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1. Bevezetés 
 

A XXI. század kezdetének talán egyik legfontosabb kérdése, hogy vajon képes 

lesz-e a technikai-technológiai fejlődés lépést tartani azokkal a kihívásokkal, amelyek 

a környezetünk – ideértve magát az embert is – globális változásaiból fakadnak. 

Ezeknek a változásoknak a következményeként várhatóan egyre gyakrabban és a Föld 

egyre több régióját érintve fogunk szembesülni az ivóvíz, valamint az élelmiszerek és 

takarmányok csökkenő minőségéből és mennyiségéből adódó problémákkal. Az 

élelmiszerek és takarmányok esetén megjelenő veszteséghez és minőségromláshoz 

nagymértékben hozzájáruló faktorok között a különböző penészgombák, illetve az 

azok által termelt mérgező hatású, másodlagos anyagcseretermékek, a mikotoxinok 

kiemelt helyen szerepelnek (Marroquín-Cardona et al., 2014; Mitchell et al., 2016). 

Az Európai Unió Élelmiszer- és Takarmánybiztonsági Riasztási Rendszere (Rapid 

Alert System for Food and Feed, RASFF) a mikotoxinokat a tíz legfontosabb 

élelmiszerbiztonsági kockázati tényező közé sorolja. A RASFF éves jelentéseiben az 

1980-as évektől kezdve napjainkig a mikotoxinok általi szennyeződésekhez köthető, 

és elsősorban import termékekre vonatkozó tagállami bejelentések igen nagy 

gyakorisággal vannak jelen (Pigłowski, 2019; RASFF, 2020). Globális szintű 

felmérések alapján a világ jelenlegi élelmezésére és a haszonállatok takarmányozására 

előállított terményeknek akár a 60-80 százalékában előfordulhatnak detektálható 

mennyiségű mikotoxinok, 20-25 százalékukban pedig a kontamináció mértéke 

meghaladhatja az európai uniós, illetve nemzetközi – pl. Codex Alimentarius-ban 

foglalt – határértékeket (Eskola et al., 2020; Gruber-Dorninger et al., 2019). A 

penészgombatoxinok széles körű káros biológiai hatásokkal, többek között 

hepatotoxikus, neurotoxikus, immunotoxikus, nefrotoxikus, reprotoxikus, illetve 

karcinogén potenciállal rendelkeznek (Hussein & Brasel, 2001). Ember esetén az akut 

mérgezések általában ritkák, azonban a relatíve alacsony koncentrációkkal történő 

krónikus kitettség, főként egyes fejlődő országokban valós problémaként jelenik meg 

(Gong et al., 2016). A mikotoxinok támadáspontjairól, hatásmechanizmusukról és a 

toxin-kitettség hosszú távú következményeiről szerzett ismereteink bővítése, és ezen 

keresztül a potenciális veszélyekre, így a megelőzés, mentesítés és szabályozás 

hatékonyabbá tételének jelentőségére való felhívás kiemelt fontossággal bír. 

Az Aspergillus penészgombafajok által termelt aflatoxin B1 (AFB1) az egyik 

legkiemelkedőbb akut és krónikus toxicitással rendelkező mikotoxin, amelyet a 

Nemzetközi Rákkutató Ügynökség (International Agency for Research on Cancer, 
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IARC) emberben bizonyítottan karcinogén kategóriába sorol (IARC, 1993). Bár az 

AFB1 káros biológiai hatásainak felismerése, valamint a különböző 

kockázatcsökkentési eljárások kidolgozása viszonylag nagy múltra tekint vissza, a 

toxin általi szennyeződés okozta egészségügyi és gazdasági problémák mai napig 

aktuálisak (Kumar et al., 2017). Egyes környezeti paraméterek (pl. átlaghőmérséklet, 

páratartalom) és az időjárás klímaváltozás hatására bekövetkező változásai 

kedvezhetnek az Aspergillus fajok szaporodásának és/vagy toxintermelésének, amely 

fokozott humán- és állategészségügyi kockázatokat vonhat maga után (Battilani et al., 

2016; Marroquín-Cardona et al., 2014; Van Der Fels-Klerx et al., 2016). A 

kontaminálódott élelmiszerek és takarmányok elfogyasztása a terhes anyák, illetve a 

vemhes állatok számára kifejezetten nagy veszélyt hordoz, mivel az AFB1 képes 

átjutni a placentán (Partanen et al., 2010). Az embrionális fejlődés időszakában történő 

xenobiotikum-kitettség jelentős következményekkel járhat az egyed életkilátásaira 

nézve, amely nem csupán rövid időn belül megjelenő morfológiai, fiziológiai 

elváltozásokban mutatkozhat meg, hanem akár felnőtt kori betegségek kialakulását, 

illetve az azokra való fogékonyság növekedését is eredményezheti (Dufour-Rainfray 

et al., 2011; Gluckman et al., 2008; Selgrade et al., 2013). E tekintetben a fejlődő 

immunrendszert befolyásoló környezeti hatások szerepe kiemelendő. Az embrionális 

vérképzés (hematopoezis) kritikus periódusaiban bekövetkező stresszhatások többek 

között autoimmun és krónikus gyulladásos betegségek, valamint csökkent 

immunkompetencia kialakulását is magukkal vonhatják (Goldstein et al., 2020; 

Holladay, 1999; Holladay & Smialowicz, 2000; Landreth, 2002; Rychlik & Sillé, 

2019; Zhang et al., 2005). Különösen fontos kihangsúlyozni az embriót érintő 

gyulladásos reakciók jelentőségét, amelyek komoly kihatással vannak például a 

központi idegrendszer fejlődésére, előmozdítva számos neurológiai kórkép 

megjelenését (Hagberg et al., 2012). Több kutatási eredmény is számot ad az AFB1 

embriotoxikus és immunotoxikus potenciáljáról, azonban az alacsony, nem-letális 

koncentrációkkal történő embrionális kitettség következményei, főként az ember 

esetén még nem teljesen ismertek. Fejlődő országokban élő terhes anyák vérének 

emelkedett AFB1 tartalma az újszülöttek csökkent növekedési rátájával (Turner et al., 

2007), alacsony születési tömeggel (Shuaib et al., 2010), valamint a fehérvérsejtek 

DNS-metilációs mintázatának, mint epigenetikai markernek a megváltozásával 

(Hernandez-Vargas et al., 2015) mutatott korrelációt. Mindez olyan, részletesebb 

feltáró munkák elvégzését szorgalmazza, amelyek segítségével átfogóbb képet 

kaphatunk az embrionális AFB1-kitettség biológiai következményeiről. 
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A fejlődésbiológia modellszervezeteként széles körben alkalmazott zebradánió 

(Danio rerio) számos előnyös tulajdonsága miatt igen elterjedt gerinces 

modellrendszerévé vált a legkülönbözőbb biológiai kutatásoknak, különös tekintettel 

a toxikológiai, ökotoxikológiai és farmakológiai vizsgálatokra (Spitsbergen & Kent, 

2003). A zebradánió jelentős mértékű, molekuláris, sejt, szövet és szervrendszer szintű 

működésbeli hasonlóságokat mutat az emlősökkel és az emberrel (Phillips & 

Westerfield, 2020). A zebradánió embriók vérképzése és veleszületett 

immunrendszerének működése szintén intenzíven kutatott területté vált (Ellett & 

Lieschke, 2010). A faj teljes genomjáról és embrionális fejlődéséről szerzett 

háttértudásunk, a genetikai módosítás lehetőségei, a külső termékenyülésből adódó 

kezelhetőség és vizsgálhatóság, valamint a fajra adaptált módszerek és eszközök olyan 

komplex modellrendszerek kialakítását teszik lehetővé, amelyeken keresztül részletes 

és extrapolálható információkat nyerhetünk a xenobiotikumok embrionális fejlődést 

és veleszületett immunrendszert befolyásoló képességéről. Doktori munkám egy 

viszonylag részletes képet kíván nyújtani az AFB1 alacsony, nem-letális 

koncentrációinak embrionális fejlődésre és az embriók veleszületett 

immunrendszerére gyakorolt direkt hatásairól, különböző biokémiai, molekuláris 

biológiai, immunológiai és toxikológiai vizsgálómódszerek integrálása által, az 

alábbiakban felsorolt szempontokon keresztül. 
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Célkitűzés 

 

Doktori munkám célját az embrionális fejlődés időszakában bekövetkező, 

szubletális koncentrációkkal történő AFB1-expozíció hatásainak feltérképezése 

képezte zebradánió modellrendszerben. Ennek során elsőként képet szerettem volna 

kapni arról, hogy milyen mértékű, teljes embriókra/lárvákra kiterjedő morfológiai 

elváltozásokat eredményez az alkalmazott szubletális toxin-expozíció. Ezt követően a 

transzkriptomban bekövetkező globális szintű eltérések vizsgálatán keresztül arra 

kerestem a választ, hogy melyek az AFB1-expozíció által legjelentősebb mértékben 

érintett biológiai útvonalak. A morfológiai és transzkriptom szintű különbségek 

alapján az embriók/lárvák veleszületett immunrendszerében, emésztőrendszerében, 

illetve a szikben tárolt lipidek mobilizációjában bekövetkező károsodások részletesebb 

feltérképezését tűztem ki célul.  

A veleszületett immunrendszer tekintetében elsőként egyes immun-, és 

gyulladás-specifikus markergén kifejeződését vizsgáltam, majd pedig a neutrofil 

granulocitákra gyakorolt hatásokat kívántam részletesebben megismerni. Ez utóbbi 

esetben egyrészt azok teljes embrión/lárván belüli mennyiségének és eloszlásának, 

másrészt pedig szöveti sérülés által indukált lokális gyulladásra adott 

válaszreakciójuknak vizsgálatán keresztül. Emellett egy, a gyulladásban fontos 

szerepet játszó mediátor, a nitrogén-monoxid embriókon/lárvákon belüli termelődését, 

valamint a folyamat szubsztrátjaként szolgáló L-arginin mennyiségét kívántam 

detektálni. Mindezek alapján az alkalmazott szubletális, embrionális AFB1-expozíció 

gyulladás indukáló, valamint immunmoduláns potenciáljáról szerettem volna 

részletesebb képet kapni. 

Mivel a tapasztalt morfológiai, transzkriptomikai és immunológiai eltérések a 

szik-bélrendszer AFB1-expozíció által történő fokozott mértékű károsodására utaltak, 

ezért a következőkben az emésztőcsatorna fejlettségében és a szikanyagok 

mobilizációjában fellehető különbségek vizsgálatára fókuszáltam. Az 

emésztőrendszert érintő változások felderítése érdekében az emésztőcsatorna egyes 

funkcionális/anatómiai eltéréseit, valamint annak fejlődésében kulcsszerepet játszó 

egyes gének kifejeződését vizsgáltam. A szikzacskóban tárolt anyagok 

hasznosítására/mobilizációjára irányuló folyamatok sérülését a szik lipidtartalmának 

meghatározásán, valamint a lipid transzportban és anyagcserében kulcsszerepet játszó 

géncsoportok kifejeződésének mérésén keresztül kívántam értékelni. 
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2. Irodalmi áttekintés 
 

2.1. Az embrionális xenobiotikum-expozíció jelentősége és potenciális 

immunológiai következményei 

 

Az embrionális fejlődés időszaka rendkívül összetett és finoman szabályozott 

folyamatok egymást követő és egymásra épülő láncolataként írható le. Genetikai és 

epigenetikai hátterétől függően az egyed végighalad fejlődési programján, amely az 

azt körülvevő környezet által alapvetően meghatározott. A genotípus fenotípussá 

történő kifejeződésében kulcsszerepet játszanak azok a génexpressziót szabályozó 

epigenetikai mechanizmusok, amelyek többek között a DNS metilálásán, valamint az 

azzal asszociálódó hiszton fehérjék kovalens modifikálásán keresztül mitotikusan (és 

meiotikusan) stabil változásokat képesek létrehozni. A differenciálódó embrió belső 

és külső környezetéből érkező szignálok többek között epigenetikai mechanizmusok 

segítségével integrálódnak a fejlődési program szabályozási rendszerébe. Az 

embrionális fejlődés tehát egymással szoros együttműködésben lévő genetikai és 

epigenetikai események kaszkádrendszere által megy végbe, interakcióban a 

környezettel (1. ábra) (Jaenisch & Bird, 2003; Skinner, 2011a, 2011b). Ez a nagyfokú 

plaszticitást képviselő időszak (developmental plasticity) igen kritikus periódusa az 

egyedfejlődésnek. Az ekkor bekövetkező különböző környezeti stresszhatások 

(fizikai, kémiai, biológiai) következményei az egyed életkilátásaira nézve széles skálát 

ölelnek fel. Függően az adott stresszfaktor minőségétől és mennyiségétől, 

bekövetkezhetnek drasztikusabb elváltozásokat eredményező, gyakran letális 

teratogén hatások, megjelenhetnek viszonylag korai akut tünetek, sok esetben azonban 

csak az egyed későbbi élete során, pl. felnőtt korban megjelenő betegségekben, illetve 

az azokra való fogékonyság növekedésében érvényesül az embrionális kitettség 

hatása. Ez utóbbiak esetén igen kiemelt szereppel bírnak az epigenomot, illetve annak 

működését érintő elváltozások (1. ábra) (Gluckman et al., 2008, 2005; Nilsson et al., 

2018). 

Az immunrendszer alapvető funkciója a különböző károsító ágensekkel 

szembeni védekezés az idegen struktúrák felismerésén és eliminálásán keresztül 

(Parkin & Cohen, 2001). A megfelelően működő immunrendszer kialakulása az 

embrionális vérképzés érzékenyen szabályozott és időzített folyamatainak zavartalan 

lezajlását kívánja meg. 
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A gerincesek vérképzésének kiindulási pontját a vérképző őssejtek 

(hematopoietic stem cells, HSC) képviselik. Ezek az őssejtek fajtól függő módon 

különböző vándorlási útvonalat járnak be az embrionális fejlődés során és kolonizálják 

az egyedfejlődés meghatározott szakaszaira jellemző hematopoetikus 

szerveket/szöveteket, valamint létrehozzák a mieloid (veleszületett immunrendszerhez 

köthető) és limfoid (adaptív immunrendszerhez köthető) vonalat biztosító progenitor 

sejteket (Holsapple et al., 2003). Mindezen folyamatok olyan kritikus fejlődési 

ablakokat jelölnek ki, amely időszakokban bekövetkező káros környezeti hatások 

jelentős mértékben és hosszú távon befolyásolhatják az immunrendszer működését 

(Landreth, 2002). Számos xenobiotikum esetén kimutatásra került az embrionális 

expozíciót követően immunmoduláció, immunkompetencia-csökkenés. Például, a 

fejlődő magzat alkoholnak való kitettsége igen komoly szintű immunológiai 

következményeket vonhat maga után, mind a veleszületett mind az adaptív immunitást 

érintve, többek között csökkenti a megszülető utód ellenálló képességet különböző 

bakteriális fertőzésekkel (pl. agyhártyagyulladás, tüdőgyulladás, gyomor-bél hurut) 

vagy parazitákkal (pl. Trichinella spiralis) szemben, kihatással van a csecsemőmirigy 

fejlődésére, illetve fogékonyabbá teszi az utódot a stressz-indukált 

immunszupresszióra (Zhang et al., 2005). A meglehetősen perzisztens, ipari eredetű 

környezeti szennyező poliklórozott bifenilek általi prenatális kitettség szintén növelte 

egyes légúti megbetegedések gyakoriságát (Dallaire et al., 2006), valamint 

csökkentette a csecsemőmirigy méretét (Park et al., 2008) az utódoknál. A fejlődő 

1. ábra. Sematikus ábra az egyed fejlődési útvonalát meghatározó genetikai és epigenetikai 

események kaszkádrendszeréről. Az embrionális fejlődés kritikus ablakaiban történő 

stresszhatások jelentős, hosszú távú, transzkriptom szintű változásokat eredményezhetnek 

(Nilsson és mtsai. 2018. alapján a szerző által módosítva). 
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embriót érő nehézfémek (ólom, higany) többek között a T-helper-2 sejtek 

citokintermelésének indukálásán keresztül növelhetik az asztma, vagy egyes 

autoimmun betegségek kialakulásának valószínűségét (De Vos et al., 2007; Dietert et 

al., 2004).  

A xenobiotikumok immunrendszerre gyakorolt hatásai közül fontos kiemelni a 

különböző gyulladásos folyamatokat. Egy környezeti szennyező anyagnak való 

kitettség a gyulladásban szerepet játszó sejtes és humorális elemek 

károsításán/modulálásán, vagy közvetlen módon, sejt, illetve szöveti károsodás 

kialakításán keresztül eredményezhet különböző gyulladásos reakciókat és 

immunológiai problémákat (Barth et al., 2017; Calderón-Garcidueñas et al., 2003; 

Zhao et al., 2019). A megjelenő – lokális, vagy szisztémás jellegű – gyulladás tehát 

egyrészt következménye, mindemellett forrása is lehet az adott xenobiotikum által 

kialakított elváltozásoknak, betegségeknek. Ennek különösen nagy jelentősége van a 

gyulladásos folyamatok nem megfelelő lezajlása, krónikussá válása esetén, amely 

számos további megbetegedést vonhat maga után (Forbes et al., 2009; Maresca & 

Fantini, 2010). Érdekes összefüggés mutatkozik meg például a krónikus gyulladásos 

betegségek, a reaktív oxigénszármazékok (ROS) és a tumorképződés között. Egy akut 

gyulladásos reakció esetén a mieloid sejtek (makrofágok, neutrofil granulociták) ROS 

produkciója fontos védelmi funkciót tölt be, többek között a károsodott sejtek 

apoptózisának indukálásán keresztül, ahol a szöveti sérülés gyógyulását követően a 

ROS szintje újra lecsökken. Egy krónikus gyulladás esetén azonban a mieloid sejtek 

fokozott, folyamatos ROS termelése egyrészt onkogenikus mutációk indukálását 

eredményezheti a környező sejtekben, másrészt pedig pozitív visszacsatolási 

mechanizmusokon keresztül fenntartja a gyulladás állapotát (Canli et al., 2017; El-

Kenawi & Ruffell, 2017). A mieloid sejtek működésének, jelátviteli folyamatainak 

xenobiotikumok általi megzavarása, modulálása tehát olyan változásokat 

eredményezhet a sejtek oxidoreduktív egyensúlyában, ami jelentősen befolyásolhatja 

egyes, pl. tumoros megbetegedések lefolyását. 

A különböző felnőtt kori gyulladás-asszociált betegségek kialakulása számos 

esetben szoros összefüggést mutat az embrionális fejlődés időszakában bekövetkező 

anyai és környezeti stresszhatásokkal (Chen et al., 2016). Egy, az AFB1-hez hasonlóan 

szintén gyakori és kimagasló, többek között nefrotoxicitással bíró mikotoxin, az 

ochratoxin-A (OTA) embrionális vese sejttenyészetben (HEK293) történő 

hatásvizsgálata során számos gyulladás asszociált útvonal erőteljes indukciója 

mutatkozott meg, amely mechanizmusok feltételezhetően fontos szerepet játszanak az 
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OTA által indukált felnőtt kori vesebetegségek kialakulásában (Raghubeer et al., 

2017). A globális problémát jelentő különböző nanoanyagok képesek átjutni a 

placentán, potenciálisan károsítva a fejlődő utódot (Dugershaw et al., 2020). 

Szilicíum-dioxid alapú nanorészecskék zebradánió embriókon történő vizsgálata során 

a viszonylag alacsony koncentrációkkal történő expozíció neutrofil granulocita-

mediált szívizomgyulladást és szívműködésbéli diszfunkciókat vont maga után (Duan 

et al., 2016). Örtqvist és mtsai. (2019) összefüggésbe hozták a terhesség alatti 

antibiotikum kitettséget a gyermekkori gyulladásos bélbetegségek kialakulásával, 

amelyhez feltehetően jelentős mértékben hozzájárulhat a magzati bél-mikrobiom 

károsodása. 

 

2.2. Az aflatoxinok bemutatása és alapvető tulajdonságai 

 

Az aflatoxin elnevezés a vegyületet termelő penészgomba nemzetség egyik 

tagja, az Aspergillus flavus (Link ex Fries) latin nevéből ered. A gombafaj toxikológiai 

jelentőségére egy közel hatvan évvel ezelőtt Nagy Britanniában bekövetkezett, több, 

mint százezer pulyka pusztulásával járó esemény hívta fel a figyelmet (Blount, 1961 

alapján Wannop, 1963). A mérgezés hátterének felderítése során feltételezhetővé vált, 

hogy a tömeges pusztulást a takarmányozásra használt, Brazíliából importált 

földimogyoró-liszt penészgomba-metabolitok általi kontaminációja okozhatta. 

Naposkacsákon végzett kísérletek során a problémát okozó földimogyoró-lisztből 

extrahált és kromatográfiával elválasztott fluoreszcens anyag, a kitenyésztett 

penészgomba-kultúrából kivont szintén fluoreszcens extraktum, valamint a 

gombatörzzsel beoltott előzetesen sterilezett, nem-toxikus földimogyoró 

ugyanazokkal a tünetekkel járó toxikózist eredményezte (Sargeant et al., 1961). A 

beazonosított A. flavus metabolitjainak további vizsgálatakor karakterizálták 

(molekulatömeg, abszorbancia) a már korábban megfigyelt, UV-fény alatt kék színnel 

fluoreszkáló vegyületet, amelyet ez alapján aflatoxin B-nek neveztek el. Emellett egy 

további, valamivel alacsonyabb mértékű toxicitást mutató, zöld fluoreszcens jelet 

kibocsátó anyagcseretermék, az aflatoxin G is azonosításra került (Nesbitt et al., 1962). 

Molekulaszerkezetük feltárását elsőként Asao és mtsai. (1963, 1965) végezték el, 

amelynek során négy különböző, de egymáshoz nagyon hasonló, gyűrűs szerkezetű 

szubsztituált furanokumarin-származékot írtak le (B1, B2, G1, G2).  

Miután az aflatoxinok pulykára és kacsára gyakorolt drasztikus hatásai 

napvilágra kerültek, felmerült a kérdés, hogy a szennyeződött takarmányoknak kitett 
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haszonállatokból nyert termékek – különös tekintettel a tejre – milyen mértékű 

egészségügyi kockázatot hordoznak. Érdekes módon, szarvasmarhák aflatoxin-

szennyezett takarmánnyal való etetését követően, az állatok tejéből készült 

extraktumban nem tudtak AFB1-et detektálni, azonban az extraktum hasonló 

elváltozásokat eredményezett naposkacsák májában, mint maga az AFB1 tartalmú 

takarmány (De Iongh et al., 1964). Patkányok kísérletbe vonásával sikerült továbbá 

kimutatni, hogy a toxikus tejminták kivonatai egy olyan, vékonyréteg-kromatográfia 

által jól elkülöníthető vegyületet tartalmaznak, amely egyrészt bizonyos mértékben az 

A. flavus tenyészetekből is kimutatható volt, másrészt pedig feltehetően az AFB1 

átalakítása révén keletkezhetett a vizsgálatba vont állatok szervezetében (De Iongh et 

al., 1964).  

 

 

2. ábra. Az aflatoxin B1 és különböző módosulatainak szerkezeti képlete (Varga et al. 

2009. alapján, a szerző által módosítva, https://chem-space.com) 
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A kezdetben „milk toxin”-nak nevezett vegyületet később szintén 

karakterizálták, amelynek során két újabb, de a korábbiakhoz hasonló szerkezetű 

aflatoxin, az M1 és M2 került leírásra (Allcroft et al., 1966; Holzapfel et al., 1966). 

Azóta számos további aflatoxin típust fedeztek fel, a legjelentősebbeket, továbbá 

bioszintézisük egyik toxikológiai szempontból szintén kiemelendő köztitermékét, a 

szterigmatocisztint (egyes gombafajok esetén végső termék) a 2. ábra mutatja be. A 

telítetlen furán gyűrűvel (C) rendelkező típusok, vagyis az AFB1 és AFG1 jóval 

nagyobb mértékű toxicitással bírnak, mint a telített gyűrűs AFB2 és AFG2 (Wogan et 

al., 1971).  

Varga és mtsai. (2009) áttekintő munkájukban felhívják a figyelmet arra, hogy 

megannyi gombafajnak helytelenül tulajdonítottak aflatoxin-termelő képességet, 

valamint, hogy a bizonyítottan erre képes eddig ismert fajok mind az Aspergillus 

nemzetség Flavi, Ochraceorosei és Nidulantes szekcióiba tartoznak. Az élelmiszer és 

takarmány-alapanyagok kontaminációja tekintetében a legfontosabb ide vonatkozó 

penészgombák az A. flavus, A. parasiticus és A. nomius (Varga et al., 2009). A 

leginkább érintett termények közé a kukorica, földimogyoró, pisztácia, paradió, rizs, 

gyapotmag és egyes fűszerek tartoznak, amelyek esetén a szennyezettség mértékét 

számos tényező, többek között a földrajzi elhelyezkedés, az időjárási körülmények, a 

betakarítás és tárolás módja,  körülményei egyaránt befolyásolják (Jelinek et al., 1989; 

Nazhand et al., 2020).  

 

2.3.  Az aflatoxin B1 metabolizmusa 

 

Annak érdekében, hogy megfelelő módon értékelhessük az AFB1 adott 

modellrendszerben vizsgált biológiai hatásait, elengedhetetlen, hogy áttekintsük az 

AFB1 metabolizmusának és toxicitásának legfontosabb aspektusait, valamint az 

azokban megmutatkozó fajok közötti főbb különbségeket.  

A szervezetbe kerülő xenobiotikumok útját jelentősen meghatározza, hogy 

milyen mértékben képesek hidrofób kölcsönhatások kialakítására. Megannyi káros 

környezeti szennyező anyag apoláros, lipofil tulajdonságából adódóan könnyen átjut a 

sejtek membránjain és akkumulálódik egyes szövetekben. A különböző 

biotranszformációs mechanizmusok elsősorban azt a célt szolgálják, hogy a 

xenobiotikumokat vízoldékonyabbá tegyék, így elősegítsék azok kiürülését a 

szervezetből. A biotranszformáció folyamatát alapvetően két fázisra osztják, az I. fázis 

legáltalánosabb lépései a hidrolízis, redukció és oxidáció a II. fázisé pedig a 
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konjugáció (Parkinson et al., 2013). Ez a felosztás eredendően egy, a toxicitás 

mértékének akár csökkenését, akár növekedését is eredményezhető fázis (I.), valamint 

egy, csak detoxifikált metabolitokat eredményező fázis (II.) elkülönítésére szolgált 

(Williams., 1959 alapján Parkinson et al., 2013). Azonban – főként gyógyszer 

hatóanyagok esetén – toxikusabb termék a II. fázis által is kialakulhat, illetve 

előfordul, hogy bizonyos vegyületek az I. fázis kihagyásával egyből konjugáción 

mennek keresztül, vagy a két fázis éppen fordított sorrendben zajlik le (Parkinson et 

al., 2013). Fontos kiemelni, hogy a biotranszformáció tehát metabolikus aktivációt is 

magával vonhat, amelynek felismerése kulcsfontosságú az adott xenobiotikum 

hatásvizsgálatában.  

Az AFB1 legtöbb esetben kontaminálódott élelmiszer vagy takarmány 

elfogyasztása révén kerül a szervezetbe, tehát az elsődleges expozíciós útvonalat az 

emésztőrendszer képezi, de emellett a légutakon, esetleg bőrön keresztüli kitettség is 

felmerülhet, például hulladékkezelő vagy takarmányliszt előállító üzemekben dolgozó 

embereknél (Mahato et al., 2019; Oluwafemi et al., 2012; Viegas et al., 2015). A 

tápcsatornába került AFB1 lipofil tulajdonságából adódóan könnyen és viszonylag 

gyorsan diffundál a vékonybél bélhámsejtjeibe, majd ezt követően a mesenterialis 

vénán keresztül a portális keringésbe jut, és a májban jelentős mértékben 

felhalmozódik (Hsieh & Wong, 1994). Az AFB1 elsődleges támadáspontját 

biotranszformációjának központi szerve, a máj képezi. Ki kell hangsúlyozni azonban, 

hogy a biotranszformáció már a bélcsatornában is elkezdődhet, illetve annak egyes 

lépései más szervekben, például vesében is végbe mehetnek (Akinrinde et al., 2020; 

Hsieh & Wong, 1994). Mindezt a biotranszformációban részt vevő kulcsenzimeket 

kódoló gének térbeli-időbeli kifejeződése és az enzimek aktivitása alapvetően 

meghatározza, ami nagymértékben függ a fajtól és annak egyedfejlődési stádiumától. 

Az I. fázis során az AFB1 hidroxiláción, hidratáción, demetiláción, epoxidáción 

és redukción mehet keresztül. A redukció kivételével ezeket a folyamatokat főként a 

citokróm P450 (CYP450) enzimcsalád tagjai katalizálják. Hidroxiláció által keletkezik 

az AFM1 és AFQ1 (Diaz & Murcia, 2011; Gregorio et al., 2015). Előbbi az emlősök 

és az ember tejébe egyaránt elválasztódik, potenciális humán- és állategészségügyi 

kockázatot vonva maga után. Kacsák esetén hepatotoxikus, egérnél genotoxikus és 

immunotoxikus hatásokról számoltak be AFM1 expozíciót követően (Purchase, 1967; 

Salah-Abbes et al., 2015; Shirani et al., 2019). A toxint az IARC emberben esetlegesen 

rákkeltő (Group 2B) kategóriába sorolja (IARC, 1993). Az AFQ1 majmok és ember 

máj mikroszóma preparátumának dominás AFB1-derivátuma, amely már egy jelentős 
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mértékben detoxifikált metabolitnak minősül (Hsieh & Wong, 1994; Masri et al., 

1974). Hidratáció révén keletkező vegyület az AFB2a, toxicitása elhanyagolható az 

anyamolekulához képest, kialakulásának rátája ezért meghatározó lehet az egyes fajok 

AFB1-érzékenységét tekintve (Diaz & Murcia, 2011). Egy közelmúltban publikált 

kutatás azonban felveti az AFB2a fehérjékhez és lipidekhez való kovalens 

kötődésének lehetőségét, mint potenciális közreműködő faktort az AFB1-toxikózisban 

(Rushing & Selim, 2017). 

Az AFB1 mikotoxinok közötti kiemelkedően nagy toxicitása elsősorban egy 

epoxidációs folyamat által létrejött anyagcsereterméknek, az AFB1-exo-8,9-

epoxidnak (AFBO), másodsorban pedig az abból AFB1-8,9-dihidrodiolon keresztül 

képződő AFB1-dialdehidnek köszönhető (metabolikus aktiváció) (3. ábra) (Diaz & 

Murcia, 2011; Murcia & Diaz, 2020). Az AFBO rendkívül reaktív metabolit, 

nukleinsavak guaninjaival (G) kölcsönhatásba lépve kovalens kötés létesítése által 

DNS- és RNS-adduktokat képez. Ennek egyik következményeként a létrejött instabil 

AFB1-N7-Gua és stabil AFB1-FAPy adduktok a DNS szerkezeti torzulását, a bázisok 

hibás párba állását és DNS-léziók kialakulását eredményezhetik, amely sok esetben 

guanin-citozin → timin-adenin (GC → TA) transzverzióhoz, tehát pontmutáció 

rögzüléséhez vezet (Bailey et al., 1996). A p53 tumor szupresszor gén meghatározott 

pozíciója (249-es kodon/3) kiemelt támadási pontját képezi az AFB1 expzíció során 

végbemenő addukt-képződésnek. Az AFB1 által is okozott hepatocelluláris 

karcinómák (HCC) esetén igen nagy százalékban jelenik meg GC → TA transzverzió 

a p53 gén „mutációs forrópontjában” (Puisieux et al., 1991; Smela et al., 2001). A 

legtöbb vizsgált gerinces modellállat és az ember rendelkezik az AFB1 

epoxidációjának katalizálásáért felelős citokróm enzimekkel (Gregorio et al., 2015; 

Ramsdell & Eaton, 1990; Santacroce et al., 2008). Halak között a szivárványos 

pisztráng az elsőként és leggyakrabban vizsgált faj az AFB1 toxicitását feltérképező 

kutatásokban (Ashley et al., 1964). A szivárványos pisztráng esetén azonosított ide 

vonatkozó enzimek a CYP2K1 és CYP3A27, amelyek funkciójában/struktúrájában 

megfeleltethetők a humán CYP1A2-nek és CYP3A4-nek (Buhler et al., 1995; Lee et 

al., 1998; Santacroce et al., 2008; Yang et al., 2000). Zebradániónál szintén 

meghatároztak egy, az AFB1 epoxidációjáért felelős enzimet (CYP2K6), mint 

CYP2K1-ortológot, amelyet kódoló gén már az embrionális fejlődés során kifejeződik 

(Thisse & Thisse, 2004; Wang-Buhler et al., 2005).  
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Az AFB1-8,9- dihidrodiol és a dialdehid pH-tól függő egyensúlyi rendszerben 

egymásba átalakulni képes metabolitok (3. ábra) (Murcia & Diaz, 2020). Az AFB1-

dialdehid fehérjék lizinjéhez történő kovalens kötődése által járul hozzá az AFB1 

expozíció káros biológiai hatásaihoz. Az ezen az úton létrejövő aflatoxin-albumin 

adduktok fontos biomarkerként szolgálnak az AFB1-kitettség vizsgálatában. A 

detoxifikációt az AFB1-aldehid-reduktáz (AFAR) enzim végzi, amely a dialdehid 

alkohollá történő redukcióját katalizálja, elősegítve annak vizelettel való kiürülését 

(Diaz & Murcia, 2011; Murcia & Diaz, 2020). Mindez felveti az AFAR 

gének/enzimek kifejeződésének/aktivitásának AFB1-toxicitásban betöltött szerepét. 

Hörcsög, egér, patkány, sertés és szivárványos pisztráng esetén nem találtak 

összefüggést a toxinra való érzékenység és az AFAR-aktivitás között (Tulayakul et al., 

2005), azonban kacsa, pulyka, csirke és fürj vizsgálatakor a viszonylag nagyobb fokú 

toleranciát mutató csirke, és a kifejezetten érzékeny kacsa AFAR-aktivitása 

összhangban volt a szenzitivitással (Murcia & Diaz, 2020). 

További kiemelendő biotranszformációs esemény az AFB1 redukciója, 

citoplazmatikus NADPH-függő reduktázok által. A keletkező termék, az aflatoxikol 

(AFL) bár glükuronsavas konjugáció révén távozhat a szervezetből, képes ugyanakkor 

visszaalakulni a kiindulási vegyületté (AFB1), ez által egyfajta tároló funkciót betöltve 

potenciálisan növelni a toxicitás volumenét. Az AFB1-redukció/AFL-oxidáció rátája 

3. ábra. Az aflatoxin B1 metabolikus aktivációja során keletkező legfontosabb vegyületek 

(Diaz & Murcia 2011. alapján, a szerző által módosítva) 
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tehát szintén jelentősen befolyásolhatja az adott faj érzékenységét (Diaz & Murcia, 

2011). 

Az AFB1-metabolizmus egyik legfontosabb detoxifikációs lépése a glutationnal 

vagy glükuronsavval történő konjugáció. Előbbi esetben a reaktív AFBO glutation-S-

transzferáz (GST) segítségével konjugálódik, amely folyamat általában a májban 

zajlik le, a létrejött stabil, poláros termék pedig az epével, illetve merkapturáttá 

alakulva a vizelettel ürül. A GST fajtól függően más szervekben és szövetekben is 

jelentős aktivitást mutathat. A glükuronsavas konjugáció pedig az AFP1, AFM1-P1 és 

AFL metabolitok esetén megy végbe (Bbosa et al., 2013; Degen & Neumann, 1978; 

Diaz & Murcia, 2011). Egyes halfajoknál, pl. a szivárványos pisztrángnál és 

zebradániónál az AFB1-biotranszformáció II. fázisának fő detoxifikációs lépését az 

AFL glükuronsavval történő konjugációja jelenti (Santacroce et al., 2008; Troxel et 

al., 1997). 

 

2.4.  Az aflatoxin B1 toxicitása 

 

2.4.1. A toxicitás alapját képező hatások 

 

Ahogy az előző fejezetben már említésre került, az AFB1 toxicitása alapvetően 

a biotranszformáció során kialakuló reaktív köztitermékek nukleinsavakkal, 

fehérjékkel és foszfolipidekkel történő kölcsönhatására vezethető vissza. Ebből 

adódóan az AFB1 a replikáció, a transzkripció, a transzláció, és a fehérjeműködés 

szintjén egyaránt képes befolyásolni a sejtek működését, széles körű biológiai 

problémákat magával vonva. Jelentős karcinogén potenciálját főként a) a DNS-hez 

való kötődése által indukált mutációk, b) a metabolizmusa során keletkező reaktív 

oxigénszármazékok és c) a különböző epigenetikai szabályozó mechanizmusok (DNS-

metiláció, hiszton modifikáció, kis nem-kódoló RNS-ek) befolyásolásán keresztül 

indukált transzkripció szintű változások eredményezik (Bbosa et al., 2013; 

Benkerroum, 2020a; Rushing & Selim, 2019). Az AFB1 által okozott tumorképződés 

– a metabolikus aktivációért felelős citokróm enzimek mennyiségéből és aktivitásából, 

illetve a AFB1 felhalmozódásából adódóan – leggyakrabban a májban jut érvényre 

(Hsieh & Wong, 1994). Az AFB1-kitettséget, főként fejlődő országokban a HCC 

kialakulásának egyik legjelentősebb rizikófaktoraként tartják számon (Hamid et al., 

2013). 
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További kiemelendő támadási pontot képez a mitokondrium, amelynek 

hátterében elsősorban az indukált oxidatív stressz, az AFBO mitokondriális DNS-sel 

történő fokozott kölcsönhatása, illetve az elektron-transzport lánc gátlása áll. Mindez 

a mitokondrium strukturális és funkcionális károsodását vonja maga után, ami jelentős 

kihatással van az ATP termelődésére, így a sejtek energiaszerzésére (Huang et al., 

2020; Kiessling, 1986; Niranjan et al., 1982). Ez utóbbihoz számottevő mértékben 

járul hozzá a szénhidrát anyagcsere megzavarása, többek között a glikogén-szintáz, 

glikogén-foszforiláz, illetve glükóz-6-foszfatáz enzimek gátlásán/aktivitásának 

csökkentésén keresztül (Kiessling, 1986). 

Az AFB1 expozíció során kialakuló oxidatív stressz, valamint a különböző 

nukleinsavakkal és fehérjékkel történő interakciók komplex biológiai problémákat 

eredményeznek, amelyek mögött húzódó ok-okozati összefüggések sok esetben még 

kevésbé ismertek. A legfontosabb ide tartozó folyamatok immunbiológiai, 

fejlődésbiológiai, neurobiológiai, szaporodásbiológiai és a kiválasztó szervrendszert 

érintő elváltozásokat foglalnak magukban (Benkerroum, 2020a; Hussein & Brasel, 

2001).  

A különböző fajok AFB1 által okozott toxikózisát számos faktor befolyásolja. 

Elsősorban az előző fejezetben vázolt biotranszformációs útvonalak megléte/hiánya, 

az abban részt vevő gének/enzimek kifejeződésének/aktivitásának mértéke, az egyed 

kora, ivara, egészségi állapota, valamint az AFB1 mellett megjelenő további 

stresszhatások, amelyek akár más mikotoxinokkal vagy egyéb xenobiotikumokkal 

történő koexpozícióból is fakadhatnak. 

 

2.4.2. Immunotoxicitás 

 

Az AFB1 különböző gerinces fajokon történő hatásvizsgálatai gyakran 

számolnak be a veleszületett, illetve az adaptív immunrendszer sejtes és/vagy 

humorális elemeinek modulálásáról. Ennek következményeként, számos vizsgált 

fajnál megmutatkozott a különböző fertőző ágensekkel szembeni ellenállóképesség, 

valamint a vakcináció hatékonyságának csökkenése (Meissonnier et al., 2008; 

Mohsenzadeh et al., 2016; Sahoo & Mukherjee, 2001a). A toxin igen jelentős 

kihatással van a makrofágok működésére. Szignifikáns mértékben redukálta az 

alveoláris makrofágok fagocitotikus aktivitását, a DNS és fehérje szintézisük mértékét, 

valamint lipopoliszacharid (LPS) indukált aktivációjukat sertésben (Pang et al., 2020). 

Teljes transzkriptom szintű változásokat eredményezett egér makrofág sejtvonalon 
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(RAW264.7), kiemelten érintve az oxidatív foszforilációban résztvevő útvonalakat, 

mindemelett erőteljesen indukálta a reaktív oxigénszármazékok és a malonaldehid 

termelődését, valamint a különböző gyulladás-asszociált gének kifejeződésének 

mértékét a sejtekben (Ma et al., 2021). Humán (THP-1 eredetű) makrofág sejtvonal 

AFB1-expozíciója a sejtek autofágiáját vonta maga után, valamint koncentráció-függő 

mértékben növelte az extracelluláris csapdák (extracellular traps, ETs) generálását 

(An et al., 2017). A főként kromatinból, elasztázból és az immunsejt típusától függően 

egyéb fehérjékből (pl. neutrofil granulociták esetén mielopreoxidázból) álló 

extracelluláris csapdák többek között sejt és szövetkárosodások eredményezésén 

keresztül járulhatnak hozzá az AFB1 immunotoxikus potenciáljához (Gao et al., 2022; 

Merza et al., 2015). A makrofágoknál tapasztalt eltérésekhez hasonlók (pl. apoptotikus 

folyamatok, csökkent fagocitózis) mutatkoztak meg dendritikus sejtek vizsgálata 

esetén (Mehrzad et al., 2018). Érdekes módon ez idáig viszonylag kevés kutatómunka 

fókuszált az AFB1 neutrofil granulocitákra gyakorolt hatásainak részletesebb 

feltérképezésére.   

Az AFB1 immunotoxicitásának további fontos elemét a gyulladásos reakciók 

képezik. Habár az aflatoxinok gyulladás indukáló képessége már az 1960-as években 

ismeretes volt (Wannop, 1963), az AFB1 által okozott gyulladásos folyamatok 

jelentőségének hangsúlyozása az elmúlt 15 év publikációiban vált viszonylag 

gyakoribbá. A legtöbb ide vonatkozó kutatómunka elsősorban a különböző pro- és 

anti-inflammatorikus citokinek és egyéb immun-markerek transzkripció szintű 

mérésén, az oxidatív stressz mértékének meghatározásán és egyes esetekben 

hisztológiai analízisen alapul (Cao et al., 2021; Dey et al., 2021; Mehrzad et al., 2017; 

Singh et al., 2015). Az immunrendszer gyulladás folyamatában szerepet játszó 

elemeinek modulálása, illetve a gyulladás normális feloldásának megzavarása 

krónikus gyulladásos betegségek kialakulását eredményezheti, amely egyes esetekben 

tumorképződést indukálhat (Bhatia et al., 2019; Ponce et al., 2014). Mindezért az 

AFB1 veleszületett immunrendszert befolyásoló és inflammatorikus hatásainak 

részletesebb megismerése kiemelt fontossággal bír. 
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2.4.3. Embriotoxicitás és posztembrionális/posztnatális hatások 

 

Az AFB1 humán- és állategészségügyi kockázatai között az in utero kitettségből 

fakadó rövid és hosszú távú biológiai hatások kiemelten nagy jelentőséggel bírnak. 

Számos felmérés vizsgálta a terhes anyák aflatoxin-terheltsége és a 

magzatok/csecsemők fejlődésbéli paraméterei, egészségi állapota között húzódó 

összefüggéseket. Ezekben a felmérésekben az anyáktól/köldökzsinórból vett 

vérminták emelkedett AFB1-biomarker koncentrációi leggyakrabban csökkent 

születési tömeggel és az újszülöttek növekedésbéli lemaradásával párosultak 

(Abdulrazzaq et al., 2002; De Vries et al., 1989; Gong et al., 2002; Lauer et al., 2019; 

Shuaib et al., 2010; Turner et al., 2007). Itt meg kell jegyezni, hogy több, az aflatoxin-

kitettséggel adott esetben „együtt járó” körülmény (pl. fertőzések) is jelentős 

kihatással lehet a születési paraméterekre, amely ún. zavaró faktorokkal csak bizonyos 

munkák korrigáltak (Kyei et al., 2020). Egyes kutatások az AFB1 epigenetikai 

mintázatokra gyakorolt hatásait vizsgálták, in utero és posztnatális kitettség esetén, 

amelynek során a mért biomarker koncentrációk összefüggést mutattak a 

fehérvérsejtekben számos növekedési, jelátviteli és immunfolyamatokban 

kulcsszerepet játszó génekhez tartozó genomi régióik metiláltsági fokával (Ghantous 

et al., 2021; Hernandez-Vargas et al., 2015). Mindazonáltal összességében 

elmondható, hogy a terhesség/vemhesség során bekövetkező AFB1-expozíció 

biológiai következményei és azok ok-okozati viszonyrendszere részletesebb 

megismerésre szorul. 

Az AFB1 fejlődő embrióra gyakorolt toxicitásáról in vivo emlős, madár, hal, 

illetve in vitro modellek egyaránt számot adnak. Az ide vonatkozó (habár elsődlegesen 

nem az embriotoxicitás feltérképezését célzó) korai in vitro vizsgálatok csirke, kacsa 

és humán embrió eredetű sejtkultúrákon tesztelték az AFB1 direkt hatásait, amely 

többek között a sejtek pusztulásában, növekedésük gátlásában és alapvető strukturális 

elváltozásokban (pl. sejtmag/sejtmagvacska aránya, citoplazma állapota) mutatkozott 

meg (Gabliks et al., 1965; Terao, 1967; Zuckerman et al., 1967; Zuckerman & Fulton, 

1966). Az alternatív embriotoxikológiai modellek fejlődése olyan in vitro embrió-

kultúrák kialakítását tette lehetővé, amelyek már egy komplexebb és intaktabb 

fejlődésbiológiai rendszert szolgáltattak a xeniobiotikumok hatásvizsgálatához 

(Abeydeera et al., 1998; Genschow et al., 2002; Lee et al., 2012). Jelentős morfológiai, 

főként a velőcsőt érintő defektusokat eredményezett teljes embrió tenyészetben (whole 

embryo culture) az AFB1, valamint annak májfrakcióval metabolikusan aktivált 
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formája patkánynál (Geissler & Faustman, 1988). Sertés és szarvasmarha embrió 

kultúra AFB1-kitettsége zavart okozott a hólyagcsíra kialakulásában, illetve oxidatív 

stresszt indukált, továbbá sertésnél DNS károsodás, apoptotikus és autofágiás 

folyamatok voltak tapasztalhatók (Jiang et al., 2019; Shin et al., 2018). Ezeknek az in 

vitro embrió tenyészeten alapuló modelleknek a hátrányai, hogy viszonylag 

költségesek, nehezen kivitelezhetők, az embrionális fejlődésnek általában csak a korai 

fázisát képviselik (Augustine-Rauch et al., 2010; Lee et al., 2012), illetve maga az in 

vitro környezet számos stresszfaktort hordoz, ami jelentős mértékben befolyásolhatja 

az embriogenezist (Wale & Gardner, 2016). 

Az emlős vizsgálatokban az in utero expozíció a vemhes nőstény kezelése által 

valósul meg, általában gyomorszondán keresztül/gavázsolással vagy intraperitoneális 

injektálással. Az utódokat meghatározott fejlődési stádiumban császármetszés 

segítségével kiemelik, vagy ellést követően vizsgálják. A maternális AFB1-kitettség 

jelentős mértékben csökkentette háromhetes patkányembriók tüdőjének foszfolipid 

szintézisét, ugyanakkor növelte annak teljes neutrális lipid termelését, amely 

különböző ultrastrukturális elváltozásokkal párosult (Das et al., 1978). Szintén 

patkánynál az anyai kitettség csökkent születési tömeget, halvaszületést, emésztő-, 

kiválasztó- és idegrendszerre kiterjedő tumorképződést (Goerttler et al., 1980), 

lokomotoros és tanulási képességek romlását (Kihara et al., 2001), valamint széles 

körű reprotoxicitást (ivarszervek fejlődése, ivararány, sperma minőség és mennyiség, 

androgén hormonok termelése, szaporodási ráta) eredményezett az utódgenerációban 

(Supriya & Reddy, 2015). Nyúlra kifejezetten jellemző teratogén hatásként mutatkozik 

meg a szemgödör megnagyobbodása, ami a szemgolyó csökkent méretével 

(microphtalmia) párosul, emellett további csontfejlődési problémák és a májlebenyek 

patológiás elváltozásai is megjelennek (El-Nahla et al., 2013; Wangikar et al., 2005). 

Az in vivo emlős tesztek a legkomplexebb modelljei a humán in utero toxin-kitettség 

hatásvizsgálatának, ugyanakkor az embriót érő toxin koncentrációja nehezen 

szabályozható/meghatározható, az elváltozások valós idejű monitorozása 

körülményes, a vizsgálatok igen költségesek és adott esetben bioetikai problémákat is 

felvethetnek. Mindemellett, az embrionális következmények értékelése során nehezen 

választhatók szét az anyai kitettségből fakadó másodlagos károsító hatások a 

xenobiotikum embrióra gyakorolt direkt hatásaitól, amely adott esetben 

megnehezítheti a vizsgálati anyag toxicitásának hátterében álló mechanizmusok 

mélyebb szintű feltérképezését. Az egyik alternatívát e tekintetben az in ovo 



25 
 

madárembrió modellek szolgáltathatják.1 AFB1 expozíció esetén az injektálás 

módszerét alkalmazzák, amelynek során a tojáshéjon lyukat képeznek, majd az 

oldószerben felvett toxint pl. a légkamrába vagy a sziktömlőbe injektálják, a 

mintavételezés pedig a kelést követően történik. Elsősorban csirkéken végezték ezeket 

a toxicitási teszteket. Teratogén tünetként a végtagok torzulása, a csökkent testméret 

és az egyenetlen tollazottság jelent meg a kezelt csoportokban (Bassir & Adekunle, 

1970). Több kísérleti munka is beszámolt különböző vérparaméterek, illetve az 

immunrendszer befolyásolásáról AFB1 kitettséget követően a kikelt csibéknél. 

Csökkent hematokrit, hemoglobin és trombocita szintet, emelkedett monocita és 

limfocita számot, a makrofágok fagocitotikus képességének redukálódását, illetve a B-

limfocita differenciáció központi szervének, a Fabricius-féle tömlőnek alulfejlettségét 

eredményezte a kezelés (Dietert et al., 1983; Neldon-Ortiz & Qureshi, 1992; Sur & 

Celik, 2003). Meg kell azonban említeni, hogy ezekben a kísérletekben az oldószeres 

kontroll több esetben is számottevő mortalitást eredményezett a nem-injektált 

csoporthoz képest. 

A xenobiotikumok fejlődő embrióra gyakorolt káros hatásainak vizsgálatában 

igen nagy jelentőséggel bírnak a külső megtermékenyítésű halak, mivel többek között 

lehetővé teszik az expozíció mértékének/idejének pontosabb szabályozását, miközben 

az embriók valós időben monitorozhatók és könnyen mintavételezhetők. Főként 

szivárványos pisztrángon vizsgálták az AFB1 egyes embrionális hatásait, a 

zebradánión végzett, viszonylag részletesebb ide vonatkozó munkák az elmúlt pár 

évben kezdtek el megjelenni a szakirodalomban. Pisztrángnál a máj kialakulásának 

időszakában történő egyszeri AFB1-kezelés szignifikáns mértékben növelte a máj 

tumoros megbetegedésének előfordulását az expozíciót követő 12 hónapban (Wales et 

al., 1978). Továbbá, az embrionális kitettség jelentős kihatással volt a juvenilis 

egyedek adaptív immunitására, amely többek között a fehérvérsejtek mitogén aktivált 

proliferációjának és immunglobulin termelésének növekedésében (Ottinger & 

Kaattari, 2000), hemocianin által kiváltott másodlagos immunválasz során azonban 

csökkent antitestképződésben nyilvánult meg (Arkoosh & Kaattari, 1987). A 

zebradánió embriókon végzett részletesebb vizsgálatok elsősorban a fejlődő 

idegrendszerre gyakorolt hatásokra fókuszáltak. Az embrionális AFB1-expozíció 

morfológiai elváltozásokat eredményezett az utóagy idegsejtjeinél, kihatással volt a 

háromosztatú ideg dúcának fejlődésére, a lárvák lokomotoros aktivitására és 

 
1 Az ide vonatkozó szakirodalom eredendően kevésbé tartja alkalmasnak a madár embriót az emlősöknél és az embernél kialakuló 

teratogén hatások modellezésére, ez a megközelítés azonban több szerző által megkérdőjelezetté vált (Jelinek, 1982; Wachholz 
et al., 2021). 
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menekülési reflexére (Wu et al., 2019), befolyásolta az idegrendszer fejlődésében 

kulcsfontosságú és neurotranszmitterként is funkcionáló aminosavak (glicin, 

glutaminsav, gamma-aminovajsav) metabolizmusát (Zuberi et al., 2019), valamint 

zavart okozott a gliasejtek homeosztázisában és a mielinációban (myelination) (Park 

et al., 2020). 

 

2.5.  A környezet szerepe az aflatoxin B1-kontaminációban 

 

Az AFB1-kontamináció által potenciálisan érintett élelmiszerek vagy 

takarmányok toxin-szennyezettségének mértékét különféle környezeti és antropogén 

tényezők befolyásolják. Alapvetően az aflatoxin-termelő penészgombákat 

mezőgazdasági szempontú károkozásuk helyszínéből adódóan az ún. raktári penészek 

közé sorolják, életciklusuk elsődleges színtere azonban a szántóföld (Abbas et al., 

2009; Miller, 1995). Az A. flavus életciklusa szaprofita és patogén szakaszokra 

különíthető el. Előbbi során a talajban és különböző növényi maradványokon áttelelő 

propagulumok kedvező környezeti feltételek mellett micéliumokat, azok pedig 

konídiumokat hoznak létre. A patogén fázis kezdetén a levegőbe kerülő konídiumok 

kolonizálják az új növénykultúrát. A kolonizált növényi szöveteken pedig újabb 

konídiumok képződnek, amelyek a szél és rovarok közreműködésével tovább növelik 

a termesztett növénykultúra fertőzöttségét (Abbas et al., 2009). A termés betakarítását 

követően a tárolás során, kedvező környezeti feltételek mellett (lásd lentebb) a gomba 

növekedése/toxintermelése intenzívebbé válhat. Az aflatoxin-kontamináció mértékét 

befolyásoló faktorok a termesztéstől kezdve a betakarítás, tárolás, feldolgozás, 

ellenőrzés és szabályozás folyamatáig egyaránt jelen vannak (Cotty & Jaime-Garcia, 

2007). Az Aspergillus penészgombafajok növekedését/szaporodását, illetve 

toxintermelését a hőmérséklet és a vízaktivitás (aw) alapvetően meghatározza 

(Schmidt-Heydt et al., 2009). Az ide vonatkozó kutatómunkák eredményei között 

számottevő különbségek mutatkoznak meg, főként a biztosított szubsztrát (pl.: 

táptalaj, növény termése) és a vizsgált gombafaj mivoltától függően. Összességében 

elmondható, hogy a hőmérsékleti és vízaktivitási értékek emelkedése (20-37 °C és 

0,90-0,99 aw tartományokban) általában kedveznek a gomba növekedésének és/vagy 

aflatoxin-termelésének, mindemellett pl. az alacsony vízaktivitás és magas 

hőmérséklet együttese (aszályos időszakok) is jelentősen indukálhatja az aflatoxin-

szintézisben kulcsszerepet játszó gének kifejeződését (Benkerroum, 2020b; Lahouar 

et al., 2016; Medina et al., 2015, 2017). Fontos kiemelni tehát, hogy az aflatoxin 
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produkció mértékében kifejezetten nagy szerepet játszik egyrészt a hő- és 

víz/szárazságstressz, vagyis a viszonylag magas hőmérséklet (>35 °C) és ezzel 

párhuzamosan a vízaktivitás meghatározott szélső értékeinek (0,91; 0,99 aw) 

fennállása, másrészt pedig ezeknek a tényezőknek adott időn belüli szélsőséges 

megváltozása/váltakozása (Kos et al., 2013). További meghatározó tényezők az 

aflatoxin-kontaminációban: 

1. Mikrobiális kompetíció. Bizonyos, nem-toxigenikus penészgomba törzsek 

kompetícíóba léphetnek az aflatoxin termelő Aspergillus törzsekkel, 

visszaszorítva azokat az adott mikrobiális közösségben, amely lehetőséget 

biztosít az aflatoxin-szennyezettség csökkentése érdekében történő biológiai 

védekezésre (Alberts et al., 2017). 

2. Agrotechnológia. Többek között a nem megfelelő talajelőkészítés és 

vetéssűrűség, a direktvetés, a nem elegendő öntözés, a kártevők elleni 

védekezés hiánya, korai vagy késői betakarítás, a termés mechanikai 

sérülése, a termés elégtelen szárítása, illetve a nem megfelelő raktározási és 

szállítási körülmények (pl. magas hőmérséklet és páratartalom) jelentős 

mértékben megnövelhetik az aflatoxin-szennyezettség mértékét (Marroquín-

Cardona et al., 2014; Park & Bos, 2007). 

3. Kártevők. A különböző kártevő rovarok egyrészt a termésen okozott 

sérülések által behatolási kapukat biztosítanak a fertőző ágensek számára, 

másrészt hozzájárulnak a konídiumok terjesztéséhez, mindezekkel 

elősegítve a növénykultúra adott penészgombák általi kolonizálását (Diener 

et al., 1987).  

4. Gomba-növény interakció. A penészgomba-fertőzés hatására a növényben 

olyan, különböző szerves molekulák (pl. aldehidek, ketonok, antocianidinek) 

keletkezhetnek, amelyek a gomba anyagcseréjének gátlását, vagy esetenként 

éppen a mikotoxin-produkció indukálását is eredményezhetik (Cleveland et 

al., 2009). 

 

A klímaváltozásból adódó átlaghőmérséklet-növekedés, szélsőséges, hektikus 

időjárási körülmények, illetve a kártevő rovarok terjedése tehát jelentős mértékben 

befolyásolhatják a penészgombák elterjedését/szaporodását és/vagy mikotoxin-

termelését, továbbá megváltoztathatják a növénnyel interakcióba lépő gombaközösség 

összetételét (Paterson & Lima, 2010). Az ember aflatoxin-kitettségének tekintetében 

– különösképpen a kiugróan magas értékeket mutató esetek miatt – főként trópusi 
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régiók érintettek legnagyobb mértékben (Gong et al., 2016). Amellett azonban, hogy 

a szennyeződött termékek nemzetközi kereskedelmével a mikotoxinok globális szintű 

problémaként jelennek meg, a klímaváltozás hatására egyre több mediterrán, illetve 

kontinentális éghajlatú termőterület válik érintetté (Marroquín-Cardona et al., 2014). 

Szerbiai kukorica ültetvények betakarításkor történő monitorozása során 

megmutatkozott, hogy míg az Aspergillus gombafajok számára relatíve kevésbé 

kedvező lokális időjárási körülményeket mutató 2009-2011-es periódus nem 

eredményezett detektálható mennyiségű aflatoxin-kontaminációt, addig az erősen 

aszályos, kiugróan magas napi hőmérsékleti értékeket felvonultató 2012. évben a 

minták közel 70 százaléka volt aflatoxin-szennyezett, 36,3 µg/kg-os átlagértéket 

mutatva (Kos et al., 2013). Dobolyi és mtsai. (2013) magyarországi 

kukoricaültetvények A. flavus általi fertőzöttségét vizsgálták 2009 és 2010 között, 

amelynek során a minták több mint 60 százalékáról izoláltak A. flavus törzseket, 

amelyek közel ötöde 5 µg/kg feletti AFB1 produkcióra volt képes. A kontaminációból 

adódó fokozódó problémák a nemzetközi kereskedelemben is megmutatkoznak. A 

RASFF éves jelentései alapján az Egyesült Államokból Európába exportált olajos 

magvak (földimogyoró, pisztácia, mandula) aflatoxin-szennyezettség miatt történő 

határátkelőhelyi visszafordítása 2012 és 2019 között fokozatosan növekvő esetszámot 

mutat (Alshannaq & Yu, 2021).  

Számos prediktív modell került kidolgozásra annak érdekében, hogy különböző 

klimatikus forgatókönyvek alapján becsléseket adjanak az adott penészgombafajok 

mikotoxin-termeléséről, egyesesetekben pedig adott növényre vonatkozóan a várható 

mikotoxin-szennyezettségről. Battilani és mtsai. (2016) felhívják a figyelmet arra, 

hogy +2 °C átlaghőmérséklet növekedés esetén jelentősen emelkedhet Dél- és 

Délkelet-Európa egyes országaiban a termesztett kukorica AFB1-terheltsége. 

Ukrajnára vonatkozóan három különböző típusú prediktív modell alkalmazása esetén 

egy csökkenést, míg a másik két modell jelentős mértékű növekedést vetít előre a 

2030. évre a termesztett kukorica AFB1-szennyezettségében, kiemelve az ország 

délkeleti régiójának veszélyeztetettségét (Van der Fels-Klerx et al., 2019). A 

viszonylag magasabb „aflatoxin-kockázatú” területek határainak kitolódását 

prognosztizálják az Egyesült Államok esetén is, amely a kukorica-öv (Corn Belt) 

fokozott érintettségét vonná maga után (Yu et al., 2018).  
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2.6. Az ember aflatoxin B1-kitettsége 

 

Az AFB1 elsősorban a szennyeződött élelmiszerek elfogyasztásával kerül az 

emberi szervezetbe. Legnagyobb mértékben egyes afrikai és dél-ázsiai területek 

érintettek, ahol a magas hőmérséklet és páratartalom, valamint a nem megfelelő 

raktározási körülmények kedveznek az Aspergillus fajok 

terjedésének/toxintermelésének. A kontaminálódott alapvető (pl. kukorica és 

földimogyoró alapú) élelmiszerek sok esetben kizárólagos fogyasztása a 

határértékekre vonatkozó szabályok hiányával párosulva fokozott kockázatot jelent az 

itt élő közösségek számára (Gong et al., 2016; Marroquín-Cardona et al., 2014). Az 

aflatoxin-terheltség validált biomarkerei közé a vizeletben mért AFM1 és AFB-N7-

guanin, valamint a vérben mért AFB-albumin tartozik, de több kutatás a vér AFB1 

koncentrációját veszi alapul. (Turner, 2013). A krónikus AFB1-kitettség felmérésére 

ezek közül leginkább az AFB1-albumin addukt vérből történő meghatározása 

alkalmas, mivel annak felezési ideje jóval hosszabb (kb. 2 hónap) a többi biomarkerhez 

képest (Gong et al., 2016). A fentebb említett, veszélyeztetett régiókban élő 

emberektől vett mintákban mért AFB1-albumin értékek az alsó detektálhatósági 

határtól az 1000 pg/mg albumin-ig terjedtek (Turner et al., 2012). A humán in utero 

AFB1-kitettségről és annak egyes következményeit vizsgáló munkákról a 2.3.7. 

fejezetben már említést tettünk. Fontos megjegyezni, hogy az anyát érő AFB1-terhelés 

egyik további potenciális velejárója lehet a fejlődő utód anyatejen keresztüli AFM1-

expozíciója, amely szintén kiemelt egészségügyi kockázatokat hordozhat (Magoha et 

al., 2014). További AFB1-kitettség érheti az utódot a kontaminálódott tápszeren 

keresztül, elsősorban szintén afrikai, dél ázsiai fejlődő országokra vonatkozóan. A 

csecsemő- és korai gyermekkor periódusa többek között az intenzív növekedés, 

valamint az adott testtömegre vonatkoztatott magasabb expozíciós értékek által igen 

kritikus időszakot jelent az AFB1 expozíció során (Gong et al., 2016). 

Ahogy az előző alfejezetben bemutatásra került, a klímaváltozás következtében 

egyre több földrajzi régió számára válhat problémává egyes kultúrnövények (pl. 

kukorica) terméseinek AFB1-kontaminációja. Érdemes említést tenni továbbá a 

humán AFB1-kitettség azon potenciális eseteiről, amelyeket a klímaváltozás szintén 

befolyásolhat, de a toxin nem az elfogyasztott táplálékon keresztül jut a szervezetbe. 

Egyes munkakörökben előfordulhat a tüdőn és/vagy bőrön keresztüli felszívódás. Ez 

elsősorban hulladékválogató/feldolgozó, valamint malomipari üzemeknél jelenhet 

meg, például hiányos, vagy nem megfelelő védőfelszerelés mellett. Egy portugál 
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hulladékkezelő üzem dolgozóinak vizsgálatakor 2,5 – 25,9 ng/ml értékek között 

mozgott a vérszérum AFB1 koncentrációja, míg a munkakörön kívüli kontroll 

csoportnál a toxin nem volt jelen detektálható mennyiségben (Viegas et al., 2015). 

Lengyel hulladékkezelő üzem szortírozó-kabin levegőinek monitorozásakor az A. 

flavus volt a legnagyobb százalékban kimutatott gombafaj (Brągoszewska, 2020). 

Nigériai takarmánymalmok levegőjéből szintén az A. flavus volt a leggyakoribb 

kitenyészthető gomba, mindemelett a különböző malmokban dolgozó emberek 

vérének vizsgálatakor 73,4 – 189,2 ng/ml átlagos AFB1 koncentrációkat detektáltak 

(kontroll: nd) (Oluwafemi et al., 2012). 

 

2.7. A zebradánió, mint toxikológiai modellszervezet 

 

A szubtrópusi eredettel rendelkező, közkedvelt akváriumi halfaj, a zebradánió 

az 1960-as évek végén egy magyar származású genetikus, Streisinger György 

közreműködésével lépett a tudomány színterére, mint gerinces modell szervezet. 

Számos előnyös tulajdonsága miatt rövid időn belül a molekuláris genetika és 

fejlődésbiológia igen előremutató modellszervezetévé vált (Meunier, 2012). A fajon 

végzet kutatómunkák száma az 1990-es évektől napjainkig rohamos növekedést mutat. 

Mára a zebradánió kiemelt vizsgálati alanyává vált a biológia megannyi 

tudományágának, alkalmazása különösen nagy jelentőséggel bír a toxikológia és 

ökotoxikológia területén. Legfontosabb előnyös tulajdonságai közé tartozik a rövid 

generációs idő, a relatíve nagy mennyiségű és gyakori ikraprodukció, az ikrák külső 

termékenyülése, a gyors embrionális fejlődés, az embriók átlátszósága, valamint a 

felnőtt egyedek viszonylag kis testmérete és csoportban tarthatósága (Detrich et al., 

1999). Az embrionális fejlődés során az embriók mikroszkóp alatt valós időben 

nyomon követhetők és könnyen manipulálhatók. Számos, fajra adaptált molekuláris 

biológiai, biokémiai, immunbiológiai és toxikológiai módszer került kidolgozásra, 

amely a nagy mintaelemszámmal és hatékony monitorozási technológiákkal párosulva 

lehetővé teszi a nagy áteresztőképességű tesztrendszerek kialakítását. Mindemellett 

transzgenikus és mutáns zebradánió vonalak létrehozásának lehetősége, valamint már 

kialakított vonalak széles tárháza áll rendelkezésre a kutatók számára (Spitsbergen & 

Kent, 2003). A leggyakoribb laboratóriumi zebradánió törzsek közé az AB, a Tübingen 

és a WIK tartoznak (Holden & Brown, 2018). A faj tartás- és szaporítás-technológiája 

jól kidolgozott és lehetővé teszi a laboratóriumi minőségbiztosítási rendszerben való 

működést (Good Laboratory Practice, GLP) (Wolf & Wolfe, 2003). Továbbá, az 
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1994-ben alapított Zebrafish Information Network (ZFIN, https://zfin.org) a fajon 

végzett egyre növekvő számú kutatásoknak és fejlesztéseknek köszönhetően egy 

rendkívül gazdag tudásbázist biztosít a kutatók számára. A ZFIN alapvetően egy 

genetikai és genomikai adatbázis és központ, amely lehetővé teszi többek között a 

zebradánió gének, transzkriptumok, ortológok, transzgenikus és mutáns fenotípusok, 

antitestek, betegség modellek és különböző ontológiák közötti célirányos keresést és 

tájékozódást (Van Slyke et al., 2018). 

 A környezetünkben egyre növekvő számban megjelenő szennyező anyagok 

infra- és szupraindividuális szinten egyaránt komoly problémákat okoznak. Mindez 

előtérbe helyezi azokat a modellszervezeteket, amelyek viszonylag nagy 

mintaelemszámmal vizsgálhatók, egy trofikus hálózat valamely kulcsszereplőjét 

képviselik vagy olyan molekuláris, sejt, szövet, szerv, szervrendszer szintű 

tulajdonságokat hordoznak, amelyek alapot szolgáltathatnak a vizsgálati eredmények 

emlősök vagy az ember irányába történő bizonyos fokú extrapolációjára. A zebradánió 

e tekintetben kettős szerepet tölt be. Egyrészt az édesvízi ökoszisztémák egyik fontos 

reprezentánsaként, mint ökotoxikológiai modell lép előtérbe, másrészt pedig számos 

jól konzervált tulajdonságából adódóan, az emlős és humán toxin-kitettség, illetve az 

abból fakadó betegségek modellezésében is fontos szerepet tölt be (Scholz et al., 2008; 

Tal et al., 2020). A zebradánió, mint humán betegség modell előretörésének nagy 

lendületet adott a Sanger Intézet által 2001-ben kezdeményezett genom-szekvenálási 

projekt, amelynek eredményei lehetővé tették a zebradánió genom humán genommal 

történő összehasonlítását (Howe et al., 2013). A fehérjét kódoló humán gének 71,4 %-

a rendelkezik legalább egy zebradánió ortológgal. Az Online Mendelian Inheritance 

in Man (OMIM) adatbázisban 2013-ban listázott, leírt fenotípusos eltéréshez köthető 

humán betegség-asszociált gének 82%-a megjelent ezek között a zebradánió ortológok 

között (Howe et al., 2013). Az ember, az egér, a házi tyúk és a zebradánió ortológok 

megoszlását a 4. ábra mutatja be. 
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A zebradánió modellek tehát fontos elemét képezik az ún. transzlációs 

toxikológiai kutatásoknak, amelyek legfőbb aspektusai az alábbiakban összegezhetők: 

a) több egyedfejlődési stádiumon keresztüli, vagy élethosszig tartó hatásvizsgálat; b) 

a xenobiotikumok támadáspontjainak megismerése; c) predikciók a toxicitásról más 

fajok, különös tekintettel az ember irányába; d) modellfejlesztés a toxikózis 

megelőzését/kezelését/mérséklését célzó hatóanyagok vizsgálatához (Tal et al., 2020). 

Az állatkísérletekből fakadó bioetikai kérdések elvezettek többek között a 3R 

szabály megfogalmazásához, amely a) a gerinces modelleket érő fájdalomcsökkentés 

érdekében azok alternatív, pl. in vitro illetve in silico tesztekre történő „kiváltását” 

(Replacement), b) a kísérletbe vont állatok számának csökkentését (Reduction) és c) a 

fájdalom minimalizálása érdekében történő módszerfejlesztést/kifinomítást 

(Refinement) szorgalmazzák (Richmond, 2000). Az önállóan nem táplálkozó stádiumú 

zebradánió embriók/lárvák − amelyek nem tartoznak a tudományos célokra felhasznált 

állatok védelméről szóló 2010/63/EU direktíva hatálya alá − nagymértékben 

alkalmasak a 3R szabály mentén történő kísérleti rendszerek felállítására. A 3R 

további 7 alapelvvel (Registration, Reporting, Robustness, Reproducibility, 

Relevance, Responsibility, Respect) egészült ki a tudományos közösség által, 

létrehozva a zebradánión végzett kutatómunka „10R szabályát” (Canedo et al., 2022). 

Az in utero xenobiotikum-expozíció embrionális fejlődésre gyakorolt hatásainak 

részletesebb vizsgálata az emlős modellek esetén számos korlátba ütközik, viszonylag 

magas költségekkel jár, és bioetikai problémákat vonhat maga után. A zebradánió 

embrió egy viszonylag költséghatékony alternatívát képvisel az in utero vizsgálatok 

4. ábra. Az ember, az egér, a házi tyúk és a zebradánió fehérje kódoló gének 

ortológok szerinti megoszlása (Howe et al., 2013. alapján a szerző által 

módosítva). 
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és az in vitro tesztek között. Noha nem biztosítja az anya-placenta-magzat 

kapcsolatrendszerének komplexitását, azonban lehetővé teszi az adott vizsgálati anyag 

embrióra gyakorolt direkt hatásainak feltérképezését.  

A zebradánió embrionális fejlődése körülbelül 5 nap alatt lezajlik. A víz 

hőmérsékletétől függően az embriók a termékenyülést követő 2-3. nap során kelnek ki 

az ikraburokból (Goessling & Sadler, 2015; Kimmel et al., 1995).  Fejlődésükhöz és 

felépítő folyamataikhoz szükséges energiát és alapvető, egyszerűbb vegyületeket a 

szik által raktározott tartalék táplálóanyagokból fedezik (Winnicki et al., 2001). Az 

embrionális fejlődés során a szikzacskó anyagai fokozatosan mobilizálódnak, amellyel 

párhuzamosan differenciálódik az emésztő csatorna, így az embrionális fejlődés 

időszakát követően a lárvák táplálkozó stádiumba léphetnek (Quinlivan & Farber, 

2017). Itt meg kell jegyezni, hogy a szakirodalom nem egységes a zebradánió 

embrió/lárva kifejezés alkalmazása tekintetében. Egyes szerzők a lárva elnevezést az 

embrionális fejlődést követő, önállóan táplálkozó stádiumtól, míg mások már az 

ikraburokból történő keléstől számítva használják (Kristofco et al., 2018; van Wijk et 

al., 2019). Mindemellett az ikraburokból kikelt, de még önállóan nem táplálkozó 

stádiumú zebradániók esetén az eleuthero-embrió kifejezés is gyakran megjelenik 

(Strähle et al., 2012). A doktori munkám vizsgálatainak időbeli végpontját az 

embrionális fejlődés időszakának vége képezte, amely stádium esetén a lárva kifejezés 

használata mellett döntöttem.  

Az embrionális fejlődés végére a zebradánió legtöbb szerve kialakul, így az 

embrionális toxin-expozíció szervi-differenciációra gyakorolt hatásai viszonylag rövid 

idő alatt feltérképezhetők (Scholz et al., 2008). Mindez olyan új-generációs 

szekvenálási módszerekkel és bioinformatikai analízisekkel párosítható, amelyek 

teljes transzkriptóm szintű betekintést nyújtanak az adott xenobiotikum által érintett 

biológiai útvonalakba.  

Az embrionális expozíciót követően az akut és krónikus következmények 

hatékonyan vizsgálhatók. Előbbi esetben modellezhetők az adott vizsgálati anyag 

toxikokinetikai (felszívódás, eloszlás, kiválasztás) és toxikodinámiai 

(hatásmechanizmus, támadáspont) tulajdonságai, a hosszú távú hatások feltérképezése 

során pedig betekintés nyerhető többek között a xenobiotikum tumorképződést, felnőtt 

kori immunológiai és szaporodásbiológiai problémákat eredményező, valamint multi- 

és transzgenerációs hatásaiba (Scholz et al., 2008).  

Kiemelten fontos szerepet töltenek be az embrionális xenobiotikum-expozíció 

hatásvizsgálatában azok a transzgenikus zebradánió reporter vonalak, amelyek sejt, 
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szövet, vagy szerv(rendszer) specifikus fluoreszcens jelet bocsátanak ki. Mivel az 

embrionális és korai lárvális stádiumokban az egyedek gyengén pigmentáltak, illetve 

mesterséges módon depigmentálhatók, ezért az adott struktúrákat érintő eltérések 

fluoreszcens mikroszkóp alatt valós időben, in vivo monitorozhatók. Az 1. táblázat a 

teljesség igénye nélkül felsorol néhány, toxikológiai és ökotoxikológiai kutatások 

számára is releváns transzgenikus zebradánió vonalat és azok funkcióit (lásd még: 

Silva Brito et al., 2022). 

 

 

1. táblázat. Xenobiotikumok toxicitásának vizsgálatára alkalmas transzgenikus 

zebradánió vonalak (Silva Brito et al., 2022. nyomán) 

Vizsgálati terület Célsejt/szövet/szerv Vonal megnevezése Referencia 

neurotoxicitás retina, agy, gerincvelő Tg(elav3l: GFP) (Park et al., 2000) 

motoneuronok Tg(olig2: dsRED) (Kim et al., 2008) 

motoneuronok Tg(mnx1: GFP) (Flanagan-Steet et 

al., 2005) 

gliasejtek Tg(gfap: EGFP) (Bernardos & 

Raymond, 2006) 

monoaminerg neuronok Tg(ETvmat2: GFP) (Wen et al., 2008) 

gerinchúr, fenéklemez Tg(-2.2shh:gfp:ABC) (Shkumatava et al., 

2004) 

vazo- és 

hematotoxicitás 

érrendszer (endotél 

sejtek) 

Tg(fli1:EGFP) (Tal et al., 2017) 

szív érhálózata (endotél 

sejtek)  

Tg(kdrl:mCherry) (Chi et al., 2008) 

eritrociták Tg(gata-1:DsRed) (Yaqoob et al., 

2009) 

kardiotoxicitás szívizom Tg(myl7:EGFP) (Huang et al., 2003) 

hepatotoxicitás máj Tg(fabp10:DsRed) (Chu & Sadler, 

2009) 

endokrin zavarok radiális gliasejtek 

(aromatáz) 

Tg(cyp19a1b-GFP) (Brion et al., 2012) 

immunmoduláció neutrofil granulociták Tg(mpx:EGFP) (Renshaw et al., 

2006) 

makrofágok Tg(mpeg1:mCherry) (Torraca et al., 

2017) 

ototoxicitás szőrsejtek Tg(pou4f3:gap43-

GFP) 

(Namdaran et al., 

2012) 

pankreotoxicitás β-sejtek Tg(ins:GFP) (Huang et al., 2001) 
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2.8.  Az immunrendszer kialakulásának főbb jellegzetességei 

zebradánióban 

 

A gerincesek immunrendszere alapvetően két, szoros együttműködésben és 

átfedésben álló részre, az ősibb veleszületett, valamint az evolúció során az állkapocs 

nélküli és állkapcsos halak ősénél kialakuló adaptív immunrendszerre különíthető 

(Sutoh & Kasahara, 2021). A veleszületett immunrendszer elemei alapvetően egy 

elsődleges, gyors és nem antigén-specifikus védelmi vonalat alkotnak, míg az adaptív 

immunrendszer klonális szelekción alapuló immunmemória és antigén-specifikus 

immunválasz kialakítására képes (Hoebe et al., 2004; Rajewsky, 1996). Az állkapcsos 

halak és az emlősök immunrendszere között számos, humorális, sejt és szerv szintű 

hasonlóság mutatkozik meg. Ugyanakkor meg kell említeni, hogy a halak adaptív 

immunrendszere nem képviseli azt a komplexitást és működésbeli fejlettséget, amit az 

emlősök esetén tapasztalhatunk, a patogén ágensekkel szemben elsősorban a 

robusztusabb veleszületett immunrendszerükre hagyatkoznak (Tort et al., 2003). 

Ellentétben az emlősökkel, a halaknál csontvelő nem alakult ki, a vérképzés elsődleges 

helye a fejvese. Nyirokcsomók szintén nem találhatók, azonban azok primitív 

analógjaiként csontoshalaknál a lépben, illetve a vesében lokalizálható ún. melano-

makrofág központok jelennek meg (Agius & Roberts, 2003).  

A zebradánió embrionális és korai lárvális fejlődése során elsődlegesen a 

veleszületett immunrendszerére támaszkodhat, mivel funkcionálisan érett adaptív 

immunrendszer csak a termékenyülést követő 4-6. hétre alakul ki (Lam et al., 2004). 

Az immunrendszer sejtes elemei multipotens őssejtekből alakulnak ki a vérképzés 

folyamata során, amely két ágra, a mielopoezisre, valamint a limfopoezisre különíthető 

el (a harmadik fő ág az eritrocitákat létrehozó eritropoezis). A mieloid vonal hozza 

létre azokat a fehérvérsejteket, amelyek főként a veleszületett, a limfoid vonal pedig 

azokat, amelyek az adaptív immunrendszerhez köthetők (Ellett & Lieschke, 2010; 

Kondo, 2009). 

A gerincesek embrionális vérképzése primitív és definitív szakaszokra osztható 

(Zon, 1995). A zebradánió esetén a primitív szakasz a termékenyülés első 24 órájában 

megkezdődik, amelynek eredményeként elsőként primitív makrofágok alakulnak ki az 

ún. rosztrális vérképző sziget területén, amelyek ezt követően az embrió különböző 

régióiba (pl. szikzacskó) vándorolnak és tovább differenciálódnak (Detrich et al., 

1995; Herbomel et al., 1999; Lieschke et al., 2002). Ezen a „kezdeti mieloid” vonalon 

emellett primitív neutrofil granulocitákat is létrejönnek (Le Guyader et al., 2008). A 
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termékenyülést követő 48. órára fagocitózist mutató primitív makrofágok és 

funkcionális, peroxidáz-pozítív primitív neutrofil granulociták vannak jelen a fejlődő 

zebradánió embrióban (Herbomel et al., 1999; Le Guyader et al., 2008). A definitív 

szakasz első felében − amely az embrionális fejlődés második napján kezdődik – 

jelennek meg az ún. eritromieloid progenitorok (EMP), amelyekből mieloid és eritroid 

sejtek egyaránt differenciálódnak, vörösvérsejteket, neutrofil granulocitákat, 

monocitákat és makrofágokat létrehozva. Ezeknek a progenitoroknak a jelentéle 

azonban csak átmeneti, az egyed fejlődésének további részében a vérképzés kiindulási 

pontját a (definitív) vérképző őssejtek képezik, amelyek a dorzális aorta ventrális 

falában keletkeznek. A HSC-k ezt követően az elővesébe, a farki hematopoetikus 

szövetbe és a csecsemőmirigybe vándorolnak, amelyek kiemelten fontos állomásai 

zebradániónál az embrionális immunrendszer sejtes elemeinek differenciációjában. A 

termékenyülést követő második héttől az eritroid, mieloid és limfoid vonal 

képződésének helyszínét fokozatosan átveszi a fejvese (Bertrand et al., 2007; Kissa et 

al., 2008; Murayama et al., 2006).  

 

2.9. Veleszületett immunrendszerre gyakorolt hatások vizsgálati 

lehetőségei zebradánió embriókon és lárvákon   

 

A zebradánió embriók és lárvák tehát egyrészt a gerinces vérképzés 

ontogenezisének fontos modellszervezetét képviselik, másrészt pedig lehetőséget 

adnak arra, hogy a veleszületett immunrendszer főbb sejtes és humorális elemeire (és 

azok fejlődésére) gyakorolt környezeti hatásokat vizsgálhassuk. A zebradánióra 

adaptált molekuláris biológiai, toxikológiai, biokémiai, immunológiai és műszeres (pl. 

fluoreszcens és konfokális mikroszkópia, mikroinjektálás) eljárások alkalmazásával és 

azok kombinálásával viszonylag komplex képet nyerhetünk a xenobiotikumok 

immunotoxikus hatásairól. Ennek egyik legfontosabb alapját az immunsejtek és az 

azokkal kölcsönhatásban lévő bizonyos struktúrák detektálhatósága képezi. Ezt 

egyrészt a már fentebb említett, fluoreszcens jelet kibocsátó genetikailag módosított 

zebradánió vonalak, másrészt pedig egyéb festési eljárások (pl. neutrál vörös a 

makrofágok, szudán fekete a granulociták jelölésére) biztosíthatják (Ko et al., 2011). 

Egyes multikolor transzgenikus vonalak segítségével betekintés nyerhető pl. a 

makrofágok és neutrofil granulociták vándorlásának egyidejű monitorozására, illetve 

ezen sejtek és az érhálózat interakcióinak megfigyelésére, vagy például a makrofágok 

és azok TNFα kifejeződésének együttes detektálására (Gray et al., 2011; Nguyen-Chi 
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et al., 2015). Az immunsejtek embriókon belüli pozícióját, eloszlását mikroszkópos 

képelemzés útján értékelhetjük, valamint számszerűsíthetjük azokat szintén fényképek 

alapján szoftveres módon vagy meghatározhatjuk gyakoriságukat fluoreszcencia 

aktivált-sejtválogatás (FACS) által. A következő, már jóval körülményesebb és 

sokszor nehezebben interpretálható eredményeket adó módszer a fagocitotikus 

képesség meghatározása. Ennek egyik módja az embriók tintával történő vénás 

mikroinjektálása, majd ezt követően a makrofágok neutrál vörös festése. A tintát 

tartalmazó makrofágok mikroszkópos és szoftveres elemzés útján elkülöníthetők és 

számszerűsíthetők (Yuan et al., 2020). 

A xenobiotikumok immunrendszerre gyakorolt hatásainak vizsgálatában 

kiemelt helyen szerepelnek azok az embrionális-lárvális zebradánió modellek, 

amelyek lehetővé teszik az adott anyag gyulladás indukáló képességének 

feltérképezését, vagy pedig éppen egy általunk kiváltott gyulladás lezajlásán keresztül 

értékelik a veleszületett immunrendszer kompetenciáját. Ezeknek a 

modellrendszereknek fontos elemét képezi a gyulladásos folyamatokat kísérő és 

szabályozó mediátorok mennyiségi analízise. Zebradánió esetén a nitrogén-monoxid 

és a hidrogén-peroxid egyaránt szerepet játszanak a gyulladás szignalizációjában. 

Mindkét molekula termelődése valós időben, in vivo nyomon követhető az embriókon, 

lárvákon belül fluoreszcens próba (DAF-FM-DA), vagy genetikai módosítás által 

létrehozott hidrogén-peroxid érzékeny fluorofor (HyPer) alkalmazása által (Kojima & 

Nagano, 2000; Pase et al., 2012). Az immun- és gyulladás-asszociált gének (pl. pro- 

és anti-inflammatorikus citokinek) kifejeződésének reverz transzkripción alapuló 

kvantitatív polimeráz láncreakció (RT-qPCR) segítségével történő mérése szintén 

alapvető fontosságú. A gyulladásos folyamatok vizsgálatára alkalmas zebradánió 

embrió/lárva modellek különböző invazív és non-invazív eljáráson alapulnak, amelyek 

nem csupán a xenobiotikumok hatásvizsgálatában, de különböző (terápiás célú) 

vegyületek anti-inflammatorikus potenciáljának megismerésében is kiemelt szerepet 

töltenek be. Az alábbiakban ezek közül kerül néhány bemutatásra, a teljesség igénye 

nélkül.  

 

2.9.1. Mikroinjektáláson alapuló gyulladásos modellek 

 

Az embriók üveg mikrokapillárissal történő injektálása alapvető jelentőséggel 

bír a genetikai módosítás vagy pl. a géncsendesítés folyamatában. A módszert − 

amelynek mára már automatizált, nagy-áteresztőképességű teszteket biztosító 
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technológiái is elérhetők − a toxikológiai kutatásokban is alkalmazzák, mivel többek 

között alkalmas az adott vizsgálati anyag célzott bejuttatására (Wang et al., 2007). 

Lefontosabb ide tartozó embrionális/lárvális területek a szikzacskó, a gerinchúr, az 

agykamra, az otikus vezikula, az izomszelvények, illetve vénák (Torraca & Mostowy, 

2018). A mikroinjektálásos gyulladásos modellben vagy valamilyen patogén eredetű 

lipopoliszacharidot (LPS), vagy pedig baktériumokat (pl. Pseudomonas aeruginosa, 

Burkholderia cenocepacia, Staphylococcus aureus) juttatnak az embrióba/lárvába 

(Brannon et al., 2009; Prajsnar et al., 2012; Vergunst et al., 2010). Az injektálás 

helyétől függően, lokális, illetve szisztémás gyulladás alakítható ki. Ezt követően 

megfigyelhető az egyes immunsejtek gyulladásos területre történő vándorlása, 

felhalmozódása, reverz migrációjuk dinamikája. Fluoreszcensen jelölt baktériumok 

esetén pedig nyomon követhetők az azokkal való interakciók (Benard et al., 2012). 

Emellett, a gyulladás-indukáló anyag/ágens különböző dózisokban történő 

injektálásával túlélési görbék is felállíthatók. 

 

2.9.2. Úszószegély sebzésén alapuló gyulladásos modellek 

 

A zebradánió úszóinak kezdeti formái az embrionális fejlődés során jelennek 

meg, ekkor még egy folytonos úszószegélyt alkotva. Ez az úszószegély átlátszó, 

könnyen manipulálható és viszonylag gyors regenerációra képes. A zebradánió 

embriók és lárvák közkedvelt és igen előremutató modellként szerepelnek a gerinces 

szöveti regeneráció, és az azt szabályozó mechanizmusok kutatásában is (Yoshinari et 

al., 2009).  

Az úszószegély sebzése különböző helyeken és mértékben megtehető. Az egyik 

leggyakrabban elterjedt eljárás a farokúszó hossztengelyre merőleges irányú, 

altatásban történő, steril levágása, általában az ikraburokból való kikelést követően, 

72-120 órás kor között. Ez a művelet egy alapvető gyakorlat megszerzését követően, 

mikroszkóp alatt könnyen és gyorsan kivitelezhető. A sebzést követő néhány percen 

belül a neutrofil ganulociták az érpályákból kilépve az érintett területhez vándorolnak. 

Felhalmozódásuk mértéke/dinamikája (recruitment) függ a sebzés volumenétől és 

jellegétől (szövetek roncsolódása), a sejtszám 96-120 órás lárvák esetén a sebzést 

követő 2-4 óránál éri el a maximumát. A granulociták felhalmozódását némi késéssel 

követik a makrofágok. 12-24 óra elteltével az immunsejtek mennyisége reverz 

migrációjukból és/vagy apoptózisukból adódóan jelentősen csökken a regenerálódó 

szövet területén (Li et al., 2012; Loynes et al., 2010). A fentiekben említett 
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transzgenikus vonalak alkalmazásával mindez lehetővé teszi az immunsejtek lokális 

számszerűsítését, az érrendszerből történő ki- és belépés hatékonyságának és a 

gyulladás lezajlásának értékelését. Mindemellett, például képelemzés által mérhetővé 

válik a farokúszó regenerációjának mértéke és sebessége, amely jelentősen hozzájárul 

az adott vegyület lokális gyulladásra gyakorolt hatásának átfogóbb megismeréséhez 

(Mathew et al., 2006). 

 

2.9.3. Nem-invazív eljáráson alapuló gyulladásos modellek 

 

A nem-invazív beavatkozások esetén az embriókat/lárvákat a gyulladás-

indukáló anyag vizes oldatában inkubálják, az expozíció tehát az egyedek teljes 

felületén keresztül zajlik. Ennek egyik lehetősége az LPS alapú kezelés, amely egy 

koncentráció-függő szisztémás gyulladást alakít ki. Az alkalmazott dózis 

függvényében kiértékelhetővé válik az adott immunsejtek teljes embrión/lárván belüli 

eloszlásának megfigyelése, mennyiségi analízise, vagy adott esetben az egyedek 

túlélése. Mind ehhez párosíthatók a különböző immun- és gyulladás-asszociált gének 

kifejeződésében megmutatkozó eltérések. Így képet kaphatunk arról, hogy az adott 

xenobiotikumnak való embrionális kitettség milyen mértékben képes megváltoztatni 

egy szisztémás gyulladásos reakciót, és következtetéseket vonhatunk le a vizsgálati 

anyag immunkompetenciát befolyásoló hatásairól (Lee et al., 2013; Yang et al., 2014). 

További nem-invazív módszerként jelenik meg a réz-szulfát által indukált 

lokális gyulladás. Ennek során az embriók/lárvák oldalvonal szervét alkotó, 

szőrsejtekből álló ún. neuromast központok károsodnak. Ezek az érzékelő központok 

transzgenikus vonalak vagy egyéb jelölési technikák segítségével mikroszkóp alatt jól 

lokalizálhatók. Ez lehetőséget ad annak értékelésére, hogy egy xenobiotikum-

expozíció milyen mértékben teszi „fogékonnyá” ezeket a neuromast központokat egy 

kémiai ágens (jelen esetben a réz-szulfát) kárósító hatásával szemben, illetve hogyan 

befolyásolja a veleszületett immunrendszer sejtes elemeinek erre a típusú lokális 

gyulladásra adott válaszreakcióját (d’Alençon et al., 2010; Ghysen & Dambly-

Chaudière, 2004; Hernández et al., 2006). 
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3. Anyag és módszer 
 

3.1.  A zebradániók tartási és szaporítási körülményei 

 

A kísérletekbe vont embriókat szolgáltató laboratóriumi AB, valamint transzgenikus 

Tg(mpx:EGFP) és Tg(gata1:dsRED;flk1:GFP) zebradánió vonalak a Magyar Agrár- 

és Élettudományi Egyetem Szent István Campusán, az Akvakultúra és 

Környezetbiztonsági Intézetben található zebradániók számára kialakított és 

fenntartott Tecniplast ZebTEC recirkulációs haltartó rendszerben kerültek 

felnevelésre. A szülőállomány 14/10 világos/sötét szakaszú megvilágítás mellett, 25,5 

± 0,5 °C hőmérsékletű, 7,0 ± 0,2 pH értékű, 550 ± 50 µS vezetőképességű, szűrt 

(mechanikai + szén), UV által sterilezett, áramoltatott vízben (rendszervíz), 3 l-es 

mobilis medencékben, 5-7 egyed/l egyedsűrűséggel volt fenntartva. Az állomány 

takarmányozása/etetése naponta, életkornak megfelelő szemcseméretű haltáppal (SDS 

Zebrafeed), valamint tengeri sórákkal (Artemia salina) történt. Az ivarérett, felnőtt 

halak szaporítása erre a célra kialakított, válaszfallal ellátott rácsos aljú 

szaporítómedencékben zajlott. Az ívást követően a leadott ikratétel 10 cm átmerőjű, 

friss rendszervizet tartalmazó Petri csészékbe lett összegyűjtve, majd pedig a 

termékenyült és normális sejtosztódást mutató embriók fénymikroszkóp alatt steril 

műanyag Pasteur pipetták segítségével kiválogatásra kerültek. 

 

3.2.  Embrionális aflatoxin B1-expozíció szubletális koncentrációkkal 

 

Annak érdekében, hogy kijelölhessem az alkalmazandó, viszonylag alacsony, 

szubletális AFB1 koncentráció értékeket, elsőként 120 órás intervallumra kiterjesztett 

Fish embryo toxicity (FET) tesztet végeztem el az OECD 236 irányelv alapján. Ennek 

során a 8-16 sejtes stádiumban lévő zebradánió embriók egyedileg, 24 lyukú 

sejttenyésztő lemezekbe kerültek, 2 ml/embrió végtérfogattal. A FET tesztben 

alkalmazott kezelési koncentrációk (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25 és 0,5 mg/l) dimetil-

szulfoxidban (DMSO) felvett 1 mg/ml-es AFB1 törzsoldat rendszervízben történő 

hígításával készültek. Az oldószeres kontroll csoport esetén az oldószer (DMSO) 

mennyisége nem haladta meg a 0,01 térfogatszázalékot. A FET teszt két független 

kísérlettel, csoportonként három ismétlésben került kivitelezésre, ismétlésenként 10 

egyedet alkalmazva (N = 60/csoport). A teszt során naponta feljegyeztem az elpusztult 

embriók számát. A mortalitási értékek alapján a koncentráció-válasz összefüggést, 
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valamint az 1, 10 és 50 % pusztulást eredményező AFB1 koncentrációkat (LC1, LC10, 

LC50) OriginPro szoftver segítségével határoztam meg, az alábbi egyenlet szerint: y 

= A1 + (A2−A1) / (1 + 10 ^ ((LOGx0 − x) * p), ahol A1: alsó aszimptóta; A2: felső 

aszimptóta (a koncentráció válasz görbe alsó és felső platói által közelített vízszintes 

egyenesek); LOGx0: a függvény középpontja; p: Hill koefficiens (a görbe 

meredeksége). A további kísérletek során alkalmazott, szubletális koncentrációk 

(0,025; 0,05; 0,075 és 0,1 mg/l) felső határa az LC10 érték alapján került kijelölésre. 

Az ide vonatkozó AFB1-expozíciók 10 cm átmérőjű Petri-csészékben zajlottak, 25,5 

± 0,5 °C hőmérsékletet biztosító inkubátorokban, 20 embrió/40 ml, illetve 30 

embrió/45 ml végtérfogatban, szintén 120 órás kezelési idővel. 

 

3.3.  Morfológiai elváltozások értékelése 

 

Az embrionális AFB1-expozíció végén, a termékenyülést követő 120. órát 

megelőzően (120 hours post fertilisation, hpf) a zebradánió lárvákat altatásba vittem, 

trikain-metánszulfonát (MS-222) rendszervízes oldatának (168 mg/l) segítségével. Ezt 

követően mikroszkóp (Leica M205 FA, Leica DFC 7000 T kamera, Leica Application 

Suite X szoftver, Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Németország) alatt oldalnézeti 

fényképeket készítettem a lárvákról, három ismétlésben, ismétlésenként 10 egyeddel 

(N=30/csoport). A teljes testhosszt, az úszóhólyag oldalnézeti területét és a relatív 

bélhosszt a fényképek alapján ImageJ szoftverrel határoztam meg. A lárvák 

érrendszerében bekövetkező morfológiai elváltozások megfigyeléséhez 

Tg(gata1:dsRED;flk1:GFP) vér-érrendszer specifikus transzgenikus zebradánió 

vonalat alkalmaztam. A kontroll, illetve kezelt csoportok összehasonlítása a fentiekben 

leírt mikroszkópos technikával készült fényképek alapján történt, GFP és mCherry 

szűrők alkalmazása mellett.  

 

3.4.  RNS szekvenálás és teljes transzkriptom analízis 

 

A teljes RNS szekvenálást és analízist a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekuláris 

Biológiai Intézetében végeztük. Ennél a vizsgálatnál az embrionális AFB1-expozíciót 

a kijelölt szubletális koncentráció sor legmagasabb, LC10 értéket megközelítő 

koncentrációjával (0,1 mg/l ≈ LC10) végeztük el. Az AFB1-expozíció végén, 

csoportonként 4 ismétlésben, ismétlésenként 30 lárva 200 µl Trizol reagenst 

tartalmazó mikrocentrifuga-csövekben (30 lárva/cső) homogenizálásra került, majd 
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400 µl-re kiegészítve -80 °C hőmérsékleten lett eltárolva. Az RNS izolálást 

kloroformos elválasztás/izopropanolos precipitáció/etanolos mosás módszerével 

végeztük. Az RNS integritását Eukaryotic Total RNA Nano Kit és Agilent 

BioAnalyzer automata gélelektroforézis készülék segítségével határoztuk meg. 

Szekvenálásra azok a minták kerültek, ahol az RNS integritás értéke (RNA integrity 

number (RIN) value) 7-nél nagyobb volt. Az RNS könyvtár létrehozása Ultra II RNA 

Sample Prep kit segítségével történt. Ennek során elsőként a poli(A)farokkal 

rendelkező mRNS-t, mágneses gyöngyökkel konjugált deoxitimin szekvenciához 

(oligo-dT) kötöttük, eluáltuk, majd pedig fragmentáltuk. Ezt követően random 

primerek felhasználásával és reverz transzkripció által létrehoztuk a komplementer 

DNS-eket (cDNS). Adapter ligálást követően a szekvenálást Illumina NextSeq500 

készülék segítségével végeztük el. A nyers szekvenálási adatokat HISAT2 algoritmus 

segítségével illesztettük a zebradánió referencia genomhoz (GRCz11). A 

differenciáltan expresszált géneket StrandNGS szoftver és DESeq1 algoritmus 

segítségével azonosítottuk. Az AFB1 kezelés hatására szignifikánsan érintett biológiai 

folyamatokat gén-ontológiai elemzéssel (Gene Ontology Enrichment Analysis, 

GOEA), Cytoscape/ClueGo szoftverrel (Bindea et al., 2009) értékeltük. 

 

3.5.  Génexpresszió meghatározása RT-qPCR segítségével 

 

Az egyes, többek között a transzkriptom analízis eredményei alapján kijelölt 

markergének kifejeződését reverz transzkripción alapuló kvantitatív polimeráz 

láncreakcióval (RT-qPCR) határoztam meg. Az AFB1-expozíció végén, 

csoportonként 5 ismétlésben, ismétlésenként 30 lárvát 200 µl Trizol reagenst 

tartalmazó mikrocentrifuga-csövekben (30 lárva/cső) homogenizáltam, majd 400 µl-

re kiegészítve -80 °C hőmérsékleten tároltam. Az RNS izolálást kloroformos 

elválasztás/izopropanolos precipitáció/etanolos mosás módszerével végeztem. Az 

izolált, nukleáz-mentes vízben felvett RNS minőségét és mennyiségét NanoDrop One 

spektrofotométerrel értékeltem. A cDNS-ek létrehozásához High Capacity cDNA 

Reverse Transcription kit-et használtam. A PCR reakciókat 5x HOT FIREPol 

EvaGreen qPCR Supermix segítségével végeztem LightCycler 480 II készülékben. Az 

egyes kezelési/kontroll csoportokhoz tartozó eredményeket az ef1a háztartási gén 

kifejeződéséhez viszonyítva, normalizált mRNS szintben fejeztem ki. A vizsgált 

génekhez tartozó primerek szekvenciáit az 1. melléklet tartalmazza. 
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3.6.  Neutrofil granulocita sejtszám és eloszlás meghatározása 

 

A neutrofil granulociták számszerűsítéséhez és az embriókon/lárvákon belüli 

eloszlásának vizsgálatához Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebradánió reporter vonalat 

alkalmaztunk. A teljes lárvákra vonatkozó neutrofil granulocita sejtszám (EGFP+ 

sejtek gyakorisága) a Debreceni Egyetem Immunológiai Intézetében, fluoreszcencia 

aktivált sejtválogatás (fuorescence activated cell sorting, FACS) módszerével 

határoztuk meg. A vizsgálatot két független kísérlettel, csoportonként három 

ismétlésben, ismétlésenként 15 lárvával végeztük el. Ennek során az AFB1-expozíció 

végén (120 hpf) a lárvákat mikrocentrifuga-csövekbe (15 lárva/cső) helyeztük, 

amelyeket jéggel lehűtött vízbe állítottunk az egyedek túlaltatása érdekében. Ezt 

követően a lárvákat Ringer-oldatban átöblítettük, majd pedig 0.25 százalékos Tripszin-

EDTA segítségével emésztettük. Az emésztést magzati szarvasmarha szérum (fetal 

bovine serum, FBS) és kálcium-klorid hozzáadásával állítottuk le. A mintákat 

centrifugálást követően (400 g; 5 perc) 5 százalékos FBS/PBS oldatban 

reszuszpendáltuk és 40 µm pórusméretű sejtszűrő kosarakkal átszűrtük. Az egyes 

mintákban az EGFP+ sejtek gyakoriságát 10^5 sejtre vonatkozóan NovoCyte Flow 

Cytometer készülékkel határoztuk meg.  

A neutrofil granulociták lárvákon belüli eloszlásának értékeléséhez az AFB1-

expozíció végén, altatásban (MS-222, 168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készítettem 

a lárvákról GFP szűrővel felszerelt Leica M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, 

Leica Application Suite X szoftver által. A granulociták eloszlását a fényképek alapján 

értékeltem, valamint a szik-bélrendszer területén található EGFP+ sejteket ImageJ 

szoftver segítségével (manuális módon) összesítettem. 

 

3.7.  Nitrogén-monoxid termelődés in vivo meghatározása 

 

Egy gyulladásos mediátornak, a nitrogén-monoxidnak lárvákon belüli termelődését 

fluoreszcens jelet szolgáltató diaminofluoreszcein-FM diacetát (DAF-FM-DA) próba 

segítségével határoztam meg. Az AFB1-expozíció végén a lárvákat 96 lyukú, 

lyukanként 200 µl, 5 µM DAF-FM-DA oldatot tartalmazó sejttenyésztő lemezekbe 

helyeztem individuálisan és 25,5 °C-on, sötétben, 1 órán keresztül inkubátorban 

tartottam. Ezt követően a lárvákat rendszervízben átöblítettem, majd altatásban (MS-

222, 168 mg/l) oldalnézeti fényképeket készítettem GFP szűrővel felszerelt Leica 
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M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X szoftver által. A 

fényképek alapján ImageJ szoftver segítségével meghatároztam az egész lárvára, 

valamint a szik-bélrendszer területére korlátozódó fluoreszcencia intenzitás értékeket. 

A fluoreszcencia intenzitása arányos a nitrogén-monoxid termelődés mértékével. 

 

 

3.8.  Aminosav analízis 

 

Az L-arginin tartalmat ultranagy-hatékonyságú folyadékkromatográfiás (UPLC) 

módszerrel határoztuk meg. Az AFB1-expozíció végén a 120 órás lárvákat 

mikrocentrifuga-csövekbe gyűjtöttük, meghatároztuk a nedves tömeget, majd 

homogenizáltuk a lárvákat (30 lárva/cső, 3 ismétlés/csoport). A homogenizálást 

centrifugálás (20000 g, 10 perc), a felülúszó átszűrése (3kDa-os szűrő), majd pedig 

vákuumos szárítása (SpeedVac, Thermo Scientific) követte. A derivatizálást AccQTag 

Ultra kit segítségével végeztük. A minták mérését és analizálást 2 belső ismétlésben 

UPLC készülékkel (H-Class, Waters) és Empower szoftverrel végeztük. 

 

3.9.  Farokúszó sebzésén alapuló gyulladásos modell 

 

A farokúszó sebzését Tg(mpx:EGFP) transzgenikus zebradánió reporter vonalon 

végeztem, amely lehetővé teszi a neutrofil ganulociták sebzés területére vándorlásának 

in vivo monitorozását. Az embrionális AFB1-expozíciót követően, 108 hpf-nél a 

lárvákat altatásba vittem (MS-222, 168 mg/l), majd mikroszkóp alatt steril 

borotvapengével a farokúszó-véget a lárva tengelyére merőlegesen, a gerinchúr vége 

és a farkúszó legtávolabbi pontja közötti szakasz középső régiójában, egyenes vonalú 

vágással eltávolítottam. Ez után a lárvák friss rendszervizet tartalmazó 24 lyukú 

sejttenyésztő lemezekbe kerültek, individuálisan. A sebzést követő 4. és 12. órában a 

lárvákról oldalnézeti fényképeket készítettem GFP szűrővel felszerelt Leica M205 FA 

fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X szoftver által. A sebzés 

területére vándorolt neutrofil granulociták mennyiségét a fényképek alapján manuális 

sejtszámolással összesítettem, 5 független kísérletben, csoportonként 10 lárvával 

(N=50/csoport). 
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3.10. A szikzacskó lipid tartalmának mérése 

 

A lárvák, elsősorban azok szikzacskójának neutrális lipidtartalma közti különbségeket 

Oil-Red-O (ORO) festéssel határoztam meg. Az AFB1-expozíció végén (120 hpf) a 

lárvákat jéggel fokozatosan lehűtött rendszervízben túlaltattam, PBS-el átöblítettem, 

majd 4 % (v/v) paraformaldehidben, 4 °C-on, 6 órán keresztül fixáltam azokat. A 

fixálást követően 1 g/l ORO izopropanolos (60%) oldatában a lárvákat 

szobahőmérsékleten 2 órán keresztül mikrocentrifuga-csövekben inkubáltam. A 

festést PBS-el történő átöblítés követte, végül az egyedek lépcsőzetes módon, 95 

százalékos glicerinbe kerültek. Az ORO által festett lárvákról, mikroszkóp (Leica 

M205 FA) alatt egységes megvilágítású (fehér) háttérrel oldalnézeti képeket 

készítettem. Az egyes csoportokhoz tartozó lárvák szikzacskóinak lipid tartalma közti 

különbségeket optikai denzitás méréssel határoztam meg ImageJ szoftver segítségével, 

„Rodbard”-kalibrációt követően (https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/). 

A festést két ismétlésben, csoportonként 10 lárvával végeztem (N=20/csoport). 

 

3.11. Emésztőcsatorna funkcionális in vivo vizsgálata fluoreszcens 

mikrogyönggyel 

 

Az emésztőrendszer károsodásának egyik vizsgálatát a fluoreszcens mikrogyöngy-

assay képezte. Ennek során reverz ozmózis (RO) vízzel átmosott, centrifugált és újra 

szuszpenzióba vitt (2,5 %), fluoreszcens jelet kibocsátó, átlagosan 2 µm átmérőjű 

mikrogyöngyöket (carboxylate-modified polystyrene latex beads, fluorescent red, 

Sigma-Aldrich) alkalmaztam. Az AFB1-expozíció végén, két független kísérletben, 

csoportonként 10 lárvát (N=20/csoport) 0,025 százalékos mikrogyöngy szuzpenziót 

tartalmazó mikrocentrifuga-csövekbe helyeztem (5 lárva/cső) és 3 órán keresztül 25,5 

°C-on, a centrifuga-csöveket nyitott állapotban hagyva inkubáltam. Az inkubálást 

követően a lávákat friss rendszervízben többször átöblítettem, eltávolítva a 

mikrogyöngyöket a vizes közegből, majd pedig altatásban (MS-222, 168 mg/l) 

oldalnézeti fényképeket készítettem az állatokról mCherry szűrővel felszerelt Leica 

M205 FA fluoreszcens mikroszkóp alatt, Leica Application Suite X szoftver által. A 

garat-régióban, valamint a bélcsatornában felhalmozódó mikrogyöngyök által 

kibocsátott fluoreszcens jelet ImageJ szoftver által számszerűsítettem. 
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3.12. Statisztikai értékelés 

 

A kísérletek során született adatok normalitás-vizsgálatát Shapiro-Wilk próbával 

végeztem. A csoportok közötti statisztikai különbségeket a normalitás-vizsgálat 

eredményétől függően egyszempontos paraméteres ANOVA-val és Dunnett-féle post 

hoc teszttel, vagy egyszempontos nem-paraméteres ANOVA-val (Kruskal-Wallis 

teszt) és Dunn-féle post hoc teszttel értékeltem. Az eredményeket átlag ± szórás 

formában mutattam be. A transzkriptom analízis során a szignifikáns mértékben 

differenciáltan expresszált géneket korrigált T-próba (Moderated T-test) és Benjamini-

Hochberg FDR korrekció segítségével határoztuk meg. Statisztikailag igazoltan 

szignifikáns különbséget p <0,05 szinten állapítottam meg. 

 

3.13. Bioetikai állásfoglalás 

 

A doktori munka során elvégzett kísérletek megfelelnek az Európai Parlament 

és a Tanács tudományos célokra felhasznált állatok védelméről szóló 2010/63/EU 

irányelveinek, amelynek hatálya alá többek között „az önállóan táplálkozó 

lárvaállapotú állatok” tartoznak. A doktori munka kísérleteihez önállóan nem-

táplálkozó stádiumú zebradániókat használtunk fel. 
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4. Eredmények 

 

4.1. A szubletális aflatoxin B1-expozíció lárvák morfológiájára és teljes 

transzkriptomra gyakorolt hatásai 

 

A viszonylag alacsony, szubletális AFB1 koncentrációk a 120 órára kiterjesztett 

FET teszt során tapasztalt mortalitási arányok alapján kerültek kijelölésre. Az ide 

vonatkozó koncentráció-válasz görbe alapján meghatározott, 120 órára vonatkoztatott 

letális koncentráció értékek az alábbiak szerint alakultak: LC1 = 0,081 mg/l; LC10 = 

0,108 mg/l; LC50 = 0,141 mg/l (5. A ábra). Az alkalmazott szubletális koncentráció-

sorozatot az LC10 (0,108 mg/l) érték alapján az alábbiakban határoztuk meg: 0,025; 

0,05; 0,075 és 0,1 mg/l (5. B ábra).  

 

 

 

Az embrionális AFB1-expozíció nem eredményezett drasztikus morfológiai 

elváltozásokat az embriókban/lárvákban, azonban enyhe mértékű, de statisztikailag 

már igazolható csökkenés mutatkozott a teljes testhosszban 0,1 mg/l koncentráció 

esetén. Mindemellett egy jelentősebb, koncentráció-függő csökkenés volt 

tapasztalható az úszóhólyag méretében (6. A-C ábra). 

 

 

5. ábra. A) Koncentráció-válasz görbe és az ahhoz tartozó letális koncentráció (LC) értékek a 

120 órára kiterjesztett Fish Embryo Acute Toxicity (FET) teszt során tapasztalt mortalitási 

arányok alapján. B) Az LC10 érték alapján kijelölt, szubletális koncentrációkkal történő 

embrionális AFB1-expozíció sematikus ábrája. hpf: hours post fertilization. 
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Ezt követően, teljes RNS szekvenálás és transzkriptom analízis segítségével 

mélyebb betekintést nyertünk a lárvák AFB1-expozíció által befolyásolt különböző 

biológiai folyamataiba. 1216 gén mRNS szintű kifejeződése változott meg 

szignifikáns mértékben (differentially expressed genes, DEGs) a kezelés hatására (0.1 

mg/l). Ezen differenciáltan expresszált gének közül 829 csökkent, míg 387 fokozott 

kifejeződést mutatott az AFB1 kezelt lárvákban (7. ábra). 

 

 

 

 

6. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció hatása a 120 órás zebradánió lárvák 

morfológiájára. A) Oldalnézeti fényképek a 120 órás lárvákról a kezelést követően. A piros 

nyíl az úszóhólyagot jelöli. B) Az AFB1-expozíció hatása a lárvák teljes testhosszára. C) Az 

AFB1-expozíció hatása az úszóhólyag méretére. A diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: 

statisztikailag igazolt különbség az oldószeres kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 

hpf: hours post fertilization. 
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A gén-ontológiai elemzés számos, szignifikáns mértékben indukált vagy gátolt 

biológiai folyamatot azonosított. Az indukált gének között az immunrendszer- és 

gyulladás-kapcsolt folyamatokban kulcsszerepet játszó géncsoportok kimagasló 

felülreprezentáltsága volt kimutatható (8. A ábra). A gátolt gének esetén 

legjelentősebb mértékben a redox útvonalak és számos anyagcsere folyamat − különös 

tekintettel a lipid és szerves sav anyagcserére − érintettsége mutatkozott meg (8. B 

ábra). 

Összefoglalva tehát, a szubletális AFB1-expozíció nem okozott drasztikus 

morfológiai eltéréseket, mindemellett azonban jelentős, teljes transzkriptom szintű 

változásokat eredményezett az embrionális fejlődés végére a zebradánió lárvákban. 

7. ábra. Szubletális (LC10), embrionális AFB1-expozíció teljes transzkiptomra gyakorolt 

hatásai a 120 órás zebradánió lárvákban. A teljes RNS-szekvenálás által azonosított 

differenciáltan expresszált gének „hőtérképe”. 
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4.2. Az aflatoxin B1 veleszületett immunrendszerre gyakorolt hatásai 

 

A teljes transzkriptom analízis során született eredmények alapján a következőkben az 

embrionális AFB1-expozíció veleszületett immunrendszerre és gyulladásos 

folyamatokra gyakorolt hatásainak vizsgálatára fókuszáltunk. Ennek érdekében 

elsőként négy immunválasz-asszociált gén (interleukin 1β, il1β; mátrix 

metallopeptidáz 9, mmp9; kemokin (C-X-C motívum) ligand 8b 1, cxcl8b.1; kemokin 

(C-X-C motívum) ligand 18b, cxcl18b) kifejeződését vizsgáltam RT-qPCR 

segítségével. Összhangban az RNS-szevenálás eredményeivel (9. A ábra), az AFB1 

kezelés a kiválasztott markergének jelentős mértékű, koncentráció-függő indukálását 

vonta maga után (9. B ábra). 

8. ábra. Szubletális (LC10), embrionális AFB1-expozíció teljes transzkiptomra gyakorolt 

hatásai a 120 órás zebradánió lárvákban. A) Az AFB1 által legszignifikánsabb mértékben 

indukált és B) represszált első 10 biológiai folyamat, és az azokhoz tartozó differenciáltan 

expresszált gének mennyisége. 
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A többek között fontos neutrofil granulocita kemoattraktáns faktorokat (cxcl8b.1, 

cxcl18b) is felvonultató immunválasz-asszociált géncsoportok szignifikáns indukciója 

alapján feltételezhetővé vált az AFB1-expozíció granulociták eloszlását, mennyiségét, 

viselkedését moduláló hatása. Mindezek in vivo és in vitro vizsgálatához neutrofil 

granulocita specifikus transzgenikus zebradánió vonal állt rendelkezésünkre. A 120 

órás lárvákról készült fényképek alapján megfigyelhetővé vált, hogy az AFB1 kezelés 

hatására a neutrofil granulociták eloszlása a lárvákon belül megváltozik, diffúz jellegű 

szóródást eredményezve (10. A ábra). Mindemellett, a lárvák szik-bélrendszerének 

területén a neutrofil granulociták fokozott felhalmozódása mutatkozott meg. Mivel az 

embriók/lárvák ezen régiója jól lokalizálható és körül határolható, ezért összesítettem 

a szik-bélrendszer területén akkumulálódott granulocita sejtek számát, amely 

0,025−0,075 mg/l koncentráció tartományban erőteljes növekedést mutatott (10. B 

9. ábra. Az AFB1 hatása az immun- és gyulladás asszociált gének kifejeződésére a 120 órás 

zebradánió lárvákban. A) Teljes RNS-szekvenálás által azonosított differenciáltan expresszált    

immun- és gyulladás asszociált gének „hőtérképe”. Piros csillag jelöli az RT-qPCR-hez 

kiválasztott géneket. B) Az immun-specifikus géncsoport RT-qPCR által meghatározott 

kifejeződése. A diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: statisztikailag igazolt különbség az 

oldószeres kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 
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ábra). Ezt követően arra voltunk kíváncsiak, hogy az AFB1 expozíció kihatással van-

e a teljes neutrofil granulocita sejtszámra a lárvákban. Az EGFP+ sejtek fluoreszcencia 

aktivált sejtválogatás (FACS) által meghatározott gyakorisága csak a legmagasabb, 

0,1 mg/l-es kezelési koncentráció esetén csökkent szignifikáns mértékben a 

kontrollhoz viszonyítva (10. C ábra). 

 

 

Az embrionális AFB1-expozíció immunmoduláns potenciáljának további, 

részletesebb feltérképezése érdekében farokúszó-sebzésen alapuló, in vivo, lokális, 

steril gyulladásos modellben vizsgáltam a neutrofil granulociták válaszreakcióját (az 

alkalmazott kísérleti rendszert a 11. A ábra mutatja). Ennek során jelentős mértékű, 

koncentráció-függő csökkenés volt tapasztalható az AFB1-kezelt lárváknál a sebzés 

területére vándorló granulociták mennyiségében, a sebzést követő 4., valamint 12. 

órában egyaránt (11. B és C ábra).  

10. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció neutrofil granulociták eloszlására és 

mennyiségére gyakorolt hatása a 120 órás zebradánió lárvákban. A) Oldalnézeti fényképek 

Tg(mpx:EGFP) lárvákról AFB1 kezelést követően. B) AFB1 hatása a neutrofil granulociták szik-

bélrendszer területén történő felhalmozódására. C) AFB1 hatása a neutrofil granulociták teljes 

lárvákon belüli gyakoriságára. A diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: statisztikailag igazolt 

különbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 
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11. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció hatása a neutrofil granulociták lokális 

gyulladásra adott válaszára és az érrendszer morfológiájára 120 órás zebradánió 

lárvákban. A) A farokúszó sebzésén alapuló gyulladásos modell sematikus ábrája. B) 

Oldalnézeti fényképek a Tg(mpx:EGFP) lárvák farokúszó régiójáról AFB1 kezelést és 

farokúszó sebzést követően. C) Az AFB1 hatása a neutrofil granulociták sebzés területén 

történő felhalmozódására. D) Oldalnézeti fényképek Tg(gata1:dsRED;flk1:GFP) lárvák 

farokúszó régiójáról AFB1 kezelést követően. A diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: 

statisztikailag igazolt különbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyítva, (p <0,05). hpi: hours post 

injury.  
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Mindez felvetette az érrendszer AFB1-általi sérüléseinek, és ezen keresztül a 

granulocita vándorlás befolyásolásának a lehetőségét. A vér-érrendszer specifikus 

transzgenikus zebradánió vonal vizsgálata során azonban nem tapasztunk jelentős 

mértékű eltéréseket a kontroll és a kezelési csoport között az érrendszer 

morfológiájában (11. D ábra). 

A szubletális AFB1-expozíció tehát egyrészt önmagában egy szignifikáns 

mértékű gyulladást indukált az embriókban/lárvákban, amely együtt járt a neutrofil 

granulociták eloszlásának és gyakoriságának megváltozásával, másrészt pedig jelentős 

kihatással volt ezeknek az immunsejteknek egy indukált, lokális gyulladásra adott 

válaszreakciójára. 

 

4.3. Az aflatoxin B1 nitrogén-monoxid termelődésre és L-arginin tartalomra 

gyakorolt hatásai 

 

A fentiekben bemutatott pro-inflammatorikus hatások további 

karakterizálásához egy gyulladásos mediátor, a nitrogén-monoxid termelődésének 

vizsgálatára került sor. A nitrogén-monoxid fontos szerepet játszik a különböző 

patogén ágensek vagy testidegen anyagok elleni immunválaszban, amelynek során 

termelődését a veleszületett immunrendszer egyes sejtes elemeinek indukálható 

nitrogén-monoxid-szintáz enzimjei (iNOS) biztosítják. A 120 órás lárvákban 

fluoreszcens próba segítségével történő in vivo nitrogén-monoxid produkció 

detektálásakor erőteljes mértékű, koncentráció-függő növekedés mutatkozott az AFB1 

kezelés hatására a kontroll csoporthoz képest (12. A és B ábra). Emellett, 

hasonlóképpen a neutrofil-granulociták szik-bélrendszer területén történő intenzív 

felhalmozódásához, a nitrogén-monoxid termelődés kifejezetten nagy mértékű 

növekedést mutatott a lárvák ezen régiójában a kezelt csoportokban (12. C ábra). 

Mivel az iNOS a nitrogén-monoxid előállításához szubsztrátként L-arginint 

használ fel, a következőkben meghatároztuk a teljes lárvák nedves testtömegre 

normalizált L-arginin tartalmát. Összhangban a nitrogén-monoxid szint 

növekedésével, az AFB1 kezelésen átesett embrióknál szignifikáns mértékű csökkenés 

volt tapasztalható az L-arginin tartalomban (12. D-E ábra). Összességében tehát 

elmondható, hogy a szubletális AFB1-expozíció egy nitrogén-monoxid termelődés 

fokozódásával és L-arginin szint csökkenésével együtt járó gyulladásos reakciót 

eredményezett a lárvákban. 
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12. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció nitrogén-monoxid termelődésre és az L-

arginin mennyiségére gyakorolt hatásai zebradánió lárvákban. A) Oldalnézeti fényképek a 120 

órás lárvákról AFB1 kezelést és fluoreszcens NO-próba alkalmazását követően. A fluoreszcencia 

intenzitása arányos a nitrogén-monoxid termelődés mértékével. B) Az AFB1 hatása a nitrogén-

ámonoxid produkcióra a teljes lárvákon belül. C) Az AFB1 hatása a nitrogén-monoxid 

termelődésre a szik-bélrendszer területén. D) A nitrogén-monoxid képződés folyamatának 

sematikus ábrája. E) Az AFB1 L-arginin szintre gyakorolt hatása. A diagramok átlagot és szórást 

jelölnek. *: statisztikailag igazolt különbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 
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4.4. Az aflatoxin B1 emésztőrendszerre gyakorolt hatásai 

 

Ahogy a fentiekben leírt eredmények alapján láthattuk, a granulocita 

felhalmozódás és nitrogén-monoxid termelődés tekintetében a szik-bélrendszer egy 

kifejezetten érintett területként jelentkezett az AFB1 kezelés hatására. Mindemellett, 

a mikroszkópos fényképek elemzése során a kezelt lárvák bélcsatornájának 

alulfejlettségére utaló jeleket is detektáltunk. Továbbá, az RNS szekvenálás által 

felderített szignifikáns mértékben differenciáltan expresszált gének között számos, az 

emésztőrendszer fejlődésében kulcsszerepet játszó gén (claudin 15a, clda; aldehid-

dehidrogenáz 1 A2, aldh1a2; dehidrogenáz/reduktáz-(SDR család) 9, dhrs9; 

plazmolipin, pllp; caudal type homeobox 1b, cdx1b) szerepelt (13. A ábra). Ez utóbbi 

két gén (dhrs9, cdx1b) jelentős mértékű redukciója mutatkozott meg azok RT-qPCR 

által történő validálása során a 0,05, 0,075 és 0.1 mg/l AFB1 koncentrációkkal kezelt 

csoportokban (13. B ábra). 

Az emésztőrendszer károsodásának további feltérképezése érdekében elsőként 

meghatároztam a lárvák nyelőcsöve és végbélnyílása közötti távolságot, mint „relatív 

bélhosszt” (nincs elkülönült gyomor), amely már a legalacsonyabb, 0,025 mg/l 

koncentráción is szignifikáns csökkenést mutatott (13. C ábra). Ezt követően az 

emésztőrendszer bizonyos mértékű funkcionális-anatómiai eltéréseinek becslésére 

alkalmas vizsgálatot végeztem el fluoreszcens mikrogyöngyök segítségével. Az AFB1 

expozíción átesett lárváknál a mikrogyöngyök a legalacsonyabb kezelési koncentráció 

esetén (0,025 mg/l) csökkent mértékben, a többi koncentrációhoz tartozó csoport 

esetén pedig szinte alig kerültek be a bélcsatornába, ellentétben a kontroll csoporttal 

(13. D-E ábra). Érdekes módon, a bélcsatorna drasztikusan alacsony mikrogyöngy 

tartalma a magasabb koncentrációknál (0,075; 0,1 mg/l) a száj-garat régióban történő 

igen erőteljes − a lárvák legalább 55 százalékánál bekövetkező − mikrogyöngy 

akkumulációval párosult (13. D, F ábra). 

A szubletális AFB1-expozíció tehát jelentős mértékben befolyásolta az 

emésztőcsatorna normális kialakulását az embrionális fejlődés során. 
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13. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció gasztro-intesztinális rendszerre gyakorolt 

hatásai zebradánió lárvákban. A) Teljes RNS-szekvenálás által azonosított differenciáltan 

expresszált, emésztőrendszer morfogenezisében kulcsszerepet játszó gének „hőtérképe” és B) RT-

qPCR által meghatározott kifejeződése. C) Az AFB1 bélhosszra gyakorolt hatása a 120 órás 

lárvákban. D) Oldalnézeti fényképek a 120 órás lárvákról AFB1 kezelést követően. A fluoreszcens 

jel a lárván belüli mikrogyöngyöket jelöli. E) Az AFB1 hatása a mikrogyöngyök bélcsatornában 

történő akkumulációjára. F). Az AFB1 hatása a mikrogyöngyök száj-garat régióban történő 

felhalmozódására. A diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: statisztikailag igazolt különbség a 

kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 
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4.5. Az aflatoxin B1 szikből történő lipid-mobilizációra gyakorolt hatása 

 

A teljes lárvákból történő transzkriptom analízis eredményei felhívták 

figyelmünket az AFB1 különböző, főként az energiaszerzésre irányuló metabolikus 

útvonalakat gátló hatására. Ide vonatkozóan kiemelkedtek a lipid anyagcserében és 

transzportban szerepet játszó folyamatok. Mindemellett, a szik-bélrendszer jelentős 

mértékű érintettsége mutatkozott meg az AFB1-indukált gyulladás során. Mindez 

alapján feltételezhetővé vált, hogy az embrionális AFB1-expozíció számottevő 

mértékben képes befolyásolni a szikanyagok mobilizálódását/hasznosulását. Ennek 

további megismeréséhez Fraher és mtsai. (2016) által azonosított, a zebradánió szik-

lipid anyagcserében és transzportban kulcsszerepet játszó géncsoportot (gene set) 

alapul véve elsőként géncsoport dúsulási analízist (Gene Set Enrichment Analysis, 

GSEA) végeztünk el a teljes RNS-szekvenálás által nyert adatokon. A GSEA az AFB1 

expozíció hatására alulexpresszált lipid metabolizmus és transzport-asszociált gének 

szignifikáns feldúsulását mutatta ki (False Discovery Rate, FDR <0,1; Normalized 

Enrichment Score, NES: -1,53) (14. A és B ábra). Ezek közül négy gén (mikroszomális 

triglicerid transzfer fehérje, mtp; apolipoprotein A-IVa, apoa4a; apolipoprotein Bb 

tandem duplicate 1, apobb.1; zsírsavkötő fehérje 1b-1, fabp1b.1) mRNS szintű 

kifejeződését tovább vizsgáltuk RT-qPCR segítségével, validálva az RNS-szekvenálás 

eredményeit. Az mtp, apoa4a és apobb.1 gének esetén 0,025 mg/l koncentrációnál 

enyhe, míg 0,05, 0,075 és 0,1 mg/l koncentrációknál egy jelentősebb mértékű, 

szignifikáns csökkenés volt tapasztalható a génkifejeződésben. A fabp1b.1 gén 

tekintetében már a 0,025 mg/l koncentrációnál is egy erőteljesebb, a magasabb 

értékeknél pedig drasztikus mértékű gátló hatás mutatkozott meg (14. C ábra).  

Annak érdekében, hogy a szikből történő lipid-mobilizációt érintő változásokat 

tovább karakterizáljuk, a teljes lárvák Oil-Red-O alapú lipidfestését végeztem el, 

amely képet adott a neutrális lipidek lárvákon belüli eloszlásáról, és lehetővé tette a 

szik-bélrendszer területének optikai-denzitáson alapuló lipid-tartalom becslését.  
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14. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció lipid metabolizmusban és transzportban 

kulcsszerepet játszó génekre gyakorolt hatásai zebradánió lárvákban. A) Lipid metabolizmus 

és transzport specifikus géncsoport feldúsulási analízise az RNS szekvenálás által detektált 

differenciáltan expresszált génlistában. B) Az AFB1 által szignifikánsan represszált szik-lipid 

metabolizmus és transzport-asszociált gének „hőtérképe”. Piros csillag jelöli az RT-qPCR-hez 

kiválasztott géneket. C) Az asszociált gének RT-qPCR által meghatározott kifejeződése. A 

diagramok átlagot és szórást jelölnek. *: statisztikailag igazolt különbség a kontrollhoz (DMSO) 

viszonyítva (p <0,05). 
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Összhangban a molekuláris-biológiai vizsgálatok eredményeivel, az AFB1 

kezelés hatására szignifikáns, koncentráció-függő növekvő tendenciát tapasztaltunk a 

szik-bélrendszer területén mért optikai denzitásban, amely a szikből történő lipid-

felhasználás képességének csökkenésére utalt (15. A és B ábra).  

Összegezve a fenti eredményeket, a szubletális AFB1-expozíció jelentős 

mértékű kihatással volt a fejlődő embriók lipid-anyagcseréjére és a szikben raktározott 

lipidek mobilizációjára. 

 

 

 

  

15. ábra. Szubletális, embrionális AFB1-expozíció lipid mobilizációra gyakorolt hatásai 

zebradánió lárvákban. A) Oldalnézeti fényképek a 120 órás lárvákról lipid-festést követően. B) Az 

AFB1 hatása a szik-bélrendszer területén lévő lipidek mennyiségére. A diagramok átlagot és szórást 

jelölnek. *: statisztikailag igazolt különbség a kontrollhoz (DMSO) viszonyítva (p <0,05). 
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5. Következtetések és javaslatok 

 

 

Az AFB1 az egyik legnagyobb humán- és állategészségügyi kockázattal bíró 

penészgombatoxin. Embriotoxikus hatását ugyan már a 1960-as években kimutatták, 

de az emlősök és az ember esetén az embrionális AFB1-kitettség által okozott káros 

hatások nem minden részlete ismert. Több kutatás hívta fel a figyelmet a terhes anyák 

emelkedett AFB1 terheltsége és az alacsony születési súly, illetve csökkent növekedési 

ráta közötti összefüggésekre (Shuaib et al., 2010; Turner et al., 2007). Egyes munkák 

vizsgálták ugyan a humán prenatális AFB1-kitettség bizonyos immunológiai 

következményeit az utódokban, azonban e területen viszonylag még kevés eredmény 

áll rendelkezésünkre (Hernandez-Vargas et al., 2015). Az AFB1-kitettség pre- és 

posztnatális következményei mögött húzódó lehetséges folyamatok közül Smith és 

mtsai. (2017) az alábbiakat emelik ki:  

a) pro-inflammtorikus citokin termelés indukciója az anyában, a placentában és a 

magzatban; szisztémás gyulladásos folyamatok kialakulása;  

b) a bélrendszer gyulladása és a bél-barrier károsodása az anyában és a 

magzatban;  

c) a placenta és a magzat fejlődésének megzavarása.  

Mindez olyan vizsgálatok elvégzését szorgalmazza, amelyek többek között a 

fentiekben vázolt szempontokat is figyelembe véve minél részletesebb módon hozzá 

tudnak járulni az embrionális AFB1 kitettség biológiai következményeinek 

megismeréséhez. A zebradánió egy alkalmas alternatívát nyújt az AFB1 embrionális 

hatásainak komplex vizsgálatához az in vitro modellek és az emlős rendszerek között. 

Noha a zebradánió embrió nem alkalmas az anya-placenta-magzat kölcsönhatásainak 

és az AFB1 expozícióból adódó közvetett anyai hatásoknak a modellezésére, 

ugyanakkor a toxin direkt embrionális hatásai jól nyomon követhetők és 

feltérképezhetők ezen modellrendszer segítségével. Jelen doktori munka a relatíve 

alacsony, szubletális AFB1 koncentrációk általi direkt embriotoxicitás átfogó, többek 

között morfológiai, molekuláris biológiai és immunológiai értékelését végezte el. 

Az AFB1 zebradánió embriókon történő ez idáig született vizsgálatai elsősorban 

neurotoxikus és hepatotoxikus hatások feltérképezésére fókuszáltak (Park et al., 2020; 

Wu et al., 2019; Zhou et al., 2017; Zuberi et al., 2019). Ezen kutatások során 

megmutatkozó mortalitási értékek a legtöbb esetben összhangban vannak az általunk 

tapasztaltakkal, mindemellett fontos megjegyezni, hogy ezek az értékek általában 
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eltérő expozíciós ablakban végzett tesztek alapján születtek. Az általunk 

meghatározott 120 órás expozícióra vonatkozó LC50 és LC10 érték 0,141, illetve 

0,108 mg/l volt. Wu és mtsai. (2019) hozzánk hasonlóan, nem tapasztaltak mortalitást 

az általunk becsült LC10 érték alatti, hasonló felbontású koncentráció tartományban 

az embrionális fejlődés időszaka alatt. Zuberi és mtsai. (2019) által meghatározott 96 

és 120 hpf közötti expozíciós ablakra vonatkozó LC50 érték 0,5 µM ≈ 0,156 mg/l volt, 

míg 24 és 48 hpf között ennek közel négyszerese. Ennek hátterében részben az állhat, 

hogy zebradánióban az AFB1-gyet reaktív metabolittá alakító citokróm enzim 

(CYP2K6) az embrionális fejlődés első felében alacsonyabb szinten, az embrionális 

fejlődés végéhez közeledve (96-120 hpf) pedig egyre intenzívebb mértékben fejeződik 

ki (Wang-Buhler et al., 2005).  

A szubletális AFB-expozíció nem eredményezte az embriók/lárvák számottevő 

torzulását a kezelési időszak alatt, hasonlóképpen Wu és mtsai. (2019) által leírtakhoz. 

Mindazonáltal a teljes transzkriptom szintjén már jelentős eltéréseket detektáltunk. Az 

AFB1 több, mint 1200 gén kifejeződését befolyásolta szignifikáns mértékben. A 

csökkent kifejeződést mutató gének között szignifikánsan feldúsultak azok a 

géncsoportok, amelyek pl. az oxidoreduktáz és monooxigenáz aktivitásban, illetve az 

energiaszerző metabolikus útvonalakban játszanak fontos szerepet. Az oxidoreduktáz 

aktivitású enzimek közül egyesek reaktív szabadgyök-képződést eredményeznek (pl. 

xantin oxidáz), ezzel szemben számos kulcsszerepet tölt be a reaktív 

oxigénszármazékok (ROS) eliminálásában (pl. szuperoxid dizmutáz, glutation-

peroxidáz, NADPH-kinon-oxidoreduktáz) (Battelli et al., 2016; Ngoka, 2008). 

Mindemellett pl. a mitokondriális elektron-transzportlánc I-es komplexének (NADH: 

ubikinon oxidoreduktáz) diszfunkciója is erőteljes oxidatív stressz kialakulását 

eredményezheti (Emelyanova et al., 2016; Koopman et al., 2007; Kussmaul & Hirst, 

2006). Az alkohol által indukált oxidatív stressz májban történő kialakulásának egyik 

közreműködő faktoraként tartják számon a citokróm P450-oxidoreduktáz és glutation-

reduktáz enzimek gátlását (Dong et al., 2014). Továbbá, a humán hepatocelluláris 

karcinóma egyik velejárójaként azonosították a máj oxidoreduktáz aktivitásának 

jelentős csökkenését (Ngoka, 2008).  A hepatokarcinogén potenciállal is rendelkező 

AFB1 ROS-indukáló képességéről megannyi kutatás ad tanúbizonyságot (An et al., 

2017; Mary et al., 2012; Ubagai et al., 2008; Wang et al., 2017), ezért jelen doktori 

munka elsősorban nem ennek a területnek a karakterizálására fókuszált. 

Összességében azonban elmondható, hogy a transzkriptom analízis során 147, az 

oxidoreduktáz aktivitásban közreműködő gén kifejeződésének csökkenését mutattam 
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ki 120 órás zebradánió lárvákban az AFB1 kezelés hatására, amely összhangban van 

a toxin ismert oxidatív stressz indukáló képességével. 

Az embrionális, szubletális AFB1-expozíció metabolomra kifejtett hatásaival 

kapcsolatban meglehetősen kevés információ érhető el a szakirodalomban, 

ugyanakkor felnőtt egereken és patkányokon végzett ilyen irányú kutatások széles 

körű, glükóz, aminosav és lipid anyagcserét egyaránt érintő változásokról számolnak 

be (Kimbrough et al., 1992; Lu et al., 2013; Zhang et al., 2011). Ezt a képet jelentős 

mértékben visszatükrözi a doktori munka embriókon elvégzett transzkriptom 

analízisének eredménye, amely a különböző szerves-sav, lipid és szénhidrát 

anyagcserében kulcsszerepet játszó géncsoportok szignifikánsan csökkent 

kifejeződéséről ad számot. 

Az embrionális AFB1-kezelés következtében fokozott mRNS kifejeződést 

mutató gének között kimagasló mértékben dúsultak fel az immunválaszban és 

gyulladásos folyamatokban közreműködő géncsoportok. Mindez együtt járt a teljes 

embriókon/lárvákon belüli neutrofil granulociták erőteljes diffúz szóródásával és 

emelkedett nitrogén-monoxid termelődéssel, amely a szik-bélrendszer területén 

különösen intenzívnek bizonyult. Dey és Kang (2020) AFB1-kezelt 6 napos 

zebradánió lárvák vizsgálata során szintén a szik-bélrendszer területén detektált 

jelentős mértékű ROS képződést. Emellett, a megnövekedett nitrogén-monoxid 

termelődéssel összhangban, csökkent L-arginin szintet tapasztaltam. Az AFB1 tehát 

egy szisztémás jellegű gyulladásos reakciót indított el a fejlődő embriókban/lárvákban. 

Továbbá, a lokális gyulladáson alapuló modellben szignifikáns mértékben 

csökkentette a neutrofil granulociták sebzés területén történő felhalmozódását. A 

granulociták teljes lárvákon belüli gyakorisága csak a legmagasabb alkalmazott (LC10 

érték körüli) koncentráción mutatott csökkenést, ugyanakkor a lokális sebzésre adott 

„csökkent mértékű” válaszreakció már az alacsonyabb koncentrációk esetén is 

számottevő volt. Mindemellett, a lárvák érrendszeréről készült fényképek értékelése 

során nem figyeltem meg olyan, szemmel látható, drasztikus morfológiai 

elváltozásokat, amelyek jelentősen akadályozhatták volna a neutrofil granulociták 

úszószegélyhez történő vándorlását. Ugyanakkor fontos hangsúlyozni, hogy a 

leukociták gyulladásos területre történő migrációja rendkívül komplex és érzékenyen 

szabályozott folyamat, ahol az érfal-struktúra, illetve a különböző kemotaktikus 

szignálok és adhéziós folyamatok összjátéka egyaránt támadáspontot jelenthet egy 

toxin-expozíció során (Nourshargh & Alon, 2014). Mindezek vizsgálata azonban 

túlmutatott a jelen doktori munka keretein. Hasonlóképpen az általam tapasztaltakhoz, 
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a zebradánió embriók/lárvák farokúszójának sebzésén alapuló gyulladásos modell 

alkalmazása során több xenobiotikum − pl. egy növényvédő szer keverék, a 

famoxadon-cimoxanil (Cheng et al., 2020), illetve az egyes kozmetikumokban is 

előforduló ezüst nanorészecskék (R. J. Chen et al., 2021) – esetén is megmutatkozott 

a neutrofil granulociták mozgósításának/vándorlásának modulálása. Relatíve kevés 

információ érhető el a szakirodalomban az AFB1 neutrofil granulocitákra gyakorolt 

hatásairól, elsősorban in vitro vizsgálati eredmények születtek, amelyek a granulociták 

fagocitotikus illetve enzimatikus aktivitásának csökkenéséről adnak számot (Mehrzad 

et al., 2011; More et al., 2005; Sahoo & Mukherjee, 2001b). Összefoglalva doktori 

munkám ide vonatkozó eredményeit, a szubletális, embrionális AFB1-expozíció pro-

inflammatorikus és immunmoduláns hatásokat eredményezett a 120 órás zebradánió 

lárvákban. 

Ahogy már fentebb említésre került, a fejlődő embriók szik-bélrendszerének 

jelentős mértékű érintettsége volt megfigyelhető az AFB1 által indukált gyulladásban. 

A zebradánió embrionális fejlődése során a szikben tárolt tápanyagok fokozatosan 

felhasználásra kerülnek, a szikzacskó mérete csökken, területének egy részét pedig 

fokozatosan átveszi a fejlődő bélcsatorna. Fontos kiemelni tehát, hogy az embriók 

szikrendszere egy metabolikusan aktív és különböző transzport-folyamatokat 

felvonultató terület (Fraher et al., 2016). Park és mtsai. (2020) szignifikánsan nagyobb 

szik-átmérőket detektáltak az AFB1 kezelt zebradánió embriók esetén a kontrollhoz 

viszonyítva. Eredményeim emellett a szikben tárolt lipidek anyagcseréjében és 

transzportjában részt vevő géncsoportok gátolt mRNS szintű kifejeződését mutatták 

ki. Mindez felveti az embrionális tartalék táplálóanyagok 

felhasználásának/mobilizálásának sérülését. Ahogy az várható volt, a 120 órás lárvák 

lipid festése visszaigazolta az addigi eredményeket, a szik-bélrendszer területén lévő 

lipidek mennyisége koncentráció-függő növekedést mutatott a kezelés hatására. Eddig 

csak kevés kutatás jelent meg a szakirodalomban, amely az embrionális AFB1-

expozíció lipid anyagcserére gyakorolt hatásait vizsgálta, ugyanakkor felnőtt 

patkányok vér- illetve májmintáinak analízise során beszámolnak a lipid metabolizmus 

AFB1 általi megzavarásáról (Rotimi et al., 2017; Ugbaja et al., 2020). Továbbá, 

patkányoknál az AFB1 előmozdította a máj foszfolipid és koleszterin tartalmának 

növekedését, a zsírszövet gyarapodását (Singh & Venkitasubramanian, 1975). A máj 

kóros lipid-akkumulációjával (pl. alkoholos és nem alkoholos zsírmáj), valamint az 

elhízással együtt járó betegségeket különböző gyulladásos folyamatok kísérhetik, 

amelyek egyrészt megjelenhetnek a fokozott lipid-akkumuláció egyik 
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következményeként, illetve a betegség lefolyását súlyosbító tényezőként egyaránt 

(Gao & Tsukamoto, 2016; Ma et al., 2008). Egyes xenobiotikumok szintén 

eredményezhetnek gyulladással együtt járó lipid felhalmozódást, mint pl. a felszíni 

vizekben is megjelenő anti-ösztrogenikus tamoxifen zebradánióknál (Yu et al., 2020). 

Az esetünkben megfigyelt, szik-bélrendszer területére vonatkozó emelkedett lipid-

tartalom és gyulladás ok-okozati összefüggéséről azonban csak további, részletesebb 

feltáró munka alapján vonhatunk le következtetéseket. Továbbá meg kell jegyezni, 

hogy az AFB1-kezelés hatására kialakult lipid „akkumuláció” jelen esetben 

feltételezhetően a szik lipid-raktárának csökkent mobilizációjából adódott, és nem egy 

„aktív” felhalmozódás eredménye.  

Több kutatómunka is beszámolt az AFB1 kezelést követő emésztőrendszeri 

elváltozásokról. Patkányok esetén a bél mikrobiom-asszociált metabolikus útvonalak 

megzavarása (Zhou et al., 2018), egérnél az intesztinális integritás sérülésén keresztüli 

barrier funkciók defektusai (Gao et al., 2021), brojler csirkéknél a táplálóanyagok 

csökkent hasznosulása mutatkozott meg (X. Chen et al., 2016). Mindemellett, emlős 

és madár modellrendszerben egyaránt megnyilvánult az AFB1 által indukált 

bélkárosodás és gyulladás együttese, ahol különböző anti-inflammatorikus 

táplálékkiegészítő anyagok alkalmazásával csökkenteni lehetett a bélben, illetve a bél-

mikrobiomban okozott elváltozások mértékét (J. Chen et al., 2021; Sarker et al., 2021). 

Az embrionális AFB1-kitettség bélrendszerre gyakorolt hatásairól és annak hátteréről 

azonban még viszonylag kevés ismeret áll rendelkezésünkre. Vizsgálataim az 

embrionális/lárvális emésztőrendszer AFB1 általi károsodását mutatták ki, amely az 

emésztőrendszer morfogenezisében kulcsszerepet játszó gének kifejeződésének 

erőteljes gátlásában, a bélrendszer alulfejlettségében és funkcionális zavarában 

nyilvánultak meg. Mindez a szik-bélrendszer területén történő fokozott neutrofil-

granulocita felhalmozódással és nitrogén-monoxid produkcióval járt együtt. Az 

embrionális emésztőrendszer AFB1 által indukált elváltozásai és az ahhoz 

asszociálódó gyulladásos folyamatok ok-okozati összefüggései és az azok hátterében 

álló mechanizmusok azonban további, részletesebb feltérképezésre szorulnak. 

A terhes anyák és vemhes állatok AFB1 kitettsége kiemelten nagy egészségügyi 

kockázatot hordozhat magában az utódra nézve. A prenatális AFB1-expozíció 

biológiai következményei azonban még nem teljesen ismertek. Az eddigi, in vitro 

tesztek és különböző modellszervezeteken végzett vizsgálatok, illetve a humán 

felmérések eredményei alapján feltételezhető, hogy a születés-, csecsemő-, illetve 

gyermekkori fejlődésbéli és immunológiai problémák kialakulásához jelentős 
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mértékben hozzájárulhat az AFB1 pro-inflammatorikus, immunmoduláns, 

gasztrointesztinális rendszert károsító, valamint a szénhidrát, lipid és aminosav 

anyagcserét befolyásoló képessége (Smith et al., 2017). Doktori munkám az LC10 és 

az alatti AFB1 koncentrációk direkt embrionális hatásainak viszonylag átfogóbb 

feltérképezését tűzte ki célul, amelyhez többek között a preklinikai gyógyszer-

tesztelésben és humán betegség modellezésben is elterjedt modellszervezetet, a 

zebradániót hívtam segítségül. A kutatómunkám során alkalmazott, egymást 

kiegészítő morfológiai, transzkriptomikai, immunológiai, toxikológiai vizsgálatok 

alapvetően egymással összhangban lévő eredményeket szolgáltattak. Összességében 

elmondható, hogy a szubletális, embrionális AFB1-expozíció során a veleszületett 

immunrendszer, az energiaszerzésre irányuló biológiai folyamatok, valamint az 

gasztrointesztinális rendszer kiemelt érintettsége mutatkozott meg. Mindez jelentős 

mértékben meghatározhatja a fejlődő utód későbbi életkimenetelét. Az akut 

gyulladásos folyamatokban, a gasztrointesztinális rendszer fejlődésében, és számos 

energiaszerző metabolikus útvonalban kulcsszerepet játszó gének és azok 

kifejeződésének szabályozása nagyfokú hasonlóságot mutat a zebradánió és az 

emlősök között (Flynn III et al., 2009; Forn-Cuní et al., 2017; Marza et al., 2005; 

Miyares et al., 2014; Quinlivan & Farber, 2017; Wallace & Pack, 2003). Az 

eredmények magasabb rendű gerincesek irányába történő extrapolálásakor 

ugyanakkor tekintetbe kell venni, hogy a zebradánió embrió modell egy placentát 

nélkülöző, közvetett anyai hatásoktól mentes rendszert képvisel. 
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Javaslatok 

 

Doktori munkám eredményei alapján az alábbi vizsgálatok javasolhatók a 

jövőben: 

a) Immunmoduláns hatás további feltérképezése 

o makrofág-specifikus transzgenikus zebradánió vonal bevonása 

b) Szöveti regenerációra gyakorolt hatások vizsgálata 

o farokúszó-regenerációs modell 

c) A bélcsatorna elváltozásainak és potenciális gyulladásának szövettani 

értékelése 

d) Az embrionális kitettség hosszú távú következményeinek 

feltérképezése 

o juvenilis és felnőtt kori túlélés  

o felnőtt kori immunkompetencia  

o transzgenerációs hatások, epigenomban bekövetkező 

változások 

e) Az általam alkalmazott vizsgálati-végpontok felhasználása olyan 

vegyületek teszteléséhez, amelyek alkalmasak lehetnek az AFB1 által 

okozott toxicitás mérséklésére. 
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6. Új tudományos eredmények 
 

 

1. Doktori munkámban elsőként vizsgáltam a szubletális koncentrációkkal 

történő embrionális aflatoxin B1 (AFB1)-expozíció teljes RNS szekvenáláson 

alapuló, teljes transzkriptomra gyakorolt hatásait 120 órás zebradánió 

lárvákban, amelynek során kimutattam, hogy az AFB1-expozíció jelentős 

mértékben gátol számos energiaszerzésre irányuló anyagcsereútvonalat, 

valamint az immunválasz- és a gyulladás-asszociált géncsoportok erőteljes 

indukálását eredményezi. 

 

2. Elsőként számoltam be a szubletális koncentrációkkal történő embrionális 

AFB1-expozíció neutrofil granulocitákra gyakorolt − megváltozott 

eloszlásban, sejtszámban és lokális gyulladásra adott válaszreakcióban 

megmutatkozó – szignifikáns hatásairól 120 órás zebradánió lárvákban. 

 

3. Elsőként mutattam ki a szubletális koncentrációkkal történő embrionális 

AFB1-expozíciónak az in vivo nitrogén-monoxid termelődésre és az L-arginin 

tartalomra gyakorolt ellentétes irányú hatását 120 órás zebradánió lárvákban. 

 

4. Elsőként mutattam ki a szubletális koncentrációkkal történő embrionális 

AFB1-expozíció zebradánió embriók/lárvák szik-lipid mobilizációjára 

gyakorolt gátló hatásait. 

 

5. Elsőként számoltam be a szubletális koncentrációkkal történő embrionális 

AFB1-expozíciónak az emésztőrendszer fejlődését és funkcióját károsító 

hatásairól zebradánió embriókban/lárvákban. 
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7. Összefoglalás 
 

A mikotoxinok által szennyeződött élelmiszerek és takarmányok globális szintű 

humán és állategészségügyi, valamint gazdasági problémát jelentenek. Az aflatoxin 

B1 (AFB1) az egyik legkiemelkedőbb akut és krónikus toxicitással rendelkező 

mikotoxin, amely viszonylag gyakran jelenik meg gabonafélékben, olajos magvakban, 

fűszerekben és az azokból előállított termékekben. Különböző prediktív modellek az 

AFB1 kontamináció fokozódását, illetve az abban érintett földrajzi régiók kiterjedését 

prognosztizálják egyes gabonafélék esetén, mivel a klímaváltozás hatására 

bekövetkező hőmérsékletnövekedés és időjárásbéli változások kedvezhetnek a toxint 

termelő penészgombák elterjedésének és toxintermelésének. Ez adott esetben növekvő 

humán- és állategészségügyi kockázatot vonhat maga után.  

A terhesség, illetve vemhesség időszaka kiemelten veszélyeztetett periódus az 

AFB1-kitettség szempontjából, mivel a toxin átjut a placentán, potenciálisan károsítva 

a fejlődő utódot. Az embrionális korban bekövetkező környezeti stresszhatások 

következményei az utódra nézve széles skálát ölelnek fel, megmutatkozhatnak 

egyrészt akut, pl. teratogén hatásokban, mindemellett felnőtt kori betegségekben, az 

azokra való fogékonyság növekedésében, vagy egyes patogénekkel szembeni 

ellenállóképesség csökkenésében egyaránt. Mindezért kiemelten fontos az embrionális 

xenobiotikum-kitettség biológiai hatásainak minél alaposabb megismerése. Noha az 

aflatoxikózis egyes kórképei madarakban, emlősökben és halakban már régóta 

ismeretesek, az embriotoxikus hatások azonban részletesebb feltérképezésre 

szorulnak.  

Jelen doktori munka elsődleges célját az alacsony, szubletális koncentrációkkal 

történő embrionális AFB1-expozíció komplex hatásvizsgálata képezte zebradánió 

embriókon és lárvákon. A zebradánió a biológiai tudományok számos ágának 

közkedvelt gerinces modellszervezete, amely megannyi előnyös tulajdonságából 

adódóan kiemelt helyen szerepel többek között a környezeti szennyező anyagok, 

illetve terápiás célú vegyületek embrionális hatásainak vizsgálatában. Számos 

molekuláris, sejt, szövet, illetve szerv szintű hasonlóság mutatkozik meg a zebradánió 

és az emlősök között, amely alkalmassá teszi a fajt magasabb rendű gerinceseket érő 

stresszhatások és betegségek bizonyos mértékű modellezésére. A zebradánió külső 

termékenyüléséből adódóan, a doktori munka az AFB1-epozíció anyai hatásoktól 

független, direkt embriotoxikus potenciálját vizsgálta, különböző molekuláris 
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biológiai, bioinformatikai, immunológiai és toxikológiai módszerek integrálásán 

keresztül.  

A szubletális, embrionális AFB1-expozíció nem eredményezett drasztikus 

morfológiai elváltozásokat a 120 órás lárváknál, a teljes testhosszban azonban egy 

enyhe, az úszóhólyag méretében pedig már számottevőbb mértékű csökkenés volt 

tapasztalható. Mindemellett igen jelentős, transzkriptom szintű eltérések mutatkoztak 

meg a kezelést követően. Az AFB1 által legszignifikánsabb mértékben gátolt biológiai 

folyamatok közé többek között az oxidoreduktáz aktivitás, valamint a szerves sav és 

lipid anyagcsere, illetve egyéb katabolikus anyagcsereútvonalak tartoztak. Az AFB1 

expozíció által fokozott mRNS kifejeződést mutató gének között pedig kimagasló 

mértékben dúsultak fel a különböző immunválasz- és gyulladás-asszociált 

géncsoportok. A veleszületett immunrendszer érintettségének további karakterizálása 

során a neutrofil granolciták lárvákon belüli diffúz szóródása, emelkedett nitrogén 

monoxid termelődés, valamint az immun- és gyulladás-specifikus markergének 

erőteljes indukálódása jelentkezett. Mindez egyrészt megerősítette a transzkriptóm 

analízis ide vonatkozó eredményeit másrészt az AFB1-expozíció szisztémás jellegű 

gyulladás-indukáló képességét tükrözte vissza. Továbbá, LC10 értéken a neutrofil 

granulociták gyakorisága szignifikáns mértékben csökkent a teljes lárvákon belül. 

Mindemellett az AFB1 már LC10 alatti koncentrációknál is jelentősen befolyásolta a 

granulociták lokális sebzésre adott válaszreakcióját. 

A fejlődő embriók szik-bélrendszere kiemelt mértékben érintett területként 

jelent meg a szubletális AFB1-expozíciók során. Ez egyrészt az intenzív neutrofil 

granulocita felhalmozódásban és nitrogén-monoxid termelődésben, másrészt pedig a 

szikben tárolt lipidek defektív mobilizációjában, valamint a gasztointesztinális 

rendszer alulfejlettségében, funkcionális/anatómiai defektusaiban nyilvánult meg. Az 

itt tapasztalt tünetegyüttes is összhangban volt a teljes RNS szekvenálás és 

traszkriptom analízis során nyert eredményekkel, amelyeket a lipid metabolizmusban 

és transzportban, valamint az emésztőrendszer morfogenezisében kulcsszerepet játszó 

markergének RT-qPCR által meghatározott erőteljes alulexpresszálódása szintén 

megerősített. 

Összefoglalva doktori munkám eredményeit, elmondható, hogy az embrionális 

AFB1-expozíció már LC10 és az alatti értékeken jelentős mértékű és széles körű káros 

hatással bír a 120 órás zebradánió lárvákban. Az AFB1 szignifikáns kihatással volt az 

embrionális/lárvális veleszületett immunrendszerre, pro-inflammatorikus és 

immunmoduláns hatások indukálásán keresztül. Mindemellett kiemelt mértékben 
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befolyásolta az embriók/lárvák energiaszerzésre irányuló folyamatait, többek között a 

tartalék lipidek mobilizációjának, az emésztőrendszer fejlődésének és működésének, 

valamint számos anyagcsereútvonalnak a megzavarásán keresztül. Jelen doktori 

munka egyrészt felhívja a figyelmet az embrionális AFB1-kitettség egészségügyi 

kockázataira, szorgalmazva a megelőzés és mentesítés módszereinek fejlesztését, 

másrészt pedig egy viszonylag költséghatékony modellrendszerben végpontokat 

szolgáltat az AFB1 általi toxicitás mérséklésére irányuló terápiás célú anyagok 

jövőbeli vizsgálatához. 

Habár az embert és haszonállatait érő in utero AFB1 terhelés utódokra gyakorolt 

hatásai mögött húzódó molekuláris biológiai és élettani folyamatok részletesebb 

megismerésre szorulnak, reményeim szerint a doktori munkám által szolgáltatott, 

zebradánió modellrendszer segítségével született eredmények hozzájárulnak az AFB1 

által indukált embriotoxikus hatások ismeretanyagához. 
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8. Summary 

 

 

Mycotoxin contamination of foods and feeds poses a global human and animal 

health risk and leads to economic problems. Aflatoxin B1 (AFB1) is one of the most 

prominent mycotoxins with the highest acute and chronic toxicity and is frequently 

found in cereals, oilseeds, spices, and their products. Changes in environmental and 

weather conditions due to climate change may favor the growth and/or toxin 

production of aflatoxigenic filamentous fungi. Various predictive models forecast an 

increase in AFB1 contamination of certain grains, especially maize, and the expansion 

of affected geographical regions in the near future, which can result in an elevated risk 

to human and domestic animal health. 

Pregnancy or gestation is a highly vulnerable period for the consequences of 

AFB1 exposure, as the toxin can cross the placental barrier and potentially harm the 

developing embryo. Embryonic exposure to environmental stress factors may lead to 

a broad range of adverse biological effects, from serious developmental problems to 

long-term consequences such as increased susceptibility to adult diseases. Therefore, 

it is paramount to understand the biological effects of xenobiotic exposure during 

critical periods of development. Although some pathological features of aflatoxicosis 

in certain fish, bird, and mammal species have been known for a long time, the 

embryotoxic properties of AFB1 need to be further explored.  

The present thesis's primary objective was to comprehensively investigate the 

effects of embryonic AFB1 exposure at relatively low, sub-lethal concentrations in 

zebrafish embryos and larvae. Due to its advantageous properties, zebrafish has 

become a popular vertebrate model organism in many biological research areas. Its 

embryos are frequently used in toxicological, ecotoxicological, and pharmacological 

studies. Zebrafish shares many molecular, developmental, physiological and 

morphological similarities with mammals and humans, making this fish a suitable and 

promising model for a better understanding of xenobiotic exposure-related human 

diseases. The development of zebrafish embryos occurs externally, which allows us to 

explore the embryotoxicity of AFB1 independently from maternally-mediated harmful 

effects. Thus, my doctoral research investigated the direct embryotoxic potential of 

AFB1 by integrating molecular biological, bioinformatical, toxicological, and 

immunological methodologies. 
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The sublethal embryonic exposure to AFB1 did not result in drastic 

morphological alterations in the 120 hpf zebrafish larvae. However, a slight decrease 

in total body length and a more pronounced reduction in swim bladder area were 

observed. At the same time, the AFB1-exposure triggered global transcriptomic 

changes involving more than a thousand differentially expressed genes. 

Oxidoreductive activity, organic acid, and lipid metabolism, and other catabolic 

pathways were the most significantly down-regulated biological processes. In contrast, 

immune response- and inflammation-related gene ontology terms were prominently 

enriched among the up-regulated genes. Further characterization of the immunological 

effects of AFB1 revealed diffuse widespread neutrophil distribution, elevated nitric-

oxide production, and increased inflammatory gene expression in the whole larvae. 

These findings confirm the results of the whole-transcriptome RNA-sequencing and 

indicate a systemic inflammation-induction by embryonic AFB1-exposure. 

Furthermore, the neutrophil frequency in the whole larvae was significantly reduced 

at LC10, and at the same time, the neutrophil recruitment during a local inflammation 

decreased considerably at concentrations below LC10.  

The abdominal region (yolk sac and intestinal area) of the AFB1-exposed 

developing embryos/larvae was prominently affected, which was manifested by 

intense neutrophil accumulation, enhanced nitric-oxide production, defective yolk 

lipid mobilization, and impaired gastrointestinal function. These phenomena are also 

consistent with the results obtained from the transcriptome analysis, and the significant 

down-regulation of yolk lipid metabolism and transport-associated and digestive tract 

morphogenesis-associated gene sets. 

Taken together, the embryonic exposure to sub-lethal concentrations of AFB1 

resulted in extensive transcriptomic and developmental alterations in the 120 hpf 

zebrafish larvae. AFB1 induced pro-inflammatory and immunomodulatory effects and 

disturbed the energy metabolism of the larvae, which were accompanied by 

insufficient lipid mobilization and abnormal gastrointestinal tract development. The 

results of this doctoral research draw attention to the hazardous potential of embryonic 

AFB1 exposure and emphasize the urgent need for improving prevention and 

mitigation strategies. Besides, the integrative zebrafish models used in this study 

provide different endpoints for developing and evaluating antidotes or therapeutic 

compounds. 
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10. Mellékletek 

 

1. Melléklet. RT-qPCR által vizsgált génekhez tartozó primer szekvenciák 

gén  ID  szekvencia amplikon 
(bp) 

il1β 405770 F TGCGGGCAATATGAAGTCA 
271 

R TTCGCCATGAGCATGTCC 

mmp9 406397 F CATTAAAGATGCCCTGATGTATCCC 
141 

R AGTGGTGGTCCGTGGTTGAG 

cxcl8b.1 100536594 F AAACGACAAGTACTCGGACTGAA 
93 

R GACAAATCTGTCCTTTCTTAAGTGTG 

cxcl18b 795785 F AACAGCAGGGCCAATTACTG 
68 

R TCTTCAGCGAGTCGGTGT TA 

dhrs9 322529 F TTAAAAGCCTGGTGGGACAG 
95 

R CCTCAATCTCCAGCCAGTCA 

cdx1b 100004956 F AGACGCAACCCTTACGACTG 
97 

R TCTGTGTACACCACCCGGTA 

mtp 406207 F CAAAACCACTTTCCCCTTCA 
94 

R CCACCTGATCTCTGCTCCTC 

apoa4a 550608 F GACCCTCACAGCTGAGGAAA 
116 

R TGAATGGCCAGGGTGTATTT 

apobb.1  321166 F AGCCCAGTCAAAGACCACAC 
73 

R CTGATGAGCTGAGCAAGTGG 

fabp1b.1  554095 F TCATGTCGTTCACTGGGAAA 
98 

R TGCCTTTCTCAATCATGTCG  

ef1a 30516 F TGTGGAGAGCTTCTCTAC 
166 

R TGAGGGAAATTCACTTGG 
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