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1. BEVEZETES

A mikotoxinok, mint a mikroszkopikus penészgombak masodlagos
anyagcseretermékei a mindennapi szant6foldi munka, takarméanyozas és
¢lelmezés szinterén jelen vannak, ezzel adva szamos feladatot a szakembereknek.
Nagyszamu informacio érhetd el hatasaikrol, melyek kiilonféle nem specifikus
tiinetek kialakitasaval hozhat6 Osszefiiggésbe. A legtobb esetben a mikotoxinok
rendelkeznek sejt és szovet szinten is specifikus karosito tulajdonsaggal. Egyik
gyakori hatés a lipidperoxidacio, az oxidativ stressz kialakitasa €és az antioxidans
védekezd rendszer gatlasa, mely igen jellemz0 a trichotecénvézas mikotoxinokra
(DON, T-2), illetve az aflatoxinra egyarant. A kialakuld oxidativ stressz egyik
artalmas hatasat a DNS szintjén is tapasztalhatjuk, &m ezek kapcsoltsagara,
egylittes vizsgalatara még igen kevés kisérlet iranyult (Zhang et al. 2009, Awad
et al. 2012). Ezért is Iényeges a mikotoxinok hatasanak vizsgalatat kiterjeszteni a
DNS-re is.

A DNS az ¢let épitd egysége, az élet fenntartasanak alapja, a biologiai
funkciok kialakitasdhoz nélkiilozhetetlen. Barmilyen modositdsa, médosulésa az
¢let folytonossaganak megakadasdhoz, a genetikai informacié megvaltozasahoz
vezethet. A DNS kérosodasat okozhatjak belsd elvaltozasok, mint az dregedés,
illetve kiilsé behatasok, mint xenobiotikumok, kemoterapias szerek vagy a
takarmanybol, élelmiszerekbdl felveheté mikotoxinok is (Dizdaroglu 2012).
Genotoxikus anyagok vizsgalata soran altaldnosan elterjedt modszer a comet
assay, mely alkalmazhat6 szinte minden fajban, minden szovettipus esetében.
Elonyei mellett jocskan sorakoznak hatranyai, limitalé tényezdi, amikkel én is
szembesiiltem vizsgélataim soran (Klaude et al. 1996, Olive & Banath 2006). A
LORD-Q PCR eljarast eredetileg human sejtvonalak vizsgalatara fejlesztették ki.
Célom volt ezen eljaras adaptalasa és felhasznalasa tyuk, illetve ponty fajok
mikotoxin okozta DNS karosodasanak vizsgélatara.

A szervezet mindennap kiizd a DNS javitdsdért, mivel természetes
koriilmények kozott is naponta 10000 DNS sériilés kovetkezik be egy sejtben
becslések szerint (Carusillo & Mussolino 2020). Ezen karosodasok kijavitasaért,
kikiiszoboléseéert felelds a DNS javitd rendszer, mely szdmos ttvonalon keresztiil
végzi az adott karosodasra specifikus javitast.

A DNS karosodas ¢és az azt javitdO mechanizmusok kapcsolatarol
rendelkezésre allo ismereteink meglehetésen hidnyosak, pedig ezen folyamatok
egylittes vizsgalata adhat pontos képet a molekularis szinten lezajlé valtozasokrol.
fgy vizsgalataim alatt megfogalmazott célokon keresztiil kiemelten foglalkoztam
ezen Osszefliggések felderitésével.



1.1. CELKITUZESEK

Doktori munkam sordn célom volt felmérni a DON, T-2, aflatoxin B1 és
szterigmatocisztin mikotoxinok DNS karosité hatasat ponty, illetve T-2, aflatoxin
Bl és a szterigmatocisztin mikotoxinokét tyuk fajban.

A vizsgalatok elvégzéséhez egy, mind a négy toxin hatasanak
vizsgélatdhoz igazodo, objektiv, hatékony és idOben is elényds, PCR alapu
modszer adaptalasa és alkalmazasa is célom volt mindkét faj esetében, melynek
részeként a kivéalasztott modszer alkalmazhatosagat 6ssze kivantam hasonlitani a
leggyakrabban alkalmazott comet assay-vel, annak tyuk majra torténéd

Emellett célom volt feltérképezni a DNS javitd mechanizmusok
valtozasat, ezzel képet kapni a vizsgalt mikotoxinok DNS javito génekre
gyakorolt hatasarol. Ennek okan célom volt a DNS javitdsban szerepet jatszo
gének kivalasztasa ponty és tyuk fajok szamara, majd a géneket vizsgalé rtPCR
optimalizalésa, illetve a legmegfeleldbb belsd kontroll gén kivalasztasa.

Tovabbi célom volt az irodalomban kozolt aflatoxin Bl ¢és
szterigmatocisztin 10x-es hataskiilonbségének megerdsitése vagy cafolasa.

A tyuk fajban ezen vizsgalatokat kiegészitve célom volt szdvettani
vizsgalatokkal is alatdmasztani az aflatoxin B1, illetve szterigmatocisztin majra
gyakorolt karos hatasait.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Tyuk fajban végzett kisérletek elrendezése a comet
assay vizsgalat soran

2.1.1. Mikotoxin termeltetése, mikotoxin tartalma és kisérleti
allatok

A T-2 toxin Fusarium sporotrichoides NRRL 3229 P torzs altal
kukoricadara szubsztraton keriilt termeltetésre Fodor et al. (2006) moddszere
szerint. Az allatok kozforgalomban kaphato, a Vitafort Zrt. altal gyartott intenziv
brojler indité teljes értéki takarmanykeveréket fogyasztottak dercés formabanA
kisérleti csoportok takarmanyainak mikotoxin szennyezettségének mértéke a
kovetkezoképpen alakult: kontroll <0,02 mg/testtomeg kg, THT1 csoport 0,127
mg T-2 + 0,088 mg HT-2/ testtémeg kg, THT2 csoport 0,235 mg T-2 + 0,149 mg
HT-2/ testtomeg kg, THT3 csoport 0,989 mg T-2 + 0,57 mg HT-2/ testtomeg kg.

A Kkisérlet soran négy csoport keriilt kialakitasra Cobb 540 brojler
kakasbol, csoportonként Gt allattal. Az etetési kisérlet allatkisérleti engedéllyel
tortént (NEBIH Pest Megyei Elelmiszerlanc Biztonsagi és Allategészségiigyi
Igazgatosag, X1V-1-001/1880/2012).

2.1.2. Comet-assay vizsgalat

A madjdarabokat 100-szoros ardnyban higitottam foszfat pufferrel. A
pozitiv kontroll mintdk kialakitasdhoz hidrogén-peroxidot (10 pl, 3% v/v)
hasznaltam fel. Elészor 0,8 % (w/v) normal agarozt készitettem, majd ebbe az
agard0zba meritettem bele a targylemezeket. Miutdn ez az agardz réteg
megszilardult, 75 pl 1% (w/v) alacsony olvadaspontii agardzt juttattam a
lemezekre, illetve azonos mennyisé€gii sejtszuszpenziot. Ezt kovetden feddlemez
kertilt a targylemezekre és 5 percre jégakkura helyeztem azokat az jabb agardz
réteg megszilardulasaig. A fedélemez eltavolitasat kovetden egy harmadik réteget
vittem fel a targylemezre. A targylemezeket egymés mellé helyeztem egy
tivegkadban és lizisoldatot ontottem rajuk, mely oldatban minimum egy 6raig
voltak a targylemezek 4°C-on. A lizisoldatban elt6ltott id6 utan a targylemezek
elektroforézis kadba helyeztem, amit elektroforézis pufferrel toltottik fel a
lemezek elfedéséig. A 40 perc véarakozasi id0 utan az elektroforézis kovetkezett
(20 V, 300 mA, 24 perc. A lecsepegtetett lemezekre 50ul etidium-bromidos fest6
oldatot juttattam, majd fedélemezzel fedtem. Mikroszkop alatt UV fényben
vizsgaltam a keletkezett listokdsoket 20x nagyitas mellett. A vizsgalat soran
minimum 150 sejt kertilt kiértékelésre minden csoportban. Manualis kiértékelést
CometScore (TriTek) programmal végeztem el €s a sejtmagtol elvandorolt DNS
szazalékos hanyadat vettem figyelembe. Vizualis kiértékelést is, mely soran az
istokosoket egyesével mindsitettem egy 0-4 kozotti skalan a farok részben jelen



1évé DNS fragmentumok mennyisége alapjan. Minden csoportb6l legalabb 100
sejtet vizsgaltam.

2.2. Ponty fajban végzett kisérletek elrendezése a
LORD-Q PCR vizsgalat soran

A T-2 toxint a Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 torzs, mig a
deoxinivalenolt (DON) a Fusarium graminearum NRRL 5883 torzs segitségével
allitottak el (Fodor et al. 2006). A kisérletben kereskedelmi forgalomban 1évo
Aqua Garant Classic™ takarmany kertiilt felhasznalasra. A takarmanyok
mikotoxin tartalma a kovetkez6képpen alakult: kontroll <0,02 mg/testtomeg kg,
T-2 mikotoxin csoport 4,11 mg T-2 + 0,49 mg HT-2/testtomeg kg, DON csoport
5,96 mg DON + 0,33 mg 15-acetil DON/testtomeg kg. A vizsgalathoz egynyaras
hibrid pontyokat (Szarvasi P34, n=144) hasznaltam. Hepatopancreas mintat az
1., 2. és 3. héten vettem.

2.3. Ponty fajban végzett kisérletek elrendezése a
génexpresszios vizsgalat soran

Az aflatoxin B1 termeltetése Dobolyi és munkatarsai (2013) altal izolalt
Aspergillus flavus torzs (ZT80) altal ment végbe kukoricaérleményen. A magas
(99,0+1,0%) tisztasagu szterigmatocisztint Romer Labs Diagnostic (Tulln,
Austria) cégtol szereztiik be. Az aflatoxin B1l-et tartalmazé kulturat belekevertiik
a kereskedelmi forgalomban 1év6 Aqua Garant Classic™ takarmanyba. A
takarmanyok mikotoxin tartalma a kovetkez6képpen alakult: A csoport 0,4 mg
aflatoxin B1l/takarmany kg, Sterl csoport 1 mg szterigmatocisztin/takarmany kg,
Ster2 csoport 2 mg szterigmatocisztin/takarmany kg, Ster4 csoport 4 mg
szterigmatocisztin/takarmany kg. A vizsgalatban egynyaras balatoni sudar
pontyok vettek részt (n=96). Hepatopancreas mintat 8., 16. és 24. 6rakban.

2.4. Tyuk fajban végzett kisérletek elrendezése a LORD-
Q PCR + génexpresszios vizsgalat soran

Az aflatoxin Bl termeltetése Astergillus flavus torzzsel (ZT41), a
szterigmatocisztin termeltetése pedig Aspergillus creber 2663 torzzsel tortént
(Dobolyi et al. 2013). A tisztitott szterigmatocisztint Romer Labs Diagnostic
(Tulln, Austria) cégtél vasaroltuk. A takarmanyok mikotoxin tartalma a
kovetkezképpen alakult: AFLATOXIN csoport 149,1 pug aflatoxin
Bl/takarmany kg, STER csoport 1590 ug szterigmatocisztin/takarmany kg,
USTER csoport STER csoport 1570,5 pg szterigmatocisztin/takarmany kg.
Mintavétel 1, 2, 3, 7. és 14. napokon tortént.



2.5. Génexpresszios vizsgalatok

2.5.1. RNS tisztitas, cDNS iras
A teljes-RNS izolalasat Trizol reagenssel végeztem Az izolalt RNS

segitségével ellendriztem. A mintak OD 260/280 értéke legalabb 1,8 volt.
RevertAID reverz transzkriptdz enzim, illetve random hexamer primer
felhasznalasaval hoztam 1étre cDNS-t (1000ng RNS/minta).

2.5.2. Kvantitativ qRT-PCR) vizsgalat és kiértékelés

Ponty fajban a bels6 kontroll gének (EFla, B-aktin, 40S) (Hermesz &
Ferencz 2009, Mréaz 2012), illetve a célgének felsokszorozasahoz az OGGI1
(Mustafa et al. 2015) és a HSP70 (Stolte et al. 2009) gének esetében az
irodalomban taldlhaté primereket alkalmaztam, mig a GADD45AA ¢és a p53
génekhez terveztem primereket (Primer3Plus). Az alkalmazott PCR profilok a
kovetkezok voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil
10mp 94°C, 20mp 55°C, 30mp 72°C a HSP70 gén esetében. 12 perc 95°C kezdeti
denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 57°C, 30mp 72°C a
GADD45AA ¢és a p53 gének esetében, illetve 12 perc 95°C kezdeti denaturacio,
majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 60°C, 30mp 72°C az OGG1, az
EF1la, a B-aktin és a 40S gének esetében.

Tytk fajban 6 célgént (RADS1, REV1, BRCA2, XPA, GADD45, MSH6)
¢és 3 bels6 kontroll gént (GADPH, B-aktin, UB) vontam be a kisérletbe. Az
alkalmazott PCR profilok a kovetkezdok voltak: 12 perc 95°C kezdeti denaturacio,
majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 59°C, 30mp 72°C a RAD51, a
REV1,a BRCA2, az XPA, a GADD45, az MSH6, a GADPH, a B-aktin esetében.
12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp
61°C, 30mp 72°C a az UB gén esetében.

Mindkét faj esetében a qRT-PCR reakciokat StepOnePlus™ Real Time
PCR System késziilékben hajtottam végre. A PCR reakcidhoz 5x Hot FirePol®
EvaGreen® qPCR Supermix-et, 6,6 pM/ul primereket, illetve 40 ng templat
cDNA hasznaltam 10ul végtérfogatban.

A Ct értékeket a StepOne™/StepOnePlus™ szoftver (v 2.2) segitségével
hatdroztam meg. A relativ kvantifikaciot a Pfaffl modszer altal szdmitottam ki
(Pfaffl, 2001).

2.6. LORD-Q PCR vizsgalatok

A majmintdkbol szarmazo teljes DNS-t MagAttract® HMW DNA Kit
segitségével nyertem Ki. Azon mintadkat fogadtam el, melyek OD (optikai
denzitas) 260/280 értéke legalabb 1,8 volt. A LORD-Q PCR reakcidkat
StepOnePlus™ Real Time PCR System hajtottam végre. A PCR reakciéhoz 5x
Hot FirePol® EvaGreen® gPCR Supermix-et, 6,6 pM/ul primereket, illetve 10 ng
templat cDNA hasznaltam 10ul végtérfogatban. Az alkalmazott PCR profilok a



kovetkezdk voltak ponty faj esetében: 12 perc 95°C kezdeti denaturacio, majd 40
cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 59°C, 30mp 72°C a rovid fragment esetében,
illetve 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C,
20mp 59°C, 4perc 72°C a hosszu fragmenthez. Az alkalmazott PCR profilok a
kovetkezOk voltak tyuk faj esetében: 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40
cikluson keresztiil 10mp 94°C, 20mp 59°C, 30mp 72°C a rovid fragment esetében,
illetve 12 perc 95°C kezdeti denaturacid, majd 40 cikluson keresztiil 10mp 94°C,
20mp 60°C, 3perc 40mp 72°C a hosszu fragmenthez. A DNS karosodas mértékét
a 1éziok szamaban hataroztam meg Rothfuss et al. 2010 képlete alapjan.

2.7. Tyuk fajban végzett vizsgalatok - szovettani
metszetek elkészitése, értékelése

Szdvettani vizsgalat ald csoportonként harom, azonos anatomiai helyrdl
szarmazo majmintat vetettiink, a metszetek az Allatorvostudomanyi Egyetem,
Patologiai Tanszékén késziiltek el. A paraffinos blokkokbol 3-4 um vastagsagli
metszetek késziiltek. A metszetek elsédleges elbiralasa céljabol hematoxylin-
eosin festést kovetden fénymikroszkdp segitségével keriilt sor a szdvettani
elemzésre. A metszetek scannelése a Pannoramic MIDI I (3DHistech) scannerrel
tortént, a CaseViewer szoftver (3DHistech) segitségével, ami lehetdséget ad
tovabbi nagyitasokra, képrogzitésekre.

2.8. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai elemzést az R 3.6.2. szoftverrel végeztem el (R Core Team,
2013). A LORDAQ, illetve a génexpreszios vizsgalatok eredményei esetében
egytényezOs varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztam Tukey-féle utoteszttel. A
comet assay eredmények kiértékelésére nonparametrikus Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztam Tukey és Kramer (Neményi) utoteszttel. A szignifikancia-szint
minden esetben p<0,05 volt.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Comet assay eredmények — tyuk fajban végzett
Kkisérlet

A CometScore® programmal végzett kiértékelés soran szignifikans
kiilonbséget allapitottam meg a kontroll és a pozitiv kontroll csoportok kozott,
tovabba a kontroll (K) ¢és a THTI, illetve a THT2 kezelt csoportokhoz
viszonyitva. A THT1 csoport rendelkezett a legnagyobb DNS % értékkel és
szignifikansan eltért a két kontroll, illetve a tovabbi két kezelt csoporthoz
viszonyitva. A vizualis kiértékelés soran a kontroll csoport statisztikailag
kiilonbozott a pozitiv kontrolltél, illetve mindharom kezelt csoporttol. A
legkisebb pontszammal a kezelt csoportok koziil a THT2 csoport rendelkezett,
mely szignifikans mértéki eltérésnek bizonyult a THT1 és THT3 csoportokhoz
képest. Rezar és munkatarsai (2007) a kisérletemben szereplé THT3 csoporthoz
hasonlo dozis (1,5 mg T-2/ takarmény kg) mellett nem mutattak ki szignifikans
DNS fragmentaciét csirke 1épbél szarmazé leukocitakban. Am nagyobb DNS %
értéket mértek a farokban (16,75), mint a THT3 csoport értéke CometScore
kiértékelés mellett. Ezzel ellentétben a THT1 (0,215 mg T2+HT-2/ takarmany
kg), illetve a THT2 (0,384 mg T-2+HT-2 toxin/ takarmany) csoportok kodzott
szignifikansan kiilonb6z6 DNS fragmentaciot figyeltem meg kisérletemben.

3.2. Ponty LORD-Q PCR eredmények

Az els6 mintavétel alkalmaval szignifikdnsan megnovekedett a 1éziok szama
mindkét kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p<0,001). A DON és a T-2
mikotoxinnal kezelt csoport szignifikdns mértékben eltért egymastol, ugyanez a
trend rajzolodott ki a 2. héten a kezelt csoportok kozott, illetve a kontroll
értékéhez képest. A 3. hét alkalmaval a 1éziok mennyiségében nem volt
kimutathato szignifikans kiilonbség a kezelt csoportok és a kezelt-kezeletlen
csoportok kozott (p=0,164). Az idébeni valtozasok nyomon kovetésekor az 1.
héten mért 1€zi6 mértéke szignifikdns modon csokkent a 2. hétre, mely mar nem
kiilonbozott  statisztikailag a 3. hét 1ézid6 mennyiségétél T-2 mikotoxinnal
szennyezett csoport esetében. A DON mikotoxinos csoport esetében az 1., illetve
a 3. hét 1ézidinak értékei tértek el egymadstdl statisztikailag, a 1ézidk értékei
1épcsdzetes csokkenést irtak le az id6 eldrehaladtaval.

3.3. Ponty génexpresszios eredmények

Az OGG1 gén esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva egyik vizsgalt
csoport génexpresszios érteke sem tért el szignifikansan a 8. 6raban. A 16. 6raban
legnagyobb génexpresszios értékkel az Afla csoport birt. A 24. draban mind a
négy kisérleti csoport génexpresszio €rtéke szignifikansan eltért a kontrollétol,
illetve egymashoz viszonyitva is. Vizsgalatomban sem a 8., sem a 16. 6rdban nem
alakult ki szignifkdns OGGI1 expresszios valtozas aflatoxin Bl vagy
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szterigmatocisztin kezelés hatdsara. Liu és munkatarsai (2018) szintén ezt az
eredményt mutattdk be 0,01 puM AFB1 koncentracid mellett human maj
sejtvonalban. Majd a 24. Odraban eredményeim szignifikans expresszios
novekedést mutattak az Afla és a Ster4d csoportokban. Guindon-Kezis és
munkatarsai (2014) szintén szignifikans emelkedést mutattak ki a relativ OGG1
fehérje szintben 50 mg/kg AFB1 adagolas hatdsara egér tiido és majszovetben
egyarant.

A HSP70 gén expresszios novekedést mutattam ki 8. 6rdban a Sterl és a
Ster2 csoportokban, majd a 16. 6rdban az Afla, illetve a Ster4d csoportokban.
Szintén e gén kifejezOdésében talaltak emelkedést EI Gendy és munkatarsai
(2020) textilipari teriiletrél szarmazé Trachyderma hispida példanyokban. 24.
ordban mért génexpresszids eredményeim mindegyik csoport esetében
szignifikdns emelkedést mutattak. Kocsdo ¢és munkatarsai  (2021) 150
ug/patkany/nap zearalenon, 150 pg/patkdny/nap fumonizin Bl1, illetve 30
ug/patkany/nap DON egyediili és egyiittes kezelés esetében is szignifikans
novekedés mutattak ki 24 orat kovetéen a HSP70 fehérje mennyiségében
majszovetben.

p53 gén kifejezddésének vizsgalatakor a 8. oraban csak a Sterl csoport
mutatott szignifikdns expresszidé ndvekedést a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Nem volt kimutathaté szignifikans kiilonbség a 16. 6raban. Majd a 24. 6raban az
Afla, illetve a Ster4 csoportokban génexpresszido novekedés, a Sterl és a Ster2
csoportokban szignifikdns csokkenés volt detektalhatd szignifikans mddon a
kontrollhoz képest. A HSP70 és a p53 génexpresszidja hasonloan alakult
eredményeim alapjan a 8., illetve a 24. Oraban, ami megerdsiti Yang és
munkatarsai (2009) meglatasat, miszerint a HSP70 részese a p53 DNS javito
utvonalanak.

A GADDA45AA gén kifejezddése esetében az Afla csoportban kdvetkezett
be szignifikans csokkenés a 8. drdaban. A 16. 6rdban nem tortént szignifikans
valtozas, mig a 24. 6raban a kontrolltol mindegyik kezelt csoport szignifikdnsan
kiilonbozott. Pontyok esetében a 8. oraban a Ster4 csoportban figyeltem meg
expresszid novekedést, de ez sem bizonyult statisztikailag igazohaté mértékiinek.
Génexpresszios emelkedést a 24. draban mértem a STER1 csoport kivételével. Li
¢s munkatarsai (2013) szintén GADDA45a expresszios novekedését mutattak ki
1000 ng/ml DON koncentracio esetében egér pajzsmirigy sejtekben.

3.4. Tyuk fajban végzett vizsgalatok LORD-Q PCR
eredményei

Az 1.,a2., illetve a 7. nap soran mindharom kezelt csoport szignifikansan
eltért a kontrolltél (p<0,0001), illetve egymastol is. Az 1. nap az aflatoxin B1-
gyel, mig a 2. és 7. nap a szterigmatocisztinnel kezelt csoport rendelkezett a
legtobb 1ézioval. A 3. nap esetében az USTER csoport szignifikansan tért el a
kontroll, illetve a STER és az AFLATOXIN csoportokhoz képest. A kontroll
statisztikailag kiilonbozott a STER és az AFLATOXIN csoportoktol, melyek
egymastdl nem tértek el szignifikansan. A 14. napi mintavételkor a kontroll
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csoport szignifikansan nem tért el a STER csoporttol (p<0,166), &m statisztikai
mértékben kiilonbozott az USTER és az AFLATOXIN csoportoktol (p<0,001).

Az aflatoxin Bl ¢és a szterigmatocisztin toxicitdsanak &sszehasonlitasa
sordn az 1. napon az AFLATOXIN csoportban mértem a legnagyobb 1ézidszdmot.
Ehhez hasonlé eredményt kaptak Abd-Allah és munkatarsai (1999), akik
szignifikans DNS karosodast talaltak comet assay-vel aflatoxin B1 (0,5 mg/
testtomeg kg) hatasara a 24. 6éraban szivarvanyos pisztrang majaban.

3.5. Tyuk fajban végzett génexpresszio eredmények

A RADS5I1 gén esetében a kontroll csoporthoz képest a STER és USTER
csoportok tértek el szignifikdnsan, illetve a STER csoport szignifikdnsan nagyobb
génexpresszios értékkel birt az aflatoxin Bl-gyel szennyezett csoporthoz
viszonyitva az 1. napon. A 2. nap alkalmaval nem detektiltam statisztikai
kiilonbséget a csoportok kozott. A 3. napon a kontroll csoport értékéhez képest a
STER csoport szignifikansan kisebb, mig az USTER és AFLATOXIN csoportok
szignifikdnsan nagyobb értékkel rendelkeztek, a kezelt csoportok egymastdl is
kiilonboztek statisztikailag bizonyithatéan. A 14. napra mindegyik kezelt csoport
génexpresszid csokkenést mutatott, ami szignifikans volt a STER és USTER
csoportok esetében. Huang és munkatarsai (2020) eredményei a vizsgalt DNS
javitd gének transzkripcidjanak gatlasara utalnak, mig vizsgalatomban az
alkalmazott dozisok valdsziniisithetéen lehetdvé tettek a DNS javitasat a javito
gén expressziojanak novekedése altal.

A REV1 gén esetében az AFLATOXIN csoport szignifikdnsan
kiilonbozott a masik két kezelt csoporttol, illetve a kontroll csoporttol az
1. napon. A 2. napon expresszid csokkenés volt detektdlhato a kezelt
csoportokban, ami szignifikansnak bizonyult az USTER ¢és az AFLATOXIN
csoportok esetében. Ezzel ellentétben a 3. napon mar statisztikailag
bizonyithatéan expresszid novekedés volt tapasztalhaté az USTER és az
AFLATOXIN csoportban a kontroll, illetve a STER csoportokhoz képest. A
STER csoport értéke szignifikdnsan lecsokkent a kontrollhoz, illetve a masik két
kezelt csoporthoz képest. A 7. napon az USTER csoportban a gének expresszios
értékei hasonlo tendenciat mutattak az el6z6 napi értékhez, am a STER érteke
szignifikans novekedést, mig az AFLATOXIN csoport génexpresszioja
szignifikansan csokkent a kontrollhoz viszonyitva. A kontroll csoport értékéhez
képest az 6sszes kezelt csoport génexpresszid csokkenést produkalt statisztikailag
bizonyitottan. Dumstorf és mtsai (2009) 48 6ra utan szintén REV1 génexpressziod
csokkenést detektaltak egér fibroblaszt sejtekben benz(a)pirin (0,150 pmol/L)
kezelés hatdsara.

A BRCA gén expresszioja az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban
szignifikansan emelkedett a kontrollhoz, illetve a STER csoportokhoz képest az
1. napon. A 2. napon nem volt statisztikailag detektalhat6 kiilonbség a csoportok
kozott. A kezelt csoportok génexpresszios értékei szignifikans csokkenést
mutattak a kontrollhoz képest, az USTER csoport esetében a BRCA gén
expresszidja szignifikansan kiilonbozott a masik két kezelt csoport értékéhez
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viszonyitva. A 7. napon a STER ¢és az USTER csoportok értékei szignifikdns
emelkedést, mig az AFLATOXIN csoport expresszids értéke szignifikans
csokkenést mutatott, a kezelt csoportok statisztikailag is eltértek egymastol. A 14.
napon az Osszes kezelt csoport szignifikans génexpresszids csokkenése volt
lathato a kontrollhoz képest. Moradi és munkatarsai (2015) adataikban
eredményeimmel szemben expresszid csOkkenést prezentdltak human
sejtvonalban (HMEC) 24 oras AFB1 (15, 25, 35 ul) kezelés hatésara.

Az XPA gén expresszidja szignifikansan csokkent az USTER ¢és az
AFLATOXIN csoportokban a kontroll, illetve a STER csoportokhoz viszonyitva.
A 2. napon nem volt fellelhetd kiilonbség a csoportok kdzott a RADS1 és BRCA
gének eredményeihez hasonlatosan. A 3. napon az 0Osszes kezelt csoport
szignifikansan eltért egymastol, am a kontrollhoz képest csak az USTER, illetve
az AFLATOXIN csoportok. A 7. napon az AFLATOXIN csoport
génkifejezOdése statisztikailag bizonyitottan csokkent a masik két kezelt, illetve
a kontroll csoportokhoz képest. Az eddig bemutatott gének kifejezodéséhez
hasonldéan az XPA expresszidja is csokkent minden kezelt csoport esetében a
kontrollhoz viszonyitva a 14. napon. Az XPA gén expresszidja igen hasonlatosan
alakult a GADD45q, illetve MSH6 génekéhez. A 3. napot kdvetd génexpresszio
nagymértékii csokkenésének hatterében a DNS kéarosodas csokkenése allhat, am
az aflatoxin B1 esetében lehetséges a DNS javité mechanizmusok gatlasa (Shen
& Ong 1996).

A GADD45 gén expresszidja csak az AFLATOXIN csoportban
emelkedett meg szignifikans mdédon a masik két kezelt, illetve a kontroll
csoporthoz képest. A 2. napon a kontrollhoz viszonyitva csak az AFLATOXIN
csoport tért el szignifikansan, a STER csoport rendelkezett a legnagyobb
expresszios értékkel a masik két kezelt csoporthoz képest. A kezelt csoportokban
szignifikansan megnovekedett a GADD45 gén expresszidja a kontroll értékéhez
képest, mindhdrom kezelt csoport értéke eltért egymastol. A 7. napra
mérséklodott a génkifejez0dés mértéke, a kontrolltol az USTER ¢és az
AFLATOXIN csoport értékei tértek el statisztikailag. A tobbi vizsgalt géntdl
eltérden, a 14. napon csak a STER csoportban mértem szignifikdns expresszid
csokkenést. Az 1. napon GADD45a expresszids ndvekedést csak az alkalmazott
aflatoxin Bl szennyezés hatdsara mértem, hasonléoan Ayed-Boussema és
munkatarsai (2008) eredmény¢hez, mely soran human hepatocita sejtvonalban
zearalenon (80 uM) hatdsara expresszi6 emelkedés kovetkezett be a gén esetében
24 6rat kovetden.

Az MSH gén kifejezddése esetében a tobbi vizsgalt génhez képest nem
volt detektalhato eltérés a kontroll csoporthoz képest az 1. napon. A 2. napon
csupan az AFLATOXIN csoport értéke tért el szignifikdnsan a kontrollhoz
viszonyitva. A 3. napon az USTER ¢és az AFLATOXIN csoportokban
szignifikansan megemelkedett az MSH gén expresszidja a kontrollhoz képest. A
harom kezelt csoport statisztikailag is kiilonbozott egymastol. Az AFLATOXIN
csoportban csokkenés, a STER ¢és USTER csoportokban ndvekedés volt
detektalhaté statisztikailag bizonyitottan. A GADDA45 gén kivételével a tobbi
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vizsgalt génhez hasonléan mindhdrom kezelt csoport expresszios éErtéke
szignifikansan kisebbnek bizonyult a kontrollhoz képest.

3.6. Tyuk faj szovettani eredményei

Az 1. napon vett majmintdk esetében a kontroll csoportban az ¢ép
parenchimaji hepatocitak elkiiloniiltek, a sejthatarok épek. Elvétve lymphocytas-
plazmasejtes gyulladasos gocok lathatdak. A STER csoportban sulyos regressziv
majelfajulds mutatkozott, lymphocytas-plazmasejtes gyulladasos gocok jelenléte
mellett. Az USTER csoport szdvettani eredményei megegyeztek a STER
csoportéval, am bdvériség jelei is mutatkoztak (kitagult vérerek). Az
AFLATOXIN csoportban szintén stlyos diffiz majsejtkarosodas, illetve
bovériiség lelhetd fel. A 2. napi majmintak rendezett majsejtsorokat és ép sejteket
mutattak a kontroll csoportban. A STER csoport mintaira kdozepes mértékii zsiros
infiltracio, gyenge, illetve kozepes mértékli regressziv majelfajulas volt
jellemz8.Az USTER csoport szovettani eredményei megegyeztek a STER
csoportéval. Kozepes mértékii zsiros infiltracid, sulyos regressziv
majsejtelvaltozas, illetve bovériiség volt megtalalhaté az AFLATOXIN csoport
majmintaiban. A 3. napon a kontroll csoport majmintdi nem mutattak
elvaltozasokat. A STER csoportra enyhe mértékii zsir és vacuolas elfajulas is
jellemz6 volt. Az USTER csoportban kézepes foku diffuz majsejtkarosodas volt
megfigyelhetd. Kozepes ¢és sulyos diffuz majsejtkarosodas jellemezte az
AFLATOXIN csoport majmintait. A 7. napon a A STER csoportban gyenge,
illetve kozepes regressziv majelfajulds és lymphocytds-plazmasejtes gyulladésos
infiltracio jellemezte a majmintakat. Az USTER csoportban az 6sszes méajminta
kozepes foku regressziv mdjelfajulast mutatott. Az AFLATOXIN csoport
szovettani eredménye a STER csoportéval egyezett meg. A 14. nap a STER ¢és az
USTER csoportokban egyhe foku elvaltozas volt lathatd a méajsejteken, kiterjedt
lymphocytés infiltracioval. Az AFLATOXIN csoport majmintai kdzepes, illetve
stlyos regressziv majelfajulast mutattak.
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4. KOVETKEZTETES ES JAVASLATOK

4.1. Comet assay vizsgalat — tyuk fajban végzett kisérlet

A comet assay standard protokolljaban a vizsgalando sejtek 1:1 vagy 1:10
aranyu higitasa ajanlott (Devaux et al. 1997). Sokolovic és munkatarsai (2007)
csirke vérmintak esetében az 1:200 aranya higitast allapitottdk meg a
legoptimalisabb sejtstirliség eléréséhez. Ezek ellenére elOkisérleteim soran az
1:100 aranyu higitast véltem megfelelonek csirkemaj mintak esetében.

A kisérletben alkalmazott legkisebb dozis (0,215 mg T2+HT-2/
takarmany kg) megkozelitette a maximalis ajanlott mennyiséget az Eurdpai
Unidban (2013/165/EU) és egyben fele az Eriksen & Pettersson (2004) altal
javasolt toleralhato limitnek baromfi (tytk faj) szdmara. E ddzis esetében tobb,
mint 4% toredezett DNS volt talalhatdé az iistokos farki szakaszaban
pecsenyecsirke majaban nagy szorasértékek mellett. THT2 csoportban (0,384 mg
T-2+HT-2 toxin/ takarmany kg) a DNS toredezettségben megmutatkozé karos
hatas szignifikansan jelentkezett. Am a legmagasabb dézisi THT3 csoport (1,559
mg T-2+HT-2 toxin/takarmany kg) nem vart modon DNS toredezettség
szempontjabol nem kiillonbozott szignifikdnsan a kontroll csoporttél a
CometScore szoftverrel végzett kiértékelés alkalmaval. A vizualis kiértékelés a
valasztott szoftveres kiértékeléssel szemben egyontetiibb eredményekkel szolgalt
kisebb szorasértékek mellett, mindharom kezelt csoport szignifikdnsan eltért a
kontroll csoport pontszamatol.

Tudomasom szerint pecsenyecsirke majon még nem vizsgaltak
mikotoxinok DNS karosodasra gyakorolt hatasat comet assay-vel. Az altalam
meghatarozott 1:100 aranya sejthigitds megfelelének bizonyult, mivel
segitségével elkeriilhettem a nagy siirliség miatt az {listokosok atfedését, ami a
vizualis kiértékelést is gatolna. Az optimalis sejtsiiriiség beéllitasa altal a modszer
csirkemdjon is alkalmazhatéva valt. A kiértékelés modjanak megvalasztasa
elengedhetetlen a helyes kovetkeztetések megfogalmazasahoz. A szoftveres,
manualis kiértékelés alkalmaval a kiértékeldnek jeldlnie, elkiilonitenie sziikséges
a comet részeit (fej, illetve farok). A legnagyobb dozisu csoport (THT3) esetében
az Ustokos részeinek elvalasztasa, megkiilonboztetése nem volt kivitelezhetd,
mivel a legtobb sejt esetében csupan az iistokos farki része volt 1athatd. Ennek
kovetkeztében a CometScore szoftverrel végzett kiértékelés nem lehetett teljes
mértekben megfeleld ebben a csoportban. Ennek ismeretében egy masik
kiértékelési modot kellett valasztanom ahhoz, hogy helyesen tudjam megitélni a
kapott eredményeket. A vizualis kiértékelést valasztottam, mivel ennek soran nem
allnak fenn a fentebb emlitett limitdlo tényezdk (Horvatovich et al. 2013).
Mindkét modszer altal bebizonyosodott, hogy a T-2/HT-2 mikotoxin rendelkezik
DNS kérosit6 hatdssal, ami mér 0,215 mg T2+HT-2/ takarmany kg dézis esetén
is kimutathato.
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4.2. Ponty LORD-Q PCR vizsgilat

Sikeresen adaptaltam a LORD-Q PCR technikat ponty fajra, mely
modszerrel objektiven ellendrizhetd az egyes xenobiotikumok DNS karositd
hatasa.

Az oxidativ stressz fenndlldsdnak indikatora szamos paraméter, mint
példaul a GST, a GPx, a GR, a katalaz vagy a TBARS szint, melyek
megnovekedett szintje utal az oxidativ stressz allapotdra, melynek egyik
kovetkezménye lehet a DNS karosodasa. Deng és munkatarsai (2019) tilapiaban
statisztikailag bizonyitott mértékli megnovekedett GST mennyiséget mutattak ki
a 16. és a 20. napon T-2 mikotoxin (10,8 mg/kg) etetése soran. Matejova ¢€s
munkatarsai (2017) a 28. napon kaptak szignifikansan emelkedett TBARS,
katalaz, illetve GST értékeket ponty mdjban, illetve vesében egyarant. Ezen
eredményekhez képest sajat, pontyban végzett kisérleteim soran a T-2-vel kezelt
csoport 1€zid értékei a 7. és a 14. napon emelkedtek szignifikdnsan, majd a 21.
napon kisebb mértékii, nem szignifikans eltérés volt megfigyelhetd a kontroll
csoporttol.

A ponttyal végzett kisérletem ramutatott arra, hogy mindkét vizsgalt
trichotecénvazas mikotoxin DNS [ézidkat alakit ki hosszabb tava (1-2 hetes)
expozicio soran, am e terhelés a 3. héten mar nem képes szignifikdns mértékben
hatni a DNS-re. Ennek hatterében a DNS karosodas hatasara miikodésbe 1ép6
DNS javité6 mechanizmusok allhatnak, melyek esetlegesen gatlast szenvednek az
elsd 2 hét soran vagy nem képesek a karosodas mértékével 1épést tartani, majd a
3. héten mar hatékonyabban képesek dolgozni. Ennek bebizonyitasdhoz
szlikséges lenne tovabbi DNS javito gének vagy fehérjék vizsgalata.

4.3. Ponty génexpresszios vizsgalat

OGGT1 gén esetében az AFB1 képes szignifikdnsan megemelni a 8-OH-
Gua és 8-hidroxi-citozin mennyiségét (Guidon-Kezis et al. 2014), ami altal a BER
javité folyamatok bekapcsolnak, aminek része az OGGI is. Ezen Osszefiiggés
allhat eredményeim mdogott is, aminek bizonyitasdhoz sziikséges a jovoben a 8-
OH-Gua, illetve a 8-0xoG mennyiségének mérése is a vizsgalt szovetmintabol.
Szignifikans expresszio novekedés a 24. 6rdban volt lathato, igy az emlitett 1€zi0k
kialakulasa ponty faj esetében csak 1 napot kovetden éri el azt kritikus szintet,
mely mellett az OGG1 gén expresszidja megemelkedik a kialakult DNS
karosodas javitasara. Az AFB1 hataskiilonbsége megmutatkozott, szignifikans
emelkedés az Afla, illetve a Ster4 csoportokban volt megfigyelhetd a kontroll és
a STER1 és a STER2 csoportokhoz képest. A két tovabbi szterigmatocisztin dozis
szignifikdns csOkkenést eredményezett az OGGI expresszioban, igy
feltételezhetden nem volt képes kialakitani Iényeges mennyiségli 1€ziot, ezaltal
DNS karosodast.

HSP70 gén minden idépontban, minden kezelt csoportban expresszio
novekedését mértem, ami néhany kivétel mellett szignifikdns mértékli volt.
Tendencidlisan az Afla és a Ster4 csoportok expresszidja megegyezett, igy e gén
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esetében az AFBI1 tizszeres hataskiilonbsége nem mutatkozott meg egyértelmiien
a szterigmatocisztinnel szemben. Az AFB1, illetve a szterigmatocisztin mar 8 orat
kovetden is kifejti DNS karosité hatasat, amire a HSP70 gén expresszidjanak
novekedésébdl is kovetkeztethetiink. Az Osszefiiggés mértékének pontositasdhoz
a jovOben szilikséges egyszerre vizsgalni a 1€ziok mennyiségét és a javitd gének
expresszidjat. Vizsgalataimban az id6 eldrehaladtaval az Afla csoportban a 24.
orara emelkedett meg szignifikdnsan a HSP70 gén expresszioja, mig a Sterd
csoportban gén aktivalas csak a 16. 6raban tortént. Ennek folyaméan az AFB1
elnyujtottabb, idében is tovabb fennallo karosodast tud kialakitani, amire reagalva
a gén expresszidja idében is elnyujtott emelkedést mutat.

A p53 kritikus szereppel bir a sejtet ér0 stresszvalasz kialakitasaban,
ezaltal tobb génnel all kapcsolatban. Ilyen az OGG1, melynek szabalyozza
transzkripcids szintjét. Ezt az interakciot eredményeim is alatamasztjak. A HSP70
is részese a p5S3 DNS javitdsanak, amit eredményeim is bizonyitanak, a jovoben
szlikséges ezen gének egyiittes vizsgalata. A p53 egyik szabalyozdja a GADD45a
génnek, amit eredményeim, illetve Ayed-Boussema és munkatarsai (2008) adatali
is alatdmasztanak, igy ezt a tovabbiakban is sziikséges vizsgalni. Az AFB1-
epoxid képes mutéciot 1étrehozni a p53 génszakaszban, amit zebradanioban mar
bizonyitottak (Santacroce et al. 2008), ennek nyomon kdvetésére érdemes lehet a
p53 negativ szabalyozojat, az mdm2 gént vizsgalni. A mismatch javitasban a p53,
illetve az MSH2 interakciojat bizonyitottak (Williams & Schumacher 2006),
ennek megfelelden fontos lenne kibdviteni vizsgalataimat az MSH2 génre is a
jovoben, hogy pontosabban lehessen kdvetkeztetni az egyes xenobiotikumok
DNS karosito hatdsara. A kisérleteimben az aflatoxin B1 hatéaskiilonbsége a 24.
oraban mutatkozott meg tizszeres mértéket meghaladoan, &m a 8. és a 16. draban
az aflatoxin B1 és szterigmatocisztin tizszeres hataskiilonbsége mutatkozott meg.

A GADD45a szabdlyozdsidban részt vesz a p53, mely Osszefiiggést a
kapott eredményeim is alatamasztanak. Masik szabalyozdja a BRCAL1, igy fontos
lenne a jovOben ennek a génnek a vizsgalata is, mely aktivalni és gatolni is képes
a GADDA45a-t. Szignifikdns expresszid valtozas a 8. drdban csupan az Afla
csoportban kovetkezett be negativ irdnyban, dm a 24. O6rdban mar a
Ster2 csoport kivételével expresszid ndvekedést detektaltam. Feltételezhetden
ezen csoportokban megndvekedett DNS kdrosodas mar elérte azt a szintet, amely
altal a GADD450 aktivalasa mar sziikséges volt. Li és munkatarsai (2013)
kapcsolatot talaltak a GADDA45a, illetve az mdm?2 kozott, igy nem csak a p53
oldalardl, de a GADDA45a révén is eléremutatd lenne az mdm2 gén bevonasa
vizsgélataimba a jovében.

4.4. Tyuk fajban végzett LORD-Q PCR vizsgalatok

Sikeresen adaptaltam a LORD-Q PCR technikat tyuk fajra, mely
modszerrel objektiven ellendrizhetd az egyes xenobiotikumok DNS karositd
hatasa.
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Balogh és munkatarsai (2019) azonos mikotoxinok és dozisok mellett
brojlerekben a glutation redox rendszer aktivalodasat talaltdk, legf6képpen az
AFB1 hatasara. A vizsgalt gének esetében (GSS, GPx4, GSR) AFB1 az 1. napon
alulexpresszalddott, majd id6vel expresszid ndvekedés, a 14. napra pedig ismét
csokkenés volt megfigyelhetd. Ezzel szemben az altalam mért 1€ziok mennyisége
az 1. napon volt a legmagasabb, ami az oxidativ stressz allapotara utal, majd pedig
a 2. napon csokkenés egyfeldl az antioxidans védelmi rendszer hatékonysaganak
is koszonhetd lehet. A 14. napon az USTER csoport mellett az AFLATOXIN
csoport mutatott szignifikans 1ézi6é emelkedést. Hosszabb tavu (12 hetes) AFB1
(100 pg/kg) etetés hatasara tilapidban megemelkedett a GST és a GPx gének
expresszidja, ami oxidativ stressz allapotara utal (Bacou et al. 2021). A 14. napon
kapott eredményeim szintén az oxidativ DNS kéarosodas kialakuldséra utalnak
mind az USTER, mind az AFLATOXIN kezelés hatasara. A jovoben ennek
megerdsitésére az antioxidans védelmi rendszer egyes tagjainak egyiittes
vizsgalata sziikséges. Eredményeim alapjan az aflatoxin B1 tizszeres
hataskiilonbsége valoszinlisithetd a szterigmatocisztinnel szemben csirkében.
Schroeder ¢és Kelton (1975) ezzel szemben csirke embriokban tizenhatszoros
kiilonbséget tallt toxicitasban az aflatoxin B1 javara.

4.5. Tyuk fajban végzett génexpresszios vizsgalatok

RADS51 eredményeibdl lathatd, hogy a génexpresszid koveti a DNS
karosodas mértékét. Kivételt ez alol a STER csoportban az 1-2. nap képez, amikor
a génexpresszid csokkent, mig a 1éziok mennyisége nétt, illetve az USTER
csoportban a 7-14. napok, amely idészakban szintén az expresszio csokkenését
mutattam ki a 1éziok emelkedése mellett. Ennek fiiggvényében a RADS51 gén
hatékonyan részt tudott venni a 1ézidk eliminalasaban. Annak megerdsitésére,
hogy tyuk fajban is végbemegy a kétszala DNS javitds RADS]1 altal, a jovében
érdemes kiegésziteni a vizsgalatokat kétszala DNS toredezettség markerekre,
példaul a y-H2AX fehérjére.

REV1 esetében a STER csoportban a gén expresszidja és a 1éziok
mennyiségének valtozdsa dontden egyiitt mozogtak, majd a 14. napon
szignifikansan csokkent a génkifejez0dés €s a 1€ziok szdma is, amibdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a gén elvégezte feladatat. Ezzel szemben az USTER
csoportban is egylitt mozgott e két paraméter, viszont a 14. napon a
génkifejez0dés alulmiikodést, mig a 1ézidk szdma szignifikans emelkedést
mutatott, ennek hatterében a gén kimertilése allhat. Az AFLATOXIN csoportban
a léziok szama szignifikansan csokkent a 2. napra, szintje szignifikdnan nem
kiilonbozott 1défliggd moédon a tovabbi napok soran, viszont mindvégig
szignifikansan nagyobb értékkel rendelkezett a kontrollhoz viszonyitva. A REV1
gén ezzel szemben tulexpresszalt allapotban volt a 3. és a 7. napok soran, a 14.
napon szignifikans mértékli génexpresszido csokkenést mutatott, ami a gén
kimeriilésére enged kovetkeztetni.
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A BRCA2 ¢s a RADS1 expresszidja vizsgalataim soran nem fliggott 6ssze
az 1-3. napok esetében, am expresszidjuk teljes egyezést mutatott a 7. és a 14.
napokon. A 7. napon ez megerdsiti a STER és az USTER csoportokban
valdszintsithetd a kétszalia DNS torések javitasat, a homoldg rekombinéciot. Az
AFLATOXIN csoportban expresszid csokkenés volt tapasztalhato, illetve ez a
trend volt megfigyelheté mindharom csoport esetében a 14. napon, amibdl a gén
kimeriilésére vagy gatlasara kovetkeztethetiink. A 1¢éziok mennyiségének
Osszevetése soran lathatd, hogy az AFLATOXIN csoportban a BRCA2 gén
expresszioja minden idOpontban koveti a 1éziok mennyiségi valtozasat. A STER
csoportban ez csak a 3-7. és a 7-14. napok ko6zott realizalodott, mig az USTER
csoportban e két paraméter ellentétes trendet irt le.

Az STER csoportban az MSH6 gén aktivalodasa a 7. napon kovetkezett
be, majd a 14. napra mar szignifikansan csokkentette a kialakult 1éziok szamat,
ezaltal az expresszio is szignifikdnsan lecsokkent. Az USTER csoportban mar a
3. napon bekovetkezett a gén aktivalasa, majd hatékonyan csokkentette a 7. napra
a 1ézidk szamat, am a 14. napra a gén kimeriilését tapasztaltam, mivel a 1ézidok
szdma megnovekedett az alulexpresszalt allapotnak koszonhetéen. Az
AFLATOXIN csoportban e kimeriilés sokkal gyorsabban bekovetkezett,
nagymértékii expresszio emelkedés a 3. napon kovetkezett be, am ez nem volt
hatassal a 1éziok mennyiségére.

Az 1. napon szignifikdnsan megemelkedett a GADD45a expresszidja az
AFLATOXIN csoportban, ami magyardzhatd a 1ézidk szignifikans
emelkedésével, majd a 2. napon az expresszid6 mértéke és a 1ézidk szama is
szignifikans csokkenést mutatott. A 3. napon a gén expresszioja nagymértékben
emelkedett, &m a 1éziok szdmaban nem szignifikdns névekedés volt detektalhato.
A 7. és a 14. napokon a 1éziok szaméaban nem kovetkezett be valtozas, mig az
expresszid a 7. napra a kontroll szintje ala siillyedt, ami a folyamat kimeriilésére
utal, a 14. napon a kontroll szintjét érte el. Az USTER csoportban a gén idébeli
expresszids valtozdsai Osszhangban voltak a kialakult 1éziok mennyiségi
valtozasaival, mig ez nem mondhat6 el a STER csoport tendenciairél. Ayed-
Boussema és munkatarsai (2008) eredményei is ramutatnak a p53 és a GADD45
gén kapcsoltsadgara, igy a jovoben a p53 gén vizsgalata is sziikséges tyuk faj
esetében is.

A STER csoportban az XPA expresszidja és a 1éziok szama csak a 7-14.
napok kozott kovette egymast. Az USTER csoportban az XPA okozta hatékony
1ézidszam csokkenés a 7. napra valdsult meg, am a 14. napon génkimertiilés
kovetkezhetett be, mivel a 14. napra szignifikdnsan novekedett a 1éziok szama.
Az AFLATOXIN csoportban a 2. napra csokkent a 1éziok mennyisége nem
szignifikans expresszié novekedés hatasara, am a 3. napi tulexpresszalt allapot
nem eredményezett tovabbi 1€z16 csokkenést. A 7. és a 14. napokon pedig az XPA
gén kimertilése vagy esetleges gatlasa nyilvanult meg vizsgalatomban.
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4.6 Tyuk szovettani eredmények

A 14. napon pedig a szterigmatocisztin mindkét formaja esetében enyhe
foku elvaltozas volt lathatdé a majsejteken, kiterjedt lymphocytés infiltracioval.
Solcan és munkatarsai (2013) csirkemdj patologias vizsgalata soran 54 ug
aflatoxin B1l/testtomeg kg etetés hatasara a 14. napon diffuz vizkoros degenerativ
elvaltozasokat figyelt meg, vérpangasos érszakaszokat, ) epevezeték szakaszok
kezdeti formalodasat. Yang és munkatarsai (2012) a vizsgalt majak 83,3%-ban
fedeztek fel enyhe szintii 1éziokat 16,6%-ban pedig sulyosabb 1ézids részeket 21
napig tartdé 75%-ban aflatoxinnal szennyezett takarmanyetetés soran. Ezen
eredményekhez hasonlatosan vizsgalatomban a 7. napon az AFLATOXIN
csoportban gyenge, illetve kozepes regressziv madjelfajulast figyeltem meg a
majmintdkon. A 14. napon az altalam vizsgalt majak kdzepes, illetve sulyos
regressziv majelfajulast mutattak. A szovettani eredményeim, illetve az
irodalomban talalhaté adatok megerdsitik, hogy mind a szterigmatocisztin, mint
az aflatoxin B1 dontden 1éziok kialakitasat eredményezi tobb hetes mikotoxin
terhelés hatdsdra, mely karosodds egyéb elvaltozasokkal (zsiros elfajulas,
gyulladésos infiltracio) is egyiitt jarhat. Az altalam vizsgalt 1éziok mennyisége is
szignifikdnsan magasabb volt a 14. napon az USTER és az AFLATOXIN
csopotokban, tehat a sejtszintli kdrosodds nem sziint meg, amit a szdvettani
eredmények is mutatnak.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Sikeresen adaptaltam a comet assay-t tytk faj majsejtjeire és meghataroztam
az optimalis 1:100 aranyu sejtstiriiséget. Kimutattam comet assay-vel a T-2
mikotoxin DNS kérosit6 hatasat.

Sikeresen adaptaltam, és elsoként alkalmaztam a LORD-Q PCR technikéat
ponty és tyuk fajokra. Optimalizaltam a hosszu, illetve a rovid DNS szakasz
esetében is a PCR reakciokat.

Kimutattam, hogy DON ¢és T-2 mikotoxinok hatasara 1éziok alakultak ki a
ponty genomjdban, am az id6 elérehaladtaval csokkend tendencia volt
megfigyelhet6 a 1éziok szaméaban mindkét mikotoxin esetében.

Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam kimutatasi eljarast OGG1, HSP70,
p53, GADDA45a gének vizsgalatdhoz ponty fajban, amelyeket sikeresen
alkalmaztam az aflatoxin B1 és szterigmatocisztin hatasvizsgalata soran.
Sikeresen terveztem, majd optimalizaltam kimutatasi eljardst RADSI,
GADD45a, REV1, BRCA2, MSH6, XPA gének vizsgalatahoz tyuk fajban,
amelyeket sikeresen alkalmaztam az aflatoxin B1, a szterigmatocisztin és a
tisztitott szterigmatociszti hatdsvizsgalata soran.

Az aflatoxin B1 mindkét faj esetében néhany kivétel mellett dontden
expresszi6 csokkenést eredményezett a vizsgalt génekben, tytk fajban pedig
szignifikans mértékil 1¢zidoszam novekedést.

Megfigyeltem, hogy ponty fajban a szterigmatocisztin valtozoéan
befolyasolja a vizsgalt gének expressziojat, am dozistiiggd dsszefliggést nem
mutattak. Tytk fajban a természetesen termeltetett és a tisztitott
szterigmatocisztin is képes volt 1ézidk kialakitaséra, illetve befolyésolta a
vizsgalt gének expressziojat.

A szovettani vizsgalatok soran megallapitottam, hogy az aflatoxin Bl
nagyobb mértékii elvaltozasokat okozott a szterigmatocisztinhez képest. A
természetes €s a mesterséges szterigmatocisztin  hasonld mértéki

elvaltozasokat okozott.
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