mRNS
expresszié minden szévetben meghaladta a gpx4a expressziojat (Wang et al., 2012).
Pontyban szintén két gpx4 gént azonositottak (gpx4a és gpx4b), amelyek expresszioja
a majban volt a legnagyobb mértékii, majd ezt kovetden, kdzel azonos meértékben, az
agyban, az izomban, a vesében és a szivben (Hermesz és Ferencz 2009). Emlitett
szerz6k kutatdsuk soran a legnagyobb gpx4a mRNS szintet a majban mérték, mig a
gpx4b mRNS szint minden altaluk vizsgalt szovetben rendkivil alacsony volt (10.
abra) (Hermesz és Ferencz 2009). Zheng és mtsai. (2013) is kimutattak, hogy a gpx4a
legnagyobb mértékben a zebradanio majaban fordul eld. A gpx1l paralogokhoz
viszonyitva, mind a gpx4a mind a gpx4b korilbeltl 3-szor akkora mennyiségben
talalhatd meg szivarvanyos pisztrang majaban (Pacitti et al., 2013), ellentétben az
emlds maj gpx1l mRNS mennyiséggel, ami kdzel 7-szer nagyobb volt, mint a gpx4
(Weiss et al., 2001).

O gpx4a
250 -
B gpx4b
S 200 I
[
B
(92 J
Q2 150
4
S
> 100 4
IS
T
T 50| ’L‘
ol m
maj vese sziv izom agy

10. &bra: Relativ gpx4a és gpx4b mRNS szintek ponty méjban, vesében, szivben, izomban és agyban
(Hermesz és Ferencz 2009 nyoman)

A szarazfoldi gerincesekkel 0sszehasonlitva halakban az oxidacidra érzékeny
tobbszordsen telitetlen zsirsavak mennyisége (pl. dokozahexaénsav [DHA, C22:6 n-3]
és eikozapentaénsav [EPA, C20:5 n-3]) lényegesen nagyobb (Mahaffey 2004). Ennek
alapjan feltételezhetd, hogy a hidrofob sejtmembranokban talalhatd tobbszordsen
telitetlen zsirsavak oxidaciojaval szembeni védelmére nagyobb GPx4 aktivitas
szlikséges. Ezt bizonyitja, hogy a GPx4 aktivitas és a tobbszordsen telitetlen zsirsavak
mennyisége kozott pozitiv korrelaciot figyeltek meg kiilonbozé halfajokban (Grim et
al., 2011).

Halakban a hosszu szénlancu tébbszorosen telitetlen zsirsavak (LcCPUFA) mennyisege,
emlds sejtekkel Osszehasonlitva, nagyobb, mint a rovid szénlanci tobbszordsen
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telitetlen zsirsavaké (PUFA), vagy akar az egyszeresen telitetlen (MUFA) és telitett
(SAT) zsirsavaké (Xue et al., 2020). A zsirsavak megtalélhatok szabad formaban a
citoszolban, vagy membran kotott allapotban a foszfolipidekben. Az LcPUFA-K igen
érzékenyek az oxidaciora, ami lipidperoxidacios lancreakciohoz, kbvetkezmeényesen a
sejtmembréanok karosodasahoz vezethet (luchi et al., 2019). Korabban mar emlitettem,
hogy mind a GPx4, mind a GPx1 izoforma képes a hidrofil peroxidok, mint pl. a H20-
vagy a szabad zsirsav hidroperoxidok redukélasara, a GPx4 pedig, szerkezetébdl
adodoan, szélesebb spektrumu szubsztratspecifitassal rendelkezik (Liang et al., 2009b;
Girotti és Korytowski 2017). Ennek kovetkeztében a halak szamara eldnyos, ha a
glutation-redox rendszerben a multifunkcionalis GPx4 paralégok nagyobb arényt
képviselnek, mint a GPx1 (11. abra) (Penglase 2014).

A GPx rendszer miikodése

; Hal hepatocita
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11. abra: Emlés és hal GPx rendszer miikodésének elméleti modellje a hepatocitakban
(Penglase, 2014 nyoman).

Halakban a membran foszfolipideket alkoto zsirsavak kdzott nagyobb aranyban talalunk hosszu
szénlancu tdbbszorosen telitetlen, oxidaciora érzekeny zsirsavakat. A GPx4, a GPx1-gyel ellentétben,
nagyobb hatékonyséaggal elimindlja a hosszl szénlancu tobbszordsen telitetlen zsirsavakbol keletkezé

lipidhidroperoxidokat, ezért az emlésokhoz képest a GPx4 enzimre nagyobb sziikség van a halaknal
Piros vonal: hosszl szénlancu telitetlen zsirsavak (LcPUFA); kék vonal: egyszeresen telitetlen és
telitett zsirsavak

Az enzimcsalad els6ként felfedezett olyan tagja, amely szelenocisztein helyett
ciszteint tartalmaz, a mellékhere-specifikus GPx5 (eGPx; Ghyselinck et al., 1989),
amely nem szelenoprotein. Fontos szerepe van a spermatozoak oxidativ stressz
karosodasok elleni védelmében, amelyek veszélyeztetnék integritasukat €s
kovetkezéskeppen a megtermekenyulés folyamatat (Chabory et al., 2009).

A homotetramer GPx6 (OMP; Dear et al.,, 1991) aktiv centrumaban, emberben
szelenocisztein, ragcsalokban és més emlds fajokban pedig cisztein (Cys), talalhato. A
GPx6 mRNS-e a szaglohamban expresszalodik és részt vesz a szaganyagok
anyagcserejében (Goltyaev et al., 2014).

A katalitikus centrumanban szelenocisztein helyett szintén ciszteint tartalmaz6 GPx7,
amelyet elész6r emlds mellrak sejtekbol izolaltak (Utomo et al., 2004), és az
endoplazmatikus retikulum lumenében talalhatd. A GPx7 szubsztratjai a GPx4-hez
hasonldan szintén a foszfolipid hidroperoxidok. Noha a GPx7 tartalmazza a GSH-kot6

30



domént, de a tobbi GPx-t0l eltéréen nem mutat GPx aktivitast, hanem féleg a
tioredoxinnal reagdl. A GPx7, amellett, hogy csokkenti a ROS felhalmozddast a
sejtben, és ezaltal részt vesz a redox homeosztazis fenntartdsdban, szerepe van a
fehérjék globuléris szerkezetének kialakitdsaban, azaz a folding mechanizmusban is
(Chen et al., 2016).

A GPx csalad utolsé tagja a GPx8, amely a GPx7-hez hasonloan Cys-t tartalmazé
monomer enzim. Elsésorban az endoplazmatikus retikulum (ER) bels6
membranperoxidazaként fordul el6, aktiv helyével az ER lumenébe nytlva és a GPx7-
hez hasonldan fontos szerepe van a megfeleld fehérje foldingban. Ezen tilmenden
szerepe van az ER-bol kikertilé6 H20, okozta oxidativ karosodasok elleni védelemben
(Ramming et al., 2014), valamint a kalcium homeosztazisban és jelatvitelben (Yoboue
et al., 2017). A GPx8 transzkripciét a hipoxia-indukalhato faktor 1o (hypoxia-
inducible factor 1a) szabalyozza. Azt is leirtak, hogy GPx8 deplécid az inzulin szignal
kaszkadokat is befolyésolja (Bosello-Travain et al., 2015).
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4., ANYAG ES MODSZER
4.1 A kisérletek soran alkalmazott mikotoxinok

A Kisérletekhez felhasznalt mikotoxinok kozil a nagy tisztasagu (99,0%) STC-t a
Romer Labs (Tulln, Ausztria) cégtél szereztilk be, mig az AFBi-et, kollaboracid
keretében, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Kérnyezetbiztonsagi Tanszék
allitotta el6 kukoricadara szubsztraton. Az AFB:1 termeléséhez egy Aspergillus flavus
(ZT80) (Dabolyi et al., 2013) torzset alkalmaztak.

4.1.1 A takarmanyok kisérletes mikotoxin szennyezése

A pontyokkal végzett kisérletben egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 extrudalt,
lassan siillyed6, novendék pontyok szamara kifejlesztett (Aqua Garant Classic™,
Garant-Tiernahrung, Pochlarn, Ausztria) takarmanyt hasznaltunk, amelyet
ledaraltunk, majd az AFB:-et ismert koncentracioban tartalmazé kukoricadaraval
kevertik 0ssze. A STC-nel kezelt csoportok esetében a STC-t eldszor abszolut
etanolban feloldottuk, majd azt egyenletesen a ledaralt takarmanyra permeteztik a
vizsgalni kivant koncentraciohoz sziikséges mennyiségben. Az alaptakarmany AFB;-
et és STC-t, elézetesen elvégzett laboratoriumi vizsgalattal ellendrizve a
detektalhatosagi hatarértéknél kisebb mennyiségben tartalmazott. Az egyes kezelési
csoportok adagjait kdzvetlenll a felhasznalas el6tt 1:4 aranyban desztillalt vizzel
higitottuk, annak érdekében, hogy gyomorszondan keresztiil adagolhatd legyen.
Kontrollként az alaptakarmany vizes keverékét (1:4) alkalmaztuk. A takarmanyok
vizes szuszpenzidjanak adagolasa pipetta segitségével tortént.

4.1.2 A takarmanyok mikotoxin tartalmanak meghatéarozasa és annak maddszere

A kontroll, valamint a mesterségesen szennyezett takarmanyok aflatoxin tartalmanak
meghatdrozdsa  immunaffinitds  el6tisztitdst  kovetden  nagy  felbontast
folyadékkromatografias (FAML-A-02:2016 AFLAPREP® HPLC) modszerrel,
fluorimetrias detektalassal (gerjesztés: 350 nm; emisszio: 430 nm) tortént (Food
Analytica Kft., Gyula). A STC meghatarozasara pedig HPLC-UV (abszorpcids
maximum: 254 nm) modszert alkalmaztak (Szegedi Tudoméanyegyetem,
Mikrobiol6gia Tanszék). Az eredményeket a 2. tblazatban mutatom be.

2. tablazat: A kisérletekben felhasznalt takarmanyok mikotoxin tartalma (Aflatoxin — A1-A2-A3
csoportok; Szterigmatocisztin-S1-S2-S3 csoportok; Aflatoxin+Szterigmatocisztin-A-S-AS csoportok)

" Mennyisé
Kezelési csoportok (ug/kg talzlarmgény)
AFB; <1,0; AFB><1,0
Kontroll Kontroll STC<1.0
Al (alacsony) AFB:: 93,5; AFB,: 5,7
Aflatoxinnal kezelt csoportok A2 (kdzepes) AFB;: 187,1 AFB,: 115
A3 (magas) AFB:: 374,1 AFB;: 23,0
Szterigmatocisztinnel kezelt sl (al?csony) 1000
csoportok S2 (kbzepes) 2000
S3 (magas) 4000
Aflatoxinnal és A (aflatoxin) 100
szterigmatocisztinnel kezelt S (szterigmatocisztin) 1000
csoportok A+S (kombindlt) AFB;: 100 STC: 1000
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4.2 Kisérleti protokollok
4.2.1 A vizsgalat helyszine

Vizsgalataim helyszinéiill a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elettani és
Takarmanyozastani Intézet, Takarmanybiztonsagi Tanszéke szolgalt. A pontyokkal
folytatott takarmanyozési kisérleteket a Tanszék Kisérleti Terén végeztem. A halakon
végzendd molekuléris biologiai vizsgalatokhoz sziikséges allatkisérleti engedéllyel
rendelkeztink (Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi  és
Allategészségiigyi lgazgatdsaga XIV-1-001/2304-4/2012).

4.2.2 Kisérleti allatok és tartasuk

Kisérleteimet Szarvasi P34 hibrid pontyokkal végeztem, amelyeket az Akasztoéi OKO
2000 Kft.-t6l szereztem be. A kezelés el6tt egy hetes akklimatizacios id6t
alkalmaztunk, mely id6 alatt az allatokat 200 L-s tartalyokban tartottuk. Ezt kovetéen
a pontyokat véletlenszerlien osztottuk kontroll és mikotoxinokkal kezelt csoportokba
(n=22/csoport). Tartasuk 4, azonos lrtartalmt (150 L), akvariumban tortént. A 150 L-
es akvariumokat 120 L-ig toltottik, igy az AFB1-gyel végzett kisérletben a telepitési
stiriség 0,28 g/L, a STC-nel végzett kisérletben 0,22 g/L, mig az AFB1-gyel és STC-
nel végzett kisérletben 0,41 g/L volt. A kontroll és kezelt csoportok tartaséara szolgald
akvariumokba az esetleges mortalitds miatt 22 halat helyeztiink, amelyekbdl a
vizsgalat soran mintazott allatok szdma 18 volt a vizsgalat 24 6rés periddusa alatt. A
random csoportositas soran véletlenszertien kivalasztott 6 allatot abszolut kontrollként
mintaztunk a 0. idépontban.

Az allatokat az akklimatizacioés id6 alatt fél-statikus rendszerben, naponta 30%
mértékli vizcserével, pihentetett, folyamatosan atlevegdztetett csapvizben tartottuk,
mig a kisérlet iddétartama alatt statikus rendszerben, pihentetett, folyamatosan
atlevegOztetett csapvizben. Az akklimatizacios ido alatt takarmanyozas nem tortént. A
viz hémérséklete 19 + 1 °C volt. A kisérletek soran a vilagitast automatavezérlésii
fényprogram biztositotta 12 6ra vilagos és 12 oOra sotét intervallumokra programozva.
Az éllatok testtdmege a kisérlet inditdsakor az AFB1-gyel végzett kisérletben 34,20 +
3,99 g, a STC-nel végzett kisérletben 27,09 + 5,38 g, mig az AFB1-gyel és STC-nel
végzett kisérletben 49,07 + 8,85 g volt. A kisérlet sordn alkalmazott mikotoxin
testtdmegre vetitett dozisok a 3. tablazatban lathatdak. A kisérletek soran az egyes
halaknak adagolt takarmany mennyiséget a halak testtdmege alapjan egyedenként
hataroztuk meg. A halak testttmegére vonatkoztatva a bejuttatandé takarmany
mennyisége az AFB1-gyel végzett Kisérletben 1,46 %, a STC-nel végzett Kisérletben
1,85 %, mig az AFB;1-gyel és STC-nel végzett kisérletben 1,02% volt. A takarméany
adagolasat megel6zden boditast nem alkalmaztam.

3. tablazat: A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dézisok az egyes csoportokban (ug/kg testtémeg)

Kezelési csoport Kontroll Al A2 A3
AFB; <1,0 1,46 2,92 5,85
Kezelési csoport Kontroll s1 S2 S3
STC <1,0 18,89 36,95 72,70
Kezelési csoport Kontroll A S A+S
AFB;+STC <1,0 0,95 10,27 0,95 + 10,27
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4.3 Mintavételezés

A kisérlet kezdetén (n=6, abszoldt kontroll), majd az egyszeri gyomorszondas kezelést
kovetoen a 8., 16. és 24. o6raban kezelésenként, véletlenszeriien kivalasztott 6-6
egyedbdl vettlink mintakat. Szegfiiszeg olaj tartalmta vizben (20,3 mg/l) torténd
kabitast, majd dekapitaciot kovetden az allatokbol post mortem majmintat vettem a
molekularis biologiai vizsgalatokhoz. A génexpresszids vizsgalatokhoz vett
majmintakat a mintavételt kovetden azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

4.4 Génexpresszios vizsgalatok
4.4.1 RNS tisztitas és reverz transzkripcié PCR

A kisérleti allatok majmintaibol, 5 mg szovetbdl, NucleoZOL reagenssel (Macherey-
Nagel, Duren) teljes RNS-t tisztitottam a gyartd el6irasai szerint. Ezt kdvetéen az
RNS-t jéghideg izopropanollal kicsaptam, majd 75% (v/v)-os etanollal mostam, vég(il
RN-az mentes vizben feloldottam. Az RNS tisztitdst kovetden a genomi DNS
szennyezOdést a gyartoi protokoll alapjan DN&z | (Thermo Fisher Scientific, San José)
kezeléssel tavolitottam el. A DNaz kezelt RNS integritasat, koncentraciojat és
tisztasagat 1,5 %-os agaroz gélben és nanofotométer (NanoDrop One, Thermo Fisher
Scientific, San José) segitségével vizsgaltam. Tovabbi vizsgalatra azon mintakat
fogadtam el, amelyek OD 260/280 mutatoja 2,0 feletti értékeket mutatott. Az RNS-bol
kezelési csoportonként poolokat hoztam létre, egyedenként azonos mennyiségii RNS-
b6l (n=6), majd 1000 ng poolozott RNS-b6l random nonamerrel (9-mer) reverz
transzkripci6 soran, a gyartd protokollja alapjan (RevertAID Reverse Transcriptase,
Thermo Fisher Scientific, San José) cDNS-t készitettem, amelybdl a qPCR méréseket
végeztem.

4.4.2 Real-time PCR vizsgéalatok ponty fajban

A glutation-peroxidaz 4a és b (gpx4a és gpx4b) tovabba a glutation-szintetaz (gs) és a
glutation-reduktaz (gr) valamint az Nrf2 (nrf2), Keapl (keapl) célgének, és a S-actin
bels6 kontroll gén, expressziojat kvantitativ real-time PCR-rel, SYBRGreen
maodszerrel hataroztam meg. A vizsgalatokhoz felhasznalt primereket a szakirodalom
alapjan valasztottam (Hermesz és Ferencz, 2009; Jiang et al., 2015, Safari et al., 2016)
Ki (4. tablazat). A mérésekhez a Step One Plus™ Real-Time PCR systems (Thermo
Fisher Scientific, San Jose) készlléket hasznaltam, Maxima SYBRGreen gPCR
Master Mix (1x final concentration) felhasznalasaval (Thermo Fisher Scientific, San
Jose), 5 ismétlésben. A mérésekhez 12,5 ul végtérfogatban 2,31 uM primert €s 5 ng
cDNS-t hasznéltam templatként. Minden meérés alkalmaval primer paronként
beallitottam egy non-template kontrollt is. A qPCR hémérsékleti profil a gpx4a és
gpx4b génekre: 95 °C 10 perc elédenaturacio, majd 95 °C 15 sec, 55 °C 30 sec és 72
°C 30 sec, 45 cikluson keresztill ismételve. Az nrf2 és keapl célgének esetében pedig
95 °C 10 perc elédenaturacid, majd 95 °C 15 sec, 60 °C 30 sec és 72 °C 30 sec, 45
cikluson keresztil. A gs és gr gének esetében 95 °C 10 perc elédenaturacio, majd 95
°C 15 sec, 56,5 °C 30 sec és 72 °C 30 sec, 45 cikluson keresztiil. A SYBERGreen jelet
minden ciklus extenzio-lepésének vegén detektalta a berendezés.
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4. tablazat: A vizsgalat soran alkalmazott primer szekvenciak

Gén Forward (5°-3") Reverse (5°-37)
B-actin GCAAGAGAGGTATCCTGACC CCCTCGTAGATGGGCACAGT
gpx4a GGAACCAGGAACAAATTCCC AGATCCTTCTCCACCACGCTTG
gpx4b CTACAAGGCAGAGTTTGACCTC | CTTGGATCGTCCATTGGTCC

gs ACCATGACATACCGCTGACAT | TGTTCCCCATAGATCAGTAGAGGAT
ar ACTCGTGCAGGTGTCTATGC TTTGGAGTCTGCTTTGCCCT
keapl GCTCTTCGGAAACCCCT GCCCCAAGCCCACTACA
nrf2 TTCCCGCTGGTTTACCTTAC CGTTTCTTCTGCTTGTCTTT

4.4.3 Real-time PCR eredmeények kiértékelése

A PCR termék specifitasat és a primer dimerek jelenlétét gélelektroforézis és olvadasi
gorbe (melting-curve) analizis segitségével ellenériztem. 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 kvantifikacio; RQ = 244
értékeket (Livak és Schmittgen, 2001).

4.4 4 Statisztikai értékelés

A Kisérleti eredmények statisztikai értékeléséhez leiré statisztikai szamitasokat,
egytényezOs és kétutas varianciaanalizist (ANOVA) vegeztem. A variancianalizis el6tt
az eredmények normdl eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel, a variancia
homogenitasat pedig Bartlett teszttel ellendriztem. A szamitasok GraphPad Prism 7.0
szoftverrel (GraphPad Software, San Diego) torténtek. Az ANOVA értékelés alapjan
az egyes mintavételi idépontokban az egyes csoportok értékeit paraméterenként
hasonlitottam dssze.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

5.1 Rovidtava AFB: terhelés hatésa a glutation redox rendszer szabalyozésara
pontyok majaban

A Kisérlet soran harom emelked6 dézist AFB: terhelés hatasat vizsgaltam a glutation
redox rendszer egyes elemeire, valamint a rendszer szabalyozasaért felelds gének
expressziojara. A kisérlet soran alkalmazott dézisok a kdvetkezOk voltak: az Al
kezelési csoportban 1,46; az A2 csoportban 2,92; az A3 csoportban 5,85 ug/kg
testtomeg mikotoxin dézisokat alkalmaztam, amelyet a 3. tablazatban mutattam be. Az
alkalmazott  dozisok  megtervezéséhez ~az  Eurépai Unié  altal a
takarmanyalapanyagokra megszabott maximalis AFB; tartalom (20 pg/kg takarmany
[574/2011/EK]) nyujtott kiindulasi alapot. A 24 oréas kiserlet alatt 8 dranként torténtek
a mintavételek.

A 24 6ras vizsgalati id6szak alatt elhullast, illetve szubletalis tlineteket egyik kezelési
csoportban sem tapasztaltam.

A keapl gén expressziojaban a 8. orai mintavételkor minden kezelési csoportban, mig
a 16. oOrai mintavéetelkor csak az A3 csoportban tapasztaltam szignifikins mértéki
csokkenést a kontrollhoz viszonyitva, ugyanakkor a 24. éraban nem volt eltérés (5.
tablazat).

Ezen paraméter esetében szignifikins mértékii eltérést tapasztaltam a kontroll
értékekben az egyes mintavételi iddpontok kozott is, a 8. draban magasabb, mig a 24.
Oraban alacsonyabb érteket mértem. Az Al és A3 csoportban minden mintavételi
idépontban alacsonyabb értéket mértem a 0. idOponthoz viszonyitva, mig az A2
csoportban a 8. és 24. draban tapasztaltam szignifikans mértékii csokkenést. A két-utas
ANOVA eredményeként megallapithaté volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H) és kezelés
x id6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikans mértéki hatassal rendelkezett a keapl
génexpresssziora (5. tablazat).

5. tblazat A keapl gén expresszidjanak valtozasai a pontyok méajaban AFB: terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. dra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 1,56+ 0,94+ 0,41+
0,14°C 0,15°B 0,03A
0,64+ 0,77+ 0,42+ .
Al (alacsony) 1,02+ 0,13°AC 0,13°C 0,07A 10000
R 0,20B 0,62+ 0,84+ 0,44+ N
A2 (kdzepes) 0,14°AC 0.19°BC 0.12A TxH: < 0,0001
A3 (magas) 0,35+ 0,48+ 0,58+
9 0,09%A 0,082AC 0,15C

a, b,c felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C nagybetis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 g AFB1/kg testtdmeg

Az nrf2 gén expresszidjaban a 16. draban az A2 és A3 csoportban csokkenést, mig az
Al és A3 csoportokban a 24. oréban a kontrollhoz viszonyitva emelkedést
tapasztaltam (6. tablazat).
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A kontroll értékekben is tapasztaltam szignifikans mértékli eltérést, ugyanis a 16.
6raban magasabb értéket mértem, mig a tobbi mintavételi idépontban a mért értékek
mar nem tertek el szignifikans mértékben. Az Al csoportban a 16. és 24. ¢raban volt
magasabb az érték, mig az A2 csoportban csak a kezdeti (8. éra) idépontban volt
csokkenés. Az A3 csoportban a 8. draban csokkenést, mig a 24. éraban emelkedést
tapasztaltam a 0. Orai mintavételhez képest. A két-utas ANOVA eredményeként
megallapithat6 volt, hogy a kezelés (T), az 1d6 (H) és kezelés x 1d6 (TxH) egyiittesen
egyarant szignifikans mértékti hatassal rendelkezett az nrf2 génexpresssziora (6.
tablazat).

6. tAblazat A nrf2 gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban AFB: terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 0,68+ 1,90+ 0,76+
0,21A 0,12°B 0,16°A
0,88% 1,66+ 1,61+ ,
Al (alacsony) 1,06+ 0,15A 0,288 0,49°B L'_ p ggggi
) 0,37A 0,66+ 0,68+ 0,88+ <
A2 (kdzepes) 009B 0.20°AB 0.14°AB TxH: <0,0001
0,65+ 1,25+ 1,56+
A3 (magas) 0,11C 0,21°AB 0,13°B

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C nagybetlis jellés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — 1d6 hatdsa, TxH — kezelés x id6 hatdsa

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 pug AFB1/kg testtdmeg

A gpx4a gén expresszidja a 8. draban az A3 csoportban szignifikdns mértékben
csokkent a kontrollhoz viszonyitva, mig a 16. és 24. 6raban minden kezelési
csoportban emelkedést tapasztaltam (7. tablazat).

A kontroll csoportban a 16. és 24. 6raban alacsonyabb értékeket tapasztaltam, mint a
korabbi mintavételi idépontokban. Az Al és A2 csoportokban minden mintavételi
idépontban alacsonyabb értékeket mértem, mint a kisérlet kezdetekor, mig az A3
csoportban a 8. orai csokkenést, a késébbiekben a 0. 6rai értékekhez torténd emelkedés
kovette. A két-utas ANOVA eredményeként megallapithatd volt, hogy a kezelés (T),
az 1d6 (H) és kezeles x 1d6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikdns mértekli hatassal
rendelkezett a gpx4a génexpresssziora (7. tablazat).

A gpx4b gén esetében az Al és A3 csoportokban a 8. oraban szignifikans mértékii
expresszio csokkenést tapasztaltam a kontrollhoz képest, mig a 16. éraban az Al és
A3 csoportokban, a 24. éraban pedig minden kezelési csoportban szignifikans mértékii
emelkedést figyeltem meg (8. tablazat).

Ezen paraméter esetében is voltak a kontroll értékekben szignifikans mértéki eltérések
az egyes mintavételi idépontok k6zo6tt ugyanis a 16. és 24. 6raban a korabbi értékekhez
képest kisebb érteket mértem. Az Al csoport eseteben bar alacsonyabb, de nem
szignifikans mértéki eltérést mértem, mig az A2 csoporban a 16. déraban, az A3
csoportban pedig a 8. oraban szignifikins mértéki volt a csokkenés. A két-utas
ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az 1d6 (H) és kezelés
x 1d6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikans mértéka hatassal rendelkezett a gpx4b
génexpresssziora (8. tablazat).
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7. tablazat A gpx4a gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban AFB: terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 0,84+ 0,33+ 0,57+
0,08°C 0,023A 0,08%B
0,79+ 0,69+ 0,69+ ,
Al (alacsony) 1,00+ 0,11°A 0,07°A 0,13°A T:<0,0001
, ) J : H: <0,0001
) 0,06C 0,79+ 0,68+ 0,80+ )
A2 (kbzepes) 0.07°AB 0,01°A 0.02°B TxH: <0,0001
0,38+ 1,00+ 1,00+
A3 (magas) 0,032A 0,13°C 0,06°C

a, b, ¢ felséindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott
(p<0,05), adott mintavételi id6ponton beliil

A, B, C nagybetils jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 pg AFB1/kg testtdmeg

8. tablazat A gpx4b gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban AFB: terhelés hatdsara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 1,02+ 0,64+ 0,68+
0,12°B 0,06°A 0,07°A
0,85+ 0,00+ 0,00+ ,
Al (alacsony) 1,00+ 0,07°BC 0,08"BC 0,17°°BC 1200018
) 0,10BC 111+ 0,76+ 0,00+ e
A2 (kdzepes) 0.15°C 0.090A 0.06°AB TxH: <0,0001
A3 (magas) 0,53+ 1,03+ 1,08+
g 0,05°A 0,16°BC 0,18°BC

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idéponton beliil

A, B, C nagybetils jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — I1d6 hatdsa, TxH — kezelés x id6 hatdsa

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 pg AFB1/kg testtbmeg

A gs gén expresszidja az Al csoportban a 8. oOrdban szignifikans mértékben
emelkedett, mig az A3 csoportban csokkent a kontrollhoz viszonyitva, viszont a 16.
6rdban minden kezelési csoportban, mig a 24. 6rdban az Al és A3 csoportokban
szignifikdns mértékii emelkedést figyeltem meg (9. tablazat).

A kontroll csoportban a 16. és 24. érai mintavételkor alacsonyabb értékeket mértem,
mint a korabbi mintavételi id6pontokban. Ezzel ellentétben az Al csoportban a 8. és
16. 6rai mintavételkor szignifikans mértékli emelkedést figyeltem meg. Az A3
csoportban a 8. 6raban csokkenést, mig a 24. 6raban emelkedést tapasztaltam a 0. Orai
mintavételhez képest. A két-utas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a
kezelés (T), az id6 (H) és kezelés x id6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikans
mértéki hatassal rendelkezett a gs génexpresssziora (9. tablazat).

A gr gén esetében az A2 és A3 csoportokban a 8. ordban szignifikdns mértekil
expresszid csokkenést, mig a 16. Oraban az Al csoportban szignifikins mértékii
emelkedést tapasztaltam. A 24. 6rara az értékek kontroll kdzeli szintre tértek vissza
(10. tablazat).

Az iddébeni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban mindharom mintavételi
idépontban csokkent a gr gen expresszioja a 0. 6rahoz képest. Az Al csoportban a 8.
és 24. dérai mintavételkor csokkent, mig a 16. éraban ennek értéke megemelkedett.
Ugyanakkor az A2 és A3 csoportban minden mintavételi idOpontban csdkkent
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expresszid ertékeket mertem a 0. oOrdhoz viszonyitva. A két-utas ANOVA
eredményeként megallapithatd volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H) és kezelés x 1d6
(TxH) egyiittesen egyarant szignifikdns mértéki hatissal rendelkezett a gr
génexpresssziora (10. tablazat).

9. tablazat A gs gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban AFB: terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 0,95+ 0,45+ 0,62+
0,06°B 0,05%A 0,062A
1,44+ 3,64+ 1,15+ ,
Al (alacsony) 1,00+ 0,17°A 0,449C 0,15°B ;: p g'gggi
) 0,01B 112+ 0,77% 0,62+ S
A2 (kbzepes) 0.17°B 0,09°%A 0.07A TxH: < 0,0001
A3 (mages) 0,29+ 1,10+ 1,30+
g 0,07°A 0,22°BC 0,12°C

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idéponton beliil

A, B, C nagybetils jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — 1d6 hatdsa, TxH — kezelés x id6 hatdsa

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 pug AFB1/kg testtdmeg

10. tblazat A gr gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban AFB: terhelés hataséra (&tlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
0,79+ 0,67+ 0,56+
Kontroll 0,07°B 0,12 AB 0,10%°A
0,83+ 137+ 0,71+ ,
Al (alacsony) 1,00+ 0,14°A 0,24°B 0,06°A 1S oa00
) 0,11C 0,60+ 0,52+ 0,41+ s
A2 (kdzepes) 0.04%B 011°AB 0.129A TxH: < 0,0001
0,54+ 0,80+ 0,54+
A3 (magas) 0,042A 0.10°B 0,03%A

a, b fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idéponton beliil

A, B, C nagybetils jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

Al kezelési csoport: 1,46; A2 kezelési csoport: 2,92; A3 kezelési csoport: 5,85 g AFB1/kg testtdmeg
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5.1.1 Megbeszélés

A valtozd testhdmérsékletii, azaz poikiloterm allatoknal, mint példaul a halaknal, a
kornyezeti paraméterek, elsésorban a viz hémérséklete, hatarozzak meg a biokémiai
reakciok sebességét, ezaltal a fiziologiai folyamatok (temét, valamint az
alapanyagcsere mértékét. A vizhdmérséklet befolyasolja tovabba az emésztérendszer
szekrécids aktivitasat, a gyomor-bélrendszer perisztaltikdjat, azaz a takarmany
tranzitidejét, az emésztéenzimek aktivitdsat és a taplaldanyagok felszivodasi
sebességét (Volkoff és Rgnnestad 2020). Korabbi kisérleteinkbdl (Pelyhe et al., 2016;
Kdvesi et al., 2020) ismert, hogy az altalunk alkalmazott 19 + 1 °C viz hémérsékleten,
a kisérlet soran alkalmazott ponty stlykategoridban, a takarmany &tlagos tranzitideje
16 6ra. Ennek kovetkeztében ez az az id6tartam, amely meghatarozza a mikotoxinok
biologiai hozzaférhet6ségének idejét és a bélcsatornabdl torténd felszivodasuk
idotartamat.

Halaknal az AFB;i-re vonatkozoan a szakirodalomban tébb LDsg érték is talalhato
(Santacroce et al., 2008), de pontyra vonatkozdéan nem talaltam adatot. Emiatt a
Kisérlet soran alkalmazott dézisok meghatarozasanal az Eurdpai Uni¢ altal a
takarmanyalapanyagokra meghatarozott maximalis AFB; tartalom (20 pg/kg
takarmany [574/2011/EK]), valamint az adott ponty suly kateg6riaban, a gyakorlatban
altalanosan alkalmazott, testtdmegre vonatkoztatott napi takarmany mennyiség
nyujtott kiindul&si alapot.

A Kisérlet soran az egyes vizsgalt paraméterek valtozasanak iranyat és mértékét a 11.
tablazatban 6sszefoglalva mutatom be.

11. tablazat A keapl, nrf2, gpxda, gpx4b, gs és gr gének expresszidjanak valtozésai a pontyok
méjaban AFB; terhelés hatasara

keapl gs
8.0ra | 16.06ra | 24.06ra 8.0ra | 16.06ra | 24.6ra
Al (alacsony) N2 - - Al (alacsony) 0 g ™
A2 (kbzepes) N2 - - A2 (kdzepes) - g -
A3 (magas) N2 N - A3 (magas) N N 4\
nrf2 gr
8.0ra | 16.06ra | 24.06ra 8.0ra | 16.06ra | 24.6ra
Al (alacsony) - - ™ Al (alacsony) - ™ -
A2 (kozepes) - N - A2 (kdzepes) N - -
A3 (magas) - N 0 A3 (magas) % - -
gpx4a
8.6ra | 16.0ra | 24.0ra - : a kontrollhoz viszonyitva nem volt
Al (alacsony) - d\ ) szignifikans eltérés
A2 (kozepes) - ™ ™
A3 (magas) v b T T \: a kontrollhoz viszonyitva szignifikans
892;; 16 ora | 24 ora mértékll génexpresszid csokkenés tortént
Al (alacsony) v ™ ™
A2 (kbzepes) - B ~ /: a kontrollhoz viszonyitva szignifikans
A3 (magas) NE N N mértékll génexpresszio emelkedés tortént

Az eredményekbdl lathatd, hogy a Keapl-Nrf2 szabalyozasi Utvonalban szerepet
jatszo fehérjék génexpresszios szintii valtozasai elnyujtott és fluktualo hatast mutattak.

40



A keapl gén eseteben példaul kezdetben, 8. drai mintavételkor dozisfiiggd csokkenést,
majd késébb, a 16. Graban, szintén génexpresszié gatlast, mig a 24. ordban az
alkalmazott dozisok hatasara szignifikéns eltéréseket nem tapasztaltam (12. &bra). Az
nrf2 génexpresszid esetében az eltol6dds még nagyobb mértékiinek bizonyult, mert a
kezdeti, 8. 6raban mert értékekben még nem volt valtozas és dozisfliggés sem volt
tapasztalhatdé. A 16. éraban azonban a kontrollhoz képest csokkent genexpressziot
talaltam az A2 és A3 csoportokban, mig az alacsony dézis hatasara eltérést nem
tapasztaltam a kontrollhoz viszonyitva (13. abra). A 24. 6raban a keapl esetében nem
volt szignifikans eltérés a kontrollhoz képest, mig az nrf2 esetében csak az Al és A3
csoportokban tapasztaltam emelkedést. Ezek az eltérések, figyelembe véve a
kisérletben alkalmazott szubletalis dozisokat és az azok &ltal kivaltott oxidativ stressz
mértékét, jol magyarazhatok az oxidativ stressz hierarchikus modelljével (2. 4bra).
Ugyanakkor az nrf2 transzkripciojat egyéb Gtvonalak is befolyasolhatjak. gy példaul
az nrf2 gén promoter régidjaban szintén taldlhatdo ARE szekvencia, amelynek
kovetkeztében az nrf2 képes sajat transzkripcidjanak kdzvetlen aktivalasara, ezaltal
pozitiv feedback mechanizmust biztositva az Nrf2 hatdsok amplifikalasara (Kwak et
al., 2002). Ezenkivil az nrf2 transzkripciot szamos mas transzkripciés faktor is
szabalyozza, igy példaul az aril-szénhidrogén-receptor (AhR) (Miao et al., 2005) és az
NF-«kB (Nair et al., 2008).

Amint a ligand hozzakotédik az AhR-hez, a receptor szerkezeti valtozason megy
keresztul, bekertl a sejtmagba, ahol az aril hidrocarbon receptor nuclear translocator
(ARNT) transzkripcios faktorral heterodimert alkot (Denison és Nagy 2003). A ligand-
kotott AhR/ARNT heterodimer hozzakotédik a DNS cis elemeihez, amely a
Xenobiotikum Valaszelemet (Xenobiotic Response Element [XRE]) tartalmazza. Az
nrf2 gén promoter régioja is tartalmaz 3 XRE-szer(i elemet, amelyet ennek alapjan a
redox valtozasok mellett az AhR szintén aktivalhat (Miao et al., 2005). Az AFB;
szerkezete és a CYP gének transzkripcios aktivalasa kovetkeztében feltételezhet6en
AhR agonista (Mary et al., 2015; Ates és Ortatatli, 2021), ezt azonban még nem
sikerilt bizonyitani  (Arenas-Huertero et al., 2019). Huméan hepatocita
sejttenyészetekben példaul az AFB;1 az AhR altal szabalyozott CYP2B6 és a CYP3A5
fokozta (Arenas-Huertero et al., 2019), amely az Nrf2 Neh7 doménjével
kolcsOnhatasba lépve gatolja az nrf2 célgének expressziojat (He et al., 2020; Wang et
al., 2013).
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Keap1 génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban

200

150
X b b b
= c B Kontroll
£ 100
§ mAL

b
50 OA2
mA3
0

8 ora 24 6ra

12. abra A keapl génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll sz&zalékaban &brazolva. Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. Al: 1,46 ug AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ng AFB1/kg ttm A3: 5,85 pug AFB1/kg ttm; idd: toxin expozicio ideje.
a, b, c jelolés szignifikéns eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idéponton beliil; a
jelolések hianya azt mutatja, hogy az adott mintavételi idSponton beliil szignifikans eltérések nem voltak az egyes
csoportok kozott

Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban

300 b

250
s 200
= B Kontroll
5 150
< cC C a p mAL
~

100 OA2

50 ii EA3

0
8 ora 16 6ra 24 6ra
Idé

13. dbra Az nrf2 génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFBi-gyel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva. Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. Al: 1,46 ug AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ng AFB1/kg ttm A3: 5,85 pg AFB1/kg ttm; idd: toxin expozicio ideje.
a, b, c jel6lés szignifikans eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idéponton beliil; a
jelolések hianya azt mutatja, hogy az adott mintavételi idéponton beliil szignifikans eltérések nem voltak az egyes
csoportok kozott

A foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz gének (gpx4a [14. abra] és gpx4b [15.
abra)) esetében az id6 fiiggvényében hasonlé valtozasokat tapasztaltam. Mind a gpx4a,
mind pedig a gpx4b gén esetében az A3 csoportban, a 8. 6rdban a génexpresszio
csokkenését, mig a 16. és 24. Graban mindkét gén esetén a gének expresszidjanak
indukcidjat észleltem a kontrollhoz viszonyitva, ami a gpx4a esetén kozel
dozisfiiggéen valtozott.
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A Gpx4a génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban
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8 dra

14. abra A gpx4a génexpresszids valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll sz&zalékaban &bréazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. Al: 1,46 ug AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ng AFB1/kg ttm A3: 5,85 pug AFB1/kg ttm; idd: toxin expozicio ideje.
a, b, c jeldlés szignifikans eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idéponton beliil

A Gpx4b génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban
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15. dbra A gpx4b génexpresszids valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel kezelt csoportokban 24 éra alatt, a
kontroll szézalékaban &bréazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. Al: 1,46 pg AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ng AFB1/kg ttm A3: 5,85 pug AFB1/kg ttm; id8: toxin expozicio ideje.
a, b, c jeldlés szignifikans eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idéponton beliil

A glutation redox rendszerben fontos szerepet jatsz6 gs (16. abra) gén esetén az Al
csoportban, minden mintavételi iddpontban indukciét, mig az A2 és A3 csoportokban
indukciot €és gatlast egyarant tapasztaltam a kiilonb6zé mintavételi idépontokban. A
gs gén expresszidja a 16. 6raban minden alkalmazott dozis hatasara emelkedett, mig a
24. Grdban méar csak az Al és A3 csoportokban tapasztaltam indukciot. Az A2
csoportban ugyanakkor a kisérlet 24 6réja alatt csak kismértékii eltérések voltak.
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A Gs génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban
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16. dbra A gs génexpresszids valtozasa pontyok méajaban az AFB1-gyel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll sz&zalékaban &bréazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. Al: 1,46 ug AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ug AFB1/kg ttm A3: 5,85 ng AFB1/kg ttm; id8: toxin expozicio ideje.
a, b, c, d jelolés szignifikans eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idéponton beliil

A GSSG redukcidjaért, azaz ,,0jrahasznositasaért” felelés gr (17. &bra) gén esetében
azt talaltam, hogy a génexpresszio mértéke a 24 Odras Kisérlet alatt csupan Kis
mértékben valtozott. A 8. éraban példaul dozisfiiggd modon az A2 és A3 csoportokban
csokkent, ugyanakkor a 16. oraban csak az Al csoportban emelkedett, mig a 24.

oréban a kontrollhoz képest statisztikailag kimutathat6 eltéréseket mar nem lehetett
Kimutatni.

A Gr génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
aflatoxin kezelt csoportokban
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17. dbra A gr génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel kezelt csoportokban 24 éra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jeldlve. Al: 1,46 ug AFB1/kg ttm
A2: 2,92 ng AFB1/kg ttm A3: 5,85 pg AFB1/kg ttm; idd: toxin expozicio ideje.
a, b, c jeldlés szignifikans eltérést mutat a kisérleti csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi idponton beliil

A glutation-redox rendszer elemeit kddold gének expresszidja, egy kezdeti gatlast
kovetben a kontrollhoz képest elnyujtott emelkedést mutatott, amely csak a 16. Orai
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mintavétel utan jelentkezett, de az emelkedés mérteke statisztikailag nem volt
szignifikans. Az nrf2 gén expresszitja az alkalmazott dozisok hatasara a 8. éraban nem
valtozott, mig a 16. Oraban csokkent értékeket tapasztaltam az A2 és A3 kezelés
hatdséra. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az AFB: terhelés hatdsara kialakult
oxidativ stressz mértéke a hierarchikus oxidativ stressz modell alapjan vagy atlépett
egy kiiszobértéket, amelynek hatasara mar nem elsdsorban az Nrf2-ARE Utvonal
aktivaldédasa kovetkezik be, vagy az alkalmazott dézisok hatdsara még nem
kovetkezett be olyan mértékii oxidativ stressz, amely az altalam vizsgalt gének
expresszidja szintjén is megnyilvanult.

A szakirodalomban, noha az AFB: az egyik leginkabb vizsgalt mikotoxin, halakra
vonatkozoan (Santacroce et al., 2008) az elérhet6 adatok jellemzben csak nilusi
tilapiaval végzett, rendszerint hosszu tava és a Kkisérletemben alkalmazottnal
Iényegesen nagyobb ddzisokkal végzett vizsgalatokbol szarmaznak, igy a jelen
kisérletben leirt rovidtava hatasokkal kdzvetleniil nem vethetdk Ossze.

Az AFB; kezelés hatdsara az egyes Kisérleti csoportokon beliil a mintavételi idépontok
kozott szignifikdns mértéki eltéréseket tapasztaltam minden altalam vizsgélt gén
esetében. Ugyanakkor ezek a valtozasok mind a mikotoxinnal kezelt, mind a kontroll
csoportban kimutathatéak voltak. Ennek hatterében feltételezhetéen a gyomorszondan
keresztul tortént egyszeri takarmany adag bejuttatdsa, jelenleg még nem ismert
faktorok, tovabba a bioldgiai cirkadian ritmus is szerepet jatszhatott. Az altalam
alkalmazott 12:12 6ra fényprogram eltért ugyan a termeészetes ritmustol, de ez a hatas
minden vizsgalati csoportban azonos volt, igy a mikotoxin terhelés altal kivaltott
hatasok megfelelden vizsgalhatéoak voltak. A cirkadidn ritmust ugyanakkor az
alkalmazott fenyprogram megzavarhatta, amely hatéssal lehetett a CYP
enzimrendszer, a Il. fazisu, valamint az antioxidans enzimek egyes elemeire egyarant,
tovabba a membrantanszporterekre is mind mRNS, mind pedig fehérje szinten (Zheng
et al., 2021). Ezen felil a cirkadian ritmus az Nrf2 expressziojanak szabalyozasan
keresztill az antioxidans enzimek génexpressziojat is befolyasolhatja (Zheng et al.,
2021).

A kisérletben a kezelés x 1d0 egylittes hatdsat minden egyes gén esetben sikeriilt
statisztikailag is alatamasztanom, amely azt mutatja, hogy nem csak az alkalmazott
dozisnak, hanem a kezeléstdl eltelt idonek, és azon belll a cirkadian ritmusnak is,
kulcsfontossagu szerepe lehet a kialakuld hatasok tekintetében. Korabban in vitro
MDCK sejtvonalakkal végzett vizsgalat soran is leirtak az AFB1-gyel kapcsolatban,
hogy az nem csak dozis-, hanem id6fiiggd valtozasokat is mutat (Parveen et al., 2014).
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5.2 Rovidtava STC terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozasara
pontyok méjaban

Ahogy azt a szakirodalmi attekintés sordn mar emlitettem az élelmiszerek és a
takarmanyok STC-tartalmarol jelenleg még kevés adat all rendelkezésre (Scudamore
et al., 1997), annak mennyiségét az Eurdpai Unié sem a takarmanyokban, sem az
élelmiszerekben még ajanlati (hatar)értékszinten sem szabalyozza (EFSA 2013).
Emiatt a fent targyalt AFBi-gyel végzett kisérletben hasznalt dozisok, 10x
mennyiségét alkalmaztam, mert az STC toxicitasat szdmos kdzleményben az AFB:
1/10 értékének becsiilték. A kisérletemben alkalmazott, testtdmegre vonatkoztatott
dozisokat a 12. tdblazatban tiintettem fel (ug/kg testtémeg).

12. tablazat A kisérlet soran alkalmazott mikotoxin dézisok az egyes csoportokban (ug/kg testtémeg)

Kezelési csoport Kontroll S1 (alacsony) S2 (kdzepes) S3 (magas)
STC <10 18,89 36,95 72,70

A 24 6ras STC kezelés hatdsara a kezelési csoportokban elhullast, tovabba szubletélis
tineteket nem tapasztaltam.

A keapl gén expresszidjaban a 8. drai mintavételkor az S1 és S2 csoportban, mig a 16.
Orai mintavételkor minden alkalmazott dozis hataséara, szignifikans mértéki
emelkedést tapasztaltam a kontrollhoz viszonyitva. A 24. 6rai mintavételkor viszont
csak az S2 és S3 csoportokban volt szignifikans mértékii emelkedés (13. tablazat).

Az id6beni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban mért érték a 8. Oréban
emelkedett, majd a 16. és 24. 6raban csokkent. Az S1 csoportban a 8. drai ndvekedést,
csokkenés kovette a 16. draban, ami a 24. rara még alacsonyabb szintre csokkent. Az
S2 csoportban minden mintavételi idopontban szignifikdns emelkedést mértem,
ugyanakkor az S3 csoportban a 8. orai kontroll kdzeli szintet kovetete jelentés mértékii
emelkedés a 16. és 24. draban (13. tablazat).

13. tdblazat A keapl gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. dra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 1,59+ 0,35+ 0,37+
0,06°C 0,13°A 0,10°A
2,86+ 1,05+ 0,54+ ,
S1 (alacsony) 1,03+ 0,21°C 0,158 0,09°A 10000
) 0,268 2,29+ 1,00+ 1,43+ S5
S2 (kdzepes) 0.40°D 0.06°D 0.085C TxH: <0,0001
1,20+ 1,01+ 1,86+
S3 (magas) 0,18°B 0,31°C 0,28°C

a, b, ¢ felséindex jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idoponton beliil

A, B, C nagybetis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi iddpontok kdzott
(p<0,05)

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

S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 ug STC/kg testtdmeg

Az nrf2 gén expresszidja a kezelést kovet6 8. oraban szignifikans csokkenést mutatott
az S1 csoportban a kontrollhoz viszonyitva, mig a 16. és 24. 6rai mintavételkor minden
kezelési csoport hatasara szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam (14. tblazat).

A kontroll csoportban a 16. és 24. 6rai mintavételkor jelentés mértékben csokkent a
gén expresszioja a 0. orai idéponthoz képest. Ezzel ellentétben az S1 csoportban a 8.
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orai mintavételkor alacsonyabb, mig a 16. és 24. drai mintavételkor magasabb
génexpresszio értékeket mértem. Az S2 és S3 csoportban az expresszids szintek
hasonl6an alakultak; az els6 16 oraban kontroll kdzeli szinteket mértem, amelyet a 24.
orara indukcid kovetett (14. tablazat).

14. tablazat A nrf2 gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
control 1,12+ 0,35+ 0,35+
0,14°B 0,18°A 0,05°A
0,62¢ 2,28+ 141= ,
S1 (alacsony) 1,01+ 0,10°A 0,34°D 0,20°C ;; Zggggi
3 0,12B 1,05+ 112+ 1,44+ : <0
S2 (kdzepes) 0.15°B 0.20°8 0.265C TxH: <0,0001
1,13+ 1,34= 176+
S3 (magas) 0,08°8 0,34°B 0,18°C

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idéponton beliil

A, B, C nagybetils jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — 1d6 hatdsa, TxH — kezelés x id6 hatdsa

S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 pg STC/kg testtdmeg

A gpxda gén esetében a 8. o6rai mintavételkor szignifikans mértékii csékkenést
figyeltem meg az S1 és S3 csoportban, mig a 16. orai és 24. 6rai mintavételkor minden
kezelési csoportban szignifikdns mértékii emelkedést tapasztaltam a kontrollhoz
viszonyitva (15. tablazat).

A gpx4a gén expresszidjanak idébeni valtozasait tekintve a kontroll csoportban mért
értékek a keapl és nrf2 gén expresszidjahoz hasonlo valtozasokat mutattak, ugyanis a
8. oOrai emelkedést a 16. es 24. oOrdban csokkenés kovette. Az S1 csoportban
folyamatosan emelkedd, a 16. és 24. 6rara mar szignifikans mértékben eltérd értékeket
mértem a 0. 6rai kontrollhoz viszonyitva. Az S2 csoportban a 8. és 24. 6rai mintavétel
alkalmaval, mig az S3 csoportban mindharom mintavételi idépontban tapasztaltam
szignifikdns mértékii emelkedést a kisérlet kezdetekor mért értékhez képest (15.
tablazat).

15. tdblazat A gpx4a gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. dra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 2,50+ 0,43+ 0,39+
0,09°C 0,23°A 0,06°A
1,10+ 1,49+ 1,78+ ,
S1 (alacsony) 1,00+ 0,09°8 0,23°C 0,19°C proners
) 0,12B 2,36+ 1,26+ 2,42+ <
S2 (kbzepes) 0.18°C 0.21°B 0.22°C TxH: <0,0001
1,79+ 2,54+ 2,32+
S3 (magas) 0,12°C 0,37°D 0,32°D

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
adott mintavételi idoponton beliil

A, B, C nagybetis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi iddpontok kdzott
(p<0,05)

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

S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 pg STC/kg testtdmeg

A gpx4b gén expresszidja szignifikans mértékli emelkedést mutatott a kontrollhoz
viszonyitva az expoziciot kovetd 8. oraban az alacsony dozisu STC kezelés hatdséra
(S1 csoport), mig a 16. és 24. 6rai mintavételkor hasonlé valtozasok kdvetkeztek be,
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mint a gpx4a gén expresszioja esetében, azaz minden kezelési csoportban szignifikans
mértékii emelkedést tapasztaltam (16. tAblazat).

A kontroll csoportban mért gpx4b génexpresszios valtozasok, a keapl, nrf2 és gpx4a
gének expresszidjdhoz hasonld véltozasokat mutattak, ugyanis a kezdeti, 8. orai
emelkedést a 16. és 24. 6raban csokkenés kdvette a 0. 6rai mintavételhez viszonyitva.
Ezzel szemben az S1, S2 és S3 csoportokban a 0. 6rai mintavételhez viszonyitva
minden mintavételi id6pontban szignifikdns mértékben emelkedett gpx4b
génexpressziot tapasztaltam (16. tablazat).

16. tablazat A gpx4b gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 1,42+ 0,33+ 0,48+
0,172C 0,072A 0,042A
2,61+ 1,69+ 1,34+ .
S1 (alacsony) 1,00+ 0,16°D 0,14°C 0,17°C 100
. 0,07B 1,67+ 3,05+ 2,04+ e
S2 (kdzepes) 0.23°C 0.289E 0.08°D TxH: <0,0001
1,41+ 2,51+ 1,87+
S8 (magas) 0.19°C 0,.30°E 037D
a, b, ¢, d felsbindex jeldlés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kdzott
(p<0,05)
A, B, C, D, E nagybetiis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok
kozott (p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — 1d6 hatdsa, TxH — kezelés x id6 hatasa
S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 pg STC/kg testtdmeg

A gpx4b gén expresszidjahoz hasonldéan, a gs gén expresszidja is a 8. Orai
mintavételkor csokkent szignifikans mértékben az alacsony STC dozis (S1 csoport)
hatdsara. Ugyanakkor ezt kovetden a 16. és 24. o6rai mintavételkor mindharom
alkalmazott dozis hatasara szignifikdns mértéki gs génexpresszidé ndvekedést
tapasztaltam a kontroll csoporthoz viszonyitva (17. tablazat).

A gs gén expresszidja is hasonldan alakult, mint a feljebb emlitett géneké. A kontroll
csoportban a 0. 6rai mintavételhez hasonlitva a 8. 6rdban emelkedést, mig a 16. és 24.
Orai mintavételkor csokkenést tapasztaltam. Az S1 csoportban a 16. eés 24. Orai
mintavételkor tapasztaltam szignifikans emelkedést, mig az S2 és S3 csoportban a 0.
Orai mintavételhez viszonyitva a génexpresszié novekedésének mértéke mindharom
mintavételi iddpontban szignifikans volt a kontrollhoz viszonyitva (17. tablazat).

A gr gén expresszioja a kezelést kovetd 8. oraban szignifikdns mértéki csokkenést
mutatott az S1 és S3 csoportokban a kontrollhoz viszonyitva, mig a 16. Orai
mintavételkor minden alkalmazott dozis hatdsara szignifikans mértékii emelkedést
tapasztaltam, amit a 24. 6rara kontroll kdzeli szintekre tortént csokkenés kovetett (18.
tablazat).

Az id6beni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban mért érték a 8. Oraban
emelkedett, majd a 16. és 24. ¢raban a kezdeti szint kozeli értékre csokkent. Az S1 és
S3 csoportban a 16. és 24. déraban emelkedést tapasztaltam. Az S2 csoportban
ugyanakkor a 0. idéponthoz viszonyitva a kezdeti (8. 0rai) emelkedest, a 16. és 24.
oOrara csokkenés kovette (18. tablazat).
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17. tdblazat A gs gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 2,55+ 0,44+ 0,75+
0,29b°C 0,147A 0,14°AB
1,01+ 1,56+ 1,65+ ,
S1 (alacsony) 1,00+ 0,21°B 0,15°C 0,19°C T:<0,0001
, ) J . H: <0,0001
) 0,10B 2,67+ 2,00+ 2,79+ )
S2 (kdzepes) 0.34°D 0.21°C 0.219D TxH: <0,0001
2,07+ 3,57+ 2,08+
53 (magas) 0,23°D 0,33¢C 0,12°D

a, b, ¢, d fels6index jelolés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott
(p<0,05)

A, B, C, D nagybetis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 pg STC/kg testtdmeg

18. tablazat A gr gén expresszidjanak valtozasai a pontyok majaban STC terhelés hatasara (atlag + SD, n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 2,26+ 0,94+ 1,35+
0,30°C 0,13°A 0,26B
1,04+ 1,74+ 1,46+ _
S1 (alacsony) 1,00+ 011%B 0.15°C 0.25C HT .féoggoll
S2 (kozepes) 0.02AB g’fffc g’gng %%’E TxH: <0,0001
53 (magas) 1,30+ 154+ 1,44+
g 0,36°BC 0,17°C 0,36C

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C nagybetiis jel6lés az azonos sorokban jel6li a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

S1 kezelési csoport: 18,89; S2 csoport: 36,95; S3 csoport: 72,70 ug STC/kg testtémeg

A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H),
valamint a kezelés x 1d0 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikdns mértékii hatassal
rendelkezett minden vizsgalt gén expresszidjara.
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5.2.1 Megbeszélés

A STC halakra kifejtett hatasairol a szakirodalomban jelenleg kevés adat all
rendelkezésre (Oliveira és Vasconcelos 2020). A takarmany bélcsatornan torténd
athaladasanak ideje, vagyis a tranzit id6, expozicios iddablakként is értelmezheto,
amely meghatarozza a mikotoxinok felszivodasanak idejét a belekbdl, mivel a
takarmanyt egyszeri alkalommal juttattuk az allatok szervezetébe. Kovetkezésképpen
ez az 1d0 fontos szerepet jatszik a vizsgalt génekben bekdvetkezett valtozasokban.

Ponty fajra vonatkozdan a szakirodalomban LDso értékként 211 pg/kg takarmany
koncentraciot adtak meg (Pietsch, 2015). Ugyanakkor, a kisérlet 24 6ras idGtartama
alatt mortalitast egyik Kisérleti csoportban sem tapasztaltam, noha az alkalmazott
dozisok az adott ponty suly kategoridban, a gyakorlatban altalanosan alkalmazott,
testtdmegre vonatkoztatott napi takarmany mennyiség alapjan takarmany mennyiségre
atszdmitva az LDso erték 5x, 10x es 20x voltak, amelynek hatterében a STC AFB;1-hez
viszonyitott kisebb toxicitdsa allhat (Terao 1983). Ezt a megallapitdsomat erdsiti meg,
hogy az AFB:-gyel végzett kisérletben sem tapasztaltam elhullast a kisérlet 24 6ra
id6tartama alatt.

A Kkisérlet soran az egyes vizsgalt paraméterek valtozasanak iranyat és meértékét a 19.
tablazatban 6sszefoglalva mutatom be.

19. tablazat A keapl, nrf2, gpx4a, gpx4b, gs és gr gének expresszidjanak valtozasai a pontyok
méjaban STC terhelés hat4sara
keapl
8. 6ra 16. 6ra 24. 6ra
S1 (alacsony) ()
S2 (kdzepes) ™
S3 (magas) -

>[>[>

g\
»

8. Ora 16. 6ra 24. 6ra

S1 (alacsony) % N ™

S2 (k6zepes) - ™ ™

S3 (magas) - ™ ™
gpx4a

8. ora 16. éra 24. 6ra

S1 (alacsony) v N ™

S2 (kbzepes) - ™ ™

S3 (magas) v N ™
gpx4b

8. Ora 16. 6ra 24. ora

S1 (alacsony) N 0 ™
S2 (kbzepes) - ™ ™
S3 (magas) - 0 ™
gs
8. Ora 16. 6ra 24. 6ra - . a kontrollhoz viszonyitva nem volt
S1 (alacsony) v i ) szignifikans eltérés
S2 (kozepes) - ™ ™
S3 (magas) i . T \: a kontrollhoz viszonyitva szignifikans
8 (')rag 16 ora 24 ora mértékll génexpresszid csokkenés tortént

S1 (alacsony) v ™
S2 (kozepes) _ ~ - A a kontrollhoz viszonyitva szignifikans
™

S3 (magas) N2 - mértékll génexpresszid emelkedés tortént
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Az Nrf2-Keapl utvonalban szerepet jatszd genek expreszigjat jelentds mértékben
befolyésolta az STC terhelés. A keapl (18. &bra) esetében az S2 csoportban minden
mintavételi idOpontban indukcidt, mig az S1 és S3 csoportokban indukciét és kontroll
szint kortli génexpresszidt egyarant tapasztaltam a kilonb6z6 mintavételi
idépontokban. A keapl génexpresszidja a 8. draban az S1 és S2 csoportokban, a 16.
ordban mindenharom kezelési csoportban, mig a 24. 6raban mar csak az S2 es S3
csoportokban tapasztaltam dozisfliiggé indukciot. A 8. oOrai mintavételkor az S3

csoportban, mig a 24. oOrai mintavételkor az S1 csoportban nem tapasztaltam
szignifikdns mértéka eltéreést.

Keapl génexpresszidjanak valtozdsa pontyok majaban az STC
kezelt csoportokban

800
600
X
= B Kontroll
£ 400
5 msl
~
mSs3
0
8 ora 16 6ra 24 6ra
Idé

18. dbra A keapl génexpresszios valtozasa pontyok méajaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. S1: 18,89 ug STC/kg ttm
$2: 36,95 pg STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id8: toxin expozicié ideje.
a, b, c jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05) adott mintavételi iddponton
belul

Az nrf2 (19. abra) esetében a génexpresszid mértéke a 8. 6raban az S1 csoportban
csokkent, az S2 és S3 csoportban nem valtozott a kontrollhoz képest, mig a 16. és 24.

ordban mindharom STC-nel szennyezett takarmanyt fogyaszté csoportban
szignifikans mértékii indukciot lehetett Kimutatni.
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Nrf2 génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az STC
kezelt csoportban

800 ¢
600
X
5 B Kontroll
5 400
5 msi
~
@S2
200
mS3
0
8 ora 16 6ra 24 6ra
Idé

19. dbra Az nrf2 génexpresszios valtozasa pontyok majaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll sz&zalékaban &brazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. S1: 18,89 pg STC/kg ttm
S2: 36,95 pug STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.
a, b, c jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05) adott mintavételi iddponton
beltl

Az nrf2 esetében jol lathatd, hogy a 8. 6rai mintavételkor az S1 csoportban a kezdeti
gatlast, és az S2 és S3 csoportokban a kontroll kozeli értékeket, a 16. és 24. 6raban
erdteljes indukcio kovette. A keapl gén expresszioja az S1 és S2 kezelési
csoportokban mar a 8. 6rai mintavételkor indukciot mutatott, amely a legalacsonyabb
dozis eseteben a 24 oréara kontroll kozeli értékre tért vissza. A hierarchikus oxidativ
stressz modell alapjan feltételezhet, hogy az alkalmazott dozisok hatéséra enyhe
oxidativ stressz alakult ki. A modell szerint ugyanis alacsony oxidativ stressz hatasara
az Nrf2 fehérje a sejtmagba jutva aktivalja az antioxidans enzimek génexpressziojat,
mig jelentésebb ROS képz6dés hatasara mar nem az Nrf2-Keapl Utvonal aktivalodik,
amelyhez viszont a Keapl Nrf2-t gatlé aktivitasara van szikség.

Halakkal végzett kisérletek eredményeivel nem volt moédom sajat eredményeimet
Osszevetni, mert ilyenek a szakirodalomban nem allnak rendelkezésre. Egy
patkdnyokkal végzett 24 o6ras in vivo Kisérlet eredményei azonban megerdsitik
eredményeimet abban a tekintetben, hogy szintén mérsékelt oxidativ stresszt
tapasztaltak, amikor 10, 20 és 40 mg/kg testtdmeg ddzisban STC-nel kezelték az
allatokat (Dubravka et al., 2020).

A halakban kiemelked6en fontos antioxidans szereppel bir6 foszfolipid-hidroperoxid
GPx gének (gpx4a [20. abra] és gpx4b [21. abra]) kdzll a gpx4a expresszioja, az nrf2
expresszios valtozasaihoz hasonloan, az S1 és S3 csoportokban, a kezdeti gatlast
kovetden, a 16. és 24. orai mintavételkor erételjes indukciot mutatott a kontrollhoz
viszonyitva, mig a gpx4b gén esetében az alacsony dozis hatasara az indukcio mar a 8.
orai mintavételkor is megfigyelhetd.
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A Gpx4a génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
STC kezelt csoportban
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20. abra A gpx4a génexpresszids valtozasa pontyok méajaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 ¢ra alatt, a
kontroll sz&zalékéaban &bréazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. S1: 18,89 pg STC/kg ttm
S2: 36,95 pug STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.
a, b, c jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozott (p<0,05) adott mintavételi idéponton
beltl

A Gpx4b génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az
STC kezelt csoportban
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21. bra A gpx4b génexpresszids valtozasa pontyok méajaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a
kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. S1: 18,89 pg STC/kg ttm
S2: 36,95 g STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.
a, b, ¢, d jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzétt (p<0,05) adott mintavételi
idéponton beliil

A gs gén (22. abra) esetében is hasonl6 valtozasokat tapasztaltam, mint a korabban
emlitett gpx4a gen esetében. Az S1 csoportban a kezdeti, 8. 6rai mintavételkor,
szignifikans mértékli génexpresszid gatlast lehetett kimutatni, a 16. és 24. drdban
azonban mindharom STC-nel szennyezett takarmanyt fogyaszté csoportban
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szignifikans mértékii indukciot tapasztaltam. A mért értékek dozisfiiggd alakulasa
ugyanakkor csak a 16. 6raban volt megfigyelhetd.

A Gs génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az STC
kezelt csoportban

1000
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22. abra A gs génexpresszids valtozasa pontyok méajaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll
szézalékéaban &bréazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. S1: 18,89 pg STC/Kkg ttm
S2: 36,95 pug STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.
a, b, ¢, d jeldlés a szignifikéans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi
idéponton beliil

Ezzel szemben a gr gén (23. adbra) a kezdeti, 8. 6rai mintavételkor az S1 és S3
csoportban mutatott szignifikans mértékli gatlast, amelyet a 16. 6raban indukcié
kovetett. Ezt kovetéen azonban, a 24. Orara, a génexpresszid mértéke visszatért a
kontroll szintre. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a kisérletben alkalmazott dézisok
hat4sara enyhe oxidativ stressz alakult ki, hiszen az nrf2, valamint az altala szabalyzott
gének, expresszibja a 8. drai gatlast kovetden a 16. és 24. 6rai mintavételkor indukcid
kovetett.

Az STC kezelés hatasara a kisérleti csoportokon belll is szignifikans eltéréseket
tapasztaltam az egyes mintavételi idopontok kdzott a vizsgalt gének esetében. Ezek a
valtozasok ugyanakkor mind a mikotoxinnal kezelt, mind a kontroll csoportban
kimutathatok voltak. Ennek hatterében feltételezhetden a gyomorszondan keresztiil
torténd egyszeri takarmany adag bejuttatisa, jelenleg még nem ismert faktorok,
valamint a bioldgiai cirkadian ritmus is szerepet jatszhatott. Bar az altalam alkalmazott
fényprogram eltér a természetes fény-sotét ritmustdl, ugyanakkor ez a hatas minden
vizsgalati csoportban azonos volt, igy a mikotoxin terhelés altal kivaltott hatasok
megfelelden vizsgalhatdéak voltak. Ebben a kisérletben is sikeriilt a kezelés x 1d6
egyduttes hatasat minden egyes gén esetben statisztikailag is alatdmasztanom, amely
azt mutatja, hogy nem csak az alkalmazott dozisnak, hanem a kezeléstdl eltelt idonek
is kulcsfontossagu szerepe van a kialakulo hatasok tekintetében. Az STC esetében is
megfigyeltek, in vitro, human neuroblasztoma sejtekkel (SH-SY5Y) végzett
kisérletben dozis és id6fliggd valtozasokat egyarant (Zingales et al., 2020).
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A Gr génexpresszidjanak valtozasa pontyok majaban az STC
kezelt csoportban
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23. abra A gr génexpresszids valtozasa pontyok majaban a STC-nel kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll
széazalékaban &brazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. S1: 18,89 ug STC/kg ttm
S2: 36,95 pug STC/kg ttm S3: 72,70 pg STC/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.
a, b, c jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozétt (p<0,05) adott mintavételi idéponton
belil; a jelolések hianya azt mutatja, hogy azt adott mintavételi idéponton beliil szignifikans eltérések nem voltak
az egyes csoportok kozott
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5.3 AFB1-STC terhelés hatasa a glutation redox rendszer szabalyozésara
pontyok méjaban

A harmadik, szintén pontyokkal végzett gyomorszondas kiserlet soran, az AFB; és a
STC 6nallo, valamint kombinalt hatasat vizsgaltam a glutation redox rendszer egyes
elemeinek, valamint az azok szabalyozasaért felelés gének expresszidjara. A
kezeléshez alkalmazott takarmanyok mikotoxin tartalmat a 2. tablazatban mutatom be
(ng/kg takarmany). Az AFB; kezelési csoportban 0,95; az STC csoportban 10,27, mig
az AFB:i-et és STC-t egyarant tartalmaz6 AFB:1+STC csoportban 0,95+10,27 ug/kg
testtdmeg mikotoxin dozisokat alkalmaztam (3. tdblazat). A dozisokat a korabbi
vizsgalataim sordn kapott eredmények alapjan vélasztottam Ki.

A kisérlet 24 6ras idGtartama alatt az altalam alkalmazott dozisok hatdséra mortalitast,
valamint szubletalis tlineteket egyik Kisérleti csoportban sem tapasztaltam.

A keapl gén expresszidja szignifikdns mértékben csokkent a kontrollhoz viszonyitva
az AFB: kezelés hatasara, mig STC kezelt csoportban szignifikdns mértéki
emelkedést tapasztaltam a 8. Orai mintavételkor. A 16. és 24. 6rai mintavételkor
szignifikans mértékii emelkedést az AFB1+STC kezelés hatasara tapasztaltam, mig a
24. orai mintavételkor szignifikans csokkenést mértem az AFB; kezelés hatasara (20.
tablazat).

Az id6beni valtozasokat tekintve a kontroll csoportban a 8. és 16. 6rdban emelkedett a
génexpresszio a 0. drahoz képest. Az AFB; csoportban a 8. és a 16. 6réban, az STC és
az AFB1+STC csoportban pedig mindhidrom mintavételi id6pontban emelkedett
értéket mértem a kisérlet kezdetekor mért expresszidéhoz képest (20. tablazat).

20. tablazat A keapl gén expresszidjanak valtozasai pontyok majaban AFB1 és STC terhelés hatasara (atlag +
SD, n=6)

0. dra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 3,95+ 2,40+ 1,59+
0,17°C 0,09°B 0,19°A
2,81+ 2,58+ 0,69+
AFB1 éggi 0,25°B 0,222B 0,11°A T: <0,0001
sTC ' 5,07+ 2,34+ 1,62+ H: <0,0001
0,35°D 0,242C 0,19°B TxH: <0,0001
3,61+ 3,65+ 4,54+
AFBiHSTC 0,66°B 0,36"B 0,84°C

a, b, ¢ fels6index jeldlés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C, D nagybetiis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

AFB1 kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pg STC/kg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pg AFB1+ 10,27 pg STC/kg ttm

Az nrf2 gén expresszidja a 8. 6rai mintavételkor szignifikans mértékben emelkedett az
AFB; és AFB1+STC kezelések hatasara a kontrollhoz viszonyitva. A 16. oOrai
mintavételkor viszont a génexpresszio szignifikans mértékben csak az AFB1+STC
hatdsara emelkedett, mig az AFB: kezelés szignifikans mértékii csokkenést
eredmeényezett. A 24. orai mintavételkor az AFB;: kezelés hatéséara szignifikans
mértékii csokkenést tapasztaltam mind a kontroll, mind az STC és az AFB1+STC
csoportokhoz viszonyitva. Ezzel szemben, ugyanebben az idépontban tortént
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mintavételkor az AFB1+STC kezelés hatasara szignifikans mértékben nagyobb
értékek jelentkeztek a tobbi kezelési csoporthoz viszonyitva (21. tablazat).

A mintavételi idépontok tekintetében a kontroll csoportban a 16. és 24. 6raban, az STC
csoportban a 16. Ordban, mig az AFB:+STC csoportban minden mintavételi
idépontban nagyobb értéket mértem. Ezzel ellentétben az AFB1 csoportban a 24.
Oradban csokkenést tapasztaltam (21. tablazat).

21. tablazat A nrf2 gén expresszidjanak valtozasai pontyok majaban AFB:1 és STC terhelés hatasara (atlag + SD,
n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontrol 0,04+ 184+ 1,57+
0,07°A 0,18bC 0,12°B
AFB1 1,00+ 123 116+ 0,37% T: <0,0001
0,195A 0,18°A 0,02°B _
0,03A H: <0,0001
sTC 0,91% 1,72x 0,91% TxH: <0,0001
0,16°A 0,30°B 0,10°A =<0,
1,88+ 2,65+ 2,28+
AFBu+STC 017°B 0,23°D 0,324C

a, b, ¢, d felsdindex jelolés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott
(p<0,05)

A, B, C, D nagybetis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

AFB1 kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pg STC/Kkg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pg AFB1+ 10,27 pg STC/kg ttm

A gpxda gén esetében a 8. o6rai mintavételkor szignifikans mértékli csékkenést
figyeltem meg az STC és AFB1+STC hatéséra, mig a 16. drai mintavételkor minden
mikotoxinnal szennyezett takarmanyt fogyasztd csoportban szignifikins mértékii
csokkenést tapasztaltam a kontroll csoporthoz viszonyitva. A 24. érai mintavételkor
az AFB; és AFB1+STC kezelés hatdsara szignifikans mértékii csokkenést, mig az STC
kezelt csoportban szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam (22. tablazat).

A kontroll csoportban minden mintavételi idépontban magasabb értéket tapasztaltam
a 0. 6rdhoz viszonyitva. Az AFB: csoportban a kezdeti, 8. rai, emelkedést a 16. és 24.
Oraban tortént mintavételkor csokkenés kdvette. Ezzel ellentétben az STC csoportban
a 16. és 24. 6raban emelkedést tapasztaltam, mig az AFB1+STC csoportban a kezdeti,
8. és 16. orai, emelkedest a 24. 6raban szintén csokkenés kdvette (22. tablazat).

A gpx4b gén expresszioja esetében szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam az
AFB:1 kezelés hatasara a 24 oras kisérlet alatt kontroll és a STC csoportokhoz
viszonyitva, mig az AFB1+STC kezelés hatasara szignifikdns mértékii emelkedést
mértem a 16. és 24. d6rai mintavételkor az STC kezelt csoporthoz hasonlitva (23.
tablazat).

Ezen paraméter esetében a kontroll értékek idébeli valtozasat vizsgalva nem
tapasztaltam szignifikans mértéka eltérést. Ezzel ellentétben az AFB1 csoportban
minden mintavételi idépontban szignifikdns emelkedést, mig az STC csoportban
folyamatos, a 24. draban pedig méar szignifikans mértékii csokkenést tapasztaltam a
kezdeti értékhez képest. A ket mikotoxin egydttes alkalmazasanak hatasara a 16.
ordban tapasztaltam szignifikans emelkedest a 0. oOrai mintavételhez képest (23.
tablazat).
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22. tablazat A gpx4a gén expresszidjanak valtozasai pontyok majaban AFB;1 és STC terhelés hatasara (atlag +
SD, n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
Kontroll 151+ 1,46+ 1,34+
0,06°B 0,02°BC 0,05°C
1,49+ 0,72+ 0,36+ ,
AFB 1,00+ 0,18°D 0,072C 0,04°B ;'_ Z%gggi
0,07A 0,91+ 1,17+ 1,97+ <
sTC 0,08 0078 016 TxH: <0,0001
1,17+ 1,16+ 0,68+
AFB1+STC 0,07°B 0,09°B 0,02°C

a, b, ¢, d fels6index jelolés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott
(p<0,05)

A, B, C, D nagybetiis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

Roviditések: T — Kezelés hatasa, H — Id8 hatasa, TxH — kezelés x id6 hatéasa

AFB: kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pug STC/kg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pg AFB1+ 10,27 pug STC/kg ttm

23. tablazat A gpx4b gén expresszidjanak valtozasai pontyok majaban AFB1 és STC terhelés hatésara (atlag £
SD, n=6)

0. dra 8. ora 16. 6ra 24. 6ra p-érték
controll 0,80+ 121+ 0,95+
0,14°A 0,09°B 0,06°A
1,20+ 3,95+ 2,90+ ,
AFBL 1,00+ 0,16°C 0,31°E 0.31D L; Zggggi
S 0,10AB 0.87% 0,79+ 0,74+ e
0,090AC 0,13°AC 0,05°C +<0,
1,05+ 1,20¢ 1,20+
AFBSTC 0,08°A 0.17°C 0.18°AC

a, b, ¢ felséindex jel6lés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C, D nagybetiis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0,05)

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

AFB1 kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pg STC/kg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pg AFB1+ 10,27 pg STC/kg ttm

A gs gén relativ expresszidjaban a 8. Grai mintavételkor tapasztaltam szignifikans
mértékli emelkedést az AFB: és az AFB:+STC kezelés hatasara. A 16. Orai
mintavételkor viszont a kontrollhoz viszonyitva szignifikans mértéki{i csokkenést
figyeltem meg az AFB: és a STC kezelés, mig a 24. 6rai mintavételkor az STC és az
AFB1+STC kezelés hatasara (24. tablazat).

A gs gén expressziOja esetében szintén nem tapasztaltam a kontroll csoportban
szignifikans mértéki eltérést a 0. 6rdhoz viszonyitva. Ugyanakkor az AFB; csoportban
a 16. 6raban, mig az STC csoportban mindharom mintavételi idépontban szignifikans
mértékii csokkenést mértem. Az AFB1+STC csoportban a 8. 6raban mert nagyobb
értéket a 24. orara erételjes csokkenés kovette (24. tablazat).
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24. tablazat A gs gén expresszidjanak valtozasai pontyok majaban AFB1 és STC terhelés hatasara (atlag + SD,
n=6)

0. 6ra 8. dra 16. 6ra 24. 6ra p-érték
control 0,84+ 1,00+ 1,03+
0,15°AB 0,15°AB 0,15°AB
1,25+ 0,57+ 0,89+ ,
AFB 1,01+ 0,33°A 0,15°C 0,078 ;'_ Z%gggi
0,12AB 0,60+ 0,67+ 0,29+ n
sTC 0 o 020 008D TXH: <0,0001
3,35+ 1,18+ 0,68+
AFB1+STC 0,23°D 0,225A 0,155C

a, b, ¢ felséindex jelolés az azonos oszlopban jeloli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0.05)
A, B, C, D nagybetis jel6lés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idépontok kozott
(p<0.05)

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

AFB: kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pg STC/kg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pug AFB1+ 10,27 pg STC/Kg ttm

A gr gén esetében a 8. orai mintavételkor az AFB; és az AFB1+STC kezelés hatésara
szignifikans mértékii emelkedést tapasztaltam. A 16. drai mintavételkor az STC kezelt
csoport szignifikdns mértékii csokkenést mutatott a tobbi kezelési csoporthoz
viszonyitva. A 24. 6rai mintavételkor a gr gén expresszidjaban szignifikans mértékii
csokkenést figyeltem meg minden kezelési csoportban a kontrollhoz viszonyitva (25.
tablazat).

A kontroll értékekben is voltak szignifikdns mértéki eltérések az egyes mintavételi
idépontok k6z6tt, ugyanis a 16. 6rdban a 0. 6rdhoz képest nagyobb értéket mértem. Az
AFB:1-gyel kezelt csoportban a kezdeti a 8. és 16. Orai mintavételnél mért nagyobb
értéket a 24. orara erételjes csokkenés kovette. A STC-nel kezelt csoportban a gr gén
expresszidjat folyamatos, a 24. 6rara mar szignifikans mértékii csokkenés jellemezte.
A két mikotoxinnal egyidejuleg terhelt csoportban a kezdeti, 8. és 16. érai emelkedést,
a 24. 6réra szintén a kontroll szintre tortént csokkenés kovette (25. tablazat).

25. tablazat A gr gén expresszidjanak valtozésai pontyok majaban AFB1 és STC terhelés hatasara (atlag + SD,
n=6)

0. dra 8. 6ra 16. ora 24. 6ra p-érték
Kontroll 0,89+ 1,49+ 1,17+
0,172A 0,38°B 0,155A
2,21+ 1,60+ 0,73+ .
i 101+ 0.18°D 0.18°C 0.16°B i <0001
0,13A 0,86+ 0,77+ 0,58+ - <Y
STC 0,142A 0,222AB 0,132B TxH: <0,0001
1,44+ 1,46+ 0,79+
AFB1+STC 0,22bB 0,18bB O,lSaA

a, b, ¢ fels6index jel6lés az azonos oszlopban jeldli a szignifikans eltéréseket a kezelési csoportok kozott (p<0,05)
A, B, C, D nagybetiis jelolés az azonos sorokban jeloli a szignifikans eltéréseket, a mintavételi idopontok kozott
(p<0,05)

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

AFB1 kezelési csoport: 0,95 pg AFB1/kg ttm; STC kezelési csoport: 10,27 pg STC/kg ttm; AFB1+STC kezelési
csoport: 0,95 pg AFB1+ 10,27 pg STC/kg ttm

A kétutas ANOVA eredményeként megallapithato volt, hogy a kezelés (T), az id6 (H)
valamint a kezelés x id6 (TxH) egyiittesen egyarant szignifikdns mértékii hatassal
rendelkezett a vizsgalt gének expressziojara.
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5.3.1 Megbeszélés

A kilonféle mikotoxinokkal egyidejlileg szennyezett takarmany hatasa kevéssé ismert,
kilonos tekintettel a halakra. Az AFB;1 és STC egyuttes hatasarol a szakirodalomban
kevés informécidval rendelkezink (EFSA 2013). A szervezetben a kiilonb6zé
mikotoxinok koélcsdnhatasba léphetnek egymassal, kovetkezeésképpen antagonista,
szinergista és/vagy additiv hatast fejthetnek ki, kilondsen, ha hatasmechanizmusuk
hasonl6 (Oliveira és Vasconcellos 2020). A legutdbbi BIOMIN World Mycotoxin
Survey felmérés szerint a vizsgélt mintdk 71%-ban egynél tébb mikotoxint taldltak
(BIOMIN 2019). A rutinszertien vizsgalt mikotoxinok esetében a jelenleg érvényben
1évé szabalyozasok olyan toxikoldgiai vizsgdlatok adatain alapulnak, amelyek a
mikotoxinok egydttes hatdsait nem, csupan csak egy mikotoxin-expoziciot vettek
figyelembe (Speijers és Speijers 2004; Smith et al., 2016).

A Kisérlet sorén az egyes vizsgalt paraméterek valtozasanak iranyat és mértékét a 26.
tablazatban 6sszefoglalva mutatom be.

26. tablazat A keapl, nrf2, gpx4a, gpx4b, gs és gr gének expresszidjanak valtozasai a pontyok
méjaban AFB; és STC terhelés hatasara

keapl
8. ora 16. 6ra 24. bra
AFB; N2 - N/
STC N - -
AFB;+STC - N N
nrf2
8. ora 16. 6ra 24, 6ra
AFB; N J NV
STC - - N7
AFB;+STC N ™ ™
gpx4a
8. ora 16. 6ra 24, 6ra
AFB; - N2 J
STC J N N
AFB;+STC J J N
gpx4b
8. ora 16. 6ra 24, 6ra
AFB; N N N
STC - N2 -
AFB;+STC N - 0
gs
8. ora 16. 6ra 24, 6ra
AFB; N N -
STC - N2 N
AFB;+STC N - N/
gr
8. ora 16. 6ra 24. 6ra
AFB; N - N2
STC - J N2
AFB1+STC N - N2

- 1 akontrollhoz viszonyitva nem volt szignifikéns eltérés
V' a kontrollhoz viszonyitva szignifikdns mértékii génexpresszi6 csokkenés tortént
/N: a kontrollhoz viszonyitva szignifikdns mértéki génexpresszié emelkedés tortént
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Az antioxidans enzimek génexpressziojat szabalyoz6 Nrf2-Keapl utvonal altal kédolt
enzimek génexpresszioja a 24 oras Kisérlet soran eltéréen valtozott. A keapl (24. abra)
esetében az AFB:1 kezelt csoportban a 8. és 24. 6réban gatlast, a STC-nel kezelt

csoportban a 8. draban, mig az AFB: + STC egylttesen kezelt csoportban
(AFB1+STC) a 16. és 24. éraban indukcidt tapasztaltam.

Keap1 génexpresszids valtozasa pontyok majaban AFB,-gyel
és STC-nel 6nalléan és kombindltan kezelt csoportokban
400

300
X
S B Kontroll
5 200
g EAFB1
4
osTC
100
B AFB1+STC
0
8 dora 16 6ra 24 6ra
Id6

24. abra A keapl génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel és STC-nel 6nalléan és kombinaltan
kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll szzalék&ban &brazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. AFB::
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicid ideje.

a, b, c jel6lés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzétt (p<0,05) adott mintavételi idéponton
belul

Az nrf2 (25. &bra) esetében az AFB1+STC csoportban minden mintavételi iddpontban
indukciot, mig az AFBi-gyel és STC-nel kezelt csoportokban indukciot és gatlast
egyarant tapasztaltam. Az AFB: csoportban a 8. 6rai indukciét a 16. és 24. ¢raban
gatlas kovette, mig az STC csoportban csak a 24. draban tapasztaltam gatlast.
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Nrf2 génexpresszids valtozasa pontyok majaban AFB,-gyel és
STC-nel 6nalléan és kombinaltan kezelt csoportokban

250

200
R
3 150 H Kontroll
€ B AFB1
S 100

@STC
50 B AFB1+STC
0
8 6ra 16 6ra 24 6ra
Id6

25. abra Az nrf2 génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel és STC-nel dnalldan és kombinaltan
kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. AFB::
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.

a, b, ¢, d jeldlés a szignifikéans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi
idéponton beliil

Az eredmények azt mutatjak, hogy az AFB; és STC egyuttes alkalmazésa szinergista
modon hat az nrf2 gén expressziojara. Az AFB1 hatdsara a 8. orai indukcidt a 16. és
24. orai mintavételkor gatlas kovette. Egy, brojlercsirkével végzett kisérlet soran az
AFB;1 expozicio szintén az nrf2 gatlasat eredményezte mRNS- és fehérjeszinten
egyarant, valamint a csokkentette a xenobiotikum transzformacio fazis Il. gének,
példaul a gst expressziojat (Muhammad et al., 2018). Az Nrf2 ubikvitinaciojaban
szerepet jatszo keapl gén expresszidja kettGs valaszt mutatott a vizsgalat soran, mivel
a 8. drai mintavételkor kontroll szint kbzeli értéket, mig a 16. és 24. 6rai mintavételkor
indukciot tapasztaltam az AFB1+STC csoportban, amely szinergikus hatést
valoszintisit az AFB; és a STC kozott.

Az nrf2 gén expresszioja, az alkalmazott dézisok hatasara a 8. 6raban, csak az AFB1-
gyel és a két mikotoxint egylttesen tartalmazd takarmannyal kezelt csoportban
valtozott, mig a 16. és 24. ordban az AFB:-gyel és a STC-nel kezelt csoportban
csokkent értékeket tapasztaltam, amely alapjan feltételezhetd, hogy az alkalmazott
ddzisok hatadsara még nem kovetkezett be olyan mértékii oxidativ stressz, amely az
altalam vizsgalt gének expresszioja szintjén is megnyilvanul.

A foszfolipid-hidroperoxid glutation-peroxidaz gének (gpx4a [26. abra] és gpx4b [27.
abra]) expresszioja az egyes mintavételi iddpontokban hol emelkedett, hol viszont
csOkkent. A gpx4a esetén az AFB1-gyel kezelt csoportban a génexpresszié fokozatos
csOkkeneset, mig a gpx4b esetén annak folyamatos indukciojat figyeltem meg a
kontrollhoz viszonyitva. Az STC-nel kezelt csoportban ugyanakkor a kezdeti 8. és 16.
Orai gatlast a 24. drara indukcié kovette a gpxda géen esetében, mig a gpx4b gén
expresszidja a 16. drai mintavételkor csokkent a kontrollhoz viszonyitva. Az
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AFB1+STC csoportban ugyanakkor a gpx4a gen mindharom mintavételi idépontban
gatlast, mig a gpx4b gén a 8. és 24. 6raban indukciét mutatott.

A Gpx4a génexpresszios valtozasa pontyok majaban AFB,-
gyel és STC-nel 6nalléan és kombinaltan kezelt csoportokban
200

150

B Kontroll
100

Kontroll%

B AFB1
50 OsTC

B AFB1+STC

26. abra A gpx4a génexpresszios valtozasa pontyok méjaban az AFB1-gyel és STC-nel 6nalldan és kombinaltan
kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jel6lve. AFB:
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicid ideje.

a, b, ¢, d jeldlés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kdzott (p<0,05) adott mintavételi
idéponton beliil

A Gpx4b génexpresszios valtozasa pontyok majaban AFB,-
gyel és STC-nel 6nalléan és kombinaltan kezelt csoportokban
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27. abra A gpx4b génexpresszios valtozasa pontyok majaban az AFB1-gyel és STC-nel 6nalldan és kombinaltan
kezelt csoportokban 24 éra alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. AFB1:
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.

a, b, ¢ jel6lés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kizétt (p<0,05) adott mintavételi idéponton
belul

A gs (28. abra) és gr (29. abra) gének expresszidja hasonldan valtozott. A kezdeti, 8.
oOrai, mintavételkor az AFBi-gyel, valamint az AFB1+STC kezelt csoportokban
indukciot tapasztaltam, amelyet ezt koveten eltéré mértéki gatlas kovetett a 16. €s
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24. 6rdban. Az nrf2 gén expresszidja az AFBi-gyel vagy STC-nel 6nalléan kezelt
csoportokban a 24 éras kisérlet soran a kontroll, vagy az alatti értékeket mutatott,
amely magyarazhatja a vizsgalt antioxidans géncsoport alacsony expresszidjat.

A Gs génexpresszios valtozasa pontyok majaban AFB,-gyel és
STC-nel 6nalléan és kombinaltan kezelt csoportokban
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3 300 B Kontroll
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0
8 dora 16 6ra 24 o6ra
Id6

28. &bra A gs génexpresszios valtozasa pontyok méjaban az AFBi-gyel és STC-nel énélldan és kombinaltan
kezelt csoportokban 24 6ra alatt, a kontroll szazalékéban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. AFB:
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.

a, b, c jelolés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozétt (p<0,05) adott mintavételi idéponton
belul

A Gr génexpresszids valtozasa pontyok majaban AFB;-gyel és
STC-nel 6nalléan és kombinaltan kezelt csoportokban
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29. abra A gr génexpresszios valtozésa pontyok méajaban az AFBi-gyel és STC-nel 6nélldan és kombinéltan
kezelt csoportokban 24 éra alatt, a kontroll szazalékaban abrazolva, Kontroll=100%, piros vonallal jelélve. AFB1:
0,95 pg/kg ttm STC: 10,27 pg/kg ttm AFB1+STC: 0,95+10,27 pg/kg ttm; id6: toxin expozicio ideje.

a, b, ¢ jel6lés a szignifikans eltéréseket mutatja a kezelési csoportok kozétt (p<0,05) adott mintavételi idéponton
belil
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Az AFB1+STC kezelés hatasara a kiserleti csoportokon belil és az egyes mintavételi
idépontok kozott is szignifikdns eltéréseket tapasztaltam a vizsgalt gének esetében.
Ezek a valtozésok ugyanakkor mind a mikotoxinnal kezelt, mind a kontroll csoportban
kimutathatdak voltak. Ennek hatterében feltételezhetden a gyomorszondan keresztiil
torténd egyszeri takarmany adag bejuttatdsa, jelenleg még nem ismert faktorok,
valamint a bioldgiai cirkadian ritmus is szerepet jatszhatnak, amelyben a fény-sotét
ciklus kulcsfontossagu tényez6. Bar az altalam alkalmazott fényprogram eltér a
természetes feny-sotét ritmustdl, ugyanakkor ez a hatas minden vizsgalati csoportban
azonos volt, igy a mikotoxin terhelés altal kivaltott hatdsok megfeleléen vizsgalhatdak
voltak. Ebben a kisérletben is sikeriilt a kezelés x id6 egyiittes hatasat minden altalam
viszgalt gén esetében statisztikailag is alatdmasztanom, amely azt mutatja, hogy nem
csak az alkalmazott dézisnak, hanem a kezeléstdl eltelt idonek is kulcsfontossagu
szerepe van a kialakuld hatdsok tekintetében.
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6. OSSZEFOGLALO KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
6.1 Kovetkeztetések

A korabbi fejezetekben az egyes kisérletek eredmenyei kertiltek megbeszélésre. Ebben
a fejezetben a rovidtava AFB1, STC, valamint egyttes alkalmazéasuk hatasat bemutatd
eredményeim alapjan levonhato altalanos kovetkeztetéseket és javaslatokat mutatom
be.

Vizsgalataim els6dleges célja volt, hogy 24 ora id6tartam alatt felmérjem az AFB; és
STC terhelést kovetden a glutation redox rendszer egyes elemeit kddold, valamint az
azok szabalyozasaban résztvevd gének expresszidjdban kimutathatd valtozésokat
ponty fajban. Célom volt tovabba felmérni, hogy ezen markerek, a két mikotoxin
egyuttes alkalmazésakor, milyen sorrendben és meértékben valtoznak. A Kisérletek
soran mesterségesen szennyezett, ismert mikotoxin tartalmd, valamint a
mikotoxinokat a detektalhatosagi hatarérték alatt tartalmazd kontroll takarmanyt
egyszeri adagban, szondan keresztil, juttattam az allatok szervezetébe.

Mindharom kisérletben mértem a szakirodalom alapjan rendelkezésemre all6 nrf2,
keapl, tovabba a halak esetében kiemelkedéen fontos antioxidans enzimet, a GPx4-et
kodol6 gpx4da és gpx4b, valamint a GPx4 ko-szubsztratjanak, a redukalt glutationnak,
szintézisében €s annak oxidacidjat kovetd redukcidjaban résztvevo enzimeket kodold
gs és gr gének expresszios valtozasait.

A harom kisérlet, harom egymast kovetd évben, dsszel tortént. Az allatok testtomege,
ami a kisérlet inditdsakor az AFB1-gyel végzett kisérletben 34,20 + 3,99 g, a STC-nel
végzett kisérletben 27,09 + 5,38 g, mig az AFB1-gyel és STC-nel végzett kisérletben
49,07 + 8,85 g volt, mely mindig az aktualis lehalaszastol fliggott.

Ennek megfeleléen az AFB;1-gyel végzett kisérletben az alkalmazott dozisok 1,46;
2,92; és 5,85 pg/kg testtdmeg, a STC-nel végzett kisérletben 18,89; 36,95 és 72,70
Hg/kg testtdmeg voltak. A harmadik kisérletben az egyedi dézisok 0,95 ug AFB1/kg
és 10,27 pug STC/kg; mig a ko-expozicié soran 0,95 pg AFB1/kg és 10,27 ug STC/kg
testtomeg voltak. Fontos kiemelni, hogy az alkalmazott d6zisok az adott ponty suly
kategoriaban, a gyakorlatban altalanosan alkalmazott, testtdmegre vonatkoztatott napi
takarmany mennyiség alapjan takarmany kg-ra szamitva az AFB: esetében, az
alacsonyabb doézisok (93,5, valamint 187,1 ug/kg takarmany) Kirivo esetekben, a
gyakorlatban is el6fordulhatnak. Az alkalmazott STC-ddzisok a gyakorlatban,
jelenlegi tudomasunk szerint, nem fordulnak el6 (1, 2, illetve 4 mg/kg takarmany).

Egy, 2019-ben végzett vilagszintli felmérés adatai szerint Eurépéban az aflatoxin-
szennyezettség keveréktakarmanyokban 8%, az atlagos szennyezettség 10 pg/kg
takarmany volt, 237 pg/kg takarmany maximum értékkel (BIOMIN 2019).
Ugyanakkor a takarmanyok, valamint az élelmiszerek STC-tartalmarol jelenleg kevés
adat all rendelkezésre. Fontosnak tartom tovabbd megemliteni, hogy a multi-
mikotoxin el6fordulds a 2019-es felmérés szerint a kdvetkezOképpen alakult:
mintanként atlagosan 34 mikotoxin és metabolit, tovabba a vizsgalt mintdk 90%-a
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legalabb 10 mikotoxint és metabolitot tartalmazott. Ebb6l jol lathato, hogy a multi-
mikotoxin expozicio hatasainak felmérése rendkivul fontos feladat.

Halakra vonatkozoan jelenleg kevés adat all rendelkezésre az egyes mikotoxinok iranti
érzékenység tekintetében. Az eddig vizsgalt halfajok kozott az aflatoxin irant a
kovetkez6d érzékenységi sorrendet allitottdk fel: szivarvanyos pisztrang>szunyogirtd
fogasponty>eziistlazac>pettyes harcsa>indiai ponty>nilusi tilapia (Santacroce et al.,
2008). Az egyes halfajok kozotti kilonbségek az érzékenység tekintetében
nagymértékiiek, amely feltételezhetéen az AFB1, és hasonlo hatasa miatt az STC,
metabolizmusaban részt vevo enzimek aktivitasbeli és génexpresszios kiilonbségeibol
fakadnak, amelynek kovetkeztében felborulhat a biotranszformacio fazis 1. és fazis Il.
kozotti egyensaly (Santacroce et al., 2008).

Az altalam alkalmazott dézisok hatasara elhullast, illetve szubletalis tiineteket egyik
Kisérlet soran sem tapasztaltam, annak ellenére, hogy az alkalmazott STC ddzisok a
ponty fajra megadott LDso érteknél, 211 pg STC/kg takarmany (Pietsch, 2015)
nagyobbak voltak. Az AFB;-re vonatkozdan a szakirodalomban nem taldltam ponty
fajra vonatkozd per os LDsp értéket.

Az AFB:-gyel és STC-nel dnalloan tortént terhelések soran az alkalmazott dozisok
hatasara kettés valaszt tapasztaltam a vizsgalt gének expresszidjaban. Kezdeti, 8. orai,
gatlast a 16. orara indukcio kdvette, amely 6sszefliggésben allhat a takarmany tranzit
idejével, azaz a mikotoxinnal mesterségesen szennyezett takarmany bélcsatornabdl
torténd felszivodasahoz, majd a mikotoxinok majba torténd transzportjahoz és végiil a
hatas kifejtéséhez ennyi id6 sziikséges. Az antioxidans enzimek génexpresszidjat
transzkripcid szinten szabalyoz6 Nrf2-Keapl Utvonalat kddold gének (nrf2 és keapl)
expresszidja nagyobb dozisu AFB: terhelés hatasara nagyobb mértékii gatlast
mutatott. Ennek hatdsara a keapl gén expresszidja mindharom dézis (Al, A2, A3)
esetében kisebb volt, mint a kontroll a 8. éraban, és ez a 16. 6raban a legnagyobb dozis
esetében is fenndllt, de a 24. 6raban nem szignifikdns mértékben mér meghaladta azt,
mig a kisérleteim soran alkalmazott legalacsonyabb testtémegre vetitett dozis esetén
(0,95 pg/kg ttm) a 8. 6réban kisebb volt, mint a kontroll. Az nrf2 gén expresszidja a 8.
Orai mintavételkor a legalacsonyabb testtémegre vetitett dozis (0,95 pg/kg ttm) esetén
volt nagyobb, mint a kontroll, mig a 16. 6raban a legalacsonyabb (0,95 pg/kg ttm), a
kdzepes és legnagyobb dbzis (A2, A3) esetében kisebb volt, ezzel szemben a 24.
ordban a legalacsonyabb testtomegre vetitett AFB: dozis (0,95 pg/kg ttm) hatasara
kisebb, az alacsony (Al) és a legmagasabb dozis (A3) hatasara pedig nagyobb volt,
mint a konroll. Ezzel szemben a STC terhelés hatasara a gatlas kisebb mértékiinek
bizonyult, mert a keapl gén expresszioja az alacsony és kdzepes dozis (S1, S2)
esetében a 8. orara nétt, majd a 24. oraban az alacsony dozis (S1) kivételével
ugyancsak meghaladta a kontrollban mért értéket. A legalacsonyabb testtémegre
vetitett dozis hatasara (10,27 pg/kg ttm) ugyanakkor a kezdeti, 8. drai mintavételkor
indukciot tapasztaltam. Az nrf2 gén expresszidja a legalacsonyabb testtomegre vetitett
dozis (10,27 pg/kg ttm) hatasara a kezelést kovetd elsé 16 oraban nem valtozott a
kontroll értékekhez viszonyitva. Ugyanakkor annak mértéke a legalacsonyabb
testtomegre vetitett STC dozis (10,27 pg/kg ttm) hatasara a 24. 6rai mintavételkor, mig
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az alacsony dozis (S1) hatasara a 8. drai mintavételkor alacsonyabb volt, ezzel
szemben a 16. és 24. 6raban mindharom alkalmazott dozis (S1, S2 és S3) hatasara
nagyobb volt, mint a kontroll. Az AFB1-gyel és STC-nel egyttesen tortént terhelés
hataséara az nrf2 gen expresszidja mindharom mintavételi idépontban (8. 16. és 24.
ora), mig a keapl gén expresszidja a 16. €s 24. orara meghaladta a kontroll értékét.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az AFB1 6nmagaban torténd terhelésének hatasara
kialakult oxidativ stressz mértéke a hierarchikus oxidativ stressz modell alapjan vagy
atlépett egy kuszobértéket, amelynek hatasara mar nem elsésorban az Nrf2-ARE
utvonal aktivalddasa kovetkezik be, vagy az alkalmazott dozisok hatasara még nem
kovetkezett be olyan mértékii oxidativ stressz, amely az altalam vizsgalt gének
expresszidjaban is megnyilvanult. A nagyobb d6zisu STC terhelés hatéséra viszont az
Nrf2-ARE Utvonal aktivalodott, tehat a majban a STC, vagy az abbdl képz6dé reaktiv
metabolitok, hatékonyabban idéznek el6 ROS képzddést, vagy az AFB1-gyel végzett
kisérletemben alkalmazott dézisoknal ~10x nagyobb STC dozisok enyhe oxidativ
stresszt idéznek elé. Az AFB1-gyel és STC-nel egyuttesen tortént terheles hatasara az
nrf2 egyértelmiien aktivalodott, tehat a két mikotoxin egyiittes hatasa 6sszeadddhatott,
azaz a hatasukra képzodott reaktiv metabolitok hatékonyabban idéztek eld ROS
képzddést, mint amikor azokat 6nalldan juttattam az allatok szervezetébe.

A mikotoxin terhelések hatasara a glutation redox rendszer szabalyozéasaban szerepet
jatszo gének esetében is szignifikans mértéki kiilonbségeket tapasztaltam. A gpx4a
gén expresszidja alacsony dozisu (Al) AFB; terhelés hatasara a 16. és 24. érara kisebb
mértékben, mig a nagyobb dozisok (A2, A3) hatdsara jelentésen nagyobb volt, mig a
legalacsonyabb testtdmegre vetitett dozis (0,95 pg/kg ttm) hatéséara alacsonyabb volt,
mint a kontroll, mig a gpx4b gén expresszidja minden alkalmazott ddzis hataséara a 16.
és 24. orara jelentdsen nétt. A gs geén expresszidja a legalacsonyabb testtomegre
vetitett dozis (0,95 pg/kg ttm), valamint az alacsony (A1) dozis esetén a 8. drara, mig
a 16. orara mindharom alkalmazott dézis (A1, A2 és A3), a 24. 6rara pedig az alacsony
(A1) és magas (A3) ddzisnal volt nagyobb, mint a kontroll. A gr gén expresszidja a
legalacsonyabb testtomegre vetitett dézis (0,95 pg/kg ttm) esetében a 8. 6rara, mig az
alacsony dozis (Al) hatasara a 16. 6rara haladta meg a kontroll értéket. A STC-nel
végzett kisérlet soran a fent emlitett gének esetében (gpx4a, gpx4b, gs és gr) a kezdeti
gatlast kovet6 indukcio markansabb volt, mint az AFB1 esetén. Ennek oka feltehet6en
az AFBi1-gyel végzett kisérletben alkalmazottnal nagyobb dézistartomany lehetett. Az
AFB: és STC egydttes alkalmazéasakor a gs és gr gének expresszidja a kezdeti, 8. orai,
indukcidt kovetden gatlast mutatott a 24. 6raban. Ennek oka a két mikotoxin 6nallo
alkalmazéasahoz képest alacsonyabb koncentracié lehetett. A kisebb mennyiség
ugyanis a bélrendszerbdl feltehetden hamarabb felszivodik, de gyorsabban is
metabolizalddik, igy a reaktiv oxigéngyokok mennyisegeét is gyorsabban megemelheti.
Ugyanakkor ezt a, feltehetben mérsékeltebb, ROS termelést a maj a 16. és 24. orara
mar hatékonyan képes volt semlegesiteni az antioxidans enzimeket kodold gének
hatékony expressziojanak koszonhetden.
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6.2 Javaslatok

Az utdbbi években, a szakirodalomban egyre né azon tanulmanyok szdma, amelyek
az egyes mikotoxinok toxicitasaban a szabadgyokok képzodését és ennek réven az
oxidativ stressz indukalasat teszik feleldssé, ezért javaslom a kutatasok folytatasat az
altalam vizsgalt gének expresszids valtozasainak nyomonkovetésére mas kemiai
szerkezetii mikotoxinok vonatkozasaban is.

Az AFB3, tovabbd az STC szerkezete és a CYP gének transzkripcids aktivalasa
kovetkeztében mindkét mikotoxin feltételezheten aril hidrokarbon receptor agonista,
ezert javaslom a kutatasok folytatasat Uj célgének alkalmazasaval, valamint az aril
hidrokarbon receptor (AhR) — Xenobiotikum Valasz Elem (XRE) Utvonal vizsgalatét,
akar mas kémiai szerkezetli, de szintén a CYP gént indukald, mikotoxinok
vonatkozasaban is.

Végul pedig javaslom a kisérletek Kiterjesztését annak vizsgalatara is, hogy a
mikotoxinok milyen poszt-transzkripcios valtozasokat indukalhatnak az Nrf2-t
szabalyoz0 kiilonboz6é miRNS-k esetében.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az elvégzett kisérletek alapjan a kovetkezé megallapitadsokat tettem az alkalmazott
ddzisok és a vizsgalt 24 oras idétartam kapcsan:

1. Megallapitottam, hogy eltér6 dozisu (1,46, 2,92 és 5,85 pg/kg ttm.), egyszeri
per os aflatoxin Ba terhelés hatasara egynyaras pontyok majaban:

A keapl gén expresszidja mindharom dézis esetében kisebb volt, mint a kontroll a 8.
Oréban, és ez a 16. 6raban a legnagyobb dézis esetében is fennallt. Az nrf2 gén
expresszidja a 16. draban a kdzepes és legnagyobb ddzis esetében kisebb volt, mig a
24. Oréban a legalacsonyabb és legmagasabb dozis hatasara volt nagyobb.

A gpx4a és gpx4b gének expresszidja kezdeti, a legnagyobb dozis esetében megfigyelt
gatlast kdvetden dozisfiiggben indukalodott, ami Gsszefiiggést mutat a Keap1-Nrf2-
ARE utvonal aktivalodasaval. A gpx4a expresszidja a legalacsonyabb doézis hatasara
a 16. és 24. orara kisebb mértékben, mig a nagyobb dézisok hatisara jelentésen
nagyobb volt, mint a kontroll. A gpx4b gén expresszidja mindhdrom dozis hataséara a
16. és 24. orara jelentdsen nott.

A gs gén expresszioja a legnagyobb dozis hatasara a kezdeti gatlast kovetden a 16.
6rdban minden alkalmazott dézis hatdsara indukalédott. A gr gén expresszidja a
kozepes és magas dozis hatasara a kezdeti gatlast kovetden a 16. 6raban az alacsony
ddzis hatasara indukalodott. gy itt is feltételezhetd a Keapl-Nrf2-ARE (tvonal
aktivalddasa. A gs gén expresszioja legalacsonyabb dozis esetén a 8. 6rara, mig a 16.
és 24. orara a legalacsonyabb és a legnagyobb ddzisnal volt nagyobb, mint a kontroll.
A gr gén expresszidja ugyancsak a legalacsonyabb ddzis esetében a 16. érara haladta
meg a kontrollban mért értéket.

2. Megallapitottam, hogy eltéré dozisban (18,89, 36,95 és 72,70 pg/kg ttm)
alkalmazott, egyszeri per os STC terhelés hatasara egynyaras pontyok
majaban:

Az nrf2 gén expressziojaban az alacsony dozis hatasara kezdeti gatlas, majd minden
alkalmazott dozis hatasara aktivacio jelentkezett, de a kezdeti gatlas rovidebb idejii
volt, mint az AFB; esetében. A keapl gén expresszidja az alacsony és kdzepes dozis
esetében a 8. oOrara nétt, majd a 24. Ordban a legalacsonyabb dozis kivételével
ugyancsak meghaladta a kontrollban mért értéket. Az nrf2 gén expresszidja a
legalacsonyabb dozis hatdsara a 8. drara alacsonyabb, a 16. és 24. Oréban pedig
valamennyi alkalmazott dozis hatasara nagyobb volt, mint a kontroll.

A gpx4a gén expresszioja az alacsony és magas dozis hatasara kezdeti gatlast kovetden
indukalodott, ami markéansabb volt, mint az AFB; esetében és 6sszefliggest mutatott a
Keapl-Nrf2-ARE utvonal aktivalédasaval. A gpxda @én expresszidja a
legalacsonyabb és legmagasabb do6zis hatasara a 8. 6raban kisebb, majd a 16. és 24.
orara valamennyi alkalmazott dézis esetén pedig nagyobb volt, mint a kontroll. A
gpx4b gén expresszidja az alacsony dézisnal a 8. 6rdban, majd a 16. és 24. Orara
valamennyi alkalmazott dézis esetén nagyobb volt, mint a kontroll.
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A gs és gr gének a kezdeti gatlast kovetéen indukalodtak, ami az AFB1-hez képest
markansabb volt és itt is feltételezhet6 a Keap1-Nrf2-ARE Utvonal aktivalodasa. A gs
gén expresszidja a legalacsonyabb dézisnél a 8. érara kisebb, majd a 16. és 24. 6rara
az 0sszes vizsgalt dozis hatdsara nagyobb volt, mint a kontroll. A gr gén expresszidja
a legalacsonyabb és legnagyobb dozis hatasara a 8. drara kisebb, a 16. drara viszont
valamennyi alkalmazott dozis esetén nagyobb volt, mint a kontroll.

3. Megéllapitottam, hogy az AFB1és STC 0,95 és 10,27 pg/kg testtomeg dozissal
tortént egyszeri per os ko-expozicidja hatasara egynyaras pontyok méajaban:

Az nrf2 gén jelentésebb mértékben aktivalodott, mint a két mikotoxin Onalld
alkalmazéasakor, ami kodzottik szinergens hatasra utal, azaz a ko-expozicié soran
hatékonyabban befolyasoltdk a redox-érzékeny genek expresszidjat. A keapl gén
expresszidja a 16. és 24. drara, az nrf2 gén expresszidja pedig mindharom mintavételi
idépontban (8. 16. és 24. 6ra) meghaladta a kontroll értékét.

A gpxda g@gén expresszidjaban ko-expozicid hatasara mindharom mintavételi
idopontban gatlas mutatkozott, a gpx4b gén expresszidja viszont a 8. és 24. draban
nott.

A gs és gr gének expressziojaban a kezdeti, 8. orai, aktivaciot kovetden a 24. oOrai
mintavételkor mérsekelt gatlas mutatkozott, ami szintén az alkalmazott mikotoxinok
kozott fennallod szinergens hatést valosziniisiti.
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8. OSSZEFOGLALO

Az akvakultdra jelenleg a vilag egyik leggyorsabban fejl6dé iparaga (FAO 2018). A
globalis haltermelés 2016-ban elérte a tébb mint 171 millié tonnat, amelynek 88%-at
kdzvetlentl emberi fogyasztasra, mig 12%-at (20 milli6 tonna), halliszt és halolaj
eléallitasahoz hasznaltak fel (Johny et al.,, 2019). Ennek az intenziv és gyors
fejlédésnek természetes kovetkezménye a haltakarmany-gyartas kozel 30%-0s
novekedése (Tacon 2004). A halolajtol és halliszttél vald fliggéség mértékének
csokkentésére az elmalt években a haltakarmanyozasban alternativ megoldasként a
novenyi fehérjék alkalmazésa terjedt el, amelyek jelentés mértékben novelhetik a
haltakarmanyok mikotoxin szennyezédésének, ennek révén a halak mikotoxin
terhelésének kockazatat. A mikotoxinok vilagszerte az élelmiszer- és takarmany
alapanyagok leggyakoribb szennyezdanyagai. Egyes becslések szerint a vilag
gabonatermelésének 25%-a (Park et al., 1999), mig egy friss tanulmany szerint, az
analitikai modszerek tokéletesedése miatt, ennél joval nagyobb aranyban (Eskola et
al., 2020) szennyezett mikotoxinokkal. A takarmany alapanyagok mikotoxinokkal
valdé szennyezettsége az allati egészség szempontjabol fontos kockazati tényezo.
Jelenleg ugyan még csak kevésbeé ismert az egyes mikotoxinok halakra és egyéb vizi
szervezetekre kifejtett hatdsa, de folyamatosan n6 azon tanulmanyok szama, amelyek
kil6nb6z6 halfajokban a mikotoxin terheléssel dsszefliggésben szamos koértani €s
ndvekedési problémat irtak le (Anater et al., 2016, Matejova et al., 2017, Pietsch 2020).

Az els6sorban Aspergillus penészgomba fajok altal termelt AFB; és STC altal kivaltott
toxikus hatasokrdl szamos ismerettel rendelkeziink, de ezek nagyrésze vagy in vitro
modelleken végzett, vagy in vivo, de tébbségében hosszan tarto, szubletalis mikotoxin
terhelések eredményein alapulnak.

Fontos kérdés tovabba, hogy milyen modon reagal a kilonféle mikotoxinokkal, igy
példaul AFB:-gyel és STC-nel egyidejiileg szennyezett takarmany etetését kdvetden a
szervezet antioxidans védérendszere €s az annak enzimatikus tagjait kodold gének
expresszidja. A rutinszeriien vizsgalt mikotoxinok esetében, a jelenleg érvényben 1évo
szabalyozésok alapjait olyan toxikoldgiai vizsgalatok adatai alapjan hataroztak meg,
amelyekben csak a mikotoxinok individudlis expozicidjat vették figyelembe. Az éllati
szervezetben azonban a mikotoxinok kolcsonhatadsba léphetnek egymaéssal,
kovetkezésképpen antagonista vagy szinergikus és/vagy additiv hatast fejthetnek ki,
kulonosképpen akkor, ha a hatdsmechanizmusuk hasonlo.

Az AFB; és a STC halak, igy példaul a ponty, szervezetére kifejtett 6nallo és egyuttes
rovidtavu hatésai jelenleg alig ismertek.

A toxikogenomikai vizsgalatok legfontosabb elénye, hogy mar korai idépontban
meghatarozhatok és megjosolhatok az adott hatéanyag hatasara bekovetkezd
valtozasok a kiilonboz6 biomarker gének vizsgalata alapjan, még a sejt vagy szoveti
szinten kimutathato karosodasok kialakulasa elétt.

Doktori munkam célja volt, hogy felmérjem az AFB; és STC terhelés 6nallo és
egyuttes korai hatasat a glutation redox rendszer egyes elemeit kddold genekre

(glutation-peroxidaz [gpx4a, gpx4b], glutation-szintetaz [gs], glutation-reduktaz [gr]),
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valamint az ezek transzkripcidjat befolyasolo redox erzékeny génekre (nrf2, keapl), a
hazénkban legfontosabb étkezési halfajban, a pontyban.

A ponty taplalkozasi sajatossagai miatt a rovidtavl, 24 oras kisérlet soran, a
mesterségesen szennyezett, ismert mikotoxin tartalmu, valamint a mikotoxinokat a
detektalhat6sagi hatérerték alatt tartalmazo kontroll takarmanyt egyszeri adagban
szondéan keresztul juttattam az allatok szervezetébe.

A harom kisérlet, harom egymast kovetd évben, 6sszel tortént. Az allatok testtomege
a kisérlet inditasakor az AFB1-gyel végzett kisérletben 34,20 + 3,99 g, a STC-nel
végzett kisérletben 27,09 + 5,38 g, mig az AFB1-gyel és STC-nel végzett kisérletben
49,07 + 8,85 g volt, az aktualis lehalaszés fuggvényeben.

Ennek megfeleléen az AFBi1-gyel végzett kisérletben az alkalmazott dozisok 1,46;
2,92; és 5,85 ug/kg testtdmeg, a STC-nel végzett Kisérlet esetében 18,89; 36,95; és
72,70 pg/kg testtomeg voltak. A harmadik kisérletben az egyedi do6zisok 0,95 pg
AFB1/kg; 10,27 pug STC/kg; mig a ko-expozcio6 soran 0,95 ug AFB1/kg és 10,27 pg
STC/kg testtémeg voltak.

Az altalam alkalmazott dozisok hatasara, a rovid idétartam (24 o6ra) alatt, elhullast,
valamint szubletalis tlineteket egyik Kisérlet soran sem tapasztaltam.

A nagyobb dozisu AFB;1 és STC terhelés hatasara ketts valaszt, kezdeti, 8. orai,
gatlast, majd azt kovetéen a 16. drara indukciot tapasztaltam. Az alacsonyabb dézisok
(0,95 pg AFB1/kg ttm és 10,27 ug STC/Kg ttm) hatdsara viszont korai indukciot es
késobbi gatlast figyeltem meg. Az Nrf2-Keapl utvonalat kodolo gének (nrf2, keapl)
expresszios valtozasai alapjan feltételezhetd, hogy az AFB; terhelés hatasara kialakult
oxidativ stressz mértéke a hierarchikus oxidativ stressz modell alapjan vagy atlépett
egy kiiszobértéket, amelynek hatdsdra mar nem elsGsorban az Nrf2-ARE Utvonal
aktivalodasa kovetkezik be, vagy az alkalmazott dozisok hatasara még nem
kovetkezett be olyan mértékii oxidativ stressz, amely az altalam vizsgalt gének
expresszidja szintjén is megnyilvanult. Ugyanakkor a nagyobb do6zista STC terhelés
hatasara az Nrf2-ARE utvonal aktivalddott, tehat a majban a STC, vagy az abbdl
képzOdd reaktiv metabolitok, hatékonyabban idéznek elé ROS képzddést, vagy az
AFB:1-gyel végzett kisérletemben alkalmazott dozisoknal ~10x nagyobb STC dozisok
mar enyhe oxidativ stresszt idéznek el6. A két mikotoxin egyiittes alkalmazédsanak
hatdséra szintén megfigyeltem az Nrf2-Keapl Gtvonal aktivacidjat, tehat a két
mikotoxin kozott szinergens hatas jelentkezett, melynek hatasara nagyobb mértéki
ROS képzodés feltételezheté. Ennek hatterében hasonld kémiai szerkezetuk mellett
hasonld hatasmechanizmusuk allhat.

A mikotoxin terhelések hatasara a glutation redox rendszer szabalyozéasaban szerepet
jatsz6 gének esetében is szignifikans mértéki kiilonbségeket tapasztaltam, a gpx4a, a
gpx4b, a gs és a gr gének esetében. Mind a négy gén esetében kezdeti gatlast kovetden
indukciot tapasztaltam, ami a STC hatasara markansabb volt. Ennek hétterében az
AFB:1-gyel végzett kisérletben alkalmazottnal nagyobb dozisok &llhattak, amelyet a
két mikotoxin toxikus hatast el6idéz6 dozisa kozotti altalanosan elfogadott arany
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alapjan hatdroztam meg. Ugy tiinik azonban, hogy ez a dozis kiilonbség az altalam
vizsgalt marker gének expresszidjara kifejtett hatas esetében lényegesen kisebb. A gs
és gr gének expresszidja az AFB1-gyel, tovabba a két mikotoxinnal egyuttesen kezelt
csoportban egy kezdeti, 8. drai, indukciot gatlas kdvette a 16. és 24. 6rdban. A STC-
nel 6nalldan kezelt csoportban viszont nem volt érdemi eltérés. A két mikotoxin tehat
egymas hatasat erdsiteni latszik, azaz kozottiik szinergens hatas feltételezhetd. Ez a
hatas viszont a szervezet szamara kedvezd, mert ennek révén hatékonyabban
aktivalodik az antioxidans véddrendszer, amely igy a mikotoxinok hatasara termel6d6
ROS hatasat hatékonyabban képes eliminalni.

Az eredmények tukrében megallapithatd, hogy pontynal mar révid id6 alatt, az
altalunk alkalmazott vizhémérséklet mellett 16 6ran belul, az AFB;1 és a STC egyarant
ROS képzddést indukalt, ami eltéré6 mértékben ugyan, de feltételezhetéen csak az
eltér6 dozisok kovetkeztében a glutation redox rendszer aktivalodasat idézte eld.
Eredményeim alapjan a gpx4a, gpx4b és a gs gének expresszios valtozasai bizonyultak
leginkébb jelzésértékiinek a valtozasok nyomonkdvetésében.
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9. SUMMARY

Aquaculture is currently one of the fastest growing food-producing industries in the
world (FAO 2018). Global fish production reached more than 171 million tonnes in
2016, of which 88% was used directly for human consumption and 12% (20 million
tonnes) for the production of fishmeal and fish oil (Johny et al., 2019). A natural
consequence of this intensive and rapid development is a nearly 30% increase in fish
feed production (Tacon 2004). As an alternative solution to reducing fish oil and
fishmeal dependence, the use of plant proteins in fish feed has become widespread in
recent years, which can significantly increase the risk of mycotoxin contamination in
fish feed, thereby exposing fish to mycotoxins. Mycotoxins are the most common
contaminants in food and feed ingredients worldwide. Some estimates suggest that
25% (Park et al., 1999), while due to improvements in analytical methods, even higher
rate of world cereal production can be contaminated with mycotoxins (Eskola et al.,
2020). Contamination of feed materials with mycotoxins is an important risk factor for
animal health. Although the effects of certain mycotoxins on fish and other aquatic
organisms are still less known, the number of studies describing pathological and
growth problems associated with mycotoxin intake in different fish species is
constantly increasing (Anater et al., 2016, Matejova et al., 2017, Pietsch 2020).

Toxic effects induced by aflatoxin B: (AFB1) and sterigmatocystin (STC), mainly
produced by Aspergillus species, are well known, but most are based on results from
either in vitro models or in vivo, but mostly long-term, sublethal mycotoxin loads.

Another important question is how the antioxidant defence system and the expression
of genes encoding its enzymatic members react after feeding an artificially infected
feed with various mycotoxins such as AFB1 and STC. For routinely tested mycotoxins,
the basis of the current regulations in force was determined on the base of data from
toxicological studies in which only individual exposure to mycotoxins was considered.
However, in the animal, mycotoxins may interact with each other and consequently
exert an antagonistic or synergistic and / or additive effect, especially if their
mechanism of action is similar.

The individual and combined short-term effects of AFB1 and STC on fish such as carp
are currently poorly understood.

The main advantage of toxicogenomic studies is that the changes due to the active
substance can be identified and predicted at an early stage based on the study of
different biomarker genes even before the development of lesions at the cellular or
tissue level.

The aim of my doctoral dissertation was to assess the independent and combined early
effect of AFB1 and STC intake on genes encoding certain elements of the glutathione
redox system (glutathione peroxidase [gpx4a, gpx4b], glutathione synthetase [gs],
glutathione reductase [gr]), and on genes encoding the redox sensitive transcription
factors (nrf2, keapl), in the most important edible fish species in Hungary, in common
carp.
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Due to the nutritional characteristics of the carp, during the short-term 24-hour
experiment, the artificially contaminated and control feed was applied in a single dose
by gavage directly into the gut once.

In the experiment with AFB3, the doses used were: 1.46; 2.92; and 5.85 pg / kg body
weight, for the STC experiment: 18.89; 36.95 and 72.70 ug / kg body weight. In the
third experiment the individual doses were 0.95 ug AFB1/Kkg; 10.27 ug STC / kg; and
in co-exposition 0.95 AFB:1 / kg and 10.27 ug STC / kg body weight.

At the doses | used, I did not experience any mortality, nor sublethal effects in any of
the experiments over a short period of time (24 hours).

Higher doses of AFB;1 and STC induced a double response, an initial inhibition at 8 h,
and then an induction at 16 h. However, at lower doses (0.95 ug AFB:1 / kg b.w. and
10.27 pg STC / kg b.w.), I experienced early induction and later inhibition. Based on
the expression changes of the genes encoding the Nrf2-Keapl pathway (nrf2, keapl),
it can be assumed that the degree of oxidative stress induced by AFB; loading, based
on the hierarchical oxidative stress model, exceeded a threshold value that no longer
primarily results in the activation of the Nrf2-ARE pathway, or the applied doses did
not yet cause the degree of oxidative stress that was also manifested at the level of
expression of the genes | studied. However, the Nrf2-ARE pathway was activated by
higher doses of STC, so STC, or its reactive metabolites, are more effective in inducing
ROS formation in the liver, or STC doses ~10x higher than those used in my
experiment with aflatoxin cause mild oxidative stress. Activation of the Nrf2-Keapl
pathway was also observed when the two mycotoxins were co-administered, so a
synergistic effect between the two mycotoxins can be assumed, leading to a higher
degree of ROS formation. This may be due to their similar chemical structure and
similar mechanism of action.

As a result of mycotoxin exposure, | also found significant differences in the genes
involved in the regulation of the glutathione redox system, in the case of the gpx4a,
gpx4b, gs and gr genes. For all four genes, induction was observed after initial
inhibition, which was more pronounced as effect of STC. This may have been due to
higher doses of STC than those used in the experiment with AFBi1, which were
determined on the basis of the generally accepted ratio between the toxic doses of the
two mycotoxins. However, this dose difference appears to be significantly smaller for
the effect on the expression of the marker genes | studied. Expression of the gs and gr
genes in the AFB1 and two mycotoxin co-treated groups was induced at 8 h which was
followed by an inhibition at 16 h and 24 h. However, there was no significant
difference in the group treated with sterigmatocystine alone. Thus, the two mycotoxins
appear to enhance the effect of each other, i.e. a synergistic effect between them can
be assumed. This effect, on the other hand, is beneficial for the body, because it
activates the antioxidant defense system more effectively, which can therefore more
effectively eliminate the effect of ROS produced by mycotoxins.

In the light of the results, it can be stated that both AFB: and STC induced ROS
formation in carp in a short time, 16 hours at the temperature we used, which, although
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to varying degrees, presumably only resulted in activation of the glutathione redox
system due to different doses. Based on my results, the expression changes of the
gpx4a, gpx4b, and gs genes proved to be the most indicative in the follow-up of the
changes.
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Balogh Krisztiannak, a kisérletek tervezésevel, lebonyolitséval és az eredmények
statisztikai kiértékelésével, valamint a szakmai cikkek elkésziilésével kapcsolatos
segitségéért és tamogatasaért. Halaval és koszonettel tartozom, Dr. Mézes Mikldsnak,
aki a kisérletek megtervezésével, a szakmai cikkek elkészitésével és publikalasaval
kapcsolatos segitsegéért és tdmogatasért, az otleteim iranti nyitottsagaért, valamint
belém vetett hitéért, amellyel 6nallésagomat és szakmai fejlodésemet segitette. Kilon
koszonetet szeretnék mondani Kulcsar Szabinanak és Ancsin Zsoltnak, akik a
kisérletek megszervezesében és lebonyolitasdban nydjtottak nelkilozhetetlen
segitséget. Halamat szeretném kifejezni a Regionalis Egyetemi Tudaskdzpont 6sszes
munkatarsanak, kollégaimnak, barataimnak, akik segitettek abban, hogy a molekuléris
biologiai laboratoriumi munkakban megfelelé gyakorlatot szerezzek és Onéll6an
dolgozhassak. Kdszonetet szeretnek mondani Pelyhe Csillanak, volt kollégamnak,
amiért az elejétdl kezdve tanitott, tamogatott a labormunka soran, valamint a rengeteg
segitségéért és turelemért. Szeretném megkdszonni a rengeteg adminisztrativ
segitséget és tamogatast Lakatos Tundének, valamint a Takarmanyozastani tanszék
minden dolgozojanak, kilondsen Ballané Dr. Erdélyi Martanak, a tamogatast és
biztatast.

Végezetil, de nem utolso sorban szeretnék kdszonetet mondani Paromnak a téle
kapott folyamatos tamogatasért, biztatasért és megérté tirelemért, valamint
Csaladomnak és Barataimnak a tamogatasért és lelkesitésert.

Koszonettel tartozom tovabba a kovetkezd palyazatoknak, amelyek anyagi
tdmogatasaval kisérleteimet végeztem:

e Uj Nemzeti Kivalosagi Program 2017/2018; 2018/2019; 2019/2020 (UNKP)
Doktori Osztondij

e Innovativ tudomanyos miihelyek a hazai agrarfels6oktatasban (EFOP-3.6.3.-
VEKOP-16-2017-00008)

e Szent Istvan Osztondij 2019
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